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цель работы – обобщение результатов профилактических (противоэпидемических) мероприятий 
связанных с ликвидацией эпидемического очага чумы в кош-агачском районе республики алтай в 
2016 г. материалы и методы. использованы данные отчетной и первичной документации Фкуз 
«алтайская противочумная станция, управления роспотребнадзора по республике алтай», Фкуз 
«роснипчи «микроб», Фкуз «иркутский нипчи». результаты и выводы. отмечено, что выпол-
ненный в 2016 г. комплекс организационных, противоэпидемических, санитарно-профилактических 
противочумных мероприятий является важным этапом оздоровления горно-алтайского высокогор-
ного природного очага чумы, конечной целью которого является предельно возможная минимизация 
риска первичных заражений человека чумой, а в случае их возникновения – оперативное проведение 
мероприятий по локализации и ликвидации эпидемического очага. обосновано, что для снижения эпи-
демических рисков в 2017 г. необходимо продолжить профилактическую вакцинацию, проведение де-
зинсекции и дератизации на участках прогностического обострения эпизоотической обстановки, что 
предусмотрено в «комплексном плане мероприятий учреждений роспотребнадзора по оздоровлению 
горно-алтайского высокогорного природного очага чумы в кош-агачском районе республики алтай в 
2017 г.». для снижения эпидемических рисков также необходимо обеспечить выполнение «программы 
по снижению риска завоза и распространения чумы на территории российской Федерации из транс-
граничного сайлюгемского природного очага» в рамках реализации распоряжения правительства 
российской Федерации № 1864-р от 05.09.2016 г. 
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Objective of the study is to sum-up the results of prophylactic (anti-epidemic) measures associated with elimination of epidemic 
focus in Kosh-Agach Region of the Republic of Altai in 2016. Materials and methods. Utilized were the data of reporting and source 
documentation from Altai Plague Control Station, Rospotrebnadzor Administration in the Republic of Altai, RusRAPI “Microbe”, 
and Irkutsk RAPI. Results and conclusions. It is pointed out that carried out in 2016 complex of organizational, anti-epidemic, and 
sanitary-prophylactic activities against plague is the importnant stage of rehabilitation of Gorno-Altai high-mountain natural plague 
focus, the final goal of which is maximally possible decrement of risks of primary human infection with plague, and in case of occur-
rence of such – performing of prompt response measures on localization and elimination of epidemic focus. It has been substantiated 
that for epidemic risk minimization in 2017 it is necessary to continue  prophylactic vaccination, desinsection and deratization in the 
areas of predictive epizootic situation aggravation, which is contained in “Complex Action Plan of the Rospotrebnadzor Institutions 
for Sanitation and Rehabilitation of Gorno-Altai high-mountain natural plague focus in Kosh-Agach Region of the Altai Republic 



Проблемы особо опасных инфекций. 2016, вып. 4

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

в связи с выявлением в 2012–2016 гг. микрооча-
гов основного подвида чумного микроба с высоким 
эпидемическим потенциалом в горно-алтайском 
высокогорном природном очаге и возникновением 
эпизоотий чумы среди промыслового вида – серого 
сурка, риски заражения населения значительно вы-
росли [1, 4]. единичные заражения человека имели 
место в 2014 г. [3] и 2015 г. [2]. в настоящее время 
сохраняется напряженная эпидемиологическая об-
становка, связанная с наличием контингентов высо-
кого риска заражения среди постоянного и времен-
ного населения (несанкционированный промысел, 
строительство газопроводов, туристические марш-
руты, верблюдоводство, отгонное животноводство) 
[6]. последнее определяет необходимость значи-
тельного усиления эпидемиологического надзора 
за территорией горно-алтайского высокогорного 
природного очага, равно как и других энзоотичных 
по чуме территорий, на которых зарегистрирована 
одновременная циркуляция штаммов основного и 
неосновного подвидов чумного микроба.

в 2016 г. прогнозы на повышение эпизооти-
ческой активности и роста потенциальной эпиде-

мической опасности горно-алтайского высокогор-
ного природного очага полностью оправдались. в 
весенне-летний период 2016 г. сложилась крайне не-
благоприятная эпизоотическая обстановка, обуслов-
ленная широким распространением основного под-
вида чумного микроба Y. pestis ssp. pestis на участках 
с высокой плотностью серых сурков в уландрыкском, 
тархатинском, талдуаирском мезоочагах (рис. 1). 

эпизоотии чумы зарегистрированы на общей 
площади 916,6 кв. км. обширные разлитые эпизоо-
тии с циркуляцией возбудителя основного подвида 
обнаружены на площади 833,6 км2, локальные эпи-
зоотии с циркуляцией возбудителя алтайского подви-
да – на 83,0 км2. в 2016 г. от носителей и переносчи-
ков возбудителя чумы выделено 65 штаммов чумно-
го микроба, в том числе 63 основного и 2 алтайского 
подвидов. возбудитель чумы основного подвида 
выделен от следующих объектов: серого сурка – 26 
штаммов (в том числе 22 от трупов и остатков сто-
ла хищных птиц), блохи Oropsylla silantiewi с серого 
сурка – 29, вши с серого сурка – 7, блохи Oropsylla 
alaskensis из входов нор монгольской пищухи – 1 
штамм. возбудитель чумы алтайского подвида вы-

in 2017”. It is also necessary to provide for implementation of the Program on lowering risks of importation from cross-border 
Sailyugemsky natural focus and spread of plague in the territory of the Russian Federation, within the frames of RF Government Order 
No 1864-p, dated 05.09.2016.

Key words: epidemic focus, sanitation of natural focus, immunization of the population, epizootic activity, full-genome se-
quencing. 
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рис. 1. эпизоотическая обстановка на тер-
ритории горно-алтайского высокогорного 
природного очага чумы в 2016 г.
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делен от монгольской пищухи – 1 штамм, от блохи 
Paramonopsyllus scalonae с монгольской пищухи – 1 
штамм. 

также получены 102 положительных серологи-
ческих результата: от серого сурка – 60 (из них до-
бытые животные – 20, трупы и остатки стола хищ-
ников – 21, костные останки – 14, шкурки – 5); от 
длиннохвостого суслика – 14 (в том числе от остат-
ков стола хищников – 1); от монгольской пищухи – 
16; от плоскочерепной полевки – 10; от тушканчика-
прыгуна – 2. 

методом пцр в 74 пробах полевого материала 
выявлена днк Y. pestis. в 67 из них – Y. pestis ssp. pes-
tis, в 7 – Y. pestis ssp. altaica. 66 находок днк основ-
ного подвида получено из различного материала от 
серых сурков, из них от добытых грызунов – 4, от 
трупов и остатков стола хищников – 38, от костных 
останков – 18, от шкурок – 6. одна положительная 
находка днк основного подвида получена от длин-
нохвостого суслика (остатки стола хищных птиц). 
днк возбудителя алтайского подвида обнаружена 
у 6 монгольских пищух и в одной пробе костных 
останков этого зверька.

в связи с высокой эпидемической опасностью 
незаконной добычи серого сурка в летне-осенний 
период 2016 г. на всей территории горно-алтайского 
высокогорного природного очага значительно по-
вышена противоэпидемическая готовность меди-
цинских учреждений. для выявления границ эпи-
зоотических участков проведен направленный по-
иск эпизоотий в поселениях этого промыслового 
вида, располагающихся в верхних частях долин рек, 
стекающих с хребтов сайлюгем, чихачева, Южно-
чуйский. в летне-осенний период здесь отмечены 
наиболее высокие риски заражения чумой, вплоть до 
середины сентября, когда большая часть популяции 
серого сурка залегает в спячку.

несмотря на значительное усиление противоэ-
пидемической работы в июле 2016 г., на территории 
кош-агачского района республики алтай (в границах 
тархатинского участка горно-алтайского высокогор-
ного природного очага) было зарегистрировано забо-
левание человека бубонной формой чумы. заражение 
было связанно с отстрелом сурка на животновод-
ческой стоянке в ур. тюнкелю (участок вершина 
р. ирбисту). ранее, в непосредственной близости (в 
5–10 км) от этого участка также были зарегистрирова-
ны случаи заражения человека: в 2014 г. – на участке 
вершина р. сербисту, в 2015 г. – на участке вершина 
р. елангаш. больной в 2016 г. – мальчик 10 лет, пре-
бывая в гостях у родственников, заразился при раз-
делке сурка, добытого в результате незаконного про-
мысла. несколькими днями ранее, по месту своего 
жительства в с. кош-агач, он поранил большой палец 
на левой руке. больной 12 июля 2016 г. был госпита-
лизирован в инфекционное отделение црб районно-
го центра с. кош-агач с диагнозом бубонной чумы. 
против чумы не был привит. на основании решения 
республиканской спэк с 13 июля 2016 г. были раз-

вернуты мероприятия по ликвидации эпидемического 
очага чумы по месту жительства больного. по резуль-
татам расследования выявлено и госпитализировано 
15 человек контактных (из них на момент госпита-
лизации вакцинировано от чумы только 4 взрослых). 
больной получил курс специфического лечения и в 
удовлетворительном состоянии 26 июля выписан из 
больницы. к 28.07.2016 г. было закончено наблюдение 
за контактными лицами, пребывающими в госпитале 
при црб п. кош-агач. решением республиканского 
спэк от 29.07.2016 г. на территории кош-агачского 
района республики алтай очаг бубонной чумы при-
знан ликвидированным. 

для обеспечения координации и взаимодей-
ствия органов и учреждений роспотребнадзора, 
минздрава республики алтай, ветеринарной служ-
бы, мвд, мчс, местных органов исполнительной 
власти при проведении профилактических (противо-
эпидемических) мероприятий оперативно разрабо-
тан «комплексный план мероприятий противочум-
ных учреждений роспотребнадзора по оздоровлению 
горно-алтайского высокогорного природного очага 
чумы в кош-агачском районе республики алтай в 
августе-декабре 2016 г.». в процессе реализации 
этих мероприятий было обеспечено эпидемиологи-
ческое благополучие населения в регионе. 

комплекс мер неспецифической профилактики 
включал интенсификацию эпизоотологического мо-
ниторинга в очаге, направленного на обследование 
участков высокого риска инфицирования человека 
чумой. большое значение придавалось выявлению 
изменений границ распространения серого сур-
ка, определению численности зверька и его блох, 
а также состоянию популяций и численности мон-
гольской пищухи, длиннохвостого суслика, синан-
тропных грызунов и их блох. объединенными уси-
лиями противочумных и региональных учреждений 
роспотребнадзора проведены дезинфектологические 
мероприятия в объемах, обеспечивающих ликвида-
цию эпидемического очага и подавление эпизоотий 
чумы в поселениях сурка [5]. при выполнении ме-
роприятий обеспечивалось тесное взаимодействие 
с местными органами исполнительной власти, со-
трудниками мвд, мчс, министерством здравоох-
ранения, комитетом по использованию и воспроиз-
водству животного мира, комитетом ветеринарии и 
госветинспекции, министерством экономического 
развития и туризма республики алтай, администра-
цией национального парка «сайлюгемский», погра-
ничной службой. большое внимание уделялось под-
готовке медицинского персонала по вопросам кли-
ники, диагностики и лечения чумы, ветеринарных 
работников по профилактике чумы верблюдов, про-
ведению информационно-разъяснительной работы 
среди населения кош-агачского района. разработка 
и внедрение электронной «интерактивной карты 
по управлению оздоровительными мероприятия-
ми в горно-алтайском высокогорном очаге чумы» 
позволили оперативно анализировать результаты 
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работ и корректировать их. внедрение в практику 
эпидемиологического надзора гис-технологий по-
зволило определить современные границы циркуля-
ции основного подвида чумного микроба, выявить 
участки с высоким риском заражения на территории 
горно-алтайского высокогорного природного очага 
чумы. полученный опыт организации и проведения 
профилактических (противоэпидемических) меро-
приятий использован при разработке «комплексного 
плана мероприятий учреждений роспотребнадзора 
по оздоровлению горно-алтайского высокогорно-
го природного очага чумы в кош-агачском районе 
республики алтай в 2017 г.». 

специалистами Фкуз «алтайская противочум-
ная станция» и Фбуз «центр гигиены и эпидемио-
логии в республике алтай» проведены дезинфекто-
логические мероприятия: поселковая дезинсекция 
на площади 82,1 тыс. м2, поселковая дератизация – 
на 304,3 тыс. м2, а также полевая дезинсекция на 
площади 30,4 км2. на всех эпизоотических участках 
специальными бригадами охотников проведена ме-
ханическая дератизация в поселениях серого сурка 
путем отстрела – элиминировано 787 экземпляров 
зверьков. проведено одно учение с вводом услов-
ного больного чумой (на скп с. ташанта, ноябрь 
2016 г.), проинструктировано по чуме 717 медицин-
ских и 73 ветеринарных работника. в медицинских 
учреждениях проведено 11 семинаров по клинике 
чумы, 67 проверок готовности к первичным про-
тивочумным мероприятиям. прочитано 27 лекций 
для населения. информационно-разъяснительной 
работой охвачено около 19000 чел. постоянного и 
временного населения.

параллельно с мерами по осуществлению не-
специфической профилактики в течение 2016 г. в 
плановом порядке и по эпидемическим показани-
ям проводилась профилактическая вакцинация на-
селения кош-агачского района вакциной живой 
чумной (жчв). для вакцинации использовали вак-
цину производства Фкуз «ставропольский научно-
исследовательский противочумный институт» 
роспотребнадзора серии 1–15 и 5, прививка выпол-
нялась накожным способом. к концу года вакцина-
цией было охвачено 17877 чел. от общего числа жи-
телей района 18318 чел. не были провакцинированы 
только дети до 2 лет, лица с противопоказаниями, 
а также не проживающие по месту регистрации. в 
2016 г. у населения, постоянно проживающего на 
территории кош-агачского района и вакцинирован-
ного против чумы в период с марта по сентябрь этого 
года, было проведено выборочное исследование сы-
вороток крови. специалистами Фкуз «иркутский 
противочумный институт» роспотребнадзора в пе-
риод с апреля по октябрь 2016 г. выполнялись ком-
плексные иммунологические исследования среди 
вакцинированных лиц, проживающих на террито-
рии кош-агачского района и отнесенных к группе 
риска по заболеванию чумой (медицинские работ-
ники, работники мчс, персонал специализирован-

ных подразделений). был исследован клинический 
материал (кровь, сыворотка крови, клетки крови) от 
60 чел., впервые вакцинированных против чумы. в 
рамках научной тематики планируются дальнейшие 
исследования по оценке иммунологической эффек-
тивности противочумной вакцинации в природных 
очагах инфекции. учитывая имеющиеся данные по 
сохранению эпизоотической активности в горно-
алтайском высокогорном природном очаге чумы 
на 2017 г., остается необходимость своевременного 
проведения в плановом порядке вакцинации и ревак-
цинации постоянно проживающего на территории 
очага населения и временного, прибывающего на эн-
демичную территорию в период активизации основ-
ного носителя чумы.

для выяснения происхождения штаммов Y. pestis 
основного подвида, выделенных в горно-алтайском 
высокогорном очаге в 2016 г., проведено полноге-
номное секвенирование 13 штаммов, полученных от 
заболевшего человека и добытых сурков. выполнен 
сравнительный анализ полногеномных последова-
тельностей этих штаммов с ранее секвенированны-
ми геномами штаммов Y. pestis основного подвида, 
выделенными в этом очаге в 2012, 2014 и 2015 гг., 
а также штаммов из тувинского горного очага и по-
граничных районов монголии. установлено близ-
кое генетическое родство циркулирующих на этих 
территориях штаммов Y. pestis основного подвида, 
относящихся к филогенетической ветви 4.ANT ан-
тичного биовара, не встречающейся в других при-
родных очагах чумы мира (рис. 2). на основании по-
лученных данных сделан вывод о наличии единого 
мегаочага Y. pestis, сформировавшегося в границах 
ареала основного подвида чумного микроба 4.ANT 
античного биовара в Юго-восточная области горного 
алтая, включающий горно-алтайский высокогор-
ный, тувинский горный очаги и баян-улэгейский 
аймак монголии.

для повышения эффективности проводимого эпи-
демиологического мониторинга в горно-алтайском 
высокогорном очаге смешанного типа разработан 
комплекс способов для проведения дифференциации 
штаммов Y. pestis основного (ssp. pestis) и алтайско-
го (ssp. altaica) подвидов, отличающихся по виру-
лентности и эпидемической значимости. на основе 
впервые найденных мутаций генома, маркерных для 
основного и алтайского подвидов, разработан высо-
кочувствительный способ дифференциации штаммов 
этих подвидов методом пцр с гибридизационно-
флуоресцентным учетом результатов в режиме ре-
ального времени. также повышена разрешающая 
способность в отношении генетически однородных 
штаммов основного подвида из горного алтая тра-
диционно используемой системы мультилокусного 
анализа вариабельного числа тандемных повторов 
MLVA25 за счет дополнения ее семью вариабельны-
ми локусами VNTR. применение методов полноге-
номного секвенирования, пцр-рв и MLVA позволило 
провести комплексный молекулярно-генетический 
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анализ штаммов Y. pestis при расследовании случая 
заболевания чумой человека в кош-агачском райо-
не республики алтай в 2016 г. и подтвердить данные 
эпидемиологического заключения о заражении чело-
века при разделке больного чумой сурка. 

с учетом опыта организации противочумных 
мероприятий в республике алтай в 2014–2016 гг. 
проведена переработка нормативно-методических 
документов по эпидемиологическому надзору 
за чумой на территории российской Федерации, 
в том числе подготовлены проекты санитарно-
эпидемиологических правил «профилактика чумы» 
(взамен сп 3.1.7.2492-09 ) и методических указаний 
«организация и проведение эпидемиологического 
надзора в природных очагах чумы на территории 
российской Федерации» (взамен му 3.1.3.2355–08). 
переработаны также нормативно-методические до-
кументы, регламентирующие тактику эпизоотологи-
ческого мониторинга территории горно-алтайского 
высокогорного природного очага чумы и ее профи-
лактику. 

в заключение отметим, что в результате выпол-
нения «комплексного плана мероприятий противо-
чумных учреждений роспотребнадзора по оздоров-
лению горно-алтайского высокогорного природно-
го очага чумы в кош-агачском районе республики 
алтай в августе–декабре 2016 г.» значительно сни-
жены эпидемические риски на территории горно-
алтайского высокогорного природного очага чумы. 
особо подчеркнем, что согласно эпизоотологическо-
му прогнозу в 2017 г. сохранится высокая эпизооти-
ческая активность горно-алтайского высокогорного 
природного очага чумы. в связи с этим для миними-
зации эпидемической опасности необходимо обеспе-
чить упреждающее проведение профилактических 
мероприятий на участках прогностического обо-
стрения эпизоотической обстановки, что предусмо-
трено в «комплексном плане мероприятий учреж-
дений роспотребнадзора по оздоровлению горно-

алтайского высокогорного природного очага чумы в 
кош-агачском районе республики алтай в 2017 г.». 
для этого в мае–июне 2017 г. необходимо провести 
полевую дезинсекцию поселений серого сурка на 
участках высокого риска заражения, в соответствии 
с выполненным эпидемиологическим районирова-
нием горно-алтайского высокогорного природного 
очага чумы. также необходимо продолжить изучение 
высокогорной части ареала алтайского сурка, где со-
храняется высокая вероятность обнаружения новых 
микроочагов основного подвида чумного микроба. с 
целью сохранения эпидемиологического благополу-
чия населения на территории горно-алтайского при-
родного очага чумы необходимо также обеспечить 
реализацию программы по снижению риска завоза 
и распространения чумы на территории российской 
Федерации из трансграничного сайлюгемского при-
родного очага этой болезни в рамках реализации рас-
поряжения правительства российской Федерации 
№ 1864-р от 05.09.2016 г. 
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в российской Федерации отмечается неравно-
мерность территориального распределения стацио-
нарно неблагополучных по сибирской язве пунктов 

(снп) с преобладанием заболеваемости крупного 
рогатого скота (крс) в северо-кавказском, Южном, 
приволжском, центральном и сибирском (на юге) 
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цель работы. изучение ситуации по сибирской язве в алтайском крае и республике алтай в 
1985–2015 гг. материалы и методы. использованы статистические и отчетные формы учреждений 
роспотребнадзора, ветеринарии, россельхознадзора в республике алтай и алтайском крае, Фкуз 
«алтайская противочумная станция». лабораторное исследование культур Bacillus anthracis,полевого 
и клинического материалов проведено в соответствии с му 4.2.2413-08. результаты и выводы. в 
алтайском крае в 1985–2015 гг. наблюдалось выраженное неблагополучие по сибирской язве, опреде-
ляемое большим количеством снп (1262 пунктов) и их высокой плотностью (7,68); регистрацией ше-
сти новых снп в пяти районах; превышением показателей среднемноголетней заболеваемости схж 
(0,111 на 100 тыс. голов) и людей (0,022±0,001 о/оооо). республика алтай относится к территориям с 
относительным эпизоотолого-эпидемиологическим благополучием по сибирской язве. современная 
ситуация по сибирской язве в алтайском крае характеризуется преобладанием старых неманифестных 
снп; заболеваемостью крс фермерских и личных хозяйств; регистрацией вспышечной заболеваемо-
сти среди не привитых сельских жителей. основной причиной инфицирования людей было участие 
в вынужденном убое, разделке туш больного скота и кулинарной обработке инфицированного мяса 
(88,2 %), болезнь проявлялась в кожной форме (94,1 %). отмечен недостаточный уровень организации 
санитарно-ветеринарных мероприятий на частных подворьях и фермерских хозяйствах. 

Ключевые слова: сибирская язва, стационарно неблагополучные по сибирской язве пункты, заболе-
ваемость.
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Objective of the study is to analyze the situation on anthrax in the Altai Territory and the Republic of Altai in 1985–2015. Materials 
and methods. Utilized were statistical and report forms provided by the Rospotrebnadzor, veterinary, and Phytosanitary Surveillance 
Service institutions in the Republic of Altai and Altai Territory, as well as by Altai Plague Control Station. Laboratory investigations of 
Bacillus anthracis cultures, field and clinical samples was conducted in accordance with Methodological Recommendations 4.2.2413-
08. Results and conclusions. Between 1985–2015, in the Altai Territory, an expressed unfavorable situation on anthrax was observed, 
defined by the large number of stationary potentially hazardous areas (SPHA) (1262 sites) and their high density (7.68); registration of 
six novel SPHA in five separate districts; and excess of long-term average annual morbidity rates among live-stock animals (0.111 per 
100 thousand animals) and the population (0.022±0.001 о/оооо). The Republic of Altai is classified as a territory with relatively favorable 
epizootiological-epidemiological situation on anthrax. Current situation on anthrax in this region is characterized by domination of 
old non-manifesting SPHA; infections among cattle stock on farms and private subsidiary holdings; and registration of sporadic cases 
among non-vaccinated rural population. The major cause of human infection was participation in compulsory slaughtering, cutting, 
and skinning of cattle, as well as in cooking of the infected meat (88.2 %). It manifested itself in cutaneous anthrax (94.1 %). Indicated 
has been an ineffective organization of sanitary-veterinary measures in private holdings and on the farms. 
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федеральных округах [4]. в период социально-
экономического кризиса 1990-х годов снизилось по-
головье сельскохозяйственных животных (схж) как 
в стране, так и в сибирском регионе (в 2,6 раза), что 
существенно повлияло на уровень заболеваемости 
сибирской язвой среди схж [3]. на юге западной 
и восточной сибири в связи с интенсивным раз-
витием животноводческой отрасли в субъектах с 
большим количеством снп и их высокой плотно-
стью риск возникновения эпизоотий сибиреязвен-
ной инфекции значительно возрастает. сибирская 
язва широко распространена в алтайском крае. в 
лесостепной, предгорной и салаирской природно-
географических частях края сибирской язвой болеют 
в основном крс и свиньи, степной – крс и мелкий 
рогатый скот [6]. развитие животноводческой от-
расли на современном этапе, в том числе на част-
ных подворьях, фермерских хозяйствах, и трудности 
санитарно-ветеринарного контроля в этом секторе 
создают определенные риски развития эпизоотий 
сибирской язвы среди схж и заболевания людей. в 
связи с этим изучение современного развития эпиде-
мического процесса сибирской язвы является весьма 
актуальным для организации эпидемиологического 
надзора, санитарно-ветеринарных и противоэпиде-
мических мероприятий. 

цель работы – изучение ситуации по сибирской 
язве в алтайском крае и республике алтай в 1985–
2015 гг. основные задачи – исследование особенно-
стей эпидемического процесса, эпизоотологической 
ситуации и клинико-диагностических аспектов си-
бирской язвы. 

материалы и методы

ретроспективный эпизоотолого-эпидемиологи-
ческий анализ заболеваемости сибирской яз-
вой в алтайском крае проведен за 1985–2015 гг. 
на основании статистических и отчетных форм 
роспотребнадзора (№ 2 «сведения об инфекционных 
и паразитарных заболеваниях) и россельхознадзора 
(№ 1-вет «сведения о заразных болезнях живот-
ных»), сборников статистических и аналитических 
материалов Федерального центра гигиены и эпи-
демиологии роспотребнадзора, отчетов алтайской 
противочумной станции, данных управлений вете-
ринарии и роспотребнадзора, центров гигиены и 
эпидемиологии в республике алтай и алтайском 
крае, кадастров стационарно неблагополучных по 
сибирской язве пунктов российской Федерации и 
алтайского края [1, 6]. эпидемиологический анализ 
проведен с применением статистических методов. 
лабораторное исследование культур Bacillus anthra-
cis проведено в соответствии с му 4.2.2413-08 [2].

результаты и обсуждение

в настоящее время алтайский край является зо-
ной высокого риска заражения сибирской язвой и име-
ет выраженное эпизоотолого-эпидемиологическое 

неблагополучие. край занимает первое место в 
сибири по количеству учтенных снп (1262), что 
составляет 18,9 % от общего количества региона 
(6670). старыми неманифестными пунктами явля-
ются 97,8 % (1234) снп алтайского края и рециди-
вирующе манифестными – 1,8 % (22). в 1985–2015 г. 
сибирская язва впервые зарегистрирована в шести 
населенных пунктах пяти районов алтайского края 
(советский, тальменский, третьяковский, усть-
калманский и целинный). в трех новых снп отмеча-
лись единичные случаи сибирской язвы среди схж, в 
остальных трех – эпизоотии. республика алтай отно-
сится к территориям с относительным эпизоотолого-
эпидемиологическим благополучием по сибирской 
язве. в республике насчитывается 61 старый немани-
фестный снп (100 %). последний случай сибирской 
язвы произошел в 1961 г. в с. чепош элекмонарского 
района горно-алтайского ао.

алтайский край находится на втором месте 
(7,46) после омской области (8,28) по плотности 
снп (количественное соотношение снп к единице 
площади территории на 1 тыс. кв. км.). в республике 
алтай отмечается крайне низкая плотность (0,65), 
что в 11,5 раза меньше чем в алтайском крае. 

в 1985–2015 гг. сибирская язва регистрирова-
лась у схж в 19 районах края. при эпизоотической 
активности в 30 снп эпидемические осложнения 
наблюдались в 7 снп, в основном в летний период. 
алтайский край занимает первое место по заболе-
ваемости схж (0,111 на 100 тыс. голов), превышая 
в 5,2 раза среднесибирский уровень (0,078). всего за 
31 год наблюдения в крае заболела 71 голова схж, 
из них 54 крс, 8 свиней, 9 лошадей.

за исследуемый период на территории сибири 
заболели сибирской язвой 84 человека в семи субъ-
ектах, из них 17 человек (20,2 %.) в девяти снп 
алтайского края (рис. 1).

среднемноголетняя заболеваемость людей в 
крае (0,022±0,001 о/оооо) превышает в 1,8 раза пока-
затель по сибири (0,012±0,004 о/оооо), рис. 1. край 
занимает четвертое место после республик тыва и 
бурятия, омской области. сибирской язвой болели 
не привитые сельские жители (100 %) преимуще-
ственно лица мужского пола (94,1 %) в возрасте 30–
39 лет (64,7 %). в возрастной группе 40–49 лет отме-
чено 23,5 % заболевших, 50–59 и старше 60 лет – по 
5,9 % (рис. 2). в 64,7 % случаев регистрировалась 

рис. 1. динамика заболеваемости людей сибирской язвой в 
алтайском крае и сибирском регионе за 1985–2015 гг. (на 
100 тыс. населения)
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вспышечная заболеваемость.
у заболевших в 94,1 % случаев наблюдалась 

кожная форма болезни, при этом инкубационный 
период составлял в среднем 2–8 дней. больные об-
ращались за медицинской помощью в разные сроки 
болезни: в первые сутки – три человека; во вторые – 
два; на третьи–пятые – по одному; шестые – три 
и на десятые – два. летальный исход от генерали-
зованной формы болезни отмечен в одном случае 
(5,9 %), при позднем обращении с момента начала 
клинических проявлений. диагноз сибирской язвы у 
трех больных (17,6 %) был установлен на основании 
только клинических проявлений и эпидемиологиче-
ского анамнеза. 

клинический диагноз сибирской язвы в 64,7 % 
случаев подтвержден выделением культуры из ис-
точников инфекции и фактора передачи – мяса вы-
нужденно забитых животных. кожно-аллергические 
пробы с антраксином дали положительные результа-
ты в 58,8 % случаев (10 человек). в 2006 г. в смыве 
язвы одного больного выделена культура B. anthra-
cis (5,9 %). в 2012 г. из шести больных диагноз под-
твержден у трех человек двумя методами – обнару-
жением антигена сибиреязвенного микроба в пробах 
мочи и детекцией днк B. anthracis в крови и содер-
жимом карбункулов, язв; кроме того, в клиническом 
материале четвертого больного выделена днк сиби-
реязвенного микроба и в крови специфическое све-
чение. у двух больных выявлены антитела в парных 
сыворотках крови.

основной причиной инфицирования людей было 
участие в вынужденном убое и разделке туш, снятии 
шкур и кулинарной обработке мяса KрC (88,2 %), в 
одном случае (5,9 %) фактором передачи послужило 
кожсырье и еще в одном (5,9 %) источник инфекции 
выявить не удалось. заболевания людей носили не-
профессиональный бытовой характер (88,2 %) и от-
носились к непрофессиональной группе приусадеб-
ного типа животноводческого подтипа [6].

в 2012 г. сибирской язвой в алтайском крае за-
болели пять голов крс и шесть человек (0,249 на 
100 тыс. населения) с одним летальным исходом. в 
целинном районе отмечалась эпизоотия среди крс с 
эпидемическими осложнениями, в виде групповой за-
болеваемости (пять человек), и в быстроистокском – 
спорадические случаи. 

13 августа при вскрытии павшей коровы на месте 
падежа в присутствии хозяина ветеринарным врачом 
установлен диагноз пищевого отравления. 21 авгу-

ста, спустя восемь дней, у владельца скота появились 
клинические признаки, и на четвертый день болезни 
он обратился за медицинской помощью с жалобами 
на резкое ухудшение состояния, в связи с чем был 
госпитализирован в бийскую црб. при поступлении 
предъявлял жалобы на острые боли в пояснице (в 
анамнезе – мочекаменная болезнь), гематурию, ли-
хорадку, слабость, головную боль. на кисти правой 
руки появилась кровоточащая язва, отек, на голени 
правой ноги – язва с сукровичным отделяемым, ге-
моррагическая сыпь по телу. несмотря на прово-
димую интенсивную терапию, состояние больного 
ухудшалось. больной скончался от инфекционно-
токсического шока при генерализованной форме бо-
лезни. при исследовании прижизненно отобранного 
клинического материала в лаборатории оои Фбуз 
«цгиэ в алтайском крае» в крови обнаружена днк 
B. anthracis, и в моче выявлен антиген сибиреязвен-
ного микроба (рнга).

19 августа пала вторая корова в другом личном 
подворье. после разделки туши, хозяин раздал мясо 
знакомым в селах дружба и марушка и вывез на па-
секу на корм собакам. из восьми собак пять заболели 
и две пали. 24 августа мужчина обратился за меди-
цинской помощью и был госпитализирован с подо-
зрением на кожную форму сибирской язвы. в отде-
ляемом язвы обнаружены днк B. anthracis (пцр) и 
антиген сибиреязвенного микроба (рнга и реакция 
асколи), а в пробе мочи – антиген в рнга. 

25 августа отмечен третий падеж животного 
еще у одного жителя с. дружба. из уха павшего жи-
вотного в краевой ветеринарной лаборатории была 
изолирована культура сибиреязвенного микроба. 26 
августа заболела четвертая корова, проведено ком-
плексное лечение против сибирской язвы, результа-
ты исследования крови на сибирскую язву – отрица-
тельные, животное выздоровело. 

при расследовании причин возникновения эпи-
зоотии установлено, что заболевшие сибирской яз-
вой коровы, не привитые против сибирской язвы, 
выпасались на пастбище, граничащим с рекультиви-
рованной территорией полигона твердых бытовых и 
биологических отходов, где ранее сбрасывали трупы 
павших животных. в 2011 г. в этих местах проводи-
лись земляные работы по освобождению площадей 
под посевы пшеницы и строительство дамбы.

во время ежедневных подворных обходов осмо-
трены 750 жителей с. марушка и 644 – с. дружба. 
проведена специфическая вакцинация 257 человек. 

рис. 2. половозрастная структура заболевае-
мости людей сибирской язвой в алтайском 
крае за 1985–2015 гг. (абс. число)
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27 августа в с. марушка среди контактных 38 чело-
век, находившихся под медицинским наблюдени-
ем, активно выявлено еще трое больных: у одного 
обнаружен антиген в пробе мочи и выделена днк 
сибиреязвенного микроба в экссудате карбункула, у 
двух других – выявлены специфические антитела в 
парных сыворотках (от 1:40 до 1:320 в рнга). 

в очагах сибирской язвы с. марушка и с. дружба 
целинного района с 24 августа по 2 сентября отобра-
ны 48 проб клинического материала от больных и по-
дозрительных на заболевание сибирской язвой людей 
(кровь, экссудаты из ран, моча), а также 222 пробы 
объектов окружающей среды (почва пастбищ и ферм, 
трава пастбищ, водопроводная вода и вода поверх-
ностных водоемов у пастбищ, корма). в пробе почвы 
места падежа коровы обнаружены антиген и днк си-
биреязвенного микроба в рнга и пцр. 

следующие спорадические случаи сибир-
ской язвы в крае произошли в с. быстрый исток 
быстроистокского района, где ранее случаи забо-
леваний и падежа схж регистрировались в 1932 и 
1942 гг. 17 октября в индивидуальном крестьянском 
хозяйстве заболел пятимесячный теленок. животное 
выпасалось на привязи на участке, где, с противопо-
жарной целью, было проведено опахивание и, веро-
ятно, вскрылось старое сибиреязвенное захороне-
ние. хозяин заметил ухудшение состояния теленка 
и посчитал, что животное ударил бык. с его слов, на 
следующий день после вынужденного убоя теленка 
он порезал указательный палец правой руки. через 
два дня мужчина ушиб мизинец левой руки. спустя 
девять дней у него на руках появились две болезнен-
ные пустулы. заболевший обратился за медицинской 
помощью, через три дня амбулаторного лечения с 
жалобами на наличие безболезненных язв на обе-
их кистях с черным струпом, окруженным красным 
валиком, сильным отеком, лимфаденитом в подмы-
шечных впадинах и субфебрильной температурой, 
госпитализирован в инфекционное отделение с по-
дозрением на сибирскую язву. в трех пробах клини-
ческого материала больного (содержимое карбунку-
лов мизинца, предплечья и флегмоны правой кисти) 
обнаружена днк B. anthracis и специфическое све-
чение в мФа (кровь). 

при эпидемиологическом расследовании уста-
новлено, что в разделке мяса и мясопродуктов при-
нимали участие жена и дочь, мясо было отправлено 
на автобусе с водителем в г. бийск и передано второй 
дочери. семья дочери с двумя знакомыми употребля-
ли пельмени из этого мяса. в группе контактных под 
медицинским наблюдением находились и прини-
мали профилактическое лечение 14 человек. после 
установления диагноза сибирской язвы у больного 
мясо было изъято и направлено на исследование. из 
пробы мяса в лаборатории Фкуз «алтайская пчс» 
выделена культура B. anthracis [7]. в пробе почвы 
места убоя теленка изолирована культура и иденти-
фицирована как атипичный штамм B. anthracis.

таким образом, вспышечная и спорадическая 
заболеваемость сибирской язвой крс и людей в 

алтайском крае в 2012 г. подтверждена выделени-
ем культуры B. anthracis из источника инфекции и 
факторов передачи, клинический диагноз у людей 
подтвержден молекулярно-генетическим и сероло-
гическим методами. комплекс противоэпизоотиче-
ских и противоэпидемических профилактических 
мероприятий в двух районах края проведен в полном 
объеме. 

конфликт интересов. авторы подтверждают 
отсутствие конфликта финансовых/нефинансовых 
интересов, связанных с написанием статьи.
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ЭпидеМиолоГичеСКая оБСтановКа по природно-очаГовыМ инфеКционныМ  
БолезняМ на территории Северо-КавКазСКоГо федеральноГо оКруГа в 2015 г.

ФКУЗ «Ставропольский научно-исследовательский противочумный институт», Ставрополь, Российская Федерация

цель работы. анализ эпидемиологических и эпизоотологических проявлений природно-очаговых 
инфекций на территории северо-кавказского федерального округа российской Федерации в 2015 г. 
материалы и методы. использованы донесения, представленные управлениями роспотребнадзора, 
Фбуз «центр гигиены и эпидемиологии» субъектов скФо, Фкуз «ставропольский противочумный 
институт» роспотребнадзора, Фкуз дагестанская и кабардино-балкарская противочумные станции 
роспотребнадзора. обработку полученных данных проводили с использованием программы Excel. 
результаты и выводы. выявлено 8 нозологических форм природно-очаговых инфекций, в том числе 
бактериальной этиологии – 6 (75 %), вирусной – 2 (25 %). в ставропольском крае зарегистрировано 
164 больных: кишечным иерсиниозом – 67, крымской геморрагической лихорадкой – 43, клещевым 
боррелиозом (болезнью лайма) – 40, лептоспирозом – 9, псевдотуберкулезом – 2, по одному больно-
му – бешенством, гранулоцитарным анаплазмозом человека и моноцитарным эрлихиозом человека. в 
республике дагестан зарегистрированы 2 больных крымской геморрагической лихорадкой, 1 – туля-
ремией. в карачаево-черкесской республике также выявлены по одному больному лептоспирозом и 
крымской геморрагической лихорадкой (завозной случай из ставропольского края). на наличие мар-
керов 12 нозологических форм природно-очаговых инфекций исследовано 8502 пробы полевого мате-
риала, по 10 из них получены положительные результаты. наиболее обширный эпизоотологический 
мониторинг проведен в ставропольском крае (по 10 нозологиям), где установлена циркуляция 8 воз-
будителей. 

Ключевые слова: эпидемиологическая обстановка, эпизоотологический мониторинг, природно-
очаговые инфекции, маркеры возбудителей, субъекты юга россии.
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Objective of the study is to analyze epidemiological and epizootiological manifestations of natural-focal infections in the territory 
of the North-Caucasian Federal District (NCFD) in 2015. Materials and methods. Utilized were the reports of the Rospotrebnadzor 
Administrations, “Centers of Hygiene and Epidemiology” in the NCFD entities, Stavropol Research Anti-Plague Institute, Dagestan and 
Kabardino-Balkaria Plague Control Stations. Data processing was conducted using Excel Microsoft ware. Results and conclusions. 
Identified have been 8 nosological forms of natural-focal infections, including infections of bacterial etiology – 6 (75 %), and viral eti-
ology – 2 (25 %). The majority of patients (164) are identified in the Stavropol Region: 67 (intestinal yersiniosis), 43 (Crimean–Congo 
hemorrhagic fever), 40 (Lyme borreliosis), 9 (leptospirosis), 2 (pseudotuberculosis), 1 (rabies), 1 (human granulocytic anaplasmosis) 
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of Dagestan: 2 – Crimean–Congo hemorrhagic fever and one patient – tularemia. Also 2 nosological forms of natural focal infections 
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(imported from the Stavropol region). 8502 field samples have been tested for the presence of markers of 12 nosological forms of 
natural-focal infections. Positive results for 10 of them have been obtained. The most comprehensive epizootiological monitoring has 
been carried out in the Stavropol Territory (10 nosological forms), whereat circulation of 8 pathogenic agents is registered. 
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территория северо-кавказского федерального 
округа (скФо) российской Федерации является эн-
демичной по широкому спектру природно-очаговых 
инфекций (пои) бактериальной и вирусной при-

роды, требующих особого внимания в силу того, 
что этиологические агенты большинства из них от-
носятся к возбудителям II группы патогенности, а 
обострение обстановки по некоторым из них может 
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привести к чрезвычайной эпидемической ситуации 
[2, 3]. в связи с этим анализ эпидемиологической об-
становки и проведение эпизоотологического обсле-
дования данной территории являются актуальными 
и необходимыми.

цель данной работы – анализ эпидемиологиче-
ских и эпизоотологических проявлений природно-
очаговых инфекций на территории северо-
кавказского федерального округа российской 
Федерации в 2015 г.

материалы и методы

для проведения анализа эпидемиологических 
и эпизоотологических проявлений пои использо-
ваны донесения, представленные управлениями 
роспотребнадзора, Фбуз «центр гигиены и эпидеми-
ологии» субъектов скФо, Фкуз «ставропольский 
противочумный институт» роспотребнадзора, Фкуз 
дагестанская и кабардино-балкарская противочум-
ные станции роспотребнадзора. обработку получен-
ных данных проводили с использованием програм-
мы Excel. 

результаты и обсуждение

структура заболеваемости пои в скФо име-
ет свои особенности. из 16 нозологических форм 
природно-очаговых инфекционных болезней, подле-
жащих регистрации в российской Федерации в соот-
ветствии с формой 1 «сведения об инфекционных и 
паразитарных заболеваниях» [6], в скФо ежегодно 
регистрируются: туляремия, лептоспироз, клещевой 
боррелиоз (кб), псевдотуберкулез, кишечный иерси-
ниоз, крымская геморрагическая лихорадка (кгл). 

в 2015 г. на территории скФо зарегистрировано 
169 случаев заболевания пои (в 2014 г. – 119), из ко-
торых 77,8 % были вызваны возбудителями бактери-
альной природы, 22,2 % – вирусной. по сравнению с 
2014 г. количество инфекционных болезней, вызван-
ных бактериями, возросло в 1,4 раза, а инфекций ви-
русной этиологии – в 1,2 раза [5]. заболеваемость, 
как и в предыдущие годы, регистрировалась по акту-
альным для скФо инфекциям, а также отмечены по 
одному случаю заболевания бешенством и впервые – 
гранулоцитарным анаплазмозом человека (гач) и 
моноцитарным эрлихиозом человека (мэч).

в 2015 г. на территории скФо наибольшее ко-
личество составили больные кишечным иерсинио-
зом – 39,6 % от числа всех пои. число больных 
(67) по сравнению с предыдущим годом повысилось 
на 42,5 %, интенсивный показатель заболеваемо-
сти на 100 тыс. населения (ип) составил 2,4. все 
больные проживали в ставропольском крае (ск). 
большинство больных было выявлено в ставрополе 
(46, ип – 10,95), кроме того, случаи заболевания за-
регистрированы в 3 городах и 8 административных 
районах. больные кишечным иерсиниозом так же, 
как и в 2014 г., выявлялись в течение всего года, вы-

раженной сезонности при регистрации случаев за-
болеваний не отмечено. болели преимущественно 
взрослые (88,1 %, 59 человек), дети до 14 лет соста-
вили 11,9 %. среди заболевших преобладали город-
ские жители (83,6 %).

заболеваемость кишечным иерсиниозом при-
влекает пристальное внимание органов здравоохра-
нения и роспотребнадзора, так как болезнь наносит 
значительный экономический ущерб и характеризу-
ется тяжелым клиническим течением, возникнове-
нием рецидивов, трудностью клинической диагно-
стики и возникновением групповых очагов.

эпизоотологический мониторинг возбуди-
теля кишечного иерсиниоза в 2015 г. проводился 
только в кабардино-балкарской республике (кбр). 
бактериологическим методом маркеры Yersinia en-
terocolitica у мышевидных грызунов не выявлены.

псевдотуберкулез в скФо с 2008 г. регистри-
руется только в ставропольском крае, где больные 
выявляются ежегодно, в последние годы – на уровне 
спорадических случаев. в 2015 г. зарегистрировано 
2 больных псевдотуберкулезом, один из которых – 
двухлетний ребенок, заболевший в результате упо-
требления в пищу немытых фруктов и овощей. у 
взрослого заболевание протекало в среднетяжелой 
форме, у ребенка – в легкой.

эпизоотологический мониторинг возбудителя 
псевдотуберкулеза также проводился только в кбр. 
положительных результатов не получено. 

актуальной пои продолжает оставаться кле-
щевой боррелиоз (кб). количество выявленных 
случаев заболевания клещевым боррелиозом (болез-
нью лайма) в скФо в 2015 г. по сравнению с 2014 г. 
увеличилось на 53,8 %, всего зарегистрировано 40 
больных в ск (ип – 2,42), где болезнь отмечается 
ежегодно.

большинство больных так же, как и в 2014 г., 
было зарегистрировано в кисловодске (32 случая, 
ип – 24,63). больные кб выявлялись в течение всего 
года, за исключением января–февраля, большинство 
случаев зарегистрировано в июне–августе. среди 
больных был только один сельский житель, 97,5 % – 
городские жители. в возрастной структуре больных 
преобладали взрослые, дети до 14 лет составили 
17,5 % (7 человек). с профессиональной деятельно-
стью случаи заболевания не связаны, болели лица 
различных профессий и социального статуса. все 
больные в анамнезе указали укус клещом.

эпизоотологический мониторинг возбудителя 
кб проводился в ск, республике дагестан (рд) и 
карачаево-черкесской республике (кчр). 

в ск маркеры Вorrelia burgdorferi s.l. выявле-
ны на территории 8 административных образова-
ний. наибольшее количество положительных проб 
(84 – 53,5 %), как и в предыдущие годы, отмечено 
в кисловодске (2013 г. – 80 проб, 70,2 %; 2014 г. – 
101 проба, 68,7 %). в целом инфицированность 
клещей В. burgdorferi s.l. осталась на уровне 2014 г. 
(36,4 %).
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в рд на территории левашинского района 16S 
ррнк В. burgdorferi s.l. выявлена в 1 пробе клещей. 
в 2014 г. маркеры возбудителя кб обнаружены в 4 
районах из 9 обследованных, зараженность клещей 
составляла 7,5 %. в кчр положительных результа-
тов не получено. 

одно из первых мест среди зоонозов по распро-
страненности его природных очагов в мире, тяжести 
клинического течения, частоте летальных исходов 
и отдаленных клинических последствий занимает 
лептоспироз [1]. 

в 2015 г. в скФо зарегистрировано 10 случаев 
заболевания лептоспирозом, из них 9 – в ск (ип – 
0,32), 1 – в кчр (ип – 3,47). среди больных леп-
тоспирозом в 2015 г. так же, как и в 2014 г., детей 
не выявлено. случаи заболевания у взрослых реги-
стрировались во всех возрастных группах и не име-
ли зависимости от профессиональной деятельности. 
большинство случаев (61 %) заражения лептоспира-
ми были связаны с купанием в реке и рыбной ловлей 
и регистрировались в июле–августе. все случаи за-
болевания были подтверждены методами специфи-
ческой лабораторной диагностики. в среднетяже-
лой форме заболевание протекало у 70 % больных, 
в тяжелой – у 30 %. легких форм течения болезни 
не отмечалось. у большинства больных отмечалась 
желтушная форма (60 %).

эпизоотологический мониторинг природных 
очагов лептоспироза проводился в ск и кбр. в ск 
маркеры Leptospira interrhogans обнаружены на тер-
ритории 6 районов из 8 обследованных, заражен-
ность мелких млекопитающих лептоспирами соста-
вила 4,2 % (в 2014 г. – 9,7 %). в кбр положительных 
результатов не получено.

несмотря на то, что природный очаг туляре-
мии занимает площадь большей части территории 
юга россии, заболеваемость этой инфекционной 
болезнью регистрируется практически ежегодно 
в ставропольском крае и республике дагестан. в 
2015 г. в ск случаи заболевания туляремией не заре-
гистрированы (в 2014 г. – 3). в рд случай бубонной 
формы туляремии был выявлен у 53-летней житель-
ницы кизлярского района, госпитализированной с 
предварительным диагнозом «внебольничная пра-
восторонняя нижнедолевая пневмония». заражение 
связывает с вдыханием пыли, вероятно, инфициро-
ванных кормов при кормлении крупного рогатого 
скота без применения средств защиты органов дыха-
ния. заболевание протекало в легкой форме.

эпизоотологический мониторинг возбудителя 
туляремии проводился в ск, кбр и кчр. отмечено 
возрастание зараженности Francisella tularensis ик-
содовых клещей и мелких млекопитающих в 2 раза 
в ск. маркеры F. tularensis обнаружены в 9 админи-
стративных районах (в 2014 г. – в 3).

в кчр маркеры возбудителя туляремии выяв-
лены на территории 3 административных районов. 
положительные пробы составили 7,4 %. в 2014 г. 
обследование на туляремию не проводилось. в кбр 

в 2014–2015 гг. положительных результатов на туля-
ремию не получено.

одной из наиболее актуальных пои в скФо 
является крымская геморрагическая лихорадка, ко-
торая ежегодно регистрируется в данном регионе с 
1999 г. заболеваемость кгл в российской Федерации 
нарастала с 1999 г., наибольшее количество больных 
выявлено в 2006–2008 гг. в 2009–2010 гг. уровень за-
болеваемости снизился, а с 2012 г. вновь отмечается 
ее рост [4].

сохраняется тенденция роста количества боль-
ных кгл и в ск, число которых увеличилось на 
59,3 % по сравнению с 2014 г. (43 случая в 2015 г., 
27 – в 2014 г.). случаи заболевания регистрирова-
лись в 17 районах края с максимальным числом в 
ипатовском – 11 (ип – 18,27) и нефтекумском – 6 
(ип – 9,16) районах. в течение последних 7 лет ле-
тальные исходы в ск не отмечены, что свидетель-
ствует о раннем выявлении больных кгл и высоком 
уровне подготовленности медицинских работников.

в рд заболеваемость сохранилась на уровне 
предыдущего года (2 случая): по одному больному 
выявлено в кизлярском (ип – 1,41) и тарумовском 
(ип – 3,08) районах. в кчр в предыдущие годы ре-
гистрировались только заносные случаи заболевания 
кгл. в 2015 г. выявлен один больной в карачаевском 
районе, однако вновь заражение больного произо-
шло за пределами республики – на территории ск.

случаи заболевания кгл регистрировались с 
апреля по август, с максимальным выявлением 27 
(58,7 %) больных в июне. больные регистрировались 
во всех возрастных группах, за исключением детей 
до 14 лет. среди всех больных отмечен только один 
городской житель (будённовск, ставропольского 
края). большинство больных кгл составили лица 
мужского пола – 69,6 %. 

при анализе данных эпидемиологического 
анамнеза выявлено, что 65,3 % больных отмечали 
укус клещом, в 30,4 % случаев заражение произошло 
при уходе за сельскохозяйственными животными, в 
4,3 % случаев – при участии в сельскохозяйственных 
работах. 

лабораторно диагноз был подтвержден у 100 % 
больных методами пцр и иФа. у 35 (76,1 %) боль-
ных кгл протекала в среднетяжелой форме, в тя-
желой – у 9 (19,6 %), в легкой – у 2 (4,3 %). у 12 
(26,1 %) больных отмечались проявления геморра-
гического синдрома.

эпизоотологический мониторинг возбудите-
ля кгл в 2015 г. в скФо не проводился только в 
чеченской республике (чр) и республике северная 
осетия-алания (рсо-а). 

наиболее обширная территория (88,5 %) была 
охвачена эпизоотологическим обследованием в ск. 
маркеры возбудителя кгл выявлены в 9 админи-
стративных районах из 23 обследованных. впервые 
наибольшее количество позитивных проб обнаруже-
но в апанасенковском районе – 46 (73 %). в преды-
дущие годы максимальное число положительных 
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проб отмечалось в нефтекумском районе (2014 г. – 
8). большинство положительных проб (90 %) обна-
ружено у основного переносчика возбудителя кгл – 
клещей Hyalomma marginatum. в 2014 г. показатель 
вирусофорности клещей H. marginatum составлял 
44,4 %. по сравнению с 2014 г. зараженность поле-
вого материала возросла в 1,7 раза.

в рд циркуляция возбудителя кгл установ-
лена на территории 7 обследованных районов. 
вирусофорность иксодовых клещей по сравнению 
с 2014 г. (3,9 %) увеличилась в 6,7 раза и составила 
26,3 %. специалистами Фкуз «дагестанская пчс» 
роспотребнадзора эпизоотологическое обследование 
проведено и в республике ингушетия (ри). на тер-
ритории 3 районов (сунженского, назрановского и 
джейрахского) выявлены маркеры возбудителя кгл. 
вирусофорность клещей составила 26,1 %. 

в кбр циркуляция возбудителя кгл уста-
новлена на территории 6 районов и в нальчике. 
инфицированность клещей составила 6,9 %, что 
выше показателя 2014 г. в 7,7 раза. на территории 
кчр положительных результатов не получено. в 
2014 г. маркеры возбудителя кгл были выявлены в 
4 административных районах. 

всего на кгл исследовано 1377 проб поле-
вого материала, маркеры выявлены в 4 субъектах 
скФо, положительные пробы составили 8,1 %. 
проведенный эпизоотологический мониторинг при-
родного очага кгл свидетельствует о его сохраняю-
щейся высокой активности, в связи с чем следует 
усилить контроль за акарицидными обработками 
пастбищ и сельскохозяйственных животных, а также 
правильностью сроков их проведения. 

одной из серьезных проблем как здравоохра-
нения, так и ветеринарии остается бешенство. в по-
следние годы существенно ухудшилась ситуация по 
бешенству, ежегодно возрастает число заболеваний 
среди животных. увеличилось количество выявлен-
ных эпизоотических очагов на территории субъектов 
центрального, приволжского и Южного федераль-
ных округов российской Федерации.

в 2015 г. в российской Федерации зарегистри-
ровано 6 случаев бешенства, в том числе 1 в скФо 
(будённовский район ставропольского края). диагноз 
подтвержден методом пцр (забор материала для ис-
следования проведен на 5-е сутки госпитализации). 
причиной заболевания явился укус домашней со-
баки. эпизоотологический мониторинг возбудителя 
бешенства в 2015 г. в скФо не проводился. 

впервые в 2015 г. в скФо (ставропольский 
край) зарегистрировано по одному случаю забо-
левания гранулоцитарным анаплазмозом челове-
ка (гач) и моноцитарным эрлихиозом человека 
(мэч). оба случая зарегистрированы в июне у жи-
телей ставрополя, причиной которых был контакт 
с клещом (снятие клещей с домашних животных и 
раздавливание их в руках). диагноз подтвержден 
методом иФа. 

эпизоотологический мониторинг возбудителей 

гач и мэч проводился в ск и рд. в ск маркеры 
возбудителя гач и мэч не выявлены. в 2014 г. днк 
возбудителя гач была обнаружена в пробах кле-
щей на территории трех районов, их зараженность 
Anaplasma phagocytophilum составляла 9,4 %. днк 
возбудителя мэч была выявлена в одной пробе кле-
щей в Шпаковском районе.

в рд обследование на гач проведено на тер-
ритории 2 районов. днк возбудителя гач обна-
ружена в 3 (75 %) пулах клещей (в кировском и 
магарамкентском районах). в 2014 г. зараженность 
клещей A. phagocytophilum составляла 8,3 %. при 
исследовании 2 пулов клещей на наличие днк воз-
будителя мэч оба пула показали положительный 
результат. в 2014 г. мониторинг возбудителя мэч не 
проводился.

таким образом, проведенный нами анализ эпи-
демиологической обстановки в 2015 г. на террито-
рии северо-кавказского федерального округа по-
казал, что наибольшее количество (164) больных 
природно-очаговыми инфекциями зарегистрировано 
в ставропольском крае: кишечным иерсиниозом – 67 
больных, крымской геморрагической лихорадкой – 
43, клещевым боррелиозом (болезнью лайма) – 40, 
лептоспирозом – 9, псевдотуберкулёзом – 2, по одно-
му больному – бешенством, гранулоцитарным ана-
плазмозом человека и моноцитарным эрлихиозом 
человека. всего выявлено 8 нозологических форм 
пои, в том числе, бактериальной этиологии – 6 
(75 %), вирусной – 2 (25 %). в республике дагестан 
зарегистрированы больные двумя нозологическими 
формами пои: 2 – кгл, 1 – туляремией. в карачаево-
черкесской республике также выявлены 2 нозоло-
гические формы пои: по одному больному лепто-
спирозом и кгл (заносный случай из ск). в других 
субъектах скФо больные природно-очаговыми ин-
фекциями не регистрировались. возможно, это свя-
зано с недостаточным уровнем лабораторной диа-
гностики.

в 2015 г. в скФо всего исследовано на нали-
чие маркеров пои 8502 пробы полевого материала. 
исследования проводились не только на нозологи-
ческие формы пои, по которым регистрировались 
больные (таблица ). 

наиболее обширный эпизоотологический мони-
торинг проведен в ск: (по 10 нозологиям), в кбр – 
по 6, в рд – по 5, в кчр – по 3, в ри – по 2 (исследова-
ния проведены специалистами Фкуз «дагестанская 
противочумная станция» роспотребнадзора), в 
рсо-а – по 1 нозологии; в чр – не проводился (как и 
в 2013–2014 гг.) в целом эпизоотологическое обсле-
дование проводилось по 12 нозологическим формам 
пои, маркеры выявлены по 10. 

следует отметить, что в целом эпизоотологиче-
ский мониторинг осуществлялся на не достаточном 
уровне, в связи с этим в 2016 г. необходимо провести 
более обширное и углубленное эпизоотологическое 
обследование территорий субъектов скФо. 

анализ эпидемиологической и эпизоотологиче-
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ской обстановки по природно-очаговым инфекци-
онным болезням в северо-кавказском федеральном 
округе свидетельствует об их актуальности и необ-
ходимости постоянного мониторинга их природных 
очагов, также особое внимание следует уделить во-
просам специфической и неспецифической профи-
лактики данных болезней. 

конфликт интересов. авторы подтверждают 
отсутствие конфликта финансовых/нефинансовых 
интересов, связанных с написанием статьи.
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объем и результаты эпизоотологического мониторинга Пои в 2015 г. в субъектах скфо

субъект рФ

нозологическая форма пои (количество исследованных проб/количество положительных проб)

лзн кгл глпс лихо-
радка ку квэ кб лепто-

спироз
туляре-

мия кпл гач мэч
псевдо-
тубер-
кулез

кишеч-
ный 

иерси-
ниоз

всего 
проб

кол-во 
нозоло-

гий

кол-во 
выяв-

ленных 
нозоло-

гий

ставрополь-
ский край

668/3 870/63* 89/4 682/62 х 431/157* 237/10* 1674/ 42 352/98 56/0* 56/0* х* х* 5115 10 8

кабардино-
балкарская 
республика

137/0 343/22 х х х х 684/0 375/0 х х х 684/0 684/0 2907 6 1

карачаево-
черкесская 
республика

х 61/0* х х х 7/0 х* 122/9 х х х х х 190 3 1

республика 
дагестан

х 80/21* х 85/40 х 1/1 х х* х 4/3 2/2 х х 172 5 5

республика 
северная 
осетия-
алания

х х х х 87/0 х х х х х х х 87 1 0

чеченская 
республика

эпизоотологический мониторинг не проводился

республика 
ингушетия

х 23/6 х 8/5 х х х х х х х х х 31 2 2

Итого 805/3 1377/112 89/4 775/107 87/0 439/158 921/10 2171/51 352/98 60/3 58/2 684/0 684/0 8502

п р и м еч а н и я :  * – зарегистрированы больные; х – эпизоотологический мониторинг не проводился; лзн – лихорадка западного нила; глпс – геморрагическая 
лихорадка с почечным синдромом; квэ – клещевой вирусный энцефалит; кпл – клещевые пятнистые лихорадки.
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изучение фауны иксодовых клещей, их рас-
пространения, численности, эпизоотологического 
и эпидемиологического значения в краевой инфек-
ционной патологии на территории тульской обла-
сти начато с 1943 г. и продолжается до настоящего 
времени. Фоновыми видами здесь являются три 
вида пастбищных иксодовых клещей: Dermacentor 
reticulatus (Fabricius, 1794), Ixodes ricinus (Linnaeus, 
1758), I. trianguliceps (Birula, 1895) и один гнездово-
норовый – I. сrenulatus (Koch, 1844). доминирующим 
и повсеместно распространенным является клещ 
D. reticulatus. в сборах на флаг его индекс домини-
рования (ид) достигает 97,3 %, на скоте – 59,0 %. 

средние многолетние весенние показатели числен-
ности на флаг в закустаренных лесолуговых стаци-
ях лесной зоны области высокие – 86 экз./фл.-км 
[4]. этот вид имеет в основном эпизоотологическое 
значение, являясь резервуаром Francisella tularensis 
holarctica и возбудителей других опасных инфекци-
онных болезней: эризипелоида, листериоза, лайм 
боррелиоза и т.д. (таблица). заболевания туляреми-
ей, связанные с передачей инфекции луговым кле-
щом, регистрировались на территории области не 
часто [9].

территория тульской области занимает пло-
щадь 25,7 тыс. км2. расположена в северо-восточной 
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цель работы. обобщение многолетних данных о динамике ареала и численности лугового клеща 
D. reticulatus на территории тульской области. материалы и методы. обработаны литературные ис-
точники, архивные документы и данные собственных наблюдений в 1949–2013 гг. в работе исполь-
зованы компьютерные программы Google Earth, база данных гис-пакета MapInfo Professional 11.5. 
результаты и выводы. выявлено, что в последнее десятилетие D. reticulatus встречается не только 
в лесной и примыкающей к ней западной части лесостепной зоны, но и в восточной и юго-восточной 
частях лесостепи. уточнены территории с равномерно высокой плотностью заселения и разрежен-
ным распределением клещей этого вида. установлено, что в лесолуговых участках лесной и аналогич-
ных участках лесостепной зоны в настоящее время обилие клещей не имеет существенных различий. 
выявлена корреляция между характером выделения культур возбудителя F. tularensis от D. reticulatus и 
интенсивностью эпизоотийного процесса туляремийной инфекции, что позволяет своевременно прово-
дить целевое эпизоотологическое обследование и регламентировать профилактические мероприятия.
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части среднерусской возвышенности (52°57´ – 
54°49´ N, 35°57´ – 38°56´ E) в двух природных зо-
нах среднерусской провинции: широколиственных 
лесов и лесостепи [1, 8]. на большей ее части скла-
дываются оптимальные условия для обитания клеща 
D. reticulatus [10]. особенно четко это проявляется в 
лесной зоне и прилегающих к ней участках на западе 
области. восточные и юго-восточные районы, рас-
положенные в лесостепной зоне и занятые, в основ-
ном, землями сельскохозяйственного назначения, до 
конца прошлого столетия были практически свобод-
ными от этого вида клеща [3, 7]. единичные наход-
ки регистрировались в богородицком, воловском и 
ефремовском районах, около населенных пунктов 
андрияновка, большое огарёво, волчья дубрава 
тёпло-огарёвск, населенных пунктов белолипки и 
богучарово киреевского района. в соответствии с 
таким распределением обозначалась роль клеща в 
эпизоотологии природно-очаговых инфекций, плани-
ровалась и проводилась работа по их профилактике. 
в последнее десятилетие на фоне роста численно-
сти D. reticulatus [6], обусловленного синергическим 
воздействием на популяции клещей потепления кли-
мата и резким изменением хозяйственной деятель-
ности человека [8], граница ареала этого вида начала 
смещаться к югу. в этой связи большое внимание 
было уделено дальнейшему изучению распределе-
ния популяций этого важного в эпизоотологическом 
отношении вида. уточнение ареала и особенностей 
размещения, наблюдения за динамикой численности 
лугового клеща позволили внести некоторые допол-
нения в имеющиеся данные по краевой эпизоотоло-
гии туляремии [3, 5, 7] и других природно-очаговых 
инфекций, а также пополнить сложившийся ком-
плекс мероприятий по профилактике природно-
очаговых инфекций. 

материалы и методы

изучение ареала клеща D. reticulatus проводи-
лось на основании материалов акарологических сбо-
ров со скота (1949–1985 гг.) и на флаг (1976–2013 гг.) 
в 23 административных районах области. данные 
сборов дополнялись сведениями, полученными в 
1998–2013 гг. при обращении населения по поводу 
присасывания клещей. 

при помощи программы Google Earth опреде-
лены координаты для каждой точки сбора клещей. 
вся информация сведена в базу данных в гис па-
кете MapInfo Professional 11.5. на основе базы дан-
ных созданы слои гис: «места находок D. reticulatus 
в 1943–2002 гг.» и «места находок D. reticulatus в 
2003–2013 гг.». в качестве картографической основы 
для анализа пространственного размещения клещей 
использовали деление области на зональные типы 
растительности [2, 12]. в результате построена карта, 
отражающая распространение клещей D. reticulatus 
на территории тульской области.

динамика численности лугового клеща отсле-
живалась на двух стационарах, расположенных на 
плакорных закустаренных лесолуговых участках 
центральной и восточной частей широколиственных 
лесов с 1976 по 2013 год. единицей учета служило 
число клещей на 1 флаго-километр (экз./фл.-км). 
клещей учитывали в период их весенней (апрель–
май) и осенней (август–октябрь) активности. за сезон 
на каждом стационаре проходили по 8–15 учетных 
километров. численность D. reticulatus в закустарен-
ных лесолуговых участках в разных частях лесной и 
лесостепной зон определялась в период максималь-
ной активности [11] в весенние сезоны 1990–1995 и 
2012 гг. на стационарах и 6 пунктах многолетних на-
блюдений (пмн). разница во времени между учета-

Участие клещей D. reticulatus в циркуляции возбудителей природно-очаговых инфекций в ландшафтных зонах  
и административных районах Тульской области в 1943–2013 гг.

зона административный  
район

инфекции

туляремия лайм боррелиоз эризипелоид листериоз бабезиоз гранулоцитарный 
анаплазмоз

лесная 1. алексинский + + +

2. венёвский + +

3. дубенский +

4. заокский + +

5. ленинский + + + +

6. одоевский +

7. суворовский + +

8. щёкинский + +

9. ясногорский +

лесостепная 10. ефремовский +

11. каменский +

12. киреевский +

13. одоевский +

14. чернский +

15. щёкинский +
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ми на стационарах и пмн составляла 0,5–3 сут.
 

результаты и обсуждение

луговой клещ D. reticulatus – типичный пред-
ставитель акарофауны лесолуговых и пойменно-
луговых стаций лиственных и смешанных лесов [10]. 
по долинам рек проникает в лесостепную и степную 
зону. предпочитает луговые стации и кустарниковые 
заросли. в лесах населяет открытые прогреваемые 
участки – опушки леса, вырубки, луга. 

на территории области распространение клеща 
также связано с растительностью луговых формаций, 
приуроченных к лесам, площадь которых исторически 
менялась. в прошлом леса занимали большую часть 
современной тульской области. к концу XVIII века 
лесистость снизилась до 17 %, в настоящее время – 
до 14,1 % [8], составляя 3,6 тыс. км². распределяются 
леса неравномерно. в северо-западных районах они 
занимают до 28 % площади и представлены хвойно-
широколиственными лесами «таежного» варианта. 
такие леса сформированы как хвойными (ель евро-
пейская, сосна лесная), так и лиственными порода-
ми. основная часть лесных массивов (86,8 %) занята 
лиственными лесами вторичного происхождения, и 
только 13,2 % – хвойными [1, 4, 8]. травяной покров 
смешанных, широколиственных и мелколиственных 
лесов на месте вырубленных широколиственных 
сформирован с участием видов дубравного широко-
травья и луговых видов. на юго-востоке области леси-
стость снижается до 3–5 %. здесь леса представлены 
остепненными дубравами, приуроченными к балоч-
ным понижениям и долинам рек, реже встречаются в 
виде отдельных островов на водоразделах. в составе 
травяного яруса таких дубрав высока доля лугово-
степных видов. сравнение лесных формаций по со-
ставу травяного яруса позволяет констатировать по-
степенную смену сообществ травянистых мезофитов, 
характерных для хвойно-широколиственных и широ-
колиственных лесов, на мезоксерофиты и ксерофиты 
на юго-востоке. на юго-востоке области уже преоб-
ладает типичная луговая степь. развитая речная сеть 
тульской области также способствует формированию 
типичных мест обитания луговых клещей – обшир-
ных пойменных биотопов с луговой и кустарниковой 
растительностью.

такое разнообразие биотопов создало благопри-
ятные условия для равномерного, с высокой плот-
ностью заселения территории клещом D. reticulatus, 
особенно в пределах лесной зоны. имеющийся 
при этом тренд почвенно-климатических условий с 
северо-запада области на юг и юго-восток обеспечил 
оптимальные условия для существования клеща в 
приграничных с хвойно-широколиственными леса-
ми территориях вдоль западной границы леса. это 
подтверждается тем фактом, что в лесной зоне пло-
щадью около 9,8 тыс. км2 зарегистрировано 810 то-
чек нахождения клещей, в западной части лесостеп-
ной зоны площадью 2,7 тыс. км2 – 176. внесенные 

при изучении современного ареала лугового клеща 
новые точки находок еще больше подчеркнули рав-
номерность распределения биотопов в типичных для 
него местах обитания (рисунок).

смещение в последнее десятилетие границ рас-
пространения этого вида к югу выразилось в значи-
тельном увеличении количества новых точек находок 
клещей данного вида в восточной и юго-восточной 
части лесостепной зоны площадью 13,2 тыс. км2,  с 
единичных до 230. появление новых мест обита-
ния с достаточно высокой плотностью заселения 
D. reticulatus обусловлено формированием травяни-
стых мезофитных сообществ на зарастающих зале-
жах в отдельных частях ленинского и щёкинского 
районов, тяготеющих к лесной зоне области, а также 
в киреевском, богородицком, кимовском, плавском, 
тёпло-огарёвском и ефремовском районах лесо-
степной зоны. при этом плотность заселения в этих 
районах практически одинакова (рисунок). в осталь-
ной части лесостепной зоны заселение клещами но-
сит более разреженный характер. в целом биотопы 
клеща данного вида в этой зоне области приближены 
к окрестностям остепненных балочных и нагорных 
дубрав, лесопосадкам и закустаренным поймам рек. 
исходя из полученных данных, видно, что благопри-
ятные для обитания клещей биотопы приурочены 
к мезофитным травянистым сообществам луговых 
формаций, которые сформированы как среди лес-
ной, так и лесостепной растительности. 

вся территория тульской области энзоотична 
по туляремии. здесь преобладают природные оча-
ги луго-полевого типа [4, 7]. по данным эпизоото-
логического обследования 1942–2013 гг. выявлено 
532 эпизоотийных участка этой инфекции, выделено 
1157 культур F. tularensis (в лесной зоне 204 – вы-
делено 418 культур, в лесостепной 328 – выделено 
739 культур). заселенность луговым клещом мест 
проявления туляремийной инфекции с высоким лой-
мопотенциалом в лесной зоне достигает 100 %, в ле-
состепной зоне – 67 %.

для изучения природных очагов туляремии, 
помимо знания ареала и особенностей размещения 
резервуара инфекции, необходимы данные по много-
летней динамике численности клещей, в том числе в 
пределах разных частей лесной и лесостепной зон, 
а также характера выделения культур возбудителя 
F. tularensis от них.

по результатам мониторинга численности 
D. reticulatus в течение 38 лет на двух стационарах – 
«элементарных» очагах туляремии – установлено, что 
колебания численности носят не стационарный, а по-
лициклический характер [6]. наиболее высокая чис-
ленность лугового клеща отмечалась в 1980–1994 гг. 
(первый период) и 2007–2013 гг. (часть третьего пери-
ода), когда она держалась на уровне от 84 до 154 экз./
фл.-км. между этими периодами в 1995–2006 гг. на-
блюдалось длительное (12 лет) и глубокое снижение 
численности клещей до среднего уровня – 43 экз./фл.-
км, т.е. примерно в 2–4 раза ниже, чем в два других 
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периода [6]. учеты, проведенные в период подъема 
численности клещей (1990–1995, 2012 гг.), выявили 
отсутствие существенных различий в обилии клещей 
в закустаренных лесолуговых участках в разных ча-
стях лесной и лесостепной зоны. среднее обилие кле-
щей в эти годы в смешанных лесах на северо-западе 
лесной зоны составляло 137,0 экз./фл.-км (макси-
мально 272,0), в широколиственных лесах централь-
ной части этой зоны – 172,0 экз./фл.-км (максимально 
245,0), в восточной части – 134,0 экз./фл.-км (мак-
симально 228,0). в северо-восточной части области, 
представленной мелколиственными лесами на месте 
коренных широколиственных лесов, этот показатель 
составил 88,0 экз./фл.-км (максимально 117,0). в лес-
ных массивах восточной части лесостепной зоны 
(богородицкий район) в 2012 г. оно достигало 112 экз./
фл.-км и было сопоставимо с обилием клещей в лес-
ной зоне. исключение на данный момент имеет тер-
ритория луговых степей на крайнем юго-востоке, где 
встречаются единичные клещи. 

в ходе наших наблюдений за активностью оча-
гов туляремии луго-полевого типа в лесной зоне об-
ласти с 1943 по 2013 год установлено, что первый 
период высокой активности элементарных очагов 
туляремии по всей зоне (1977–1995 гг.) совпал с пе-
риодом подъема численности клещей и их инфици-
рованности. отражением этого процесса явилось бо-

лее частое выделение на стационарах и по всей зоне 
в течение всего указанного периода культур возбуди-
теля F. tularensis от D. reticulatus – 43 культуры (28 
культур выделено от клещей данного вида, собран-
ных на стационарах). в двух «элементарных» очагах 
подтверждено выделение возбудителя от клещей с 
интервалом в 34–36 лет. в периоды снижения актив-
ности очагов (1943–1974, 1996–2013 гг.) выделено 7 
культур. 

таким образом, на территории тульской обла-
сти к настоящему времени произошло расширение 
ареала клеща D. reticulatus – резервуара возбуди-
теля F. tularensis – за счет территорий лесостеп-
ной зоны, ранее практически свободных от них. 
отсутствие существенных различий в обилии кле-
щей в закустаренных лесолуговых участках лесной 
и лесостепной зоны подтверждает, что благопри-
ятные условия, соответствующие экологическим 
требованиям вида, существуют на значительной 
территории области. необходимо осуществлять 
регулярный мониторинг численности, инфициро-
ванности, пространственного размещения клещей 
D. reticulatus, результаты которого кладутся в осно-
ву анализа и прогноза состояния очагов туляремии 
луго-полевого типа, а также позволяют обосновы-
вать содержание и объемы профилактических и 
противоэпидемических мероприятий.

распространение клещей D. reticulatus на 
территории тульской области:
1 – места находок D. reticulatus в 1943–2002 гг.; 
2 – места находок D. reticulatus в 2003–2013 гг.; 
3 – лесная, 4 – лесостепная; 5 – границы админи-
стративных районов и их номера (см. таблицу)
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в начале XXI столетия на территории россии 
наметилась тенденция роста эпизоотической актив-
ности природных очагов чумы сибири, что привело 
к повышению их эпидемиологического потенциала 
[2, 14, 15]. при этом наибольший риск заболеваний 
людей существует в очагах сурочьего типа. серый 

сурок Marmota baibacina и тарбаган M. sibirica яв-
ляются ценными пушными зверьками, служат объ-
ектами охотничьего промысла и могут употреблять-
ся местным населением в пищу. их специфические 
блохи Oropsylla silantiewi – высокоактивные пере-
носчики возбудителя чумы могут нападать на чело-

Пробл. особо опасных инф. 2016; 4:25–32. DOI: 10.21055/0370-1069-2016-4-25-32
удк 616.98:579.842.23(571.15)
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цель работы. обоснование проведения, оценка условий и анализ результатов мероприятий 
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века [1, 6, 8,]. высоки риски заболеваний бубонной 
формой чумы при разделке тушек сурков [17]. во 2-й 
половине хх столетия ареалы и численность сурков 
в горных районах россии значительно сократились, 
в связи с чем снизилось и их эпизоотологическое 
значение в природных очагах чумы. повсеместно их 
стали рассматривать как второстепенных, а в ряде 
случаев даже случайных носителей возбудителя [4, 
14, 18]. к настоящему времени отмечают расшире-
ние ареала и рост численности серого сурка, а также 
его блох в горах центральной и средней азии [12, 
16]. на этом фоне с 2014 г. на территории горно-
алтайского природного очага чумы регистрируют 
единичные случаи заболеваний человека чумой [3, 
4, 7]. целью настоящего исследования явилось обо-
снование проведения, оценка условий и анализ ре-
зультатов мероприятий по неспецифической профи-
лактике чумы на эпизоотической территории.

материалы и методы

при подготовке статьи использованы результаты 
выполнения «комплексного плана мероприятий про-
тивочумных учреждений роспотребнадзора по оздо-
ровлению горно-алтайского высокогорного природ-
ного очага чумы в кош-агачском районе республики 
алтай в августе–декабре 2016 г.», утвержденного 
руководителем Фс роспотребнадзора 25.08.2016 г., 
архивные и оперативные материалы Фкуз 
«роснипчи «микроб», «иркутский нипчи», 
«алтайская противочумная станция», Фбуз «центр 
гигиены и эпидемиологии в республике алтай», буз 
республики алтай «кош-агачская центральная рай-
онная больница», управления роспотребнадзора по 
республике алтай, а также литературные источники. 
организация и проведение профилактических меро-
приятий осуществлялись на основании современной 
концепции неспецифической профилактики чумы в 
ее природных очагах [10, 11]. анализ проводили с по-
мощью компьютерной программы «интерактивная 
карта по управлению оздоровительными мероприя-
тиями в горно-алтайском высокогорном природном 
очаге чумы». применяли эпизоотологические, эпи-
демиологические и картографические методы иссле-
дований, компьютерные гис-технологии. 

результаты и обсуждение

горно-алтайский высокогорный природный 
очаг чумы расположен на территории кош-агачского 
района республики алтай и граничит с монголией, 
китаем и казахстаном. он является северной частью 
общего с монголией сайлюгемского природного оча-
га, площадь которого в границах россии составляет 
11597 км2. в группе сибирских очагов чумы горно-
алтайский очаг до недавнего времени считался мо-
ногостальным, но поливекторным [6, 14]. в очаге 
долгие годы обнаруживался возбудитель чумы алтай-
ского подвида – Yersinia pestis аltaicа, характеризую-

щийся слабой вирулентностью или авирулентностью 
для морских свинок и высокой – для белых мышей. 
основным носителем считалась монгольская пищу-
ха Ochotona pallasi, переносчиками – ее специфиче-
ские блохи: Paradoxopsyllus scorodumovi, Amphalius 
runatus, Ctenophyllus hirticrus, Rhadinopsylla dahurica 
[4]. в 2012 г. впервые здесь был выделен высокови-
рулентный штамм основного подвида Yersinia pestis 
pestis, а с 2014 г. в поселениях серого сурка его стали 
обнаруживать регулярно. Широкое распространение 
возбудителя основного подвида на фоне увеличения 
численности сурка привело к эпидемическим ослож-
нениям в регионе. на территории кош-агачского рай-
она республики алтай в 2014–2016 гг. регистрируют-
ся единичные заболевания человека бубонной формой 
чумы (3 случая), связанные с заражением местного 
населения при разделке сурков, добытых в процессе 
незаконного охотничьего промысла [5, 7, 16]. 

в связи с осложнениями обстановки по чуме на 
территории горно-алтайского очага в границах кош-
агачского района республики алтай в соответствии 
с планом работы алтайской противочумной станции 
на 2016 г., решениями спэк при правительстве 
республики алтай (протоколы № 5 от 17.07. и № 7 
от 29.07. 2016 г.), «комплексным планом мероприя-
тий противочумных учреждений роспотребнадзора 
по оздоровлению горно-алтайского высокогорно-
го природного очага чумы в кош-агачском райо-
не республики алтай в августе–декабре 2016 г.», 
утвержденным руководителем Федеральной служ-
бы по надзору в сфере защиты прав потребителей и 
благополучия человека 25 августа 2016 г., проведены 
профилактические работы по предотвращению рас-
пространения чумы. 

при проведении эпизоотологического монито-
ринга в 2016 г. в соответствии с регламентом, учи-
тывающим дифференциацию очага чумы по уровню 
эпидемиологической опасности, было обследовано 
9806,2 км2 (84,6 %) территории, где отобрано 264 по-
левых пробы для исследований по этой инфекции. 
добыто и исследовано на чуму 1388 экз. носителей 
(грызунов, зайцеобразных, птиц) и 5364 экз. пере-
носчиков возбудителя чумы (блох, вшей, клещей). на 
наличие грызунов и блох в 10 населенных пунктах 
обследовано 95,1 тыс. м2. в результате исследований 
было выделено 67 культур и субкультур возбудителя 
чумы: 65 – Y. pestis ssp. pestis и 2 – Y. pestis ssp. altaica. 
большая часть культур основного подвида изолиро-
вана от серого сурка и его эктопаразитов – 63 (97 %). 
Штаммы чумы основного подвида были выделены в 
27 пунктах в границах 11 секторов. в связи со сни-
жением численности монгольской пищухи и ее блох 
резко сократилось выявление штаммов чумы алтай-
ского подвида. при серологическом исследовании на 
чуму 1374 проб грызунов и пищух было получено 61 
(4,4 %) положительных результатов. при исследова-
нии материала от мелких млекопитающих методом 
пцр на наличие днк возбудителя чумы основного 
подвида получено 67 положительных проб (66 от се-
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рого сурка, 1 – от длиннохвостого суслика).
при планировании и обосновании противоэ-

пидемических мероприятий в очаге использовали 
данные оперативного эпизоотологического обсле-
дования. по результатам наблюдений в 2016 г. чис-
ленность серого сурка – носителя возбудителя чумы 
основного подвида в среднем составила 1,2 особи 
на 1 га. при этом в поселениях, где регистрировали 
эпизоотии чумы, плотность зверьков значительно 
ниже (0,5 ос/га), в то время как на неэпизоотической 
территории средний показатель составил 2,7 сурка 
на 1 га. численность длиннохвостого суслика в его 
поселениях в среднем составила 4,5 ос/га, что со-
ответствовало среднему многолетнему уровню. по 
данным весеннего учета отмечали снижение чис-
ленности монгольской пищухи: она составила 1,7 
жилых колоний на 1 га, что в 4 раза ниже среднего 
многолетнего показателя. это было вызвано высо-
ким уровнем снегового покрова зимой и аномально 
поздним стаиванием снега в горах весной. к осени, 
однако, в связи с благоприятными кормовыми усло-
виями численность монгольской пищухи частично 
восстановилась. в среднем по очагу в августе в ее 
поселениях обитаемость колоний составила 50,2 %, 
плотность – 5,9 жилых нор на 1 га. поселения даур-
ской пищухи также пострадали: даже к осени сред-
няя численность достигла лишь 1,3 кол/га. 

в крупных населенных пунктах, располагаю-
щихся в полупустынной местности в чуйской кот-
ловине, средняя численность синантропных грызу-
нов в июле была низкой – 1,5 % попадания в ору-
дия лова. на стоянках животноводов она составила 
лишь 0,9 %. серая крыса в населенных пунктах не 
регистрируется. после проведения дератизацион-
ных мероприятий в поселках в августе было обсле-
довано 183 объекта, накоплено 913 ловушко-ночей: 
средняя численность составила 0,3 %, причем за-
селенными грызунами отмечены лишь 3 (1,6 %) 

домовладения. в августе при обследовании 15 
стоянок животноводов (общей площадью 1500 м2), 
подвергшихся дератизации, грызунов не выявлено. 
в 5 пограничных пунктах общей площадью 500 м2 
(в помещениях и ближайших окрестностях), рас-
положенных на скальниках, численность плоскоче-
репной полевки оказалась очень высокой – 31,7 % 
попадания в орудия лова. высокая численность 
плоскочерепной полевки отмечалась и в природ-
ных биотопах. оптимальными для ее обитания яв-
ляются скальники, занимающие, однако, не более 
1 % территории. здесь в среднем численность со-
ставила 26,8 %, что несколько ниже многолетнего 
значения. 

численность эктопаразитов мелких млекопи-
тающих, в том числе блох – основных переносчиков 
чумы, отмечалась на уровне средних многолетних 
значений. на сером сурке индексы обилия (ио) в 
шерсти колебались от 0,89 в апреле до 3,6 в августе. 
ио блох на монгольской пищухе были максималь-
ными в апреле (7,9), постепенно снижались к авгу-
сту (1,8) и увеличились в сентябре (4,1). норовые 
ио блох пищух были очень низкими. 

с учетом перекрывающихся ареалов основных 
носителей чумы – монгольской пищухи и серо-
го сурка (рис. 1), формируются пространственная 
структура очагов и ареалы основного и алтайского 
подвидов возбудителя чумы (рис. 2). по результатам 
многолетних наблюдений выявленная к настояще-
му времени область распространения возбудителя 
чумы алтайского подвида, рассчитанная формально-
территориальным способом, составляет 30 секторов 
(2538,0 км2). общая площадь ареала монгольской пи-
щухи почти вдвое больше – 48 секторов (4060,8 км2). 
ареал возбудителя основного подвида микроба 
чумы занимает 16 секторов (1353,6 км2), в то время 
как площадь ареала серого сурка составляет около 
50 секторов (4230 км2). 

рис. 1. ареалы основных носителей чумы: 
серого сурка и монгольской пищухи в 
горно-алтайском высокогорном очаге:
контуры ареалов: 1 – монгольской пищухи; 2 – 
серого сурка; 3 – перекрывающиеся ареалы мон-
гольской пищухи и серого сурка
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при проведении комплекса профилактических 
мероприятий в полной мере учитывались числен-
ность и распределение постоянного и временного 
населения, характер его пребывания на энзоотичных 
территориях, численность и размещение верблюдов 
и др. общая численность населения кош-агачского 
района составляет 18765 человек. распределение на-
селения по территории неравномерное. крупные по-
селки в основном располагаются на чуйском тракте, 
стоянки животноводов – по долинам и руслам речек 
и ручьев. 

районный центр – село кош-агач, расположено 
на берегу р. чуя. расстояние от него до республи-
канского центра (горно-алтайск) – 470 км. на эн-
зоотичной по чуме территории района в 10 сельских 
поселениях проживает 16088 жителей. на выпасах 
в границах эпизоотической территории ежегодно 
располагаются до 140 временных летних и зимних 
стоянок животноводов с общим количеством около 
1100 человек.

основное занятие населения – отгонное живот-
новодство: овцеводство, разведение яков, коз, коров, 
лошадей и верблюдов. свиней и домашней птицы в 
хозяйствах нет. в условиях сурового климата высо-
когорий травостой горных степей долго сохраняет 
сочность и высокие кормовые качества. в связи с 
небольшим снеговым покровом или его отсутствием 
зимой скот содержится на круглогодичном пастбищ-
ном содержании. животноводы в поисках пастбищ 
кочуют со скотом до 4 раз в год. как правило, разли-
чают летние (временные) и зимние стоянки. жилые 
и хозяйственные постройки животноводов представ-
ляют собой небольшие по площади строения из бре-
вен, бруса или досок. Широко используются в каче-
стве сезонных жилищ юрты. жилые помещения обо-
рудуются портативными отопительно-варочными 
печами, в качестве топлива используют высушенный 
навоз (кизяк). расстояние между стоянками достига-

ет 150 км, но, как правило, ограничивается десятка-
ми километров. 

общее число верблюдов, выпасающихся на тер-
ритории района, составляет 409 голов. они распреде-
лены по территории неравномерно. большая их доля 
находится в северной части района: в селах старый 
бельтир (109 голов), ортолык (85), мухор-тархата 
(133), тобелер (21), кокоря (24). близость основных 
мест дислокации верблюдов к тархатинскому эпи-
зоотическому участку, на котором происходило за-
ражение людей чумой (от 14 до 40 км), представляет 
эпидемиологическую опасность в связи с высокой 
восприимчивостью этих животных к чуме [9].

характерной особенностью культуры и быта ко-
ренного населения считается охота на серого сурка и 
употребление в пищу мяса этих грызунов, выделка 
шкурок и заготовка жира сурка. развитие эпизоотий 
чумы высоковирулентного подвида в его поселениях 
потребовало введения ограничительных мероприя-
тий: промысловая и любительская охота были запре-
щены. несмотря на это случаи браконьерского про-
мысла имели место и привели к заболеваниям чумой. 

в окрестностях сел мухор-тархата и кош-агач 
в долине р. чуя в конце июля–начале августа боль-
шая часть населения занимается заготовками сена. 
через всю территорию района проходит чуйский 
тракт – автодорога федерального значения, по кото-
рому осуществляются грузопассажирские перевозки 
как внутри района, республики, так и между россией 
и монголией. за сутки через международный авто-
мобильный пункт пропуска на границе проходит от 
50 до 100 единиц транспортных средств.

существующий на территории кош-агачского 
района национальный парк «сайлюгемский» актив-
но развивает экологический туризм. кроме органи-
зованного туризма, район активно посещают «неор-
ганизованные» туристы, в том числе иностранные. 
многие из них направляются на плоскогорье укок, 

рис. 2. ареалы Y. pestis ssp. pestis и Y. pestis 
ssp. altaica на территории горно-алтайского 
природного очага:
секторы: 1 – с выделением культур возбудите-
ля чумы алтайского подвида; 2 – с выделением 
культур возбудителя чумы основного подвида; 
3 – с выделением обоих подвидов возбудителя 
чумы
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отличающееся уникальными природными особен-
ностями (обилие рек, озер, богатый растительный и 
животный мир, наличие археологических памятни-
ков) и входящее в число потенциально опасных по 
чуме территорий.

органы здравоохранения представлены в 
кош-агачском районе общей медицинской сетью, 
учреждениями роспотребнадзора. в с. кош-агач 
располагаются районное отделение управления 
роспотребнадзора и филиал Фбуз «центр гигиены и 
эпидемиологии по республике алтай». в с. ташанта 
дислоцируется сезонный противоэпидемический от-
ряд Фкуз «алтайская противочумная станция» и 
санитарно-карантинный пункт (скп) пропуска на 
границе с монголией.

в настоящее время основную эпидемиологиче-
скую опасность представляют постоянно существу-
ющие плотные поселения серого сурка, в которых 
циркулирует высоковирулентный возбудитель чумы 
Y. pestis ssp. pestis. территория очага неоднородна в 
отношении активных эпизоотических проявлений: 
наибольшую опасность заражения людей представ-
ляют участки (секторы), в границах которых реги-
стрируют устойчивые проявления чумы основного 
подвида. особо следует выделять участки, где на 
протяжении 3 последних лет происходило зараже-
ние людей при охоте на сурка. в качестве важных 
критериев следует учитывать численность населе-
ния: животноводов, кочующих со скотом и оседло-
го населения крупных населенных пунктов, а так-
же дислокацию временного населения: строителей, 
туристов, рыбаков, охотников, военнослужащих и 
др. естественно, что вероятность эпидемических 
осложнений, в первую очередь заболеваний вспы-
шечного характера, возрастает в местах концентра-
ции людей там, где возможен контакт с носителями 
и переносчиками чумного микроба. нельзя сбрасы-
вать со счетов наличие, размещение и места выпаса 

верблюдов.
с учетом перечисленных факторов проведена 

дифференциация территории очага по уровню эпи-
демической опасности (уэо). при оценке крите-
риев, положенных в основу анализа, использовали 
балльную оценку упомянутых показателей. были 
выделены следующие градации уэо (рис. 3):

очень низкий (68 секторов – 4610,1 км2 – 39,8 %). 
преобладают высокогорные альпийские ландшафты 
без населения или с очень низкой его численностью, 
без поселений серого сурка, эпизоотии чумы не ре-
гистрируются, верблюды отсутствуют.

низкий (45 секторов – 3510,6 км2 – 30,3 %). 
низкая численность серого сурка или отсутствие эпи-
зоотий в его поселениях, низкая численность оседло-
го населения (наличие единичных стоянок животно-
водов), присутствие временного населения: туристов, 
охотников, пограничников и др. верблюдов нет.

средний (36 секторов – 2893,8 км2 – 24,9 %). 
высокая численность серого сурка и регистрация 
эпизоотий чумы хотя бы разового проявления, низ-
кая численность постоянного населения (наличие 
стоянок животноводов), наличие верблюдов.

высокий (7 секторов – 582,5 км2 – 5,0 %). 
высокая численность серого сурка, стойкие эпизоо-
тические проявления, высокая численность посто-
янного населения в поселках, на стоянках животно-
водов, случаи заражения человека чумой при охоте, 
наличие верблюдов.

на основании решения республиканской спэк 
для снижения численности основного носителя 
чумы – серого сурка на территории кош-агачского 
района республики алтай была организована работа 
4 специальных бригад по отстрелу сурка на эпизооти-
ческих по чуме участках. в течение месяца с 19 июля 
по 19 августа здесь было добыто и утилизировано 
в соответствии с санитарно-эпидемиологическими 
правилами 787 экз. этого вида. из этого числа187 

рис 3. дифференциация территории горно-
алтайского высокогорного очага по уров-
ню эпидемической опасности (уэо):
секторы с различным уэо: 1 – очень низкий; 
2 – низкий; 3 – средний; 4 – высокий
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особей доставлено в лабораторию и исследовано на 
чуму в подразделениях Фкуз «алтайская противо-
чумная станция». следует подчеркнуть, что отстрел 
сурков как метод механической дератизации мало-
эффективен: уничтожается не более 20–30 % особей 
в отдельном поселении. 

по результатам эпизоотологического обсле-
дования в мае–августе 2016 г. бригадами Фкуз 
«алтайская пчс» роспотребнадзора на всех выяв-
ленных эпизоотических участках были проведены 
поселковая дезинсекция и дератизация стоянок жи-
вотноводов, территорий погранзаставы и постов. 
обработки химическими средствами проведены на 
80 стоянках: на 36 зимних и 44 летних, а также на 
6 пограничных постах и 1 заставе. общая площадь 
полевой дезинсекции составила 30,4 км2, поселко-
вой дератизации – 105,3 тыс. м2, поселковой дезин-
секции – 75,2 тыс. м2. дезинсекция проводилась 
дустами на основе циансодержащих пиретроидов. 
эффективность полевой дезинсекции, проведенной 
на эпизоотических участках вокруг стоянок живот-
новодов, в среднем составляла 86 %. эффективность 
дезинсекции и дератизации на стоянках животново-
дов близка к 100 %. дератизация проводилась с по-
мощью родентицидных приманок на основе анти-
коагулянта бромадиолона (восковые брикеты, зер-
новые приманки), дезинсекция – препаратами на 
основе фосфорорганических средств и пиретроидов: 
дусты «Фенаксин», «Фуфанон-супер», «абсолют», 
«каприн-Ф», «Фас-дубль». 

на территории горно-алтайского высокогорно-
го природного очага чумы с февраля по июль была 
проведена вакцинация 409 верблюдов. все живот-
ные были привиты против чумы живой сухой вак-
циной «кэмел-про р.с.». в целях предотвращения 
заражения животных кровососущими эктопарази-
тами в феврале и июне верблюды были обработаны 
системным инсекто-акарицидом «ивермек», в июле 
– поверхностно опрысканы фосфорорганическим 
препаратом «диазинон-с». по мере выявления эпи-
зоотических участков выпас животных здесь прекра-
щался: все верблюды были отогнаны за их пределы. 
ветеринарные специалисты постоянно контролиро-
вали физиологическое состояния верблюдов, вели 
разъяснительно-информационную работу с живот-
новодами о мерах профилактики заболеваний чумой 
при уходе за животными.

в эпидемическом очаге по месту расположения 
больного силами профилактического отдела Фбуз 
«центр гигиены и эпидемиологии в республике 
алтай» проводились текущая и заключительная 
дезинфекция: влажная обработка 0,03 и 0,12 % рас-
творами препарата «део-хлор люкс», камерная об-
работка вещей. после обнаружения шкурок сурков 
на полигонах твердых бытовых отходов (тбо) на 
их территории в селах кош-агач, бельтир, мухор-
тархата, ортолык, чаган-узун были проведены де-
зинфекция, дезинсекция и дератизация. в этих селах 
также проведена дезинфекция надворных туалетов, 

выгребных ям, мусорных контейнеров. всего про-
дезинфицировано 7 контейнеров, 1013 выгребных 
ям, 9 полигонов тбо, 960 дворов и 35 социально-
значимых объектов общей площадью 199 тыс. м2. 
дезинфекцию проводили раствором гипохлорита 
кальция, дезинсекцию – пиретроидным препаратом 
«цифокс», дератизацию – родентицидной приман-
кой на основе антикоагулянта бромадиолона. общая 
площадь обработок на свалках тбо составила 9,0 га. 
в июле в 4 населенных пунктах ( кош-агач, мухор-
тархата, ортолык, чаган-узун) проведена поселко-
вая дезинсекция и дератизация. всего по эпидпока-
заниям обработано 995 объектов (877 домовладений, 
18 социальных объектов, 16 магазинов, 83 нежилых 
домов). площадь дератизации в населенных пунктах 
составила 199 тыс. м2, дезинсекции – 6,9 тыс. м2. 
эффективность обработок составила 100 %, что 
было подтверждено контрольными обследованиями. 
с 3 по 20 августа 2016 г. были повторно обследованы 
для определения эффективности дератизации села 
кош-агач, мухор-тархата, ортолык и чаган-узун: 
охвачено 274 объекта площадью 36,7 тыс. м2. на 960 
ловушек была отловлена лишь 1 домовая мышь в с. 
ортолык (0,1 %), что свидетельствовало о высокой 
эффективности дератизации. 

на эпизоотических по чуме участках высокого-
рий для снижения интенсивности контактов населе-
ния с биоценозами горно-алтайского высокогорно-
го природного очага чумы представителями админи-
страций сельских поселений в кош-агачском районе 
осуществлялись регулярные выезды на стоянки жи-
вотноводов. в июле–августе выездами охвачено 54 
животноводческих пункта, откуда были эвакуирова-
ны члены семей животноводов, непосредственно не 
участвующие в хозяйственной деятельности, в коли-
честве 82 чел. (из них 72 – дети). в эпидемическом 
очаге в с. кош-агач в июле силами 12 звеньев ме-
дработников проведены подворные обходы на ули-
цах районного центра с целью обследования и бесед 
с населением: охвачено 6150 домов и 7220 жителей. 
кроме этого, на дорогах в окрестностях сел мухор-
тархата и ортолык в западном направлении органи-
зованы передвижные посты гибдд, осуществляю-
щие досмотр автомашин с целью выявления лиц, 
причастных к незаконной охоте на сурков.

на санитарно-карантинном пункте «ташанта» 
осуществлялся контроль за лицами, въезжающи-
ми на территорию республики алтай из монголии: 
проводилось медицинское освидетельствование 
граждан, термометрия тела (с помощью тепловизо-
ра), осуществлялись проверки грузов. по данным 
скп, в 2016 г. с 1 июня по 31 августа в российскую 
Федерацию из монголии въехало 21386 человек на 
5421 единице автотранспорта. с 18 июля по 31 авгу-
ста из россии в монголию выехало 11227 человек на 
2988 автомобилях. 

на территории кош-агачского района 
республики алтай проводилась подготовка меди-
цинских работников по вопросам диагностики, 
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лечения и профилактики чумы, проверки готовно-
сти медицинских учреждений к проведению пер-
вичных противоэпидемических мероприятий. все 
выявленные недостатки и замечания устранялись. 
проинструктировано по чуме в республике алтай в 
2016 г. 717 медицинских работников, 73 ветеринар-
ных работника. проведены 1 учение по чуме (ноябрь 
2016 г., с. ташанта), 11 семинаров по клинике чумы и 
профилактике заболеваний, 67 проверок медучрежде-
ний. прочитано 27 лекций для населения. проведены 
беседы, розданы листовки по профилактике чумы: 
охвачено информационно-разъяснительной работой 
19364 человек во всех общественных местах кош-
агачского района: в медицинских учреждениях, го-
стиницах, торговых центрах, магазинах, клубах и др. 
распространены информационные буклеты по про-
филактике чумы.

проведенный комплекс организационных, про-
тивоэпидемических, санитарно-профилактических 
противочумных мероприятий в 2016 г. явился на-
чальным этапом оздоровления горно-алтайского 
высокогорного природного очага чумы, конечной 
целью которого является предельно возможная ми-
нимизация риска первичных заражений человека 
чумой, а в случае их возникновения – оперативное 
проведение мероприятий по локализации и ликви-
дации эпидемического очага. для дальнейшего сни-
жения рисков заражения, предупреждения первич-
ных заражений и антропонозного распространения 
чумы разработан «комплексный план мероприятий 
учреждений роспотребнадзора по оздоровлению 
горно-алтайского высокогорного природного очага 
чумы в кош-агачском районе республики алтай в 
2017 г.», представленный в федеральную службу 
роспотребнадзора.

конфликт интересов. авторы подтверждают 
отсутствие конфликта финансовых/нефинансовых 
интересов, связанных с написанием статьи.
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история всех пандемий холеры в россии, в 
том числе 7-й, обусловлена заносами инфекции в 
основном из стран азии. при этом многочислен-
ные случаи заноса и распространения холеры свя-

заны с различными видами меж- и внутригосудар-
ственной миграции населения [13]. это правомерно 
можно отнести к событиям по холере в республике 
дагестан в 1994 г. [6]. особенности небывалой по 
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цель исследования. ретроспективная оценка эпидемических проявлений холеры в республике 
дагестан в 1994 г. с учетом VNTR-генотипирования и исследования особенностей генома выделен-
ных V. cholerae о1 биовара El Tor. материалы и методы. использованы данные о распространении 
инфекции в различные периоды эпидемии в республике дагестан в 1994 г. Штаммы исследованы с ис-
пользованием VNTR-анализа и полногеномного cеквенирования. результаты и выводы. установлена 
гетерогенность популяции возбудителя по циркулирующим VNTR-генотипам. по данным полногеном-
ного секвенирования. выявлено наличие у V. cholerae о1 El Tor в профаге CTXφ аллели в-субъединицы 
ctxB1. Штаммы, выделенные на первом и последующих этапах развития эпидемии, оказались гене-
тически близкородственными штаммам из индии, бангладеш и непала. у части штаммов выявлен 
кластер генов множественной антибиотикорезистентности SXTET: floR, strA, strB, sul2 – «индийского» 
типа – SXT-ICE-Ind, а также мобильные элементы ICE, содержащие детерминанты резистентности к 
антибиотикам тетрациклиновой группы – tetA. Филогенетическое родство дагестанских штаммов со 
штаммами из азии указывает на происхождение штаммов, а также на имевшие место независимые за-
возы холеры на разных этапах эпидемии. роль генетически измененных вариантов V. cholerae О1 El Tor 
с выявленными на молекулярно-генетическом уровне особенностями возбудителя как системообра-
зующего фактора в возникновении и развитии эпидемии в республике дагестан была непосредственно 
связана с социальными условиями.

Ключевые слова: холера, завозы, миграция, V. cholerae O1 El Tor, VNTR-генотипирование, полно-
геномное секвенирование, мобильные элементы ICE.
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Objective of the study is the retrospective evaluation of epidemic cholera manifestations in the Republic of Dagestan in 1994, 
taking into account VNTR-typing and studies of genome peculiarities in the isolated V. cholerae O1, Biovar El Tor. Materials and 
methods. Utilized have been the data on the infection rates in different periods of the epidemic. The strains have been investigated 
using VNTR-analysis and whole genome sequencing. Results and conclusions. Heterogeneity of the agent population has been 
established on the basis of the circulating VNTR-genotypes. The whole-genome sequencing has revealed the presence of B-subunit 
allele ctxB1 in CTXφ prophage of El Tor V. cholerae O1 strains. The strains isolated in the early and the following stages of epidemic 
development have been found to be closely related to strains from India, Bangladesh, and Nepal. Some strains possessed a cluster of 
multiple antibiotic resistance genes, SXTET: floR, strA, strB, sul2 – of “Indian” type – SXT-ICE-Ind, as well as ICE mobile elements, 
containing determinants of resistance to antibiotics of tetracycline group – tetA. Phylogenetic relatedness of the Dagestan strains to the 
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масштабам эпидемии холеры, достижения в области 
молекулярно-генетических исследований холерного 
вибриона к настоящему времени явились основанием 
для ретроспективного эпидемиологического анали-
за эпидемических проявлений холеры в республике 
дагестан с учетом изучения генетических аспектов 
возбудителя. 

события по холере в регионе карибского бассей-
на, в гаити, вошедшие в историю современного пан-
демического распространения холеры, обусловлены 
геновариантом холерных вибрионов о1 биовара эль 
тор, близкородственных штаммам из бангладеш 2002 г. 
(GIRS-101) и 2008 г. (M4). установлено наличие в про-
фаге CTXφ гена ctxBClass, кодирующего в-субъединицу 
холерного токсина вибриона классического биовара, 
способного вызывать более тяжелое клиническое 
течение со смертельными исходами в первые часы 
после появления клинических признаков, присут-
ствие в геноме гаитянских штаммов и холерных ви-
брионов из Южной азии островов пандемичности 
VSP-I и VSP-II, обеспечивающих высокий уровень 
адаптации к условиям окружающей среды, их пан-
демический потенциал, а также присутствие SXT-
генетического элемента, несущего гены антибиоти-
корезистентности [16, 29]. 

это, в свою очередь, явилось стимулом и осно-
ванием для исследований штаммов холерных ви-
брионов, хранившихся в национальных коллекциях 
многих стран мира. необходимо отметить, что све-
дения о генетически измененных (содержащих ал-
лель ctxBClass) вариантах V. cholerae O1 биовара эль 
тор, появившиеся впервые в 2002 г., к настоящему 
времени значительно расширились в плане изучения 
структуры генома, функций генов, филогеномики 
штаммов [18, 19, 20, 21, 24, 26, 28]. генотипы штам-
мов V. choleraе о1, несущих классический аллель 
ctxB-1, обнаруженные в индии, распространились в 
другие страны азии и в африку, а имеющие клас-
сический аллель ctxB-7 – в страны азии, африки и 
на американский континент. это позволило сделать 
вывод, что штаммы V. choleraе о1 эль тор, имею-
щие классический аллель ctxB, распространяются в 
глобальном масштабе [31].

к настоящему времени установлено, что 
вспышки или импортируемые случаи холеры, обу-
словленные измененными вариантами V. cholerae 
о1 El Tor, имели место с 1991 г. в странах азии: 
индии, бангладеш, мьянме, таиланде, Шри-ланке, 
малайзии, вьетнаме, китае, гонконге, японии, 
кувейте, непале, узбекистане; африки: алжире, 
марокко, гвинее, замбии, занзибаре, анголе, 
мозамбике и других странах восточного, западного, 
центрального и Южного регионов; европы: 
румынии, украине и россии [5, 11, 12, 14, 15, 17, 22, 
27, 30]. 

безусловный научный интерес представляет изу-
чение выделенных в республике дагестан холерных 
вибрионов, их фенотипических и генотипических 
свойств с исследованием структуры генома и функ-

ций основных генов, ответственных за эпидемиче-
ский и пандемический потенциал патогена. при ана-
лизе эпидемического процесса, учитывая продолжи-
тельность эпидемии во времени, большое значение 
для эпидемиологической диагностики имеет геноти-
пирование штаммов, выделенных на разных этапах 
эпидемии.

целью исследования явилась ретроспектив-
ная оценка эпидемических проявлений холеры в 
республике дагестан в 1994 г. с учетом VNTR-
генотипирования и исследования особенностей ге-
нома выделенных V. cholerae о1 биовара El Tor.

материалы и методы

для эпидемиологического анализа использова-
ны данные, собранные и систематизированные во 
время эпидемии холеры в 1994 г., в том числе опу-
бликованные [6], о распространении инфекции в 
различные периоды эпидемии по административным 
районам и городам республики дагестан с учетом 
действующих путей и факторов передачи возбудите-
ля инфекции, социальных условий, способствующих 
распространению холеры. 

из двухсот двух паспортов на штаммы 
V. cholerae серогруппы о1 биовара El Tor, выде-
ленных от больных холерой (199 паспортов) и из 
объектов окружающей среды (3) на разных этапах 
эпидемии в республике дагестан (1994 г.), отобра-
но сорок семь штаммов, выделенных из клиниче-
ского материала. в исследование взяты также один 
штамм V. cholerae серогруппы о1 биовара El Tor, 
выделенный из клинического материала от больно-
го в чеченской республике, гудермесском районе 
(1994 г.), и два штамма V. cholerae серогруппы о1 
биовара El Tor, изолированные от больных во время 
вспышки холеры в казани (республика татарстан, 
2001 г.). Штаммы получены из музея живых куль-
тур с центром патогенных для человека вибрионов 
Фкуз «ростовский-на-дону противочумный инсти-
тут» роспотребнадзора, где хранились в лиофили-
зированном состоянии. для культивирования бакте-
рий применяли бульон и агар мартена (рн 7,6–7,8). 
подготовка образцов для масс-спектрометрии про-
водилась в соответствии с [4], анализ профиля ре-
ференсных белков микробной клетки – с использо-
ванием программного обеспечения MALDI Biotyper 
3.0. для амплификации гена ctxB профага CTXφ ис-
пользовали коммерческий набор реагентов фирмы 
амплисенс (москва). полимеразную цепную реак-
цию (пцр) и VNTR-анализ по пяти локусам вариа-
бельных тандемных повторов VcA, VcB, VcC, VcD и 
VcG проводили по методике [2].

полногеномное cеквенирование штаммов 
выполнялось на платформе MiSeq (Illumina). 
пробоподготовка проводилась согласно протоколу 
производителей. сборку контигов осуществляли 
с помощью программ Velvet (входит в состав про-
граммного обеспечения MiSeq) и ContigExpress (в 
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составе Vector NTI Suite 11). биоинформационный 
анализ проводили с помощью программ BLASTN 
2.2.29 (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov), Vector NTI 
Suite 11 (www.informax.com), Contiguator v.2 (http://
contiguator.sourceforge.net), с использованием ре-
сурсов геномной базы данных NCBI. построение 
дендрограмм на основе распределения единичных 
нуклеотидных замен и значимых для дискримина-
ции генов проводили с использованием программ 
GeneExpert, GeneGraph, SeqAnalyzer, разработанных 
в ростовском-на-дону противочумном институте.

кластерный анализ и построение дендрограмм 
осуществляли с использованием авторского про-
граммного обеспечения, встроенного в геоинфор-
мационную систему «холера. Штаммы – VNTR» 
[3]. для сравнения использованы полногеномные 
сиквенсы штаммов V. cholerae о1 биовара эль тор, 
представленные в базах NCBI GenBank. номера до-
ступа нуклеотидных последовательностей геном-
ных островов, генов и их кластеров, полученных 
в рамках настоящего исследования, в GenBank: 
KT779270-KT779274 (коровая область профа-
га CTX); KU601749, KU601750 (rtxA); KT970467 
(остров патогенности VPI); KU601747, KU601748 
(остров пандемичности VSP-II). все работы, связан-
ные со штаммами V. cholerae, проводили в соответ-
ствии с санитарными правилами [1].

результаты и обсуждение

за период 7-й пандемии в россии самая интен-
сивная и широкомасштабная эпидемия холеры имела 
место в республике дагестан в 1994 г., когда было за-
регистрировано 2359 больных и вибриононосителей 
в 187 населенных пунктах 27 районов и 8 городах. 
эпидемия была обусловлена V. cholerae о1 биовара 
эль тор серовара огава [6].

по фенотипическим и таксономическим при-
знакам взятые в настоящее исследование 50 штам-
мов отнесены к биовару эль тор, о1 серогруппе, 
серовару огава, были резистентны к холерным 
диагностическим эль тор и классическому фагам. 
изменчивость по агглютинабельности отсутство-
вала. Штаммы не лизировали эритроциты барана, 
образовывали ацетилметилкарбинол из глюкозы 
в реакции Фогеса-проскауэра. все штаммы были 
отнесены к генетически измененным вариантам 
V. cholerae о1 биовара El Tor за счет наличия у них 
гена ctxB1, кодирующего в-субъединицу холерного 
токсина классического биовара.

Масс-спектрометрический анализ. в результате 
анализа белковых спектров штаммы V. cholerae с ис-
пользованием программного обеспечения MALDI 
Biotyper 3.0. разделились на три кластера, что свиде-
тельствовало о гетерогенности популяции.

Эпидемиологический анализ и молекулярно-
генетический VNTR-анализ V. cholerae. следует от-
метить, что ранее при анализе этапов совершенство-
вания системы эпидемиологического надзора за хо-

лерой в россии, в частности, с учетом характеристи-
ки выделенных в 21 субъекте россии 326 штаммов 
V. cholerae El Tor о1 и V. cholerae о139 серогрупп от 
больных холерой, вибриононосителей и из объектов 
окружающей среды (1990–2014 гг.), показано с ис-
пользованием VNTR-генотипирования преобладание 
эпидемически значимых V. cholerae о1, содержащих 
гены холерного токсина ctxA и токсинкорегулируе-
мых пилей tcpA штаммов V. cholerae о1, ответствен-
ных за эпидемию 1994 г. в республике дагестан [9]. 
проведенный VNTR-анализ 50 штаммов позволил 
выявить 22 генотипа, а кластерный анализ – сгруп-
пировать их в 10 кластеров, обозначенных буквами 
латинского алфавита от «A» до «I». два штамма, 
выделенные в казани во время вспышки холеры в 
2001 г., дискриминировались от остальных и соста-
вили отдельный кластер а, как и VNTR-генотипы 
штаммов холерных вибрионов из дагестана, вошед-
ших в кластер I (рис. 1). 

при сопоставлении данных эпидемиологиче-
ского анализа о возникновении трех независимых 
очагов, связанных с завозом холеры паломниками, 
с VNTR-генотипами штаммов установлено сле-
дующее. первые, самостоятельно возникшие оча-
ги в июне 1994 г. в с. герга каякентского района 
(штамм – № 16228-рд, генотип – с4) и г. кизилюрте 
кизилюртовского района (штаммы – № 6251а-рд и 
6251b-рд, генотипы – с1 и с2) были обусловлены 
штаммами V. cholerae о1 из кластера с, но разными 
генотипами, доминирующими в течение эпидемии 
во времени (с июня по сентябрь) и по различным ад-
министративным территориям, а также из кластера 
D (штаммы – № 16248-рд и 6250-рд, генотип – D2, 
с. кикуни и с. гергебиль гергебельского района соот-
ветственно). в кластер с вошел штамм V. cholerae о1 
№ 17283-чр, генотипа – с2 от больного из чеченской 
республики, гудермесского района. в этом очаге хо-
лера возникла хронологически вслед за регистра-

рис. 1. дендрограмма, построенная по результатам кластерного 
анализа на основе распределения аллелей VNTR-локусов
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цией эпидосложнений в хасавюртовском районе 
дагестана [7]. данные VNTR-генотипирования под-
тверждают имевшие место заносы холеры в чечен-
скую республику.

значительное число штаммов из кластера F, 
выделенных в разные периоды эпидемии (август–
октябрь), выявление ранее не встречавшихся гено-
типов из кластеров I1, I2 (июль) и B2 (сентябрь) в 
первом из возникших очагов (каякентский район); 
геновариантов B1; J1, J2; H1-H3; E1-E2 (июль–
сентябрь) – в других очагах свидетельствовало о ге-
терогенности популяции возбудителя по циркулиру-
ющим VNTR-генотипам, широком географическом 
распространении холеры в пределах республики с 
формированием множественных очагов.

если рассматривать V. cholerae El Tor как систе-
мообразующий фактор в возникновении и развитии 
эпидемического процесса, то наряду с выявленны-
ми особенностями возбудителя на молекулярно-
генетическом уровне необходимо отметить, что 
основную роль имели социальные факторы как 
косвенные регуляторы эпидемического процесса. 
здесь мы имеем в виду значение межгосударствен-
ной миграции населения, в частности паломников, 
возвращающихся с хаджа по пути следования че-
рез иорданию-сирию-турцию-иран-азербайджан в 
июне–июле 1994 г., в завозе холеры, формировании 
первичных самостоятельных очагов и дальнейшем 
продвижении инфекции по путям внутренней мигра-
ции населения в регионе. это было обусловлено со-
циальными факторами, национальными традициями 
и обычаями населения, что сопровождалось активи-
зацией механизма передачи возбудителя инфекции с 
реализацией преимущественно пищевого и контакт-
ного путей передачи при ритуальных обрядах [6]. 

Полногеномное секвенирование – GeneExpert 
и эпидемиологический анализ. с целью установ-
ления возможного происхождения штаммов, вы-
звавших эпидемические осложнения в республике 
дагестан, было проведено полногеномное секвени-
рование штаммов, которое предусматривало также 
выявление в их геноме особенностей, характерных 
для геновариантов холерных вибрионов, обладаю-
щих повышенным эпидемическим потенциалом. 
в исследование взяты штаммы из разных VNTR-
кластеров: V. cholerae с генотипами C4 (№ 16228-
рд), F3 (№ 17261-рд), I1 (№ 17296-рд) и A1 (штамм 
№ 18329-к). дополнительно включен в анализ 
штамм № 17290-рд, полногеномное секвенирование 
которого проведено ранее.

при изучении особенностей генома V. cholerae 
с помощью авторской программы SeqAnalyzer вы-
явлено наличие генов rtxC (при отсутствии cas3 
V. cholerae cholerae) и wbe, определяющих принад-
лежность к биовару эль тор, серогруппе O1 соот-
ветственно. в полногеномных сиквенсах иденти-
фицированы и охарактеризованы несколько генов 
и участков генома, наиболее значимых для опреде-
ления эпидемического потенциала исследуемых 

штаммов. в частности, были определены последова-
тельности коровой области генома профагов CTXφ 
(гены cep, orfU, ace, zot, ctxAB), которые оказались 
идентичными у четырех дагестанских и одного ка-
занского штамма. при этом ген ctxB относился к 
классическому типу B1, поскольку имел 2 нуклео-
тидных замены тимина на цитозин (T/C) в позициях 
115 и 203. промоторная область ctxAB-оперона со-
держала 4 гептануклеотидных повтора TTTTGAT, 
что характерно для большинства штаммов биовара 
эль тор. что касается гена rstR, то у всех штаммов 
выявлен аллель rstREl. однако при анализе полноге-
номных сиквенсов у штаммов № 16228-рд, 17261-
рд и 17290-рд (в отличие от сиквенсов у штаммов 
№ 17296-рд и 18239-к) в других контигах также 
обнаружен rstRClass, что указывает на присутствие в 
геномах этих штаммов второго профага – CTXφClass 
либо RS1Class. таким образом, выявленные профаги 
CTX оказались «гибридными», что свидетельство-
вало об изменчивости генома профага CTX у воз-
будителя холеры, обусловившего эпидемические 
проявления инфекции в 1994 г. такие генетически 
измененные штаммы V. cholerae считаются более ви-
рулентными по сравнению с типичными холерными 
вибрионами биовара эль тор [16, 20].

ген rtxA, кодирующий высокомолекулярный 
цитотоксин MARTX, не содержал null-мутации в по-
зиции 13602, характерной для геновариантов, упо-
минаемых в работах J.Dolores, K.J.F.Sachell [18], 
р.в.писанова и соавт. [10], т.е. его продукт сохранил, 
по-видимому, функциональное состояние. Штаммы 
содержали интактные острова патогенности VPI и 
пандемичности VSP-II, идентичные типовому штам-
му N16961. 

заслуживают внимания данные о присутствии 
в геноме исследуемых клинических штаммов эль 
тор генетического элемента SXTET. выявлен кластер 
генов множественной антибиотикорезистентности 
у штаммов № 16228-рд, 17290-рд и 17296-рд: floR 
(устойчивость к хлорамфениколу), strA (устойчи-
вость к аминогликозидам), strB (компонент устой-
чивости к стрептомицину), sul2 (устойчивость к 
сульфаметоксазолу). данный кластер генов (инте-
гративный коньюгативный элемент «индийского» 
типа SXT-ICE-Ind) является типичным для эпидеми-
ческих штаммов, выделенных в бангладеш, индии 
в 1990-е годы. вместе с тем у штаммов № 17261-рд 
и 18329-к SXT-элемент отсутствовал, что с учетом 
данных о преимущественном выделении штаммов, 
лишенных SXT, из водных источников [21, 23] мо-
жет подтверждать имевшую место реализацию со-
ответствующего пути распространения возбудителя 
инфекции во время эпидемии холеры в республике 
дагестан [6] и вспышки в казани, обусловленной 
идентичными клиническими штаммами и штамма-
ми из объектов окружающей среды [8]. 

особую значимость имеют данные об обна-
ружении/отсутствии у исследуемых штаммов мо-
бильных генетических элементов ICE, в частности, 
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гена резистентности к антибиотикам тетрациклино-
вой группы – tetA (рис. 2). с помощью программы 
GeneGraph была построена дендрограмма и про-
веден анализ, позволивший установить наличие у 
штамма № 16228-рд гена tetAR (мозамбикский тип – 
ICE-Moz). это согласуется с данными по изоляции на 
разных этапах эпидемии устойчивых к антибиотикам 
штаммов холерных вибрионов от больных и явилось 
одной из возможных причин формирования вибрио-
ноносительства, в том числе реконвалесцентного [6]. 
Штаммы № 17261-рд и 17296-рд, выделенные на 
более поздних этапах эпидемии, были лишены гена 
tetAR (индийский тип ICE-Ind), что свидетельствует о 
полиморфизме ICE-элемента, генетическом разноо-
бразии изученных штаммов V. cholerae о1 биовара 
эль тор и, на наш взгляд, косвенно подтверждает 
имевшие место неоднократные завозы инфекции на 
этапах эпидемии с разными источниками и фактора-
ми передачи, отражающими, в том числе, различные 
экологические условия обитания возбудителя ин-
фекции.

таким образом, приведенные данные позволяют 
заключить, что все штаммы, вызвавшие эпидослож-
нения в дагестане, по структуре основных факторов, 
связанных с патогенностью, относятся к геновари-

антам по наличию аллеля ctxB1 в составе генома ги-
бридного профага CTX и у трех штаммов – аллеля 
гена rstRClass, который присутствовал вместе с аллелем 
rstREl. такие варианты появились в эндемичных по хо-
лере странах азии в начале 1990-х годов и довольно 
быстро вытеснили «прототипные» вибрионы эль тор 
[25], что совпадает по времени с эпидемией. 

с целью установления возможного проис-
хождения штаммов, вызвавших эпидемические 
осложнения, проведен анализ полногеномных по-
следовательностей их днк. по итогам анализа, с 
помощью программы GeneExpert была построена 
дендрограмма, отражающая генетическую бли-
зость между штаммами (рис. 3). при этом штаммы 
Vibrio cholerae № 16228-рд (VNTR-генотип с4) и 
№ 17261-рд (VNTR-генотип F3) оказались генети-
чески близкородственными штаммам из бангладеш 
(№ AG-7404, бангладеш-1991) и мехико (№ CP1033, 
мехико-2000). в то же время штаммы холерного 
вибриона № 17296 (VNTR-генотип I1) и № 18329 
(казань, 2001, VNTR- генотип а1) по данным пол-
ногеномного секвенирования попали в отдельный 
кластер с непальскими V. cholerae (№ Nep-21106, 
непал-2003) и № Nep-21113, непал-2003). Штамм 
№ 17290-рд также попал в отдельный кластер с ин-

рис. 2. дендрограмма, построенная на 
основании распределения значимых для 
дискриминации генов V. cholerae: 
ICE – интегративно-коньюгативный элемент 
(ICE-Ind – индийский тип, ICE-Moz – мозам-
бикский тип); tetA – ген резистентности к те-
трациклинам; TLC – профаг TLC, Kappa – фаг 
Kappa, GI-14 и GI-15 – геномные островки, 
rstR-Eltor и rstR-class – аллели гена rstR; ctxB1, 
ctxB3, ctxB7 – аллели гена ctxB; VSP-II-full – 
полный остров персистенции VSP-II
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дийскими V. cho lerae (V212-индия, 1991).
приведенные данные по происхождению штам-

мов, полученные на основании их полногеномного 
секвенирования, подтверждают самостоятельное воз-
никновение первичных очагов холеры, обусловлен-
ное имевшими место завозами холеры – как межгосу-
дарственными, так и внутри республики дагестан – 
на разных этапах эпидемии: в каякентский район – в 
июне (штамм № 16228-рд), в унцукульский район – 
в июле (штамм № 17296-рд), в Шамильский район – 
в августе (штамм № 17290-рд). несмотря на то, что 
штаммы Vibrio cholerae № 16228-рд и 17261-рд ока-
зались генетически близкородственными штаммам 

из бангладеш и мехико, они относились к разным 
VNTR-генотипам циркулирующих штаммов в усло-
виях интенсивно протекающего эпидемического 
процесса во времени и пространстве.

при анализе некоторых эпидемиологических 
аспектов холеры, обусловленной генетически изме-
ненными вариантами V. cholerae о1 эль тор, в част-
ности, действующих факторов передачи возбудителя 
инфекции, следует отметить, что в дагестане в 58,0 % 
случаев распространение холеры происходило с реа-
лизацией контактно-бытового пути распростране-
ния, в 16,0 % – пищевого и 3,2 % – водного. в 22,8 % 
случаев пути и факторы передачи возбудителя ин-
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рис. 3. дендрограмма, построенная 
на основе анализа данных полноге-
номного секвенирования штаммов 
холерного вибриона
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фекции не установлены, что объяснялось широким 
распространением вибриононосителей (возможных 
источников инфекции) и трудностью их выявления. 
указанные эпидемиологические особенности, наря-
ду с имевшими место завозами, на различных этапах 
эпидемии обеспечили распространение инфекции во 
времени и пространстве. в отличие от этого, вспыш-
ка холеры водного происхождения в казани также 
была обусловлена генетически измененными вари-
антами, но носила острый и локальный характер в 
силу территориальной привязки инфицированных и 
находившихся в одинаковых условиях по риску ин-
фицирования к водному объекту, что способствовало 
локализации и ликвидации очага без распростране-
ния возбудителя инфекции. это, на наш взгляд, еще 
раз подчеркивает, что генетически измененные вари-
анты холерного вибриона, как и типичные холерные 
вибрионы, обусловившие 7-ю пандемию, играли не 
самостоятельную и определяющую роль в эпидеми-
ческом процессе, а в единстве с социальными фак-
торами, в том числе традициями и обычаями насе-
ления.

таким образом, ретроспективная оценка эпиде-
мических проявлений холеры в 1994 г. в республике 
дагестан и молекулярно-генетический VNTR-анализ 
штаммов V. cholera о1 El Tor, выделенных на первых 
и последующих этапах эпидемии, свидетельствовали 
о гетерогенности популяции возбудителя по цирку-
лирующим VNTR-генотипам в пределах республики 
и о выявлении идентичных VNTR-генотипов штам-
мов при имевшем место заносе холеры в чеченскую 
республику. данные полногеномного секвениро-
вания выделенных V. cholerae о1 El Tor позволили 
выявить в геноме штаммов особенности, характер-
ные для геновариантов холерных вибрионов, содер-
жащих в профаге CTXφ ген ctxBClass, кодирующий 
в-субъединицу холерного токсина классического 
биовара, которые обладают повышенным эпидеми-
ческим потенциалом и в последние годы вытеснили 
типичных представителей V. cholerae El Tor. у ча-
сти штаммов выявлен кластер генов множественной 
антибиотикорезистентности SXTET: floR, strA, strB, 
sul2 – «индийского» типа – SXT-ICE-Ind, который 
является типичным для эпидемических штаммов, 
выделенных в бангладеш и индии в 1990-е годы. у 
одного из дагестанских и казанского штаммов SXT-
элемент отсутствовал, что, с учетом преимуществен-
ного выделения не имеющих SXT холерных вибри-
онов из водных источников, может подтверждать 
имевшую место реализацию соответствующего пути 
распространения возбудителя инфекции во время 
эпидемии холеры в республике дагестан.

ступенчатость филогенетического дерева по-
зволила подтвердить связь со штаммами, обусловив-
шими вспышки и эпидемии в странах азии. по ре-
зультатам полногеномного секвенирования штаммы 
V. cholerae о1 El Tor из дагестана, выделенные на 
первом и последующих этапах развития эпидемии, 
оказались генетически близкородственными штам-

мам из индии, бангладеш и непала. это указывает 
на происхождение штаммов, а также на имевшие 
место независимые завозы холеры на разных этапах 
эпидемии. Филогенетическое родство дагестанских 
штаммов со штаммами из азии также подтвержда-
ется наличием у исследуемых холерных вибрионов 
генетических мобильных элементов ICE, содержа-
щих детерминанты резистентности к антибиотикам 
тетрациклиновой группы – tetA, что, в свою очередь, 
явилось одной из возможных причин широко рас-
пространенного вибриононосительства и формиро-
вания реконвалесцентного вибриононосительства у 
перенесших холеру. 

показано, что роль генетически измененных ва-
риантов V. cholerae о1 El Tor с выявленными особен-
ностями возбудителя на молекулярно-генетическом 
уровне как системообразующего фактора в воз-
никновении и развитии эпидемического процес-
са в республике дагестан была непосредственно 
связана с социальными условиями, в частности, с 
меж- и внутригосударственной миграцией, а так-
же с местными традициями населения, что обе-
спечило распространение инфекции во времени и 
пространстве, несмотря на комплекс проводимых 
противохолерных мероприятий. использованные 
для сравнительного анализа штаммы, обусловившие 
вспышку холеры водного происхождения в казани, 
также были генетически измененными вариантами, 
но водная вспышка носила острый и локальный ха-
рактер без распространения возбудителя инфекции. 
полученные данные имеют научное и прикладное 
значение для решения актуальных вопросов в рам-
ках реализации основных современных направлений 
стратегии совершенствования эпидемиологического 
надзора за холерой в российской Федерации, в том 
числе в плане оптимизации противохолерных меро-
приятий и обеспечения биологической безопасности 
населения нашей страны.
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сибирская язва – особо опасная бактериальная 
зоонозная инфекция, способная благодаря длитель-
ному сохранению в почве спор Bacillus anthracis со-
хранять угрозу возвращения и повторных вспышек 
на пораженных территориях в течение многих деся-
тилетий. основным источником инфекции для чело-
века является больное животное или его труп, факто-
рами передачи – продукты животноводства, почва и 
другие объекты окружающей среды.

на территории российской Федерации насчиты-
вается свыше 35 тыс. стационарно неблагополучных 
по сибирской язве пунктов (снп), в которых учте-

но около 8 тыс. сибиреязвенных скотомогильников. 
при этом существует высокая вероятность наличия 
значительного количества неучтенных сибиреязвен-
ных захоронений [2]. 

за последние 20 лет, в период с 1996 по 2015 
год, в российской Федерации. по сравнению с пред-
ыдущим двадцатилетним периодом (1976–1995 гг.), 
число случаев заболеваний сибирской язвой у людей 
сократилось в 3,3 раза – всего заболело 299 человек. 
болезнь регистрировалась в 34 субъектах 6 феде-
ральных округов. 

в российской Федерации в 2016 г. осложнилась 
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обстановки по сибирской язве, связанная с крупней-
шей эпизоотией среди северных оленей в ямало-
ненецком автономном округе (янао) и повлекшая 
за собой эпидемические осложнения. 

заполярная территория западной сибири в про-
шлом была крайне неблагополучной по сибирской 
язве. имеются сведения о крупных эпизоотиях си-
бирской язвы в малоземельской и большеземельской 
тундре начиная с 1760 г. в янао выявлено до 60 снп 
общей площадью свыше 2 млн га, где в период с 1898 
по 1941 год зарегистрировано 68 эпизоотий, в которых 
пало около 1 млн оленей. случаи заболевания людей 
документально зарегистрированы в 1931 и 1941 гг. 
эпизоотии сибирской язвы, как правило, возникали 
в теплое время года, начинаясь с единичных случаев 
в связи с заражением животных при контакте с кон-
таминированной возбудителем почвой, а дальнейшее 
развитие процесса с вовлечением большого количе-
ства животных было обусловлено трансмиссивным 
механизмом передачи возбудителя. массовые падежи 
оленей приводили к постоянному обсеменению по-
чвы возбудителем сибирской язвы, попадавшим в нее 
с трупами павших животных. вместе с тем последняя 
известная эпизоотия сибирской язвы на ямале заре-
гистрирована 75 лет назад – в 1941 г. коренное улуч-
шение эпизоотической ситуации явилось следствием 
того, что в 40-е годы на ямале вакцинопрофилакти-
кой было охвачено все поголовье животных. в после-
дующие годы случаев сибирской язвы не зарегистри-
ровано, попытки выделить возбудитель инфекции 
из почвы оказались безрезультатными [3]. в 2007 г. 
вакцинация северных оленей против сибирской язвы 
была прекращена. 

в июне–июле 2016 г. в янао отмечалась тем-
пературная аномалия, когда дневная температура до-
стигала 29–34 °с, что способствовало увеличению 
глубины сезонного таяния многолетней мерзлоты и 
перемещению спор сибиреязвенного микроба из глу-
бинных слоев к поверхности почвы с межмерзлотны-
ми водами. увеличение численности кровососущих 
насекомых, а также негативное воздействие жары 
на иммунную систему оленей на фоне прекращения 
вакцинации, очевидно, стали причиной массового 
заболевания сибирской язвой северных оленей. 

25 июля 2016 г. в управление роспотребнадзора 
по янао поступила информация из службы вете-
ринарии янао о получении из гау «тюменская 
областная ветеринарная лаборатория» предвари-
тельной информации по выявлению возбудителя 
сибирской язвы в патологическом материале от пав-
ших в районе озера ярато северных оленей, при-
надлежащих частным оленеводческим хозяйствам 
ямальского района. 

предположительно первый случай гибели оле-
ней от сибирской язвы имел место 7 июля 2016 г. в 
стаде оленевода-частника в районе о. письёто, устье 
р. неросавейяха (рис. 1). в дальнейшем падеж уве-
личился: с 17 по 19 июля в стаде пало 200 голов се-
верного оленя и 4 собаки [1]. 

всего по данным россельхоз надзора, в период 
эпизоотии на ямале в 2016 г. (16 июля – 3 августа) 
сибирской язвой заболело 2650 оленей, из которых 
2350 голов пало, а 300 подверглись вынужденному 
убою. эпизоотии зафиксированы в ямальском райо-
не округа (о. письёто, о. большое ядванто, о. малое 
ядванто, о. тэтато, пос. новый порт). в тазовском 
районе (пякяхинское нефтегазоконденсатное место-
рождение) в начале августа от сибирской язвы пал 
1 олень. зона эпизоотии составила около 45–60 км, 
угрожаемая территория – 110×150 км, общее по-
головье оленей угрожаемой зоны – 94853 головы. 
численность населения непосредственно в зоне эпи-
зоотии составляла 236 человек (в том числе 103 ре-
бенка), в новопортовском эпизоотическом очаге – 91 
человек (включая 32 ребенка), в угрожаемой зоне на-
ходилось еще 539 человек (в том числе 217 детей). 

в период с 25 июля по 2 августа в ямальском 
районе янао было зарегистрировано 36 случаев 
заболевания людей сибирской язвой из числа 97 го-
спитализированных. диагноз был подтвержден ла-
бораторными методами у 27 пациентов, у 9 человек 
диагноз установлен на основании клинической кар-
тины, данных эпидемиологического анамнеза (кон-
такт различного рода с заболевшими животными, 
продуктами животноводства), выделением культуры 
возбудителя сибирской язвы из материала от источ-
ника инфекции (оленя). первые заболевшие считали 
себя больными с 18 июля. госпитализация 98 % боль-
ных проведена в процессе их активного выявления в 
рамках проводимых противоэпидемических меро-
приятий в период с 25 июля по 1 августа. в первые 
дни время между заболеванием и госпитализацией 
составляло 7 сут, далее этот временной промежу-
ток сокращался и к 1 августа составил менее 1 дня. 
средний срок поступления в стационар от момента 
появления первых симптомов был (2,1±0,4) дня.

особенностью вспышки было вовлечение в ин-
фекционный процесс большого количества детей до 

рис. 1. места проявления вспышки (эпизоотии) сибирской язвы 
в 2016 году:
1 – оз. большое ядванто; 2 – оз. малое ядванто; 3 – оз. тэтато; 4 – 
оз. письёто; 5 – оз. ярото; 6 – с-з «ярсалинский»; 7 – пос. новый порт; 
8 – пякяхинское нефтегазоконденсатное месторождение
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18 лет (50 %), в том числе 28 % детей до 14 лет. 
в клинической структуре преобладала кожная 

форма инфекции, составившая 58,3 % (21 человек), 
которая развилась в связи с непосредственным кон-
тактом с больными животными и тушами павших 
оленей. у 30,6 % пациентов (11 человек) отмечена 
достаточно редкая орофарингеальная форма сибир-
ской язвы, развитие которой наблюдалось после упо-
требления крови и сырого мяса вынужденно прире-
занного агонирующего оленя. у одного больного ки-
шечная форма сибирской язвы с развитием вторич-
ного сибиреязвенного сепсиса после употребления 
крови больного животного привела к летальному ис-
ходу. в 3 случаях форма сибирской язвы расценена 
как неуточненная (8,3 %). 

анализ тяжести течения заболевания в зависи-
мости от клинической формы показал, что для кож-
ной формы наиболее характерна была средняя сте-
пень тяжести, при орофарингеальной форме одина-
ково часто регистрировалось среднетяжелое и тяже-
лое течение, при этом легких форм не установлено. 
у пациента с диагностированной интестинальной 
формой сибирской язвы была установлена тяжелая 
форма заболевания, а у пациентов с неуточненной 
формой – легкая и среднетяжелая формы (рис. 2).

эпидемиологическое расследование началось 
немедленно (25 июля) после поступления информа-
ции в управление роспотребнадзора по янао о по-
лучении из гау «тюменская областная ветеринар-
ная лаборатория» предварительной информации о 
выявлении возбудителя сибирской язвы в патологи-
ческом материале от павших северных оленей, при-
надлежащих частным оленеводческим хозяйствам, 
в ямальском районе округа. эпидемиологическое 
расследование проводилось с участием специали-
стов Фкуз «ставропольский противочумный ин-
ститут» роспотребнадзора (референс-центра по 
мониторингу за возбудителем сибирской язвы), 
Фбун «центральный научно-исследовательский 
институт эпидемиологии» роспотребнадзора, Фбун 
«государственный научный центр прикладной ми-
кробиологии и биотехнологии» роспотребнадзора, 
Фбун «тюменский научно-исследовательский 
институт краевой инфекционной патологии» 
роспотребнадзора. за период работы было отобрано 

более 1040 проб различного материала, включая кли-
нические образцы, материал от животных, насеко-
мых, пробы из объектов окружающей среды (почвы, 
воды, придонного ила, смывы с оборудования и ин-
вентаря и пр.), в том числе в целях контроля качества 
дезинфекции. проведено свыше 2500 лаборатор-
ных исследований с использованием классических 
микробиологических и современных молекулярно-
генетических методов. 

с первых дней с целью оперативного обеспе-
чения диагностических и мониторинговых иссле-
дований на наличие возбудителей особо опасных 
инфекций на базе Фбуз «центр гигиены и эпидеми-
ологии в янао» была развернута работа специали-
зированной противоэпидемической бригады (спэб) 
Фкуз «ставропольский противочумный институт» 
роспотребнадзора. при исследовании клинического 
материала методом пцр у 25 человек обнаружена 
днк Bacillus anthracis, из них у 3 выделена культура 
возбудителя сибирской язвы. еще у двух пациентов 
диагноз был подтвержден при использовании до-
полнительных методов исследования (обнаруже-
ние противосибиреязвенных антител в сыворотках 
крови непрямым методом флуоресцирующих анти-
тел, проба in vitro с сибиреязвенным аллергеном). 
культура B. anthracis также была выделена из мате-
риала от павшего оленя. получены положительные 
результаты при исследовании двух проб зольных 
остатков после сжигания павших оленей: в одной из 
проб обнаружен возбудитель сибирской язвы, в дру-
гой – днк B. anthracis. в результате проведенного 
лабораторного анализа установлено, что все выде-
ленные штаммы обладают идентичным комплексом 
биологических свойств, характерных для типичных 
вирулентных штаммов возбудителя сибирской язвы, 
высокой вирулентностью (LD50 – 23 споры). данные 
молекулярно-генетических исследований всех вы-
деленных во время вспышки штаммов с использо-
ванием canSNP-, MLVA31-генотипирования, полно-
геномного секвенирования свидетельствовали о их 
идентичности. 

в результате эпидемиологического расследова-
ния установлено, что случаи заболевания людей си-
бирской язвой непосредственно связаны с несвоевре-
менно выявленной и поздно локализованной эпизоо-
тией среди оленей, которая продолжалась около 3 не-
дель до получения информации роспотребнадзором 
от ветеринарной службы. с учетом массового паде-
жа оленей в сложившихся условиях очевидна реали-
зация инфекции среди животных трансмиссивным 
путем (слепни и другие кровососущие насекомые). 

анализ предполагаемых путей передачи возбу-
дителя инфекции у пациентов показал, что для дан-
ной эпидемической вспышки наиболее вероятными 
путями передачи инфекции среди людей можно счи-
тать контактный, при котором развивались преиму-
щественно кожные формы заболевания, и пищевой, 
для которого характерными были гастроинтести-
нальная и орофарингеальная формы.
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контактный путь передачи инфекции был в 
основном представлен общением с больными и/или 
павшими животными (олени). пациенты указывали 
на разделку туш животных, выделку шкур, уход за 
животными, у одного пациента было ранение рогом 
оленя нижней конечности. пищевой путь передачи 
инфекции включал указания в эпидемиологическом 
анамнезе на употребление в пищу сырого мяса и 
крови или контакт слизистых оболочек с больными/
павшими животными (двое подростков с тяжелой 
орофарингеальной формой указали на контакт с ту-
шей погибшего животного, из которого зубами вы-
тягивались сосуды с целью приготовления нитей для 
шитья). дифференцированный анализ предполагае-
мых путей передачи инфекции в зависимости от кли-
нической формы инфекции показал, что для кожных 
форм доминирующим путем передачи инфекции был 
контактный, для орофарингеальной формы – пище-
вой, у больного с интестинальной формой сибирской 
язвы также был установлен пищевой путь передачи 
инфекции.

таким образом, факторами, способствующими 
формированию очага, были: отсутствие насторожен-
ности в регионе в отношении сибирской язвы, не-
дооценка данных эпизоотологических наблюдений 
прошлых лет; системное отсутствие иммунизации 
сельскохозяйственных животных на территории 
янао с 2007 г.; несвоевременная оценка ситуации и 
позднее реагирование на эпизоотию.

с целью локализации и ликвидации очага был 
проведен полный комплекс противоэпидемических 
мероприятий, предусмотренных санитарным законо-
дательством российской Федерации. распоряжением 
губернатора янао на территории выпаса северных 
оленей, принадлежащих частным оленеводческим 
хозяйствам в районе о. письёте в ямальском райо-
не, введен режим карантина с установлением тер-
риториальных границ на 90 сут и утвержден план 
мероприятий по предупреждению распространения 
и ликвидации сибирской язвы, куда вошел перечень 
мероприятий, представленных роспотребнадзором 
и службой ветеринарии. организована работа 
комиссии по предупреждению и ликвидации чрез-
вычайных ситуаций и обеспечению пожарной без-
опасности в янао (кчс) в оперативном режиме в 
межведомственном формате под председательством 
губернатора янао. с целью уточнения границ эпи-
зоотии администрацией ямальского района янао 
был организован ежедневный облет зараженных тер-
риторий с постепенным расширением периметра на-
блюдений и нанесением на карту координат чумных 
стоянок с зафиксированным падежом оленей.

организована вакцинация животных, в резуль-
тате которой привито 454851 голова оленей. в рам-
ках проводимых мероприятий по экстренной химио-
профилактике охвачено 946 человек, в том числе 214 
детей. против сибирской язвы вакцинировано 14277 
человек. в целях разъяснительной работы с насе-
лением проводилось информирование через сми, 

подготовлены и направлены в районы 5000 экз. па-
мяток о профилактике сибирской язвы.

при методической поддержке роспотребнадзора 
силами и средствами администрации ямальского 
района и подразделений мчс рФ развернуты сани-
тарные пропускники и пункты временного размеще-
ния населения, выведенного из очага. 

утилизация трупов павших животных прово-
дилась силами войск радиационной, химической 
и биологической защиты минобороны россии, 
санитарно-противоэпидемическое обеспечение осу-
ществлялось главным военно-медицинским управ-
лением минобороны россии. посредством сжига-
ния с использованием огнесмеси, нефтепродуктов и 
резинотехнических изделий с последующей дезин-
фекцией было утилизировано 2572 павших оленя, 10 
собак и 4 чума на территории 100×110 км.

силами сотрудников роспотребнадзора прове-
дена дератизация объектов общей площадью свы-
ше 103000 м2, дезинфекционная обработка более 
240 бортов воздушных судов, более 7000 м2 авто-
транспортных средств, посадочных площадок, пвр 
населения, санитарных пропускников, свыше 950 
предметов быта, вывезенных из очага. были приня-
ты дополнительные меры по обеззараживанию сто-
ков инфекционного отделения окружной больницы 
салехарда с осуществлением в оперативном режи-
ме контроля качества дезинфекции и исследования 
сточных вод.

специалистами ветеринарной службы и 
роспотребнадзора были приняты меры по выяв-
лению продукции животноводства, заготовленной 
в период с мая 2016 г. в ямальском районе янао. 
проведено 11 проверок организаций, осуществляю-
щих убой оленей, заготовку, первичную переработку 
и хранение пантов, а также реализацию продукции 
из оленины. материалы проверок были переданы в 
правоохранительные органы. 

управлением роспотребнадзора по янао было 
издано 25 документов, в том числе 24 постановления 
главного государственного санитарного врача по 
янао, регламентирующих организацию комплекса 
противоэпидемических мер во всех районах янао, 
проработано межведомственное оперативное взаи-
модействие, подготовлены инструкции по дезин-
фекции, графики вывода людей из зараженной зоны, 
проведены занятия с медицинским персоналом, лет-
ным составом, сотрудниками мчс рФ, организована 
вакцинация населения и сотрудников нефтегазовых 
месторождений, разъяснительная работа с населе-
нием. комплекс противоэпидемических мероприя-
тий, предусмотренных санитарным законодатель-
ством, был проведен в полном объеме. в ликвидации 
вспышки было задействовано около 1000 человек, 17 
воздушных судов и 167 единиц автотранспорта.

оперативная организация межведомственной 
работы на региональном уровне позволила в макси-
мально короткие сроки (в течение одного инкубаци-
онного периода) локализовать самый крупный очаг 
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сибирской язвы за последние 30 лет. 
вместе с тем при работе в очагах сибирской 

язвы выявлена необходимость уточнения (допол-
нения) существующей нормативно-методической 
базы, в первую очередь по организации профилак-
тических мероприятий, определению критериев по-
становки диагноза сибирской язвы, перечню иссле-
дуемого клинического материала и т.д. необходимы 
дополнения в нормативные документы в части орга-
низации медицинской помощи больным, в том числе 
при массовом поступлении больных в медицинские 
организации. при этом в качестве основных направ-
лений следует выделить:

- усиление мер по профилактике сибирской 
язвы, в том числе по организации полного охвата 
поголовья сельскохозяйственных животных при им-
мунизации, учету и обустройству сибиреязвенных 
скотомогильников;

- совершенствование системы эпидемиологи-
ческого надзора за сибирской язвой с учетом совре-
менных особенностей, внесение соответствующих 
изменений в нормативную правовую базу;

- разработку порядка оказания медицинской по-
мощи и клинических рекомендаций по диагностике 
и лечению сибирской язвы у детей и взрослых в за-
висимости от клинической формы заболевания;

- продолжение работы по совершенствованию 
диагностических систем и иммунобиологических 
лекарственных средств, в том числе в рамках прово-
димой Федеральных целевых программ;

- разработку стандартов лечения и планов орга-
низации работы отделений лпо при поступлении 
больных особо опасной инфекцией;

- обеспечение проведения эффективных дезин-
фекционных мероприятий и утилизации туш сжига-
нием в местах падежа, вынужденного убоя больных 
сибирской язвой животных;

- формирование эпидемических резервов на 
уровне регионов, включающих вакцины, химиопре-
параты, средства лабораторной диагностики, дезин-
фекции.

кроме того, работа в очаге сибирской язвы в 
янао показала важность развития межведомствен-
ного взаимодействия, в том числе координации опе-
ративного реагирования в очагах опасных инфекций 
различного происхождения на уровне руководства 
страны. 
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переносчиками возбудителей ряда природно-
очаговых болезней, среди которых наиболее изучен-
ными в поволжье являются вирусный клещевой 
энцефалит (вкэ) и иксодовый клещевой боррелиоз 
(икб), значатся клещи Ixodes ricinus, Ixodes persul-
catus, Dermacentor reticulatus. вместе с тем наличие 
единого механизма передачи и общих переносчиков 
определяют возможность циркуляции здесь и других 
инфекций, передаваемых клещами, например, моно-
цитарного эрлихиоза (мэч) и гранулоцитарного 
анаплазмоза человека (гач).

наблюдения за состоянием популяций раз-

личных видов иксодовых клещей в разных физико-
географических районах республики татарстан, на-
чиная с 50-х годов XX столетия, позволили просле-
дить изменения их пространственной структуры и 
оценить современное эпизоотологическое значение. 

в предкамье происходило расселение клещей 
I. ricinus. в середине XX века в лесах южного и 
юго-западного предкамья выявлена зона симпатрии 
экологически близких видов клещей I. persulcatus и 
I. ricinus (полоса шириной около 20–40 км на левом 
берегу волги). повсеместно доминировали незави-
симые популяции I. ricinus, а малочисленные наход-
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ки псевдопопуляций I. persulcatus были зарегистри-
рованы в пригородных лесах казаньи (пос. боровое 
матюшино и катушка), в раифском, зеленодольском 
и лаишевском районах республики. в последую-
щем (1976–2012 гг.) зона симпатрии сместилась в 
среднем на 70 км в северо-восточном направлении, 
а прежнюю зону симпатрии заняла популяция I. rici-
nus [1]. отмечены факты вытеснения таежного кле-
ща I. persulcatus конкурирующим видом I. ricinus 
[3]. в настоящее время в предкамье клещи I. ricinus 
распространены в районах: зеленодольский,  высо-
когорский, пес тречинский, лаишевский, рыбно-
слободской, арский, тюлячинский, сабин ский, 
мамадышский. на территории последних пяти ад-
министративных районов и отмечено совместное 
обитание указанных видов. зона предволжья по-
всеместно заселена клещами I. ricinus. в закамье 
этот вид встречается на отдельных участках. клещи 
I. persulcatus в пределах республики распростране-
ны в предкамье, где, кроме участка симпатрии, они 
населяют его северные и северо-восточные райо-
ны, а также ими целиком занята зона низменного и 
высокого закамья. значительные изменения прои-
зошли в территориальном размещении вида D. re-
ticulatus, который изначально был широко распро-
странен в лесах закамского физико-географического 
региона респуб лики. в настоящее время D. reticu-
latus, кроме закамья, встречается на территории 
предволжья и почти на всей территории прикамья, 
за исключением северо-восточных районов, распо-
ложенных в борреальной ландшафтной зоне. в при-
родных очагах опасных инфекционных болезней на 
территории республики татарстан в 2014 г. этот вид 
значительно доминировал в сборах [2].

основными переносчиками в пригородах казани 
являются виды I. ricinus и D. reticulatus. они могут 
участвовать в переносе возбудителей различных бо-
лезней человека и домашних животных: акариазы, 
болезнь лайма, энцефалит, эрлихиоз, анаплазмоз, 
чесотка, сыпной и возвратный клещевой тиф, туля-
ремия и др. из инфекций, передаваемых клещами, в 
республике татарстан ведущее место занимает кле-
щевой боррелиоз [2]. в республике клещевой борре-
лиоз официально регистрируется с 1992 г., выявлено 
1520 случаев заболеваний икб, что выше показателя 
заболеваемости населения клещевым энцефалитом в 
6–7 раз. эндемичной по икб является вся террито-
рия республики. показатели заболеваемости икб (на 
100 тыс. населения) составили: 2010 г. – 1,65 (63 слу-
чая); 2011 г. – 1,35 (52); 2012 г. – 1,06 (41); 2013 г. – 
0,85 (33); 2014 г. – 0,85 (33); 2015 г. – 1,76 (67). что 
касается эрлихиоза и анаплазмоза, то они являются 
сравнительно новыми инфекциями в исследуемом 
регионе. в краевой патологии обследованного ре-
гиона официально диагностируется только заболе-
вание лайм-боррелиозом. 

целью исследования было выявление циркуля-
ции возбудителей указанных заболеваний на терри-
тории республики.

материал и методы

за период 2010–2015 гг. в вегетационный пери-
од с мая по сентябрь в лиственных лесах пригород-
ной зоны казани было собрано 604 взрослых особи 
клещей I. ricinus (194 особи) и D. reticulatus (410 
особей). клещей собирали на «волокушу». 

для выделения геномной днк из клещей ис-
пользованы коммерческие наборы реагентов компа-
нии ооо «омникс» (россия).

все образцы были исследованы методом по-
лимеразной цепной реакции (пцр) на спонтанную 
зараженность патогенными геномовидами Borrelia, 
E. chaffeensis и A. phagocytophilum с использованием 
коммерческих тест-систем: «E. chaffeensis – пцр – 
эФ», «A. phagocytophilum – пцр – эФ», «Borrelia – 
пцр – эФ» ооо «нпФ «эпитоп»» (россия).

амплификация проведена с помощью про-
граммируемого термостата «терцик» зао «нпФ 
днк-технология» (россия). анализ ампликонов 
проведен методом горизонтального электрофореза 
в 2 % агарозном геле с использованием для визуа-
лизации интеркалирующего красителя этидиум бро-
мида и маркеров FastRuler Low Range DNA Ladder. 
визуализация и фотосъемка гелей проведены с ис-
пользованием транслюминатора Vilber Lourmat 
(Франция) и гель-документирующей системы Gel 
Doc XR+System (Bio-Rad, сШа).

были также исследованы 869 сывороток крови 
жителей (доноров) казани и муниципальных райо-
нов республики, полученных в республиканской 
станции переливания крови (казань), на наличие 
специфических антител к возбудителям боррелиоза, 
анаплазмоза и эрлихиоза методом иммунофермент-
ного анализа. 

результаты и обсуждение

из 604 экземпляров исследованных клещей, 
полученных в результате сезонного сбора за пери-
од с 2010 по 2015 год в зеленодольском, арском и 
лаишевском районах и поселках городского типа 
(крутушка, петровский, майский, мирный), зара-
женность тем или иным возбудителем установлена 
у 191 особи, что составляет 31,6 % от всех обсле-
дованных особей: I. ricinus – 80 особей (13,2 %) и 
D. reticulatus – 111 (18,4 %). наибольшее число кле-
щей было заражено геномовидами Borrelia – 115 
особей (19,0 % от общего количества обследованных 
клещей), A. phagocytophilum – 72 (11,9 %) и меньшая 
по численности группа, зараженная E. chaffeensis 
составляла 33 особи (5,5 %). также у 25 клещей 
(13,1 % от числа зараженных особей) выявлено 
микст-инфицирование двумя или тремя патогенами 
(рисунок)

при анализе данных по другим районам 
республики татарстан установлено, что инфици-
рованность патогенными геномовидами Borrelia 
клещей I. ricinus в 2013 г. составила 33 особи, в 
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2014 г. – 33, в 2015 г. – 67 и в 2016 г. – 22. всего за 
указанный период исследования выявлено 155 за-
раженных особей клещей I. ricinus. распределение 
инфицированных клещей по муниципальным об-
разованиям республики татарстан следующее: 
казань – 95 особей (61,3 %), высокогорский рай-
он – 2 (1,3 %), нижнекамский район – 5 (3,2 %), 
лени ногорский – 10 (6,5 %), заинский – 22 (14,2 %), 
набережные челны – 6 (3,9 %), агрызский рай-
он – 7 (4,5 %), азнакаевский, муслюмовский, 
бавлинский, актанышский, тетюшский, аксуба-
евский, лаишев ский, дрожжановский – по одной 
особи (0,64 %).

в результате серологического исследования вы-
явлены показатели популяционного иммунитета к 
возбудителям изучаемых природно-очаговых инфек-
ций для икб с высокими титрами антител по уровню 
IgG – 31 проба (3,6 %), а по уровню IgM с высокими 
титрами антител были 2 пробы (0,2 %). 

при тестировании 450 сывороток крови здоро-
вых доноров на специфические ат (IgG) к антиге-
нам E. chaffeensis и A. рhagocytophilum установлено, 
что антитела к антигенам A. рhagocytophilum выяв-
лены в 18 (4,0 %) случаях, к антигенам E. chaffeensis 
в 6 (1,3 %). показано, что в основном популяцион-
ный иммунитет формируется при низких показате-
лях уровней специфических антител. выявленные 
единичные значения высоких титров по икб, веро-
ятно, связаны с активным инфекционным процес-
сом или предшествующей встречей с возбудителем 
природно-очаговых инфекций. в одной пробе выяв-
лены антитела класса IgG к A. рhagocytophilum.

таким образом, впервые установлено спонтан-
ное носительство иксодовыми клещами I. ricinus и 
D. reticulatus возбудителей эрлихиозов E. chaffeensis 
и A. phagocytophilum в природных очагах зоонозных 
инфекций на территории республики татарстан. у 
13 % зараженных клещей (от числа исследованных) 
отмечены мистинфекции с двумя и тремя патогена-
ми (включая боррелии). Широкое распространение 
по территории республики переносчиков I. ricinus 
и D. reticulatus при периодическом повышении их 
численности создает предпосылки для осложне-
ния эпидемиологической ситуации в будущем. в 
сыворотке крови 450 доноров обнаружены анти-
тела класса IgG к антигенам A. рhagocytophilum и 
E. chaffeensis.

полученные данные об энзоотичности терри-
тории республики татарстан по эрлихиозам свиде-
тельствуют, с одной стороны, об активной циркуля-

ции боррелий, эрлихий и анаплазм в ландшафтах 
региона, а с другой – о существенном недостатке 
информации по клинико-эпидемиологическому и 
иммунологическому их проявлению. это подчерки-
вает важность комплексного подхода в оценке роли 
эрлихиозов в краевой инфекционной патологии 
татарстана.

изложенные факты указывают на правомерность 
расширения исследований «новых» для республики 
нозологических форм природно-очаговых инфекций, 
на необходимость усиления эпидемиологического 
надзора на территории природной очаговости кле-
щевого боррелиоза, гранулоцитарного анаплазмоза 
и моноцитарного эрлихиоза человека в республике 
татарстан. особая роль отводится клиницистам, так 
как для постановки объективного диагноза и соот-
ветствующего лечения пациентов с клещевыми ин-
фекциями (в том числе при микст-инфицировании) 
необходимо применение современных серологиче-
ских и пцр-диагностических тестов на эрлихиоз и 
анаплазмоз.
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в августе 2015 г. в горно-алтайском высокогор-
ном природном очаге чумы, расположенном в кош-
агачском районе республики алтай, зарегистриро-
ван второй со времени обнаружения очага случай 
заражения чумой человека [6]. первое заболевание 
этой опасной инфекционной болезнью произошло 
здесь в 2014 г. [8]. при этом от больного был выде-
лен штамм Yersinia pestis, который подробно изучен 
и отнесен к античному биовару основного подвида 

[9]. в отличие от первого случая изолировать воз-
будитель чумы от заболевшего в 2015 г. не удалось. 
однако было установлено, что источником зараже-
ния послужили серые сурки, добытые заболевшим, 
а инфицирование произошло при снятии шкурок. от 
двух этих грызунов были изолированы штаммы чум-
ного микроба [6].

цель настоящей работы – комплексное фено- и 
генотипическое изучение штаммов Y. pestis и-3595 
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цель работы. комплексное фено- и генотипическое изучение штаммов Y. pestis и-3595 и Y. pestis 
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и Y. pestis и-3596, изолированных от сурков, послу-
живших источником заражения человека в 2015 г. 

материалы и методы

работа выполнена на штаммах Y. pestis и-3595 и 
и-3596.  в сравнительных молекулярно-генетических 
экспериментах использовали 46 штаммов чумно-
го микроба, изолированных в природных очагах 
чумы сибири, монголии и кавказа. в молекулярно-
генетических исследованиях в качестве контроля ис-
пользовали вакцинный штамм Y. pestis EV нииэг. 
Фенотипическую идентификацию изолятов выпол-
няли с применением традиционных микробиологи-
ческих исследований [10]. 

для определения вирулентности штаммов 
Y. pestis и-3595 и и-3596 использовали беспород-
ных, но стандартных по условиям содержания и мас-
се лабораторных животных – белых мышей (18–19 г) 
и морских свинок (220–250 г), которых заражали 
подкожно в правую заднюю лапу. для белых мышей 
использовали 5 доз от 20 до 200 тыс. м.к. в 0,5 мл, 
для морских свинок – 3 дозы от 100 до 10 тыс. м.к. 
в 1,0 мл. эксперименты на животных проводили в 
соответствии с «европейской конвенцией по защите 
позвоночных животных, используемых для экспери-
ментальных и других научных целей» (страсбург, 
1986 г.), согласно «правилам проведения работ с ис-
пользованием экспериментальных животных» (при-
каз мз ссср № 755 от 12.08.1987 г.), Федеральному 
закону о защите животных от жестокого обращения от 
01.01.1997 г. и приказа мз рФ № 267 от 19.06.2003 г. 
расчет LD50 выполняли по ашмарину [1].

экстракцию днк проводили при помощи на-
бора реагентов «рибо-сорб». для обнаружения днк 
чумного микроба материал исследовали методом 
пцр в режиме реального времени тест-системой 
«амплисенс® Yersinia pestis - FL». для экспресс-
идентификации использовали иммунохроматогра-
фический тест для серодиагностики чумы «ихт – 
F1 серодиагностика чумы» (производства Фбун 
гнц пмб, п. оболенск). тест обеспечивает вы-
явление микробных клеток Y. pestis и капсульного 
антигена (Ф1).

молекулярно-генетические исследования – скри-
нинг плазмид штаммов чумного микроба, мультило-
кусное VNTR-типирование и масс-спектро метри-
ческий анализ  – проводили, как было описано нами 
ранее [4].

результаты и обсуждение

в лабораторию алтайской противочумной стан-
ции 15 августа 2015 г. в 03 ч 40 мин поступил клини-
ческий материал (моча, кровь, мокрота, пунктат бубо-
на), полученный от больного м., и две тушки серых 
сурков, изъятых из холодильника в доме заболев-
шего. эти сурки были добыты на участке середина 
елангаша (тархатинский мезоочаг). проведение ра-

бот осуществляли в соответствии с действующими 
нормативно-методическими документами, регламен-
тирующими проведение лабораторной диагностики 
чумы. в результате комплексного диагностического 
бактериологического и молекулярно-генетического 
исследования клинического материала от больного 
м. положительных результатов на чуму не получено.

при исследовании нативного материала от двух 
тушек сурков (суспензия мышечной ткани) методами 
экспресс-диагностики в течение первых суток было 
установлено, что данные грызуны заражены чумой. 
при проведении микроскопии обнаружены бипо-
лярно окрашенные грамотрицательные овоидные 
палочки. в мазках, окрашенных люминесцентной 
сывороткой, выявлены единичные микробные клет-
ки Y. pestis со свечением на 4+. при анализе мето-
дом пцр в обеих тушках грызунов обнаружена днк 
чумного микроба. методом пцр с эксперименталь-
ным набором праймеров yp2769ms06 и yp3057ms09 
иркутского нипчи для дифференциации основ-
ного и алтайского подвидов чумного микроба уста-
новлена принадлежность к Y. pestis subsp. pestis. 
исследование проб из бульона с посевом нативного 
материала тушек сурков методом иха дало положи-
тельные результаты на чуму.

белые мыши, зараженные суспензией мышеч-
ной ткани тушек сурков, пали через 36 ч от момен-
та заражения, были произведены посевы материала 
от них на питательные среды. через двое суток на 
плотных питательных средах наблюдали типичные 
колонии чумного микроба, выделены чистые культу-
ры возбудителя. проведенная идентификация куль-
тур позволила предварительно отнести их к Y. pestis 
subsp. pestis.

Штаммам, выделенным от сурков, присвоены 
номера Y. pestis и-3595 и и-3596. в результате про-
ведения микробиологической идентификации этих 
штаммов установлено, что они обладали следующи-
ми характеристиками: на агаре хоттингера колонии в 
виде R-формы, бугристые, возвышающиеся в центре, 
с плоским прозрачным фестончатым краем, в бульо-
не хоттингера агглютинативный рост, характерный 
для чумного микроба; не подвижные; лизировались 
чумным и псевдотуберкулезным фагами; в течение 
первых суток ферментировали глицерин, арабинозу, 
мальтозу и не ферментировали (до 10 сут наблюде-
ния) рамнозу, не обладали уреазной активностью; 
восстанавливали нитраты в нитриты; сорбировали 
гемин на среде джексона-берроуза; продуцировали 
капсульный антиген, обладали зависимостью роста 
от ионов са²+ при температуре 37 °с; фибринолизин-
пестицин I-плазмокоагулазной активностью; были 
стрептомицинчувствительны. по потребностям в 
аминокислотах нуждались в лейцине, метионине, 
цистеине, фенилаланине. по изученным микро-
биологическим характеристикам штаммы Y. pestis 
и-3595 и и-3596 относятся к основному подвиду 
чумного микроба.

при исследовании вирулентности установле-
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но, что штаммы Y. pestis и-3595 и и-3596 являются 
высоковирулентными для лабораторных животных 
обоих видов. LD50 для белых мышей составила 25 и 
11 м.к. соответственно, для морских свинок в обоих 
случаях – 32 м.к. патологоанатомические изменения 
у павших животных типичны для септической фор-
мы чумы. их гибель наступила вследствие развития 
специфического инфекционного процесса, что под-
тверждено выделением чистой культуры Y. pestis от 
всех павших животных. 

анализ плазмидного профиля штаммов Y. pestis 
и-3595 и и-3596 показал наличие у них четырех 
плазмид – pYP, pTP33, pYV, pYT (рис. 1). подобные 
результаты получены и для других штаммов чумного 
микроба основного подвида, изолированных от серо-
го сурка в 2015 г. в горно-алтайском высокогорном 
природном очаге чумы: и-3594 (участок вершина 
бар-бургаз, талдуаирский мезоочаг), и-3607 и 
и-3609 (участок середина ирбисту, тархатинский 
мезоочаг). Штамм Y. pestis 42 алтайского подвида, 
выделенный от монгольской пищухи в курайском 
мезоочаге обладал типичным для возбудителя чумы 
набором из трех плазмид (pYP, pYV, pYT) (рис. 1). 
дополнительная плазмида pTP33 характерна для 
штаммов, изолируемых в тувинском природном 
очаге чумы [3] и некоторых очагах монгольского 
алтая [2, 11]. аналогичный плазмидовар был об-
наружен и у штаммов Y. pestis 1454, Y. pestis 517 
(и-3591), Y. pestis 1530 (и-3592), выделенных в 2012 
и в 2014 гг. в горно-алтайском высокогорном при-
родном очаге [5, 8].

VNTR-анализ проведен по 25 вариабельным 
локусам: yp0120ms01, yp1290ms04, yp1935ms05, 
yp2769ms06, yp2916ms07, yp3057ms09, yp0559ms15, 
yp1814ms20, yp1895ms21, yp4042ms35, yp4425ms38, 
yp0581ms40, yp0718ms41, yp1018ms44, yp1108ms45, 
yp1335ms46, yp2058ms51, yp2612ms54, yp3060ms56, 

yp4280ms62, yp1118ms69, yp1580ms70, yp1925ms71, 
yp3236ms73, yp3245ms74. полученные VNTR-
профили исследованных штаммов импортировались 
в базу данных BioNumerics, содержащую спектры 
штаммов Y. pestis, выделенных в разных природных 
очагах. результаты сравнительного анализа пред-
ставлены на рис. 2.

проведенное исследование показало, что штам-
мы Y. pestis и-3595 и и-3596 имеют полностью 
идентичные VNTR-профили. также они оказались 
тождественными с другими штаммами основного 
подвида (и-3607, и-3608, и-3609), выделенными в 
очаге в 2015 г. на участке середина ирбисту, и об-
наруживают высокое сходство со штаммами, изоли-
рованными в 2012 и 2014 гг. при этом минимальные 
различия между штаммами Y. pestis и-3595, и-3596 
и штаммами Y. pestis 1454 (изолирован в 2012 г. на 
участке большие сары-гобо, уландрыкский мезоо-
чаг), Y. pestis 517 (и-3591) и Y. pestis 1530 (и-3592) 
(2014 г., участок сербисту, тархатинский мезоо-
чаг) проявляются по локусу yp4280ms62, а между 
первыми и Y. pestis 517, Y. pestis 1530 и по локусу 
yp2769ms06. все штаммы основного подвида из 
горного алтая попали в одну группу со штаммами, 
полученными в конце 1980-х годов на территории 
природного очага чумы хуух-сэрх-мунх-хаирхан, 
расположенного в северо-западной монголии в от-
рогах хребта монгольский алтай (дэлуун-сомон, 
баян-ульгийский аймак монголии), что свидетель-
ствует об их близком филогенетическом родстве. 
в меньшей степени обнаруживается подобие этой 
группы изолятов со штаммами из тувинского при-
родного очага чумы.

в качестве дополнительного инструмента углу-
бленного изучения штаммов применялся сравни-
тельный анализ их белковых спектров со спектрами 
штаммов, относящихся к основному и алтайскому 
подвидам, выделенных на территории тувинского, 
горно-алтайского природных очагов чумы и при-
родных очагов монголии. исследуемые штаммы 
Y. pestis и-3595 и и-3596 при сравнении с рефе-
ренсными спектрами чумного микроба обновленной 
базы Biotyper 3.0 однозначно идентифицировались 
как Y. pestis. 

таким образом, штаммы чумного микроба, изо-
лированные от серых сурков, послуживших источ-
ником заражения чумой человека в кош-агачском 
районе республики алтай в 2015 г., относятся к 
основному подвиду возбудителя чумы с характерны-
ми культурально-морфологическими, биохимиче-
скими свойствами, набором основных детерминант 
вирулентности и обладают высокой универсальной 
вирулентностью для лабораторных животных. они 
характеризуются высокой степенью близости по ком-
плексу фенотипических и молекулярно-генетических 
показателей со штаммами Y. pestis subsp. pestis, выде-
ленными в горно-алтайском природном очаге чумы 
в 2012 и 2014 гг. от диких зверьков и человека. 

на основании проведенного исследования и 

рис. 1. результаты плазмидного анализа штаммов Y. pestis, вы-
деленных в горно-алтайском высокогорном природном очаге в 
2015 г.:
1, 6 – Y. pestis EV (pYP, pYV, pYT); 2 – Y. pestis subsp. pestis и-3607 (pYP, 
pTP33, pYV, pYT); 3 – Y. pestis subsp. pestis и-3594 (pYP, pTP33, pYV, 
pYT); 4 – Y. pestis subsp. pestis и-3595 (pYP, pTP33, pYV, pYT); 5 – Y. pes-
tis subsp. pestis и-3596 (pYP, pTP33, pYV, pYT), 7 – Y. pestis subsp. pestis 
и-3609 (pYP, pTP33, pYV, pYT), 8 – Y. pestis subsp. altaica 42 (pYP, pYV, 
pYT)
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данных, полученных в последние годы [4, 5, 6, 8, 
9], можно заключить, что спорадические случаи за-
болеваний людей чумой в кош-агачском районе 
республики алтай и обнаружение возбудителя чумы 
основного подвида в поселениях носителей воз-
будителя инфекции на разных территориях горно-
алтайского высокогорного природного очага чумы 
представляют собой следствие единого процесса. 
он заключается в интродукции Y. pestis subsp. pestis 
в поселения серого сурка в Юго-восточном алтае 
из северо-западной монголии и существенным 
повышением эпидемического потенциала горно-
алтайского высокогорного природного очага чумы. 
это событие, по нашему мнению, произошло отно-
сительно недавно [7], но его последствия требуют 
углубленного изучения. весьма важным аспектом в 
этом плане является изучение и оценка современной 
эпизоотической ситуации на сопредельной с горным 
алтаем энзоотичной по чуме территории монголии. 
необходимо отметить, что последние достоверные 
данные об эпизоотической ситуации на этой террито-
рии относятся к 1990 г. обследовательские работы в 
сопредельных районах монголии крайне важны для 
минимизации риска трансграничного завоза чумы в 

субъекты российской Федерации, а также необходи-
мы для обеспечения эпидемиологического благопо-
лучия по чуме населения республики алтай. 

конфликт интересов. авторы подтверждают 
отсутствие конфликта финансовых/нефинансовых 
интересов, связанных с написанием статьи.
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Burkholderia mallei и Вurkholderia pseudomallei 
имеют важное медицинское значение, так как явля-
ются возбудителями тяжелых заболеваний человека 
и животных – сапа и мелиоидоза. возбудитель ме-
лиоидоза распространен в субтропических регионах 
мира, таких как Юго-восточная азия и северная 
австралия. в последние годы случаи заболевания 
регистрируются в Южном китае, тайване, гонконге, 
Южной индии и бразилии [1, 2, 3, 4, 5, 11, 12]. для 

сапа эндемичными регионами являются африка, 
азия, ближний восток, центральная и Южная 
америка [9]. заболеваемость сапом среди людей 
носит в основном спорадический характер, но суще-
ствуют группы риска – ветеринары, зоологи, в част-
ности иппологи, а также работники клинических ла-
бораторий.

развитие туризма, высокая миграционная актив-
ность населения, завоз экзотичных животных увели-

Пробл. особо опасных инф. 2016; 4:56–59. DOI: 10.21055/0370-1069-2016-4-56-59
удк 616.98:579.841.11

л.В.лемасова, Г.а.Ткаченко, с.с.савченко, о.с.бондарева, В.а.антонов

разраБотКа МультиплеКСной теСт-СиСтеМы для оБнаружения  
и дифференциации BurkholDeria mallei и BurkholDeria pseuDomallei  

МетодоМ пцр в режиМе реальноГо вреМени
ФКУЗ «Волгоградский научно-исследовательский противочумный институт», Волгоград, Российская Федерация

цель. разработать мультиплексную тест-систему для выявления и дифференциации возбудителей 
сапа и мелиоидоза методом пцр с флуоресцентной детекцией в режиме реального времени, обладаю-
щую высокой чувствительностью и специфичностью. материалы и методы. в работе использовано 
104 штамма микроорганизмов, из них: 56 штаммов В. pseudomallei, 14 – B. mallei и 34 – гетерологичных 
видов микроорганизмов. для определения аналитической чувствительности реакции амплификации 
исследовали серии 10-кратных разведений бактериальных взвесей B. pseudomallei и B. mallei в кон-
центрации от 1·109 м.к./мл до 1·102 м.к./мл. результаты и выводы. сконструирована мультиплексная 
пцр тест-система, которая включает две пары праймеров и флуоресцентно-меченные зонды, обеспечи-
вающие одновременное обнаружение и дифференциацию двух близкородственных видов патогенных 
буркхольдерий. в качестве днк-мишеней выбраны видоспецифичный для возбудителя сапа B. mallei 
фрагмент гена fliР, который кодирует белок биосинтеза флагеллина, а для B. pseudomallei видоспе-
цифичный участок гена, кодирующий белок gp68. проверка при исследовании штаммов патогенных 
буркхольдерий, близкородственных и гетерологичных микроорганизмов показала 100 % специфич-
ность разработанной амплификационной тест-системы. аналитическая чувствительность сконструи-
рованной мультиплексной пцр тест-системы для выявления возбудителя сапа составила 1·103 м.к./мл, 
а для возбудителя мелиоидоза – 1·104 м.к./мл. 

Ключевые слова: сап, мелиоидоз, тест-система, пцр в режиме реального времени, Burkholderia mal-
lei, Burkholderia pseudomallei.
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Objective of the study was to develop a real-time multiplex PCR assay for the detection and differentiation of B. mallei and 
B. pseudomallei, characterized by high sensitivity and specificity. Materials and Methods. The primers and probes were designed to 
detect the species-specific sequence of the fliР gene of B. mallei and gp68 gene of B. pseudomallei, respectively. Species specificity 
was tested with a panel of 56 B. pseudomallei strains, 14 B. mallei strains and 34 strains of closely or distantly related species. To 
define the analytical sensitivity of the assay, the serially diluted bacterial suspension at concentrations of 109–102 cells /ml was used. 
Conclusions. The multiplex PCR assay with two primer pairs and fluorescently-labeled probes, allowing for simultaneous detection 
and differentiation between B. mallei and B. pseudomallei was designed. Species-specific for glanders agent, B. mallei, fragment of 
fliP gene, which encodes protein of flagellin biosynthesis, and species-specific gene region of B. pseudomallei, encoding gp68 protein, 
were identified as DNA targets. Testing of Burkholderia and non-Burkholderia bacterial species revealed 100 % specificity of the 
amplification assay. The minimum detection limit of the designed multiplex PCR test-system was 1·103 cells/ml for B. mallei, and 
1·104 cells/ml for B. pseudomallei.
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чивает риск поражения людей опасными биологи-
ческими агентами, в том числе В. mallei и В. pseudo-
mallei. данные микроорганизмы относятся ко второй 
группе патогенности и являются потенциальными 
агентами биотерроризма, что диктует необходимость 
использования ускоренных методов идентификации и 
дифференциации возбудителей сапа и мелиоидоза.

зарубежными авторами предложено несколь-
ко генов-мишеней для амплификации возбудителей 
сапа и мелиоидоза: 16S ррнк [10], 23S рРНК, спей-
серные области 16-23S рРНК, гены системы III типа 
секреции (TTS1) [6, 10], флагеллярный ген [7] кла-
стер генов LPS, кодирующий капсульный липополи-
сахарид [8].

в российской Федерации в настоящее время 
также существуют пцр тест-системы, направлен-
ные на выявление днк патогенных буркхольдерий: 
набор реагентов для выявления днк возбудителей 
сапа (Burkholderia mallei) и мелиоидоза (Burkholderia 
pseudomallei) методом полимеразной цепной ре-
акции с гибридизационно-флуоресцентной детек-
цией «амплиген Burk» [1] и набор реагентов для 
выявления патогенных буркхольдерий (B. mallei и 
B. pseudomallei) методом полимеразной цепной ре-
акции «23S-Eph» [1]. вышеуказанные наборы отли-
чаются способом детекции, но не позволяют диффе-
ренцировать патогенные буркхольдерии. 

многими авторами проводятся исследования 
по поиску видоспецифичных днк-мишеней, при-
сутствующих у возбудителя сапа, но отсутствую-
щих у B. pseudomallei. трудность создания высоко-
специфичной амплификационной тест-системы для 
дифференциации днк патогенных буркхольдерий 
обусловлена значительным генетическим сходством 
B. mallei и B. pseudomallei. 

цель настоящего исследования состояла в раз-
работке мультиплексной тест-системы для выявле-
ния и дифференциации возбудителей сапа и мелиои-
доза методом пцр с флуоресцентной детекцией в 
режиме реального времени, обладающей высокой 
чувствительностью и специфичностью.

материалы и методы

в работе использовано 104 штамма микроорга-
низмов, из них 14 штаммов B. mallei, 56 – B. pseudo-
mallei, 34 – гетерологичных микроорганизмов: 5 – 
Burkholderia thailandensis, 15 – Burkholderia cepacia, 
4 – Pseudomonas putida, 1 – Pseudomonas testosteroni, 
1 – Pseudomonas fluorescens, 1 – Pseudomonas aeru-
ginosa, 1 – Yersinia pestis EV, 3 – Francisella tula-
rensis, 1 – Bacillus anthracis, 1 – Escherichia coli, 1 – 
Staphylococcus aureus, которые предоставлены кол-
лекционным центром Фкуз «волгоградский научно-
исследовательский противочумный институт». 

работу с бактериями проводили в соответствии 
с положениями санитарных правил сп 1.3.3118-
13 «безопасность работы с микроорганизмами I–II 
групп патогенности (опасности)», сп 1.3.2322-08 

«безопасность работы с микроорганизмами III–IV 
групп патогенности (опасности) и возбудителями па-
разитарных болезней» и методическими указаниями 
му 1.3.2569-09 «организация работы лабораторий, 
использующих методы амплификации нуклеино-
вых кислот при работе с материалом, содержащим 
микроорганизмы I–IV групп патогенности».

культуры B. pseudomallei, B. mallei и гетероло-
гичных видов микроорганизмов высевали на агар 
хоттингера с 5 % глицерином и инкубировали в те-
чение 24–48 ч при температуре (37±1) °с. готовили 
взвеси каждого штамма в концентрации, соответ-
ствующей 10 ме по отраслевому стандартному об-
разцу мутности гиск им. л.а.тарасевича (осо 42-
28-59-85п), эквивалентной 1·109 м.к./мл, и разводи-
ли 0,9 % раствором натрия хлорида таким образом, 
чтобы концентрация возбудителей сапа и мелиоидо-
за составляли 1·102, 1·103, 1·104 м.к./мл. суспензии 
гетерологичных микроорганизмов разводили до кон-
центрации 1·107 м.к./мл.

количество живых клеток в приготовленных 
разведениях проверяли методом высева по 0,1 мл 
микробной взвеси каждого тест-штамма из пробы, 
содержащей 1·104 и 1·103 м.к./мл на чашки с ага-
ром хоттингера с 5 % глицерином. через 24–48 ч 
инкубации в термостате при температуре (37±1) °с 
подсчитывали количество колоний, выросших на по-
верхности агара. 

тестируемые микробные взвеси, содержащие по 
1·104, 1·103, 1·102 м.к./мл B. pseudomallei и B. mallei и 
по 1·107 м.к./мл гетерологичных микроорганизмов,  
обеззараживали согласно требованиям сп 1.3.3118-
13 «безопасность работы с микроорганизмами I–II 
групп патогенности (опасности)». по 1 мл тестируе-
мых взвесей переносили в микроцентрифужные про-
бирки типа «Eppendorf» объемом 1,5 мл и центрифу-
гировали при 12000 об/мин в течение 10 мин, надо-
садочную жидкость отбирали, а осадок ресуспенди-
ровали в 100 мкл бидистиллированной воды. затем к 
100 мкл суспензии добавляли лизирующий раствор, 
приготовленный на основе 6 м гуанидинизотиоциа-
ната натрия, в объеме, указанном в инструкции к на-
бору для выделения днк, и инкубировали 15 мин 
при 65 °с.

выделение днк из чистых культур B. mallei 
и B. pseudomallei осуществляли с помощью набо-
ра «амплипрайм рибо-преп» (ооо «некстбио», 
москва). работу проводили в соответствии с ин-
струкцией к указанному набору.

амплификацию продолжительностью 45 ци-
клов проводили на приборе «Rotor-Gene 6000» 
(«Corbett Research», австралия) с гибридизационно-
флуоресцентной детекцией в режиме реального 
времени в микроцентрифужных пробирках (0,2 мл) 
в объеме 25 мкл с использованием «горячего стар-
та» путем добавления термостабильной TaqF-
полимеразы, которая активируется после прогрева-
ния при высокой температуре.

дизайн праймеров и зондов к днк-мишеням 



Проблемы особо опасных инфекций. 2016, вып. 4

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

осуществляли с использованием программного обе-
спечения Gene Runner 3.0 и Oligo 4.0. праймеры и 
олигонуклеотидные зонды синтезированы фирмой 
зао «синтол» (москва).

результаты и обсуждение

конструирование тест-системы включало поиск 
наиболее специфичных, консервативных последова-
тельностей возбудителя сапа и возбудителя мелиои-
доза, представленных в зарубежной и отечественной 
литературе, а также депонированных в базе NCBI. 
в результате работы были подобраны две пары 
специфичных праймеров. одна пара праймеров, 
обозначенных Bm-ISfl-f/Bm-ISfl-r, комплементарных 
фрагменту гена fliP (flagellar biosynthetic protein), 
обеспечивает амплификацию фрагмента днк воз-
будителя сапа. праймеры Bps-gp68-f/Bps-gp68-r, 
комплементарные участку гена, кодирующего белок 
gp68 B. pseudomallei из региона RimL (ацетилтранс-
феразы, включающие N-ацетилазы рибосомальных 
белков), обеспечивают амплификацию фрагмента 
днк только возбудителя мелиоидоза. 

для обнаружения ампликона B. mallei сконструи-
рован специфичный зонд Bm-ISfl-Pr, меченный флуо-
рофором FAM, характерное свечение которого детек-
тируется на канале Green, и гасителем флуоресценции 
BHQ1. зонд gp68-Pr, специфичный для B. pseudomal-
lei, мечен с 5’-конца флуорофором TAMRA, харак-
терное свечение которого детектируется на канале 
Yellow, и c 3’-конца гасителем флуоресценции BHQ2. 
концевые последовательности каждого из зондов яв-
ляются комплементарными и образуют «шпильку» по 
принципу «молекулярного маяка».

предварительную оценку специфичности прай-
меров и зондов проводили с помощью программы 
BLAST (http:|//blast.ncbi.nlh.gov/Blast.cgi). на мо-
мент проведения компьютерного анализа гомоло-
гии днк сконструированных олигонуклеотидов и 
днк гетерологичных (по отношению к B. mallei и 
B. pseudomallei) микроорганизмов не выявлено.

при подборе оптимальных условий проведения 
пцр в мультиплексном формате определяли следую-
щие параметры реакции: состав реакционной смеси – 
концентрацию праймеров, зондов, TaqF-полимеразы, 
ионов Mg2+, программу амплификации – температу-
ру отжига праймеров, продолжительность каждого 
шага амплификации, количество циклов, длитель-
ность предварительной денатурации. после опти-
мизации условий мультиплексной пцр, обеспечива-
лось стабильное нарастание уровня флуоресценции 
по каналам детекции (Green, Yellow), не приводящее 
к искажению сигнала по другим каналам.

в результате выполненных экспериментов подо-
бран оптимальный состав реакционной смеси для по-
становки мультиплексной пцр в режиме реального 
времени. в состав реакционной смеси входили пцр-
буфер, 0,2 мм каждого днтФ и TaqF-полимераза 
(Фбун «цнии эпидемиологии», москва), 2,5 мм 

MgCl2 (Thermo Fisher Scientific), 5 пмоль каждого 
зонда и по 10 пмоль праймеров. после окончания ре-
акции приступали к анализу результатов. были уста-
новлены значения пороговой линии: для каналов 
специфической детекции Green – 0,05, Yellow – 0,03. 
на основании проведенных исследований опреде-
лена максимальная величина порогового цикла (Ct), 
при котором результат реакции считается положи-
тельным: < 33 для канала Green, < 33 для канала 
Yellow. учет результатов осуществляли по каждому 
каналу отдельно.

проведена оценка специфичности сконструи-
рованной тест-системы на чистых препаратах днк 
B. pseudomallei, B. mallei и гетерологичных микро-
организмах. при проведении пцр с разработанной 
тест-системой отмечалось нарастание уровня флуо-
ресценции по каналу FAM/Green с днк всех иссле-
дованных штаммов сапного микроба; флуоресцен-
ция по каналу JOE/Yellow регистрировалась у всех 
штаммов B. pseudomallei. с днк всех исследован-
ных гетерологичных микроорганизмов получены 
отрицательные результаты мультиплексной пцр в 
концентрации 1·107 м.к./мл и ниже.

для определения аналитической чувствитель-
ности реакции амплификации исследовали серию 
10-кратных разведений культур B. pseudomallei 100 
и B. mallei 10230 в концентрации от 1·109 м.к./мл 
до 1·102 м.к./мл. в результате работы выявлено, что 
чувствительность составила для возбудителя сапа 
1·103 м.к./мл (рис. 1) и для возбудителя мелиоидоза 
1·104 (рис. 2). 

таким образом, в ходе работы сконструирована 
мультиплексная пцр тест-система, которая включает 
две пары праймеров и флуоресцентно-меченные зон-
ды, обеспечивающие одновременное обнаружение и 
дифференциацию возбудителей сапа и мелиоидоза. 
в качестве днк-мишеней выбраны видоспецифич-
ный для возбудителя сапа B. mallei фрагмент гена 
fliР, который кодирует белок биосинтеза флагелли-
на, а для B. pseudomallei видоспецифичный участок 
гена, кодирующий белок gp68. проверка на штам-
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рис. 1. кривые накопления флуоресценции по каналу FAM/
Green при определении чувствительности реакции мультиплекс-
ной пцр с днк возбудителя сапа:
1 – B. mallei 10230 в концентрации 1·105 м.к./мл; 2 – B. mallei 10230 в кон-
центрации 1·104 м.к./мл; 3 – B. mallei 10230 в концентрации 1·103 м.к./
мл; 4 – отрицательный контроль и кривые накопления флуоресценции 
проб B. mallei в концентрации меньше 1·102 м.к./мл, не пересекающие 
пороговую линию
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мах патогенных буркхольдерий, близкородствен-
ных и гетерологичных микроорганизмов показала 
100 % специфичность разработанной тест-системы. 
при амплификации днк патогенных буркхольдерий 
определена аналитическая чувствительность скон-
струированной мультиплексной тест-системы, кото-
рая составила для возбудителя сапа – 1·103 м.к./мл, а 
для возбудителя мелиоидоза – 1·104 м.к./мл. 

разработанная мультиплексная тест-система в 
режиме реального времени позволяет обнаруживать 
B. mallei и B. pseudomallei и дифференцировать па-
тогенные буркхольдерии с высокой чувствительно-
стью и специфичностью. данная тест-система может 
быть использована как в клинических лабораториях 
для установления этиологии заболевания, так и в ра-
боте специализированных противоэпидемических 
формирований.

конфликт интересов. авторы подтверждают 
отсутствие конфликта финансовых/нефинансовых 
интересов, связанных с написанием статьи.
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рис. 2. кривые накопления флуоресценции по каналу JOE/Yellow 
при определении чувствительности реакции мультиплексной 
пцр с днк возбудителя мелиоидоза:
1 – B. pseudomallei 100 в концентрации 1·105 м.к./мл; 2 – B. pseudomallei 
100 в концентрации 1·104 м.к./мл; 3 – отрицательный контроль и кривые 
накопления флуоресценции проб B. pseudomallei в концентрации мень-
ше 1·103 м.к./мл, не пересекающие пороговую линию
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оспа коров – зоонозная инфекция, вызываемая 
вирусом оспы коров (вок), естественным хозяином 
которого является широкий круг представителей 
отряда грызунов [12]. как правило, оспа коров вы-
зывает доброкачественные местные повреждения 
[2], в редких случаях может приводить к генерали-
зации инфекции [1] и смертельным случаям [15]. 
вок относится к роду Orthopoxvirus (опв) семей-
ства Poxviridae наравне с другими патогенными для 
человека вирусами натуральной оспы (вно), оспы 
обезьян (воо) и осповакцины (вов).

в 1980 г., учитывая наличие тяжелых поствак-
цинальных осложнений при использовании класси-
ческой живой вакцины и подтверждение ликвида-
ции натуральной оспы, вакцинацию против данной 
инфекции всемирная организация здравоохранения 

(воз) рекомендовала в дальнейшем не проводить. 
последующее прекращение вакцинации против 
оспы создало опасную ситуацию, когда человеческая 
популяция с каждым годом становится все более без-
защитной не только перед возможным инфицирова-
нием вно в результате теракта или возникновения 
вируса в природе, но и перед заражением другими 
близкородственными ортопоксвирусами, такими как 
воо или вок. необычно многочисленные вспыш-
ки ортопоксвирусных инфекций среди людей ста-
ли в последние годы регистрировать в различных 
географических регионах, вызываемых вок [4, 6, 
7, 10], вов [14] и воо [11]. поэтому не вызывает 
сомнений актуальность разработки современных 
экспресс-методов детекции патогенных для челове-
ка ортопоксвирусов.
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цель. разработка и апробация метода видоспецифичной детекции вируса оспы коров (вок). 
материалы и методы. в работе использованы олигонуклеотидные праймеры и флуоресцентно-
меченные зонды для родоспецифичной детекции ортопоксвирусов (опв) и видоспецифичной детек-
ции вирусов оспы коров и эктромелии (вэ). пары флуоресцентных красителей и соответствующих 
тушителей флуоресценции вводили в зонды в соответствии с их специфичностью: опв-специфичнй 
зонд содержал пару FAM/BHQ1, вок-специфичный зонд – JOE/BHQ1, вэ-специфичный зонд – Cy5/
BHQ3. для определения чувствительности и специфичности метода видоспецифичной детекции ви-
руса оспы коров исследованы образцы 68 различных штаммов ортопоксвирусов. результаты и вы-
воды. реализован комплексный подход к видоспецифичной детекции вируса оспы коров за счет ис-
пользования мультиплексного варианта пцр в реальном времени для одновременной мультилокусной 
детекции на основе трех независимых генов-мишеней вируса оспы коров, родоспецифичной детекции 
для исключения ложноотрицательных результатов и дополнительных олигонуклеотидных праймеров 
и зонда, обеспечивающих специфичную детекцию вируса эктромелии, с целью исключения ложнопо-
ложительных результатов.
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Objective of the study is to develop and validate the method for species-specific detection of cowpox virus (CPV). Materials 
and methods. Utilized were oligonucleotide primers and fluorescence-labeled probes for genus-specific detection of orthopoxviruses 
(OPV) and species-specific detection of cowpox and ectromelia viruses (EV). Pairs of fluorescent dyes and corresponding fluorescence 
extinguishers were embodied into probes in accordance with their specificity: OPV-specific probe contained FAM/BHQ1 pair, CPV-
specific probe – JOE/BHQ1, and EV-specific – Cy5/BHQ3. For evaluation of sensitivity and specificity of the method for species-spe-
cific detection of CPV, investigated were samples of 68 different strains of orthopoxviruses. Results and conclusions. Implemented 
was complex approach to species-specific detection of CPV using multiplex real-time PCR variant for simultaneous multilocus detec-
tion on the basis of three independent target genes of CPV, to genus-specific detection for the exclusion of false-negative results, and 
additional oligonucleotide primers and probes, providing for specific detection of EV, aimed at the exclusion of false-positive results.
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ранее были разработаны методы на основе пцр 
в реальном времени для детекции вок [5] и одно-
временной детекции и дифференциации всех пато-
генных для человека ортопоксвирусов (вно, воо, 
вок и вов) [13]. в обоих методах мишенью для де-
текции вок являлся район орт D11L вок. в 2011 г. 
D.S.Caroll et al. обнаружили протяженные делеции 
в орт D11L двух штаммов вируса оспы коров – 
Austria_1999 (HQ407377) и Norway_1994_MAN 
(HQ420899) [3]. проведенный теоретический анализ 
показал, что днк данных штаммов не должна детек-
тироваться разработанными методами, использую-
щими орт D11L в качестве мишени для вок. и дей-
ствительно, при экспериментальной проверке днк 
47 штаммов вок, в которую также входили штаммы 
Austria_1999 и Norway_1994_MAN, только 39 из 47 
штаммов смогли быть успешно детектированы раз-
работанным методом [8]. при этом наличие ортопок-
свирусной днк во всех 47 образцах было доказано с 
помощью разработанной родоспецифичной методи-
ки на основе пцр в реальном времени. в результате 
углубленного изучения района орт D8L-D11L была 
выбрана новая комбинация праймеров и гибридиза-
ционного зонда, нацеленная на вок-специфичный 
район D8L. последующий анализ показал специфи-
ческую детекцию 46 из 47 днк штаммов, включая 
Austria_1999 и Norway_1994_MAN [8].

по современным данным, вирус оспы коров в 
силу своей гетерогенности является не одним видом, 
а представляет собой обобщенное название несколь-
ких (до пяти) независимых видов [3, 4], что всегда 
будет сохранять вероятность появления генетически 
отличного штамма вок, который сможет избежать 
выявления с помощью одиночного видоспецифич-
ного метода детекции. в настоящей работе предлага-
ется новый комплексный подход к видоспецифичной 
и надежной детекции вок.

материалы и методы

Вирусная ДНК. в работе использовали рас-
ширенную панель образцов днк ортопоксвирусов 
(вок – 47, вно – 13, воо – 2, вов – 3, вирус эктро-
мелии (вэ) – 2, вирус оспы верблюдов (вовр) – 1 
штамм) и других вирусных агентов (вирусы миксо-
мы кроликов, оспы кур, ветряной оспы и простого 
герпеса I и II типа) [8, 9].

Дизайн праймеров и зондов. выбор видо-
специфичных олигонуклеотидных праймеров и 
флуоресцентно-меченных зондов проводили на 
основе выровненных с помощью программ BioEdit 
v.7.0 и Muscle v.3.6 нуклеотидных последователь-
ностей всех доступных геномов ортопоксвирусов. 
последовательности олигонуклеотидных праймеров 
и зондов анализировали, используя программу Oligo 
v.6.0, и проверяли на отсутствие гомологии с извест-
ными нуклеотидными последовательностями с по-
мощью программы BLAST. пары флуоресцентных 
красителей и соответствующих тушителей флуорес-

ценции вводили в зонды в соответствии с их специ-
фичностью: родоспецифичный зонд содержал пару 
FAM/BHQ1, вок-специфичный зонд – JOE/BHQ1, 
вэ-специфичный зонд – Cy5/BHQ3 (таблица).

ПЦР в реальном времени. пцр-анализ с выще-
плением 5’-концевой метки (TaqMan формат) прово-
дили на приборе Real-Time PCR System 7500 (Applied 
Biosystems, USA). 25 мкл реакционной смеси содер-
жало 2,5 мкл 10x TaqMan® Buffer A, 200 мкм dNTP, 
5 мм MgCl2, олигонуклеотидные праймеры (300 нм 
каждого), гибридизационные зонды (250 нм каждо-
го), 0,5 ед. AmpliTaq Gold® DNA polymerase, и 1 мкл 
раствора анализируемой днк. пцр с измерением 
интенсивности флуоресценции проводили по сле-
дующему протоколу: 10 мин при 95 °C и далее 45 
циклов по 15 с при 95 °C и 1 мин при 63 °C.

результаты и обсуждение

одним из вариантов решения проблемы надеж-
ной видоспецифичной детекции вок и отсутствия 
ложноотрицательных результатов является мульти-
локусный подход. в этом случае в каждом индиви-
дуальном локусе вок-специфичные праймеры/зонд 
не обязательно должны детектировать все извест-
ные штаммы вок – достаточно добиться детекции 
каждого штамма хотя бы по одному–двум локусам. 
такой подход значительно повысит количество под-
ходящих видоспецифичных районов с учетом высо-
кой гетерогенности и кластеризации по нескольким 
отдельным группам известных геномов вок [3].

для многих вок-специфичных районов ге-
нома (не имеющих гомологии с геномами других 
патогенных для человека ортопоксвирусов) ока-
зывается невозможным выбор олигонуклеотидов, 
не выявляющих днк вэ (непатогенный для че-
ловека ортопоксвирус). с точки зрения целевого 
предназначения разрабатываемого метода – анализ 
клинических образцов человека, отсутствие воз-
можности дифференцировать вок от вэ не явля-
ется недостатком, однако это необходимо учесть 
для расширения арсенала средств, подходящих для 
детекции днк ортопоксвирусов. решение данной 
задачи может быть реализовано за счет одновре-
менного использования вэ-специфичных и вок-
специфичных олигонуклеотидов. тогда при отсут-
ствии вэ-специфичного сигнала и наличии сигнала 
для флуорофорного красителя, специфичного вок, 
можно будет идентифировать образец как вирус 
оспы коров.

альтернативно, для усиления надежности одно-
временно с вок-специфичными олигонуклеотида-
ми целесообразно использовать родоспецифичную 
диагностику в одной пробирке. в таком случае, даже 
если будет получен ложноотрицательный результат 
по детекции вок, всегда будет идентифицирована 
ортопоксвирусная днк в образце за счет использо-
вания высококонсервативного района, и данный об-
разец сможет быть охарактеризован последующим 
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секвенированием.
с учетом обобщения вышеобозначенных подхо-

дов был разработан мультиплексный вариант пцр в 
реальном времени (таблица) для одновременной ро-
доспецифичной детекции на основе орт C8L, вок-
специфичной детекции на основе орт D8L, D11L [8] 
и K2R (рис. 1) и вэ-специфичной детекции на осно-
ве орт EVM001 (рис. 2). разработанный вариант вэ-
специфичной детекции на основе уникального для 
вэ района позволит эффективно дифференциро-
вать данный вирусный агент относительно штаммов 
вок. следует отметить, что олигонуклеотиды к рай-
ону орт K2R являются более вок-специфичными в 
сравнении с методом на основе орт D8L за счет на-
личия двух нуклеотидных замен в области, компле-
ментарной гибридизационному зонду CPXV_K2R_
probe, для вэ (рис. 1). 

в состав гибридизационных зондов включили 
различные флуоресцентные красители и тушители 
флуоресценции для возможности проведения пцр 
в мультиплексном формате: для опв-специфичного 

зонда – FAM/BHQ1, трех вариантов вок – JOE/
BHQ1 и вэ – Cy5/BHQ3.

последующий анализ на панели днк различ-
ных штаммов ортопоксвирусов, включая вок, вно, 
воо, вов, вэ и вовр (суммарно, 68 штаммов) и 
других вирусных агентов, включая вирусы миксо-
мы кроликов, оспы кур, ветряной оспы и просто-
го герпеса I и II типов, показал абсолютную вок-
специфичность и адекватность интерпретации полу-
ченных результатов.

в настоящее время предложенный комплексный 
подход для надежной детекции различных гетеро-
генных штаммов вируса оспы коров применяется в 
сотрудничающем центре воз по диагностике орто-
поксвирусных инфекций и музее штаммов и днк 
вируса оспы при Фбун «государственный науч-
ный центр вирусологии и биотехнологии «вектор» 
роспотребнадзора.

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

олигонуклеотидные праймеры и флуоресцентно-меченные зонды для родоспецифичной детекции ортопоксвирусов  
и видоспецифичной детекции Вок и ВЭ

мишень название последовательность олигонуклеотидов, 5’-3’ краситель / тушитель

опв- 
C8L

OPV_C8L_probe TTCCGAATGAATGTTTTCAATGGCC FAM/BHQ1

OPV_C8L_upper GATAGTTTTTTTCATTACTATCTTTAACAT

OPV_C8L_lower GGCTAGATGTTTCTACGGATTTC

вок- 
D8L

CPXV_D8L_probe AAGTCATCTACTACATAGACCATGATCAACCAA JOE/BHQ1

CPXV_D8L_upper GGTAGGTTCATGTTGGAAAATATC

CPXV_D8L_lower AAGATGTTATTAGTGGTATTAGAGAGAAAT

вок- 
D11L

CPXV_D11L_probe CCACAATCAGGATCTGTAAAGCGAGC JOE/BHQ1

CPXV_D11L_upper AAAACTCTCCACTTTCCATCTTCT

CPXV_D11L_upper2 GATCTTCTTTCAATGGTAGGATTATA

CPXV_D11L_lower GCATTCAGATACGGATACTGATTC

вок- 
K2R

CPXV_K2R_probe CATCCATTCCTAATCATATTCCCACGTG JOE/BHQ1

CPXV_K2R_upper GCGATCCTGGAATGTATAT

CPXV_K2R_lower CTCTGTCCTGTGTGTTACTA

вэ- 
EVM001

ECTV_EVM001_probe AATGCCGTACATTGGAGAGACGCTA Cy5/BHQ3

ECTV_EVM001_upper CATGAGTGATGGCTGGAGATT

ECTV_EVM001_lower AAACACAGTGAATGCTCGGTT

рис. 1. сравнение нуклеотидной последовательности орт K2R вок штамм Ratpox09 с соответствующими районами геномов орто-
поксвирусов. элайнмент на основе 50 штаммов выполнен с помощью программы BioEdit Sequence Alignment Editor. Штаммы одно-
го вида с полностью идентичными нуклеотидными последовательностями рассматриваемого сегмента представлены однократно с 
указанием в скобках количества таких штаммов. идентичные нуклеотиды в сравниваемых последовательностях вирусных геномов 
по отношению к последовательности орт K2R вок штамм Ratpox09 обозначены точками, делеции – прочерком. рамками отмечены 
области, комплементарные олигонуклеотидным праймерам и гибридизационному зонду для видоспецифичной детекции днк вок. 
цифры сверху нуклеотидной последовательности обозначают положение нуклеотидов в анализируемом сегменте днк. обозначения 
штаммов: CPXV-1 (KC813501.1, LN864566.1, LN864565.1, KC813512.1, KC813510.1, KC813508.1, KC813505.1, KC813503.1, 
HQ407377.1), CPXV-2 (KC813511.1, KC813507.1, KC813506.1, KC813495.1, KC813491.1, HQ420898.1, HQ420895.1), CPXV-3 
(KC813504.1, KC813500.1, KC813498.1, KC813497.1, KC813492.1), CPXV-4 (HQ420900.1, HQ420899.1, HQ420896.1, AF482758.2, 
U87234.1), CPXV-5 (DQ437593.1, U87583.1, U87582.1), CPXV-6 (KC813499.1, HQ420894.1), CPXV-7 (HQ420897.1), CPXV-8 
(KC813494.1), CPXV-9 (KC813493.1), CPXV-10 (U87581.1), CPXV-11 (HQ420893.1), CPXV-12 (X94355.2), ECTV-1 (KJ563295.1, 
KJ563295.1, JQ410350.1, JQ410350.1, AF012825.2, AF012825.2, AJ567693.1, AJ567692.1, AJ567688.1, U87580.1, U87579.1, U87578.1, 
U87235.1). UPPER, CPXV_K2R_upper; PROBE, CPXV_K2R_probe; LOWER, CPXV_K2R_lower
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рис. 2. сравнение нуклеотидной последовательности орт EVM001 вэ штамм Moscow с соответствующими районами геномов орто-
поксвирусов. элайнмент на основе 13 штаммов выполнен с помощью программы BioEdit Sequence Alignment Editor. Штаммы одно-
го вида с полностью идентичными нуклеотидными последовательностями рассматриваемого сегмента представлены однократно с 
указанием в скобках количества таких штаммов. идентичные нуклеотиды в сравниваемых последовательностях вирусных геномов 
по отношению к последовательности орт EVM001 вэ штамм Moscow обозначены точками. рамками отмечены области, комплемен-
тарные олигонуклеотидным праймерам и гибридизационному зонду для видоспецифичной детекции днк вэ. цифры сверху нуклео-
тидной последовательности обозначают положение нуклеотидов в анализируемом сегменте днк. обозначения штаммов: ECTV-1 
(KJ563295.1, JQ410350.1, AF012825.2, KJ563295.1, JQ410350.1, AY102991.1, AY102989.1, AY102988.1, AY102987.1, AF012825.2, 
AJ277112.1, AJ277111.1), CPXV-1 (HQ407377.1). UPPER, ECTV_EVM001_upper; PROBE, ECTV_EVM001_probe; LOWER, ECTV_
EVM001_lower.
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ботулинические нейротоксины относятся к 
числу наиболее опасных для человека бактериаль-

ных токсинов. они продуцируются в анаэробных 
условиях грамположительной бактерией Clostridium 

Пробл. особо опасных инф. 2016; 4:64–68. DOI: 10.21055/0370-1069-2016-4-64-68
удк 579.852.13

а.В.никитина1, В.Г.Помелова1, Т.а.быченкова1, Д.В.Парамонов1, Т.с.кострюкова1, н.с.осин2

иММуночипы для одновреМенноГо оБнаружения пяти БотулотоКСинов  
МетодоМ фоСфореСцентноГо анализа (фоСфан)

1ФГУП «Государственный научно-исследовательский институт биологического приборостроения», Москва, 
Российская Федерация; 2ЗАО «Иммуноскрин», Москва, Российская Федерация

цель работы. разработать и сравнить по чувствительности тесты для одновременного обнаружения 
ботулотоксинов A, B, C, E, F методом мультиплексного фосфоресцентного анализа (ФосФан) с приме-
нением стандартной (на основе Pt копропорфирина) и модифицированной (на основе биоспецифичных 
наночастиц) систем регистрации фосфоресцентного сигнала. материалы и методы. иммуноанализ по 
технологии ФосФан выполняли в лунках стандартного 96-луночного микропланшета. на дне каждой 
лунки были напечатаны в виде микропятен моноспецифические антитела и поливалентный иммуно-
глобулин. диапазон анализируемых концентраций анатоксинов – от 100 до 0,005 нг/мл. для проявления 
реакции использовали смесь конъюгированных с биотином моноспецифических и поливалентного им-
муноглобулинов и детекторные системы на основе конъюгатов стрептавидина с Pt копропорфирином 
или полистироловыми наночастицами, содержащими хелат европия. люминесценцию обоих метчиков 
регистрировали на биочип-анализаторе в режиме временного разрешения. порог детекции определяли 
как минимальную концентрацию анатоксина, при которой отношение P/N ≥ 2, а число таких проб (в 
серии из 10–30 экспериментов) не менее 50 %. результаты и выводы. разработанные иммуночипы 
обеспечивали группоспецифическое обнаружение пяти ботулотоксинов с возможностью типоспеци-
фической идентификации ботулотоксинов а, в и е. перекрестные реакции между ботулотоксинами не 
выявлены. применение фосфоресцентных наночастиц позволило повысить чувствительность детек-
ции примерно на порядок до 10 пг/мл. разработанные мультиплексные тесты можно рекомендовать для 
специфической индикации ботулотоксинов в клинических образцах, пробах из объектов окружающей 
среды или пищевых продуктов.

Ключевые слова: ботулотоксины типов A, B, C, E, F, иммуночипы, мультиплексный фосфоресцент-
ный анализ (ФосФан), биоспецифичные наночастицы, Pt копропорфирин, хелат Eu. 
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A.V.Nikitina1, V.G.Pomelova1, T.A.Bychenkova1, D.V.Paramonov1, T.S.Kostryukova1, N.S.Osin2 
Microarray Immunoassay Tests for Simultaneous Detection of Five Botulinum Toxins 
by Phosphorescence Analysis (PHOSPHAN)
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Combination of multiplex microarray immunoassay tests and luminescent nanoparticle tags is considered as a promising ap-
proach to the development of highly sensitive, specific, and rapid methods of causative agent detection. Objective of this study was 
to develop and compare the sensitivity of the tests for simultaneous detection of five botulinic toxins (A,B,C,E,F) applying multiplex 
phosphorescence analysis (PHOSPHAN) using standard (Pt coproporphyrin tag-based) and modified (europium containing nanopar-
ticles) systems of phosphorescent signal registration. Materials and methods. PHOSPHAN assay was performed in standard 96 well 
microplate. The toxoids added to the wells interacted with monospecific and polyvalent immunoglobulins printed as tiny spots on the 
bottom of each well, and with a mixture of the same antibodies conjugated to biotin. Analyzed anatoxin concentration range – 0.005 
to 100 ng/ml. The reaction was manifested by streptavidin conjugated to either Pt coproporphyrin, or the luminescent nanoparticles. 
The luminescence of both tags was recorded in time-resolved mode by Biochip Analyzer. The limit of detection corresponded to a 
minimum toxoid concentration, at which the P/N ratio was equal or exceeded 2, while the number of such samples (in a series of 10-30 
experiments) was no less than 50%. Results and conclusions. Both multiplex tests provided for simultaneous group-specific detection 
of five botulinum toxins with the option of type-specific (A, B, E) identification. No cross-reactivity was revealed. The use of phospho-
rescent nanoparticles allowed for the increase in detection sensitivity by an order of magnitude, up to 10 pg/ml. The tests developed 
could be recommended for specific detection and identification of botulinum toxins in clinical, environmental, and food samples.

Key words: botulinum toxin types A,B,C,E,F, microarray immunoassay tests, multiplex phosphorescence analysis (PHOSPHAN), 
biospecific nanoparticles, Pt coproporphyrin, Eu chelate.
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botulinum и являются причиной ботулизма – крайне 
тяжелого заболевания, характеризующегося пораже-
нием нервной системы. известны семь иммуноло-
гически различающихся серотипов ботулотоксинов 
(бт), обозначаемых латинскими буквами A-G, среди 
которых бта, бтв и бте чаще всего ответственны за 
развитие ботулизма у человека [12]. ботулотоксины 
попадают в организм в основном при употреблении 
зараженных пищевых продуктов, не прошедших 
должной термической обработки, при загрязнении 
почвой открытой раны, а также при вдыхании аэро-
золя, содержащего токсин. помимо естественных 
путей заражения, возможно преднамеренное приме-
нение ботулотоксинов в террористических целях.

ботулотоксины всех серотипов обладают сход-
ной биологической активностью, вызывая наруше-
ние транспорта синаптического пузырька с ацетил-
холином и его высвобождение в синаптическую 
щель, что, в свою очередь, приводит к параличу 
мышц [11]. поскольку эффективность лечения бо-
тулизма зависит от количества токсина, попавшего 
в организм, и своевременности оказания медицин-
ской помощи, то весьма актуальна разработка экс-
прессных, высокочувствительных и специфичных 
методов обнаружения. 

в качестве «золотого стандарта» для лабора-
торного выявления ботулотоксинов рассматривается 
метод биопробы на белых мышах, обеспечивающий 
порог детекции (по бта и бтв) порядка 10–30 пг/мл 
[6, 13]. его постановка, однако, может занимать до 
72 ч. другие методы (иммунохроматографический 
или иммуноферментный анализ, реакция пассив-
ной гемагглютинации, молекулярные методы) более 
быстрые, но значительно менее чувствительные [4]. 
достижение высоких показателей чувствительно-
сти и специфичности, а также сокращение времени 
и стоимости анализа возможно при использовании 
мультиплексных методов для одновременного обна-
ружения нескольких токсинов [8] и систем детекции 
на основе люминесцентных наночастиц [7]. 

в данной работе для создания мультиплексного 
теста применена отечественная биочип-технология 
фосфоресцентного анализа (ФосФантм) [1], эф-
фективность которой для специфической индикации 
и диагностики ряда особо опасных инфекций была 
продемонстрирована ранее [2, 9]. суть технологии 
состоит в выявлении аналитов с помощью длитель-
но люминесцирующих (фосфоресцирующих) соеди-
нений в режиме временного разрешения люминес-
ценции, которая регистрируется с поверхности ми-
крозон (микроэрреев), напечатанных на дне лунок 
стандартных полистироловых микропланшетов. в 
качестве универсальной детектирующей системы 
используют стрептавидин, маркированный фосфо-
ресцентной меткой – платинакопропорфирином (Pt 
кп). перспективным новым метчиком для ФосФан 
могли бы оказаться полимерные наночастицы, со-
держащие хелатный комплекс ионов европия с на-
фтоилтрифторацетоном [7]. разработка отечествен-

ной технологии синтеза таких частиц к настоящему 
времени завершена в Фгуп «госниибп». 

цель исследований – разработать и сравнить 
по чувствительности тесты для одновременного 
обнаружения ботулотоксинов A, B, C, E, F методом 
ФосФан с применением стандартной (на основе 
Pt кп) и модифицированной (на основе биоспеци-
фичных наночастиц) систем регистрации фосфорес-
центного сигнала. 

материалы и методы

в работе использованы моноклональные анти-
тела (мка) к бта, клоны бта 232 и 111 (ооо 
«импакт», москва), поликлональные моноспеци-
фические антитела к бтв или бте и поливалент-
ный иммуноглобулин к ботулотоксинам а, в, с, е, 
F (нииэм им. н.Ф.гамалеи, москва). мка бта 
232 и бта 111 представляли собой иммуноглобули-
ны (фракция IgG1), выделенные методом аффинной 
очистки на протеин G-сефарозе (степень очистки бо-
лее 95 %) из иммунной асцитной жидкости мышей 
BALB/c, инокулированных гибридомами одноимен-
ных клонов. иммуноглобулины антитоксические 
противоботулинические моноспецифические (фрак-
ция IgG) типов в и с были получены из кроличьих 
антисывороток к гомогенным нейротоксинам 
типов в, штамм в364 или с, штамм с20 соответ-
ственно. каждый их этих иммуноглобулинов 
проявляет специфическую нейтрализующую 
активность в отношении только гомологичного 
ботулотоксина (бтв или бтс). иммуноглобулин 
(IgG) антитоксический противоботулинический по-
ливалентный типов а, в, с, е, F получен из анти-
сыворотки кролика, иммунизированного смесью 
очищенных анатоксинов типов а, в и гомогенных 
анатоксинов типов с, е, F. обладает нейтрализую-
щей активностью в отношении пяти указанных ти-
пов ботулотоксинов.

на первом этапе иммуноанализа перечислен-
ные выше иммуноглобулины (кроме клона бта 111) 
использовались в качестве первичных (улавливаю-
щих) антител. они были напечатаны в виде микро-
зон (диаметром 0,5 мм) на дне лунки стандартного 
96-луночного полистиролового микропланшета 
(Nunc, дания), по 4 микрозоны на каждый имму-
ноглобулин (всего 16 микрозон). печать проведена 
с помощью наноплоттера для контактной печати 
(зао «иммуноскрин», москва). концентрация 
антител для печати – 100 мкг/мл. буфер для сорб-
ции – 0,1 м кбб, рн 9,6, содержащий 5 % глицерина 
(Sigma, сШа). после инкубации в течение 1 сут при 
2–8 °с и последующей трехкратной отмывки и бло-
кировки (1 ч при 37 °с) сенсибилизированный ми-
кропланшет высушивали, помещали в пластиковый 
пакет и хранили до исследования в холодильнике. 

иммуноанализ по технологии ФосФан вы-
полняли в лунках микропланшета. в каждую лунку 
вносили по 10 мкл конъюгированных с биотином ан-
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тител, представленных смесью мка бта 111, моно-
специфических антител к бтв и бте, и поливалент-
ного иммуноглобулина. затем добавляли по 200 мкл 
одного из пяти бт (анатоксинов) типов а, в, с, е или 
F (нпо «микроген», уфа). планшет инкубировали 
при комнатной температуре и встряхивании на шей-
кере в течение 90 мин. на этой стадии анализа выяв-
ляемый анатоксин образовывал иммунный комплекс 
с гомологичным и/или поливалентным иммуногло-
булинами, сорбированными в соответствующих ми-
крозонах на дне лунки планшета, и одновременно с 
гомологичным и/или поливалентным иммуноглобу-
линами, конъюгированными с биотином. диапазон 
анализируемых концентраций анатоксинов от 100 до 
0,005 нг/мл (разведения приготовлены на буфере – 
0,1 м трис, рн 7,7). после завершения стадии ин-
кубации планшет трехкратно промывали буферным 
раствором. 

для выявления образовавшихся иммунных ком-
плексов использовали две детекторные системы на 
основе стрептавидина, конъюгированного с Pt кп 
(стандартная система регистрации сигнала) или с 
полистироловыми наночастицами, содержащими ин-
корпорированный хелат ионов европия – нч-Eu (мо-
дифицированная система). синтез биоспецифичных 
наночастиц проведен по технологии, разработанной 
специалистами Фгуп «госниибп». конъюгаты 
стрептавидина с платина-копропорфирином (или с 
наночастицами) вносили по 30 мкл в каждую лунку. 
микропланшет инкубировали при комнатной темпе-
ратуре и встряхивании на шейкере в течение 15 мин 
(при использовании Pt кп) или 120 мин (для нч-Eu), 
а затем трехкратно промывали буферным раствором 
и дополнительно 3 раза дистиллированной водой. 
после этого планшет высушивали на воздухе. 

люминесценцию обоих метчиков возбуждали 
на длине волны 365 нм и регистрировали на биочип-

анализаторе иФи-04 (Фгуп «госниибп») в режи-
ме временного разрешения на длине волны 653 нм 
(для Pt кп) или 615 нм (для нч-Eu). порог детекции 
определяли как минимальную концентрацию ана-
токсина, при которой интенсивность люминесцен-
ции пробы (P) не менее чем в два раза превышала 
сигнал отрицательного контроля (N), а число проб со 
значением P/N ≥ 2 (в серии из 10–30 экспериментов) 
составляло не менее 50 %. 

результаты и обсуждение

в табл. 1 представлены результаты детекции 
пяти ботулотоксинов методом ФосФан в разра-
ботанных мультиплексных тестах. положительное 
«срабатывание» (P/N ≥ 2) при выявлении бта, бтв 
или бте регистрировали в микрозонах с гомологич-
ным и поливалентным иммуноглобулинами, бтс и 
бтF – только с поливалентным иммуноглобулином. 
таким образом, положительный сигнал в зоне с по-
ливалентным иммуноглобулином свидетельствовал 
о возможном наличии в исследуемой пробе любого 
из пяти бт (или их смеси), из числа которых три ток-
сина (бта, бтв и бте) могли быть типированы на 
основе взаимодействия с соответствующей гомоло-
гичной микрозоной.

перекрестные реакции между исследованными 
ботулотоксинами отсутствовали. лишь при высокой 
концентрации (100 нг/мл) отмечено незначительное 
неспецифическое связывание бтF с микрозоной для 
выявления бте. различия в чувствительности при 
взаимодействии с гомологичным и поливалентным 
иммуноглобулинами (для бта, бтв и бте) наблю-
дали только в стандартной системе детекции. с фос-
форесцентными наночастицами этот эффект был вы-
явлен лишь для бтв, чувствительность обнаружения 
которого с гомологичным иммуноглобулином была 

Таблица 1

результаты выявления пяти ботулотоксинов методом фосфан с применением стандартной (Pt кП)  
и модифицированной (нЧ-Eu) систем регистрации фосфоресцентного сигнала

выявляемый  
ботулотоксин

значение P/N 1) в микрозонах для обнаружения ботулотоксинов типа: порог детекции, нг/мл,  
в микрозоне с иммуноглобулином:

а в е а, B, C, E, F 2) гомологичным поливалентным

система детекции на основе платина копропорфирина (Pt кп)

а 41,4±12 3) 0,9±0,3 1,5±0,3 33,5±4,0 1 5
в 1,7±0,4 77,9±12,2 1,2±0,7 48,7±15,1 0,25 1
е 1,5±0,3 1,5±0,4 39,8±7,8 19,9±4,7 1 5
C 1,6±0,1 1,4±0,1 1,4±0,1 6,7±0,4 - 4) 10
F 1,3±0,1 1,4±0,1 2,2±0,5 7,9±0,6 - 5

система детекции на основе фосфоресцентных наночастиц  (нч-Eu)

а 42,1±4,1 1,1±0,1 0,9±0,1 38,5±4,8 0,25 0,25
в 1,7±0,1 107±15,2 1,0±0,1 52,2±8,8 0,010 0,25
е 1,1±0,1 1,4±0,1 52,8±18,6 22,9±4,1 0,25 0,25
с 1,1±0,1 1,1±0,1 1,2±0,1 10,1±0,5 - 0,5
F 1,2±0,1 1,0±0,1 1,9±0,2 12,8±0,7 - 0,5

примечания :  1) для концентрации ботулотоксинов 100 нг/мл; 2) микрозона с поливалентным иммуноглобулином; 3) среднее значение P/N ± 
среднеквадратичное отклонение (из 8–10 повторных измерений); 4) не определяется в связи с отсутствием гомологичной микрозоны.
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наиболее высокой (табл. 1).
порог детекции ботулотоксинов в модифициро-

ванной системе с использованием фосфоресцентных 
наночастиц был существенно (до 25 раз) ниже, чем в 
стандартной системе на основе Pt кп (табл. 1). это 
обусловлено высокой излучательной способностью 
наночастиц, содержащих до 2000 молекул фосфо-
ресцентной метки. достигнутый уровень чувстви-
тельности (по бтв) – 10 пг/мл соответствовал 8·106 
молекул токсина в анализируемой пробе объемом 
200 мкл (или 1,4·10–13 м) и был сопоставим с чув-
ствительностью биопробы.

система детекции на основе Pt кп обеспечивала 
определение ботулотоксинов в 400-кратном диапазо-
не концентраций: от 0,25 до 100 нг/мл. применение 
фосфоресцентных наночастиц позволило расширить 
этот диапазон в 25 раз: от 10 пг/мл до 100 нг/мл (ри-
сунок, табл. 2). верхний предел детекции мог быть 
существенно выше 100 нг/мл, но из соображений 
экономии биоматериала такие исследования не про-

водились.
при исследовании проб, загрязненных почвой 

или с высокой концентрацией соли, используемой 
в качестве консерванта, наблюдалось существенное 
снижение чувствительности ФосФан. аналогичное 
негативное влияние отмечено при детекции бт в 
молочных продуктах (табл. 2), что может быть обу-
словлено блокирующим действием присутствую-
щих в молоке авидинов на процесс связывания био-
тинилированных антител со стрептавидином [5], 
покрывающим поверхность наночастиц. несмотря 
на это, достигнутый с фосфоресцентными наноча-
стицами уровень чувствительности был достаточен 
для надежного выявления бт в концентрациях ниже 
летальной дозы, установленной для взрослого чело-
века при оральной интоксикации [3, 10].

продолжительность анализа на иммуночипе с 
использованием фосфоресцентных наночастиц со-
ставляла примерно 3,5 ч, что существенно превыша-
ло показатель для стандартной схемы регистрации 
сигнала (табл. 2). в дополнительных экспериментах, 
выполненных на «чистых» пробах, была исследо-
вана возможность уменьшения времени анализа за 
счет сокращения длительности стадии инкубации с 
анатоксином (с 90 мин до 60, 30 или 15 мин) и/или 
стадии связывания с наночастицами (со 120 мин до 
90, 60 или 30 мин). было установлено, что общая 
длительность иммуноанализа могла быть уменьше-
на (без потери чувствительности) до 90 мин за счет 
сокращения времени инкубации с анатоксином (до 
30 мин) и с наночастицами (до 60 мин). дальнейшее 
сокращение длительности указанных стадий приво-
дило к снижению отношения P/N, а следовательно, и 
к потере чувствительности. вопрос о возможности 
сокращения времени иммуноанализа требует, одна-
ко, дополнительного изучения на пробах, представ-
ляющих собой сыворотки крови и/или «грязные» 
пробы, содержащие разного рода примеси.

таким образом, разработанные иммуночипы обе-
спечивают одновременное группоспецифическое об-

кривые титрования ботулотоксина типа в (бтв) методом 
ФосФан с системой регистрации сигнала на основе фосфо-
ресцентных наночастиц (ромбы) или платина копропорфирина 
(квадраты): 
пунктирная линия соответствует пороговому уровню детекции (P/N = 
2). разведения приготовлены на буферном растворе. по оси абсцисс: 
концентрация бтв, пг/мл, по оси ординат: отношение сигнал/фон (P/N), 
отн.ед.

Таблица 2

аналитические характеристики иммуночипов для детекции ботулотоксинов методом фосфан

показатели
система регистрации сигнала на основе

Pt кп нч-Eu

выявляемые токсины бта, бтв, бте, бтс, бтF

время анализа (без пробоподготовки) 1 ч 45 мин 3,5 ч 1)

динамический диапазон, нг/мл от 0,25–1 до 100 от 0,01–0,25 до 100

уровень фоновой люминесценции, имп. 20–40 150–350

порог детекции (на модели бтв):
в буферном растворе 0,25 нг/мл 10 пг/мл
в пробах, содержащих примеси почвы 10 нг/мл 50 пг/мл
в пробах, содержащих соль 10 нг/мл 100 пг/мл
в сыворотке крови человека 5 нг/мл 100 пг/мл
в пищевых продуктах (кроме молока) не исследовали 10–250 пг/мл
в молоке и молочных продуктах не исследовали 500 пг/мл

примечание .  1) может быть сокращено до 90 мин без потери чувствительности.
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наружение пяти ботулотоксинов методом ФосФан 
с возможностью типоспецифической идентифика-
ции ботулотоксинов типов а, в и е. применение 
модифицированной системы регистрации сигнала 
на основе фосфоресцентных наночастиц позволяет 
повысить чувствительность детекции примерно на 
порядок по сравнению со стандартным подходом с 
использованием фосфоресцентного метчика Pt ко-
пропорфирина. благодаря высокой чувствительно-
сти и специфичности, разработанные мультиплекс-
ные тесты можно рекомендовать для проведения 
специфической индикации ботулотоксинов в клини-
ческих образцах (сыворотка крови), пробах из объ-
ектов окружающей среды или пищевых продуктов.

конфликт интересов. авторы подтверждают 
отсутствие конфликта финансовых/нефинансовых 
интересов, связанных с написанием статьи.
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бруцеллез является особо опасным и социаль-
но значимым инфекционным заболеванием, кото-
рое обуславливает высокий уровень инвалидизации 
больных, а также наносит значительный экономиче-
ский ущерб. на сегодняшний день известно 11 видов 
бруцелл. в российской Федерации зарегистрирована 
циркуляция 6 видов, из которых в заражении челове-
ка и животных основную роль играют виды B. abor-
tus и B. melitensis. идентификация возбудителя бру-
целлеза до сих пор остается серьезной проблемой 
лабораторной диагностики.

определение видовой принадлежности бруцелл 
с использованием традиционной схемы предусма-

тривает изучение роста штаммов в атмосфере с из-
быточным содержанием углекислоты и на средах, 
содержащих фуксин и тионин, образования серово-
дорода и наличия дезаминазной активности, агглю-
тинабельности моноспецифическими (а-, м-, R-) 
сыворотками, чувствительности к бруцеллезным 
бактериофагам тб (тбилиси), Wb (Weybridge), Fi 
(Firenze), Bk2 (Berkley). выполнение таких иссле-
дований трудоемко, продолжительно и не позволя-
ет дифференцировать все основные виды бруцелл. 
часть штаммов возбудителя бруцеллеза, находящая-
ся в фонде государственной коллекции патогенных 
бактерий Фкуз роснипчи «микроб» была полу-
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цель работы. определение таксономического положения штаммов Brucella spp. с использованием 
комплекса амплификационных и рестрикционных методов. материалы и методы. проведено уточне-
ние видовой принадлежности 17 типовых и 48 природных штаммов из фонда государственной коллек-
ции патогенных бактерий Фкуз роснипчи «микроб» с использованием амплификационного («ген 
Brucella – идентификация – ргФ», AMOS-DEL, Bruce-Ladder, Suis-Ladder) и рестрикционного анализа 
omp25, omp2a, omp2b локусов с помощью ферментов AluI, EcoRI, Eco32I (EcoRV). результаты и вы-
воды. в ходе проведенной молекулярной идентификации у 50 штаммов бруцелл подтверждено таксо-
номическое положение, указанное в паспорте штамма, у 12 культур уточнена видовая принадлежность. 
для трех штаммов бруцелл установлены новые профили амплификации и рестрикции, что указывает 
на необходимость продолжения исследований. полученные результаты в полной мере подтверждают 
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виду и биовару возбудителя бруцеллеза.

Ключевые слова: бруцеллы, идентификация, таксономическое положение, амплификационные си-
стемы, рестрикционный анализ. 

Корреспондирующий автор: Наталия Александровна Осина, e-mail: rusrapi@microbe.ru.

N.A.Osina, Zh.A.Kas’yan, I.A.Kas’yan, O.Yu.Lyashova, A.V.Osin 
Determination of Specific Appurtenance of Brucella Strains Stored in the State Collection 
of Pathogenic Bacteria “Microbe”, Using Amplification and Restriction Techniques
Russian Research Anti-Plague Institute “Microbe”, Saratov, Russian Federation
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чена в 1923–1966 гг., когда определение их видовой 
принадлежности зачастую основывалось на источ-
нике выделения патогена. в связи с этим представля-
ет интерес исследование штаммов Brucella spp. с по-
мощью современных методов лабораторной диагно-
стики. в настоящее время все более широкое приме-
нение получают молекулярно-генетические методы 
исследования, такие как пцр и ее модификации. 

за последние годы зарубежными и отечествен-
ными авторами накоплен положительный опыт по 
применению полимеразной цепной реакции (пцр) 
для идентификации Brucella spp. одним из первых 
способов, разработанных с этой целью, являлась 
система AMOS, предложенная Bricker и соавт. в 
1994 г., и позволяющая определять В. abortus 1, 2-го 
и 4-го биоваров, В. melitensis всех биоваров, в. suis 
1-го биовара [2]. позднее эта система была моди-
фицирована (AMOS-DEL), что позволило дополни-
тельно идентифицировать штаммы B. abortus 3, 5, 
6-го и 9-го биоваров [4]. однако, несмотря на то, что 
данный подход получил широкое применение, с его 
помощью невозможно определить ряд видов и био-
варов бруцелл. 

одной из референтных методик по определе-
нию видовой принадлежности бруцелл в соответ-
ствии с рекомендациями всемирной организации 
здравоохранения животных является Bruce-Ladder 
[5]. предложенный способ обеспечивает иденти-
фикацию видов B. abortus, B. melitensis, B. suis, 
B. canis, B. ovis, B. neotomae, B. ceti/B. pinnipedialis, а 
также дифференциацию ряда вакцинных штаммов: 
B. abortus S19, B. abortus RB51, B. melitensis Rev1. 
однако с помощью данной методики не представ-
лялось возможным точное определение таксонов 
B. canis и B. suis, вследствие близких амплификаци-
онных профилей, наблюдающихся у ряда штаммов 
этих видов. позднее, практически от той же группы 
авторов, была предложена система Suis-Ladder, обе-
спечивающая идентификацию всех биоваров B. suis, 
а также видов B. canis и B. microti [6].

ранее нами был разработан и зарегистрирован 
набор реагентов «ген Brucella – идентификация – 
ргФ», позволяющий дифференцировать виды или 
группы видов бруцелл: B. abortus/B. ovis; B. meliten-
sis; B. suis/B. canis; B. neotomae методом пцр с уче-
том результатов в режиме реального времени, эф-
фективность которого подтверждена при выявлении 
и ускоренной идентификации бруцелл в материале 
от животных [1].

A.Cloeckaert et al. [3] показана возможность 
определения некоторых видов и биоваров бруцелл на 
основании рестрикции генов omp25, omp2a, omp2b.

несмотря на очевидную перспективность при-
менения молекулярно-генетических методов для 
идентификации бруцелл, все обозначенные выше 
приемы и тест-системы не позволяют в полной мере 
дифференцировать виды B. abortus, B. melitensis, 
B. suis, B. canis, B. ovis, B. neotomae с учетом их био-
варной принадлежности. одним из способов в ре-

шении данного вопроса может быть использование 
представленных подходов в совокупности. 

целью исследования было определение таксо-
номического положения штаммов Brucella spp. из 
фонда государственной коллекции патогенных бак-
терий «микроб» с использованием комплекса ам-
плификационных и рестрикционных 

материалы и методы

всего в исследовании использовано 17 типовых 
и 48 природных штаммов. 

культуры выращивали на эритрит-агаре (нии 
им. мечникова, москва), рн 7,2, при температу-
ре (37±1) °с в течение 48 ч. из выросших культур 
готовили суспензии в 2 мл 0,9 % раствора натрия 
хлорида по отраслевому стандартному образцу мут-
ности 10 единиц Фгбу «нцэсмп» (осо 42-28-
85-п (10 ме)), что соответствовало 1,6·109 м.к./мл 
для возбудителя бруцеллеза. для обеззараживания 
проб к ним добавляли мертиолят натрия до конеч-
ной концентрации 1:10000 (0,01 %), прогревали при 
56 °с в течение 30 мин, с последующим смешива-
нием 100 мкл полученной суспензии с лизирующим 
буфером на основе 6 моль гуанидинизотиоцианата в 
объеме, указанном в инструкции к набору для выде-
ления днк, и инкубированием 15 мин при темпера-
туре (65±1) °с. выделение днк осуществляли с по-
мощью наборов «амплипраймднк-сорб в» («ооо 
интерлабсервис», россия) и «PureLink™ Mini» 
(Invitrogen, сШа). работу проводили в соответствии 
с инструкциями к препаратам.

постановку пцр с системой AMOS-DEL осу-
ществляли в соответствии с рекомендациями авто-
ров [4] с некоторыми модификациями. реакционная 
смесь содержала праймеры PBa, PBm, PBo, Del 569 
концентрации 6 пмоль, праймер PIS711 – 25 пмоль, 
ионов Mg2+ – 1,5 ммоль, днтФ – 0,2 ммоль, фермен-
та SynTaq-днк полимеразы (зао «синтол») – 2 ед. 
концентрация днк препаратов бруцелл была не ме-
нее 1 нг/мкл. программа амплификации включала 
прогревание при: 95 °C – 10 мин; 30 циклов: 94 °C – 
30 с, 60 °C – 30 с, 72 °C – 2 мин; 72 °C – 5 мин. 

анализ с системой Bruce-Ladder проводи-
ли в соответствии с рекомендациями авторов [5]. 
реакционная смесь содержала праймеры в концен-
трации 6пмоль каждого, ионов Mg2+ – 3 ммоль, 
днтФ – 0,2 ммоль, фермента SynTaq-днк по-
лимеразы (зао «синтол») – 2 ед. концентрация 
днк препаратов бруцелл была не менее 10 нг/мкл. 
программа амплификации включала прогревание 
при: 95 °C – 5 мин; 25 циклов: 95 °C – 30 с, 64 °C – 
45 с, 72 °C – 3 мин; 72 °C – 10 мин. 

для определения биоваров B. suis использовали 
систему Suis-Ladder [6]. реакционная смесь содер-
жала праймеры в концентрации 6 пмоль каждого, 
ионов Mg2+ – 2 ммоль, днтФ – 0,2 ммоль, фермен-
та SynTaq-днк полимеразы (зао «синтол») – 1 ед. 
концентрация днк препаратов бруцелл была не ме-
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нее 1 нг/мкл. программа амплификации включала 
прогревание при: 95 °C – 7 мин; 30 циклов: 95 °C – 
35 с, 63 °C – 45 с, 72 °C – 60 с.; 72 °C – 6 мин. 

проведение реакции с набором реагентов «ген 
Brucella – идентификация – ргФ» осуществляли в 
соответствии с инструкцией к препарату.

постановку пцр с гибридизационно-флуорес-
центным учетом результатов осуществляли на 
приборе RotorGeneQ («Qiagen», германия), а с 
электро форетической детекцией – на амплифи-
каторе Mastercycler Nexus (Eppendorf, германия). 
электрофорез проводили в 2 % агарозном геле, в 
случае учета результатов, с системами Bruce-Ladderи 
Suis-Ladderи в 3 % агарозном геле NuSieveTM 3:1 
(Lonza) при рестрикционном анализе. в качестве 
маркера молекулярных масс использовали GeneRuler 
Express DNA Ladder (Fermentas). 

рестрикцию проводили с использованием эндо-
нуклеаз для ускоренного гидролиза днк: FastDigest 
AluI, EcoRI, Eco32I (EcoRV). работу осуществляли в 
соответствии с инструкциями к препаратам.

результаты и обсуждения

в основе системы AMOS-DEL лежит опреде-
ление расположения в геноме патогена последова-
тельности IS711 элемента. при ее использовании 
у культур, относящихся к B. abortus 1, 2-го и 4-го 
биоваров наблюдается образование ампликона раз-
мером 498 п.н., к B. abortus 3b 5, 6, 9-го биоваров – 
1700 п.н., к B. melitensis – 731 п.н, к B. ovis – 976 п.н., 
к B. suis 1-го биовара – 268 п.н. [4].

система Bruce-Ladder направлена на амплифи-
кацию фрагментов генов wboA, bp26, omp31, eryC, 
участка нуклеотидной последовательности рибосо-
мального белка rpsL гена, транскрипционного регу-
лятора CRP, гена ABC Transporter в разной степени 
встречающихся у видов бруцелл. при выполнении 
анализа с помощью данного подхода для штаммов 
B. abortus характерно образование ампликонов раз-
мером 1682/794/587/450/152 п.н., B. melitensis – 
1682/1071/794/587/450/152 п.н., B. suis – 1682/1071/
794/587/450/272/152 п.н., B. canis –1682/1071/587/4
50/272/152 п.н., B. ovis – 1071/794/587/450/152 п.н., 
B. neotomae – 1682/1071/578/450/272 п.н. [5].

определение биоваров B. suis при использо-
вании метода Suis-Ladder также основано на нали-
чии амплификации фрагментов различного размера: 
B. suis биовар 1 – 774/425/197 п.н., B. suis биовар 2 – 
774/551/278 п.н., B. suis биовар 3 – 774/299/197 п.н., 
B. suis биовар 4 – 774/614/197 п.н., B. suis биовар 5 – 
774/614/278/197 п.н. [6]. с системой Suis-Ladder так-
же возможна идентификация представителей вида 
B. canis по образованию ампликонов размером 614 и 
197 п.н., вида B. microti – 774 и 197 п.н.

для проведения рестрикционного анализа нами 
были взяты ферменты, оказавшиеся, по данным 
A.Cloeckaert et al. [3], наиболее информативными для 
видовой дифференциации штаммов бруцелл EcoRV, 

EcoRI, AluI. для штаммов B. ovis характерен уникаль-
ный профиль рестрикции фрагмента локусов omp25 
с помощью фермента EcoRV, omp2а и omp2b – AluI. 
культуры B. neotomae имеют специфичный только 
для них профиль рестрикции фрагмента гена omp2а 
ферментом AluI, B. abortus 1, 2, 4-го биоваров – гена 
omp2а ферментами EcoRI и AluI. Фрагмент локуса 
omp25 у штаммов B. melitensis не подвергается ги-
дролизу рестриктазой EcoRV.

для оценки эффективности выбранных ам-
плификационных и рестрикционных подходов при 
идентификации штаммов бруцелл на первом этапе 
нашей работы были исследованы типовые штаммы 
B. abortus, B. melitensis, B. suis, B. canis и B. neotomae 
с учетом биоварной принадлежности. поскольку 
в коллекции не было типового штамма B. ovis, для 
анализа выбрано несколько природных штаммов 
данного вида. 

практически все проанализированные штам-
мы показали результаты, характерные для своего 
вида и биовара, что в полной мере подтверждает их 
таксономическое положение, указанное в паспорте 
(табл. 1). 

однако при исследовании культуры B. abortus 
292 не подтверждена ее принадлежность к 4-му био-
вару данного вида. на это указывают полученные 
профили рестрикции фрагмента гена omp2а фер-
ментами EcoRI и AluI и данные анализа с системой 
AMOS-DEL. Штамм B. abortus 63/75 7 биовара, кото-
рый ранее не был изучен с помощью способа AMOS-
DEL [4], имел амплификационный профиль, харак-
терный для B. abortus 3b, 5, 6, 9-го биоваров. помимо 
этого, культура B. ovis 2000 идентифицирована как 
B. abortus 3b, 5, 6, 9-го биоваров. принадлежность 
к виду B. abortus подтверждают результаты всех 
использованных амплификационных и рестрикци-
онных технологий. в то же время таксономическое 
положение взятых для исследования культур B. ovis 
25-90 и и-107 не вызывает сомнения. при изучении 
штаммов B. suis 1330, Thomsen, 686, 40, 513 с помо-
щью системы Suis-ladder в полной мере подтвержде-
на их биоварная принадлежность: 1, 2, 3, 4-й и 5-й 
биовар соответственно. 

основываясь на полученных результатах, мы 
продолжили исследования на 48 природных штам-
мах бруцелл из фонда коллекции, выделенных в 
1932–2014 гг. из различных источников. результаты 
анализа представлены в табл. 2. 

из 10 исследованных штаммов B. abortus, по 
данным всех использованных подходов, 6 изолятов 
(A-81, с-442, 1271,164-70, и-199, 1552) идентифи-
цированы как B. abortus 3b, 5 6-го и 9-го биоваров, и 
один (339) как B. melitensis.

у штамма B. abortus 290 в пцр с системой 
AMOS-DEL наблюдалось образование двух фраг-
ментов 1700 и 498 п.н., характерных разных био-
варов B. abortus 3b, 5, 6, 9-го и 1, 2, 4-го биоваров 
соответственно. в профиле амплификации с систе-
мой Bruce-Ladder у культуры B. abortus 3143-п от-
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сутствовал фрагмент размером 1682 п.н., который 
должен амплифицироваться у представителей дан-
ного вида. несмотря на атипичные результаты по 
одному из использованных методов, по совокупно-
сти результатов данные штаммы все же относятся к 
виду B. abortus, но имеют некоторые генетические 
перестройки.

особый интерес представляют результаты иден-
тификации штамма B. abortus C-549, выделенно-
го от мышевидных грызунов в австралии в 1980 г. 
при исследовании с помощью набора реагентов 
«ген Brucella – идентификация – ргФ» получен но-
вый профиль амплификации (BRA0541+, BR0262–, 
BMEII0711–), который не соответствовал ни одному 
из характерных для видов или групп видов бруцелл 
B. abortus/B. ovis (BRA0541+, BR0262–, BMEII0711+); 
B. melitensis (BRA0541–, BR0262–, BMEII0711+); 
B. suis/B. canis (BRA0541+, BR0262+, BMEII0711+); 
B. neotomae (BRA0541+, BR0262+, BMEII0711–). 
другая картина амплификации наблюдалась и при 
использовании системы Bruce-Ladder – отсутство-
вал фрагмент размером 1682 п.н. помимо этого, для 
данного штамма характерны уникальные профили 
рестрикции участков генов omp2a и omp2b фермен-
том AluI (рисунок), тогда как результаты рестрик-

ции omp25, omp2a локусов рестриктазами EcoRV и 
EcoRI, соответственно, идентичны таковым для ряда 
видов бруцелл. все это указывает на то, что штамм 
B. abortus C-549 относится к роду Brucella spp., но 
определить его видовую принадлежность не пред-
ставляется возможным. очевидна необходимость 
дальнейшего изучения данного изолята, в том числе 
с использованием полногеномного секвенирования.

полученные нами результаты согласуются и 
дополняют данные R.T.Tiller et al. [7], которые уста-
новили, что штаммы возбудителя бруцеллеза, вы-
деленные от грызунов в 1980-е годы на территории 
австралии, отличаются по ряду фенотипических и 
генетических признаков от известных видов бруцелл. 
Филогенетический анализ, проведенный авторами на 
основании нуклеотидной последовательности генов 
16S рднк, recA, rpoB и 15 VNTR-локусов, показал, 
что эти культуры имели схожесть со штаммом B. in-
opinata BO1, атипичным изолятом Brucella BO2, но 
образовывали отдельную самостоятельную ветку. 

из 14 исследованных изолятов B. melitensis для 
11 (и-328, м-117, м-97, с563-с570) подтверждена 
их принадлежность к виду, указанному в паспорте. 
в то же время штамм B. melitensis 286 идентифици-
рован как B. suis, B. melitensis C-482 как B. abortus, 

Таблица 1
результаты идентификации типовых штаммов разных видов бруцелл с использованием амплификационных систем  

и рестрикционного анализа

название штамма,  
таксономическое положение  
в соответствии с паспортом

результаты исследования

результаты 
идентификации 
на основании 
проведенного 

анализа

амплификационные системы рестрикция

набор реагентов 
«Brucella- иденти-
фикация – ргФ»

AMOS-Del- Bruce-ladder Suis-
Ladder

EcoRV/ 
omp25

EcoRI/ 
omp2a

AluI/ 
omp2a

AluI/ 
omp2b

B. abortus 544  ATCC 23448 1 bv B. abortus / B. ovis B. abortus 
(1, 2, 4 bv) B. abortus н/и P1 P1 P1 P1 B. abortus  

(1, 2, 4 bv)
B. abortus Tulya ATCC 23450 3 bv  
B. abortus B-3196 ATCC 23452 5 bv  
B. abortus 870 ATCC 23453 6 bv 
B. abortus с-68 ATCC 23455 9 bv

B. abortus / B. ovis B. abortus 
(3b, 5, 6, 9 bv) B. abortus н/и P1 P2 P2 P1 B. abortus  

(3b, 5, 6, 9 bv)

B. abortus 292 ATCC 23451 4 bv B. abortus / B. ovis B. abortus 
(3b, 5, 6, 9 bv) B. abortus н/и P1 P2 P2 P1 B. abortus  

(3b, 5, 6, 9 bv)

B. abortus 63/75 ATCC 23454 7 bv B. abortus / B. ovis B. abortus 
(3b, 5, 6, 9 bv) B. abortus н/и P1 P2 P2 P1 B. abortus  

(3b, 5, 6, 9 bv)
B. melitensis 16M ATCс 23456 1 bv 
B. melitensis 63/9 ATCC 234579 2 bv 
B. melitensis 706 ATCс 234593 3 bv

B. melitensis B. melitensis B. melitensis н/и NR P2 P2 P1 B. melitensis

B. suis 1330 ATCC 23444 1 bv B. suis / B. canis B. suis 1 bv B. suis 1 bv P1 P2 P2 P1 B. suis 1 bv
B. suis Thomsen ATCC 23445 2 bv B. suis / B. canis NEG B. suis 2 bv P1 P2 P2 P1 B. suis 2 bv
B. suis 686 атсс 23446 3 bv B. suis / B. canis NEG B. suis 3 bv P1 P2 P2 P1 B. suis 3 bv
B. suis 40 ATсC 23447 4 bv B. suis / B. canis NEG B. suis 4 bv P1 P2 P2 P1 B. suis 4 bv
B. suis 513 BCCN R21 5 bv B. suis / B. canis NEG B. suis 5 bv P1 P2 P2 P1 B. suis 5 bv
B. canis RM 6/66 ATCC 23365 B. suis / B. canis NEG B. canis B. canis P1 P2 P2 P1 B. canis

B. neotomae 5k33 ATCC 23459 B. neotomae NEG B. neotomae н/и P1 P2 P4 P1 B. neotomae

B. ovis 2000 B. abortus / B. ovis B. abortus 
(3b, 5, 6, 9 bv) B. abortus н/и P1 P2 P2 P1 B. abortus  

(3b, 5, 6, 9 bv)

B. ovis 25-90, и-107 B. abortus / B. ovis B. ovis B. ovis н/и P2 P2 P3 P2 B. ovis
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B. melitensis M-114 как B. ovis.
таксономическое положение девяти изученных 

штаммов B. suis, определенное с помощью ампли-
фикационных и рестрикционных технологий, пол-
ностью совпало с паспортными данными. особый 
интерес представляют результаты анализа культур 
B. suis C-450 и с-451, выделенных от лесных мы-
шей в 1990 г., с помощью системы Suis-Ladder. у 
этих штаммов профиль амплификации составил 
774/488/278/197 п.н., и он не соответствовал ни одно-
му из указанных I.Loґpez-Goni et al. [6]. наиболее 
близким профилем к полученному обладали штаммы 
B. suis 5-го биовара: 774/614/278/197 п.н. авторами в 

качестве днк-мишени для дифференциации биова-
ров B. suis предложено использовать участок Bruce 
11, содержащий вариабельные тандемные повторы 
(VNTR). поэтому в пцр у биоваров наблюдается 
образование ампликонов разного размера: биовар 1– 
425 п.н. (6 повторов), биовар 2 – 551 п.н. (8 повто-
ров), биовар 3 – 299 п.н. (4 повтора), биовар 4 и 5 – 
614 п.н. (9 повторов). у изученных штаммов B. suis 
C-450 и с-451 выявлена амплификация 7 повторов 
(488 п.н.). полученные результаты указывают на не-
обходимость расширения спектра изученных штам-
мов данного вида с похожим источником выделения 
для решения вопроса о дополнении схемы интерпре-

Таблица 2
результаты идентификации природных штаммов бруцелл с использованием амплификационных систем  

и рестрикционного анализа

название штамма,  
таксономическое  

положение в соответствии 
с паспортом

результаты исследования результаты  
идентификации 
на основании 
проведенного 

анализа

амплификационные системы рестрикция
набор реагентов 

«Brucella- иденти-
фикация – ргФ»

AMOS-Del- Bruce-ladder Suis-
Ladder

EcoRV/ 
omp25

EcoRI/ 
omp2a

AluI/ 
omp2a

AluI/ 
omp2b

B. abortus A-81, с-442, 
1271, 164-70, и-199, 1552 B. abortus / B. ovis B. abortus  

(3b, 5, 6, 9 bv) B. abortus н/и P1 P2 P2 P1 B. abortus  
(3b, 5, 6, 9 bv)

B. abortus 290 B. abortus / B. ovis н/иден B. abortus н/и P1 P2 P2 P1 B. abortus

B. abortus 3143-п B. abortus / B. ovis B. abortus  
(3b, 5, 6, 9 bv) н/иден н/и P1 P2 P2 P1 B. abortus

B. abortus C-549 н/иден NEG н/иден н/и P1 P2 Pnew Pnew
Brucella spp.

B. abortus 339 B. melitensis B. melitensis B. melitensis н/и NR P2 P2 P1 B. melitensis
B. melitensis и-328, м-117, 
м-97, с563-с570 B. melitensis B. melitensis B. melitensis н/и NR P2 P2 P1 B. melitensis

B. melitensis 286 B. suis / B. canis B. suis 1 bv B. suis P1 P2 P2 P1 B. suis 1 bv

B. melitensis  C-482 B. abortus / B. ovis B. abortus  
(1, 2, 4 bv) B. abortus н/и P1 P1 P1 P1 B. abortus  

(1, 2, 4 bv)
B. melitensis M-114 B. abortus / B. ovis B. ovis B. ovis н/и P2 P2 P3 P2 B. ovis
B. suis 31, 61, 6, и-100 B. suis / B. canis B. suis 1bv B. suis bv1 P1 P2 P2 P1 B. suis 1 bv
B. suis и-99 B. suis / B. canis NEG B. suis bv2 P1 P2 P2 P1 B. suis 2 bv
B. suis 214/23 B. suis / B. canis NEG B. suis bv4 P1 P2 P2 P1 B. suis 4 bv
B. suis с-445 B. suis / B. canis NEG B. suis bv5 P1 P2 P2 P1 B. suis 5 bv
B. suis с-450, C-451 B. suis / B. canis NEG B. suis н/иден P1 P2 P2 P1 B. suis
B. ovis 440, 25-90, и-107 B. abortus / B. ovis B. ovis B. ovis н/и P2 P2 P3 P2 B. ovis
B. ovis 64/1, 390-90, 10/2, 
83-89, 2000 B. abortus/ B. ovis B. abortus  

(3b, 5, 6, 9 bv) B. abortus н/и P1 P2 P2 P1 B. abortus  
(3b, 5, 6, 9 bv)

B. ovis 830 B. melitensis B. melitensis B. melitensis н/и NR P2 P2 P1 B. melitensis
B. ovis 712 B. suis / B. canis NEG B. suis bv5 P1 P2 P2 P1 B. suis 5 bv
B. canis 666, 1066 B. suis / B. canis NEG B. canis B. canis P1 P2 P2 P1 B. canis
B. canis H-966 B. suis / B. canis NEG B. suis bv4 P1 P2 P2 P1 B. suis 4 bv
B. neotomae 65/168, 66/2 B. neotomae NEG B. neotomae н/и P1 P2 P4 P1 B. neotomae

примечания :  н/иден – идентификация бруцелл не возможна, н/и – не исследуется, NEG – отсутствие амплификации, NR– нет рестрик-
ции.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

А Б

результаты рестрикции omp2b (A) и omp2a 
(б) ферментом AluI у штаммов бруцелл: 
1 – B. abortus C-549; 2 – B. abortus 3143-п; 3 – 
B. abortus 1552; 4 – B. canis 1066; 5 – B. canis H-966; 
6 – B. canis 6/66; 7 – B. ovis 440; 8 – B. ovis 712; 9 – 
B. neotomae 65/168; 10 – B. neotomae 66/2
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тации результатов системы Suis-Ladder.
из 10 штаммов B. ovis на основании проведен-

ного анализа только три (440, 25-90, и-107) принад-
лежали данному виду, пять (64/1, 390-90, 10/2, 83-89, 
2000) идентифицированы как B. abortus, один штамм 
(830) как B. melitensis и одна культура (712) – B. suis 
5-го биовара. результаты исследования, полученные 
с использованием разных амплификационных си-
стем и рестрикционного анализа фрагментов omp25, 
omp2a и omp2b генов с помощью ферментов EcoRV 
и AluI, полностью совпадали.

при изучении трех штаммов B. canis для двух 
из них (666, 1066) подтверждено таксономические 
положении в соответствии с паспортными данными, 
тогда как последний (н-966) являлся B. suis 4-го био-
вара. оба штамма B. neotomae 65/168, 66/2 принад-
лежали к виду, указанному в паспорте. 

таким образом, применение комплекса ампли-
фикационных методов и тест-систем («ген Brucella – 
идентификация – ргФ» или аналог, AMOS-DEL, 
Bruce-Ladder, Suis-Ladder) и рестрикционного ана-
лиза omp25, omp2a, omp2b локусов с помощью фер-
ментов AluI, EcoRI, Eco32I (EcoRV) является эф-
фективным подходом для определения видовой и, в 
ряде случаев, биоварной принадлежности бруцелл. 
полученные результаты указывают на перспектив-
ность продолжения работы по уточнению видовой 
принадлежности штаммов, хранящихся в фонде 
государственной коллекции патогенных бактерий 
«микроб», а также на целесообразность совершен-
ствования способов определения видовой принад-
лежности возбудителя бруцеллеза с помощью по-
лимеразной цепной реакции с учетом результатов в 
режиме реального времени.
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в настоящее время причиной заболевания хо-
лерой являются токсигенные штаммы геновариан-
тов Vibrio cholerae о1 серогруппы биовара эль тор. 
данные изоляты, впервые появившиеся в 90-х годах 
хх столетия, заменили типичные штаммы эль тор 
вибрионов, которые вызвали начало текущей, 7-й пан-
демии холеры [3, 8]. геноварианты в настоящее время 
получили глобальное распространение в мире [9] и с 
1993 г. завозятся в российскую Федерацию, вызывая 

вспышки и единичные случаи заболевания [2]. 
как известно, V. cholerae является не только па-

тогеном человека, но и естественным обитателем 
пресных и соленых водоемов. в связи с этим особую 
важность представляют исследования механизмов 
выживания возбудителя во внешней среде. переход 
из организма человека в водную среду сопровожда-
ется различными изменениями в клетках. в том чис-
ле снижается продукция факторов вирулентности, 
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цель работы. провести сравнительный структурный и функциональный анализ генов, кодирующих 
биосинтез маннозочувствительных гемагглютинирующих пилей у типичных штаммов и геновариантов 
V. cholerae биовара эль тор. материалы и методы. в работе использовали типичные и генетически 
измененные штаммы холерного вибриона биовара эль тор, выделенные на территории российской 
Федерации в период с 1970 по 2012 год из объектов внешней среды и от больных. были применены 
микробиологические и молекулярно-генетические методы, анализ данных полногеномного секвени-
рования. результаты и выводы. методом пцр установлено присутствие гена mshA, кодирующего 
основную субъединицу MSHA пилей, у всех исследуемых штаммов. при сравнительном анализе ну-
клеотидной последовательности генов, входящих в msh кластер, у типичных штаммов и геновариантов 
V. cholerae биовара эль тор, установлена идентичность нуклеотидной последовательности гена mshA 
у всех исследованных штаммов. при этом у штаммов геновариантов, изолированных в период их по-
явления (1988, 1993, 1994 гг.), структура остальных генов msh оперона идентична типичным эль тор 
вибрионам. в то же время, начиная с 1997 г., в штаммах геновариантов V. cholerae биовара эль тор в 
последовательности генов, участвующих в сборке и секреции MSHA пилей, выявлены SNP, которые не 
оказывают влияния на биосинтез данных пилей адгезии, но их появление, возможно, явилось следстви-
ем адаптации штаммов геновариантов к разным условиям существования. 
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но активно начинают экспрессироваться гены факто-
ров адаптации, способствующие выживанию патоге-
на в данной среде обитания. показано, что уже на 
поздней стадии инфекции увеличивается экспрессия 
генов, кодирующих биосинтез маннозочувствитель-
ных гемагглютинирующих пилей адгезии (MSHA) [5, 
10, 14]. MSHA пили располагаются на поверхности 
бактериальной клетки и участвуют в первом этапе 
формирования биопленки – прикреплении микроор-
ганизма к субстрату. при отсутствии продукции дан-
ных пилей биопленка не образуется [12, 13]. в соста-
ве биопленки холерные вибрионы защищены от дей-
ствия различных повреждающих факторов внешней 
среды и могут длительное время сохраняться в воде 
открытых водоемов. по данным литературы, генова-
рианты так же, как и типичные эль тор вибрионы, 
содержат msh оперон, но сведения о его структуре 
у штаммов геновариантов, изолированных в разные 
годы, а также сравнительной продукции ими MSHA 
пилей отсутствуют. в то же время изучение механиз-
мов адаптации штаммов геновариантов V. cholerae 
биовара эль тор, способствующих их выживанию во 
внешней среде, позволят понять причины их селек-
тивного преимущества в современный период.

учитывая важную роль MSHA пилей в выжи-
вании холерного вибриона во внешней среде, цель 
нашего исследования состояла в проведении сравни-
тельного структурного и функционального анализа 
генов, кодирующих биосинтез маннозочувствитель-
ных гемагглютинирующих пилей адгезии у типич-
ных штаммов и геновариантов V. cholerae биовара 
эль тор.

материалы и методы

исследования были проведены на 41 штамме 
V. cholerae, выделенном на территории российской 
Федерации от больных и из внешней среды в период 
с 1970 по 2012 год (табл. 1). Штаммы хранили в лио-
филизированном виде в государственной коллекции 
патогенных бактерий. культуру выращивали на агаре 
и бульоне LB (pH 7,2) в течение 18–24 ч при 37 °с.

продукцию MSHA-пилей определяли с исполь-
зованием эритроцитов I группы человека, учитывая 
максимальное разведение культуры, дающее види-
мую агглютинацию [4]. 

наличие гена mshA выявляли методом пцр по 
описанной ранее методике [1]. анализ данных пол-
ногеномного секвенирования штаммов проводили с 
помощью пакета программ DNASTAR SeqMan pro.

результаты и обсуждение

согласно данным литературы, биосинтез MSHA 
пилей кодирует 17 генов, объединенных в два оперо-
на (структурный и секреторный) и расположенных 
на острове персистенции EPI (от англ. environmental 
persistence island) на большой хромосоме [6]. при 
этом кроме гена mshA, кодирующего основную субъ-

единицу маннозочувствительных гемагглютинирую-
щих пилей адгезии, в указанный оперон входят гены 
mshB-Q, ответственные за сборку и транспортирова-
ние пилей на поверхность клеток. так, белок Mshе 
(52,5 kDa) выполняет функцию атФазы, MshJ отно-
сится к белкам системы секреции II типа и совмест-
но с MshN участвует в сборке и секреции MSHA пи-
лей [6, 7]. 

на первом этапе работы проведен анализ 
нуклеотидных последовательностей генов, вхо-
дящих в msh оперон, у штаммов V. cholerae био-
вара эль тор, полные геномы которых депони-
рованы в базе данных NCBI. для анализа были 
взяты типичный штамм V. cholerae M818 биова-
ра эль тор (саратов, 1970, LAHM00000000.1) и 
штаммы геновариантов, изолированные в разные 
годы на эндемичной территории и завезенные в 
россию и сопредельные государства, – V. chole-
rae P13762 (узбекистан, 1988, LQYD00000000.1), 
M1275 (дагестан, 1993, LRAF00000000.1), M1293 
(дагестан, 1994, JFFW00000000.1), P17644 (ачинск, 
1997, JRTW00000000.1), M1429 (башкирия, 
2002, LAEM00000000.1), P18899 (мурманск, 
2006, LAKM00000000.1), L3226 (москва, 2010, 
JDVX00000000), секвенированные в лаборато-
рии геномного и протеомного анализа роснипчи 
«микроб». из базы данных NCBI также были 

Таблица 1

Штаммы V. cholerae биовара Эль Тор, использованные в работе

Штамм место выделения год выделения

типичные штаммы эль тор вибрионов
M712; м713 московская область 1970
м736, м738 пермь 1970
м818 саратов 1970
M886; м887; M890 астрахань 1970
м1011, м1013 башкирия 1972
м582 калмыкия 1974
м642 астрахань 1975
с402 ставрополь 1990
M1259; м1261 пермь 1990

геноварианты
M1275; M1297 дагестан 1993
M1264; M1272; м1298; M1299 краснодар 1993
м1270 татарстан 1993
м1293; M1295 дагестан 1994
м1268, м1269 магнитогорск 1994
M1266 пермь 1994
P17644; P17647 ачинск 1997
P17645 иркутск 1997
м1326 дагестан 1998
M1344; M1345 казань 2001
м1429 башкирия 2004
м1430 тверь 2005
P18899 мурманск 2006
L3225; L3226, L4150 москва 2010
301 таганрог 2011
M1509 москва 2012
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взяты для сравнения полногеномные после-
довательности штаммов CIRS101 (бангладеш, 
2002, ACVW00000000.1), H1 (гаити, 2010, 
AKGH00000000.1).

предварительно использованные в эксперимен-
те штаммы были протестированы на наличие гена 
mshA. при пцр-анализе было установлено, что в ге-
номе всех исследуемых штаммов присутствует дан-
ный ген, что может указывать на биосинтез штамма-
ми MSHA-пилей. 

в результате анализа нуклеотидных последова-
тельностей полных геномов изученных нами штам-
мов установлено, что последовательность гена mshA 
одинакова у всех исследованных штаммов и иден-
тична референс-штамму V. cholerae N16961 биовара 
эль тор. 

у штаммов V. cholerae M818, P13762, M1275 и 
м1293 структура остальных генов msh оперона так-
же полностью совпадала с референс-штаммом. 

в то же время у штамма V. cholerae P17644, изо-
лированного в 1997 г., выявлена делеция одного ну-
клеотида в гене mshN в позиции 255 от начала гена, 
а также обнаружены несинонимичные однонуклео-
тидные замены (SNP) в генах mshJ (замена A на G 
в позиции 560) и mshE (замена G на A в позиции 
1307). в штаммах геновариантов, выделенных в бо-
лее поздние годы и в современный период (P18899, 
L3226, референс-штамм геновариантов CIRS101), 
также присутствовали SNP в генах mshJ и mshE 
(табл. 2). необходимо отметить, что аналогичные 
замены были обнаружены зарубежными авторами у 
штаммов, выделенных во время эпидемии на остро-
ве гаити в 2010 г. [11]. возможно, выявленные SNP 
могут служить генетической меткой штаммов гено-
вариантов V. cholerae биовара эль тор, выделенных 
после 1997 г. 

у штамма м1429, кроме указанных SNP в mshJ 
и mshE, был обнаружен сдвиг рамки считывания в 
гене mshH, вызванный вставкой единичного гуани-
нового нуклеотида в позиции 1384, приводящий к 
образованию стоп-кодонов.

таким образом, в результате анализа структуры 
генов msh кластера был обнаружен ряд SNP в генах 
mshE и mshJ, общих для всех исследованных штам-
мов геновариантов, выделенных в период с 1997 по 
2010 год структура msh оперона у ранее выделенных 
штаммов геновариантов идентична типичным штам-
мам V. cholerae биовара эль тор. 

на следующем этапе работы была изучена экс-
прессия данных пилей у типичных штаммов и штам-
мов геновариантов. в результате установлено, что 
все изученные штаммы продуцировали MSHA пили. 
при этом значительных отличий по их продукции 
между типичными штаммами V. cholerae биовара 
эль тор, изолированными в начале текущей панде-
мии холеры (1970–1990 гг.), и штаммами геновари-
антов, завезенными в разные годы (1993–2010), не 
выявлено. 

в результате проведенных исследований уста-
новлено, что геноварианты V. cholerae биовара эль 
тор так же, как и типичные эль тор вибрионы, про-
дуцируют MSHA пили, поэтому способны форми-
ровать биопленку и длительное время сохраняться 
во внешней среде. анализ нуклеотидной последова-
тельности msh оперона у исследованных штаммов, 
показал стабильное сохранение структуры гена mshA 
во всех исследованных штаммах V. cholerae биова-
ра эль тор, что говорит о ее важной роли в работе 
всей msh-системы. при этом структура msh оперона 
в штаммах геновариантов, изолированных в период 
их появления (1988, 1993, 1994 гг.), идентична ти-
пичным эль тор вибрионам. в то же время, начиная 
с 1997 г., в штаммах геновариантов V. cholerae био-
вара эль тор в последовательности генов, участву-
ющих в сборке и секреции MSHA пилей, выявлены 
SNP, которые не оказывают влияние на биосинтез 
данных пилей адгезии, но их появление, возможно, 
явилось следствием адаптации штаммов геновари-
антов к разным условиям существования.

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

Таблица 2
результаты анализа нуклеотидной последовательности генов msh оперона различных штаммов V. cholerae биовара Эль Тор

Штамм место и год выделения
гены

mshA mshE mshH mshJ mshN

M818 саратов, 1970 – – – – –

P13762 узбекистан, 1988 _ _ _ _ _

M1275 дагестан, 1993 – – – – –

M1293 дагестан, 1994 – – – – –

P17644 ачинск, 1997 – p:1219 G=>A – p:560 A=>G p:249 G=>

CIRS101 бангладеш, 2002 – p:1219 G=>A – p:560 A=>G –

M1429 башкирия, 2002 – p:1219 G=>A p:1384=>G p:560 A=>G –

P18899 мурманск, 2006 – p:1219 G=>A – p:560 A=>G –

H1 гаити, 2010 – p:1219 G=>A – p:560 A=>G –

L3226 москва, 2010 – p:1219 G=>A – p:560 A=>G –

примечание: «–» – последовательность гена идентична последовательности референс-штамма V. cholerae N16961 биовара эль тор. 



Проблемы особо опасных инфекций. 2016, вып. 4

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

список литературы
1. осин а.в., нефедов к.с., ерошенко г.а., смирнова н.и. 

сравнительный анализ геномов холерных вибрионов эльтор, вы-
деленных до начала и в разные периоды седьмой пандемии холе-
ры. Генетика. 2005; 41:53–62.

2. смирнова н.и., горяев а.а., заднова с.п., краснов 
я.м., лозовский Ю.в., кутырев в.в. генетическая характери-
стика клинических штаммов Vibrio cholerae, завезенных на тер-
риторию российской Федерации в разные периоды 7-й панде-
мии холеры. Журн. микробиол. эпидемиол. и иммунобиол. 2011; 
3:3–10.

3. смирнова н.и., челдышова н.б., горяев а.а., лозовский 
Ю.в., кутырев в.в. эволюция генома Vibrio cholerae: пути фор-
мирования атипичных штаммов. Пробл. особо опасных инф. 
2008; 3(97):5–11.

4. Hanne L.F., Finkelstein R.A. Characterization and distribu-
tion of the hemagglutinins produced by Vibrio cholerae. J. Infect. 
Immun. 1982; 36(1):209–14. 

5. Lutz C., Erken M., Noorian P., Sun S., McDougald D. 
Environmental reservoirs and mechanism of persistence of Vibrio 
cholerae. Frontiers Microbiol. 2013; 4(00375):1–15. DOI: 10.3389/
fmicb.2013.00375.

6. Marsh J.W., Taylor R.K. Genetic and transcriptional analy-
ses of the Vibrio cholerae mannose-sensitive hemagglutinin type 4 
pilus gene locus. J. Bacteriol. 1999; 181(4):1110–7.

7. Marsh J.W., Sun D., Taylor R.K. Physical linkage of the 
Vibrio cholerae mannose-sensitive hemagglutinin secretory and 
structural subunit gene loci: identification of the mshG coding se-
quence. J. Infect. Immun. 1996; 64(2):460–5.

8. Nair G.B., Faruque L.M., Bhuiyan N.A., Kamruzzaman M., 
Siddique A.K., Sack D.A. New variants of Vibrio cholerae O1 bio-
type El Tor with attributes of the classical biotype from hospitalized 
patients with acute diarrhea in Bangladesh. J. Clin. Microbiol. 2002; 
40(9):3296–9. DOI: 10.1128/JCM.40.9.3296-3299.2002.

9. Safa A., Nair G.B., Kong R.Y. Evolution of new variants 
of Vibrio cholerae O1. Trends Microbiol. 2010; 18(1):46–54. DOI: 
10.1016/j.tim.2009.10.003.

10. Schild S., Tamayo R., Nelson E.J., Qadri F., Calderwood 
S.B., Camilli A. Genes induced late in infection increase fitness 
of Vibrio cholerae after release into the environment. Cell. Host. 
Microbe. 2007; 2(4):64–77. DOI: 10.1016/j.chom.2007.09.004

11. Sealfon R., Gire S., Ellis C., Caladerwood S., Qadri F., 
Hensley L., Kellis M., Ryan E.T., LaRocque R.C., Harris J.B., Sabeti 
P.C. High depth, whole-genome sequencing of cholera isolates from 
Haiti and Dominican Republic. BMC Genomics. 2012; 13:468. DOI: 
10.1186/1471-2164-13-468.

12. Teschler J.K., Zamorano-Sanchez D., Utada A.S., Warner 
C.J., Wong G.C., Wong R.G., Linington R.G., Yildiz F.H. Living in 
the matrix. Assembly and control of Vibrio cholerae biofilms. J. Nat. 
Rev. Microbiol. 2015; 13(5):255–68. DOI: 10.1038/nrmicro3433.

13. Watnick P.L., Fullner K.J., Kolter R. A role for the man-
nose-sensitive hemagglutinin in biofilm formation by Vibrio chol-
erae El Tor. J. Bacteriol. 1999; 181(11): 606–9. 

14. Yildiz F.H., Visick K.L. Vibrio biofilms: so much the same 
yet so different. J. Trends Microbiol. 2009; 17(3):109–18. DOI: 
10.1016/j.tim.2008.12.004.

References 
1. Osin A.V., Nefedov K.S., Eroshenko G.A., Smirnova N.I. 

[Comparative analysis of El Tor cholera vibrios, isolated before and in differ-
ent periods of the seventh cholera pandemic]. Genetika. 2005; 41:53–62. 

2. Smirnova N.I., Goryaev A.A., Zadnova S.P., Krasnov Ya.M., 
Lozovsky Yu.V., Kutyrev V.V. [Genetic characteristics of clinical Vibrio chol-
erae strains, imported into the territory of the Russian Federation in different 
periods of the 7th cholera pandemic]. Zh. Mikrobiol. Epidemiol. Immunobiol. 
2011; 3:3–10. 

3. Smirnova N.I., Cheldyshova N.B., Goryaev A.A., Lozovsky Yu.V., 
Kutyrev V.V. [Vibrio cholerae genome evolution: ways of atypical strains for-
mation]. Probl. Osobo Opasn. Infek. 2008; 3(97):5–11. 

4. Hanne L.F., Finkelstein R.A. Characterization and distribution of 
the hemagglutinins produced by Vibrio cholerae. J. Infect. Immun. 1982; 
36(1):209–14. 

5. Lutz C., Erken M., Noorian P., Sun S., McDougald D. Environmental 
reservoirs and mechanism of persistence of Vibrio cholerae. Frontiers 
Microbiol. 2013; 4(00375):1–15. DOI: 10.3389/fmicb.2013.00375.

6. Marsh J.W., Taylor R.K. Genetic and transcriptional analyses of the 
Vibrio cholerae mannose-sensitive hemagglutinin type 4 pilus gene locus. J. 
Bacteriol. 1999; 181(4):1110–7.

7. Marsh J.W., Sun D., Taylor R.K. Physical linkage of the Vibrio 
cholerae mannose-sensitive hemagglutinin secretory and structural subunit 
gene loci: identification of the mshG coding sequence. J. Infect. Immun. 1996; 
64(2):460–5.

8. Nair G.B., Faruque L.M., Bhuiyan N.A., Kamruzzaman M., Siddique 
A.K., Sack D.A. New variants of Vibrio cholerae O1 biotype El Tor with at-
tributes of the classical biotype from hospitalized patients with acute diar-
rhea in Bangladesh. J. Clin. Microbiol. 2002; 40(9):3296–9. DOI: 10.1128/
JCM.40.9.3296-3299.2002.

9. Safa A., Nair G.B., Kong R.Y. Evolution of new variants of 
Vibrio cholerae O1. Trends Microbiol. 2010; 18(1):46–54. DOI: 10.1016/j.
tim.2009.10.003.

10. Schild S., Tamayo R., Nelson E.J., Qadri F., Calderwood S.B., 
Camilli A. Genes induced late in infection increase fitness of Vibrio cholerae 
after release into the environment. Cell. Host. Microbe. 2007; 2(4):64–77. 
DOI: 10.1016/j.chom.2007.09.004

11. Sealfon R., Gire S., Ellis C., Caladerwood S., Qadri F., Hensley 
L., Kellis M., Ryan E.T., LaRocque R.C., Harris J.B., Sabeti P.C. High depth, 
whole-genome sequencing of cholera isolates from Haiti and Dominican 
Republic. BMC Genomics. 2012; 13:468. DOI: 10.1186/1471-2164-13-468.

12. Teschler J.K., Zamorano-Sanchez D., Utada A.S., Warner C.J., 
Wong G.C., Wong R.G., Linington R.G., Yildiz F.H. Living in the matrix. 
Assembly and control of Vibrio cholerae biofilms. J. Nat. Rev. Microbiol. 
2015; 13(5):255–68. DOI: 10.1038/nrmicro3433.

13. Watnick P.L., Fullner K.J., Kolter R. A role for the mannose-
sensitive hemagglutinin in biofilm formation by Vibrio cholerae El Tor. J. 
Bacteriol. 1999; 181(11): 606–9. 

14. Yildiz F.H., Visick K.L. Vibrio biofilms: so much the same yet 
so different. J. Trends Microbiol. 2009; 17(3):109–18. DOI: 10.1016/j.
tim.2008.12.004.

Authors:
Plekhanov N.A., Zadnova S.P. Russian Research Anti-Plague Institute 

“Microbe”. 46, Universitetskaya St., Saratov, 410005, Russian Federation. 
E-mail: rusrapi@microbe.ru.

об авторах:
Плеханов Н.А., Заднова С.П. российский научно-исследовательский 

противочумный институт «микроб». российская Федерация, 410005, 
саратов, ул. университетская, 46. E-mail: rusrapi@microbe.ru.

поступила 06.10.16.



МИКРОБИОЛОГИЯ

792016, issue 4

в связи с сохраняющейся активностью природ-
ных очагов туляремии на территории российской 
Федерации и других стран важное значение имеет 
своевременное выявление туляремийного микроба 
в пробах от диких мелких млекопитающих или их 
трупов, собранных в природе, подснежных гнезд 
грызунов и продуктов их жизнедеятельности, пога-
док хищных птиц, помета хищных млекопитающих, 
эктопаразитов и из объектов окружающей среды. 
для проведения лабораторных исследований в со-
ответствии с му 3.1.2007-05 «эпидемиологический 

надзор за туляремией» предусмотрено использова-
ние бактериоскопии, люминесцентной микроско-
пии, иммуносерологических реакций, полимераз-
ной цепной реакции (пцр), бактериологического 
анализа и биологической пробы. чувствительность 
ряда из обозначенных приемов при исследовании 
суспензий органов мелких млекопитающих хорошо 
известна: для бактериоскопии и люминесцентной 
микроскопии данный показатель составляет 1·109 и 
1·106 м.к./г (мл) соответственно, а для бактериоло-
гического и биологического методов – единичные 
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определение диаГноСтичеСКой ЭффеКтивноСти пцр С иСпользованиеМ  
наБоров реаГентов «Ген Francisella tularensis - рЭф» и «Ген Francisella 

tularensis - рГф» при иССледовании БиолоГичеСКоГо Материала от животных 
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цель работы. оценка диагностической эффективности пцр с использованием тест-систем «ген 
Francisella tularensis - ргФ» и «ген Francisella tularensis - рэФ» в сравнении с другими методами при 
исследовании материала, полученного от животных с экспериментальной туляремией. материалы и 
методы. проведено исследование проб лимфоузлов, печени, селезенки, легкого и сердца, получен-
ных от животных с экспериментальной туляремией с различной инфекционной нагрузкой, с помо-
щью пцр, иФа, иха, мФа, бактериоскопии и бактериологического анализа. результаты и выводы. 
установлена высокая диагностическая эффективность метода пцр (98 %) с применением тест-систем 
«ген Francisella tularensis - рэФ» и «ген Francisella tularensis - ргФ» при выявлении возбудителя туля-
ремии в пробах биологического материала от инфицированных животных. для других методов данный 
показатель составил: иФа – 70,4 %, мФа – 72,1 %, бактериоскопии – 54 % и бактериологического 
анализа – 64,3 %. продемонстрирована возможность и информативность исследования пробы легкого 
на наличие F. tularensis на ранних этапах развития заболевания у высоковосприимчивых животных с 
помощью пцр и бактериологического метода. 
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tularensis - RGF», when performing analysis of biological samples from animals with experimental tularemia, as compared to other 
diagnostic methods. Materials and methods. Samples of lymphatic node, liver, spleen, lung and heart tissues, taken from animals 
with experimental tularemia with different infectious load, have been analyzed by PCR, ELISA, immune-chromatography, DFA, 
microscopy and culture cultivation. Results and conclusions. High diagnostic efficiency (98 %) has been determined for PCR kits 
«Gen Francisella tularensis - REF» and «Gen Francisella tularensis - RGF», used for detection of tularemia agent in biological 
samples taken from infected animals. For other diagnostic methods this index is: 70,4 % – for ELISA, 72,1 % – for DFA, 54 % – for 
microscopy and 64,3 % – for culture cultivation. Demonstrated has been the possibility and informational content of investigating lung 
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клетки патогена [8]. в то же время данных о диа-
гностической эффективности амплификационных 
технологий крайне мало. H.Rossow et al. [10] при 
воспроизведении туляремийной инфекции на био-
пробных животных показали, что уже на третий день 
с момента подкожного и интраназального заражения 
в дозе 120 и 1200 м.к. днк F. tularensis holarctica вы-
является в пробах суспензий селезенки и почек, при 
этом концентрация возбудителя составляет от 1·103 
до 1·104 м.к./г (мл). через пять дней заболевания ав-
торы детектировали туляремийный микроб дополни-
тельно в пробах фекалий и мочи, а его количество в 
пробах суспензий селезенки и почек увеличилось до 
1·107 – 1·109 м.к./г. для выявления днк F. tularensis 
была использована количественная пцр с праймера-
ми на основе гена, кодирующего белок 23 кда, пред-
ложенная T.Skottman et al. [11]. 

ранее нами были разработаны и зарегистрирова-
ны препараты для обнаружения возбудителя туляре-
мии методом пцр с учетом результатов в режиме ре-
ального времени («ген Francisella tularensis - ргФ») 
и методом электрофореза в агарозном геле («ген 
Francisella tularensis - рэФ») [4]. в ходе лаборатор-
ных, технических и клинических испытаний под-
тверждена высокая чувствительность (1·103 м.к./мл) 
и специфичность (100 %) данных наборов реагентов. 
для проведения анализа использовали бактериаль-
ные суспензии штаммов микроорганизмов и пробы 
клинического и биологического материала, искус-
ственно контаминированные туляремийным микро-
бом. получен положительный опыт по использова-
нию этих тест-систем для выявления днк F. tular-
ensis в полевом материале при проведении эпизоо-
тологического мониторинга территорий российской 
Федерации [7]. однако данные о чувствительности и 
специфичности пцр с этими препаратами при ана-
лизе материала от животных с туляремийной инфек-
цией отсутствуют.

целью исследования являлось определение диа-
гностической эффективности пцр с применением 
тест-систем «ген Francisella tularensis - ргФ» и «ген 
Francisella tularensis - рэФ» в сравнении с другими 
методическими приемами при исследовании биоло-
гического материала от животных с эксперименталь-
ной туляремией.

материалы и методы

для моделирования туляремийной инфекции 
использовали штамм F. tularensis подвид holarctica 
км-8. культуру выращивали на FT агаре (рн 7,2) 
при температуре (37±1) °с в течение 48 ч. затем го-
товили бактериальную взвесь штамма в 2 мл 0,9 % 
раствора натрия хлорида по отраслевому стан-
дартному образцу мутности – 10 единиц Фгбу 
«нцэсмп» (осо 42-28-85-п (10ме)), что соответ-
ствует 5·109 м.к./мл для F. tularensis. далее осущест-
вляли 10-кратные разведения полученной суспензии 
в 0,9 % растворе натрия хлорида до конечной кон-
центрации 5·106 – 5·101 м.к./мл.

в качестве биопробных животных использова-
ли беспородных белых мышей, которым подкожно 
вводили по 0,2 мл суспензии туляремийного микро-
ба, содержащей патоген в концентрации 1·106 – 
1·101 м.к. 

за биопробными животными было установлено 
наблюдение в течение 9 дней с момента заражения. 
по одному не павшему животному вскрывали на 3, 
5, 8-е сутки после заражения, а также исследовали 
всех павших животных.

для анализа отбирали кусочки паренхиматоз-
ных органов, где наиболее вероятно локализуется 
возбудитель туляремии при инфекционном процес-
се: печень, селезенка, легкое, а также пробы лимфа-
тических узлов и сердца [3]. 

весь биологический материал исследовали бак-
териологическим (культуральным), бактериоскопи-
ческим (мазки, окрашенные по граму), иммуносе-
рологическими (метод флуоресцирующих антител – 
мФа, иммунохроматографический анализ – иха, 
иммуноферментный анализ – иФа) и молекулярно-
генетическим (пцр) методами.

проведение люминесцентной микроскопии осу-
ществляли с использованием «иммуноглобулинов 
диагностических флуоресцирующих туляремий-
ных» (медгамал), иммуноферментного анализа – с 
набором реагентов «иФа-тул-ставнипчи» (Фкуз 
«став нипчи»), иммунохроматографического ана-
лиза – с препаратом «их тест-система F. tularensis 
(лпс)» (Фбун «гнц пмб»), пцр – с наборами 
реагентов «ген Francisella tularensis - ргФ» и «ген 
Francisella tularensis - рэФ» (Фкуз роснипчи 
«микроб») в соответствии с инструкциями к препа-
ратам.

результаты и обсуждение

известно, что большинство диких и лабора-
торных животных по отношению к туляремийной 
инфекции, вызванной F. tularensis holarctica, делят-
ся на три группы: I – виды высоковосприимчивые 
и высокочувствительные к туляремии, II – высоко-
восприимчивые, но малочувствительные, III – мало-
восприимчивые и практически нечувствительные 
к туляремии [3]. мелкие млекопитающие, которые 
составляют большую часть материала, собранного 
при проведении эпизоотологического мониторинга, 
относятся к I группе, реже – ко II.

у видов животных, относящихся к I группе, 
заболевание протекает в острой форме и заканчи-
вается гибелью животных, при этом интенсивность 
обсеменения паренхиматозных органов и крови к 
концу заболевания достигает 1·1010 – 1·1011 м.к./г 
(мл) [3]. в то же время у животных II группы на-
блюдается умеренное накопление возбудителя – не 
более 1·109 м.к./г (селезенка) и 1·103 м.к./мл (кровь). 
течение заболевания у животных данного типа в 
большинстве случаев доброкачественное и заканчи-
вается формированием иммунитета. 

для создания инфекционного процесса у био-
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пробных животных (белые мыши, I группа) с разным 
уровнем обсемененности органов и крови было вы-
брано 6 заражающих доз: от 1·106 до 1·101 м.к., при 
этом высокими концентрациями (1·106 – 1·104 м.к.) 
заражали по 3, а низкими (1·103 – 1·101 м.к.) – по 5 жи-
вотных. сроки наблюдения и исследования составили 
9 дней. первый этап исследования проводили через 3 
дня, второй – через 5 дней, третий и четвертый (при 
наличии выживших животных) – на 8 и 9-й день. 

при наблюдении за экспериментальными жи-
вотными на 1–2-е сутки после заражения видимых 
симптомов заболевания не выявлено. на 3-и сутки 
у животных, зараженных высокими концентрациями 
возбудителя (1·106 – 1·105 м.к.), отмечалось сниже-
ние аппетита, активности и веса, на 5-е сутки – все 
животные пали. развитие инфекционного процесса 
при введении меньшего количества микробных кле-
ток возбудителя туляремии (1·104 – 1·101 м.к.) было 
более длительным и достигало 8–9 дней. при вскры-
тии в органах всех павших животных отмечались 
патологоанатомические изменения, характерные для 
туляремийной инфекции [2, 3].

для оценки диагностической эффективно-
сти метода пцр с применением тест-систем «ген 
Francisella tularensis - ргФ» и «ген Francisella tular-
ensis - рэФ» в сравнении с другими методическими 
приемами осуществляли анализ каждого вида мате-
риала от биопробных животных (кусочки печени, 
селезенки, легкого, сердца, лимфатических узлов) 
с помощью пцр, мФа, иФа, бактериологического 
анализа и бактериоскопии. 

в последние годы для выявления антигенов 
туляремийного микроба в пробах из объектов окру-
жающей среды и для идентификации выделенных 
культур патогена нашел применение иммунохро-
матографический анализ с использованием набора 
реагентов «их тест-система F. tularensis (лпс)» [6]. 
однако возможность использования этого подхода 
для обнаружения возбудителя туляремии в пробах 
биологического материала от животных не изучена. 
в то же время с.а.бельковой и с.в.балахоновым 
получен положительный опыт выявления антигенов 
чумного микроба в суспензиях органов мелких мле-

копитающих методом иха [1]. поэтому весь био-
логический материал, полученный от биопробных 
животных, мы также исследовали с помощью иха. 

методом пцр с использованием генодиагно-
стических препаратов «ген Francisella tularensis - 
ргФ» и «ген Francisella tularensis - рэФ» днк туля-
ремийного микроба выявлена во всех пробах печени, 
селезенки, легкого, сердца, лимфатических узлов 
биопробных животных уже на 3-и сутки с момента 
заражения возбудителем в концентрациях от 1·106 – 
1·105 м.к. (табл. 1). у всех животных этой группы 
к этому моменту наблюдались признаки болезни. 
аналогичный результат получен при исследовании 
материала от животных, инфицированных таким же 
количеством клеток патогена, на 5-е сутки, когда они 
все пали. 

при снижении заражающей дозы до 1·104 – 
1·101 м.к. результаты анализа практически не изме-
нились: днк F. tularensis выявлена во всех иссле-
дованных пробах на 3, 5, 8-е сутки, за исключением 
суспензий печени от биопроб, инфицированных 100 
и 10 м.к. возбудителя туляремии на 3-и и 5-е сутки. 
одной из причин получения отрицательных резуль-
татов может быть то, что на ранних сроках заболе-
вания, вызванного попаданием в организм воспри-
имчивого животного небольшого количества клеток 
туляремийного микроба, накопление возбудителя в 
ткани печени происходит медленно, и его концен-
трация невелика. к 8-м суткам количество микроор-
ганизмов становится достаточным, чтобы выявить с 
помощью пцр. данный факт подтверждают резуль-
таты исследования этих же проб с помощью дру-
гих методов лабораторной диагностики туляремии. 
возбудитель туляремии в пробах печени обнаружен 
только с помощью бактериологического анализа на 
5-е сутки заболевания животных. 

особый интерес представляют данные о выяв-
лении днк туляремийного микроба во всех иссле-
дованных пробах суспензий легкого вне зависимо-
сти от использованной заражающей дозы и сроков 
анализа. это может указывать на то, что в ткани лег-
ких животных I группы возбудитель попадает очень 
быстро и сохраняется там до конца инфекционного 

Таблица 1
результаты исследований проб материала от животных с экспериментальной туляремией методом Пцр  
с использованием наборов реагентов «Ген Francisella tularensis - рГф» и «Ген Francisella tularensis - рЭф»

метод

выявление туляремийного микроба в суспензиях 

заражающая доза, 
м.к.

лимфоузлов печени селезенки легких сердца
сутки

3-и 5-е 8-е 3-и 5-е 8-е 3-и 5-е 8-е 3-и 5-е 8-е 3-и 5-е 8-е

пцр

н/и н/и н/и н/и н/и 1·106

н/и н/и н/и н/и н/и 1·105

1·104

1·103

1·102

1·101

примечание :  серым выделены положительные результаты, н/и – не исследуются.
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процесса. подтверждением тому являются данные о 
развитии к концу заболевания дисметаболических и 
медиаторных процессов в легочной ткани биопроб-
ных животных с экспериментальной туляремией, ко-
торые приводят к нарушению гемодинамики, венти-
ляции и мощному повреждению ткани легких [2]. 

детекция днк туляремийного микроба в про-
бах легких на ранних этапах развития заболевания 
также установлена P.A.Emanuel et al. [9] при иссле-
довании проб печени, селезенки, легкого и почек от 
белых мышей, зараженных интраназально штаммом 
F. tularensis подвид tularensis SCHU 4 в концентра-
ции 1,04·104 кое/мл, через 1, 24, 48, 72, 96 ч. анализ 
осуществляли с помощью бактериологического ме-
тода и пцр с гибридизационно-флуоресцентным 
учетом результатов с праймерами на основе генов 
fopA и tul4. авторы показали, что днк возбудителя 
туляремии выявлена в суспензиях легкого и почек 

биопробных животных уже через 2 дня после инфи-
цирования, а в пробах печени и селезенки – только 
через 4 дня. результаты, полученные в ходе нашего 
эксперимента, в полной мере согласуются с данны-
ми P.A.Emanuel et al. (2003) и подтверждают факт 
обнаружения днк возбудителя туляремии в пробах 
легкого методом пцр на ранних сроках заболевания 
животного. 

все пробы суспензий органов эксперименталь-
ных животных были также исследованы с помощью 
иФа, иха, мФа, бактериоскопии и бактериологи-
ческого анализа (табл. 2). 

при анализе проб от животных, инфицирован-
ных 1·106 – 1·105 м.к. патогена, диагностическая 
эффективность методов на 3-и сутки составляла: 
мФа – 40 %, иха – 0 %, иФа – 60 %, культураль-
ный – 100 %. на 5-е сутки возбудитель туляремии 
был выявлен во всех образцах с помощью бакте-

Таблица 2
результаты исследований проб материала от животных с экспериментальной туляремией с помощью иммуносерологических  

и бактериологических методов

метод

выявление туляремийного микроба в суспензиях 

заражающая доза, 
м.к.

лимфоузлов печени селезенки легких сердца
сутки

3-и 5-е 8-е 3-и 5-е 8-е 3-и 5-е 8-е 3-и 5-е 8-е 3-и 5-е 8-е

мФа

н/и н/и н/и н/и н/и 1·106

н/и н/и н/и н/и н/и 1·105

1·104

1·103

1·102

1·101

иФа

н/и н/и н/и н/и н/и 1·106

н/и н/и н/и н/и н/и 1·105

1·104

1·103

1·102

1·101

иха

н/и н/и н/и н/и н/и 1·106

н/и н/и н/и н/и н/и 1·105

1·104

1·103

1·102

1·101

бактериоскопия

н/и н/и н/и н/и н/и 1·106

н/и н/и н/и н/и н/и 1·105

1·104

1·103

1·102

1·101

бактериология

н/и н/и н/и н/и н/и 1·106

н/и н/и н/и н/и н/и 1·105

1·104

1·103

1·102

1·101

примечание :  серым выделены положительные результаты, н/и – не исследуются.
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риоскопии, мФа и посева на плотные питательные 
среды (100 %). чувствительность иха и иФа при 
исследовании проб от животных этой группы на 5-е 
сутки зависела от заражающей дозы: при 1·106 м.к. 
она составляла 80 и 100 %, а при 1·105 м.к. – 50 и 
80 % соответственно.

при снижении заражающей дозы до 1·104 м.к. 
возбудитель туляремии выявлен на 3-и и 5-е сутки в 
20 и 60 % проб с помощью бактериоскопии соответ-
ственно, в 40 и 60 % – мФа, 0 и 20 % – иха, 20 и 
80 % – иФа, 80 и 100 % – при посеве на плотные пи-
тательные среды. на 8-й день, когда наблюдался падеж 
всех биопробных животных этой группы, чувстви-
тельность использованных диагностических приемов 
составляла от 100 % (бактериоскопия, мФа), 80 % 
(иха, иФа) до 40 % (бактериологический анализ). 
при посеве материала от павших животных на плот-
ные питательные среды не всегда удавалось получить 
рост колоний возбудителя туляремии из-за ингибиро-
вания посторонней микрофлорой.

при исследовании материала от животных, за-
раженных 1·103 – 1·101 м.к., туляремийный микроб 
выявлен с помощью бактериоскопии в 20 % случаев 
на 3-и и 5-е сутки заболевания, мФа – 40 %, иха – 
0 %, иФа – 20–60 %. с помощью бактериологиче-
ского анализа в материале от биопробных животных 
этой группы на 3-и сутки ни в одном случае культу-
ру F. tularensis выделить не удалось, тогда как на 5-е 
сутки чувствительность метода составила 100 % и 
патоген выявлен во всех видах материала. на 8-е сут-
ки эксперимента после падежа большинства живот-
ных диагностическая эффективность методических 
подходов зависела от использованной заражающей 
дозы (рисунок).

исходя из полученных данных, видно, что при 
низкой заражающей дозе на ранних этапах развития 
заболевания у животных I группы наиболее инфор-
мативными для выявления патогена являются мФа 
и пцр, тогда как к концу болезни – иФа и пцр. 

эффективность использованных методов также 
отличалась для каждого вида материала. наибольшая 
информативность мФа наблюдалась при исследова-
нии мазков-отпечатков лимфоузлов и селезенки вне 
зависимости от сроков заболевания и количества 
клеток, использованных для заражения животных. в 
то же время в мазках-отпечатках печени, легкого и 
сердца возбудитель туляремии с помощью данного 
подхода был выявлен только к концу заболевания, 
когда происходит генерализация процесса и количе-
ство патогена в органах увеличивается до 1·107 м.к./г 
(мл) и выше. 

аналогичные результаты получены при исполь-
зовании световой микроскопии и окраски мазков-
отпечатков анилиновыми красителями по граму. 
возбудитель туляремии выявлен во всех исследован-
ных пробах биологического материала в случае ин-
фицирования животных высокими концентрациями 
туляремийного микроба. при более низкой заражаю-
щей дозе патоген детектирован только в образцах от 
животных на 8–9-е сутки.

метод иФа позволил обнаружить F. tularensis в 
суспензиях лимфоузлов, печени и селезенки на 3-и и 
5-е сутки при введении животным 1·106 – 1·105 м.к. 
туляремийного микроба, и на 5–8-е сутки при дозе 
1·104 – 1·101 м.к. выявление антигенов возбудителя 
туляремии данным способом в суспензиях легкого 
отмечено только к концу заболевания. с помощью 
иха туляремийный микроб детектирован в пробах 
суспензий лимфоузлов, печени, селезенки, легкого 
биопробных животных только на 5–8-е сутки инфек-
ционного процесса, когда в органах животных нака-
пливается достаточное количество клеток патогена. 

с использованием бактериологического анализа 
выделить культуру F. tularensis удалось в равной сте-
пени из всех исследованных видов биологического 
материала на 3-и и 5-е сутки при заражении живот-
ных высокими концентрациями возбудителя. при 
снижении заражающей дозы и увеличении сроков 
наблюдения за животными эффективность данного 
подхода снижалась. так, на 5-е сутки патоген вы-
явлен во всех видах биологического материала вне 
зависимости от количества клеток, использованных 
для инфицирования животных, а к 8-м суткам – он 
детектируется преимущественно в суспензиях лег-
кого и сердца. одной из причин отсутствия роста 
туляремийного микроба при посеве суспензий пече-
ни и селезенки от павших животных может быть их 
обильная контаминация посторонней микрофлорой. 
возможно, исследование проб легкого и сердца по-
зволит повысить информативность бактериологиче-
ского анализа. 

полученные нами результаты в полной мере под-
твердили диагностическую эффективность мФа, 
иФа, бактериоскопии и бактериологического ана-
лиза для выявления туляремийного микроба в био-
логическом материале от животных в соответствии с 
действующими нормативно-методическими докумен-
тами [6, 8]. более того, несмотря на то, что к концу 
заболевания концентрация возбудителя туляремии в 
органах одинакова вне зависимости от заражающей 
дозы, на ранних стадиях болезни его количество в 
разных видах материала отличается. на основании 
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анализа диагностической эффективности различных 
методов при исследовании суспензий легкого от жи-
вотных, инфицированных различными концентра-
циями возбудителя туляремии, видно, что попадание 
патогена в ткани легких начинается сразу после зара-
жения, однако его количество не превышает 1·104 – 
1·105 м.к./г (мл). значительная микробная обсеменен-
ность данного органа достигается ·только к концу за-
болевания. так, при заражении животных высокими 
концентрациями патогена (1106 – 1·105 м.к.), уже на 
3-и сутки заболевания, при исследовании суспензий 
легкого, выявлена днк F. tularensis и выделена куль-
тура патогена на плотной питательной среде, тогда 
как с помощью иммуносерологических методов об-
наружить антигены возбудителя туляремии в этом же 
виде материала стало возможным только на 5-е сутки 
инфекционного процесса, когда животные пали. при 
инфицировании животных низкими концентрациями 
(1·104 – 1·101 м.к.) в пробах легкого днк патогена 
была детектирована на 3-и сутки заболевания, куль-
тура туляремийного микроба на плотной питательной 
среде выделена на 5-е сутки инфекционного процес-
са, а антигены возбудителя в иммуносерологических 
реакциях – только на 8-е сутки болезни. полученные 
результаты указывают на возможность повышения 
информативности не только бактериологического 
анализа при исследовании суспензий легкого от боль-
ных животных, но и пцр. 

таким образом, нами установлена высокая диа-
гностическая эффективность пцр с использованием 
наборов реагентов «ген Francisella tularensis - ргФ» 
и «ген Francisella tularensis - рэФ» при выявлении 
туляремийного микроба в пробах биологического 
материала от животных с экспериментальной туля-
ремией – не менее 98 %. для других способов лабо-
раторной диагностики туляремии данный показатель 
составил: иФа – 70,4 %, мФа – 72,1 %, бактерио-
скопия – 54 %, бактериологический анализ – 64,3 %. 
продемонстрирована возможность выявления анти-
генов туляремийного микроба в материале от живот-
ных методом иха на поздних сроках заболевания 
(в том числе после гибели). показана возможность 
повышения информативности пцр и культураль-
ного метода путем дополнительного исследования 
суспензий легкого наряду с регламентированными 
для каждого метода видами биологического мате-
риала. установлена перспективность использования 
пцр с зарегистрированными генодиагностическими 
препаратами в сочетании с другими методическими 
подходами для детекции возбудителя туляремии в 
материале от животных на ранних стадиях развития 
заболевания.
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интересов, связанных с написанием статьи.

список литература
1. белькова с.а., балахонов с.в. индикация капсульного 

антигена чумного микроба в суспензиях органов мелких мле-
копитающих с применением иммунохроматографической тест-
системы. Дальневосточный журн. инф. патол. 2014; 25:96–8. 

2. бугоркова с.а., Филимонова д.г.оценка тяжести тече-
ния экспериментальной туляремийной инфекции по ряду мор-
фометрических характеристик. Пробл. особо опасных инф. 2013; 
2:9–53.

3. олсуфьев н.г., дунаева т.н. природная очаговость. 
эпидемиология и профилактика туляремии. м.; 1970. 272 с.

4. осина н.а., сеничкина а.м., бугоркова т.в., щербакова 
с.а. разработка амплификационных тест-систем для выявле-
ния возбудителя туляремии. Пробл. особо опасных инф. 2015; 
2:54–7.

5. организация работы лабораторий, использующих мето-
ды амплификации нуклеиновых кислот при работе с материа-
лом, содержащим микроорганизмы I–IV групп патогенности: 
му 1.3.2569 – 09.

6. порядок организации и проведения лабораторной диа-
гностики туляремии для лабораторий территориального, регио-
нального и федерального уровней: му 4.2.2939-11.

7. сеничкина а.м., осина н.а., зайцев а.а., усольцева 
н.м., усманова с.м. апробация новых генодиагностических 
препаратов при эпизоотологическом мониторинге территорий 
российской Федерации на наличие возбудителя туляремии. 
Здоровье населения и среда обитания. 2015; 6(267):43–6.

8. эпидемиологический надзор за туляремией: 
му 3.1.2007-05.

9. Emanuel P.A., Bell R., Dang J.L., McClanahan R., David 
J.C., Burgess R.J., Thompson J., Collins L., Hadfield T. Detection 
of Francisella tularensis within Infected Mouse Tissues by Using a 
Hand-Held PCR Thermocycler. J. Cln. microbiol. 2003; 41(2): 689–
93. DOI:10.1128/JCM.41.2.689-693.20013

10. Rossow H., Forbes K.M., Tarkka E., Kinnunen P.M., 
Hemmila H., Huitu O., Nikkari S., Henttonen H., Kipar A., Vapalahti 
O. Experimental Infection of Voles with Francisella tularensis 
Indicates Their Amplification Role in Tularemia Outbreaks. PLoS 
One. 2014; 9(10):1–9. DOI: 10.1371/journal.pone.0108864. 

11. Skottman T., Piiparinen H., Hyytiainen H., Myllys V., 
Skurnik M., Nikkari S. Simultaneous real-time PCR detection of 
Bacillus anthracis, Francisella tularensis and Yersinia pestis. Eur. J. 
Clin. Microbiol. Infect. Dis. 2007; 26(2):207–11.

References 
1. Bel’kova S.A., Balakhonov S.V. [Indication of plague microbe 

capsular antigen in suspensions of organ tissues from small mammals, using 
immune-chromatographic test-system]. Dal’nevost. Zh. Infek. Patol. 2014; 
24:96–8. 

2. Bugorkova S.A., Filimonova D.G. [Estimation of the severity of 
experimental tularemia against a number of morphometric characteristics]. 
Probl. Osobo Opasn. Infek. 2013; 2:49–53. 

3. Olsuf’ev N.G., Dunaeva T.N. [Natural Focality. Epidemiology and 
Prophylaxis of Tularemia]. M.; 1970. 272 p. 

4. Osina N.A., Senichkina A.M., Bugorkova T.V., Shcherbakova S.A. 
[Development of amplification test-systems for tularemia agent detection]. 
Probl. Osobo Opasn. Infek. 2015; 2:54–7.

5. [Management of work in laboratories applying methods of ampli-
fication of nucleic acids when working with samples, containing microor-
ganisms of the I–IV groups of pathogenicity]. Methodological regulations 
1.3.2569-09. 

6. [Procedure for organization and conducting laboratory diagnos-
tics of tularemia for territorial, regional, and federal laboratory facilities]. 
Methodological regulations 4.2.2939-11.

7. Senichkina A.M., Osina N.A., Zaitsev A.A., Usol’tseva N.M., 
Usmanova S.M. [Approbation of new diagnostic preparations in the process 
of epizootiological survey of the territories of the Russian Federation for the 
presence of tularemia agent]. Zdor. Naselen. Sreda Obit. 2015; 6(267):43–6. 

8. [Epidemiological surveillance over tularemia]. Methodological reg-
ulations 3.1.2007-05.

9. Emanuel P.A., Bell R., Dang J.L., McClanahan R., David J.C., Burgess 
R.J., Thompson J., Collins L., Hadfield T. Detection of Francisella tularensis 
within Infected Mouse Tissues by Using a Hand-Held PCR Thermocycler. J. 
Cln. microbiol. 2003; 41(2): 689–93. DOI:10.1128/JCM.41.2.689-693.20013

10. Rossow H., Forbes K.M., Tarkka E., Kinnunen P.M., Hemmila 
H., Huitu O., Nikkari S., Henttonen H., Kipar A., Vapalahti O. Experimental 
Infection of Voles with Francisella tularensis Indicates Their Amplification 
Role in Tularemia Outbreaks. PLoS One. 2014; 9(10):1–9. DOI: 10.1371/
journal.pone.0108864. 

11. Skottman T., Piiparinen H., Hyytiainen H., Myllys V., Skurnik 
M., Nikkari S. Simultaneous real-time PCR detection of Bacillus anthracis, 
Francisella tularensis and Yersinia pestis. Eur. J. Clin. Microbiol. Infect. Dis. 
2007; 26(2):207–11.

Authors:
Senichkina A.M., Osina N.A., Abdrashitova A.S., Germanchuk V.G. 

Russian Research Anti-Plague Institute “Microbe”. 46, Universitetskaya St., 
Saratov, 410005, Russian Federation. E-mail: rusrapi@microbe.ru.

об авторах:
Сеничкина А.М., Осина Н.А., Абдрашитова А.С., Германчук 

В.Г. российский научно-исследовательский противочумный институт 
«микроб». российская Федерация, 410005, саратов, ул. университетская, 
46. E-mail: rusrapi@microbe.ru.

поступила 27.10.16.



МИКРОБИОЛОГИЯ

852016, issue 4

в последнее время в практику эпизоотологиче-
ского обследования природных очагов чумы прочно 
вошел метод полимеразной цепной реакции (пцр). 
однако его место и роль среди различных лабора-
торных методов все еще остаются недостаточно 
определенными. притом, что исследовать с помо-

щью полимеразной цепной реакции можно весь 
перечень материала, поступающего в лаборатории 
противочумных станций, тем не менее, сам метод 
накладывает определенные ограничения на хране-
ние и транспортировку исследуемых образцов. 

погадки хищных птиц и костные останки мле-
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длительноСть Сохранения Генов чуМноГо МиКроБа (Yersinia pestis)  
в КоСтных оСтанКах МлеКопитаЮщих

1РГУ «Талдыкорганская противочумная станция», Талдыкорган, Республика Казахстан; 2Казахский  
научный центр карантинных и зоонозных инфекций им. М.Айкимбаева, Алматы, Республика Казахстан

цель работы. определение длительности сохранения днк чумного микроба в костной ткани гры-
зунов и его количественной динамики во времени под воздействием биотических (днк-азы посто-
ронней микрофлоры) и абиотических (изменяющиеся влажность, температура, инсоляция) факторов. 
материалы и методы. невозможность в большинстве случаев провести датировку подобного поле-
вого материала, приводит к снижению его информативности. о длительности сохранения капсульного 
антигена (FI) чумного микроба, выявляемого серологическим методом, в погадках и костях и динамики 
его снижения известно из более ранних исследований. после гибели подопытных животных, заражен-
ных вирулентным штаммом чумного микроба, их скелеты освобождали от мягких тканей и помещали 
в условия, приближенные к естественным. исследование костных останков на наличие в них фраг-
ментов днк чумного микроба проводили непосредственно после гибели животных, а затем дважды в 
год. результаты и выводы. полученные данные позволили все костные останки павших от чумной 
инфекции млекопитающих условно разделить на три группы: с высоким, средним и низким содержа-
нием бактерий. дальнейшее их исследование показало, что через полгода в костной ткани животных 
снижения концентрации днк возбудителя чумы не происходит. после одного года зафиксировано рез-
кое снижение (в 100 раз) наблюдаемых разведений материала, при которых еще возможно обнаружение 
детектируемых плазмид. через полтора года наблюдений генов чумного микроба в костях эксперимен-
тальных животных обнаружить не удалось. с целью увеличения информативности при исследовании 
такого типа материала предложено воссоздать систему смотровых площадок по сбору погадок и кост-
ных останков млекопитающих. 
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Objective of this work was to determine the long-term preservation of Yersinia pestis DNA, detected by polymerase chain reac-
tion (PCR) in the bone tissue of rodents, and to quantify content changes over time under the influence of biotic and abiotic factors. 
Materials and methods. After death of model animals infected with virulent Y. pestis strain, their skeletons were freed from soft 
tissues and placed in the environments where conditions were close to the natural ones. The study of bone remains for the presence 
of Y. pestis DNA fragments was held immediately after the death of the animals, and then, twice a year. Results and conclusions. 
The data obtained allow for dividing all the fossil remains of the fallen from plague infection mammals into three separate groups: 
with high, medium, and low content of bacteria. Further study demonstrates that reduction of Y. pestis DNA concentration in bone 
tissue of animals after six months of storage does not occur. After a year, a sharp decrease (100-fold) of observable material dilutions 
for which the identification of detected plasmids is still possible, is registered. After one and a half year of observation, the genes of 
plague microbe in the bones of experimental animals could not be found. In order to increase the information content of the study of 
this type of material put forward has been proposal to reestablish the system of observation sites to collect castings and bone remains 
of mammals. 
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копитающих, являясь одним из индикаторов проте-
кания эпизоотий, перед поступлением в лаборато-
рию довольно длительное время могут находиться 
на земной поверхности, подвергаясь таким об-
разом неблагоприятному воздействию природно-
климатических факторов. исследовать же подобный 
материал возможно лишь двумя методами: серологи-
ческим и пцр. 

между тем известно, что стабильность биологи-
ческих молекул во времени существенно варьирует. 
они претерпевают драматические постмортальные 
изменения даже в тех случаях, когда тела организ-
мов достаточно хорошо сохранились. в условиях, 
близким к физиологическим, вероятность сохране-
ния днк очень ничтожна. молекулы днк чрезвы-
чайно восприимчивы к окислительным и гидроли-
тическим повреждениям, любые изменения быстро 
ее дестабилизируют, образуя однонитевые разрывы. 
поэтому непосредственно после смерти молекулы 
днк быстро распадаются, и этот процесс начинает-
ся с автолиза [3].

проводя анализ костных останков из древних 
захоронений людей [4–7] на наличие в них следов 
чумного микроба, следует учитывать, что данный 
материал находился длительное время в «законсер-
вированном» состоянии (при достаточно низкой 
температуре без значительных колебаний, а также 
без воздействия солнечной инсоляции и изменяю-
щейся влажности). 

о длительности сохранения капсульного анти-
гена (FI) возбудителя чумы, выявляемого серологи-
ческим методом, в погадках и костях, находящихся в 
естественных природных условиях, известно из экс-
периментальных работ, проводимых, в том числе и 
на талдыкорганской противочумной станции [1]. о 
длительности сохранения и индикации днк чумно-
го микроба в погадках и костных останках млекопи-
тающих, а также динамики их снижения во времени 
на территории среднеазиатского пустынного очага 
чумы информации нет. 

в связи с вышеизложенным нами в 2014 г. были 
начаты работы по применению метода пцр при де-
текции возбудителя чумы в костных останках млеко-
питающих [2].

цель работы – определение длительности сохра-
нения днк чумного микроба в костной ткани грызу-
нов и его количественной динамики во времени под 
воздействием биотических (днк-азы посторонней 
микрофлоры) и абиотических (изменяющиеся влаж-
ность, температура, инсоляция) факторов.

материалы и методы

в сентябре 2014 г. было произведено заражение 
десяти морских свинок музейным штаммом Y. pestis 
ка-68 (работа с лабораторными животными про-
водилась согласно рекомендациям биоэтической 
комиссии талдыкорганской противочумной стан-
ции). данный штамм является типичным для 
среднеазиатского пустынного очага чумы и содер-

жит гены pla и caf, расположенные на плазмидах 
рPst и pFra. заражение лабораторных животных 
проводили внутрибрюшинно путем введения 1 мл 
микробной взвеси концентрацией 1·109 м.к. в 1 мл.

после гибели подопытных животных их скеле-
ты освобождали от мягких тканей, обеззараживали 
и исследовали в пцр с детекцией результатов мето-
дом гель-электрофореза по методике, изложенной 
в инструкциях к коммерческим тест-системам. для 
выделения днк использовали набор реактивов для 
универсальной пробоподготовки «GenPak» (фирма 
ооо «лаборатория изоген», москва). 

амплификацию образцов проводили с помо-
щью трех наборов: набор реагентов для обнаружения 
днк Y. pestis гена pla (расположенного на плазмиде 
pPst) «GenPak» (фирма ооо «лаборатория изоген», 
москва, рФ); набор реагентов «Pest-Quest», предна-
значенный для выделения днк возбудителя Y. pestis 
и содержащий праймеры для выявления генов 
YPO-2088 и caf1(тоо «master-gene», алматы, рк); 
пцр-тест-система «генпест», содержащая две пары 
праймеров PlaY1–PlaY2, соответствует нуклеотид-
ной последовательности гена pla (плазмида pPst) и 
F21–F22, комплементарна участку гена caf (плазми-
да pFra) (роснипчи «микроб», рФ). 

наибольшие разведения, при которых проис-
ходила детекция днк возбудителя чумы, наблюдали 
при использовании пцр-тест-системы «генпест». 
визуализацию результатов пцр производили под 
уФ в 1,5 % агарозном геле с бромистым этидием. 

первоначально исследовали концентрирован-
ный материал. далее, при получении положительно-
го результата, материал подвергали последователь-
ному десятикратному разведению для уточнения 
концентрации хромосомных и плазмидных генов. 
после этого кости морских свинок были заложены 
в железный ящик с крышкой (крышка с отверстия-
ми размером 1×1 см). опечатанный ящик был вы-
ставлен на огороженный участок охраняемой тер-
ритории эпидотряда, круглогодично подвергаясь, 
таким образом, воздействию различных природно-
климатических факторов.

исследование костных останков морских сви-
нок на наличие в них фрагментов днк чумного 
микроба проводили непосредственно после гибели 
животных, а затем дважды в год. 

результаты и обсуждение

установлено, что при гибели грызунов от чумы 
в их костной ткани возможно обнаружение днк 
возбудителя как в высоких концентрациях, так и в 
низких [1]. однако высокие титры (1:200000) реги-
стрируются лишь у малой части особей. по нашим 
данным, только у 10 % зараженных животных на-
блюдаются довольно высокие показатели накопле-
ния плазмидных генов Y. pestis в костях. у части 
млекопитающих (20 %) титры накопления в костной 
ткани Y. pestis можно считать средними (1:20000). у 
большинства же животных в костях, по нашим на-
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блюдениям, накапливается относительно низкое 
количество микробных клеток, выявляемых лишь в 
разведении 1:400, или такая концентрация, которая 
не обнаруживается ни одним из этих методов. 

учитывая вышесказанное, костные останки пав-
ших от чумной инфекции млекопитающих мы услов-
но разделили на три группы: с высоким, средним и 
низким содержанием чумного микроба. наблюдение 
за каждой группой костей проводилось отдельно 
друг от друга.

через шесть месяцев в костной ткани живот-
ных снижения концентрации плазмидных генов не 
зафиксировано. однако стоит отметить, что первые 
полгода наблюдений пришлись на осенне-зимний 
период, когда материал большую часть времени на-
ходился в относительно стабильных условиях при 
низкой температуре.

по прошествии одного года мы зафиксировали 
резкое снижение (в 100 раз) наблюдаемых разведений 
материала, при которых еще возможно обнаружение 
детектируемых плазмид. полтора года наблюдений 
показало, что в костных останках млекопитающих, 
плазмидных генов чумного микроба обнаружить 
уже не удается.

ниже для сравнения представлены данные по 
динамике снижения капсульного антигена (FI) в ко-
стях больших песчанок (таблица) [1].

таким образом, в связи с тем, что полноценный 
антиген и днк Y. pestis в костях грызунов сохра-
няются в течение 1–1,5 лет, а в костях умерших от 
чумы грызунов изначально накапливается (в связи с 
различной индивидуальной чувствительностью, раз-
ным количеством возбудителя) данный вид полево-
го материала теряет свою информативность в плане 
невозможной его датировки. чтобы избавиться от 
этого дефекта и иметь возможность использовать 
перспективный метод характеристики энзоотическо-
го процесса, необходимо заново воссоздать систему 
смотровых площадок по сбору погадок и костей, ко-
торая действовала на талдыкорганской противочум-
ной станции в 1989–1995 гг. 

техника закладки таких «датированных» пло-
щадок довольно проста. для них выбирают уже су-
ществующие приседы хищных птиц (геодезические 
пункты, одиночно стоящие деревья, столбы электро-
передач и т.д.), или готовятся искусственные туры на 
верхушке барханов, где хищники до этого вынуж-
дены были садиться на песок. далее, эти площадки 
проверяют два раза в год или чаще. с площадок со-
бирают кости млекопитающих и погадки пернатых, 
получая тем самым строго датированный материал.

при использовании данного подхода контур 

пунктов и частота положительных результатов почти 
полностью совпадали с эпизоотическим контуром, 
полученном при бактериологическом исследовании 
носителей и переносчиков и при поиске песчанок с 
антителами.

конфликт интересов. авторы подтверждают 
отсутствие конфликта финансовых/нефинансовых 
интересов, связанных с написанием статьи.
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снижение среднегеометрических титров содержания капсульного 
антигена чумного микроба в костных останках млекопитающих

реакция
время наблюдения

после гибели 
песчанок 6 месяцев 1 год 1,5 года 5 лет 6–26 лет

рнга 1:21450 1:115 1:25 0 0 0
рнат 1:27020 1:3716 1:2941 1:2032 1:1016 1:83
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Vibrio cholerae классического биовара считается 
возбудителем первых шести пандемий холеры, от-
личавшихся тяжелым течением болезни и высокой 
летальностью (около 42–50 %) [2, 4, 5]. в 60-х годах 
хх столетия произошла смена биовара возбудителя 
холеры с классического на биовар эль тор, явив-
шийся причиной 7-й пандемии холеры. холерные 
вибрионы биовара эль тор достаточно быстро рас-
пространились по всему земному шару, практиче-
ски полностью вытеснив классические холерные 
вибрионы. однако полного прекращения циркуля-
ции холерных вибрионов классического биовара не 
произошло. несмотря на то, что 6-я пандемия холе-
ры закончилась к 1926 г., отдельные вспышки клас-
сической (азиатской) холеры продолжали регистри-
ровать вплоть до 1960 г. в индии, китае, пакистане, 

афганистане и других странах [2]. в россии в этот 
период произошло две вспышки азиатской холеры. 
первая из них, зафиксированная в хабаровске в 
1938 г., была быстро локализована и ликвидирована. 
ее продолжительность составила 49 дней, холерой 
заболело 57 человек, летальных случаев не зафикси-
ровано. вторая, бòльшая по масштабам распростра-
нения, вспышка холеры, вызванная классическими 
вибрионами, наблюдалась на территории нижнего 
поволжья и башкирии в 1942–1943 гг. она отлича-
лась нехарактерно большим для классической хо-
леры количеством легких и стертых клинических 
форм, длительным вибрионосительством на фоне 
высокой летальности в случае тяжелого течения бо-
лезни (41,2 %) и сравнительно небольшим распро-
странением инфекции, преимущественно контактно-
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Сравнительный MLVA-анализ штаММов ViBrio cholerae  
КлаССичеСКоГо Биовара, выделенных в роССии и за руБежоМ

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

цель работы. определение филогенетического родства штаммов V. cholerae классического биова-
ра, выделенных в период с 1937 по 1969 год в россии, со штаммами из ближнего и дальнего зарубежья. 
материалы и методы. в работе использовано 27 штаммов Vibrio cholerae классического биовара. пцр 
проводили на амплификаторе «бис м112». для секвенирования использовали генетический анализа-
тор ABI 3500xl. MLVA-анализ вели по 5 MLVA-локусам (VC0147, VC0436-0437, VC1650, VCA0171, 
VCA0283). питательные потребности и продукцию растворимой гемагглютинин/протеазы определяли 
чашечным методом. результаты и выводы. выявлено 8 MLVA-кластеров и 21 MLVA-тип. установлено, 
что штаммы, выделенные в период атипичной вспышки холеры в россии в 1942–1943 гг., фено- и гено-
типически неоднородны и относятся к двум различным группам, одна из которых родственна изоляту, 
выделенному при вспышке холеры в хабаровске в 1938 г., а вторая – штаммам из индии и китая, вы-
деленным в 1946 и 1949 гг. соответственно. 
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Objective of the study is to determine phylogenetic affinity of the Vibrio cholerae strains of classical biovar, isolated between 
1937 and 1969 in Russia, to the strains from near and far abroad countries. Materials and methods. Utilized were 27 Vibrio cholerae 
strains of classical biovar. PCR was carried out applying “BIS M112” amplifier. Genetic analyzer ABI 3500xl was used for sequenc-
ing of the strains. MLVA-analysis was performed by reference to 5 MLVA-loci: VC0147, VC0436-0437, VC1650, VCA0171, and 
VCA0238. Nutrient requirement and soluble hemagglutinin/protease production was established using plate method. Results and 
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бытовым путем [2]. 
ряд крупных вспышек классической холеры на-

блюдался и после начала 7-й пандемии холеры: в 
бангладеш в 1982, 1988–1989 гг., мексике в 1991–
1997 гг. и непале в 2012 г. [6, 12, 13, 14]. выделение 
единичных штаммов классического биовара отмеча-
лось и при вспышке холеры в иране в 2012 г. [7], а 
также из прибрежных вод черного моря и внутрен-
них водоемов в районе тбилиси [11]. интересен и 
тот факт, что, начиная с 90-х годов хх столетия, 
участились случаи выделения от больных и из внеш-
ней среды штаммов, несущих признаки как клас-
сического, так и эль тор биоваров [3, 8, 12, 13]. в 
настоящее время практически все выделяемые от 
людей токсигенные штаммы биовара эль тор несут 
в своем составе профаг с геном ctxB1, характерным 
для классических вибрионов [3]. в связи с этим не-
которыми авторами высказано предположение о его 
получении непосредственно от холерных вибрионов 
классического биовара [12]. все вышесказанное сви-
детельствует о том, что холерные вибрионы класси-
ческого биовара, несмотря на то, что утратили преж-
нюю эпидемическую значимость, все же способны 
вызывать единичные случаи и вспышки холеры, а их 
потенциальная способность служить донорами от-
дельных мобильных генетических элементов, таких 
как профаг стхφ с геном ctxB1, ответственным за 
синтез в-субъединицы холерного токсина классиче-
ского типа. это говорит о необходимости их даль-
нейшего изучения.

согласно исследованиям зарубежных и отече-
ственных авторов, геном холерных вибрионов клас-
сического биовара в отличие от генома эль тор ви-
брионов является достаточно стабильным по при-
сутствию основных детерминант вирулентности 
[9]. в то же время до сих пор остается недостаточно 
изученным вопрос о геномном разнообразии класси-
ческих штаммов холерного вибриона и их филогене-
тических связях.

целью данной работы явилось определение фи-
логенетического родства штаммов V. cholerae клас-
сического биовара, выделенных в период с 1937 по 
1969 год в россии, со штаммами из ближнего и даль-
него зарубежья. 

для этих целей нами был использован ме-
тод MLVA-типирования (MLVA – от Multiple-Locus 
Variable number tandem repeat Analysis) по 5 MLVA-
локусам (VC0147, VC0436-0437, VC1650, VCA0171, 
VCA0283), хорошо зарекомендовавший себя для 
дифференциации холерных вибрионов биовара эль 
тор. в основе метода MLVA-типирования лежит 
сравнительный анализ количества вариабельных по-
второв в 5 VNTR-локусах [1, 8].

материалы и методы

в работе использовано 27 штаммов V. cholerae 
классического биовара (таблица), 13 из них было вы-
делено в различных регионах россии в 1942–1943 гг., 

1 штамм – в хабаровске в 1938 г., 13 штаммов – на 
территории различных стран средней, Южной и 
Юго-восточной азии (туркмения, пакистан, индия, 
китай, корея). указанные штаммы были получены 
из государственной коллекции патогенных бакте-
рий роснипчи «микроб» (гкпб «микроб»), где 
они хранились в лиофилизированном состоянии. 
культивирование бактерий осуществляли на бульоне 
и агаре Luria-Bertani (LB). 

MLVA-типирование осуществляли с помощью 
специфических праймеров к 5 указанным выше 
MLVA-локусам холерного вибриона [8]. пцр прово-
дили на амплификаторе с нагреваемой крышкой «бис 
м112» по программе, описанной ранее [8]. для сек-
венирования полученных ампликонов использовали 
генетический анализатор ABI 3500xl. первичный 
анализ полученной нуклеотидной последовательно-
сти и определение числа тандемных повторов прово-
дили с помощью программы MEGA 5.0. построение 
филогенетического дерева осуществляли с помо-
щью программы «BioNumerics 7.0» (Applied Maths, 
бельгия) с использованием метода «максимальной 
бережливости» (Maximum parsimony).

питательные потребности штаммов холерного 
вибриона определяли на минимальной среде с добав-
лением различных аминокислот, оснований и вита-
минов в концентрации 20–40 мкг/мл [4]. продукцию 
растворимой гемагглютинин/протеазы (нA/P – от 
haemagglutinin/protease) выявляли путем посева 
культур на агар, содержащий 1,0 % обезжиренного 
молока [4].

результаты и обсуждение

в результате проведенного мультилокусного 
анализа 27 штаммов холерного вибриона класси-
ческого биовара выявлен 21 MLVA-тип и 8 MLVA-
кластеров (рисунок). эти данные свидетельствуют о 
разнообразии геномов изученных штаммов класси-
ческого биовара по MLVA-локусам.

в первый, наибольший по численности MLVA-
кластер, вошли 11 из 13 штаммов, выделенных в 
1942–1943 гг. в россии, что указывает на их близкое 
генетическое родство. кроме того, 2 MLVA-типа в 
пределах этого кластера состояли сразу из 2 штам-
мов, что свидетельствует об их клональном про-
исхождении. MLVA-профили этих штаммов были 
идентичны или отличались лишь по наиболее ва-
риабельному локусу VCа0283 (таблица). ни один из 
штаммов, выделенных в других странах, не вошел 
в I MLVA-кластер. проведенные нами ранее иссле-
дования показали, что данная группа штаммов от-
личалась рядом фено- и генотипических особенно-
стей. все штаммы этой группы были ауксотрофами 
[4] в результате мутации в гене purE [5]. кроме того, 
они не продуцировали на/р, были вирулентны и об-
ладали повышенной продукцией холерного токси-
на (ст – от cholera toxin) и токсин-корегули руемых 
пилей адгезии (тср – от toxin-coregulated pilus) [4], 



Проблемы особо опасных инфекций. 2016, вып. 4

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

Филогенетическое дерево, построенное на основе MLVA-типирования по 5 VNTR-локусам штаммов Vibrio cholerae классического 
биовара, выделенных с 1937 по 1969 год на территории россии и стран ближнего и дальнего зарубежья. MLVA-типы изображены 
кружками, в которых указаны номера, входящих в них штаммов. MLVA-типы, входящие в один MLVA-кластер, выделены одним 
цветом и контурной штриховкой

MLVA-профили штаммов Vibrio cholerae классического биовара

MLVA-кластер № штамма место и год выделения
количество повторов в MLVA-локусах

VCO147 
AACAGA

VC0436-0437 
AACAGA

VC1650 
GATAATCCA

VCA0171 
TGCTGT

VCA0283 
ACCAGA

I м8 сталинград (волгоград), 
1942 12 5 3 20 31

I м14 саратов, 1942 10 5 3 17 32
I м16 саратов, 1942 12 5 3 12 22
I M18 саратов, 1942 11 5 3 15 27
I M19 саратов, 1942 11 5 3 15 27
I M22 астрахань, 1942 12 5 3 16 26
I M24 саратов, 1942 11 5 3 12 34
I M29 астрахань, 1942 12 5 3 16 30
I M30 астрахань, 1942 12 5 3 15 34
I м34 уфа, 1943 11 5 3 18 35
I м35 уфа, 1943 11 5 4 16 31
II м6 хабаровск, 1938 12 4 3 13 16
III 1001 китай, 1949 9 3 3 12 28
III 267 индия, 1946 9 3 3 12 22
III м9 астрахань, 1942 9 4 3 23 24
III м41 уфа, 1943 9 4 3 9 7
IV B1307 пакистан, 1964 8 4 3 20 26
V Dakka 3 пакистан, 1958 8 4 3 21 26
VI 266 индия, 1949 8 3 3 16 17
VI J89 пакистан, 1969 8 3 3 23 30
VII м31 туркмения, 1942 8 3 3 7 20
VII 1488а индия, 1937 8 3 3 7 8
VII 325 индия, 1946 8 3 3 7 20
VIII 27 Korea корея, 1946 8 3 3 7 22
VIII 71 Korea корея, 1946 8 3 3 7 20
VIII 1 Korea корея, 1947 8 3 3 7 26
VIII 16002б индия, 1944 9 3 3 11 22

что, как показано нами ранее [5], связано с наличи-
ем у них ряда мутаций в регуляторных генах rpoS и 
hapR. 

наиболее близким по MLVA-профилю к штам-
мам I кластера оказался штамм м6, выделенный в 

хабаровске в 1938 г., который входил во II MLVA-
кластер (рисунок). его MLVA-профиль по 3 из 5 
локусов был близок к I MLVA-кластеру (таблица). 
исследование данного штамма на питательные 
потребности и продукцию на/р показало, что он 
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так же, как и атипичные штаммы 1942 г., является 
ауксотрофом по аденину и не продуцирует на/р. 
следует отметить, что остальные 15 штаммов 
V. cholerae классического биовара были прототро-
фами и продуцировали достаточное количество 
на/р. более того, в литературных источниках нам 
ни разу не встретилось упоминание о выделении 
штаммов, обладающих сразу двумя указанными 
фенотипическими особенностями (ауксотрофно-
стью по аденину и отсутствием продукции на/р). 
учитывая фенотипические особенности хабаров-
ского штамма, а также близость его MLVA-профиля 
с MLVA-профилем атипичных штаммов 1942 г., мы 
пришли к выводу, что указанные штаммы имеют 
близкое генетическое родство. 

Штаммы м9 и м41, также выделенные в 1942–
1943 гг. в период атипичной вспышки холеры в 
россии, но несколько отличающиеся по фено- и ге-
нотипическим характеристикам (прототрофы, на/
р+, гипопродукция ст, отсутствуют мутации в генах 
hapR, rpoS и purE [4, 5]), были отнесены к III MLVA-
кластеру, как и штаммы 1001 (китай, 1949 г.) и 267 
(индия, 1946 г.). это говорит, во-первых, о генети-
ческом родстве двух прототрофных штаммов 1942 г. 
со штаммами, выделенными через несколько лет в 
индии и китае, а во-вторых, о различном проис-
хождении штаммов, выделенных во время вспышки 
холеры в россии в 1942–1943 гг. MLVA-профили аук-
сотрофных и прототрофных штаммов, выделенных в 
россии в 1942–1943 гг., отличались по 4 из 5 MLVA 
локусов (таблица).

другие штаммы классического биовара сформи-
ровали еще 5 MLVA-кластеров, достаточно удален-
ных от кластеров штаммов, выделенных в россии 
(рисунок), что свидетельствует о значительном раз-
нообразии холерных вибрионов классического био-
вара по MLVA-локусам, даже в тех случаях, когда 
штаммы были выделены на одних и тех же террито-
риях в разные годы. так, три штамма, выделенные 
в пакистане в 1958–1969 гг., входили в три различ-
ные MLVA-кластеры (IV, V и VI). при этом IV и V 
кластеры включали только по одному штамму, что 
говорит об их отличии от других штаммов и друг 
от друга. VI кластер включал штаммы из пакистана 
(J-89) и индии (266). интересно, что, несмотря на то, 
что между их выделениями прошло 20 лет (штамм 
266 выделен в 1949 г., а штамм J-89 – в 1969 г.), эти 
изоляты оказались достаточно близкими по MLVA-
профилю и отличались лишь по 2 наиболее вариа-
бельным локусам, расположенным на II хромосоме 
(8,3,3,16,17 и 8,3,3,23,30 соответственно), что и по-
зволило им сформировать один MLVA-кластер. в то 
же время штаммы 267 и 325, выделенные в один год 
в индии, отличались по 3 MLVA-локусам (таблица), 
в связи с чем они вошли в разные MLVA-кластеры 
(рисунок).

два индийских штамма (325 и 1488а) и 1 штамм 
(м31), выделенный в туркмении в 1942 г., входили 
в VII MLVA-кластер. при этом штаммы м31 и 325 

формировали один MLVA-тип, а их MLVA-профили 
были идентичны (8, 3, 3, 7, 20), что говорит об их 
клональном происхождении. в то же время, тот факт, 
что все три штамма располагаются на одной ветви, 
может свидетельствовать о том, что штаммы м31 и 
325 являются близкими родственниками индийского 
изолята 1488а, выделенного в 1937 г. и отличающе-
гося от двух других штаммов этого кластера только 
по локусу VCA0283 (таблица). возможно, все 3 ука-
занных штамма произошли от общего предка, цир-
кулировавшего на территории индии еще до 1937 г. 
при этом одна часть дериватов этого штамма сохра-
нила прежний MLVA-профиль (м31 и 325) и была 
занесена на территорию туркмении (м-31), а дру-
гая – под действием изменившихся факторов среды 
утратила 12 дополнительных повторов в указанном 
локусе (штамм 1488а).

восьмой MLVA-кластер включал штаммы из 
кореи (Korea 1, Korea 27 и Korea 71), выделенные в 
1946–1947 гг., и штамм 16002б из индии 1944 г. (ри-
сунок). с учетом того, что указанные штаммы сфор-
мировали один MLVA-кластер, можно предположить, 
что они произошли от общего предка. следует также 
отметить клональность происхождения корейских 
штаммов, которые образовали один MLVA-тип, хотя 
и были выделены в разные годы. MLVA-профили 
корейских штаммов отличались только по наиболее 
вариабельному локусу VCA0283 (таблица). 

таким образом, в результате проведенного ис-
следования установлено, что штаммы V. cholerae 
классического биовара, выделенные в различных ре-
гионах мира в период с 1937 по 1969 год, отличались 
значительным разнообразием по MLVA-локусам. 
показано, что атипичная вспышка азиатской холеры 
в 1942–1943 гг. в россии была вызвана двумя фено-
типически и филогенетически различными группами 
штаммов. одна из которых была представлена аук-
сотрофами, являющимися гиперпродуцентами ст, 
но не продуцирующими на/р, родственными аук-
сотрофному на/р– изоляту из хабаровска (1938 г.), 
вторая – прототрофами, с низкой продуцией ст, на/
р+ штаммами, имеющими общее происхождение 
со штаммами из индии (1946 г.) и китая (1949 г.). 
полученные данные о близкородственном происхо-
ждении большинства атипичных штаммов и штамма 
из хабаровска, отличавшихся отсутствием продук-
ции на/р, которая на поздней стадии клинического 
процесса разрушает рецепторы кишечного эпителия, 
способствуя выходу холерного вибриона во внеш-
нюю среду [4, 10], могут указывать на возможность 
длительного сохранения подобных штаммов в межв-
спышечный период в виде длительного вибрионо-
сительства и развития латентных форм инфекции. 
в связи с тем, что указанный механизм открепления 
холерных вибрионов от клеток кишечного эпителия 
является общим для штаммов классического и эль 
тор биоваров, возможность длительного сохранения 
вибрионов, лишенных на/р, следует учитывать при 
проведении противоэпидемических мероприятий.
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при разработке и производстве микробиологи-
ческих питательных сред актуальной задачей остает-
ся поиск сырья для белковых основ, не уступающих 
мясным по питательной ценности и удовлетворяю-
щих требованиям стандартности и безопасности [1, 
3]. основными аргументами использования альтер-
нативных источников сырья являются экономиче-
ские факторы, экологические соображения, а также 
то обстоятельство, что в ряде случаев получаемые 
основы по отдельным качественным показателям 
превосходят традиционно применяемые пептоны. 
в нашей стране было выполнено большое количе-
ство исследований по использованию различных 

видов белкового сырья для изготовления гидроли-
затов, применяемых в производстве питательных 
сред. показана целесообразность их использования 
для решения конкретных задач. однако, по наше-
му мнению, в доступной литературе недостаточно 
сравнительных данных о специфической активности 
пептонов, полученных из различных видов белко-
вого сырья, в отношении микроорганизмов разных 
таксономических групп.

для увеличения номенклатуры пептонов, при-
меняемых при изготовлении микробиологических 
питательных сред, и определения путей их опти-
мального использования нами ранее была проведена 
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Сравнительная оценКа БелКовых Гидролизатов при разраБотКе  
на их оСнове питательной Среды для Культивирования Бруцелл

ФКУЗ «Ставропольский научно-исследовательский противочумный институт», Ставрополь, Российская Федерация 

цель. сравнительная оценка специфической активности панкреатических гидролизатов белковых 
продуктов растительного и животного происхождения в отношении тест-штаммов бруцелл, конструи-
рование на основе проведенной оценки модели питательной среды для культивирования бруцелл и из-
учение ее биологических показателей. материалы и методы. объектами исследования являлись пан-
креатические гидролизаты желатина, сои, соевого концентрата, глютена кукурузного, рыбной кормо-
вой муки, кильки каспийской, крови крс, приготовленные по традиционной технологии. определение 
биологических показателей питательных сред, содержащих изучаемые гидролизаты, проводили с по-
мощью тест-штаммов Brucella abortus 19 ва, B. melitensis Rev I. результаты и обсуждение. лучшими 
биологическими показателями в отношении указанных штаммов бруцелл обладал гидролизат желати-
на. изучены биологические показатели питательных сред, содержащих сочетания гидролизата жела-
тина с другими взятыми в работу гидролизатами. разработана экспериментальная питательная среда 
для культивирования бруцелл. проведена ее сравнительная оценка с двумя коммерческими средами, 
применяемыми для культивирования бруцелл. 
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сравнительная оценка физико-химических свойств 
панкреатических гидролизатов желатина, сои, со-
евого концентрата, глютена кукурузного, рыбной 
кормовой муки, свежемороженой каспийской киль-
ки, крови крупного рогатого скота (крс), а также 
изучена специфическая активность питательных 
сред, включающих данные пептоны на модели пи-
тательного агара с использованием тест-штаммов 
бактерий Shigella flexneri 1a 8516, S. sonnei «S form», 
Pseudomonas aeruginosa 27/99, Serratia plymuthica 1 
[2]. для более детальной характеристики вышепере-
численных гидролизатов предполагалось также из-
учение их биологических показателей в отношении 
микроорганизмов других таксономических групп. в 
настоящей работе представлены результаты изучения 
гидролизатов с помощью тест-штаммов бруцелл.

цель работы – сравнительная оценка специфиче-
ской активности панкреатических гидролизатов же-
латина, сои, соевого концентрата, глютена кукурузно-
го, рыбной кормовой муки, свежемороженой каспий-
ской кильки, крови (крс) в отношении тест-штаммов 
Brucella abortus 19 ва, B. melitensis Rev I, конструи-
рование на основе проведенной оценки модели пита-
тельной среды для культивирования бруцелл и изуче-
ние ее биологических показателей с целью конкрети-
зации потенциальной области применения.

материалы и методы

объектами исследования являлись панкреати-
ческие гидролизаты желатина, сои, соевого концен-
трата, глютена кукурузного, рыбной кормовой муки, 
кильки каспийской, крови крс, приготовленные по 
традиционной технологии. 

для определения биологических показателей 
питательных сред, содержащих изучаемые гидроли-
заты, использовали тест-штаммы B. abortus 19 ва, 
B. melitensis Rev I, полученные из государственной 
коллекции патогенных микроорганизмов Фгбу 
«нцэсмп» минздрава россии и из Фниц эпиде-
миологии и микробиологии им. н.Ф.гамалеи мз рФ.

определение биологических показателей мо-
делей питательных сред проводили в соответствии 
с методиками, изложенными в му 3.3.2.2124-06 
«контроль диагностических питательных сред по 
биологическим показателям для возбудителей чумы, 
холеры, сибирской язвы, туляремии, бруцеллеза, ле-
гионеллеза» и мук 4.2.2316-08 «методы контроля 
бактериологических питательных сред».

для изготовления моделей питательных 
сред использовали: агар микробиологический 
(гост 17206-96), натрия хлорид (гост 4233-77), 
D-глюкозу (гост 6038-79), натрий сернистокис-
лый пиро (гост 11683-76), дрожжевой экстракт 
(марка «Springer» тип д), воду дистиллированную 
(гост 6709-72).

в качестве сред сравнения использовали пита-
тельную среду для выделения и культивирования 
бруцелл сухую (эритрит агар) производства Фгуп 

«нпо «микроген» мз рФ, питательный агар для 
культивирования и выделения возбудителя бру-
целлеза сухой (бруцеллагар) производства Фбун 
«государственный научный центр прикладной ми-
кробиологии и биотехнологии» и основу агара для 
бруцелл (Brucella Agar Base код M074) производства 
HiMedia Laboratories Pvt. Limited (индия).

статистическую обработку результатов прово-
дили общепринятыми методами с использованием 
t-критерия стьюдента.

результаты и обсуждение

биологические показатели изготовленных ги-
дролизатов в отношении вакцинных штаммов бру-
целл B. abortus 19 ва, B. melitensis Rev I были изуче-
ны на агаровых питательных средах, включающих: 
гидролизат из расчета содержания в 1 л среды 12 г 
сухих веществ; глюкозу – 1 г/л; натрия хлорид с уче-
том вещества, содержащегося в гидролизате, вводи-
ли до содержания его в среде 5 г/л; агар микробиоло-
гический добавляли в количестве, обеспечивающем 
прочность готовой среды (340±40) г. рн агара уста-
навливали в пределах (7,1±0,1). в качестве контроля 
использовали эритрит агар.

о специфической активности питательных сред 
в отношении возбудителя бруцеллеза судили по 
количеству и морфологии колоний тест-штаммов 
B. abortus 19 ва и B. melitensis Rev I, выросших 
через 72 ч инкубации при температуре (37±1) °с. 
результаты изучения биологических показателей пи-
тательных сред, содержащих гидролизаты изучаемо-
го белкового сырья, представлены в табл. 1.

полученные данные свидетельствуют, что луч-
шие биологические показатели в отношении обоих 
штаммов бруцелл были у сред, содержащих гидро-
лизат желатина. питательные среды, включающие 
данный гидролизат, по показателю прорастания 
не уступали, а по размеру выросших колоний пре-
восходили эритрит агар, используемый в качестве 
контрольной среды. средам на основе гидролизата 
желатина несколько уступали среды на основе ги-
дролизатов глютена и соевого концентрата, более 
существенно – среды на основе гидролизатов сои 
и кильки (p<0,05). на средах из гидролизата крови 
отсутствовал рост тест-штамма B. melitensis Rev I, а 
на средах из гидролизата рыбной муки отмечались 
только единичные колонии этого тест-штамма, рост 
тест-штамма B. abortus 19 ва отсутствовал.

исходя из полученных данных, а также при-
нимая во внимание то обстоятельство, что каче-
ство питательной среды можно улучшить, соче-
тая несколько гидролизатов, мы провели изучение 
специфической активности агаризованных сред, 
содержащих в качестве питательной основы смеси 
гидролизатов желатина с другими гидролизатами 
в соотношении 2:1 по содержанию сухих веществ. 
содержание сухих веществ такой комплексной пи-
тательной основы так же, как и в предыдущей се-
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рии опытов, составляло 12 г/л.
примененный подход, в сравнении с использо-

ванием в качестве питательной основы отдельных ги-
дролизатов, как правило, приводил к увеличению ко-
личества и размера вырастающих колоний бруцелл. 
так, при посеве из разведения 10–6 через 72 ч инкуба-
ции при температуре (37±1) °с на изучаемых средах 
наблюдалось варьирование показателя прорастания 
B. abortus 19 ва от (82,06±1,88) до (96,58±2,59) %, 
диаметра колоний − от 0,9–1,6 до 1,2–1,9 мм. 
показатель прорастания B. melitensis Rev I находил-
ся в пределах от (72,26±4,00) до (82,76±3,71) %, диа-
метр колоний − от 0,8–1,6 до 1,2–1,8 мм.

исключение составляли среды, содержащие ги-
дролизаты желатина и крови, показатель прораста-
ния B. melitensis Rev I которых − (42,00±7,16) %, зна-
чительно уступал аналогичному показателю других 
сред (p<0,05). ниже на средах с вышеупомянутой 
комбинацией гидролизатов был и показатель про-
растания B. abortus 19 ва − (72,40±9,98) %, а вырос-
шие на них колонии бруцелл отличались и меньшим 
диаметром: 0,5–0,8 и 0,5–1,0 мм соответственно. 
показатели прорастания и размер колоний B. abortus 
19 ва и B. melitensis Rev I, выросших на эритрит 
агаре, взятом в качестве среды сравнения, состави-
ли, соответственно, (84,19±4,03), (74,78±4,42) % и 
0,8–1,6 мм, 0,6–1,5 мм. 

с целью повышения специфической активности 
питательных сред, включающих сочетания гидро-
лизата желатина с гидролизатами кильки, рыбной 
муки, сои и глютена, в них были добавлены дрож-
жевой экстракт в концентрации 2 г/л и натрий сер-
нистокислый пиро в концентрации 0,1 г/л. выбор 
концентраций этих веществ обусловлен тем, что 
они приводятся в большинстве известных рецептур 
питательных сред для культивирования бруцелл [4, 
5]. результаты изучения биологических показателей 
приготовленных таким образом питательных сред 
представлены в табл. 2. 

добавление дрожжевого экстракта и натрия 

сернисто-кислого пиро способствовало увеличе-
нию размера колоний бруцелл на 0,1–0,3 мм на всех 
изучаемых вариантах питательных сред через 72 ч 
инкубации при температуре (37±1) °с. количество 
выросших колоний на средах, включающих гидро-
лизат желатина и гидролизаты кильки или рыбной 
муки, также увеличивалось. внесение дрожжевого 
экстракта и натрия сернисто-кислого пиро в агар, со-
держащий гидролизаты желатина и глютена, приво-
дило к увеличению числа колоний B. melitensis Rev 
I и уменьшению количества колоний B. abortus 19 
ва, а введение вышеуказанных компонентов в агар, 
включающий гидролизаты желатина и сои, приво-
дило к сокращению количества колоний обоих тест-
штаммов.

исходя из полученных результатов, а также учи-
тывая технологичность изготовления гидролизатов, 
в качестве перспективного для дальнейших исследо-
ваний был выбран вариант питательной среды, вклю-
чающей комбинацию гидролизата желатина и гидро-
лизата рыбной муки, дрожжевой экстракт, натрий 
сернисто-кислый пиро, натрий хлористый, глюкозу, 
агар микробиологический. проведено сравнительное 
изучение выбранного варианта среды с бруцеллага-
ром и основой агара для бруцелл (Brucella Agar Base) 
по физико-химическим и биологическим показате-
лям. при сравнении физико-химических показателей 
следует отметить высокую прозрачность и низкую 
цветность разработанной среды, что выгодно отли-
чает ее от бруцеллагара. результаты изучения био-
логических показателей сравниваемых сред, а также 
требования к биологическим показателям питатель-
ных сред для выделения и культивирования возбуди-
теля бруцеллеза в соответствии с му 3.3.2.2124-06 
«контроль диагностических питательных сред по 
биологическим показателям для возбудителей чумы, 
холеры, сибирской язвы, туляремии, бруцеллеза, ле-
гионеллеза» представлены в табл. 3.

из табл. 3 видно, что по количеству выросших 
колоний бруцелл экспериментальные среды и бру-

Таблица 1

биологические показатели питательных сред, содержащих гидролизаты различного белкового сырья

тест-штаммы наименование  
показателей

питательные агары, содержащие гидролизаты: эритрит 
агар  

(контроль)рыбной 
муки кильки желатина крови крс глютена сои соевого кон-

центрата

B. abortus 19 
ва

чувствительность 10–5 10–7 10–7 10–7 10–7 10–7 10–7 10–7

прорастание  
(из разведения 10–6), % м±m

роста нет 48,06±6,67 86,52±8,89 17,59±6,42 67,00±9,55 24,06±6,20 92,13±9,54 82,73±2,07

стабильность основных 
свойств по морфологии  
колоний (диаметр колоний, мм; 
морфология; % диссоциации)

- 0,6–1,4;  
S-колонии;  

0

1,2–1,9;  
S-колонии; 

 0

0,4–1,0; 
S-колонии; 

0

0,8–1,6; 
S-колонии; 

0

0,4–0,8; 
S-колонии; 

0

1,0–1,8;  
S-колонии;  

0

0,7–1,5; 
S-колонии; 

0

B. melitensis 
Rev I

чувствительность 10–5 10–6 10–7 10–5 10–7 10–7 10–7 10–7

прорастание  
(из разведения 10–6), % м±m

единичные 
колонии

5,76±1,95 70,78±6,02 роста нет 41,08±6,61 11,41±2,35 31,13±2,50 66,82±2,57

стабильность основных 
свойств по морфологии  
колоний (диаметр колоний, мм; 
морфология; % диссоциации)

0,4–1,2;  
S-колонии; 

0

0,7–1,5;  
S-колонии; 

0

1,2–1,8;  
S-колонии; 

0

- 0,8–1;  
S-колонии; 

0

0,3–0,6;  
S-колонии;  

0

1,0–1,9;  
S-колонии;  

0

0,6–1,5;  
S-колонии;  

0
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целлагар были равнозначны и существенно превос-
ходили Brucella Agar Base (р<0,05). колонии штам-
мов B. abortus 19 ва и B. melitensis Rev I, выросшие 
на разработанной среде, в диаметре были на 15–
30 % больше колоний, выросших на бруцеллагаре. 
колонии, сформировавшиеся через 72 ч инкубации 
на Brucella Agar Base, в диаметре были меньше ко-
лоний, выросших на разработанной среде через 48 ч 
инкубации. однако выход микробных клеток с 1 мл 
разработанной среды, измеренный с применением 
отраслевого стандартного образца (осо) мутности 
42-28-85 (10 ме) Фгбу нцэсмп, значительно 
уступал аналогичному показателю бруцеллагара и 
основе агара для бруцелл. 

таким образом, проведена сравнительная оцен-
ка биологических свойств панкреатических гидроли-

затов семи видов белкового сырья в отношении вак-
цинных штаммов бруцелл, на ее основе предложена 
рецептура плотной питательной среды для культиви-
рования данных микроорганизмов. по большинству 
показателей разработанная среда превосходила сре-
ды сравнения, однако по показателю эффективности 
уступала им. это лимитирует применение среды для 
накопления бактериальной массы бруцелл, но воз-
можно ее использование для культивирования про-
изводственных штаммов на этапе исследования их 
свойств и подготовки посевной культуры при произ-
водстве медицинских иммунобиологических препа-
ратов. низкая цветность разработанной среды в со-
четании с высокими прозрачностью, чувствительно-
стью и скоростью роста микроорганизмов не исклю-
чают перспективы ее применения в диагностической 

Таблица 2

Влияние дрожжевого экстракта и натрия сернисто-кислого пиро на специфическую активность изучаемых питательных сред

тест-штаммы наименование  
показателей

питательные агары, содержащие гидролизат желатина в смеси с гидролизатом:

бруцеллагаркильки рыбной муки сои глютена

1 2 1 2 1 2 1 2

B. abortus  
19 ва

чувствительность 10–7 10–7 10–7 10–7 10–7 10–7 10–7 10–7 10–7

прорастание (из разведе-
ния 10–6), % м±m

72,04±7,86 87,30±3,05 89,14±2,61 97,53±3,33 98,67±4,38 87,20±4,82 98,90±3,35 89,91±3,25 95,67±5,05

стабильность основных 
свойств по морфологии 
колоний (диаметр коло-
ний, мм; морфология; % 
диссоциации)

1,0–1,7;  
S-колонии;  

0

1,3–1,9; 
S-колонии; 

0

1,4–2,0; 
S-колонии; 

0

1,5–2,2; 
S-колонии; 

0

0,9–1,6; 
S-колонии; 

0

1,1–1,7; 
S-колонии; 

0

1,2–1,8; 
S-колонии; 

0

1,5–2,1; 
S-колонии; 

0

1,0–1,5; 
S-колонии; 

0

B. melitensis 
Rev I

чувствительность 10–7 10–7 10–7 10–7 10–7 10–7 10–7 10–7 10–7

прорастание (из разведе-
ния 10–6), % м±m

75,33±4,58 88,37±4,37 83,25±2,63 88,63±2,17 89,33±3,50 80,53±3,35 79,64±2,82 85,33±2,60 87,72±4,67

стабильность основных 
свойств по морфологии 
колоний (диаметр коло-
ний, мм; морфология; % 
диссоциации)

1,2–1,7; 
S-колонии, 

0

1,4–1,9; 
S-колонии, 

0

1,4–2,0; 
S-колонии, 

0

1,5–2,1; 
S-колонии, 

0

1,3–1,8; 
S-колонии, 

0

1,5–2,0; 
S-колонии, 

0

1,4–1,9; 
S-колонии, 

0

1,5–2,0; 
S-колонии, 

0

1,0–1,4; 
S-колонии, 

0

примечание :  1 – среды, не содержащие дрожжевой экстракт и натрий сернисто-кислый пиро; 2 – среды с добавлением дрожжевого экстракта 
и натрия сернисто-кислого пиро.

Таблица 3

сравнительная характеристика биологических показателей изучаемых питательных сред для культивирования бруцелл

тест-штаммы наименование показателей требования  
по му 3.3.2.2124-06

экспериментальная 
питательная среда

среды сравнения

бруцеллагар Brucella Agar Base

B. abortus 
19 ва

чувствительность 10–7 10–7 10–7 10–7

прорастание (из разведения 10–6), 
% м±m

не менее 60 97,88±4,87 91,42±6,21 50,98±8,72

стабильность основных свойств по 
морфологии колоний (диаметр ко-
лоний через 48/72 ч инкубации, мм; 
морфология; % диссоциации)

н.н.; 
S-колонии; 

0

0,4–1,0/1,6–2,3; 
S-колонии; 

0

0,3–0,7/1,2–1,7; 
S-колонии; 

0

точечные/0,3–0,8; 
S-колонии; 

0

эффективность, м.к./мл н.н. 6,12·109 9,95·109 9,01·109

B. melitensis 
Rev I

чувствительность 10–7 10–7 10–7 10–7

прорастание (из разведения 10–6), 
% м±m

не менее 60 90,04±2,68 90,06±4,42 67,22±9,48

стабильность основных свойств по 
морфологии колоний (диаметр ко-
лоний через 48/72 ч инкубации, мм; 
морфология; % диссоциации)

н.н.; 
S-колонии; 

0

0,4–1,0/1,5–2,0; 
S-колонии; 

0

0,3–0,6/1,0–1,6; 
S-колонии; 

0

точечные/0,3–0,8; 
S-колонии; 

0

эффективность, м.к./мл н.н. 6,21·109 12,4·109 13,43·109

примечание :  н.н. – не нормируется.



БИОТЕХНОЛОГИЯ, ИММУНОЛОГИЯ

972016, issue 4

практике. для этого требуется дальнейшее изучение 
биологических показателей среды с помощью рас-
ширенного набора тест-штаммов бруцелл.

конфликт интересов. авторы подтверждают 
отсутствие конфликта финансовых/нефинансовых 
интересов, связанных с написанием статьи.
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в лабораторной диагностике бруцеллеза для 
идентификации и дифференциации возбудителя при-
меняют бруцеллезные поли- и моноспецифические 
сыворотки [4], для получения которых используют 
корпускулярные и растворимые антигены бруцелл ви-
рулентных и вакцинных штаммов [5]. известно, что 
иммунодоминантным антигеном бруцелл является 
липополисахарид, содержащийся в клеточной стенке 
[10, 11], который не обладает строгой специфично-
стью, так как содержит антигенные детерминанты, 
общие с другими микроорганизмами: Francisella tu-
larensis, Yersinia enterocolitica (серовара о:9), Vibrio 
choleraе [9]. в процессе L-трансформации бруцеллы 
утрачивают клеточную стенку, сохраняя при этом 
антигенность, то есть способность вызывать анти-
телообразование при введении их в макроорганизм 

[2]. термоэкстракт (тэ), выделенный из бруцелл в 
L-форме, обладает высокой антигенной активно-
стью и специфичностью [3]. в связи с этим актуаль-
ными остаются вопросы, связанные с возможностью 
использования термоэкстрактов для получения бру-
целлезных антисывороток.

цель исследования – получение гипериммун-
ных сывороток к термоэкстрактам из бруцелл в S- и 
L- формах.

материалы и методы

в работе использовали S- и L-тэ из штамма 
B. abortus и-206. для этого штамм B. abortus и-206 
в S- и L-формах выращивали на печеночном агаре 
в термостате при температуре (37±1) °с. культуры 

Пробл. особо опасных инф. 2016; 4:98–101. DOI: 10.21055/0370-1069-2016-4-98-101
удк 616.98:579.841.93
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цель. получение гипериммунных сывороток к термоэкстрактам из бруцелл в S- и L-формах. 
материалы и методы. в работе использовали термоэкстракты, полученные из штамма Brucella abortus 
и-206 в S- и L-формах. в качестве животных-продуцентов сывороток использовали кроликов породы 
Шиншилла. специфическую активность определяли в пробирочной реакции агглютинации с диагно-
стикумами: корпускулярным экспериментальным из бруцелл в L-форме и коммерческим бруцеллез-
ным цветным, специфичность – с гетерологичными штаммами: Francisella tularensis 15 нииэг, Vibrio 
choleraе 5 (огава), V. choleraе 35 а3 (инаба), Yersinia enterocolitica о:9, Y. pestis EV нииэг, Escherichia 
coli 3912/41. содержание белка в полученном экстракте определяли по методу лоури. результаты и 
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разработаны схемы иммунизации, позволяющие получать высокоактивные и специфичные сыворотки, 
которые могут быть использованы для идентификации и дифференциации возбудителя бруцеллеза.
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смывали забуференным физиологическим раство-
ром (зФр), рн 7,2±0,1. бактериальные суспензии 
инактивировали добавлением формалина до ко-
нечной концентрации 2,5 % и выдерживали в тече-
ние 24 ч в термостате при температуре (37±1) °с, 
затем проводили контроль специфической сте-
рильности. концентрацию бруцелл доводили зФр 
(рн 7,2±0,1) по отраслевому стандартному образцу 
мутности 10 ме Фгбу «нцэсмп» (осо 42-28-
85-соответствующего года выпуска) до 5·1010 м.к./
мл. взвеси дополнительно прогревали на водя-
ной бане при температуре 100 °с в течение 45 мин 
и центрифугировали при 7000 об/мин в течение 
50 мин. полученные тэ декантировали. в качестве 
животных-продуцентов использовали кроликов по-
роды Шиншилла массой 2,5–3 кг.

специфическую активность полученных сыво-
роток определяли в пробирочной реакции агглюти-
нации (ра) с диагностикумами: экспериментальным 
корпускулярным из бруцелл в L-форме и коммерче-
ским бруцеллезным цветным (серия 4, 10) в соответ-
ствии с методическими указаниями му 3.1.7.1189-
03. «профилактика и лабораторная диагностика 
бруцеллеза людей. профилактика инфекционных 
болезней. инфекции общие для человека и живот-
ных.», специфичность – с гетерологичными штам-
мами: F. tularensis 15 нииэг, V. choleraе 5 (огава), 
V. choleraе 35 а3 (инаба), Y. enterocolitica 383 (се-
ровара о:9), Y. enterocolitica 628/1 (серовара о:3), 
Escherichia coli 3912/41, Y. pestis EV нииэг, а также 
B. ovis 63/290 в R-форме.

в качестве контроля использовали коммерче-
скую поливалентную бруцеллезную сыворотку (се-
рия 3) (Фкуз «иркутский научно-исследовательский 
противочумный институт») и экспериментальную 
кроличью сыворотку, полученную нами против бру-
целл в L-форме [2]. сыворотки консервировали до-
бавлением борной кислоты до 2 %. 

содержание белка в полученных экстрактах 
определяли по методу O.H.Lowry [12] с использо-
ванием в качестве стандарта бычьего сывороточно-
го альбумина. суммарное количество нуклеиновых 
кислот определяли спектрофотометрически по мето-
ду а.с.спирина [6]. определение общего содержа-
ния углеводов осуществляли в реакции с фенолом и 
концентрированной серной кислотой согласно мето-
дике р.хансон и дж.Филлипс с использованием глю-
козы в качестве стандарта [7]. содержание 2-кето-
3-дезоксиоктоновой кислоты (кдо) – в реакции с 
тиобарбитуровой кислотой после гидролиза в 0,02 N 
растворе H2SO4 в течение 20 мин при 100 °с [7].

результаты и обсуждение

результаты изучения химического состава полу-
ченных S- и L-тэ представлены в табл. 1, из которой 
следует, что в процессе L-трансформации изменяет-
ся количественный показатель содержания белка. в 
L-тэ содержание белка выше в 2,8 раза, чем в S-тэ, 

а уровень углеводов возрастает незначительно. по 
содержанию нуклеиновых кислот в L-тэ превыше-
ние составляет в четыре раза, а кдо – наоборот, в 
L-тэ ниже в три раза, чем в S-тэ. это свидетель-
ствует о том, что в процессе L-трансформации из-
меняется химический состав бруцелл.

для получения гипериммунной сыворотки к 
S-тэ кроликам перед иммунизацией вводили в по-
душечки задних лап по 0,5 мл полного адъюванта 
Фрейнда (паФ). через 7–10 сут кроликов иммуни-
зировали в подколенные лимфатические узлы задних 
лап S-тэ в количестве 135 мкг (расчет по белку), 
растворенным в 0,5 мл зФр (рн 7,2±0,1), и одновре-
менно внутримышечно 68 мкг S-тэ в 0,5 мл зФр с 
0,5 мл паФ (смесь). на 4-е сутки кроликам вводи-
ли в подушечки передних лап и внутримышечно по 
135 мкг в 1 мл смеси. через 7 дней после последней 
инъекции антигена брали пробу крови и в сыворотке 
определяли титр специфических антител.

через 15 сут проводили второй цикл иммуниза-
ции комплексом антиген-антитело (аг-ат). для это-
го у животных забирали кровь в количестве 8–10 мл, 
необходимом для получения 3–5 мл сыворотки. 
сыворотку разливали по 1,0 мл в 3 стерильные про-
бирки и в каждую вносили S-тэ в дозах 203, 270, 
338 мкг соответственно. комплекс аг-ат вводили 
внутривенно трехкратно с интервалом между инъек-
циями 5 дней кролику, от которого получена сыво-
ротка. одновременно каждому животному внутри-
мышечно вводили по 203 мкг аг в 1 мл смеси. через 
7–9 сут после последней инъекции комплексом аг-
ат проводили тотальное кровопускание кроликов и 
получали сыворотки.

для получения гипериммунной сыворотки к 
L-тэ кроликам перед иммунизацией вводили в по-
душечки задних лап по 0,5 мл паФ, одновременно 
внутримышечно – 460 мкг (расчет по белку). через 
5–7 сут кроликов иммунизировали L-тэ в количе-
стве 460 мкг, растворенного в 1 мл смеси, в подко-
ленные лимфатические узлы задних лап и одновре-
менно внутримышечно – 820 мкг в 1 мл смеси. на 
4-е сутки вводили в подушечки задних лап 325 мкг 
и внутримышечно – 820 мкг в 1 мл смеси. через 7 
дней после последней инъекции антигена брали про-
бу крови и в сыворотке определяли титр специфиче-

Таблица 1

химический состав термоэкстрактов из B. abortus и-206  
в S- и L-формах

показатели
S-тэ из B. abortus  

в S-форме
L-тэ из B. abortus  

в L-форме

мкг/мл %* мкг/мл %*

белок 166,7±36,5 16,7±3,6 462,6±30,5 46,2±3

углеводы 112,7±6,9 11,2±0,7 148,0±24,7 14,8±2,5

нуклеиновые 
кислоты

4,8±0,19 0,5±0,02 13,2±3,39 1,32±0,34

2-кето-3-дезокси-
октановая кислота

4,8±0,6 0,5±0,06 1,8±0,44 0,2±0,04

*средняя арифметическая из 5 определений и ее средняя ошибка.
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ских антител.
через 15 сут проводили второй цикл иммуни-

зации комплексом аг-ат. сыворотку разливали по 
1,0 мл в 3 стерильные пробирки и в каждую вно-
сили 690 мкг аг. комплекс аг-ат вводили вну-
тривенно трехкратно кролику, от которого получе-
на сыворотка, с интервалом между инъекциями 5 
дней. одновременно каждому животному вводили 
по 460 мкг антигена внутримышечно в 1 мл смеси. 
через 7–9 сут после последней инъекции комплек-
сом аг-ат проводили тотальное кровопускание кро-
ликов и получали сыворотки.

активность и специфичность бруцеллезной сы-
воротки, полученной к S-тэ, определяли в сравне-
нии с коммерческой поливалентной бруцеллезной 
сывороткой (табл. 2) в пробирочной ра. как видно 
из табл. 2, кроличья сыворотка, полученная к S-тэ, 
по активности практически не отличалась от ком-
мерческой поливалентной бруцеллезной сыворотки, 
но была более специфична. кроличья сыворотка к 
S-тэ не реагировала с гетерологичными штаммами, 
тогда как поливалентная бруцеллезная сыворотка 
взаимодействовала с вышеуказанными штаммами в 
пределах 1/10 титра, что соответствует техническим 
условиям на сыворотку. с Y. enterocolitica 383 (серо-
вара о:9) обе сыворотки реагировали.

активность и специфичность бруцеллезной сы-
воротки к L-тэ определяли в сравнении с экспери-
ментальной кроличьей сывороткой, полученной про-
тив бруцелл в L-форме (табл. 3). результаты табл. 3 
свидетельствуют о том, что сыворотка, полученная 
против бруцелл в L-форме, высокоактивна (1:3200) 
и достаточно специфична (реагирует с Y. enteroco-
litica 628/1 серовара о:3 в титре 1:20). сыворотка, 
полученная на L-тэ, обладает довольно высокой ак-
тивностью (1:800) и высокой специфичностью (нет 
перекрестных реакций с гетерологичными штамма-
ми), которую также можно использовать для иденти-
фикации бруцелл в L-форме. 

таким образом, кроличья сыворотка, получен-

ная к S-тэ, обладает более высокой активностью и 
специфичностью (не реагирует с гетерологичными 
штаммами микроорганизмов, кроме Y. enterocolitica 
383 (серовара о:9) по сравнению с поливалентной 
бруцеллезной сывороткой. кроличья сыворотка, по-
лученная на L-тэ, активна (титр 1:800) и высоко-
специфична (не взаимодействует с гетерологичными 
штаммами микроорганизмов). 
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антигены
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полученная 

на L-тэ

экспериментальная 
кроличья сыворотка, 
полученная против 
бруцелл в L-форме

антиген корпускулярный B. abortus 
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Y. pestis EV нииэг - -
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работа с микроорганизмами – возбудителями ин-
фекционных заболеваний, несмотря на повышающий-
ся уровень знаний в области биологической безопас-
ности, остается источником инфицирования персо-
нала и окружающей среды. создание, совершенство-
вание и внедрение в лабораторную практику боксов 
микробиологической безопасности (бмб) явилось 
приоритетным направлением развития технологий за-
щиты персонала микробиологических лабораторий

проведенный предварительный анализ научной 
и нормативной документации по вопросам биологи-
ческой безопасности не обнаружил существующего 
(готового) алгоритма действий сотрудников при воз-
никновении аварии при работе в бмб с использова-
нием пба I–II групп, определения объема мероприя-
тий по локализации и ликвидации возникшей аварии 
и порядка их проведения.

цель работы – выявление отличий в порядке 
ликвидации аварий от существующих правил пове-
дения при возникновении аварий во время работы 
за открытым лабораторным столом и в бмб II клас-
са, разработка алгоритма действий сотрудников при 
возникновении аварии во время работы в бмб с ис-
пользованием пба I–II групп, определение объема 
мероприятий по локализации и ликвидации возник-
шей аварии и порядка их проведения. 

алгоритм оповещения о любом виде аварии 
руководителя подразделения и руководителя орга-
низации, председателя комиссии по контролю со-
блюдения требований биологической безопасности 
определен в действующих санитарных правилах и 
остается без изменений.

действующий на территории российской 
Федерации с 2011 г. гост р ен 12469-2010 «биотех-
нология. технические требования к боксам микро-
биологической безопасности» является первым доку-
ментом, содержащим рекомендации по практической 
оценке защитной эффективности бмб. о.б.Шишкина 
и соавт. (2014 г.) провели оценку защитной эффектив-
ности бмб II класса типа 2а отечественного произ-
водства. авторы показали, что использование бмб 
при выполнении манипуляций с микроорганизмами 
повышает степень защищенности экспериментатора и 
окружающей среды. создаваемый в бмб II класса на-
правленный поток воздуха (воздушный экран) умень-
шает вероятность выхода пба за пределы рабочей 
камеры. в то же время с.г.дроздов и соавт. (1987 г.) 
не исключают вероятность инфицирования рук со-
трудника, находящихся в рабочей зоне бмб. поэтому 
в сп 1.3.3118-13 регламентировано требование рабо-
ты в бмб II класса в защитной одежде и двух парах 
перчаток, при этом одну пару перчаток необходимо 
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снимать перед извлечением рук из бмб, а во второй – 
оставаться во время пребывания в помещении микро-
биологической комнаты. до настоящего времени от-
сутствует четкий нормативно закрепленный порядок 
ликвидации аварий при работе в бмб. 

рассмотрим два варианта аварий без разбрызги-
вания: касание петлей с культурой внешней поверх-
ности чашки петри и касание петлей с культурой за-
щитной одежды (рукава халата) при работе в бмб. 
по объему мероприятий по ликвидации аварий эти 
варианты существенно различаются.

в случае касания бактериологической петлей 
с инфекционным материалом наружного края про-
бирки, чашки или падения кусочка культуры на ра-
бочую поверхность – авария без разбрызгивания 
по классификации сп – следует: прекратить рабо-
ту, оповестить напарника (далее напарник включа-
ет аварийную сигнализацию); провести обработку 
верхней пары перчаток дезсредством, находящимся 
в бмб; удалить из рабочей камеры контаминирован-
ный предмет, завернув его в салфетку, смоченную 
дезраствором (допустимо использовать салфетку, 
над которой работали), перенести его в контейнер 
или пакет для автоклавирования; обработать руки в 
перчатках дезраствором; снять верхнюю пару пер-
чаток, поместить их в контейнер для последующего 
автоклавирования; надеть чистую пару перчаток из 
имеющихся в помещении или тамбуре/предбоксе. 
на место удаленной салфетки поместить чистую, 
также смоченную дезраствором. продолжить работу 
после получения разрешения на это от руководителя 
учреждения. по окончании работы или в конце рабо-
чего дня следует провести текущую обработку рабо-
чей камеры бмб с использованием дезраствора.

возможен другой вариант аварии без разбрыз-
гивания: касание петлей с инфицированным ма-
териалом защитной одежды. такая авария требует 
другого алгоритма действий. сотрудник, у которого 
произошла авария, должен сообщить об этом на-
парнику, обработать верхнюю пару перчаток дезра-
створом, намочить тампон дезраствором и положить 
его на место касания, снять верхнюю пару перчаток, 
поместить их в емкость для дальнейшего автоклави-
рования, выйти в предбокс, снять защитную одежду 
и поместить ее в емкость для последующего обезза-
раживания, обработать открытые участки тела там-
понами, смоченными раствором 70 % спирта, снять 
рабочую одежду, поместить в емкость для обезза-
раживания, надеть рабочую одежду из аварийного 
комплекта. в остальном действия аналогичны рас-
смотренному выше случаю.

проанализируем два варианта аварии с раз-
брызгиванием инфекционного материала: авария в 
пределах рабочей камеры бмб (при ликвидации ава-
рии обработке подвергают рабочую камеру бмб) и 
авария с выходом инфекционного материала за пре-
делы бмб (при ликвидации такой аварии обработке 
подвергают рабочую камеру бмб и помещение, в 
котором проводилась работа).

все известные нам источники и, в частности, 

учебное пособие по биобезопасности в.а.дмитрие-
вой и соавт. (2013 г.) определяют мероприятия по лик-
видации аварии с разбрызгиванием без конкретизации 
действий в случае работы в бмб. в данной ситуации 
не следует сбрасывать со счетов защиту эксперимен-
татора и окружающего пространства, определяемых 
конструкцией и назначением данного оборудования.

рассмотрим аварию с разбрызгиванием инфи-
цированного материала в пределах рабочей каме-
ры бмб. в первый момент после аварии основные 
действия сотрудника, у которого произошла авария 
следующие: прекращение работы, обработка и сня-
тие верхней пары перчаток, сообщение об аварии 
напарнику. все манипуляции в пределах рабочей 
камеры бмб должны выполняться плавно, чтобы не 
нарушить воздушный защитный экран, создаваемый 
в бмб. после извлечения рук из пространства рабо-
чей камеры, работавший в бмб сотрудник должен 
закрыть рабочий проем бмб, в зависимости от кон-
структивных особенностей бмб опустив переднее 
стекло или подняв панель ультрафиолетового облу-
чателя, и включить в бмб ультрафиолетовую лампу.

все сотрудники, находившиеся в помещении, 
также должны прекратить работу и выйти в предбокс, 
нажать кнопку аварийной сигнализации и приступить 
к «самообработке». обработать открытые участки 
тела 70 % спиртом, смочить дезраствором защитную 
одежду (рукава и переднюю часть халата), снять за-
щитную одежду, поместить ее в емкость для замачива-
ния в дезрастворе или в пакет для автоклавирования. 
в последнюю очередь необходимо снять перчатки, 
руки обработать спиртом и вымыть с мылом.

в рассматриваемом варианте аварии (с разбрыз-
гиванием в пределах рабочей камеры бмб) с целью ее 
ликвидации дезинфекционной обработке подвергают 
рабочую камеру бмб и все предметы, находившиеся 
в ней в момент аварии. после согласования объема 
мероприятий с руководителем организации под кон-
тролем прибывших на место аварии членов комиссии 
по контролю за соблюдением требований биобезопас-
ности сотрудники подразделения могут вернуться в 
помещение и продолжить работу на других рабочих 
местах, а обработку бмб, в котором произошла ава-
рия, провести после окончания работы.

дезинфекционную обработку камеры бмб дол-
жен проводить сотрудник, одетый в противочумный 
костюм I типа (или его аналог), используя свежепри-
готовленный раствор дезинфектанта, эффективного 
в отношении возбудителя, с которым проводилась 
работа (3 % раствор хлорамина при работе с неспо-
ровыми микроорганизмами, 6 % раствор перекиси 
водорода с 0,5 % моющего средства при работе со 
спорообразующими микроорганизмами). сотрудник, 
ликвидирующий аварию, вносит емкость со свеже-
приготовленным дезраствором, пакеты для автокла-
вирования/бак для автоклавирования с поддоном, 
безворсовые салфетки.

ликвидирующий аварию сотрудник осущест-
вляет доступ в рабочую камеру бмб; размещает в 
ней необходимые для ликвидации аварии емкость с 



Проблемы особо опасных инфекций. 2016, вып. 4

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

дезраствором и пакеты для автоклавирования, ем-
кость для автоклавирования с поддоном размещает 
рядом с бмб; накрывает место разлива салфеткой 
(тампоном), смоченной дезраствором до полного 
впитывания разлившейся жидкости (примерно 10 
мин); после экспозиции убирает пинцетом салфетку 
в пакет для автоклавирования; проводит дезинфек-
цию всех предметов, находящихся в рабочей камере 
бмб (протирает каждый предмет салфеткой, смо-
ченной дезраствором); переносит объекты с посева-
ми и среды в емкость (пакет) для автоклавирования; 
находившиеся в бмб инструменты, оборудование 
(ванночку для пипеток, стакан для инструментов и 
т.п.) протирает салфеткой, смоченной дезраствором, 
и переносит на лабораторный стол (если существу-
ет вероятность попадания на них инфицированного 
материала, то подвергают автоклавированию); об-
рабатывает, используя корнцанг, безворсовыми сал-
фетками, смоченными дезраствором, все внутрен-
ние поверхности бмб (заднюю, переднюю, боковые 
стенки, столешницу). после этого съемные фрагмен-
ты столешницы извлекает, помещает в пакет для ав-
токлавирования, проводят обработку поддона бмб 
тампонами, смоченными дезраствором. Фрагменты 
столешницы далее подвергают автоклавированию в 
соответствии с режимами, приведенными в прило-
жении 1 сп 1.3.3118-13.

завершив обработку, сотрудник включает уФ-
лампы в бмб и помещении, выходит в предбокс, 
снимает защитную одежду, помещает ее в емкость 
для обеззараживания; руки обрабатывает 70 % спир-
том и моет с мылом. после двухчасовой экспозиции 
сотрудник в противочумном костюме IV типа (его 
аналоге) отмывает все поверхности бмб от дезра-
створа, возвращает на место фрагменты столешни-
цы, проводит влажную уборку, включает уФ-лампы 
в бмб и помещении. после отключения ламп, поме-
щение и бмб готовы к работе.

в случае аварии с разбрызгиванием и выходом 
инфекционного материала за пределы рабочей каме-
ры бмб алгоритм действий сотрудников аналогичен 
порядку действий при аварии с разбрызгиванием в 
сп 1.3.3118-13: прекращение работы, оповещение 
напарника, быстрый выход из помещения всех со-
трудников. объем дезинфекционных мероприятий 
состоит из обработки самого помещения и рабочей 
камеры бмб. обработка сотрудников, вышедших из 
зоны аварии, и помещения проводится в соответствии 
с алгоритмом, регламентированным сп 1.3.3118-13 
(пункт 2.12.4.1). сотрудник, проводящий дезобработ-
ку комнаты, начинает с разбрызгивания дезраствора 
от порога помещения, орошая воздух, стены, все пред-
меты, находящиеся в комнате, накрывает салфетками, 
смоченными дезраствором, места разлива инфекци-
онного материала и осколки посуды. после экспози-
ции (2 ч) в комнату заходит сотрудник в противочум-
ном костюме I типа (его аналоге), собирает салфетки, 
осколки, помещает их в пакет для автоклавирования и 
проводит обработку бмб, как описано выше. после 
отмывания поверхностей от дезраствора, влажной 

уборки помещения и обработки ультрафиолетовыми 
лампами можно возобновить работу в бмб.

при проведении фумигации рабочей камеры 
бмб следует помнить, что после обработки парами 
формальдегида и экспозиции необходимо провести 
тщательное проветривание, которое предшествует 
в случае бмб II класса открыванию передней па-
нели бокса. если бмб не подключен к вытяжной 
вентиляции, необходимо до проведения фумигации 
соединить гибким рукавом бокс с решеткой вытяж-
ной системы вентиляции (всв), чтобы газ поступал 
непосредственно в всв. все манипуляции должен 
проводить сотрудник, обладающий необходимыми 
знаниями этой процедуры и с соблюдением соответ-
ствующих предосторожностей. кроме того, перед 
началом фумигации следует убедиться, что форма-
лин не проникает в помещение, и персонал не будет 
подвергаться опасности воздействия газа. в качестве 
альтернативных дезинфекционных веществ могут 
использоваться пары пероксида водорода.

авария с нарушением целостности защитной 
одежды при работе в бмб чаще всего заключается в 
нарушении целостности перчаток. если при выпол-
нении каких-либо манипуляций с пба происходит 
разрыв перчатки, действия сотрудника заключаются 
в оповещении об аварии напарника и руководителя 
подразделения и далее по стандартной схеме; обра-
ботка верхней пары перчаток дезраствором, снятие 
перчаток, погружение их в емкость для дальнейшего 
автоклавирования, надевание целой пары перчаток. 
вероятность разрыва защитной одежды существует, 
но она минимальная и требует принятия конкрет-
ных решений от прибывших на место аварии заве-
дующего подразделением и председателя кбб. здесь 
возможны варианты оценки как аварии с разбрызги-
ванием, аварии с ранением кожных покровов и т.д. 
дать оценку/характеристику аварии должны при-
бывшие на место аварии руководитель подразделе-
ния и председатель кбб.

таким образом, проведенное исследование по-
казало, что в подвергнутых анализу литературных 
источниках и действующей нормативной документа-
ции отсутствует четко сформулированный порядок 
действий сотрудников, оказавшихся в зоне аварии с 
пба при выполнении работы в бмб. считаем, что 
рассмотренные варианты ликвидации и локализации 
аварий должны найти отражение в нормативных до-
кументах, в частности, санитарных правилах.
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работал в среднеазиатском научно-исследова тельском 
противочумном институте. в 1950 г. назначен заведую-
щим лабораторией туляремии, в 1967 г. защитил диссер-
тацию на степень доктора медицинских наук «туляремия 
в казахстане», в 1969 г. получил звание профессора. 
м.а.айкимбаевым открыт в тугайных очагах туляремии 
новый подвид возбудителя туляремии – Francisella tula-
rensis mediaasiatica Aikimb., который вошел в междуна-
родный классификатор микроорганизмов берджи, деталь-
но описаны природные очаги туляремии в казахстане. 
м.а.айкимбаев внес весомый вклад в изучение различ-
ных аспектов микробиологии, эпидемиологии, иммуно-
профилактики особо опасных инфекций.

в течение 25 лет (1962–1987 гг.) м.а.айкимбаев 
возглавлял среднеазиатский научно-исследователь-
ский противочумный институт. под его руководством 
средне азиатский нипчи стал одним из ведущих научно-
исследовательских учреждений казахстана. м.а.айким-
баев организовал производство диагностических препа-

методическое руководство противочумными станциями 
казахстана, киргизии, узбекистана, таджикистана. 

постановлением правительства республики казах-
стан № 582 от 2 мая 2001 г. институт переименован в 
«казахский научный центр карантинных и зоонозных ин-
фекций имени масгута айкимбаева».

боевые и трудовые заслуги м.а.айкимбаева отмечены 
орденом красной звезды, орденом отечественной войны 
1-й степени, орденом «знак почета», медалями и почетны-
ми грамотами правительства казахской сср, министерства 
здравоохранения казахстана и ссср, почетными званиями 
«отличник здравоохранения ссср», «заслуженный врач 
казахской сср, «заслуженный врач мнр». 

наследие профессора м.а.айким баева в науке и 
здравоохранении еще многие годы будет служить на бла-
го казахстана.

Коллектив Казахского научного центра карантин-
ных и зоонозных инфекций им. М.Айкимбаева 

ЮБилеи

К 100-летиЮ МаСГута айКиМБаевича айКиМБаева
31 декабря 1916 г. исполняется 

100 лет со дня рождения доктора меди-
цинских наук, профессора, ветерана 
великой отечественной войны масгута 
айкимбаевича айкимбаева. 

м.а.айкимбаев родился в селе зна-
менка семипалатинской области казах-
стана. в 1940 г. после окончания алма-
атинского медицинского института был 
призван в армию. прошел путь от рядового 
до старшего врача полка 5-й гвардейской 
стрелковой дивизии западного фронта, 
главного врача танкового полка.

с 1949 по 1987 год м.а. айкимбаев 

ратов по особо опасным инфекциям, строи-
тельство капитальных научных лабораторий, 
оснащенных современным оборудованием, 
обучение специалистов. в среднеазиатском 
нипчи проходили специализацию по осо-
бо опасным инфекциям врачи и биологи из 
союзных республик, стипендиаты воз из 
вьетнама, монголии, бирмы, китая, кубы, 
лаоса, болгарии, индонезии. в 1965, 1967, 
1968 гг. на базе среднеазиатского нипчи 
проводились межрегиональные семинары 
воз по борьбе с чумой, в которых приня-
ли участие специалисты из 15 стран мира. 
институт осуществлял консультативно-

ся изучение генетического разнообразия и изменчивости 
возбудителей чумы, холеры, сибирской язвы, клещевого 
энцефалита, бешенства, оптимизируются методы оценки 
и прогнозирования эпизоотического потенциала природ-
ных очагов опасных инфекционных болезней. иркутский 
нипчи обеспечивает благополучие по опасным зооноз-
ным и природно-очаговым инфекционным болезням бакте-
риальной и вирусной природы на востоке нашей страны.

с.в.балахонов уделяет большое внимание подготов-
ке научных кадров. под его руководством подготовлены 

вакцинопрофилактика». имеет награды министерства 
здравоохранения российской Федерации, министерства 
здоровья монголии. 

Юбилейную дату сергей владимирович встречает 
в полном расцвете сил, творческой энергии и планов на 
будущее.

Редакционный совет и редакционная коллегия жур-
нала «Проблемы особо опасных инфекций» поздравляют 
Сергея Владимировича с 60-летием и желают ему креп-
кого здоровья и больших творческих успехов. 

К 60-летиЮ СерГея владиМировича Балахонова

11 декабря исполнилось 60 лет сергею 
владимировичу балахонову – директору 
иркутского научно-исследовательского про-
тивочумного института сибири и дальнего 
востока, доктору медицинских наук, про-
фессору. вся трудовая деятельность сергея 
владимировича связана с противочумной 
системой, где он прошел путь от врача в 
пограничном противочумном отделении 
приморской противочумной станции до ди-
ректора иркутского нипчи. в институте под 
его руководством внедряются новые техно-
логии в микробиологии, совершенствуются 
методы лабораторной диагностики, проводит-

восемь кандидатов наук, в настоящее время 
выполняют кандидатские и докторские ра-
боты несколько молодых ученых. он автор 
(соавтор) около 400 научных публикаций, 6 
монографий, 4 учебных пособий, 10 изобре-
тений и баз данных. с.в.балахонов является 
членом координационного научного совета 
по санитарно-эпидемиологической охране 
территории рФ, научного совета по медицин-
ским проблемам сибири и дальнего востока, 
членом редакционной коллегии журнала 
«бюллетень вснц со рамн», редакци-
онного совета журналов «проблемы особо 
опасных инфекций» и «эпидемиология и 



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

инфорМация

о XIII межгосударственной научно-практической конференции 
1–2 ноября 2016 г. в саратове проведены XIII 

межгосударственная научно-практическая конферен-
ция «достижения в области обеспечения санитарно-
эпидемиологического благополучия в государствах-
участниках снг в рамках реализации стратегии воз 
по внедрению международных медико-санитарных 
правил (ммсп) (2005 г.) до 2016 года». 

в конференции приняли участие руково-
дители и представители ведущих учреждений 
санитарно-эпидемиологического профиля стран 
снг и гвинейской республики, представители 
штаб-квартиры воз (женева), европейского регио-
нального бюро воз (копенгаген), исполнительного 
комитета снг, сотрудники органов и организа-
ций роспотребнадзора из 79 субъектов российской 
Федерации. 

участники конференции особо отметили вклад 
российской Федерации по оказанию материально-
технической поддержки странам снг по внедрению 
ммсп и целесообразность продолжения содействия 
по укреплению регионального потенциала в сфере 
борьбы с инфекционными болезнями.

в ходе конференции заместитель генерально-
го директора национального агентства санитарной 
безопасности гвинейской республики доктор Bouna 

Yattassaye выразил благодарность российской 
Федерации и специалистам роспотребнадзора, в 
частности, за помощь в ликвидации вспышки бо-
лезни, вызванной вирусом эбола, и подчеркнул 
решающий вклад российских специалистов в уси-
лия по противодействию эпидемии. гвинейской 
стороне был передан разработанный роснипчи 
«микроб» роспотребнадзора проект реконструк-
ции лаборатории в российско-гвинейском научно-
исследовательском центре эпидемиологи и профи-
лактики инфекционных болезней.

на конференции состоялась также презентация 
коллективной монографии «ликвидация эпидемии 
эбола в гвинейской республике: опыт работы спе-
циализированной бригады роспотребнадзора».

в рамках конференции проведена передача 
армении, кыргызстану и таджикистану мобильных 
лабораторий экспресс-диагностики, разработанных 
роснипчи «микроб» роспотребнадзора в соот-
ветствии с распоряжением правительства россии 
№ 1965 от 07.10.2014. 

по результатам работы конференции принята 
резолюция.

следующая межгосударственная конференция 
будет проведена в 2018 г. 

1 ноября 2016 г. в саратове в рамках про-
ведения XIII межгосударственной научно-
практической конференции состоялось XIII заседа-
ние координационного совета по проблемам сани-
тарной охраны территорий государств-участников 
содружества независимых государств от завоза 
и распространения особо опасных инфекцион-
ных болезней. в заседании приняли участие чле-
ны координационного совета и представители 
от азербайджанской республики, республики 
армения, республики беларусь, республики 
казахстан, кыргызской республики, республики 
молдовы, российской Федерации, республики 
таджикистан, республики узбекистан, представи-
тель исполнительного комитета снг и представи-
тель штаб-квартиры воз.

представитель исполкома снг г.а.нарушевич 
представил доклад, посвященный 25-летию снг. 
с докладом о деятельности координационного со-
вета в 2015–2016 гг. и задачах на 2017–2018 гг. и 
о реализации распоряжений правительства рос-

сийской Федерации № 1965-р от 07.10.2014 г. и 
№ 1864-р от 05.09.2016 г. выступил председатель 
координационного совета в.в.кутырев.

на заседании были одобрены проекты двух до-
кументов – положения о порядке осуществления 
информационного обмена между государствами-
участниками снг о чрезвычайных ситуациях в об-
ласти санитарно-эпидемиологического благополу-
чия населения и соглашения о сотрудничестве орга-
нов, осуществляющих государственный санитарно-
эпидемиологический надзор государств-участников 
снг при реагировании на чрезвычайные ситуации 
в области санитарно-эпидемиологического благопо-
лучия населения. 

принято решение о проведении в 2018 г. хIV 
межгосударственной научно-практической кон-
ференции «обеспечение санитарно-эпидемиоло-
гического благополучия в государствах-участниках 
снг, в том числе на территории трансграничных 
природных очагов чумы» и очередного заседания 
координационного совета.

о XIII заседании координационного совета по проблемам  
санитарной охраны территорий государств-участников содружества независимых Государств  

от завоза и распространения особо опасных инфекционных болезней


