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международные медико-санитарные правила 
(2005 г.), далее ммсп (2005 г.), по прошествии 11 
лет после их принятия на сессии ваз (резолюция 
ваз 58.3) в 2005 г. и девяти лет после вступления в 
силу в 2007 г., совершенно определенно зарекомен-
довали себя как эффективный инструмент предупре-
ждения и контроля чрезвычайных ситуаций в обла-

сти общественного здравоохранения международ-
ного значения (чс). между тем, в связи с необычно 
широким распространением эпидемии лихорадки 
эбола в западной африке (2013–2016 гг.) на этапе 
имплементации ммсп (2005 г.) на национальном 
уровне, определенном воз на период до 2016 г., 
пропуском начала эпидемии и поздним объявлением 

Пробл. особо опасных инф. 2017; 2:5–8. DOI: 10.21055/0370-1069-2017-2-5-8

удк 614.4+614.8
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а.е.Шиянова3, с.а.Щербакова3, В.В.кутырев3

ЭффеКтивноСть Международных МедиКо-Санитарных Правил  
При ПредуПреждении и Контроле чрезвычайных Ситуаций  
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в статье международные медико-санитарные правила (2005 г.), далее ммсп (2005 г.), на примерах борьбы 
с торс, гриппом а/H5N1/, а/H1N1/09, лихорадкой зика, бврс-CoV охарактеризованы как эффективный ин-
струмент предупреждения возникновения и контроля чрезвычайных ситуаций в области общественного здра-
воохранения (чс санитарно-эпидемиологического характера) международного значения. позднее обнаружение 
эпидемии лихорадки эбола в западной африке (2013–2016 гг.) и объявление чс санитарно-эпидемиологического 
характера международного значения в тот период, когда эпидемия приняла масштабы угрозы национальной без-
опасности для затронутых стран и приоритетной угрозы для всего мирового сообщества (чс биологического 
характера), объясняются не использованием методических возможностей ммсп (2005 г.) по верификации чс 
на начальном этапе развития эпидемии из-за неготовности местных, региональных, национальных и междуна-
родных структур здравоохранения к такой эпидемической ситуации. воз планирует достичь сокращения сроков 
от начала эпидемических событий до осуществления эффективных ответных мер на научной основе. российская 
Федерация, осуществляющая научно обоснованное внедрение ммсп (2005 г.) с самого начала и разработавшая 
методологию имплементации ммсп (2005 г.) на национальном уровне, имеет серьезный задел в научном обес-
печении этого процесса.

Ключевые слова: ммсп (2005 г.), чрезвычайная ситуация санитарно-эпидемиологического (биологического) 
характера международного значения, эпидемия лихорадки эбола в западной африке, методология реализации 
ммсп (2005 г.) на национальном уровне.
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чс, переросшей в чрезвычайную ситуацию в обла-
сти биологической безопасности (бб), возникла не-
обходимость актуализации научной аргументации 
относительно их эффективности и разрешающих 
возможностей методического инструментария.

первым аргументом в пользу эффективности 
ммсп (2005 г.) являются наши наблюдения и дан-
ные воз о том, что все негативные моменты, свя-
занные с пропуском начала эпидемии лихорадки 
эбола, обусловлены недостаточным уровнем импле-
ментации ммсп в странах пораженного региона и 
не владением инструментарием ммсп для верифи-
кации чс по таким признакам как неожиданность, 
необычность возникшей эпидемической ситуации, 
серьезный характер проявления, возникновение ри-
сков международного распространения и ограниче-
ний международных сообщений. все вышеуказан-
ные признаки были манифестирующими с самого 
начала эпидемии, на их основе можно было намно-
го раньше заподозрить чс (через 2–3, а не 8 меся-
цев) и предупредить перерастание чс санитарно-
эпидемиологического характера в чс в области бб. 
все эти вопросы, то есть извлеченные из эпидемии 
лихорадки эбола в западной африке уроки, послу-
жили предметом обсуждения на 68-й (2015 г.) и 69-й 
(2016 г.) сессиях ваз.

при проведении исследования в направлении 
актуализации всего комплекса научной аргумента-
ции относительно эффективности ммсп (2005 г.) 
обращаем внимание на две составляющих этой про-
блемы: инструментарий ммсп (2005 г.) – набор 
признаков и алгоритм принятия решений о чс, по 
которым тестируются актуальные инфекционные 
болезни (известные и новые); результаты эффектив-
ного практического использования инструментария 
ммсп (2005 г.) при крупных эпидемических собы-
тиях международного масштаба, в том числе ассо-
циируемых с новыми инфекционными болезнями. 

в этом контексте необходимо напомнить о том, 
что в свое время именно лихорадка эбола, вследствие 
широкого распространения в центральной африке 
(1995 г.), стала важнейшей из предпосылок для по-
становки вопроса на сессии ваз в 1995 г. (резолюция 
48.3) о несоответствии старых ммсп (1969 г. с из-
менениями в 1973 и 1981 гг.), далее ммсп (1969 г.), 
современным эпидемиологическим реалиям. это 
несоответствие состояло в том, что документ регла-
ментировал готовность на международном уровне 
только к трем инфекционным (карантинным) болез-
ням: чуме, холере, желтой лихорадке. наряду с огра-
ниченным спектром болезней недостатком ммсп 
(1969 г.) было также и то, что противоэпидемические 
мероприятия, как и сами болезни, были строго регла-
ментированы в основном тексте документа. поэтому 
их корректировка, являвшаяся прерогативой ваз, не 
могла быть выполнена оперативно в соответствии с 
изменениями эпидемиологической обстановки. 

на период разработки новых ммсп, в целях 
нивелирования недостатков еще действовавших 
ммсп (1969 г.), воз был предложен синдромный 

подход как прием, позволяющий более оперативно 
верифицировать эпидемические ситуации и гибко 
реагировать на них практически до определения эти-
ологического агента (возбудителя) болезни. между 
тем, результаты полевых испытаний синдромного 
подхода в 22 странах-членах воз оказались негатив-
ными. основные возражения в плане ограниченности 
данного подхода при эпидемиологических оценках 
исходили из стран с хорошо развитыми технологи-
ческими, кадровыми возможностями, лабораторной 
инфраструктурой, необходимыми для оперативного 
выявления и идентификации этиологических аген-
тов и их маркеров. 

выход в свет ммсп (2005 г.) по отношению к 
ммсп (1969 г.) и синдромному подходу представ-
лялся как инновационный прорыв в сфере право-
вого, нормативного и методического обеспечения 
предупреждения и контроля чс, включая и но-
вые (неизвестные ранее) инфекционные болезни. 
конструктивной особенностью ммсп (2005 г.) 
стал динамичный, открытый для новых инфекцион-
ных болезней их списочный состав, вынесенный в 
приложение 2, где приведена схема и алгоритм ве-
рификации чс. все качественные характеристики 
ммсп (2005 г.) были рассчитаны на раннее, пред-
упредительное, гибкое, без громоздких процедур, 
осуществление скрининга, мониторинга и контроля 
угроз, реализация которых представляла опасность 
возникновения чс. все это изначально нацелено на 
высокий потенциал эффективности ммсп (2005 г.), 
прежде всего, по отношению к современным, самым 
опасным угрозам и вызовам и особенно новым ин-
фекционным болезням, масштаб разрушительных 
последствий которых прогностически сильно варьи-
ровал, вплоть до катастрофических для международ-
ного сообщества. синдромный подход здесь исполь-
зуется как вспомогательная часть верификации чс.

именно такая стратегически выверенная концеп-
ция ммсп (2005 г.) еще на этапе проекта документа 
успешно продемонстрирована во время эпидемиче-
ского распространения в 2003 г. новой инфекцион-
ной болезни – атипичной пневмонии (торс, SARS). 
сущность чс состояла в том, что первоначально воз-
никнув в провинции гуандун в китае, болезнь была 
завезена в гонконг (отель метрополь) врачом, лечив-
шим больных торс и заболевшим в момент приез-
да в гонконг. суточного пребывания врача в отеле 
оказалось достаточно, чтобы болезнь была завезена 
посредством авиационного транспорта в пять стран 
азии, америки и европы контактировавшими с ним 
лицами. в последующем для купирования эпидемии, 
охватившей 30 стран мира, потребовались беспреце-
дентные меры, предпринятые воз и национальны-
ми службами охраны общественного здоровья.

медицинские учреждения, с одной стороны, 
были тормозом в территориальном распростране-
нии болезни, а с другой – служили местом устойчи-
вой и, в ряде случаев, повторной циркуляции среди 
медицинского персонала, больных и их родствен-
ников возбудителя болезни, распространявшейся в 
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странах как нозокомиальная инфекция (реализация 
заносов преимущественно начиналась с медицин-
ских учреждений).

следующим примером использования ммсп 
(2005 г.), свидетельствовавшим об их эффектив-
ности, был 2006 г., когда воз, в связи с широким 
распространением в мире эпизоотий гриппа птиц  
а/H5N1/ и заболеваний людей с высокой леталь-
ностью (до 60 %), рекомендовала использовать от-
дельные положения ммсп (2005 г.) (до их офици-
ального вступления в силу) в целях предупреждения 
возникновения пандемии гриппа нового подтипа 
(резолюция ваз 59.2). в дальнейшем эффектив-
ность инструментария ммсп (2005 г.) была про-
демонстрирована на примере пандемии гриппа, 
вызванного новым вариантом вируса – A/H1N1/09. 
пандемия началась неожиданно в мексике, а затем в 
сШа в марте–апреле 2009 г., когда был зарегистри-
рован подъем заболеваемости населения гриппом и 
орви и более высокий уровень летальных исходов 
у заболевших с тяжелыми пневмониями, в том чис-
ле среди молодых групп населения. мексика и сШа 
оказались необычной территорией возникновения 
пандемии гриппа, поскольку до этого практически 
все пандемии гриппа начинались в азии, в основном 
в китае, где и прогнозировалось возникновение пан-
демии гриппа нового подтипа.

в этом, исходя из критериев ммсп (2005 г.), 
заключалась серьезность ситуации, которая усили-
валась тем, что подтипом гриппа A/H1N1/ в 1918 г. 
была вызвана самая тяжелая пандемия гриппа, унес-
шая около 60 млн человеческих жизней. в начале 
пандемии гриппа A/H1N1/09, в связи с тяжелым 
течением и летальными исходами среди лиц моло-
дого возраста, возникло подозрение на начало эпи-
демии высоколетального гриппа нового подтипа. 
в связи с распространением гриппа в двух странах 
американского континента 25 апреля 2009 г. ситуа-
ция была признана воз как чс, требующая скоор-
динированных международных ответных действий. 
определение чс соответствовало требованиям 
ммсп (2005 г.) и имело прогностическое значение, 
поскольку практически через месяц о лабораторно 
подтвержденных случаях заражения и смерти от 
гриппа A/H1N1/09 сообщили 74 страны и террито-
рии. а 11 июня 2009 г. воз объявила о наступлении 
пандемии гриппа A/H1N1/09.

одним из недавних примеров эффективного ис-
пользования ммсп (2005 г.) являются эпидемичес-
кие проявления в мире лихорадки зика, известной 
с 1947 г. серьезность ситуации в настоящее время 
состоит в неуклонном росте числа больных и стран, 
в которых регистрируется синдром гийена-барре, в 
связи с чем ситуация соответствует признакам чс. 

другим примером является новая инфекцион-
ная болезнь – ближневосточный респираторный 
синдром (бврс-CoV), впервые диагностированный 
на территории саудовской аравии в июне 2012 г. 
к настоящему времени число стран, в которых ре-
гистрировались случаи бврс-CoV, достигло 27. по 

данным воз, с 2012 г. по 10 мая 2017 г. лабораторно 
подтверждено 1952 случая бврс-CoV, из них 693 – 
летальных. в саудовской аравии зарегистрировано 
около 80 % лабораторно подтвержденных случаев 
болезни. единственная крупная вспышка указанной 
болезни, обусловленная завозом и последующим 
распространением ее как внутрибольничной инфек-
ции, зарегистрирована в республике корея в мае 
2015 г. – 186 больных, из них 36 умерших (19,3 %). 
настораживающим фактором является достаточно 
высокая летальность. сдерживающим фактором для 
возникновения чс является в основном нозокоми-
альный вариант распространения болезни.

в российской Федерации, активно участвовав-
шей в разработке сущностных параметров проекта 
ммсп (2005 г.), имплементация документа велась 
на существующей платформе противоэпидемиче-
ской готовности. эта платформа была создана огром-
ным опытом борьбы с инфекционными болезнями в 
первой половине хх века (чума, сыпной, возврат-
ный, брюшной тифы, холера, оспа, полиомиелит, си-
бирская язва, туляремия, бруцеллез, малярия, грипп 
«испанка», желтая лихорадка, туберкулез, дифтерия, 
проказа и др.), опытом ликвидации натуральной 
оспы в мире, санитарной охраны территории от за-
носа и распространения опасных инфекционных 
болезней и полнотой реализации ммсп (1969 г.). 
для организации и координации работы по борьбе с 
инфекционными болезнями в россии было создано 
первое министерство здравоохранения (наркомздрав 
россии в 1918 г., минздрав ссср в 1936 г.). в после-
дующем эту функцию взяла на себя профильная го-
сударственная санитарно-эпидемиологическая служ-
ба (включавшая в том числе систему противочумных 
учреждений), в дальнейшем – отдельный орган ис-
полнительной власти – Федеральная служба по над-
зору в сфере защиты прав потребителей и благопо-
лучия человека (роспотребнадзор). были созданы 
и активно функционировали стационарные сетевые 
структуры и мобильные формирования санитарно-
эпидемиологического (включая спэб) и лечебно-
профилактического профилей, тесно взаимодейство-
вавшие с другими ведомствами. в настоящее время 
межведомственное взаимодействие осуществляется 
на основе постановления правительства российской 
Федерации от 16 мая 2005 г. № 303 «о разграниче-
нии полномочий федеральных органов исполнитель-
ной власти в области обеспечения биологической и 
химической безопасности российской Федерации» (с 
изменениями от 23 марта 2006 г.; 13 марта, 2, 5 июня, 
8 декабря 2008 г.; 27 января, 26 февраля, 22 апреля 
2009 г.; 8, 13 сентября 2010 г.; 4 февраля, 14 ноября 
2011 г.; 4 сентября, 1 ноября 2012 г.; 5, 6 июня, 1 ав-
густа 2013 г.; 26 января, 14 февраля 2017 г.). 

при вступлении в силу ммсп (2005 г.) в 
российской Федерации была разработана методоло-
гия их реализации, включающая тщательную про-
работку нормативно-методической базы на основе 
инвентаризации утративших актуальность положе-
ний ммсп (1969 г.) и ориентирования на новые 
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требования ммсп (2005 г.), научное и материально-
техническое обеспечение интеграции принципов 
ммсп (2005 г.) в методологию эпидемиологическо-
го надзора, содержание санитарной охраны террито-
рии, развитие межведомственного взаимодействия.

по существу речь шла об определении в каче-
стве объекта надзора и контроля при обеспечении 
санитарно-эпидемиологического благополучия насе-
ления чрезвычайной ситуации в области общественно-
го здравоохранения (санитарно-эпидемиологического 
благополучия или санитарно-эпидемиологического 
характера), имеющей международное значение. а 
это – готовность стационарных сетевых структур и 
мобильных формирований ко всему спектру актуаль-
ных инфекционных болезней (фоновых, новых – не-
известных, возвращающихся, распространяющихся 
на новые территории) и массовых неинфекционных 
болезней, обусловленных действием биологических, 
химических и радиоактивных факторов. 

повышение готовности состояло в совершен-
ствовании организационной, методологической, тех-
нологической, материально-технической, кадровой 
основ, правовой, нормативно-методической базы 
таких направлений деятельности как санитарная 
охрана территории, эпидемиологический надзор за 
опасными, природно-очаговыми зоонозными ин-
фекционными болезнями, предупреждение и кон-
троль чс в условиях стихийных бедствий и техно-
генных катастроф, предупреждение и контроль чс 
в области биологической безопасности, обеспечение 
санитарно-эпидемиологического благополучия при 
массовых мероприятиях с международным участи-
ем. важным аспектом стала разработка структурно-
функциональных основ и тактики деятельности 
спэб, в том числе за рубежом, с учетом которых 
была осуществлена их модернизация. 

методология имела унифицированный харак-
тер, принципиально применимый на национальном 
и международном уровне, и была транспонирова-
на на снг и евразийский экономический союз при 
формировании модели международного сотрудни-
чества в области санитарно-эпидемиологического 
благополучия. 

таким образом, основной результат проведен-
ной нами актуализации научной аргументации отно-
сительно высокой эффективности ммсп (2005 г.) 
при предупреждении и контроле чс совпадает с 
оценками воз по отношению к этому документу при 
условии его надежной и универсальной имплемента-
ции. проведенные воз оценки выявили, что во мно-
гих странах, ранее уведомивших воз о соблюдении 
обязательств в отношении основных возможностей в 
соответствии с MMCп, фактически имеются значи-
тельные пробелы в плане готовности к таким чс, как 
эпидемия бввэ в западной африке. в материалах 
доклада генерального директора воз на 69-й сессии 
ваз (A69/21, A69/26) достаточно подробно рассмо-
трен весь комплекс факторов, являющихся препят-
ствием для осуществления ммсп (2005 г.), и наме-
чены меры, повышающие надежность имплемента-

ции этого документа. до практической реализации 
предложенных мер, на наш взгляд, разделяемый 
рядом других стран, требуется их дополнительное 
согласование и проработка с государствами-членами 
воз во избежание разногласий в толковании ммсп 
и размывания центральной координирующей роли 
воз в их имплементации. направления работ по 
ускорению внедрения ммсп, заложенные в пред-
ложения воз, являются всеобъемлющими. 

в материалах доклада генерального директора 
воз на 69-й сессии ваз предложено перевести про-
цесс имплементации ммсп (2005 г.) с формальной 
основы на научную, что представляет собой серьез-
ную корректировку, сделанную воз, в ходе реали-
зации соответствующей стратегии по указанному 
вопросу. в материалах доклада секретариата воз 
на 140-й сессии исполнительного комитета воз 
(январь 2017 г.) научная проблематика названа как 
«научные исследования и разработки в области по-
тенциально эпидемических болезней. программа 
обеспечения готовности к научным исследованиям 
и разработкам и оперативного реагирования в ча-
сти проведения научных исследований» (программа 
ниокр). основная цель программы ниокр – со-
кращение временного интервала между выявлением 
вспышки болезни и развертыванием эффективных 
противоэпидемических мероприятий (до 48 ч).

в российской Федерации, при завершенном 
процессе имплементации ммсп (2005 г.), продол-
жается, в том числе в рамках реализации ммсп 
(2005 г.), решение вопросов методологического и 
технологического совершенствования, что соответ-
ствует позиции воз, озвученной на 68-й и 69-й сес-
сиях ваз (A68/22, A69/21), рассматривающей укре-
пление национальных возможностей как непрерыв-
ный процесс, не ограничивающийся поставленными 
сроками имплементации ммсп (2005 г.).
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хараКтериСтиКа Стационарно неБлагоПолучных По СиБирСКой язве ПунКтов 
на СовреМенноМ ЭтаПе развития в алтайСКоМ Крае
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цель работы – комплексная оценка ситуации и прогнозирование развития эпидемического процесса при си-
бирской язве в алтайском крае. материалы и методы. материалы по стационарно неблагополучным по сибир-
ской язве пунктам (снп) получены при анализе кадастров снп алтайского края, а также справочника «кадастр 
стационарно-неблагополучных пунктов по сибирской язве российской Федерации». для ретроспективного ана-
лиза заболеваемости сибирской язвой в алтайском крае за 1953–2015 гг. использованы статистические и отчет-
ные формы учреждений роспотребнадзора, россельхознадзора в алтайском крае, Фкуз «алтайская противочум-
ная станция». лабораторные исследования на сибирскую язву полевого и клинического материалов проведены 
в соответствии с му 4.2.2413-08. результаты и выводы. проблема сибирской язвы остается актуальной для 
алтайского края в связи с наличием 1262 снп, заболеваемости животных и людей. плотность снп алтайского 
края превышает в 7,5 раза плотность снп по сибири. условия формирования снп и их сохранения определя-
лись почвенно-климатическими аспектами. наибольшее количество снп приходилось на степную и лесостеп-
ную зоны, преимущественно по ходу скотопрогонных трасс. в алтайском крае в период 1953–2015 гг. из 1262 
учтенных снп 314 проявили активность, из них 246 – новые. заболеваемость среди людей зарегистрирована в 36 
районах (59,1 %), а в 21 (34,4 %) показатель заболеваемости превышал средний по краю. общая динамика заболе-
ваемости сельскохозяйственных животных сибирской язвой алтайского края в 1953–2015 гг. имеет тенденцию к 
снижению. комплексная оценка ситуации и прогнозирование развития эпидемического процесса при сибирской 
язве посредством обобщенного показателя – индекса эпизоотичности (иэт) – и выделение зон потенциального 
риска эпидемических осложнений позволяет усовершенствовать управленческие решения в целях проведения 
адекватных противоэпидемических мероприятий.

Ключевые слова: сибирская язва, стационарно неблагополучные по сибирской язве пункты, заболеваемость, 
скотопрогонные трассы, активность снп.
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Characteristics of stationary Hazardous as Regards Anthrax Areas in Altai territory  
in the Modern Period
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Objective of the study is to comprehensively evaluate and forecast the development of epidemic process in case of anthrax in Altai 
Territory. Materials and methods. The data on stationary hazardous as regards anthrax areas (SHA) were obtained while analyzing 
cadastres of SHA in Altai Territory, as well as the reference book “Cadastre of stationary hazardous as regards anthrax areas in the 
Russian Federation”. Statistical and report forms from the institutions of the Rospotrebnadzor and Federal Service for Veterinary and 
Phytosanitary Surveillance in Altai Territory, and from Altai Plague Control Station were used for retrospective analysis of anthrax 
morbidity rates in Altai Territory over the period of 1953–2015. Laboratory investigations of field and clinical samples were carried 
out in compliance with Methodological Regulations 4.2.2413-08. Results and conclusions. Anthrax remains topical issue for Altai 
Territory as there are 1262 stationary hazardous areas situated in here, as well as registered animal and human infections. The density 
of such areas in Altai Territory is 7.5 times higher than across Siberia. Factors for the SHA formation and their sustainability are soil-
climatic aspects of the region. The majority of hazardous areas are found in steppe and forest-steppe zones, predominantly along the 
cattle-driving paths. In Altai Territory, between 1953 and 2015, out of 1262 registered areas, 314 ones manifested epidemiological 
activity, including 246 new ones. Human infections were reported in 36 districts (59.1 %), while in 21 (34.4 %) – morbidity rates ex-
ceeded the territorial average. Cumulative dynamics of anthrax morbidity as regards livestock in Altai Territory in 1953–2015 showed 
downward trends. Complex evaluation of the situation and forecast of epidemic process development, employing composite index – 
epizootiological index and zoning of the territory according to the risk of epidemic complications – allows for the improvement of 
managerial decisions with the view to adequate anti-epidemic measures.

Key words: anthrax, stationary hazardous as regards anthrax areas, morbidity, cattle-driving routes, SHA activity. 
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сибирская язва представляет собой серьезную 
проблему для системы здравоохранения и сельско-
го хозяйства всех стран, включая россию [1, 3]. за 
пятилетний период в россии зарегистрировано 182 
случая заболеваний и 18 случаев падежа сельско-
хозяйственных животных в 22 неблагополучных 
пунктах на территории 14 субъектов российской 
Федерации [8]. риск возникновения вспышек сохра-
няется из-за наличия почвенных очагов сибирской 
язвы, определить точные границы которых не пред-
ставляется возможным [9, 10]. несвоевременное 
выявление эпизоотии среди животных приводило 
к формированию эпидемического очага, как пока-
зала вспышка сибирской язвы на ямале в 2016 г., 
ликвидация которой потребовала огромных затрат. 
в ямало-ненецком автономном округе в августе 
2016 г. зарегистрировано 36 случаев сибирской язвы 
среди людей на фоне крупной эпизоотии среди се-
верных оленей [13]. современная эпидемиологиче-
ская и эпизоотологическая ситуация по сибирской 
язве определяет необходимость постоянного мони-
торинга большого количества показателей для про-
гнозирования [7] и комплексной оценки с целью сво-
евременного проведения оперативных противоэпи-
демических эпизоотологических мероприятий [11]. 
это определяет необходимость оптимизации ин-
формационной подсистемы эпидемиологического 
надзора за сибирской язвой и представления единой 
интеграционной оценки.

цель работы – комплексная оценка ситуации и 
прогнозирование развития эпидемического процес-
са при сибирской язве в алтайском крае.

материалы и методы

ретроспективный эпизоотолого-эпидемиологи-
ческий анализ заболеваемости сибирской яз-
вой в алтайском крае проведен за 1953–2015 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 эпидеми-
ологии роспотребнадзора, отчетов Фкуз «алтайская 
противочумная станция», данных управлений вете-
ринарии и роспотребнадзора по алтайскому краю, 
Фбуз «центр гигиены и эпидемиологии в алтайском 
крае», кадастров стационарно неблагополучных по 
сибирской язве пунктов российской Федерации и 
алтайского края [4, 12]. эпидемиологический ана-
лиз проведен с применением статистических мето-
дов. лабораторные исследования на сибирскую язву 
полевого и клинического материалов проведены в 
соответствии с му 4.2.2413-08.

результаты и обсуждение

наличие большого количества снп (1262) на 

территории алтайского края определяет необходи-
мость постоянного мониторинга более 12 показателей 
для прогнозирования ситуации по сибирской язве и ее 
комплексной оценки.

проведен анализ основных показателей, харак-
теризующих снп. плотность снп алтайского края 
составляет 7,46 на 1 тыс. км2, что в 7,5 раза больше, 
чем в среднем по сибири (0,99) и в 3,9 раза больше, 
чем в западносибирском регионе [5]. удельный вес 
снп алтайского края в общей структуре западной 
сибири составил 26,0 %. по данному показателю 
снп алтайского края разделены на категории с вы-
сокой плотностью 9,3–37,4 на 1 тыс. км2 (21 район, 
34,4 %), средней 7,5–9,2 (9 районов, 14,75 %), низ-
кой 4–7,4 (25 районов, 41 %) и крайне низкой 0–3,9 
(6 районов, 9,8 %).

согласно классификации снп б.л.черкасско-
го, установлено, что за период наблюдения с 1953 
по 2015 год 19,5 % снп относятся к впервые выяв-
ленным или вновь образовавшимся; 75,1 % являют-
ся старыми неманифестными (неактивными), где за 
исследуемый период сибирская язва не регистриро-
валась; 5,4 % снп – манифестными (постоянно дей-
ствующие и рецидивирующие). 

кратность проявления случаев сибирской язвы 
за изучаемый период в алтайском крае снижа-
лась. двукратно случаи были зарегистрированны 
в 52, трехкратно – в 14, четырехкратно – в одном 
(родинский район, с. родино) и семикратно – в одном 
снп (красногорский район, с. красногорское). 
неблагополучные пункты алтайского края прояв-
ляли свою активность через различные промежут-
ки времени. за исследуемый период из 1262 снп 
были активны 314. в 21 районе снп проявляли ак-
тивность однократно, через 1–4 года – в 28. в трех 
районах активность снп проявилась через 5–9 лет, 
в шести – через 10–19, в трех – через 20–29.

условия формирования снп и их сохране-
ния на современном этапе определялись почвенно-
климатическими аспектами. 

удельный вес снп алтайского края в общей 
структуре сибирского федерального округа состав-
ляет 22,5 % [5]. наибольшее количество снп при-
ходится на степную (35,3 %) и лесостепную (29,7 %) 
зоны алтайского края, преимущественно по ходу 
скотопрогонных трасс. территориальное распре-
деление заболеваемости сибирской язвой сельско-
хозяйственных животных имело отчетливо выра-
женную ландшафтную зональность, определяемую 
степной, лесостепной, предгорной и салаирской зо-
нами. степная зона, включающая в себя 22 (36,0 %) 
административных района из 61, насчитывала 446 
(35,3 %) снп, лесостепная (18 (29,5 %) районов) – 
376 (29,8 %), предгорная (15 (24,5 %) районов) – 
266 (21,0 %) и салаирская (6 (9,8 %) районов) – 174 
(13,8 %) соответственно.

количество заболевших животных в период 
1953–1971 гг. превышает аналогичный показатель за 
другие периоды более чем в 10 раз (рисунок).
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в целом общая динамика заболеваемости 
сельскохозяйственных животных сибирской язвой 
алтайского края в 1953–2015 гг. имеет положитель-
ную тенденцию к снижению. 

анализ эпизоотической и эпидемиологической 
ситуации по сибирской язве свидетельствует о том, 
что в течение 63 лет на территории алтайского края 
сибирской язвой заболели 99 человек, пали 1227 го-
лов сельскохозяйственных животных (таблица).

заболеваемость среди людей была зарегистри-
рована в 36 районах (59,1 %), а в 21 (34,4 %) показа-
тель заболеваемости превышает средний по краю.

динамика заболеваемости сибирской язвой в пе-
риод 1953–1963 гг. определялась регистрацией боль-
ных с пиком неблагополучия в 1955, 1958, 1962 гг. 
с 1968 г. отмечается спорадический характер за-
болеваемости с периодами благополучия от одного 
года до десяти лет.

одной из основных особенностей эпидемическо-
го процесса при сибирской язве является обычно на-
блюдаемая спорадичность заболевания людей. с 1953 
по 2015 год в 36 неблагополучных по сибирской язве 
районах края из 61 сибирской язвой заболели 99 чело-
век. более половины случаев заболеваемости людей 
и животных – 59,6 % (59 случаев) совпадали по месту 
и времени регистрации, 35,4 % (35 случаев) – толь-
ко по месту регистрации, в 3,0 % (3 случая) болезнь 
диагностировали только у людей и в 2,0 % (2 случая) 
взаимосвязь установить не удалось. 

средний многолетний интенсивный показа-
тель заболеваемости в 1953–2015 гг. составил 2,17 
на 100 тыс. населения. отмечается положительная 
сильная корреляционная связь между заболеваемо-
стью людей (71,8 %) и сельскохозяйственных живот-
ных (85,0 %) в период 1953–1971 гг. (r=0,89, р<0,01). 
период снижения заболеваемости сибирской язвой в 
80-е годы, на наш взгляд, связан с введением на всей 
территории сибирского федерального округа дву-
кратной вакцинации животных. период 1991–2015 гг. 
в связи с разрушением сельского хозяйства, комплек-
са санитарно-ветеринарных мероприятий, в том числе 

вакцинации животных против сибирской язвы, харак-
теризовался ростом заболеваемости людей и сельско-
хозяйственных животных на 4,8 и 1,4 % соответствен-
но по сравнению с предыдущим периодом.

важным звеном информационной подсистемы 
является микробиологический мониторинг. из семи 
штаммов, выделенных на территории алтая в 1961, 
2006, 2012 гг. VNTR-анализ был проведен у четырех. 
при проведении VNTR-анализа штаммов, циркулиру-
ющих на территории алтая, установлено, что они при-
надлежат к главной (глобальной) линии а, единой для 
штаммов, выделенных в различных регионах сибири 
и дальнего востока. полный набор связанных с виру-
лентностью плазмид – pXO1 и pXO2 – выявлен у всех 
штаммов. при этом данные о выделенных в 2012 г. на 
территории алтайского края штаммах не могут быть 
объяснены недавним заносом, поскольку еще в 1961 г. 
на территории алтая по ходу скотопрогонной трассы 
был изолирован штамм этого генотипа [2].

для комплексной оценки ситуации и прогнози-
рования развития эпидемического процесса при си-
бирской язве на территории алтайского края исполь-
зован обобщенный показатель – индекс эпизоотич-
ности (иэт) [6], характеризующий напряженность 
эпизоотической и эпидемиологической ситуации, 
учитывающий долю и уровень активности неблаго-
получных пунктов. показатель рассчитан нами за 
63-летний период (1953–2015 гг.). 

в первую группу входили 15 (24,6 %) районов 
края из 61, которые характеризовались напряжен-
ностью эпизоотологической и эпидемиологической 
ситуации; учитывали как долю неблагополучных 
пунктов, так и степень их активности. стационарно 
неблагополучные по сибирской язве пункты, в ко-
торых на протяжении времени наблюдения ежегод-
но регистрировали 1–2 заболевания, более активны 
и потенциально опасны, чем те, где возникла одна, 
пусть даже крупная, вспышка.

во вторую группу входили 16 (26,2 %) районов 
края, где за период наблюдения сохранялся средний 
риск заражения, а также риск, характеризовавшийся 
большим количеством неблагополучных пунктов и 
динамикой проявления их активности.

в третью группу – 20 (32,8 %) районов края с 
умеренным риском заражения сибирской язвой.

в четвертую группу входят 10 (16,4 %) районов 
края с низким риском заражения сибирской язвой.

таким образом, территория алтайского края, 
согласно иэт, нами разделена на зоны потенциаль-
ного риска:

1. зона потенциально высокого риска заражения 
возбудителем сибирской язвы, где показатель иэт 
превышает 0,11.

2. зона среднего риска заражения возбудителем 
сибирской язвы – показатель в пределах 0,06–0,10.

3. зона умеренного риска заражения возбу-
дителем сибирской язвы – показатель в пределах 
0,03–0,05.

4. зона условно-благополучная – показатель в 

количество больных сибирской язвой сельскохозяйственных 
животных в 1953–2015 гг.

количество больных людей и павших от сибирской язвы  
животных на территории алтайского края по периодам  

в течение 1953–2015 гг.

показатели

период всего  
1953–20151953–1971 1972–1990 1991–2015

люди схж люди схж люди схж люди схж
абсолютное 
кол-во

70 1039 12 86 17 102 99 1227

% 70,7 84,7 12,1 7,0 17,2 8,3 100 100
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пределах менее 0,02.
таким образом, в алтайском крае в 1953–2015 гг. 

наблюдается выраженное неблагополучие по сибир-
ской язве, определяемое большим количеством снп 
(1262 пунктов) и их плотностью (7,46), превышаю-
щей в 7,5 раза плотность снп по сибири (0,99).

на условия формирования снп и их сохране-
ния на современном этапе влияют биоценотические 
свойства различных типов почв, содержание гуму-
са и тяжелых металлов, в том числе кислотность с 
преобладанием в степных и лесостепных природно-
географических областях.

большое количество снп находится преимуще-
ственно по ходу скотопрогонных трасс и приходится 
на степную (35,3 %) и лесостепную (29,7 %) зоны 
алтайского края.

за исследуемый период из 1262 учтенных снп 
проявляли активность 314, из них 246 – новые.

общая динамика заболеваемости сельскохозяй-
ственных животных сибирской язвой алтайского 
края в 1953–2015 гг. имеет положительную тенден-
цию к снижению, при этом за наблюдаемый период 
заболеваемость среди людей зарегистрирована в 36 
районах (59,1 %), а в 21 (34,4 %) показатель заболе-
ваемости превышал средний по краю. 

комплексная оценка ситуации и прогнозиро-
вание развития эпидемического процесса при си-
бирской язве позволяют усовершенствовать управ-
ленческие решения в целях проведения адекватных 
противоэпидемических мероприятий.
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на территории россии в последние десятилетия 
туляремия проявляется спорадической заболеваемо-
стью (от 50 до 150 случаев в год) и эпидемическими 
вспышками. динамика заболеваемости туляремией 
за 2006–2016 годы представлена на рисунке.

в 2016 г. зарегистрировано 123 случая заболе-
вания людей туляремией на территории 23 субъек-

тов российской Федерации, 90 % из них приходит-
ся на три федеральных округа: северо-западный 
(сзФо) – 55 случаев, сибирский (сФо) – 33 случая 
и центральный (цФо) – 21 случай (таблица). для 
сравнения, в 2015 г. зарегистрирован 71 случай. 
можно выделить субъекты, в которых последние 
десять лет регистрируются случаи заболевания лю-
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ЭПидеМиологичеСКий и ЭПизоотологичеСКий анализ Ситуации По туляреМии 
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на территории российской Федерации в 2016 г. зарегистрировано 123 случая инфицирования че-
ловека Francisella tularensis, 90 % из них приходится на три федеральных округа: северо-западный, 
сибирский и центральный. эпизоотические проявления инфекции различной степени интенсивности 
выявлены в 56 регионах. значительное число больных туляремией наблюдалось в республике карелия, 
ненецком автономном округе, омской и рязанской областях, санкт-петербурге. обращают на себя 
внимание некоторые современные особенности проявления туляремии: неспецифичность клинических 
симптомов, особенно на ранних стадиях заболевания, их разнообразие возрастает при наблюдающих-
ся в последнее время случаях микст-инфицирования возбудителями туляремии и других природно-
очаговых инфекций. наиболее выраженными симптомами болезни являются лихорадка и лимфаденит; 
диагноз «туляремия» устанавливается в первые дни обращения за медицинской помощью у 40–45 % за-
болевших. на основании анализа данных о заболеваемости людей, эпизоотологическом состоянии при-
родных очагов туляремии, числе выделенных культур возбудителя, численности основных носителей и 
переносчиков, а также с учетом объемов вакцинопрофилактики в регионах определены территории, на 
которых наиболее вероятны эпидемические осложнения в 2017 г.

Ключевые слова: туляремия, Francisella tularensis, природные очаги, эпидемическая ситуация, эпи-
зоотическая ситуация.
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123 cases of human infection with Francisella tularensis were registered in the territory of the Russian Federation in 2016. 90 % 
of the total number was reported by three Federal Districts: North-Western, Siberian, and Central ones. Epizootic manifestations of 
varying intensity were detected in 56 regions. A considerable number of tularemia cases were observed in the Republic of Karelia, 
Nenets Autonomous District, Omsk and Ryazan Regions, and in Saint-Petersburg. Conspicuous are some recent peculiarities of tula-
remia manifestations: non-specificity of clinical symptoms, especially at early stages of the disease, their increasing variability against 
the background of mixed infections with tularemia and other natural-focal infections agents. The most expressed symptoms are fever 
and lymphatic adenitis; the patients are diagnosed with tularemia during initial days of the sought treatment in 40-45 % of the cases. 
Based on the data on morbidity rates in humans, epizootiological condition of natural tularemia foci, the numbers of isolated cultures 
and incidence of the vectors and carriers of the agent, as well as taking into consideration the scope of preventive vaccination in the 
regions, identified were the territories in which epidemic complication are most likely to occur in 2017. 
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дей туляремией практически ежегодно. в сзФо – 
архангельская, ленинградская области и санкт-
петербург, в цФо – москва, московская и рязанская 
области, в приволжском (пФо) – нижегородская 
область, в уральском (уФо) – челябинская об-
ласть, в сФо – кемеровская, ново сибирская, 
омская и томская области. только в архангельской, 
новосибирской и омской областях объемы вакцино-
профилактики за последние годы снизились не так 
значительно, как в остальных «постоянно болеющих 
туляремией» регионах. к концу 2016 г. уровень им-
мунопрофилактики туляремии превысил прошло-
годнее значение, но находится на очень низких по-
казателях в 27 субъектах российской Федерации, в 
которых в последние годы регистрировались случаи 
заболевания человека. 

обязательная регистрация случаев заболева-
ния людей туляремией была введена в 1941–1942 гг. 
однако до сих пор диагностика туляремии является 
трудной задачей из-за наличия неспецифических 
симптомов, характерных для других инфекционных 
заболеваний, особенно в ранний период. наиболее 
манифестными симптомами болезни являются ли-
хорадка и лимфаденит. в настоящее время диагноз 
«туляремия» устанавливается в первые дни обра-
щения за медицинской помощью не более чем у 
40–45 % больных. в структуре диагнозов при об-
ращении к врачу отмечены: лимфаденит, лихорадка 
неясного генеза, ангина, пневмония, орз, орви, 
бронхит, инфекционный мононуклеоз, фурункулез, 
менингит, энцефалит, полинейропатия, иерсини-
оз, геморрагический васкулит, узловатая эритема, 
конъюнктивит, грипп, острая кишечная инфекция, 
укус насекомого [1, 6]. 

еще большее разнообразие клинических сим-
птомов добавляют установленные в последнее вре-
мя случаи заражения людей одновременно (или не-
одновременно) туляремией и возбудителями других 
природно-очаговых инфекций: в котласском районе 
архангельской области зарегистрированы два микст-
инфицированных больных туляремией и лептоспи-
розом [2], а в челябинской области – туляремией и 
псевдотуберкулезом [3]. 

своевременность и адекватность назначения 
антибиотиков при подозрении на туляремию име-
ет большое значение. анализ лечения больных в 
архангельской области в последние годы показал, 
что только 10–13 % больных получали эффектив-
ную стартовую терапию антибиотиками из групп 
аминогликозидов, тетрациклинов или фторхиноло-
нов. иногда пациента лечили до двух месяцев и про-
писывали до 7 курсов различных антибиотиков [6]. 
назначение бета-лактамных антибиотиков (пени-
циллины, цефалоспорины, карбапенемы и монобак-
тамы) обычно малоэффективно, так как микроб об-
ладает бета-лактамазной активностью. также значи-
тельная часть культур F. tularensis subsp. holarctica, 
выделяемых на территории российской Федерации, 
представлена эритромицинустойчивыми штаммами. 

высокая спорадическая заболеваемость туляре-
мией в 2016 г. наблюдалась в республике карелия, 
ненецком автономном округе, омской и рязанской 
областях.

Зарегистрированные случаи заболевания человека туляремией 
на территории российской федерации в 2016 г.

Cубъект
число случаев  

туляремии среди 
населения

число случаев  
туляремии по феде-
ральным округам

владимирская область 3

цФо – 21

воронежская область 1

московская область 3

орловская область 1

рязанская область 10

москва 3

республика карелия 25

сзФо – 55

архангельская область 5

ненецкий авт. округ 10

вологодская область 1

мурманская область 1

санкт-петербург 13

краснодарский край 1
ЮФо – 4

крым 3

кировская область 1

пФо – 8нижегородская область 5

ульяновская область 2

челябинская область 1 уФо – 1

кемеровская область 2

сФо – 33новосибирская область 7

омская область 24

приморский край 1 дФо – 1

Всего по РФ 123

динамика заболеваемости туляремией 
в российской Федерации в 2006–2016 гг.  
(на 100 тыс. населения)
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на территории цФо зарегистрирован в 2016 г. 
21 больной туляремией (за аналогичный период про-
шлого года – 10), случаи отмечены в 6 субъектах 
округа: рязанской, владимирской, воронежской, 
орловской, московской областях и москве. 
исследования зоолого-энтомологического материала 
в 2016 г. проводились во всех субъектах цФо. среди 
них к территориям с высокой численностью мелких 
млекопитающих (15 % попадания в орудия лова и 
более) относятся тульская, калужская, липецкая, 
воронежская, ярославская и брянская области. 
активность природных очагов туляремии отмече-
на в 14 субъектах цФо. при помощи иммунологи-
ческих и молекулярно-генетических методов среди 
грызунов и насекомоядных положительные находки 
были отмечены в тульской, рязанской, липецкой, 
тамбовской, калужской, курской, смоленской, 
тверской, ивановской, воронежской, брянской об-
ластях и москве. при исследовании погадок хищных 
птиц антигены возбудителя выявлены в московской, 
рязанской и орловской областях. выделено 4 куль-
туры в ярославской области. 

в рязанской области ежегодно регистрируются 
случаи заболевания туляремией. в 2016 г. заболели 
10 человек, 4 – дети. следы эпизоотий выявлены 
в 2016 г. в 10 из 25 районов области: чучковском, 
сасовском, рыбновском, ряжском, спасском, 
Шиловском, старожиловском, скопинском, клепи-
ковском и михайловском. в старожиловском и 
клепиковском районах лабораторно исследовано 43 
погадки хищных птиц, 15 из них с наличием анти-
гена возбудителя туляремии, что составляет 34,8 %. 
по непонятным пока причинам с 2014 г. в рязанской 
области резко снизился уровень вакцинации. если 
в 2012 г. было вакцинировано и ревакцинировано 
48240 человек, то в 2014 г. – 9993, в 2015 г. – 1778, а 
в 2016 г. – 13015.

на территории сзФо в 2016 г. зарегистриро-
вано 55 больных туляремией (11 – в аналогичный 
период прошлого года), случаи отмечены в 6 субъ-
ектах округа: республике карелия, ненецком авто-
номном округе (ао), архангельской, вологодской, 
мурманской областях и санкт-петербурге. 

исследования зоолого-энтомологического мате-
риала проводились во всех субъектах сзФо, кроме 
ненецкого ао. циркуляция возбудителя туляремии 
установлена в калининградской, ленинградской, 
псковской, архангельской, мурманской областях 
и республике карелия. инфицированные мелкие 
млекопитающие обнаружены в калининградской, 
ленинградской, псковской, архангельской обла-
стях, республике карелия. антигены возбудителя 
туляремии выявлены при исследовании клещей в 
ленинградской и архангельской областях, комаров – 
архангельской области, погадок хищных птиц – 
республике карелия, мурманской и псковской об-
ластях, помета грызунов – республике карелия, 
воды открытых водоемов – республике карелия и 
архангельской области, гнезд грызунов – республике 

карелия. выделено 10 культур в ленинградской об-
ласти. в 2017 г. прогнозируется продолжение эпи-
зоотий в архангельской, ленинградской областях и 
республике карелия.

в республике карелия было зарегистрирова-
но 25 больных туляремией в 2016 г. высокая веро-
ятность заболевания людей туляремией в карелии 
прогнозировалась в прошлом году в связи с очень 
низким уровнем иммунопрофилактики, высокой 
численностью мелких млекопитающих и широ-
кой циркуляцией возбудителя в природных биото-
пах [4]. основными местами распространения ин-
фекции стали прионежский и пряжинский районы. 
несколько случаев зарегистрировано в олонецком, 
сортавальском и кондопожском районах. клини-
ческая форма заболевания – язвенно-бубонная, в 
одном случае – легочная; механизм заражения во всех 
случаях трансмиссивный. в республике карелия с 
2000 по 2015 год было вакцинировано 30 человек, 
за 10 месяцев 2016 г. – 26, ревакцинация не проводи-
лась. в 2016 г. в карелии активные очаги туляремии 
зарегистрированы в прионежском (заозерье, Шуя, 
ладва-ветка, деревянка, руднаволок, верховье, тар-
жеполь) и пряжинском (падозеро) районах, а также 
в различных районах петрозаводска. вероятность 
возникновения новых спорадических случаев забо-
левания людей в 2017 г. остается высокой.

в ненецком ао в 2016 г. зарегистрирова-
но 10 заболевших туляремией, 6 из них – дети. 
Шесть человек заболели в нарьян-маре, два ре-
бенка в с. великовисочное, ребенок и взрослый в 
п. искателей. сложившаяся неблагоприятная эпиде-
мическая обстановка в трех достаточно отдаленных 
населенных пунктах свидетельствует об активности 
природных очагов туляремии на огромной террито-
рии округа. для правильной оценки эпидемической 
обстановки необходимо проведение эпизоотологи-
ческого мониторинга носителей и переносчиков воз-
будителя туляремии, выявление инфицированности 
среди них, анализа воды открытых водоемов, колод-
цев и других объектов окружающей среды и прове-
дение профилактических мероприятий в местах про-
живания населения. 

при проведении иммунологических исследо-
ваний материала от мелких млекопитающих на тер-
ритории Южного федерального округа (ЮФо) по-
ложительные находки были отмечены в республике 
адыгея, волгоградской области и республике крым. 
при исследовании клещей антигены возбудителя 
обнаружены в республике крым, волгоградской и 
ростовской областях. при исследовании погадок 
антигены возбудителя обнаружены в республике 
калмыкия и краснодарском крае. таким образом, 
циркуляция возбудителя туляремии отмечена в ше-
сти субъектах ЮФо.

на территории северо-кавказского феде-
рального округа (скФо) в ставропольском крае и  
карачаево-черкесской республике выявлены инфи-
цированные клещи. по сравнению с аналогичным 
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периодом прошлого года отмечено значительное 
увеличение численности мелких млекопитающих 
в закрытых лугово-полевых, околоводных стациях 
и населенных пунктах. большую долю отловлен-
ных инфицированных мелких млекопитающих в 
ставропольском крае и республике северная осетия 
составляли домовые мыши. это повышает вероят-
ность заражения людей в осенне-зимний период в 
связи с возможной зимней миграцией мышевидных 
грызунов в жилища людей и инфицированием воды 
и продуктов питания. 

на территории пФо в 2016 г. зарегистри-
ровано 8 больных туляремией в нижегородской, 
кировской и ульяновской областях (21 – за ана-
логичный период прошлого года). исследования 
зоолого-энтомологического материала проводились 
на территории всех субъектов пФо, в восьми из 
них отмечена циркуляция возбудителя туляремии. 
инфицированные мелкие млекопитающие выяв-
лены в кировской, нижегородской, пензенской, 
оренбургской областях и республике татарстан. 
при исследовании клещей антигены возбудителя об-
наружены в удмуртской республике и саратовской 
области. при исследовании комаров циркуляция 
возбудителя выявлена в республике татарстан, что 
указывает на активность очагов. при исследовании 
погадок хищных птиц положительные результаты 
получены в республиках мордовия и удмуртия, 
кировской области. при исследовании воды откры-
тых водоемов инфицированные пробы не обнаруже-
ны. антигены возбудителя обнаружены при иссле-
довании гнезд грызунов в удмуртской республике. 
прогнозируются локальные эпизоотии в кировской, 
нижегородской, пензенской, саратовской и 
оренбургской областях, в республике мордовия и 
удмуртской республике.

на территории уФо в 2016 г. зарегистриро-
ван один больной туляремией. эпизоотическая 
активность очагов туляремии зарегистрирована в 
курганской, челябинской и тюменской областях, а 
также в ханты-мансийском и ямало-ненецком ао. 
осенью 2016 г. по сравнению с аналогичным перио-
дом прошлого года отмечено значительное увеличе-
ние численности мелких млекопитающих во всех об-
следованных природных биотопах тюменской обла-
сти. учитывая повышение показателя прокормления 
нимф иксодовых клещей, в 2017 г. следует ожидать 
некоторого увеличения численности переносчиков в 
природных очагах клещевых инфекций.

эпизоотическая активность очагов туляремии 
продолжает сохраняться в ханты-мансийском ао. 
уровень серопозитивных проб от мелких млекопита-
ющих составил 10,7 %, а от кровососущих двукры-
лых – 50 %. выявлены следы эпизоотической актив-
ности в ямало-ненецком ао, где от мелких млекопи-
тающих, отловленных в окрестностях г. лабытнанги, 
получены серопозитивные пробы (16,7 %). возможно 
продолжение эпизоотий в челябинской и курганской 
областях, ханты-мансийском ао.

на территории сФо зарегистрировано 33 
больных туляремией в кемеровской, омской и 
новосибирской областях. при исследовании им-
мунологическими и молекулярно-генетическими 
методами инфицированные млекопитающие заре-
гистрированы в республике бурятия, алтайском 
крае, кемеровской, омской и томской областях. 
инфицированные клещи выявлены в алтайском 
крае и томской области. при исследовании кома-
ров циркуляция возбудителя выявлена в алтайском 
крае, слепней – в томской области. антигены возбу-
дителя обнаружены при исследовании гнезд грызу-
нов в красноярском крае и новосибирской области, 
погадок хищных птиц и помета хищных млекопи-
тающих ‒ республике бурятия, красноярском крае, 
новосибирской области, воды открытых водоемов – 
республике алтай и омской области. 

в омской области в 2016 г. прогнозирова-
лось обострение эпизоотической ситуации, так 
как серопозитивные результаты были получены 
в 2015 г. из полевого материала в 9 из 33 районов 
области. сложившиеся климатические условия 
весны и середины лета в регионе позволили про-
гнозу осуществиться. в апреле был мощный паво-
док на р. иртыш с подтоплением населенных пун-
ктов. большое количество талых и паводковых вод 
спровоцировало резкое увеличение численности 
кровососущих членистоногих, что отмечено увели-
чением обращений жителей по поводу укусов. а в 
июле прошел мощный циклон: за несколько часов 
выпало три месячных нормы осадков. подтопление 
жилья и участков способствовало распространению 
инфекции. на территории области в 2016 г. зареги-
стрировано 24 больных туляремией, половина за-
болевших – дети. при анализе карт эпизоотолого-
эпидемиологического обследования очагов туляре-
мии установлено, что заболевания носят спорадиче-
ский характер, групповая и вспышечная заболевае-
мость не выявлена. большая часть случаев заболе-
вания приходится на жителей омска, выезжающих 
в сельские районы на отдых, рыбалку и садовые 
участки. заболевания регистрировались как в энзоо-
тичных (большеуковский, крутинский, знаменский, 
полтавский), так и в неэнзоотичных (калачинский, 
горьковский, омский, одесский, нововаршавский, 
павлоградский, октябрьский округ г. омска) райо-
нах области. ведущий тип передачи – трансмиссив-
ный. преобладали ульцерогландулярная (язвенно-
бубонная), гландулярная (бубонная) и ангинозно-
бубонная клинические формы. регистрировались 
как свежие случаи заболеваний в острой форме (на-
растание титра антител в два и более раз в динамике, 
показатели титра антител выше 1:1280 в сыворотках 
больных), так и клинические проявления у пациен-
тов, имеющих в анамнезе вакцинацию (титры анти-
тел в сыворотках 1:80–1:640, и не имеют нарастания 
при исследовании парных сывороток). в трех случа-
ях при обследовании территории очага обнаружены 
положительные находки среди проб окружающей 
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среды с подтверждением серологическим методом. 
в 2016 г. в омской области активные очаги выявле-
ны в 14 районах, охватывающих все природные зоны 
региона. уровень серопозитивных находок составил 
от 4,7 до 20 %. вероятность возникновения новых 
спорадических случаев заболевания людей в 2017 г. 
остается высокой.

выделено 19 культур возбудителя на террито-
рии республики алтай. в 2016 г. при оперативной 
идентифицикации в референс-центре по монито-
рингу за природно-очаговыми инфекциями на базе 
иркутского научно-исследовательского противо-
чумного института из 19 штаммов Francisella tu-
larensis (из воды – в алтайском, красногорском и 
чойском районах; из клещей – в чойском районе, 
с. паспаул, майминском районе, ак-кол, алтайском 
районе, верх-ая, выше верх-ая, красногорском 
районе, с. луговое республики алтай) по комплексу 
молекулярно-генетических и биохимических свойств 
десять изолятов отнесены к подвиду holarctica, а де-
вять – к mediasiatica. в республике алтай, несмотря 
на интенсивное обсеменение объектов окружающей 
среды и выделение вирулентных штаммов двух под-
видов возбудителя от иксодовых клещей и из воды 
открытых водоемов, эпидемические осложнения не 
выявлены, от мелких млекопитающих культура воз-
будителя не выделена, и отсутствовали серологиче-
ские находки в объектах окружающей среды. тем 
не менее выделение высоковирулентных штаммов 
туляремийного микроба и инфицирование объек-
тов окружающей среды (кровососущие членисто-
ногие, вода открытых водоемов, мелкие млекопи-
тающие) указывают на неблагоприятную эпидемио-
логическую ситуацию в отношении этой опасной 
природно-очаговой инфекции и на существование 
риска возникновения эпидемических осложнений 
у местного населения, а также посещающих с раз-
личными целями рекреационные зоны природных 
биотопов. изоляты туляремийного микроба сред-
неазиатского подвида впервые выделены на терри-
тории российской Федерации в 2011 г. в алтайском 
крае из объектов окружающей среды [5]. в после-
дующие годы они выделялись в республике алтай и 
красноярском крае. в настоящее время существует 
необходимость изучения вопросов эпидемиологии, 
экологии и эпизоотологии возбудителя туляремии 
среднеазиатского подвида, а также тщательного 
эпидемиологического и эпизоотологического мони-
торинга природных очагов для определения границ 
их распространения. сохраняется вероятность спо-
радических случаев заболеваемости в местах цирку-
ляции возбудителя. 

в новосибирской области в северной части 
района барабинской зоны на фоне эпидемических 
осложнений впервые за восемь лет эпизоотологиче-
ских исследований не обнаружено серопозитивных 
проб от мелких млекопитающих, отловленных на 
территориях природных очагов туляремии. из других 
объектов окружающей среды выявлены положитель-

ные пробы в 2,7–6 % случаев. в 2017 г. сохранится 
вероятность инфицирования населения, посещаю-
щего природные околоводные биотопы барабинской 
и присалаирской ландшафтных зон.

активизация эпизоотических процессов в 
2017 г. ожидается в природных очагах туляремии с 
высокой численностью мелких млекопитающих – 
в равнинной части алтайского края. локальные 
эпизоотии туляремии возможны на территории 
алтайского и красноярского краев, республики 
алтай, новосибирской и омской областей. иссле-
дования зоолого-энтомологического материала в 
2016 г. проводились на территории всех субъектов 
дальневосточного федерального округа (дФо), кро-
ме чукотского автономного округа. активность оча-
гов туляремии отмечена в республике саха (якутия), 
сахалинской области, камчатском, хабаровском и 
приморском краях, амурской области и еврейской 
автономной области. на территории дФо зарегис-
трирован один больной туляремией. маркеры воз-
будителя обнаружены при исследовании клещей из 
природных биотопов в сахалинской области и кле-
ща, укусившего человека в камчатском крае, гнезд 
грызунов – в хабаровском крае, погадок хищных 
птиц – в республике саха (якутия), воды открытых 
водоемов – в хабаровском крае.

в хабаровском крае после эпидемических 
осложнений и усиления эпизоотической активности 
в очагах в 2015 г. наступило относительное затишье. 
возбудитель из объектов окружающей среды не вы-
делялся, но уровень серопозитивных проб, достав-
ленных из хабаровского и Шимановского районов, 
колебался от 7,7 до 19,6 %, днк возбудителя обнару-
жена в воде открытых водоемов, в пробах из органов 
мелких млекопитающих от 2,3 до 14,7 %. результаты 
генодиагностического и серологического исследова-
ний полевого материала позволяют предполагать, что 
весной 2016 г. в хабаровском районе продолжалась 
эпизоотия, а в Шимановском районе имела место 
локальная эпизоотия туляремии без эпидемических 
последствий. в 2017 г. не исключается вероятность 
спорадических случаев заболевания туляремией на 
территориях природных очагов края. 

в приморском крае на фоне вялотекущей эпизоо-
тии среди грызунов второй группы чувствительности 
и восприимчивости к возбудителю получено 10,9 % 
серопозитивных проб от мелких млекопитающих, 
3,0 % – из других объектов окружающей среды. на 
фоне роста численности мелких млекопитающих во 
всех ландшафтных зонах региона в 2016 г. сохраняет-
ся вероятность эпизоотических проявлений и возник-
новения спорадических случаев заболевания в 2017 г.

из материалов за 2016 г. об эпизоотическом со-
стоянии природных очагов и численности основных 
носителей и переносчиков возбудителя туляремии, 
данных по заболеваемости людей туляремией, вы-
делению культур F. tularensis следует, что природ-
ные очаги активны в 56 регионах. наиболее веро-
ятны эпидемические осложнения (случаи заболе-
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вания людей туляремией) в связи с недостаточным 
или очень низким уровнем иммунопрофилактики 
(подчеркнутые регионы), высокой численностью 
мелких млекопитающих и широкой циркуляцией 
возбудителя в природных биотопах в 2017 г. на тер-
риториях: цФо – москва, московская, рязанская и 
воронежская области; сзФо – республика карелия, 
архангельская, ленинградская области и санкт-
петербург; скФо – ставропольский край; пФо – 
кировская, нижегородская области и удмуртская 
республика; уФо – челябинская область; сФо – 
новосибирская, омская, кемеровская и томская об-
ласти, алтайский край, республика алтай, дФо – 
хабаровский край.

представление населению подробной информа-
ции о туляремии, основных симптомах заболевания 
и мерах лечения и профилактики с использованием 
средств индивидуальной защиты (акарициды, репел-
ленты) и вакцинации, а также проведение в полном 
объеме дератизационных, акарицидных и дезинфек-
ционных мероприятий на территориях проживания, 
деятельности и отдыха населения сразу же после по-
лучения результатов эпизоотического исследования 
позволит избежать эпидемических осложнений не 
только с приходом тепла весной и летом следующего 
года, но и в наступившую позднюю осень и зиму.

конфликт интересов. авторы подтверждают 
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освоение целинных и залежных земель в юж-
ных регионах нашей страны послужило причиной 
перевода значительных площадей степных и по-
лупустынных пастбищ в разряд обрабатываемых 
сельскохозяйственных угодий богарного или полив-
ного типа. рост посевных площадей во второй по-
ловине хх века и одновременное опустынивание 
прикаспийской низменности, связанное с падением 
уровня грунтовых вод и общей аридизацией клима-

та [1], привели к сокращению и существенной дегра-
дации пастбищных земель. последовавший за этим 
процесс восстановления естественных раститель-
ных сообществ, обусловленный спадом сельскохо-
зяйственного производства в последние десятиле-
тия прошлого века и подъемом уровня каспийского 
моря, ознаменовал прекращение процесса опустыни-
вания [5, 8]. в начале третьего тысячелетия в резуль-
тате внедрения современной агротехники и четкой 
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а.а.кузнецов, а.н.матросов, а.м.Поршаков, В.н.Чекашов, м.м.Шилов

изМенение границ Природных очагов чуМы волго-уральСКого Междуречья
ФКУЗ «Российский научно-исследовательский противочумный институт «Микроб», Саратов, Российская Федерация

цель. определение современных дислокации и размеров природных очагов чумы в волго-уральском между-
речье. материалы и методы. по результатам проведенного в 2015 г. полевого и камерального картографиро-
вания волго-уральских степного и песчаного очагов чумы изготовлены электронные карты секторов, располо-
женных на их периферии. результаты и выводы. в последние 3–4 десятилетия произошло заметное сокраще-
ние энзоотичной по чуме территории в волго-уральском междуречье за счет распашки и мелиорации пастбищ. 
установлено, что южные и юго-западные рубежи энзоотичных территорий имеют естественные границы и пред-
ставлены линейными элементами гидрографии, восточные – государственной границей российской Федерации с 
республикой казахстан. там, где подходящие линейные элементы ландшафта отсутствуют (на севере и западе), 
в качестве формализованных внешних границ приняты рамки секторов, на территории которых признаки энзоо-
тии сохранились. распашка обширных площадей полупустыни сделала многие ее территории в восточной части 
волгоградской области непригодными для обитания малого суслика, что является свидетельством утраты ими 
признаков энзоотичности по чуме. это привело к сокращению площади степного очага чумы на 30 %, которая со-
ставляет теперь 20873 кв. км. конфигурация песчаного очага практически не изменилась и в результате уточнен-
ного подсчета его площадь оказалась равной 8625 кв. км. учет реального расположения и размеров природных 
очагов чумы в строго установленных границах, зафиксированных на топографических картах, обеспечивает обо-
снованное планирование и проведение всего комплекса профилактических противочумных мероприятий. новые 
пространственные параметры природных очагов внесены в официальные нормативно-методические документы, 
регламентирующие проведение эпидемиологического надзора за чумой.

Ключевые слова: природный очаг чумы, картографирование, волго-уральское междуречье.
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Objective of the study is to locate the present-day sites and sizes of the natural plague foci in the Volga-Ural Interfluve. Materials 
and methods. According to the results of the field and office mapping, 2015 in the Volga-Ural steppe and sandy plague foci, designed 
have been electronic maps of the sectors situated in the periphery. Results and conclusions. During the past 3–4 decades significant 
decrease in plague enzooties in the territory of the Volga-Ural Interfluve has been observed. It occurs due to the plowing and meliora-
tion of the grazing lands. It is established that the southern and south-western outskirts of enzootic territories have natural boundar-
ies represented with the linear elements of hydrography, and the eastern ones are the state border of the Russian Federation and the 
Republic of Kazakhstan. At sites where suitable linear elements of the landscape are absent (up north and west) the frames of the 
sectors, where evidence of enzooty is retained, are used as the formal external boundaries. Widespread plowing of semi-desert area 
made the territories in the eastern part of the Volgograd Region inadequate for small souslik habitation, which marks the loss of plague 
enzooty features. This fact in its turn led to the reduction of steppe focus acreage by 30 %, the coverage being currently 20873 km2. 
Configuration of the sandy focus changed little, if at all, and amounts to 8625 km2. Registering of the actual position and sizes of 
natural plague foci within the strictly set boundaries put on topographic maps provides for targeted planning and complex prophylactic 
anti-plague measures. New spatial indicators of natural plague foci are formalized in official normative-methodological documents 
regulating epidemiological surveillance over plague. 
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организации севооборота происходило закрепление 
сформировавшейся к этому моменту конфигурации 
посевных площадей и, соответственно, границ со-
хранившихся естественных пастбищ, на которых 
продолжают обитать грызуны – основные носители 
возбудителя чумы.

большая часть волго-уральского междуречья 
южнее 51° с.ш. входит в состав двух смежных при-
родных очагов чумы. их типичные сухостепные, 
полупустынные и пустынные ландшафты продол-
жают служить оптимальными местообитаниями 
для грызунов, в популяциях которых с различной 
периодичностью регистрируются эпизоотии чумы. 
проведенная в 70–80 годы хх столетия паспор-
тизация природных очагов чумы ссср определи-
ла пространственные характеристики каждого из 
них на уточненной картографической основе [7]. 
задокументированные в то время границы очагов 
соответствовали историческим ареалам основных 
носителей чумного микроба и охватывали все из-
вестные места регистрации эпизоотических и эпи-
демических проявлений в прошлом. в течение по-
следующих четырех десятилетий очертания очагов 
не подвергались пересмотру. однако в связи с про-
должившимся увеличением посевных площадей за 
счет распашки целинных участков, рекультивации 
залежей и закладки новых орошаемых земель ста-
ло очевидным существенное сокращение энзоотич-
ных по чуме территорий в нижнем поволжье. для 
определения эпизоотологического статуса окраин 
очагов чумы волго-уральского междуречья прове-
дено их картографирование в рамках нир 41-1-13 
«разработка методологии гис-картографирования и 
паспортизации на примере природных очагов чумы 
и других инфекций в нижнем поволжье».

материалы и методы

исследования проводили путем обработки име-
ющихся картографических источников (растровые 
копии цифровых топографических карт, космосним-
ки из доступных веб-ресурсов) и анализа резуль-
татов полевого картографирования на территории 
волго-уральского междуречья с использованием 
гис-технологий [4]. итоговые картографические 
материалы, полученные в ходе исследований, ис-
пользованы при обновлении электронных паспортов 
изученных природных очагов по установленным ра-
нее правилам [3, 6].

в мае–июне 2015 г. для уточнения границ при-
родных очагов чумы волго-уральского междуречья 
проведено полевое картографирование территории, 
расположенной в восточных районах волгоградской 
области и северо-восточных районах астраханской 
области. во время этой экспедиции использовали в 
полевых условиях планшетный компьютер, совме-
щенный с модулем GPS/глонасс позиционирова-
ния. основной метод работы – объезд периферийных 
территорий очагов, закладка пеших маршрутов, учет 

численности грызунов, идентификация ландшафтов 
с помощью космических снимков. для работы ис-
пользовали открытые крупномасштабные топогра-
фические карты последних лет съемки (с 2001 по 
2010 год) масштабов 1:25000, 1:50000, 1:100000 и 
космические снимки из сети интернет.

для пространственного анализа явлений и со-
бытий, происходящих на территории природных 
очагов чумы, в противочумной практике использует-
ся их формально-территориальная дифференциация 
на стандартные участки, именуемые «секторами». в 
качестве секторов приняты листы государственных 
топографических карт масштаба 1:25000. поскольку 
рамками секторов (топографических карт) являют-
ся определенные параллели и меридианы, то общие 
карты очагов изображаются с нанесенной на них гра-
дусной сеткой с соответствующими параметрами. 

результаты и обсуждение

осмотр территории волго-уральского песчано-
го очага чумы проведен лишь в области межевания 
со степным очагом, основное же внимание уделено 
камеральному изучению современных карт и косми-
ческих снимков. установлено, что общий ландшафт-
ный облик всей территории очага остался прежним, 
что не потребовало вносить какие-либо изменения 
в его очертания. тем не менее, требовалось одно-
значно определить линейные элементы ландшафта, 
пригодные для использования в качестве границ, и 
обозначить их на крупномасштабной топографиче-
ской карте. на юге и юго-западе очага использованы 
береговые линии речных русел, на востоке – линия 
государственной границы российской Федерации 
с республикой казахстан (рисунок). на севере и 
северо-западе провели формализованную границу 
между смежными песчаным и степным очагами по 
рамкам секторов, исходя из тех же принципов, что 
и при межевании прикаспийского северо-западного 
степного и прикаспийского песчаного очагов чу-
мы [2]. учитывая достаточную условность такой гра-
ницы, мы выполнили ее выравнивание, что оправды-
вается сложной и малоразличимой биоценотической 
структурой поселений грызунов на тех и других при-
граничных территориях.

для измерения площадей фрагментов волго-
уральского песчаного очага чумы и неэнзоотичных 
участков, дислоцированных на территориях тех сек-
торов, по которым проходит его естественная (ланд-
шафтная) граница, использованы растровые копии 
цифровых топографических карт масштаба 1:25000. 
площадь центральной проекции земной поверхно-
сти, изображенной на одном листе карты (секторе), 
была вычислена заранее с помощью геодезических 
расчетов, учитывающих реальные длины дуг парал-
лелей и меридианов без отнесения к стандартной 
проекции топографических карт. отметим, что пло-
щади всех секторов, расположенных в одном широт-
ном ряду, идентичны. Физические площади фраг-
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ментов были определены тем же картометрическим 
способом, что и для очагов чумы северо-западного 
прикаспия – по суммарному количеству пикселов, 
образующих эти фрагменты [2]. каждый пиксель 
при имеющемся разрешении карт равен приблизи-
тельно 5 кв. м (0,0005 га). площади сектора и его 
фрагментов округлялись до 1 га (0,01 кв. км), а всего 
очага – до 1 кв. км. в результате картографирования 
установлено, что волго-уральский песчаный очаг 
расположен на территории 120 секторов, занимая их 
полностью или частично, а его общая площадь равна 
8625 кв. км, что мало отличается от известного ранее 
приближенного значения (8700 кв. км).

отмечено, что в настоящее время на территории 
волго-уральского песчаного очага чумы в преде-
лах астраханской области существенно сократи-
лись площади незакрепленных, разбитых песков 
(барханов) и, соответственно, увеличились площа-
ди, занятые типичной для этих мест травянистой 
полынно-злаковой растительностью. это произошло 
в результате значительного сокращения поголовья 
мелкого рогатого скота (отсутствие скотобоя), по-
вышения уровня грунтовых вод и общего снижения 
аридности климата. в результате произошла смена 
доминирующего вида пустынных грызунов – при 
добыче зверьков орудиями лова вместо полуденной 
песчанки стала устойчиво преобладать гребенщико-
вая. учитывая ее высокую инфекционную чувстви-
тельность к чуме и более высокие индексы обилия 
специфических блох на ней, можно прогнозировать 
возрастание частоты возникновения и уровня актив-
ности эпизоотических проявлений в очаге.

изучение территории волго-уральского степ-
ного очага чумы проведено в основном вдоль его 

западных и северных границ, протяженность кото-
рых превышает 400 км. в качестве границы, иду-
щей вдоль р. ахтубы, использованы отрезки как 
береговых линий некоторых пойменных рек, про-
ток и ериков, так и рамок секторов, чередующиеся 
между собой. при выборе границы и определения 
ее характера (ландшафтная или формальная) учи-
тывали наличие поселений грызунов, способных 
играть роль основных носителей возбудителя чумы, 
и подходящих линейных элементов ландшафта. на 
песчаных участках волго-ахтубинской поймы и ле-
вобережья р. ахтубы эпизоотический процесс могут 
поддерживать гребенщиковые песчанки со своими 
специфическими блохами. эти территории, а также 
полупустынные участки с поселениями малого сус-
лика включены в состав очага путем оконтуривания 
естественными или формализованными границами. 
севернее ахтубинска граница на некоторых участ-
ках отодвинулась от русла реки в связи с появле-
нием в левобережье обширных массивов поливных 
сельхозугодий, за пределами которых простирается 
полупустынный ландшафт, служащий типичным ме-
стообитанием малого суслика.

конфигурацию северо-западной и северной гра-
ниц волго-уральского степного очага чумы опреде-
ляли на местности с использованием различных 
картографических источников. предварительное из-
учение источников позволило установить секторы, 
целиком занятые сельскохозяйственными угодьями. 
выборочному контролю были подвергнуты некото-
рые из них, примыкающие к секторам с пастбищ-
ными землями. пастбища проверялись на изолиро-
ванность от основного массива целинных земель и 
наличие поселений сусликов. секторы, содержащие 
лишь мелкие изолированные целинные участки, не 
имеющие поселений сусликов, исключались из со-
става очага. весьма большая территория на севере 
очага (37 секторов) оказалась переведенной в раз-
ряд сельскохозяйственных земель и полностью ли-
шенной условий для существования малого суслика. 
здесь сказалась губительная роль распашек на рас-
пространение этого грызуна [5]. Южнее параллели 
49° 40’ поселения сусликов уже встречаются, сред-
няя плотность зверьков в них, как правило, низка и 
лишь на отдельных небольших участках достигает 
10–15 особей на 1 га. отмечено некоторое увеличе-
ние численности малого суслика при движении на 
восток к границе с казахстаном.

на северо-западе очага, начиная от р. ахтубы 
до северной его кромки (рисунок), произошли ощу-
тимые изменения ландшафта, вызванные антропо-
генными и погодно-климатическими воздействиями. 
большие массивы земель вдоль волгоградского во-
дохранилища заняты теперь под посевы различных 
сельскохозяйственных культур. отдельные изолиро-
ванные поля, находившиеся в момент картографи-
рования в состоянии залежей и использующиеся в 
качестве пастбищ для крупного рогатого скота, при-
обрели облик лугов или высокотравных степей, не-

новые границы и территории природных очагов чумы: 1 – волго-
уральского степного (15); 2 – волго-уральского песчаного (16); 
3 – границы субъектов российской Федерации и административ-
ных районов
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пригодных для обитания малого суслика. в окрест-
ностях г. волжский значительные площади отданы 
под промышленное освоение и для размещения там 
очистных сооружений с обширными испарителями. 
непригодными для реализации энзоотии чумы при-
знаны также верховья волго-ахтубинской поймы и 
некоторые секторы остальной ее части. в результате 
отмеченных преобразований из состава природного 
очага чумы на этих участках исключено 60 секторов.

площади фрагментов энзоотичной территории 
в пределах секторов, по которым проходит есте-
ственная (ландшафтная) или государственная гра-
ница, измерены по специально изготовленным для 
этого раст ровым топографическим картам масштаба 
1:25000. установлено, что волго-уральский степ-
ной природный очаг чумы в границах российской 
Федерации расположен на территории 269 секторов, 
занимая их полностью или частично. площадь оча-
га равна 20873 кв. км, что на 30 % меньше прежнего 
значения (30 тыс. кв. км). 

необходимо отметить, что уменьшение разме-
ров природных очагов чумы за счет не энзоотичных 
и поэтому не обследуемых территорий осуществля-
ется как мера документального оформления их фак-
тического состояния. контролируемая противочум-
ными станциями энзоотичная площадь в результате 
этих действий не изменяется. количество участков, 
реально представляющих эпидемиологическую 
угрозу, не сокращается, следовательно, отсутствует 
необходимость уменьшения затрат на проведение 
комплекса профилактических мероприятий, обеспе-
чивающих эпидемиологическое благополучие насе-
ления по чуме. 

новые пространственные параметры природ-
ных очагов внесены в официальные нормативно-
методические документы, регламентирующие орга-
низацию и проведение эпидемиологического надзо-
ра за чумой, что обеспечивает обоснованное плани-
рование и проведение комплекса профилактических 
противочумных мероприятий.

конфликт интересов. авторы подтверждают 
отсутствие конфликта финансовых/нефинансовых 
интересов, связанных с написанием статьи.
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эпизоотолого-эпидемиологическая ситуация по 
бруцеллезу в российской Федерации остается до-
статочно напряженной. в последние 20 лет в россии 
ежегодно регистрировалось от 300 до 600 случаев 
впервые выявленного бруцеллеза среди людей, пока-
затели заболеваемости составляли 0,2–0,7 на 100 тыс. 
населения. наиболее неблагополучными по бруцел-
лезу людей являются регионы россии с развитым 
животноводством – субъекты северо-кавказского 
(скФо), Южного (ЮФо) и сибирского (сФо) фе-
деральных округов, на долю которых приходилось 
от 70 до 90 % заболеваний бруцеллезом [2].

специалистами референс-центра по монито-
рингу за возбудителем бруцеллеза (Фкуз «ставро-
польский научно-исследовательский противочумный 
институт») проведен анализ заболеваемости бруцел-
лезом людей и сельскохозяйственных животных в 

российской Федерации в 2016 г. для оценки эпиде-
миологической и эпизоотологической обстановки по 
бруцеллезу использованы официальные статистиче-
ские данные роспотребнадзора и россельхознадзора 
[1, 4], сведения о результатах эпидемиологических 
расследований случаев заболевания бруцеллезом, 
полученных из управлений роспотребнадзора в 
субъектах рФ и Фбуз «Федеральный центр гигиены 
и эпидемиологии» роспотребнадзора.

в период с 2006 по 2015 год в россии зареги-
стрировано 2879 неблагополучных пунктов (далее – 
н.п.) по бруцеллезу крс, в которых выявлено 95759 
голов (далее – гол.) животных и 409 н.п. по бруцел-
лезу мрс, в которых зарегистрировано 17936 боль-
ных бруцеллезом овец и коз. анализ заболеваемости 
сельскохозяйственных животных свидетельствует 
об ухудшении эпизоотологической ситуации по бру-
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целлезу в россии, тренды по неблагополучию – воз-
растающие (рис. 1, 2) [3].

в 2016 г. (за 9 месяцев) в российской Федерации 
зарегистрировано 455 н.п. по бруцеллезу крс 
(7418 гол. больных животных) и 33 н.п. по бруцел-
лезу мрс (926 гол. больных животных). в сравне-
нии с аналогичным периодом 2015 г. (за 9 месяцев) 
наблюдается увеличение количества впервые выяв-
ленных н.п. по бруцеллезу крс на 12,9 % (403 н.п.) 
и снижение числа заболевших животных на 6,67 % 
(7974 гол.). необходимо отметить снижение количе-
ства н.п. по бруцеллезу мрс на 13,2 % (в 2015 г. – 
38 н.п.) и количества заболевших бруцеллезом овец 
и коз более чем в два раза (в 2015 г. – 2106 гол.).

в 2016 г. (за 9 месяцев) н.п. по бруцеллезу 
крс регистрировали преимущественно в субъек-
тах скФо – 76,2 % (347 н.п., 3586 гол.), ЮФо – 
10,8 % (49 н.п., 1500 гол.), на долю сФо (19 н.п., 
361 гол.) и приволжского федерального округа 
(пФо) (19 н.п., 1811 гол.) пришлось по 4,2 % от 
общего количества впервые выявленных н.п. по 
бруцеллезу крс. в скФо наиболее неблагопо-
лучная ситуация по бруцеллезу крс сложилась 
на территории карачаево-черкесской республики 
(164 н.п., 995 гол.), республики северная осетия-
алания (100 н.п., 366 гол.), ставропольского края 
(34 н.п., 461 гол.), чеченской республики (33 н.п., 
391 гол.), республики дагестан (13 н.п., 1065 гол.). 

в ЮФо основное количество н.п. и больного бру-
целлезом крс выявляли в республике калмыкия 
(27 н.п., 320 гол.), астраханской (9 н.п., 283 гол.), 
волгоградской (8 н.п., 506 гол.) и ростовской (5 н.п., 
391 гол.) областях.

бруцеллез мрс преимущественно регистриро-
вали в ЮФо – 30,3 % (10 н.п., 369 гол.), пФо – 18,2 
(6 н.п., 183 гол.), сФо – 18,2 (6 н.п., 170 гол.), скФо – 
15,2 (5 н.п., 155 гол.) и центральном федеральном 
округе (цФо) – 18,2 (6 н.п., 89 гол.). в ЮФо боль-
ных бруцеллезом овец и коз в основном выявляли на 
территории астраханской области (6 н.п., 288 гол.), 
краснодарского края (4 н.п., 81 гол.). в пФо пер-
вичные н.п. по бруцеллезу мрс зарегистрированы в 
саратовской (4 н.п., 134 гол.) и нижегородской (2 н.п., 
18 гол.) областях, в скФо – республике дагестан 
(2 н.п., 129 гол.), ставропольском крае (1 н.п., 21 гол.) 
и республике ингушетия (2 н.п., 5 гол.).

в 2016 г. в российской Федерации зарегистри-
рован 331 случай заболевания людей бруцеллезом, 
интенсивный показатель заболеваемости на 100 тыс. 
населения (ип) составил 0,23. в сравнении с 2015 г. 
(393 случая, ип – 0,27) наблюдается снижение коли-
чества впервые выявленного бруцеллеза у людей на 
15,8 % (рис. 3). выявлен 31 случай бруцеллеза среди 
детей до 17 лет (ип – 0,11), что на 14,8 % выше за-
болеваемости среди детей в 2015 г. (27 случаев).

заболевание зарегистрировано преимуществен-

рис. 1. динамика регистрации первичных 
неблагополучных пунктов по бруцеллезу 
крс и мрс в российской Федерации в 
2006–2015 гг., 9 мес. 2016 г.

рис. 2. динамика заболеваемости бруцел-
лезом крс и мрс в российской Федерации 
в 2006–2015 гг., 9 мес. 2016 г.
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но у жителей сельской местности (74,3 %, 246 слу-
чаев, ип – 0,65), что отражает эпизоотологическое 
неблагополучие по бруцеллезу сельскохозяйствен-
ных животных эпидемически значимых видов (крс 
и мрс).

основное количество (81,9 %, 271 случай) забо-
левших бруцеллезом людей зарегистрировано в двух 
федеральных округах – скФо и ЮФо.

в скФо выявлено 217 случаев бруцеллеза (ип – 
2,24), что составляет 65,6 % от общероссийской за-
болеваемости. в округе зарегистрировано 24 случая 
бруцеллеза у детей до 17 лет (ип – 0,92), что состав-
ляет 77,4 % всех случаев в российской Федерации. в 
сравнении с данными за 2015 г. (267 случаев, ип – 
2,77) за отчетный период отмечается снижение уров-
ня заболеваемости бруцеллезом в округе на 18,7 %. 
среди заболевших в скФо 77,9 % (169 случаев, ип – 
3,43) – жители сельской местности.

в республике дагестан выявлено 110 случаев 
(33,2 % от общероссийской заболеваемости) заболе-
вания людей бруцеллезом (ип – 3,66), что на 21,4 % 
ниже показателей 2015 г. (140 случаев, ип – 4,7). в 
83,6 % случаев бруцеллез регистрировали среди жи-
телей сельской местности (92 случая, ип – 5,58). в 
республике зарегистрировано 9 случаев (ип – 1,02) 
заболевания бруцеллезом лиц до 17 лет, что состав-
ляет 29,0 % от общероссийских показателей забо-
леваемости среди детей. заболевших людей реги-
стрировали в течение всего календарного года, при 
этом наибольшее количество выявлено в феврале и 
апреле – по 13 случаев, в августе и октябре – по 12. 
по данным эпидемиологического расследования, в 
46,4 % случаев источником инфекции был больной 
бруцеллезом крс, в 40,9 – мрс, в 12,7 – источник 
инфекции не установлен. в 53,6 % случаев факто-
рами передачи инфекции выступали продукты жи-
вотного происхождения (молоко, кисломолочные 
продукты, мясо, мясные продукты), в 34,5 – боль-
ные бруцеллезом животные, в 11,8 – сырье от жи-
вотных. преобладал алиментарный путь передачи 
возбудителя бруцеллеза (53,6 %). наиболее неблаго-

получные по бруцеллезу людей административные 
территории республики – махачкала (14 случаев), 
бабаюртовский (11), левашинский (7), ногайский 
(7) и тарумовский (7) районы.

за отчетный период в ставропольском крае 
(ск) выявлен 101 случай (30,5 % от общероссий-
ской заболеваемости) заболевания людей бруцелле-
зом (ип – 3,61), что на 14,4 % ниже по сравнению с 
2015 г. (118 случаев, ип – 4,22). среди заболевших 
71,3 % (72 случая, ип – 6,15) – сельское население. 
зарегистрировано 14 случаев (ип – 2,47) заболева-
ния бруцеллезом детей до 17 лет (45,2 % от обще-
российской заболеваемости бруцеллезом среди де-
тей), в том числе 13 – в очаге бруцеллеза с групповой 
заболеваемостью (15 человек) в ессентуках в июне–
августе, где источником инфекции было больное 
бруцеллезом поголовье коз с частного подворья. при 
инфицировании людей возбудителем бруцеллеза в 
очаге инфекции имел место единый фактор переда-
чи – термически необработанное козье молоко, ме-
ханизм передачи возбудителя – фекально-оральный, 
путь – пищевой.

в ск больных бруцеллезом людей выявляли в 
течение всего года с максимумом в июле–сентябре – 
54,5 % (55 случаев). по данным эпидемиологиче-
ского расследования случаев заболевания людей 
бруцеллезом в ск установлено, что источником ин-
фекции в равной степени был крс и мрс, больной 
бруцеллезом. из установленных факторов передачи 
инфекции в 58,4 % являлись продукты животно-
водства (молоко, кисломолочные продукты, мясо, 
мясные продукты), в 21,7 % – больной бру целлезом 
скот. наибольшая заболеваемость людей бруцелле-
зом зарегистрирована в левокумском (16 случаев), 
нефтекумском (10), андроповском (8) районах края, 
имеющих общую административную границу с субъ-
ектами скФо, неблагополучными по бруцеллезу 
эпидемически значимых видов сельскохозяйствен-
ных животных (республика дагестан, республика 
калмыкия и карачаево-черкесская республика), а 
также в ессентуках (15 случаев), где зарегистриро-

рис. 3. динамика количества заболев-
ших бруцеллезом людей в российской 
Федерации в 2006–2016 гг. (абсолютные 
цифры)
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вана вспышка бруцеллеза козье-овечьего вида.
в остальных субъектах скФо выявлены еди-

ничные случаи заболевания людей бруцеллезом: в 
кабардино-балкарской республике – 2 случая (ип – 
0,23), республике северная осетия-алания – 2 
(ип – 0,28), республике ингушетия – 1 (ип – 0,21), 
в чеченской республике – 1 (ип – 0,07).

на территории ЮФо зарегистрировано 54 слу-
чая (ип – 0,33) заболевания людей бруцеллезом 
(16,3 % от общероссийских показателей), в том числе 
два случая у детей до 17 лет (ип – 0,06). заболевшие 
бруцеллезом, в основном, являлись жителями сель-
ской местности (45 случаев, 83,3 %). в сравнении с 
показателями за 2015 г. (33 случая, ип – 0,24) на-
блюдается увеличение количества вновь выявленно-
го бруцеллеза у людей на 63,6 %, в том числе среди 
жителей сельских поселений на 64,4 %.

в республике калмыкия, как и в предыдущие 
годы, зарегистрирован самый высокий в российской 
Федерации показатель заболеваемости бруцелле-
зом на 100 тыс. населения – 12,52, выявлено 35 слу-
чаев впервые выявленного бруцеллеза (10,6 % от 
общероссийской заболеваемости), в том числе 33 
(94,2 %) у жителей сельской местности (ип – 21,51). 
зарегистрировано 2 случая заболевания бруцеллезом 
детей до 17 лет (ип – 3,0). людей, заболевших бру-
целлезом, выявляли преимущественно с января по 
сентябрь, наибольшая заболеваемость зарегистри-
рована в июле (9 случаев, 25,7 %). основной источ-
ник бруцеллезной инфекции – больной бруцеллезом 
скот (крс), механизм инфицирования – контактный. 
бруцеллез в республике преимущественно регистри-
ровался в целинном (8 случаев), черноземельском 
(6) и лаганском (6) районах.

в волгоградской области выявлено 14 случаев 
(4,2 % от общероссийских показателей) заболевания 
людей бруцеллезом (ип – 0,55), из которых 8 (ип – 
1,34) – среди сельского населения. в краснодарском 
крае и астраханской области зарегистрировано по 2 
случая заболевания бруцеллезом (ип – 0,04 и 0,20 со-
ответственно), в ростовской области – 1 (ип – 0,02).

в пФо отмечено существенное увеличение за-
болеваемости людей бруцеллезом. всего зарегистри-
ровано 22 случая (ип – 0,07), что в 2,4 раза больше 
показателей 2015 г. (9 случаев, ип – 0,03).

основное количество заболевших бруцеллезом 
в округе пришлось на самарскую область – 15 боль-
ных (ип – 0,47), где в неблагополучном по бруцелле-
зу крс хозяйстве кинельского района зарегистриро-
вано два случая группового заболевания людей бру-
целлезом в мае и ноябре с общим количеством забо-
левших 12 человек. ухудшение эпидемиологической 
ситуации по бруцеллезу в области связано с небла-
гополучием по бруцеллезу среди крс, ослаблением 
контроля над проведением противоэпизоотических 
мероприятий в очаге инфекции и несвоевременной 
изоляцией больного поголовья. в саратовской обла-
сти выявлено 4 случая (ип – 0,16), оренбургской – 2 
(ип – 0,1), республике татарстан – 1 (ип – 0,03). 

в остальных субъектах округа бруцеллез у людей не 
зарегистрирован. основной источник инфекции – 
крс. механизмами передачи инфекции являются 
контактный и фекально-оральный, путь передачи – 
прямой контакт и пищевой.

в сФо установлено 15 случаев заболевания лю-
дей бруцеллезом (ип – 0,08): 5 – в забайкальском 
крае (ип – 0,46), в том числе один ребенок (ип – 
0,38); по 3 – в республике тыва (ип – 0,95) и 
омской области (ип – 0,15); 2 – в кемеровской об-
ласти; по 1 случаю – в алтайском крае (ип – 0,04) и 
новосибирской области (ип – 0,04).

в центральном федеральном округе зарегистри-
ровано 13 случаев впервые выявленного бруцеллеза 
(ип – 0,03), из которых во владимирской области – 5 
(ип – 0,36), московской – 3 (ип – 0,04), тамбовской 
(ип – 0,19) и москве (ип – 0,02) – по 2, в калужской 
области – 1 (ип – 0,10).

в северо-западном федеральном округе выявле-
но 7 случаев (ип – 0,05) заболевания людей бруцел-
лезом. в августе–сентябре в пос. Шум кировского 
района ленинградской области зарегистрирован очаг 
бруцеллеза мрс с групповой заболеваемостью лю-
дей бруцеллезом (7 случаев). в результате эпизоотии 
заболело бруцеллезом трое жителей ленинградской 
области (ип – 0,17) и 4 человека из санкт-петербурга 
(ип – 0,08), употреблявших в пищу продукцию от 
больного бруцеллезом поголовья.

в уральском федеральном округе впервые вы-
явленный бруцеллез зарегистрирован у 2 человек 
(ип – 0,02). все случаи выявлены в челябинской об-
ласти (ип – 0,06). в дальневосточном федеральном 
округе установлен один случай заболевания людей 
бруцеллезом (ип – 0,02) – в амурской области (ип – 
0,12). в крымском федеральном округе бруцеллез не 
регистрировался.

специфическая иммунопрофилактика бруцел-
леза у людей остается в достаточной мере эффектив-
ной индивидуальной мерой защиты при опасности 
заражения людей возбудителем Brucella melitensis. 
порядок проведения профилактической иммуни-
зации людей против бруцеллеза регламентирован 
национальным календарем прививок по эпидемиче-
ским показаниям и сп 3.1.7.2613-10 «профилактика 
бруцеллеза».

в 2016 г. в рФ вакцинировано против бруцелле-
за 2392 человека, ревакцинировано – 1856. в срав-
нении с аналогичными показателями за 2015 г. (вак-
цинировано 2449 человек, ревакцинировано – 1653) 
отмечается незначительное увеличение объема про-
филактической иммунизации.

за период с 2011 по 2016 год привито против 
бруцеллеза 22871 человек, в том числе 10689 ревак-
цинировано. анализ динамики объемов вакцинации 
за последние два года указывает на тенденцию к 
увеличению объемов специфической профилактики 
бруцеллезной инфекции у людей.

с целью стабилизации и снижения напряженно-
сти эпизоотолого-эпидемиологической обстановки 
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по бруцеллезу в некоторых субъектах российской 
Федерации в 2016 г. проводилась работа по реали-
зации целевых программ и комплексных планов по 
профилактике бруцеллеза: «комплексный план ме-
роприятий по профилактике бруцеллеза на терри-
тории ставропольского края на 2015–2019 годы», 
«комплексный план мероприятий по профилактике 
бруцеллеза в кабардино-балкарской республике на 
2012–2016 годы», «комплексный план мероприя-
тий по профилактике бруцеллеза на территории 
забайкальского края на 2013–2016 годы».

таким образом, эпидемиологическая обстанов-
ка по бруцеллезу в российской Федерации в 2016 г. 
характеризуется как неустойчивая. наблюдается сни-
жение количества впервые выявленного бруцеллеза 
у людей (на 15,8 %) на фоне возрастающих трендов 
по неблагополучию и ухудшению эпизоотологиче-
ской ситуации по бруцеллезу крс в регионах с раз-
витым животноводством. зарегистрированы слу-
чаи группового заболевания людей в трех субъектах 
(ставропольском крае, самарской и ленинградкой 
областях), имеющие вспышечный характер, которые 
объективно отражают (индикатор неблагополучия) 
напряженность эпизоотолого-эпидемиологической 
ситуации по бруцеллезу в регионах и стране в целом.

необходимо отметить положительную тенден-
цию к снижению заболеваемости людей бруцелле-
зом в республике дагестан за последние три года, 
что может отражать эффективность мер, принятых 
в рамках реализации «программы мероприятий по 
профилактике бруцеллеза на территории республики 
дагестан на 2011–2015 годы».

эпидемиологический прогноз по бруцеллезу 
в россии на 2017 г. определяется рядом факторов, 
ключевым из которых является эпизоотологическая 
ситуация по бруцеллезу. по данным специалистов 
Федеральной службы по ветеринарному и фитоса-
нитарному надзору, к наиболее тревожному фак-
ту в условиях формирующейся в настоящее время 
неблагополучной эпизоотологической обстановки 
по хроническим инфекциям сельскохозяйствен-
ных животных в российской Федерации относится 
ухудшение ситуации по бруцеллезу. прогноз эпизо-
отологической ситуации по бруцеллезу в россии в 
среднесрочной перспективе неблагоприятный, что 
при сохранении существующей тенденции создает 
реальный риск широкого распространения бруцел-
леза среди сельскохозяйственных животных в субъ-
ектах центрального и приволжского федеральных 
округов.

в условиях продолжения реализации регио-
нальных программ импортозамещения в животно-
водческой отрасли сельского хозяйства, усиления 
интереса к развитию племенного животноводства 
(крс, овцеводство и козоводство) среди индиви-
дуальных предпринимателей сохраняется высокая 
вероятность заноса возбудителя бруцеллеза с боль-
ными животными из неблагополучных администра-
тивных территорий скФо, ЮФо, сФо в благопо-

лучные по бруцеллезу регионы. продолжает оста-
ваться высокой вероятность заражения населения 
возбудителем бруцеллеза в регионах, где постоянно 
регистрируются случаи несанкционированной тор-
говли продукцией животноводства без ветеринарно-
сопроводительных документов.

сохраняют актуальность внешние эпидемиоло-
гические риски, связанные с активизацией сотрудни-
чества в области импорта животных и животноводче-
ской продукции из республик казахстан, киргизия, 
армения в рамках евразийского экономического со-
трудничества (таможенный союз), средиземноморья, 
ближнего востока, Южной америки, являющихся 
эндемичными по бруцеллезу крс и мрс.

с учетом вышеизложенных факторов в 2017 г. в 
стране сохранится нестабильная ситуация по бруцел-
лезу, прогнозируемый уровень заболеваемости людей 
может находиться в диапазоне 340–370 случаев.

конфликт интересов. авторы подтверждают 
отсутствие конфликта финансовых/нефинансовых 
интересов, связанных с написанием статьи.
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территория ханты-мансийского автономно-
го округа – Югры (хмао – Югра) расположена в 
лесной зоне западной сибири в природном очаге 
туляремии пойменно-речного типа [2]. основным 
резервуаром и массовым источником инфекции в 
условиях западной сибири считается водяная полев-
ка Arvicola amphibius L., 1758 [6]. в июле–октябре 
2013 г. в хмао – Югре зарегистрирована эпидемиче-
ская вспышка туляремии, охватившая 1005 человек. 

эпицентром вспышки стал город ханты-мансийск, 
где выявлено 955 больных [5]. в настоящее время 
механизм заражения чаще всего трансмиссивный – 
переносчиками служат в основном кровососущие 
двукрылые насекомые. 

нами поставлена цель – произвести комплекс 
исследований для выявления путей циркуляции воз-
будителя туляремии Francisella tularensis, установить 
основных носителей и переносчиков этой инфекции 

Пробл. особо опасных инф. 2017; 2:28–31. DOI: 10.21055/0370-1069-2017-2-28-31
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КоМПлеКСная оценКа Природного очага туляреМии  
в Слиянии реК оБи и иртыша
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цель. проведение комплекса исследований для выявления путей циркуляции возбудителя туляремии, уста-
новление основных носителей и переносчиков этой инфекции. материалы и методы. для отлова мелких мле-
копитающих использовали методы ловчих канавок, ловчих заборчиков из полиэтиленовой пленки и ловушко-
линий. для бактериологической оценки на туляремию у животных брали селезенку. проведен также анализ проб 
воды. Выводы и результаты. в 2015 г. проведен комплекс зоолого-паразитологических и бактериологических 
исследований для выявления путей циркуляции возбудителя туляремии в природном очаге пойменно-речного 
типа на территории ханты-мансийского автономного округа – Югры в слиянии рек оби и иртыша. общий объем 
исследованного материала составил 542 особи мелких млекопитающих 16 видов и 447 особей земноводных че-
тырех видов. установлено, что по сравнению с 2013 г. в пойменных биотопах произошла перестройка зооценоза. 
из состава сообщества мелких млекопитающих выбыл основной носитель и массовый источник туляремийной 
инфекции – водяная полевка. изменился и состав эктопаразитов, отсутствовали специфические эктопаразиты 
водяной полевки. в 2015 г. в слиянии рек оби и иртыша наблюдалась вялотекущая эпизоотия среди мелких мле-
копитающих. необходимые предпосылки для протекания острой туляремийной эпизоотии отсутствовали.

Ключевые слова: ханты-мансийский автономный округ – Югра, природный очаг туляремии, мониторинг но-
сителей и переносчиков инфекции.

Корреспондирующий автор: Стариков Владимир Павлович, e-mail: vp_starikov@mail.ru.

V.P.Starikov1, N.P.Vinarskaya2, A.V.Borodin1, K.A.Bernikov1

Comprehensive Evaluation of the Natural Tularemia Focus in the Confluence of Irtysh and Ob Rivers 
1Surgut State University, Surgut, Russian Federation; 2Omsk Research Institute of Natural-Focal Infections, Omsk,  
Russian Federation

Objective of the study is to conduct the complex investigations aimed at identification of circulation pathways of tularemia 
agent, as well as to define the main carriers and vectors of the disease. Materials and methods. Trap trench method, trap fences and 
trap-lines were used to catch small mammals for examination. Bacteriological testing on tularemia infection in animals was carried 
out using spleen samples. In addition, water samples were studied. Results and conclusions. In 2015, performed were complex 
zoological-parasitological and bacteriological studies aimed at identification of circulation pathways of tularemia agent in the natural 
focus of floodplain-river type in the Khanty-Mansiysk Autonomous District – Yugra, in the confluence of Irtysh and Ob rivers. The 
total volume of the material tested was 542 specimens of small mammals of 16 species and 447 specimens of amphibians belonging 
to 4 species. It was established that, compared to 2013, zoocoenosis restructuring in the floodplain habitats occurred. The main carrier 
and a massive source of tularemia infection – the water vole – was excluded from the small mammals’ community. Also, ectoparasites 
composition changed; no specific ectoparasites of the water vole were to be found. In 2015, in the confluence of Irtysh and Ob rivers, 
lukewarm epizooty among the small mammals was observed. Essential for the occurrence of acute tularemia epizooty prerequisites 
were absent.

Key words: Khanty-Mansiysk Autonomous District – Yugra, natural tularemia focus, monitoring over carriers and vectors of 
infection.

Conflict of interest: The authors declare no conflict of interest.

Funding: The study was supported by the grant of the Russian Foundation for Basic Research (No 15-44-00012) and the 
Government of the Khanty-Mansiysk Autonomous District – Yugra (Decree No 751, dated June 01, 2015).

Corresponding author: Vladimir P. Starikov, e-mail: e-mail: vp_starikov@mail.ru.
Citation: Starikov V.P., Vinarskaya N.P., Borodin A.V., Bernikov K.A. Comprehensive Evaluation of the Natural Tularemia Focus in the Confluence of Irtysh and Ob 

Rivers. Problemy Osobo Opasnykh Infektsii [Problems of Particularly Dangerous Infections]. 2017; 2:28–31. (In Russ.). DOI: 10.21055/0370-1069-2017-2-28-31



ЭПИДЕМИОЛОГИЯ

292017, issue 2

как позвоночных, так и беспозвоночных животных, 
тесно взаимосвязанных друг с другом. 

материалы и методы

целенаправленное изучение мелких млекопита-
ющих и земноводных в качестве потенциальных но-
сителей туляремийной инфекции проведено в ханты-
мансийском районе (окрестности деревни Шапша, 
22 и 37 км западнее ханты-мансийска) и ханты-
мансийске в мае–сентябре 2015 г. обследованы ме-
стообитания пойм нижнего иртыша, средней оби и 
прилегающие к ним участки. 

для отлова мелких млекопитающих использо-
вали методы: ловчих канавок, ловчих заборчиков из 
полиэтиленовой пленки и ловушко-линий. объем 
исследуемого материала составил 542 особи мел-
ких млекопитающих 16 видов (обыкновенная куто-
ра Neomys fodiens Pennant, 1771; обыкновенная бу-
розубка Sorex araneus L., 1758; средняя бурозубка 
S. caecutiens Laxmann, 1785; равнозубая бурозубка 
S. isodon Turov, 1924; малая бурозубка S. minutus L., 
1766; азиатский бурундук Tamias sibiricus Laxmann, 
1769; лесная мышовка Sicista betulina Pallas, 1779; 
ондатра Ondatra zibethicus L., 1766; красносерая по-
левка Craseomys rufocanus Sundevall, 1846; красная 
полевка Myodes rutilus Pallas, 1779; полевка-экономка 
Alexandromys oeconomus Pallas, 1776; темная полевка 
Microtus agrestis L., 1761; мышь-малютка Micromys 
minutus Pallas, 1771; домовая мышь Mus musculus 
L., 1758; ласка Mustela nivalis L., 1766; горностай 
M. erminea L., 1758). учет земноводных проводили с 
помощью ловчих канавок (заборчиков). всего учтено 
447 особей амфибий четырех видов (сибирский угло-
зуб Salamandrella keyserlingii Dybowski, 1870; обык-
новенная жаба Bufo bufo L., 1758; сибирская лягушка 
Rana amurensis Boulenger, 1886; остромордая лягуш-
ка R. arvalis Nilsson, 1842). с мелких млекопитаю-
щих очесано более 2000 эктопаразитов (иксодовые 
и гамазовые клещи, блохи и вши). часть паразитиче-
ских членистоногих находится на определении (до 
вида). блохи и вши – второстепенные переносчики 
туляремийной инфекции. когда результаты по видо-
вой диагностике будут получены, это позволит сде-

лать более детальный зоолого-паразитологический 
анализ. для бактериологической оценки на туляре-
мию у животных (мелкие млекопитающие, земно-
водные) брали селезенку. проведен также анализ 
проб воды. эта работа выполнена сотрудниками 
лаборатории микробиологии туляремии (зав. лабо-
раторией доктор биологических наук в.м.павлов) 
государственного научного центра прикладной ми-
кробиологии и биотехнологии (п. оболенск). всем 
коллегам за оказанную помощь мы выражаем глубо-
кую признательность.

результаты и обсуждение

Зоологическая характеристика очага. прежде 
чем анализировать полученные материалы 2015 г. 
следует обратиться к сборам мелких млекопитающих 
в окрестностях д. Шапша ханты-мансийского райо-
на (наиболее полные учеты в годы исследования) 
2013 г. [7]. в 2013 г. нами показано широкое при-
сутствие и достаточно высокая численность водяной 
полевки (по результатам учетов она входила в состав 
доминирующих видов) практически во всех около-
водных биотопах в окрестностях ханты-мансийска. 
в осенних учетах 2014 г. в пойменных биотопах 
(памятник природы «луговские мамонты», 37 км за-
паднее ханты-мансийска) она встречалась единич-
но. в 2015 г. в бесснежный период (май–сентябрь) 
в окрестностях ханты-мансийска водяная полевка в 
наших сборах и учетах сотрудников центра гигиены 
и эпидемиологии в хмао – Югре не регистрирова-
лась (табл. 1). 

эти материалы свидетельствуют о глубокой де-
прессии численности водяной полевки и практиче-
ски полном ее отсутствии на изученной территории. 
основу сообщества пойменного комплекса мелких 
млекопитающих составили четыре фоновых вида: 
полевка-экономка, красная полевка, обыкновенная и 
малая бурозубки. на долю этих видов приходилось 
около 80 % обилия всех учтенных млекопитающих.

Паразитологические особенности очага. на 
территории туляремийного очага в слиянии рек оби 
и иртыша зарегистрировано 24 вида гамазовых кле-
щей, из которых 12 – свободноживущие, связанные 

Таблица 1

Динамика видового состава и обилия (особей на 100 конусо/суток) мелких млекопитающих в 2015 г.  
в окрестностях деревни Шапша ханты-мансийского района
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май 0,6 0,7 1,3

июнь–июль 4,2 0,9 0,9 0,5 0,9 0,9 6,7 0,1 15,1

сентябрь 4,2 2,0 0,7 0,7 0,2 4,5 2,0 2,7 0,5 0,2 0,2 0,2 18,1

в среднем 
по стационару

2,8 1,0 0,5 0,2 0,07 0,2 0,3 2,0 0,7 3,4 0,2 0,07 0,07 0,07 11,5
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со зверьками в основном топически или форически. 
большее значение имеют паразитические гамазовые 
клещи (табл. 2).

в 2013 г. основу паразитокомплекса составля-
ли узкоспецифические паразиты водяной полевки 
Laelaps muris и Hyperlaelaps amphibius. индекс оби-
лия гамазовых клещей (основу составляли узкоспе-
цифические виды) для водяной полевки был очень 
высок – 41,6. более ранними исследованиями уста-
новлено, что L. muris может передавать возбудителя 
туляремии Francisella tularensis не только внутри 
популяций водяных полевок, но и другим видам [1]. 
в 2015 г. на протяжении всего бесснежного периода 
водяная полевка в учетах не встречалась. на других 
мелких млекопитающих указанные гамазовые кле-
щи не регистрировались. в 2015 г. на численно пре-
обладающих видах мелких млекопитающих – обык-
новенной бурозубке и красной полевке (в учетах с 
использованием конусов) – зарегистрировано по 
четыре вида паразитических гамазовых клещей; на 
полевке-экономке – в два раза больше; почти 73 % от 
всех учтенных гамазид приходилось на долю L. hi-
laris (приурочен к серым полевкам). в учетах да-
вилками на полевке-экономке отмечено пять видов 
паразитических гамазовых клещей, также домини-
ровал L. hilaris (80 %). в целом среди обнаруженных 
гамазовых клещей многие виды (Laelaps muris, L. hi-
laris, Hyperlaelaps amphibius, Eulaelaps stabularis, 
Haemagamasus ambulans, Hirstionyssus eusoricus и 
др.) являются доказанными резервуарами и перенос-
чиками туляремийной инфекции. 

на севере западной сибири (в том числе в райо-
не наших работ) можно встретить до трех видов ик-
содовых клещей: Dermacentor reticulatus Fabricius, 
1794, Ixodes apronophorus Schulze, 1924 и I. persul-
catus Schulze, 1930 [8]. в 2013 и 2015 гг. с мелких 
млекопитающих нами собрано 145 экз. I. persulcatus. 
в 2013 г. паразитирование иксодовых клещей отме-

чено на четырех видах – красной и водяной полев-
ках, полевке-экономке и обыкновенной бурозубке. 
индексы встречаемости и обилия низкие, варьиро-
вали от 2,1 до 14,3 % и от 0,02 до 0,2 соответствен-
но. в 2015 г. I. persulcatus зарегистрирован на шести 
видах мелких млекопитающих. наиболее высокие 
показатели встречаемости и обилия отмечены для 
красной полевки и азиатского бурундука (41,7 % и 
1,0; 66,7 % и 6,7). подавляющая часть иксодовых 
клещей паразитировала на мелких млекопитающих в 
биотопах надпойменной террасы. роль I. persulcatus 
в эпизоотии туляремии доказана. он может хранить 
в своем организме и передавать при укусе здоровым 
животным и человеку возбудителя туляремии.

Бактериологический анализ. на наличие днк 
возбудителя туляремии было исследовано 10 образцов 
воды и 573 селезенки. в воде возбудитель туляремии 
не обнаружен. из всех образцов (мелкие млекопита-
ющие и земноводные) днк возбудителя туляремии 
установлены лишь в селезенках трех особей красных 
полевок (Myodes rutilus). у всех животных селезенки 
не содержали живых бактерий туляремийного микро-
ба, т.е. количество бактерий Francisella tularensis в 
проверенных образцах не превышало 100 живых ми-
кробных клеток. полевки, у которых выявлен возбуди-
тель туляремии, отловлены в окрестностях д. Шапша 
ханты-мансийского района. все животные учтены в 
елово-пихтовом кустарничково-зеленомошном лесу 
(надпойменная терраса). эти полевки возраста adultus 
(все самцы) пойманы в мае и июне. в общей сложно-
сти с них очесано 27 блох, 7 гамазовых и 4 иксодовых 
клеща. мы не исключаем контакта этих животных 
(красных полевок) с амфибионтными обитателями 
(водяная полевка и др.) в предыдущие неблагоприят-
ные по туляремии годы (2013 и 2014 гг.). 

итак, в 2015 г. в слиянии рек оби и иртыша 
(контроль – наши исследования в 2013 г.) произошла 
перестройка зооценоза (мелкие млекопитающие) в 

Таблица 2

Паразитические гамазовые клещи окрестностей ханты-мансийска

виды
2013 г. 2015 г. всего

абс. % абс. % абс. %

Eulaelaps stabularis C.l. Koch, 1836 5 1,6 21 9,4 26 4,1

Laelaps muris Ljungh, 1799 254 79,1 - - 254 46,7

Laelaps clethrionomydis Lange, 1955 - - 3 1,4 3 0,6

Laelaps hilaris C.l. Koch, 1836 - - 132 59,5 132 24,3

Hyperlaelaps arvalis Zachvatkin, 1948 - - 12 5,4 12 2,2

Hyperlaelaps amphibius Zachvatkin, 1948 34 10,6 - - 34 6,3

Haemagamasus nidiformes Bregetova, 1955 1 0,3 2 0,9 3 0,6

Haemagamasus nidi Michael, 1892 - - 1 0,5 1 0,2

Haemagamasus ambulans Thorell, 1872 8 2,5 33 14,8 41 7,5

Hirstionyssus isabellinus Oudmemans, 1913 17 5,3 11 4,9 28 5,2

Hirstionyssus eusoricus Bregetova, 1956 1 0,3 7 3,2 8 1,5

Myonyssus ingricus Bregetova, 1956 1 0,3 - - 1 0,2

Всего 321 100 222 100 543 100
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пойменных биотопах. из состава сообщества выбыл 
основной носитель и массовый источник туляремий-
ной инфекции в западной сибири – водяная полев-
ка. ядро сообщества пойменного комплекса мелких 
млекопитающих, при низкой их численности, соста-
вили четыре фоновых вида: полевка-экономка, крас-
ная полевка, обыкновенная и малая бурозубки. в 
результате бактериологического анализа проб воды 
и селезенок гидробионтов (земноводные) в 2015 г. в 
слиянии рек оби и иртыша возбудитель туляремии 
не обнаружен. 2015 г. для этой территории характе-
ризовался глубокой депрессией численности водя-
ной полевки. в пойменных и граничащих с поймой 
биотопах в слиянии рек оби и иртыша в 2015 г. на-
блюдалась вялотекущая эпизоотия туляремии среди 
мелких млекопитающих, которая реально не могла 
привести к эпидемии. из всех обследованных мелких 
позвоночных животных днк возбудителя туляремии 
установлена лишь в селезенках трех особей красной 
полевки. это составило 0,5 % выделенных культур 
от числа всех биопроб. для этих полевок установлен 
высокий индекс обилия паразитических членисто-
ногих. несомненно, что у них наблюдался контакт с 
амфибионтными обитателями поймы в предыдущие 
неблагоприятные по туляремии годы. наши исследо-
вания подтвердили, что основным источником воз-
будителя туляремии в пойменно-речном типе очага 
в слиянии рек оби и иртыша в хмао – Югре яв-
ляется водяная полевка. при расширении эпизоотии 
вовлекаются ряд амфибионтных видов – полевка-
экономка, ондатра, а также лесные полевки, земле-
ройки, другие мелкие млекопитающие и их эктопа-
разиты (иксодовые клещи, гамазовые клещи, блохи, 
вши, комары, слепни и др.). этими факторами можно 
объяснить протекание бурных эпизоотий в условиях 
пойменных биотопов в слиянии рек оби и иртыша. 
в 2015 г. для этой территории отсутствовали необ-
ходимые предпосылки для протекания острой туля-
ремийной эпизоотии. временным репером в поймах 
средней оби и нижнего иртыша для биологическо-
го прогнозирования численности водяной полевки 
служат годы высоких разливов [4]. таковым в Югре 
был 2015 г. с интервалом 1–3 года после особенно 
высокого разлива создаются оптимальные условия 
для восстановления численности этого грызуна и 
роста ее до состояния пика. в лесной зоне западной 
сибири в предыдущие годы интервалы между нача-
лом вспышек туляремии в нижнем течении иртыша 
равнялись 6–8 годам, в среднем течении оби – 
9–10 [3]. каждая вспышка продолжалась 2–4 года. 
однако в связи с разбалансировкой природных био-
ценозов не исключено, что в настоящее время эти 
сроки могут быть смещены.

таким образом, особое внимание следует обра-
щать на динамику популяций водяной полевки. это 
позволит вовремя оценить ситуацию и предотвра-

тить возможную эпидемию туляремии в округе.
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чума – одна из наиболее опасных бактериаль-
ных инфекций, летальность при которой может до-
стигать 30–50 %. по данным воз, за период 2010–
2015 гг. в мире зарегистрировано 3248 случаев чумы 
человека [10].

Штаммы Yersinia pestis имеют различную ви-
рулентность, эпидемическую значимость и регионы 
распространения. особенностями штаммов основ-
ного подвида являются их высокая и универсальная 
вирулентность в отношении различных видов носи-
телей и человека и высокая эпидемическая значи-
мость. именно они явились этиологическими аген-
тами трех пандемий чумы в античные и средние века 
и современную эпоху [4, 9]. Штаммы основного под-
вида широко распространены в природных очагах 
различных ландшафтно-географических зон. они 
включают три биовара: античный, средневековый и 
восточный. установление принадлежности штаммов 
к основному подвиду и определенному биовару поз-

воляет оценить эпидемический потенциал, проис-
хождение штамма и возможный путь его заноса при 
проведении эпидемиологического расследования.

в настоящее время решение задачи по опреде-
лению внутривидовой принадлежности штаммов 
Y. pestis и географическому региону происхождения 
можно проводить с использованием высокоразре-
шающей технологии днк-чипов. эта технология 
позволяет выполнять мультилокусный анализ гено-
ма исследуемого штамма по большому числу днк-
маркеров за счет использования специфических 
олигонуклеотидных зондов, иммобилизованных на 
твердом носителе.

целью нашего исследования было конструиро-
вание днк-чипа для разделения штаммов Y. pestis 
основного и неосновных подвидов, а также биоваров 
основного подвида; оптимизация методики гибриди-
зации на днк-чипе для штаммов Y. pestis.

ранее нами найдены днк-мишени для внутри-
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видовой дифференциации возбудителя чумы, одна из 
которых – «45» – обеспечивает разделение штаммов 
основного подвида от штаммов неосновных подви-
дов по наличию у первых в этом хромосомном локу-
се маркерной делеции в 45 п.н. [2]. другая найденная 
днк-мишень – «Med24» – позволяет отделять штам-
мы средневекового биовара от двух других биоваров 
основного подвида – античного и восточного ввиду 
делеции в 24 п.н. у средневековых штаммов [1]. по 
данным литературы, для выявления штаммов вос-
точного биовара может быть использована вариа-
бельность последовательности гена glpD, в котором 
у штаммов восточного биовара выявлена делеция в 
93 п.н. [7]. с использованием этих днк-мишеней 
(«Med24» и «glpD(-93)», а также «45») нами скон-
струирован образец днк-чипа для внутривидовой 
дифференциации штаммов Y. pestis. в литератур-
ных источниках отсутствуют данные по разработке 
днк-чипов для дифференциации штаммов Y. pestis 
по подвидам и биоварам. 

материалы и методы

в работе использовано 42 штамма Y. pestis 
основного подвида и 20 – неосновных подвидов, 
выделенных в природных очагах россии, ближнем 
и дальнем зарубежье. выделение днк штаммов 
Y. pestis выполняли стандартным методом в соответ-
ствии с му 1.3.2569-09 [3]. 

расчет олигонуклеотидных праймеров и зондов 
на мишенях «Med24», «glpD(-93)», «45» для днк-
чипов осуществляли с использованием программы 
Vector NTI 10 (Invitrogen Corporation, сШа) и ал-
горитма BLAST. зонды содержали аминогруппу на 
5’-конце для их иммобилизации на стекле (слайде). 
обратный праймер включал флуоресцентный краси-
тель Cy5. последовательности используемых в рабо-
те праймеров и зондов приведены в табл. 1.

нанесение зондов на слайд проводили с приме-
нением буфера для печати. для приготовления 100 
мкл этого буфера использовали 75 мкл 5м раствора 
бетаина, 25 мкл PBS буфера, 0,2 мкл 10 % раствора 
твина-20. 

олигонуклеотидные зонды разводили буфе-
ром для печати в соотношении 1:1 до концентра-
ции 50 пкмоль/мкл, затем с помощью миниплоттера 
«Xact Microarrayer» (LabNEXT, сШа) наносили на 
поверхность аминослайдов GAPS II Coated Slides 
(Corning, сШа) методом контактной печати в виде 
отдельных спотов по вертикали в четырех повторах. 
группа спотов формировала эрреи, предназначен-
ные для анализа конкретных образцов. для иммоби-
лизации нанесенных зондов слайды инкубировали 
20 мин при температуре 60 °с и при комнатной тем-
пературе в течение 18 ч. 

получение образцов штаммов Y. pestis для ана-
лиза в днк-чипах проводили методом амплифика-
ции в пцр выбранных днк-мишеней.

амплификацию образцов по трем днк-
мишеням проводили в одной реакции. использовали 
следующую программу амплификации: 1 цикл 94 °с 
в течение 5 мин; затем 35 циклов при 94 °с, 30 с; 
57 °с, 50 с; 72 °с 45 с и завершающий цикл 3 мин 
при 72 °с.

основные этапы анализа образцов штаммов 
Y. pestis в днк-чипах проводили согласно методи-
кам, описанным ранее зарубежными коллега-
ми [5, 6, 8]. в качестве трафаретов использовали 
16-луночные гибридизационные камеры «16-well 
incubation chamber» (Whatman, германия). слайды 
с нанесенными трафаретами помещали в рамки-
держатели «FAST-Frame» (Whatman, германия).

перед гибридизацией осуществляли предва-
рительную блокировку днк-чипов. во избежание 
неспецифического связывания в гибридизационные 
камеры вносили по 100 мкл блокирующего буфера, 
содержащего 97 мкл 20х SSPE-буфера, 2 мкл 1х рас-
твора дейнхардта, 1 мкл днк спермы лосося в ко-
нечной концентрации 0,2 мг/мл. блокирование про-
водили при температуре 42 °с в течение 30 мин с ис-
пользованием термошейкера при скорости вращения 
платформы 250 об./мин. затем слайды отмывали при 
температуре 42 °с в течение 5 мин 0,1х раствором 
SSPE-буфера с 0,2 % SDS при скорости вращения 
платформы 250 об./мин.

на этапе гибридизации в ячейки гибридизаци-
онной камеры вносили 80 мкл прогретой при 95 °с 
в течение 5 мин гибридизационной смеси, включаю-
щей 10 мкл амплификата и 70 мкл буфера для гибри-
дизации (63 мкл 20х SSPE-буфер, 7 мкл формамида). 
ячейки камер заклеивали самоклеящейся пленкой для 
предотвращения испарения. гибридизацию осущест-
вляли при 42 °с в течение 5 ч на термошейкере со 
скоростью вращения платформы 250 об./мин. потом 
содержимое ячеек с помощью вакуумного медицин-
ского отсасывателя отбирали, а слайды отмывали 2х 
раствором SSPE-буфера при температуре 42 °с в те-
чение 2 мин при скорости 250 об./мин, затем 0,1х рас-
твором SSPE-буфера с добавлением 0,2 % SDS. после 
этого слайды ополаскивали дистиллированной водой 
и высушивали центрифугированием при 1000 об./мин 
в течение 1 мин, хранили при 4 °с.

Таблица 1

Днк-мишени, последовательности праймеров и зондов  
для дифференциации штаммов Y. pestis основного и неосновных 

подвидов, биоваров основного подвида методом Днк-чипа

праймеры, зонды нуклеотидная последовательность 5’-3’

Chip-Med(-24)-S GCCAGTGTGTGTCTAAAG

Chip-Med(-24)-As (Cy5)-CGCAACATTCGTCGCAAA

Chip-Med(-24)-Zond2 (NH2)-ACATTGTGCTGGACTCACAGCCCC

Chip-glpD(-93)-S CAAGGCTTCACTTACCAAG

Chip-glpD(-93)-As (Cy5)-CAGAGGAAGGTAACATGGA

Chip-glpD(-93)-Zond (NH2)-TACCGACAGGCCACGCCCAG

Chip-45-S GTGGATGAGAAAGTTTACCC

Chip-45-As (Cy5)-ATCACACCTGGATGGTTAC

Chip-45-Zond (NH2)-ACTCAGCAAGCATCTGCTCAACATG
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учет результатов проводили с использованием 
сканера слайдов GenePix 4100A (сШа) с помощью 
программного обеспечения GenePix Pro 6.0.

критический уровень сигнала флуоресценции 
рассчитывали по формуле:

скр=2,2·к–,

где к– – значение флуоресценции отрицательно-
го контроля при 635 нм.

результат считали положительным, если среднее 
значение флуоресценции при длине волны 635 нм 
для четырех спотов одного зонда было больше или 
равно критическому уровню флуоресценции, и от-
рицательным, если среднее значение флуоресценции 
было меньше критического уровня. реакцию учиты-
вали при отрицательном результате в лунке с отрица-
тельным контролем (гибридизационный буфер).

результаты и обсуждение

полученные результаты по разработке днк-
чипа для проведения внутривидовой дифферен-
циации штаммов Y. pestis с использованием днк-
мишеней «Med24», «glpD(-93)», «45» представлены 
в табл. 2 и на рисунке. конструирование зондов на 
эти днк-мишени проводили таким образом, чтобы 
их нуклеотидные последовательности были компле-
ментарны участкам специфических делеций.

у всех использованных в данной работе 12 штам-
мов Y. pestis античного биовара основного подвида 
отсутствовал сигнал флуоресценции по мишени «45», 
но выявлялся по мишеням «Med24» и «glpD(-93)».

15 использованных в данной работе штаммов 
Y. pestis восточного биовара основного подвида ха-
рактеризовались отсутствием сигнала флуоресцен-
ции по мишени «45» и «glpD(-93)», однако выявлял-
ся по мишени «Med24».

Штаммам Y. pestis средневекового биовара 
основного подвида было специфично отсутствие 
сигнала флуоресценции по мишени «45» и «Med24», 
однако он выявлялся по мишени «glpD(-93)».

у всех использованных в данной работе штам-
мов Y. pestis неосновного подвида сигнал флуорес-
ценции выявлялся по всем трем мишеням.

таким образом, нами сконструирован днк-чип 
для одновременного разделения штаммов Y. pestis 
основного и неосновных подвидов и биоваров основ-
ного подвида, оптимизирована методика проведения 
анализа на днк-чипе. специфичность и эффектив-
ность данного днк-чипа подтверждена на 62 штам-
мах Y. pestis разных подвидов и биоваров, из которых 
12 штаммов античного биовара основного подвида, 
15 – средневекового биовара основного подвида, 15 – 
восточного биовара основного подвида, 20 штаммов 
неосновного подвида. 

Таблица 2

определение внутривидовой принадлежности  
штаммов Y. pestis с помощью Днк-чипа

Штаммы Y. pestis,  
их принадлежность

днк-мишени, наличие сигнала 
флуоресценции на днк-чипе

«45» «Med24» «GlpD(-93)»

основной подвид античный биовар 
(проверено 12 штаммов)

- + +

основной подвид средневековый био-
вар (15 штаммов)

- - +

основной подвид восточный биовар 
(15 штаммов)

- + -

неосновные подвиды (20 штаммов) + + +

определение внутривидовой принадлежности штаммов Y. pestis 
с помощью днк-чипа: 
1-й ряд – мишень 45, 2-й ряд – Med24, 3-й ряд – glpD(-93)
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в дальнейшем предстоит включить в днк-чип 
другие мишени для разделения по отдельным подви-
дам (основной, кавказский, алтайский, гиссарский, 
улегейский) и отдельным популяциям штаммов 
Y. pestis из различных географических регионов. 

конфликт интересов. авторы подтверждают 
отсутствие конфликта финансовых/нефинансовых 
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в качестве ключевых регуляторов генов в бак-
териальных клетках традиционно рассматривают 
белки, но не так давно были обнаружены системы 
контроля экспрессии генов с помощью малых рнк. 
первые гены не кодирующих малых рнк (smallR-
NAs (sRNAs), non-codingRNAs (ncRNA)) с неизвест-
ными на тот момент функциями были обнаружены 
в бактериальных плазмидах более 30 лет назад [18, 
19, 24]. в последние годы в зарубежной литературе 
наблюдается лавинообразный рост числа публика-
ций по малым рнк. как закономерный итог, на се-
годняшний день известны сотни бактериальных ма-
лых рнк, различающихся по структуре, механизмам 
действия и функциям. общее количество известных 
малых рнк у наиболее изученной по этим молекулам 
бактерии – Salmonella около 100, у E. coli приближа-
ется к этому количеству. заявлено об обнаружении 
более 600 малых рнк у V. cholerae при использова-

нии метода секвенирования последнего поколения 
(NGS) [7], что является рекордом среди всех бакте-
рий с охарактеризованным малым рнкомом.

разнообразие малых рнк породило необходи-
мость выделения этой группы молекул в отдельный 
класс регуляторов. в настоящее время все малые 
рнк бактерий с регуляторными функциями харак-
теризуют как гетерогенную совокупность высоко-
структурированных рнк, которые обычно не транс-
лируются в белки (некоторые, редко – в короткие 
пептиды), варьируют по длине от 50 до 400 (иногда 
несколько больше) нуклеотидов [1, 15, 16, 19].

большую группу малых рнк составляют малые 
регуляторные рнк, функционирующие по механиз-
му комплементарного спаривания (гибридизации, 
т.е. образования водородных связей по типу «цепь 
нуклеиновых кислот (нк) – комплементарная ей нк 
цепь») оснований малой регуляторной рнк с ма-
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тричными рнк (мрнк) бактерий. в отношении ма-
лых рнк гибридизация бывает двух типов:

- антисмысловая гибридизация рнк-нуклеоти-
дов, происходящая с участием цис-малых рнк (cis-
encodedsmall RNA), кодируются в том же генном ло-
кусе, но на цепи днк, противолежащей от кодирую-
щей матричную рнк;

- несовершенная (неполная) гибридизация с уча-
стием транс-малых рнк (trans-encodedsmall RNA, 
tesRNA), выступающих в роли полифункциональ-
ных регуляторов, т.к. их последовательности могут 
иметь сродство к нескольким мрнк-мишеням [20].

образованные при участии малой рнк дуплек-
сы совместно с белком-регулятором Hfq впослед-
ствии гидролизуются такими рибонуклеазами, как 
рнказа е [20]. так осуществляется деградация ма-
тричной рнк и, как следствие, репрессируется син-
тез соответствующего белка.

для посттрансляционной регуляции генов, 
управля емых малыми рнк, необходим рнк-связы-
вающий белок, обозначаемый как Hfq. у холерных 
вибрионов Hfq-зависимые малые рнк управляют 
экспрессией генов, ответственных за вирулент-
ность и формирование биопленки. показано, что с 
Hfq связываются все известные на настоящий мо-
мент tesRNA, активирующие синтез σs-фактора 
рнк-полимеразы, так же, как и OMP-регулирующие 
sRNA MicA и RyhB, которые контролируют актив-
ность другого σe-фактора по механизму обратной 
связи. данные σ-факторы, как показано, управляют 
системами вирулентности бактерий и, помимо это-
го, контролируют экспрессию до 60 % генного пула 
бактерий. также на сальмонелле и кишечной па-
лочке было показано, что Hfq связывается с транс-
кодируемыми малыми рнк, регулирующими синтез 
лпс, системы контроля потребления железа, систе-
мы секреции 3-го типа, системы чувства кворума и 
прочими факторами, прямо или косвенно регулиру-
ющими вирулентность [7].

есть свидетельства того, что некоторые из Hfq-
ассоциированных tesRNA прямо или косвенно уча-
ствуют в регуляции вирулентности холерного ви-
бриона [5, 9]. у холерных вибрионов известно два 
основных фактора патогенности: холерный токсин 
(ст) и токсин ко-регулируемые пили (TCP), способ-
ствующие межклеточной агрегации, колонизации 
кишечника макроорганизма и служащие рецептором 
для CTXϕ фага. известна и система генной регуля-
ции основных факторов патогенности, в которой 
основным регуляторным белком, контролирую-
щим транскрипцию ctxAB и tcpA-F, является ToxT. 
транскрипция ToxT активируется белками TcpH и 
TcpP, а также ToxR-трансмембранным белком, для 
работы которого необходим протеин ToxS, ассоци-
ированный с внутренней мембраной. под воздей-
ствием различных факторов внешней среды про-
исходит изменение экспрессии факторов патоген-
ности посредством TcpH-P или ToxR-S регуляции, 
которая, в свою очередь, находится под контролем 
комплекса AphA-B белков активаторов (рисунок) 

[11, 12]. вышеописанная регуляция находится в не-
посредственной зависимости от состояния «quorum 
sensing» бактериальной культуры V. cholerae и 
управляется четырьмя малыми рнк, получившими 
название Qrr1-4. экспериментально установлено, 
что штаммы, делетированные по этим рнк, не спо-
собны осуществлять продукцию холерогена, пилей 
адгезии и формировать биопленку. «Quorum sensing» 
(QS) – это процесс, при котором клетки взаимодей-
ствуют между собой для коррекции коллективного 
поведения в ответ на воздействия факторов внешней 
среды посредством автоиндукторов [3].

холерный вибрион производит и реаги-
рует на два QS автоиндуктора, хаи-1 (холера 
аутоиндуктор-1) и аи-2 (аутоиндуктор-2), кото-
рые производятся белками CqsA и LuxS соответ-
ственно. хаи-1 – это (S)-3-гидрокситридекан-4-
пентадионон – синтезируется и используется боль-
шинством представителей рода Vibrio. аи-2 – это 
4,5-дигидрокси-2,3-пентандион (дпд), который 
производится многими видами бактерий и является 
универсальной сигнальной молекулой для межви-
довых взаимодействий. автоиндукторы холерных 
вибрионов производятся с постоянной скоростью и, 
таким образом, могут служить в качестве показателя 
бактериального числа: при низком уровне концен-
трации аи наблюдается низкая плотность клеток, 
при высоком уровне аи – высокая. для каждого ав-
тоиндуктора на внутренней мембране имеется свой 
мембранный рецептор: CqsS для хаи-1 и гетеро-
димер LuxP/Q для аи-2. каждый рецептор переда-
ет сигнал регу ляторному белку LuxO. при низкой 
плотности клеток происходит фосфорилирование 

вторичная структура малых рнк, отвечающих за вирулентность 
V. cholerae ctx+ tcp+ штаммов [2]
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LuxO и активация четырех малых рнк Qrr1-4. они 
функционируют совместно с Hfq, ингибируя транс-
ляцию сразу нескольких матричных рнк генов, во-
влеченных в регуляцию вирулентности V. cholerae: 
hapR – глобального регулятора/репрессора генов 
патогенности, aphA – индуктора экспрессии генов 
патогенности и гена vca0939, стимулирующего фор-
мирование биопленки [2].

система секреции шестого T6SS типа была 
ранее открыта как система доставки факторов па-
тогенности у холерогенных штаммов V. cholerae. 
также у холерных вибрионов она используется для 
уничтожения простейших и других бактериальных 
конкурентов в окружающей среде. в геноме хо-
лерного вибриона T6SS представлена одним боль-
шим VCA0107-VCA0124 и двумя малыми класте-
рами геновVC1415-VC1421, VCA0017-VCA0021. 
достоверно установлено, что малые рнк Qrr1-4 
управляют этой системой посредством репрессии. 
открыто два механизма контроля. в первом слу-
чае при высокой плотности клеток культуры малые 
рнк Qrr1-4 блокируют трансляцию белка регулято-
ра HapR посредством прямого «паринга» с мрнк 
как активатора генов T6SS малого кластера. во вто-
ром случае при низкой плотности клеток культуры 
происходит прямая репрессия малыми рнк Qrr1-4 
трансляции белка регулятора VasH (активатора ге-
нов малых кластеров), ген которого располагается в 
большом кластереT6SS [21].

в окружающей среде холерный вибрион может 
существовать как в свободной форме, так и в виде 
биопленки, ассоциированной с различными поверх-
ностями (хитин, пластик, природные алюмосилика-
ты). биопленочная форма холерного вибриона мак-
симально устойчива к воздействию различных фак-
торов окружающей среды и обладает повышенными 
вирулентными свойствами по сравнению со сво-
бодной формой. рост биопленки на хитине стиму-
лирует естественную восприимчивость вибрионов 
к чужеродной днк в качестве источника генетиче-
ского разнообразия и пополнения арсенала факторов 
вирулентности. так, активация компетенции холер-
ных вибрионов контролируется двумя основными 
регуляторными белками: TfoX и HapR. TfoX регу-
лирует гены, важные для связывания и перемещения 
экзогенной днк в периплазму клетки. при участии 
шаперона Hfq трансляция TfoX индуцируется малой 
рнк TfoR, концентрация которой возрастает при ути-
лизации хитина клетками V. cholerae [8, 25]. кроме 
того, TfoX в сочетании с HapR косвенно регулирует 
гены, ответственные за стабилизацию днк в пери-
плазме и поглощение через внутреннюю мембрану 
с помощью ко-активации регулятора транскрипции 
QstR (VC0396) [8]. прекращение синтеза малых рнк 
Qrr1-4 под воздействием автоиндукционных сигна-
лов в биопленке приводит к возрастанию концентра-
ции белка HapR, что также индуцирует экспрессию 
каскада генов естественной компетентности клеток 
V. cholerae и, как следствие, восприимчивость к го-
ризонтальному переносу генетической информации, 

распространяемой как в виде свободной днк, так и 
в виде везикул. мозаичная структура генома холер-
ных вибрионов, по мнению некоторых исследовате-
лей, является результатом многочисленных горизон-
тальных событий переноса генов.

везикулы наружной мембраны продуцируются 
большинством грамотрицательных бактерий в про-
цессе их жизнедеятельности, в том числе и предста-
вителями рода Vibrio. в состав везикул входят днк, 
рнк, белки наружной мембраны и периплазмы, ли-
пополисахариды, фосфолипиды. у разных исследо-
вателей существуют различные теории о функциях 
бактериальных везикул. одна из них – это перенос 
и доставка факторов патогенности к бактериальным 
или эукариотическим клеткам и способ выживаемо-
сти бактериальной биопленки, где везикулы высту-
пают транспортерами протеолитических ферментов 
к удаленному субстрату и мишенью для фагов.

процесс формирования везикул у холерного 
вибриона управляется посредством малой рнк, по-
лучившей название VrrA (Vibrio regulatory RNA of 
ompA) [23]. в геноме V. cholerae ее ген (140 п.н.) 
располагается в межгенной области vc1741-vc1743. 
протеин OmpA (outer membrane porin) имеет важное 
значение для колонизирующей способности холер-
ных вибрионов. экспериментальным путем на моде-
ли мышей-сосунков установлено, что штаммы, деле-
тированные по оmpA, обладают пониженной коло-
низирующей способностью (в 10 раз от исходного) 
и в то же время штаммы с инактивированным геном 
малой рнк vrrA, напротив, показывают пятикратное 
увеличение колонизирующей активности, что гово-
рит о VrrA как о модуляторе вирулентности холерных 
вибрионов. установлено, что малая рнк VrrA проду-
цируется и накапливается в постлогарифмическую 
фазу роста и посредством «паринга» связывается с 
матричной рнк ompA, препятствуя ее трансляции и 
блокируя синтез OmpA. продукция везикул холер-
ными вибрионами зависит от концентрации OmpA в 
клетке. подавление синтеза OmpA через VrrA при-
водит к повышению продукции везикул культурой 
и, как следствие, повышению выживаемости био-
пленки [23]. VrrA снижает вирулентность V. cholerae 
путем подавления экспрессии гена tcpA посредством 
связывания с мрнк. таким образом, VrrA, как ре-
прессор колонизирующей активности вибрионов, 
может рассматриваться в качестве одной из мишеней 
при создании вакцинных штаммов.

одним из способов регуляции на уровне рнк яв-
ляются так называемые «рибосвитчи» или же рнк-
переключатели. при этом способе регуляции «малая 
рнк» фактически располагается в составе матрич-
ной рнк перед началом кодирующей части гена. 
принципиальной особенностью работы рибосвитча 
является изменение пространственной структуры 
рнк при связывании с определенным лигандом [4].

например, именно по такому пути происходит 
регуляция синтеза глицина у сенной палочки: избы-
ток глицина приводит к формированию шпильки в 
области посадки рибосомы на матричную рнк, что 



МИКРОБИОЛОГИЯ

392017, issue 2

блокирует процесс трансляции [17]. позже было по-
казано, что регуляция синтеза глицина происходит 
аналогичным путем и у холерного вибриона [14].

известно, что циклический гуанозин-3’,5’-
монофосфат (цгмФ) является одним из универсаль-
ных регуляторов биохимических процессов, проис-
ходящих в микробной клетке. у V. cholerae цгмФ 
регулирует такие процессы, как подвижность и об-
разование биопленки.

группой авторов при изучении кристаллической 
структуры показано, что цгмФ является специфиче-
ским лигандом для гена tfoX у V. cholerae и регули-
рует его трансляцию по принципу рибосвитча [22]. 
вместе с тем ранее было показано, что указанный 
ген ответственен за образование биопленок у хо-
лерного вибриона. это позволило сделать вывод о 
том, что регуляция образования пленкообразования 
у V. cholerae происходит с помощью рибосвитча 
[13]. при этом замена одного нуклеотида способна 
изменять связывание матричной рнк гена vpvC с 
цгмФ, приводя к образованию ругозных вариантов 
V. cholerae [6]. последующие исследования показа-
ли, что у возбудителя холеры цгмФ-рибосвитч ре-
гулирует трансляцию гена gbpA, ответственного за 
колонизацию и способствующего присоединению 
холерных вибрионов к хитину [10].

исходя из различных литературных данных за-
рубежных исследователей, можно сделать вывод о 
непосредственном участии малых рнк в реализации 
патогенных свойств и регуляции вирулентности хо-
лерогенных штаммов V. cholerae. но даже сегодня 
изучение малых рнк сопряжено с различного рода 
трудностями. практически не разработана унифи-
цированная система для выделения малых рнк и 
Hfq-ассоциированных tesRNA, а методическая база 
по работе с малыми рнк с учетом сп 1.3.1285-
03 (безопасность работы с микроорганизмами I–II 
групп патогенности) полностью отсутствует. тем 
не менее, в нашей стране работы по использованию 
малых рнк как маркеров вирулентности у разных 
штаммов V. cholerae еще не осуществлялись, но, не-
сомненно, выглядят многообещающими в свете по-
следних научных изысканий.

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

REFERENCES / список литературы
1. Arraiano C.M., Fialho A.M. O Mundo do RNA: Novos 

Desafios e Perspectivas Futuras. Lidel: Lisboa-Porto; 2007.
2. Bardill J.P., Hammer B.K. Non-coding sRNAs regulate 

virulence in the bacterial pathogen Vibrio cholerae. RNA biol. 2012; 
9(4):392–401. DOI: 10.4161/rna.19975.

3. Bardill J.P., Zhao X., Hammer B.K. The Vibrio cholerae 
quorum sensing response is mediated by Hfq-dependent sRNA/
mRNA base pairing interactions. Mol. Microbiol. 2011; 80(5):1381–
94. DOI: 10.1111/j.1365-2958.2011.07655.x.

4. Bastet L., Dube A., Masse E., Lafontaine D.A. New insights 
into riboswitch regulation mechanisms. Mol. microbiol. 2011; 
80:1148–54. DOI: 10.1111/j.1365-2958.2011.07654.x.

5. Bejerano-Sagie M., Xavier K.B. The role of small RNAs in 
quorum sensing. Curr. Opin. Microbiol. 2007; 10(2):189–98. DOI: 
10.1016/j.mib.2007.03.009.

6. Beyhan S., Yildiz F.H. Smooth to rugose phase variation 

in Vibrio cholerae can be mediated by a single nucleotide change 
that targets c-di-GMP signalling pathway. Mol. microbiol. 2007; 
63(4):995–1007. DOI: 10.1111/j.1365-2958.2006.05568.x.

7. Chao Y., Vogel J. The role of Hfq in bacterial pathogens. 
Curr. Opin. Microbiol. 2010; 13(1):24–33. DOI: 10.1016/j.
mib.2010.01.001.

8. Dalia A.B., Lazinski D.W., Camilli A. Identification of 
a membrane-bound transcriptional regulator that links chitin and 
natural competence in Vibrio cholerae. MBio. 2014; 5(1):1028–33. 
DOI: 10.1128/mBio.01028-13.

9. Hammer B.K., Bassler B.L. Regulatory small RNAs 
circumvent the conventional quorum sensing pathway in pandemic 
Vibrio cholerae. Proc. Nat. Acad. Sci. USA. 2007; 104(27):1145–9. 
DOI: 10.1073/pnas.0703860104.

10. Kariisa A.T., Weeks K., Tamayo R. The RNA Domain 
Vc1 Regulates Downstream Gene Expression in Response to Cyclic 
Diguanylate in Vibrio cholerae. PLoS One. 2016; 11(2):1484–8. 
DOI: 10.1371/journal.pone.0148478.

11. Kovacikova G., Lin W., Skorupski K. Vibrio cholerae 
AphA uses a novel mechanism for virulence gene activation that 
involves interaction with the LysR-type regulator AphB at the tcpPH 
promoter. Mol. Microbiol. 2004; 53(1):129–42. DOI: 10.1111/j.1365-
2958.2004.04121.x.

12. Kovacikova G., Skorupski K. Overlapping binding sites for 
the virulence gene regulators AphA, AphB and cAMP-CRP at the 
Vibrio cholerae tcpPH promoter. Mol. Microbiol. 2001; 41(2):393–
407. DOI: 10.1046/j.1365-2958.2001.02518.x.

13. Lim B., Beyhan S., Meir J., Yildiz F.H. Cyclic-diGMP 
signal transduction systems in Vibrio cholerae: modulation of 
rugosity and biofilm formation. Mol. Microbiol. 2006; 60(2):331–48. 
DOI: 10.1111/j.1365-2958.2006.05106.x.

14. Lipfert J., Das R., Chu V.B., Kudaravalli M., Boyd N., 
Herschlag D., Doniach S. Structural transitions and thermodynamics 
of a glycine-dependent riboswitch from Vibrio cholerae. J. Mol. Biol. 
2007; 365(5):1393–406. DOI: 10.1016/j.jmb.2006.10.022.

15. Liu J.M., Camilli A. A broadening world of bacterial small 
RNAs. Curr. Opin. Microbiol. 2010; 13(1):18–23. DOI: 10.1016/j.
mib.2009.11.004.

16. Liu J.M., Camilli A. Discovery of bacterial sRNAs by high-
throughput sequencing. Methods Mol. Biol. 2011; 733:63–79. DOI: 
10.1007/978-1-61779-089-8_5.

17. Mandal M., Lee M., Barrick J.E., Weinberg Z., Emilsson 
G.M., Ruzzo W.L., Breaker R.R. A glycine-dependent riboswitch 
that uses cooperative binding to control gene expression. Science. 
2004; 306(5694):275–9. DOI: 10.1126/science.1100829.

18. Massé E., Majdalani N., Gottesman S. Regulatory roles for 
small RNAs in bacteria. Curr. Opin. Microbiol. 2003; 6(2):120–4. 
DOI: 10.1016/S1369-5274(03)00027.

19. Narberhaus F., Vogel J. Regulatory RNAs in prokaryotes: 
here, there and everywhere. Mol. Microbiol. 2009; 74(2):261–9. 
DOI: 10.1111/j.1365-2958.2009.06869.x.

20. Repoila F., Darfeuille F. Small regulatory non-coding 
RNAs in bacteria: physiology and mechanistic aspects. Biol. Cell. 
2009; 101(2):117–31. DOI: 10.1042/BC20070137.

21. Shao Y., Bassler B. L. Quorum regulatory small RNAs 
repress type VI secretion in Vibrio cholerae. Mol. Microbiol. 2014; 
92(5):921–30. DOI: 10.1111/mmi.12599.

22. Smith K.D., Lipchock S.V., Ames T.D., Wang J., Breaker 
R.R., Strobel S.A. Structural basis of ligand binding by a c-di-GMP 
riboswitch. Nat. Struct. Mol. Biol. 2009; 16(12):1218–23. DOI: 
10.1038/nsmb.1702.

23. Song T., Mika F, Lindmark B., Liu Z., Schild S., Bishop 
A., Zhu J., Camilli A., Johansson J., Vogel J., Wai S.N. A new Vibrio 
cholerae RNA modulates colonization and affects release of outer 
membrane vesicles. Mol. Microbiol. 2008; 70(1):100–11. DOI: 
10.1111/j.1365-2958.2008.06392.x.

24. Waters L.S., Storz G. Regulatory RNAs in bacteria. Cell. 
2009; 136(4):615–28. DOI: 10.1016/j.cell.2009.01.043.

25. Yamamoto S., Izumiya H., Mitobe J., Morita M., Arakawa 
E., Ohnishi M., Watanabe H. Identification of a chitin-induced small 
RNA that regulates translation of the tfoX gene, encoding a positive 
regulator of natural competence in Vibrio cholerae. J. Bacteriol. 
2011; 193(8):1953–65. DOI: 10.1128/JB.01340-10.

Authors:
Pisanov R.V., Vodop’yanov A.S., Simakova D.I. Rostov-on-Don 

Research Anti-Plague Institute. 117/40, M.Gor`kogo St., Rostov-on-Don, 
344002, Russian Federation. E-mail: plague@aaanet.ru

об авторах:
Писанов Р.В., Водопьянов А.С., Симакова Д.И. ростовский-на-

дону научно-исследовательский противочумный институт. российская 
Федерация, 344002, ростов-на-дону, ул. м.горького, 117/40. E-mail: 
plague@aaanet.ru

поступила 17.08.16.



Проблемы особо опасных инфекций. 2017, вып. 2

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

экзопротеины бактериальных культур, секре-
тируемые во внешнюю среду, играют важную роль 
в жизнедеятельности таких патогенов как Vibrio 
choleraе и Yersinia pestis, т.к. участвуют в построе-
нии капсулы, выполняют защитную функцию, а так-
же взаимодействуют с макроорганизмами.

эпидемические штаммы V. choleraе продуци-

руют во внешнюю среду значительное количество 
экзопротеинов, относящихся к факторам патоген-
ности, которые способствуют колонизации воз-
будителя в тонком кишечнике, развитию острого 
воспалительного процесса и диареи. способность 
заселять тонкий кишечник обусловлена продук-
цией холерным вибрионом адгезивных молекул, 
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Т.а.Полунина, с.П.Заднова, Я.м.краснов 

ПриМенение 2D-ЭлеКтрофореза для Получения БелКового СПеКтра  
фраКций ЭКзоПротеинов возБудителей чуМы и холеры

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

цель работы. применение 2D-электрофореза для получения белкового спектра фракций экзопротеинов, а 
также идентификации и сравнения активности экспрессии биомаркеров основных факторов патогенности воз-
будителей чумы и холеры. материалы и методы. 2D-гели фракций экзопротеинов получали на модели штаммов 
V. choleraе Inaba 569в, V. choleraе El Tor M888 Ctx+ и Ctx–, а также Y. pestis EV нииэг. в качестве биомаркеров 
основных экзопротеинов возбудителей чумы и холеры использовали капсульный антиген F1 и холерный токсин. 
результаты и выводы. при исследовании холерного токсина 2D-электрофорезом на IPG стрипах с градиен-
том рн 3–10 антиген разделялся на ряд белковых пятен, два из которых близки к параметрам домена а1 (мW 
20,309 кда и pI 6,51) и мономера субъединицы в (мW 11,091 кда и pI 7,68). при сравнении белкового спектра 
фракций экзопротеинов штаммов V. choleraе Inaba 569в, V. choleraе El Tor M888 Ctx+ и Ctx– обнаружены пятна 
с аналогичными параметрами, за исключением штамма V. choleraе M888 Ctx–. при анализе 2D-гелей образцов 
капсульного антигена и фракций экзопротеинов штамма Y. pestis EV было отмечено, что белковые пятна, соот-
ветствующие параметрам субъединичной формы и димеру антигена, присутствуют в образце 37 °с культуры. в 
образце 28 °с культуры присутствует субъединица F1 в значительно меньшей концентрации. на модели токси-
генного штамма V. choleraе Inaba 569в, изогенной системы штаммов V. choleraе El Tor M888 Ctx+ и Ctx–, штам-
ма Y. pestis EV нииэг показана высокая эффективность 2D-электрофореза для получения белкового спектра 
фракций экзопротеинов этих культур, а также идентификации и сравнения экспрессии биомаркеров основных 
экзопротеинов возбудителей чумы и холеры.

Ключевые слова: 2D-электрофорез, экзопротеины, Vibrio сholeraе, Yersinia pestis.
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2D-Electrophoresis in Protein Spectrum Construction for Exoprotein Fractions of Plague 
and Cholera Agents 
Russian Research Anti-Plague Institute “Microbe”, Saratov, Russian Federation

Objective of the study is to apply 2D-electrophoresis for imaging protein spectrum of exoprotein fractions, as well as identifica-
tion and comparison of biomarker expression of the key pathogenicity factors in plague and cholera agents. Materials and methods. 
2D gels of exoprotein fractions were obtained on the model of Vibrio cholerae Inaba 569B, V. cholerae El Tor M888Ctx+ and Ctx– 
strains, and also Y. pestis EV NIIEG strain. Capsular antigen F1 and cholera toxin were used as biomarkers of major exoproteins of 
plague and cholera agents. Results and conclusions. While studying cholera toxin through 2D-electrophoresis on IPG strips with 
pH 3–10 gradient, the antigen fell into a number of protein spots, two of which were close to A1 domain parameters (MW 20.309 kDa 
and pI 6.51) and B-subunit monomer (MW 11.091 kDa and pI 7.68). Comparative protein spectrum analysis of the exoprotein frac-
tions of V. cholerae Inaba 569B, V. cholerae El Tor M888 Ctx+ and Ctx– has revealed the spots with similar parameters, excluding 
the strain V. cholerae M888 Ctx–. Investigation of 2D gels of capsular antigen and exoprotein fractions of Y. pestis EV strain has 
demonstrated that protein spots corresponding to the parameters of the subunit form and diameter of the antigen are present in 37 °C 
culture patterns. 28 °C culture sample contains F1 subunit in a far lesser concentrations. On the model of toxigenic V. cholerae Inaba 
569B strain, isogenic system of V. cholerae El Tor M888 Ctx+ and Ctx– strains, and Y. pestis EV NIIEG strain, high efficiency of 2D-
electrophoresis in protein spectrum construction for exoprotein fractions of the cultures, as well as identification and comparison of 
biomarker expression of major exoproteins of plague and cholera agents is established. 

Key words: 2D-electrophoresis, exoproteins, Vibrio cholerae, Yersinia pestis. 
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включающих токсинкорегулируемые пили, а также 
маннозофукорезистентные и маннозочувствитель-
ные гемагглютинины-адгезины. после адгезии на-
чинается интенсивная продукция холерного токси-
на (CT) – одного из ключевых факторов патогенно-
сти. CT состоит из субъединицы а, отвечающей за 
токсическую активность всей молекулы, и в субъе-
диниц, которые обеспечивают связывание токсина 
с клеточными рецепторами энтероцитов (ганглио-
зидами Gm1), а также несут антигенные детерми-
нанты. цитопатогенный эффект CT усиливается 
продукцией эндотоксина и действием различных 
ферментов [3].

циркуляция Y. pestis в природных очагах обе-
спечивается целым рядом факторов патогенности, 
одним из которых является способность возбудите-
ля при температуре 37 °с формировать капсулу, об-
разованную капсульным антигеном F1. на продук-
цию F1 влияет не только температура, но также pH 
и состав питательной среды. при температуре 37 °с 
толщина капсульной оболочки может в несколько 
раз превосходить толщину самой бактериальной 
клетки, однако использование высокочувствитель-
ных методов позволило также обнаружить капсулу 
на поверхности клеток чумного микроба, выращен-
ных при 28 °с [1]. использование сканирующей 
электронной микроскопии [17] показало, что кап-
сула представляет собой аморфное вещество ячеи-
стой структуры или внеклеточный фибриллярный 
матрикс, непрочно связанный с микробной клет-
кой. отмечено, что 30–50 % синтезируемого анти-
гена легко переходит в среду культивирования [8]. 
это позволило выделять капсульный антиген так-
же из культуральной жидкости, увеличив выход и 
качество конечного продукта по сравнению с клас-
сической методикой получения F1 из ацетонвысу-
шенных клеток по E.E.Baker et al. [9], и получать 
препарат, лишенный компонентов клеточной стен-
ки и протоплазмы, с молекулярным весом (мW) до 
2,0 мда и субъединицей 13,5–17,7 кда и изоточкой 
pI 4,3–4,8 [2, 6, 8, 12].

высокая вариабельность геномов возбудите-
лей чумы и холеры, возможность существования в 
различных экосистемах определяет необходимость 
поиска и совершенствования методов выявления из-
менений компонентного состава белков в результате 
фенотипической адаптации патогенов к условиям 
окружающей среды.

2D-электрофорез, обеспечивая одновременно 
первичный анализ и максимальное разделение де-
натурированных белков образца по заряду и моле-
кулярной массе, является одним из базовых мето-
дов пробоподготовки в интенсивно развивающихся 
направлениях протеомного анализа, позволяющего 
выявлять, идентифицировать и регистрировать уро-
вень экспрессии белков. в связи с этим, актуальным 
является использование метода для изучения белко-
вого спектра фракций экзопротеинов бактериальных 
культур, в том числе штаммов возбудителей особо 

опасных инфекций. 
целью работы является применение 2D-электро-

фореза для получения белкового спектра фракций 
экзопротеинов, а также идентификации и сравнения 
активности экспрессии биомаркеров основных фак-
торов патогенности возбудителей чумы и холеры.

материалы и методы

2D-гели фракций экзопротеинов получали на 
модели токсигенного штамма V. choleraе Inaba 569в, 
изогенной системы штаммов V. cholerae El Tor M888 
Ctx+ и Ctx–, а также штамма Y. pestis EV нииэг, по-
лученных из государственной коллекции патоген-
ных бактерий «микроб» (саратов).

культуру клеток штамма Y. pestis EV нииэг вы-
ращивали в бульоне LB (pH 7,2–7,4) при 28 и 37 °с 
в течение 48 ч. культуру клеток штамма V. choleraе 
Inaba 569в выращивали в бульоне LB (pH 7,2–7,4) 
при 30 °C с аэрацией в течение 18 ч. культуры кле-
ток штаммов V. choleraе El Tor M888 Ctx+ и Ctx– вы-
ращивали согласно описанной методике [13].

из бульонной культуры бактериальные клетки 
удаляли центрифугированием при 8000 об./мин в те-
чение 20 мин при 4 °с (центрифуга Awel MF 20-R). 
Фракцию экзопротеинов осаждали из культуральной 
жидкости добавлением 50 % трихлоруксусной кис-
лоты до конечной концентрации 10 % и инкубацией 
на льду в течение 30 мин. осадок дважды промыва-
ли холодным ацетоном и подсушивали на воздухе. 
осадок растворяли в 10 мл холодного 10 mм трис-
HCl буфера (рн 8–5), затем процедуру осаждения 
повторяли. агрегированные белки подсушивали 
на воздухе и растворяли в буфере для SDS или 2D-
электрофореза.

в качестве биомаркеров основных экзопро-
теинов возбудителей чумы и холеры использовали 
лиофилизированные препараты капсульного анти-
гена F1 (любезно предоставленного д.б.н. т.м.та-
раненко) [6] и холерного токсина (MW ~85,000 кда, 
pI 6,6, «Sigma»). 

концентрацию белка в пробах измеряли по ме-
тоду м.м.бредфорда на сканирующем спектрофото-
метре Biowave II (Biochrom, UK) при длине волны 
595 нм [11].

SDS-PAGE электрофорез проводили классиче-
ским методом W.K.Lаemmli [15], 2D-электрофорез 
по методике, описанной ранее [5]. 

2D-гели анализировали с помощью программ-
ного обеспечения (по) Dymension мультифункцио-
нальной системы гель-документирования Syngene 
(G:BOX Chemi XT4, UK). при сравнении 2D-гелей 
путем наложения их изображений контуры совпа-
дающих пятен обозначены синим цветом, а несо-
впадающих – голубым. результаты компьютерного 
анализа содержат информацию об общем количестве 
выявленных и совпадающих пятен образцов, их по-
рядковый номер, а также характеристику каждого 
пятна по интенсивности, MW и pI.
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результаты и обсуждение

в настоящее время известно, что CT пред-
ставляет собою олигомерный белок (MW 82,000–
85,620 кда и pI 6,6–7,0), состоящий из двух субъеди-
ниц. субъединица A, обладающая токсичностью и ка-
талитической активностью (мW 27,215–30,000 кда; 
pI 6,1), имеет два домена A1 (мW 21,817–24,000 кда) 
и A2 (мW 5,398–5,700 кда), соединенных дисуль-
фидной связью. в-субъединица, несущая рецептор-
ную функцию (мW 53,000–58,387 кда; pI 7,8), пред-
ставляет собой нековалентно ассоциированный ком-
плекс из пяти мономеров с мW 10,500–14,000 кда 
каждая [10, 14, 16, 18].

под действием таких денатурирующих агентов, 
как мочевина, 2-меркаптоэтанол, детергенты SDS и 
CHAPS, холерный токсин подвергался различной 
степени диссоциации в зависимости от времени ин-
кубации и температуры. так, предварительная экс-
позиция в регидратационном буфере (8 M Urea, 2 % 
CHAPS, 50 mM DTT, 0,2 % Ampholytes рн 3–10, 
0,001 % Bromphenol blue) в течение 2 ч и анализ 
SDS-PAGE электрофорезом без кипячения позволи-
ли обнаружить полосы с мW 28,000 и 55,000 кда, 
соответствующие субъединицам а и в. только после 
кипячения в течение 3 мин в нативном буфере без 
SDS, а также в буфере для образцов с SDS (31,5 mM 
Tris-HCI, pH 6,8, 10 % glycerol, 1 % SDS, 0,005 % 
Bromophenol Blue) антиген максимально диссоции-
ровал до домена A1 и мономера в1, образуя две по-
лосы с мW 21,000 и 11,000 кда соответственно. 

капсульный антиген F1, выделенный из цен-
трифугата бульонной культуры штамма Y. pestis EV 
нииэг методом одноэтапной гель-хроматографии 
на биогеле а-50m, представляет собой моноком-
понентную белковую систему без полисахаридных 
примесей [2, 6].

в отличие от CT, применение только денату-
рирующих агентов (мочевины, 2-меркаптоэтанола, 
детергентов SDS и CHAPS) не приводило к измене-
нию нативной конформации белковой макромолеку-
лы капсульного антигена. прогревание образца F1 
при 100 °с в течение 3 мин вызывало диссоциацию 
антигена до отдельных белковых субъединиц с мW 
~17,000 кда, его охлаждение до комнатной темпе-
ратуры уже через 1 ч позволило зарегистрировать 
процесс реассоциации субъединиц с образованием 

олигомеров с различной мW. процедура термообра-
ботки в течение 3 мин в буфере для образцов с SDS 
приводила к необратимой диссоциации до субъеди-
ниц. эффекта торможения реассоциации на стадии 
субъединицы удалось также достигнуть при добав-
лении к образцам F1 сразу после кипячения раствора 
SDS до конечной концентрации 0,5 %. это объясня-
ется способностью SDS связываться с солюбили-
зированными белками, что приводит к увеличению 
их отрицательного заряда и вызывает отталкивание 
друг от друга, блокируя процесс агрегации [4, 7].

таким образом, наибольшей силой денатуриру-
ющего воздействия на нативную структуру белковых 
макромолекул CT и F1 обладает процедура термооб-
работки при 100 °с не менее 3 мин, приводящая к 
полному распаду антигенов до составляющих субъе-
диниц. структурной особенностью капсульного ан-
тигена является способность субъединиц спонтанно 
агрегировать при восстановлении физиологических 
условий с образованием набора олигомеров. ранее 
замечено, что при тепловом разворачивании белко-
вой полимерной структуры F1 происходит форми-
рование термодинамически устойчивых тетрамеров, 
которые при охлаждении распадаются до субъеди-
ниц, способных к последующей реассоциации с со-
хранением серологической активности. это позво-
лило предположить, что полимерная структура F1 
имеет специфический механизм приспособления к 
изменениям окружающей среды. возможно, здесь 
имеет место эволюционно обусловленный способ 
сохранения функционально активных структурных 
единиц, несущих информацию о макромолекуле ан-
тигена [19].

при исследовании CT 2D-электрофорезом на 
IPG-стрипах с градиентом рн 3–10 антиген разделял-
ся на ряд белковых пятен, два из которых близки, по 
литературным данным, к параметрам домена а1 (мW 
20,309 кда и pI 6,51) и мономера субъединицы в (мW 
11,091 кда и pI 7,68). при сравнении белкового спек-
тра фракций экзопротеинов токсигенного штамма 
V. choleraе Inaba 569в и изогенной системы штаммов 
V. choleraе El Tor M888 Ctx+ и Ctx– обнаружены пятна 
с аналогичными параметрами, за исключением штам-
ма V. choleraе El Tor M888 Ctx– (рис. 1, 2). 

при анализе 2D-гелей фракций экзопротеинов 
штаммов V. choleraе Inaba 569в, V. choleraе El Tor 
M888 Ctx+ и Ctx– было выявлено в среднем 334, 597 

рис. 1. «белковые портреты» фракции эк-
зопротеинов изогенной системы штаммов 
V. cholerae El Tor M888 Ctx+ и Ctx– на стри-
пах длиной 17 см с градиентом pH 3–10
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и 466 белковых пятен соответственно. сравнение 
электрофореграмм штамма V. choleraе El Tor M888 
Ctx+ и Ctx– показало 260 совпадающих пятен, среди 
которых повышение интенсивности окрашивания в 
2 и более раза отмечалось у 52 белковых пятен ток-
сигенного и 64 атоксигенного штамма.

исследование капсульного антигена чумного 
микроба 2D-электрофорезом в диапазоне рн 3–10 
показало, что под влиянием денатурирующих усло-
вий происходит диссоциация агрегированной формы 
F1 с образованием субъединичной формы антигена 
и набора олигомеров с различными молекулярны-
ми массами. отмечено, что при фракционирова-
нии капсульного антигена имеется ряд белковых 
пятен с pI 4,06–4,45 и мW 16,500–17,200 и 34,100–
34,400 кда, что соответствует, по литературным дан-
ным, субъединице и димеру антигена. для достиже-
ния наибольшего разрешения белковых пятен в зоне 
фракционирования F1 мы провели исследование 
также на стрипах с диапазоном рн 4–7. при анализе 
электрофореграмм образцов капсульного антигена и 
фракций экзопротеинов штамма Y. pestis EV нииэг 
отмечено, что белковые пятна, соответствующие па-
раметрам субъединичной формы и димеру антигена, 
присутствуют в образце 37 °с культуры. во фракции 
экзопротеинов штамма Y. pestis EV нииэг, выра-
щенного при 28 °с, присутствует субъединица F1 в 
значительно меньшей концентрации (рис. 3).

при анализе 2D-гелей фракций экзопротеинов 
штамма Y. pestis EV нииэг, выращенного при 28 и 
37 °с, на стрипах с градиентом рн 4–7 было детек-
тировано соответственно 323 и 578 белковых пятен. 
среди 254 совпадающих пятен повышение интен-
сивности окрашивания в 2 и более раза отмечалось 
у 116 в образце 28 °с культуры и 16 в образце штам-

ма, выращенного при 37 °с. кроме того, в образце 
37 °с культуры отмечено повышение интенсивности 
окрашивания в 3,8 раз белкового пятна с параме-
трами субъединичной формы F1, что коррелирует с 
увеличением биосинтеза капсульного антигена при 
данной температуре.

таким образом, компьютерный анализ с помо-
щью по Dymension системы гель-документирования 
Syngene полученных 2D-гелей образцов антигенов 
хт и капсульного антигена F1, фракций экзопро-
теинов токсигенного штамма V. choleraе Inaba 569в, 
изогенной системы штаммов V. choleraе El Tor M888 
Ctx+ и Ctx–, а также штамма Y. pestis EV нииэг, 
выращенного в различных условиях, дает возмож-
ность получения белкового спектра этих культур, 
идентификацию и сравнение экспрессии биомарке-
ров основных экзопротеинов возбудителей чумы и 
холеры.
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в схеме лабораторной диагностики чумы био-
логический метод является обязательным на этапах 
индикации, выделения и накопления бактериальной 
культуры [6, 8]. традиционно освоение биологиче-
ского метода исследования на практических заняти-
ях по подготовке специалистов в рамках учебного 
модуля «микробиология и лабораторный диагноз 
чумы» проводят с использованием вирулентных 
штаммов Y. pestis (I группа патогенности). это по-
зволяет наблюдать клинические проявления чумы 
у зараженных животных, типичные патоморфоло-
гические изменения в подкожной клетчатке и вну-
тренних органах, выделять бактериальную культуру 

путем посева на питательные среды проб паренхи-
матозных органов. 

однако слушатели курсов дополнительного 
профессионального образования зачастую не имеют 
должного опыта выполнения микробиологических 
манипуляций в соответствии с правилами биологи-
ческой безопасности, что повышает риск аварий и/
или лабораторных заражений. это обусловливает не-
обходимость исключения или максимально возмож-
ного сокращения использования в технологических 
процессах вирулентных штаммов микроорганизмов 
в том числе в процессе обучения, согласно концеп-
ции «основы государственной политики в области 
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биологический метод исследования регламентирован при лабораторной диагностике чумы. освоение данного 
метода специалистами в рамках дополнительного профессионального образования связано с использованием на 
практических занятиях вирулентных штаммов Yersinia pestis и вакцинного штамма Y. pestis линии еV, который, 
обеспечивая биобезопасность, не позволяет изучить типичную патоморфологическую картину на биомоделях, а 
также выделить микроорганизмы из внутренних органов. цель. подбор авирулентных штаммов Y. pestis и срав-
нительный анализ способов моделирования с их помощью чумы на биомоделях. материалы и методы. в работе 
использованы штаммы Y. pestis. вирулентность оценивали in vitro (полимеразная цепная реакция) и in vivo (по-
казатель LD50 на белых мышах). результаты и выводы. предложены авирулентные штаммы Y. pestis, перспек-
тивные в качестве учебных для освоения биологического метода лабораторной диагностики чумы, и способ их 
применения для моделирования чумы у биомоделей. предложенный подход позволяет слушателям курсов допол-
нительного профессионального образования освоить в полном объеме биологический метод исследования чумы, 
повышая обеспечение биобезопасности практических занятий и сокращая сроки выделения и накопления чистой 
культуры бактерий.

Ключевые слова: биологическая безопасность, подготовка специалистов, биологический метод исследования, 
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Biological method of investigation is specified for the laboratory diagnostics of plague. Mastering of this method by the trainees 
within the frames of further vocational education is associated with the use of avirulent Yersinia pestis strains and vaccine Y. pestis 
strain EV line, which while providing safety does not allow for typical pathomorphological pattern on biomodels, as well as for 
isolation of microorganisms from internal organs. Objective of the study is to select avirulent Yersinia pestis strains and to conduct 
comparative analysis of the simulation techniques for plague on biomodels. Materials and methods. Utilized were Y. pestis strains. 
Virulence was evaluated both, in vitro (polymerase chain reaction) and in vivo (LD50 for white mice). Results and conclusions. Set 
forward have been avirulent Y. pestis strains, prospective in terms of mastering biological method of laboratory diagnostics of plague, 
and means of their application for simulating plague in biomodels. The designed approach allows for exercising biological methods of 
plague investigation to the fullest extent, enhancing biological safety of practical studies and reducing the time line for isolation and 
accumulation of pure bacterial culture. 
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обеспечения химической и биологической безопас-
ности рФ на период до 2025 года и дальнейшую пер-
спективу». снижения риска инфицирования добива-
лись путем использования на практических занятиях 
авирулентных штаммов Y. pestis, LD50 которых для 
белых мышей составляет более 1·106 м.к. [6]. вместе 
с тем, многолетний опыт применения вакцинного 
штамма Y. pestis EV линии нииэг (III группа па-
тогенности, LD50 >109 м.к.) свидетельствует об от-
сутствии типичной клинической и патоморфологи-
ческой картины чумы у лабораторных животных, а 
также о нестабильности выделения чумного микро-
ба из паренхиматозных органов [7]. таким образом, 
применение вакцинного штамма целесообразно с 
позиции обеспечения биобезопасности практиче-
ских занятий, но недостаточно эффективно для мо-
делирования чумы у лабораторных животных и реа-
лизации учебного плана.

цель работы – подобрать авирулентные штаммы 
Y. pestis и провести сравнительный анализ способов 
моделирования с их помощью чумы на лаборатор-
ных животных. 

материалы и методы

в работе использованы 19 штаммов Y. pestis, ото-
бранных по данным паспортов из государственной 
коллекции патогенных бактерий Фкуз роснипчи 
«микроб» как перспективные для учебных целей. 
основными критериями [10] отбора для штаммов 
Y. pestis, планируемых к применению с целью освое-
ния биологического метода лабораторной диагно-
стики чумы, являлись ослабленная вирулентность 
или авирулентность, способность формировать ти-
пичные для чумы патоморфологические изменения 
в организме биопробного животного и стабильность 
выделения бактериальной культуры при посеве ме-
тодом отпечатков проб внутренних органов на плот-
ные питательные среды.

вирулентность штаммов in vitro оценивали по 
наличию генетических детерминант патогенности 
с помощью полимеразной цепной реакции (пцр) с 
использованием коммерческой тест-системы «ген 
Yersinia pestis идентификация – ргФ», вирулентность 
in vivo – по показателю LD50 для морских свинок и 
беспородных белых мышей [2, 6]. белых мышей за-
ражали подкожно в объеме 0,2 мл дозами от 1·109 до 
20 м.к. на каждую дозу брали по шесть белых мы-
шей. заданным требованиям отвечали четыре штам-
ма Y. pestis, вирулентность которых не превышала 
1·108 м.к. в дальнейшем эти штаммы исследовали 
на морских свинках, заражая по 0,5 мл подкожно до-
зами от 1·109 до 1·104 м.к. на каждую дозу брали по 
две морских свинки. за животными наблюдали в те-
чение 14 дней от момента заражения. всех павших и 
умерщвленных лабораторных животных вскрывали, 
регистрировали патоморфологическую картину и 
проводили посев паренхиматозных органов (легких, 
печени, селезенки) на агар хоттингера, рн 7,2, с це-

лью выделения, накопления чистой бактериальной 
культуры и подтверждения ее тождества с использо-
ванной для заражения. 

моделирование инфекционного процесса про-
водили путем заражения лабораторных животных 
авирулентными штаммами Y. pestis в сочетании с: 
1 % раствором FeSO4·7н2о; дефибринированной 
кровью барана. животных заражали внутрибрю-
шинно 1 % раствором препарата железа со взвесью 
испытуемого штамма Y. pestis в объемах 1:1, вводя 
0,5 мл. взвесь использовали в дозах 1·109, 1·108, 
1·107 и 1·106 м.к., заражая по четыре белых мыши. 
аналогично проводили заражение в сочетании с 
дефибринированной кровью барана. за животными 
наблюдали в течение 10 дней. павших животных 
вскрывали, изучали патоморфологическую картину 
и проводили посев паренхиматозных органов на агар 
хоттингера, рн 7,2. посевы инкубировали в течение 
5 дней при температуре (28±1) °C с ежедневным их 
просмотром. выживших животных умерщвляли гу-
манным способом с помощью паров хлороформа, 
вскрывали и изучали, как описано выше. при рабо-
те с животными следовали европейской конвенции 
о защите позвоночных животных, используемых 
для экспериментов или в иных научных целях (ETS 
№ 123, г. страсбург, 18.03.1986).

результаты и обсуждение

проявлению вирулентных свойств возбудителя 
чумы способствуют наличие в геноме трех неконъю-
гативных плазмид (pCad, pFra и pPst) и хромосом-
ного острова высокой патогенности, включающего 
область пигментации рgm. гены, расположенные 
на плазмиде pCad и хромосомном острове высокой 
патогенности, являются основными генетическими 
факторами вирулентности возбудителя чумы.

пцр-анализ штаммов Y. pestis позволил диффе-
ренцировать их на 5 геновариантов (табл. 1) и сде-
лать предположение о сниженной вирулентности 
для 6 штаммов (отсутствие либо рсаd, либо рgm), 
а также об авирулентности для 11 штаммов (отсут-
ствие рсаd и рgm). в результате было отобрано 17 
штаммов для оценки вирулентности in vivo по пока-
зателю LD50 с применением следующих критериев: 
вирулентные штаммы имеют показатель LD50>5–
10 м.к., слабовирулентные – LD50>1·105 м.к., авиру-
лентные – LD50>1·106 м.к. при подкожном зараже-
нии белых мышей [5]. в результате 4 штамма были 
охарактеризованы как вирулентные, 13 – как авиру-
лентные (табл. 1). 

нами установлено, что при заражении штам-
мами Y. pestis м-1813, 100р6(36м5), 780 (к-1) и 707 
«касуга» животные погибали только при дозах 109 и 
108 м.к. при этом у павших животных отмечали ти-
пичные для чумы патоморфологические изменения. 
из всех внутренних органов на питательных средах 
была выделена культура Y. pestis. 

в итоге эти штаммы определены как перспек-
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тивные для моделирования инфекционного процес-
са у белых мышей. учитывая вероятность избира-
тельной чувствительности лабораторных животных 
к Y. pestis был определен показатель LD50 для ото-
бранных штаммов на высоковосприимчивых биомо-
делях – морских свинках. установлено, что штаммы 
для них авирулентны.

моделирование чумы с помощью авирулентных 
штаммов сопровождалось развитием клинических 
симптомов и гибелью животных не ранее 72 ч от 
момента заражения. соответственно появление ви-
димых невооруженным глазом колоний Y. pestis на 
плотных питательных средах при посеве паренхи-
матозных органов регистрировали не ранее 5 сут с 
момента заражения животных. 

вторым этапом исследования был подбор опти-
мального способа искусственного повышения чув-
ствительности лабораторных животных (белых мы-
шей) к авирулентным штаммам возбудителя чумы, 
позволяющего сократить сроки и повысить эффек-
тивность выделения Y. pestis из организма биопроб-
ных животных.

анализ литературы показал, что известны ме-
тоды заражения лабораторных животных штаммами 
Y. pestis в сочетании с веществами, понижающими 
резистентность макроорганизма к чуме (морбитора-
ми): кортизоном, гистамином, новоэмбихином, желт-
ком куриного яйца, холерным экзотоксином и др. [1, 
4, 5]. известны методики внутримозгового заражения 
белых мышей [9], пассажа Y. pestis EV и штаммов со 
сниженной вирулентностью в организме высоковос-
приимчивых монгольских пищух [3] с целью повы-
шения чувствительности к возбудителю чумы. однако 

указанные методы имеют ограниченное практическое 
применение. также известны исследования влияния 
солей железа на вирулентность штаммов возбудителя 
чумы [13]. данный подход является наиболее орга-
ничным, связанным с естественным процессом жиз-
недеятельности возбудителя чумы [11, 12]. 

для моделирования чумы нами использованы 
4 отобранных авирулентных штамма и Y. pestis EV 
линии нииэг. при заражении лабораторных живот-
ных смесью сульфата железа с микробной взвесью 
в дозах 1·109–1·106 м.к. отмечали: а) 100 % гибель 
на третьи сутки после заражения штаммами Y. pestis 
EV линии нииэг, м-1813, 100р6(36м5); б) штамм 
780 (к-1) вызвал гибель всех животных в течение 3 и 
4 сут; в) заражение животных штаммом Y. pestis 707 
«касуга» дозами 1·106 и 1·107 м.к. сопровождалось 
медленным развитием инфекционного процесса и 
отсутствием гибели животных (табл. 2). 

при заражении лабораторных животных сме-
сью дефибринированной крови барана со взвесями 
клеток Y. pestis м-1813 во всех концентрациях отме-
чена гибель биопробных животных уже на вторые и 
третьи сутки. заражение смесью дефибринирован-
ной крови со взвесями Y. pestis 780 (к-1), Y. pestis 
EV лини нииэг и Y. pestis 100р6(36м5) вызыва-
ло гибель в течение 10 сут; со взвесью Y. pestis 707 
«касуга» – не вызвала гибели животных. всех пав-
ших белых мышей вскрывали, регистрировали ти-
пичные для чумы патоморфологические изменения 
подкожной клетчатки и внутренних органов [6]. 

установлено, что заражение штаммами Y. pes-
tis 100р6(36м5), м-1813 и 780 (к-1) в дозах 1·109 
и 1·108 м.к. в комбинации с сульфатом железа обу-

Таблица 1

Показатель вирулентности штаммов Y. pestis

наименование штамма геноварианты
величина LD50, м.к.

белые мыши морские свинки

Y. pestis 835 «рвс» pPst– pFra+ pCad+ рgm+ 2,15·103 -

Y. pestis 400 (290) pPst– pFra+ pCad+ рgm+ 1·104 -

Y. pestis 6483 амо pPst– pFra+ pCad+ рgm+ 4,64·105 -

Y. pestis 471 овсептика pPst– pFra+ pCad+ рgm+ 4,64·105 -

Y. pestis 652 «гризель» pPst– pFra+ pCad+ рgm+ 2,15·106 -

Y. pestis 7896 pPst– pFra+ pCad+ рgm+ 3,16·107 -

Y. pestis м-1815 pPst+ pFra+ pCad+ рgm– 6,81·107 -

Y. pestis м-1814 pPst+ pFra+ pCad+ рgm– 1,47·108 -

Y. pestis 100р6(36м5) pPst+ pFra+ pCad+ рgm– 1,47·108 >109

Y. pestis 780 (к-1) pPst– pFra+ pCad+ рgm– 2,15·108 3·108

Y. pestis м-1813 pPst+ pFra+ pCad+ рgm– 1·108 >109

Y. pestis 22 (22) pPst– pFra+ pCad+ рgm– >109 -

Y. pestis 14/44 pPst+ pFra+ pCad+ рgm– >109 -

Y. pestis 707 касуга pPst+ pFra+ pCad– рgm– 1·109 >109

Y. pestis 521 (2101) pPst+ pFra+ pCad+ рgm– >109 -

Y. pestis км 260 (5) pPst+ pFra+ pCad– рgm+ >109 -

Y. pestis км-130 (3) pPst– pFra+ pCad– рgm– >109 -

примечание :  «-» животных в эксперимент не брали.
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словливало более яркую патоморфологическую кар-
тину в отличие от доз 1·107 и 1·106 м.к. у павших 
животных, зараженных Y. pestis EV линии нииэг 
и 100р6(36м5), отмечались признаки носового кро-
вотечения. на вскрытии у животных, зараженных 
взвесью Y. pestis EV линии нииэг в дозе 1·108 м.к. 
в комбинации с дефибринированной кровью барана, 
отмечено образование очагов некроза в селезенке, а 
с взвесью Y. pestis 100р6(36м5) в дозе 1·108 м.к. – 
очагов некроза в легких.

при посеве паренхиматозных органов лабора-
торных животных, зараженных штаммами Y. pestis 
EV линии нииэг, м-1813, 100р6(36м5), 780 (к-1) 
в комбинации как с сульфатом железа, так и с дефи-
бринированной кровью барана через 24 ч инкубации 
при температуре (28±1) °с отмечали обильный рост 
видимых невооруженным глазом типичных колоний 
возбудителя чумы. при посеве паренхиматозных 

органов лабораторных животных, зараженных сме-
сью дефибринированной крови барана со взвесями 
штаммов Y. pestis EV линии нииэг, 100р6(36м5) и 
780 (к-1) в дозе 1·106 м.к., рост колоний из лимфати-
ческих узлов отсутствовал.

в результате заражения смесями взвесей Y. pestis 
707 «касуга» как с сульфатом железа, так и с дефи-
бринированной кровью в организме лабораторных 
животных не формировались типичные для чумы па-
томорфологические изменения. единичные колонии 
Y. pestis выделяли только при посеве проб печени, 
селезенки и крови при заражающей дозе 1·109 м.к. 

заражение лабораторных животных смесью 1 % 
раствора FeSO4·7H2O с суспензиями клеток штаммов 
возбудителя чумы сокращало сроки развития инфек-
ционного процесса в среднем в два раза, вызывал 
появление типичных, ярко выраженных патомор-
фологических изменений в органах павших живот-

Таблица 2

оценка влияния морбиторов на чувствительность белых мышей к заражению штаммами Y. pestis

срок гибели 
после  

заражения, 
сут

EV линии нииэг м-1813 100р6(36м5) 780 (к-1) 707 «касуга»

заражающая доза, м.к. концентрация взвеси, 
м.к./мл

концентрация взвеси, 
м.к./мл

концентрация взвеси, 
м.к./мл

концентрация взвеси, 
м.к./мл

109 108 107 106 109 108 107 106 109 108 107 106 109 108 107 106 109 108 107 106

результаты заражения в смеси с 1 % раствором FeSO4 ·7H2O

1 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0

2 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0

3 4/4* 4/4 4/4 4/4 4/4 4/4 4/4 4/4 4/4 4/4 4/4 4/4 4/4 4/3 4/1 4/2 4/3 4/1 4/0 4/0

4 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 1/1 3/3 2/1 1/0 3/1 4/0 4/0

5–10 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 1/0 1/0 2/0 4/0 4/0

результаты заражения в смеси с дефибринированной кровью барана

1 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0

2 4/2 4/0 4/0 4/0 4/4 4/1 4/0 4/0 4/2 4/1 4/0 4/0 4/2 4/1 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0

3 2/2 4/1 4/1 4/0 0/0 3/3 4/4 4/4 2/2 3/2 4/1 4/0 2/2 3/2 4/1 4/2 4/0 4/0 4/0 4/0

4 0/0 4/0 3/2 4/4 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 1/1 3/1 4/0 0/0 1/0 3/1 2/0 4/0 4/0 4/0 4/0

5 0/0 3/2 1/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 2/1 4/0 0/0 1/0 2/0 2/0 4/0 4/0 4/0 4/0

6 0/0 1/0 1/1 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 1/0 4/1 0/0 1/0 2/0 2/0 4/0 4/0 4/0 4/0

7 0/0 1/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 1/0 3/0 0/0 1/1 2/0 2/1 4/0 4/0 4/0 4/0

8 0/0 1/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 1/0 3/0 0/0 0/0 2/0 1/0 4/0 4/0 4/0 4/0

9 0/0 1/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 1/0 3/0 0/0 0/0 2/0 1/0 4/0 4/0 4/0 4/0

10 0/0 1/1 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 1/1 3/3 0/0 0/0 2/0 1/0 4/0 4/0 4/0 4/0

результаты заражения взвесями исследуемых штаммов

1 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0

2 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0

3 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0

4 4/0 4/0 4/0 4/0 4/2 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/1 4/1 4/0 4/0

5 4/0 4/0 4/0 4/0 2/0 4/0 4/0 4/0 1/3 4/1 4/0 4/0 4/2 4/0 4/0 4/0 3/0 3/0 4/0 4/0

6 4/0 4/0 4/0 4/0 2/2 4/2 4/0 4/0 1/0 3/1 4/0 4/0 2/1 4/0 4/0 4/0 3/0 3/0 4/0 4/0

7 4/0 4/0 4/0 4/0 0/0 2/1 4/0 4/0 1/1 2/0 4/0 4/0 1/0 4/0 4/0 4/0 3/0 3/0 4/0 4/0

8 4/0 4/0 4/0 4/0 0/0 1/0 4/0 4/0 0/0 2/0 4/0 4/0 1/1 4/0 4/0 4/0 3/0 3/0 4/0 4/0

9 4/0 4/0 4/0 4/0 0/0 1/0 4/0 4/0 0/0 2/0 4/0 4/0 0/0 4/1 4/0 4/0 3/1 3/0 4/0 4/0

10 4/0 4/0 4/0 4/0 0/0 1/0 4/0 4/0 0/0 2/0 4/0 4/0 0/0 3/0 4/0 4/0 2/0 3/0 4/0 4/0

примечание .  числитель – количество животных в опыте; знаменатель – количество павших животных в указанный срок.
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ных, способствовало формированию в течение 24 ч 
(вместо 48 ч) инкубации при температуре (28±1) °с 
на плотной питательной среде видимых невоору-
женным глазом колоний при посеве органов павших 
биопробных животных, что ускорило выделение и 
накопление бактериальной культуры и проведение 
ее идентификации.

в результате проведенных исследований нами 
отобраны два штамма – Y. pestis м-1813 (770 аст) и 
Y. pestis еV линии ниигэ – перспективные в каче-
стве учебных при освоении биологического метода 
лабораторной диагностики чумы. 

несмотря на утрату штаммом Y. pestis м-1813 
(770 аст) области рgm (включая hms и ybt регионы), 
введение сульфата железа обеспечило развитие сеп-
сиса, что ускорило течение инфекционного процесса 
и гибель животного. вероятно, это связано с нали-
чием у возбудителя чумы нескольких систем потре-
бления железа. в случае утраты области рgm с гена-
ми иерсиниабактин-зависимой системы утилизации 
ионов трехвалентного железа происходит включе-
ние дублирующих систем связывания и транспорта 
железа в микробную клетку [14]. при введении де-
фибринированной крови барана, содержащей ионы 
железа в свободном и доступном виде вследствие 
механического повреждения эритроцитов, регистри-
ровали более продолжительное течение инфекцион-
ного процесса до (10 сут) и гибель только части за-
раженных животных. 

таким образом, отобранные авирулентные 
штаммы Y. pestis м-1813 (770 аст) и Y. pestis еV ли-
нии нииэг позволяют в полном объеме овладеть 
биологическим методом лабораторной диагности-
ки чумы, обеспечить биологическую безопасность 
учебного процесса, минимизируя вероятность лабо-
раторного инфицирования обучающихся в процессе 
самостоятельной работы.

оптимальным способом повышения чувстви-
тельности лабораторных животных к заражению 
авирулентными штаммами Y. pestis при моделирова-
нии типичной патоморфологической картины чумы 
и сокращения сроков выделения, накопления и иден-
тификации выделенной бактериальной культуры 
является введение микробной взвеси в сочетании с 
сульфатом железа. 

конфликт интересов. авторы подтверждают 
отсутствие конфликта финансовых/нефинансовых 
интересов, связанных с написанием статьи.
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семейство Arenaviridae представляет собой 
большую группу рнк-содержащих вирусов, ге-
номная рнк которых состоит из двух сегментов 
и обладает амбисенсной стратегией кодирования. 
аренавирусы разделяют на аренавирусы старого 
света и нового света. это разделение основано на 
серологических и филогенетических критериях, а 
также по географическому положению эндемичных 
регионов [13].

в группу аренавирусов старого света входят 
вирусы ласса, лхм (лимфоцитарный хориоменин-
гит), луйо, иппи, луна, мобала, мопейя, морогоро. 
аренавирусы нового света разделяют на 4 кла-
да (клад а: вирусы аллпахуйо, Флексал, парана, 
пичинде, пиритал; клад в: вирусы амапари, 
чапаре, купикси, гуанарито, хунин, мачупо, сабиа 
и такарибе; клад с: вирусы латино и оливерос; клад 
D: вирусы BearCanyon и тамиами) [19].

Aренавирусы включают широкий спектр пато-
генных для человека вирусов – от вируса лимфо-
цитарного хориоменингита (лхм) до возбудителей 
особо опасных вирусных геморрагических лихора-
док, таких как вирусы ласса, мачупо, хунин, луйо, 
сабиа, гуанарито и чапаре.

взаимодействие аренавирусов с чувствитель-
ными клетками включает в себя следующие этапы:

- адсорбция вируса на клетку;
- проникновение вируса в клетку в результате 

эндоцитоза;
- соединение вируса с эндосомами;
- выход вирусного рибонуклеопротеина в ци-

топлазму посредством рн-зависимого соединения с 
мембранами клетки, регулируемого вирусным гли-
копротеином GP2;

- процессы репликации, транскрипции, экспрес-
сии вирусспецифичных белков в цитоплазме; 
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- процесс кэпирования 5ʹ-концевых участков 
при формировании информационных рнк; 

- расщепление предшественника гликопротеи-
нов GPс на стабильный сигнальный пептид и глико-
протеины GP1 и GP2, происходящее в эндоплазма-
тическом ретикулуме и аппарате гольджи инфици-
рованных клеток;

- сборка вирионов и их отпочковывание через 
клеточную мембрану;

- формирование полноценных вирионов.
процесс репродукции аренавирусов начинается 

с прикрепления и входа вируса в клетки. в настоя-
щее время определены молекулярные механизмы, 
определяющие вирулентность аренавирусов и пато-
генез вызываемых ими геморрагических лихорадок. 
важнейшим патогенетическим фактором являет-
ся способность связывания гликопротеина арена-
вирусов с различными клеточными рецепторами. 
аренавирусы старого света и аренавирусы нового 
света, относящиеся к кладу с, в качестве первично-
го рецептора используют α-дистрогликан [4, 24, 25]. 

дистрогликан – это повсеместно экспрессируе-
мый гликопротеин, который связывает клетки в экс-
трацеллюлярный клеточный матрикс. он содержит 
две нековалентные субъединицы (α-дистрогликан и 
β-дистрогликан), которые играют различную роль 
в прикреплении вируса к клеткам и выполняемым 
клеточным функциям. α-дистрогликан представляет 
собой экстрацеллюлярную субъединицу, ассоцииро-
ванную с такими белками экстрацеллюлярного кле-
точного матрикса, как ламинин, аргин, перлекан и 
нейроксины. в ходе вирусной инфекции субъединица 
вирусного гликопротеина (GP1) регулирует присое-
динение к α-дистрогликану что позволяет вирусным 
частицам проникать в эндосомы. β-дистрогликан 
не участвует в процессе связывания аренавирусов с 
клетками [11].

установлено, что для связывания вирусов необ-
ходима посттрансляционная модификация α-дистро-
гликана. в эту модификацию включены многие кле-
точные энзимы, в том числе клеточная ацетилглю-
козамин трансфераза, протеин-о-маннозил транс-
фераза, протеин-о-манноза трансфераза, фукутин и 
родственные им белки [21]. в исследованиях, прове-
денных с вирусом лхм, выявлено, что при инфици-
ровании in vivo гликозилирование не является кри-
тическим моментом для развития инфекции. однако 
это может происходить вследствие наличия in vivo 
компенсационных механизмов или использования 
вирусом альтернативных рецепторов [9].

вирусы ласса и лхм связываются с N- и 
с-терминальными участками α-дистрогликана в 
области, перекрывающейся с участком связывания 
ламинина, что позволяет предположить, что эти 
вирусы конкурируют с ламинином за связывание с 
α-дистрогликаном [10, 11]. следует отметить, что 
в процессе инфицирования клеток аренавирусами 
старого света прекращается регулирование кле-
точной мембраны α-дистрогликаном, поскольку 

экспрессия его предшественника не изменяется. 
данный процесс регулируется вирусным глико-
протеином, который препятствует взаимодействию 
дистрогликана и ацетилглюкозамин трансферазы в 
аппарате гольджи, что препятствует процессу гли-
козилирования α-дистрогликана. вероятно, данный 
процесс необходим для выхода вируса из клетки, но 
не для проникновения в нее [21, 22].

именно степень связывания гликопротеина с 
α-дистрогликаном определяет различия между атте-
нуированными и вирулентными штаммами одного 
и того же вируса. эти различия могут определяться 
единичными аминокислотными заменами [23]. 

аренавирусы нового света, относящиеся к 
кладу в, в качестве рецептора для входа в клетки 
используют трансфериновый рецептор 1 [15, 20]. 
пять вирусов из этого клада (мачупо, хунин, сабиа, 
гуанарито и чапаре) могут вызывать геморрагиче-
ские лихорадки благодаря своей способности свя-
зывания с человеческим трансфериновым рецеп-
тором 1. в противоположность этому, другие три 
вируса из клада в (такарибе, амапари и купикси) 
являются непатогенными для человека в силу своей 
неспособности осуществлять указанное связывание. 
за исключением пяти вышеперечисленных, все аре-
навирусы нового света, относящиеся к кладам а и 
в, в качестве рецептора могут использовать только 
трансфериновый рецептор 1 грызунов [16, 28].

при изучении стадии внедрения вируса луйо в 
чувствительные клетки показано, что данный воз-
будитель в качестве рецепторов не использует ни 
трансфериновый рецептор 1, ни α-дистрогликан. 
гликопротеин вируса луйо для проникновения че-
рез клеточную мембрану в клетку использует не-
идентифицированный рецептор. установлено, что 
инфекционность вируса луйо снижается в клетках, 
дефектных по белку неймана-пика, что указывает 
на необходимость данного белка для продуктивной 
инфекции [3, 26]. репликация генома аренавируса 
происходит в цитоплазме инфицированных клеток. 
при этом аренавирусы продуцируют три вида рнк: 
геномную «минус» рнк; антигеномную «плюс» 
рнк; вирусную информационную рнк.

в то время как геномная «минус» рнк и анти-
геномная «плюс» рнк транскрибируются как полно-
размерные рнк, вирусные информационные рнк 
транскрибируются с соответствующего промотора 
и терминируются высокоструктурированной меж-
генной областью. в соответствии с амбисенсной 
стратегией кодирования, информационные рнк, ко-
дирующие белки нуклеопротеина и рнк-зависимой 
рнк-полимеразы, транскрибируются с геномной 
рнк, а информационные рнк, кодирующие белки 
гликопротеина и цинксвязывающий белок, транс-
крибируются с антигеномной рнк. важно отметить, 
что белки NP и L необходимы для регулирования 
процессов транскрипции и репликации [8].

белок гликопротеина аренавирусов образует-
ся вследствие посттрансляционного расщепления. 
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предшественник гликопротеина подвергается рас-
щеплению в результате воздействия стабильного 
сигнального пептида. образовавшийся полипептид 
G1/G2 расщепляется в эндоплазматическом ретику-
луме при воздействии клеточного сигнального пеп-
тида. гликопротеины G1 и G2 содержат несколько 
участков гликозилирования, которые являются необ-
ходимыми для осуществления белками своих функ-
ций [18]. в частности, гликопротеин вируса ласса 
содержит шесть участков гликозилирования [5]. 

подобно большинству вирусов с геномной «ми-
нус» рнк, сборка вириона регулируется матричны-
ми белками, содержащими аминокислотные после-
довательности, включающие в себя участки: пролин-
пролин-х-тирозин, пролин-треонин-серин-аланин-
пролин, тирозин-х-х-лейцин, Q-пролин-х-валин, 
где х- любая аминокислота, Q- гидрофобная амино-
кислота [2, 6]. важную роль в процессе сборки играет 
цинк-связывающий белок. большинство аминокис-
лотных последовательностей цинк-связывающего 
белка аренавирусов нового света содержат участки 
пролин-треонин-серин-аланин-пролин и тирозин-х-
х-лейцин, а соответствующие последовательности 
для аренавирусов старого света содержат последо-
вательность пролин-пролин-х-тирозин [23].

взаимодействия между белком Z и другими 
вирусными и клеточными белками играют важную 
роль в процессе сборки вириона и выходе вириона 
через клеточную мембрану [12].

первичными клетками-мишенями при аренави-
русной инфекции являются макрофаги и дендрит-
ные клетки. патогенные и непатогенные для челове-
ка аренавирусы по-разному ингибируют макрофаги 
человека, но все они ингибируют дендритные клетки 
[23]. вирусы ласса и мопейя способны инфициро-
вать первичные макрофаги человека и дендритные 
клетки, но патогенный для человека вирус ласса не 
активирует эти клетки в процессе инфицирования, 
а непатогенный вирус мопейя активирует эти клет-
ки, что проявляется в повышении уровня экспрес-
сии маркеров сD86, сD80 и α-интерферона [17]. 
аналогичным образом первичные макрофаги чело-
века показывают более высокий уровень продукции 
интерлейкина-6, интерлейкина-10 и α-интерферона 
при инфицировании вирусом такарибе по сравнению 
с инфицированием патогенным для человека вирусом 
хунин [7]. показано, что Z-белок всех известных па-
тогенных аренавирусов, в отличие от непатогенных, 
способен ингибировать активацию макрофагов [27]. 
поскольку макрофаги и дендритные клетки являют-
ся антигенпрезентирующими клетками, играющими 
важную роль в формировании иммунного ответа, 
ингибирование этих клеток приводит к иммунной 
супрессии, которая во многом определяет патогенез 
вирусных геморрагических лихорадок [13].

рассматривая роль отдельных структурных бел-
ков в патогенезе аренавирусов следует отметить, что 
вирусный гликопротеин определяет аффинность к 
клеточным рецепторам, а повышение аффинности 

приводит к возрастанию вероятности адсорбции ви-
руса на клетку. показано, что авирулентный штамм 
вируса лхм способен замещать ламинин при связы-
вании с рецепторами клеток.

следует отметить, что инфекция, вызванная 
аренавирусами старого света, является следствием 
регулирования продукции α-дистрогликана за счет 
ингибирования экспрессии предшественника дис-
трогликанов, которую осуществляет именно глико-
протеин аренавирусов.

роль белка нуклеопротеина аренавирусов про-
является в его участии в ингибировании иммун-
ного ответа хозяина. в частности, вирусы ласса, 
лхм, мачупо, хунин ингибируют образование 
β-интерферона [23]. этот эффект ассоциирован с эк-
зорибонуклеазной активностью с-концевого участка 
данного белка. такой же способностью (правда, вы-
раженной в меньшей степени) обладает белок Z аре-
навирусов нового, но не старого света [13].

известно, что атрибутом аренавирусных гемор-
рагических лихорадок является высокий уровень ви-
русемии. основной детерминантой вирулентности 
является способность вируса к репродукции. этот 
процесс в основном определяет функциональная 
активность белка L. установлено, что единственная 
аминокислотная замена в положении 1079 белка L 
определяет различия в скорости репродукции виру-
лентного (с113) и аттенуированного (ARM) штам-
мов вируса лхм [1].

замена аминокислот в позиции 260 (при на-
личии замены в позиции L1079) может привести к 
повышению скорости репродукции вируса лхм в 
клетках [13, 14].

белок Z аренавирусов в инфицированных клет-
ках взаимодействует с клеточным промиелоцитным 
лейкемическим белком, который при нормальных 
условиях локализуется в клеточном ядре. при арена-
вирусной инфекции происходит выход данного бел-
ка в цитоплазму, этот процесс ингибирует клеточный 
апоптоз [13].

белок Z также выполняет функции иммуносу-
прессора. белок Z патогенных для человека арена-
вирусов ингибируют рецепторы, индуцирующие 
образование интерферона [27]. процесс ингибиро-
вания осуществляется в результате взаимодействия 
N-концевой последовательности белка Z (31 амино-
кислотный остаток) и N-концевой последователь-
ности соответствующего рецептора, что затрудняет 
связывание последнего с митохондриальным сиг-
нальным белком. последний приводит к повыше-
нию уровня репродукции аренавирусов в макрофа-
гах. рассмотренный механизм является общим для 
патогенных для человека аренавирусов. 

таким образом, механизм репродукции арена-
вирусов старого и нового света в чувствительных 
клетках в общих чертах является одинаковым, одна-
ко следует обратить внимание на его отличительные 
особенности. так, при адсорбции вируса на клетку 
задействованы различные рецепторы (для аренави-
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русов старого света и аренавирусов нового света, 
относящихся к кладу с – α-дистрогликан, для аре-
навирусов нового света, относящихся к кладу в – 
трансфериновый рецептор 1). проникновение виру-
са в клетку в результате эндоцитоза для аренавирусов 
нового света является клатрин-зависимым, для аре-
навирусов старого света – клатрин-независимым. 
аренавирусы нового света соединяются как с ран-
ними, так и со зрелыми эндосомами, аренавирусы 
старого света с ранними эндосомами не соединя-
ются [23].

современные знания структурных компонен-
тов аренавирусов и некоторых клеточных факторов, 
влияющих на патогенез аренавирусных заболеваний, 
позволяет их использовать для разработки эффектив-
ных средств профилактики и лечения.

конфликт интересов. авторы подтверждают 
отсутствие конфликта финансовых/нефинансовых 
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холера остается одной из важнейших проблем 
для стран азии, африки и Южной америки, на тер-
ритории которых сформированы эндемичные очаги. 
регистрируемые на территории россии локальные 
вспышки и спорадические случаи холеры обуслов-
лены завозом этой инфекции из эндемичных регио-
нов [1, 7]. на протяжении последней седьмой пан-
демии возбудитель холеры претерпевал различные 
изменения фено- и генотипа. современный период 
текущей пандемии (с 1991 г. по настоящее время) 
характеризуется широким распространением на 
эндемичных по холере территориях генетически 
измененных штаммов (геновариантов) V. cholerae 

биовара эль тор, содержащих в геноме ряд генов 
возбудителя холеры классического биовара. так, 
во входящих в состав генома профага CTXφ генах 
ctxAB, кодирующих холерный токсин или ст (от 
cholera toxin), присутствует ген ctxB классического 
биовара (ctxB1). кроме того имеется ряд мутаций и 
в других генах, участвующих в продукции факторов 
патогенности. вследствие приобретения части гене-
тического материала от холерных вибрионов класси-
ческого биовара эти геноварианты являются более 
вирулентными по сравнению с типичными штамма-
ми [2, 10, 14]. известно также, что условия окружаю-
щей среды влияют на структуру генома возбудителя 
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цель работы. изучить влияние делеции профага CTXφ, несущего гены ctxAB, на изменение фенотипических 
свойств, связанных с патогенностью или формированием биопленки, у нетоксигенных мутантов. материалы 
и методы. в работе использовали клинические штаммы Vibrio cholerae биовара эль тор и их спонтанные не-
токсигенные мутанты, утратившие профаг CTXφ. применены микробиологические и биохимические методы, 
а также заражение модельных животных (крольчат) клетками исследуемых штаммов. результаты и выводы. 
представлены результаты сравнительного анализа фенотипических свойств изогенных токсигенных и нетокси-
генных штаммов Vibrio cholerae биовара эль тор, утративших профаг CTXφ, кодирующий холерный токсин. 
установлено, что делеция профага CTXφ приводит к одновременному изменению у спонтанных нетоксигенных 
мутантов нескольких фенотипических свойств, связанных с вирулентностью (колонизирующей способности, 
продукции растворимой гемагглютинин/протеазы, термолабильного гемолизина/цитолизина) и формированием 
биопленки (подвижности, биосинтеза экзополисахарида). высказано предположение, что причиной указанных 
фенотипических изменений мутантов могли быть изменения активности связанных между собой регуляторных 
генов, контролирующих вирулентность и процесс образования биопленки у возбудителя холеры.
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холеры, приводя нередко к делеции профага CTXφ, 
кодирующего ключевой фактор вирулентности воз-
будителя [3]. однако сведения о роли делеции про-
фага CTXφ в изменении экспрессии генов, опреде-
ляющих биосинтез других факторов патогенности, 
до сих пор весьма немногочисленны. 

цель работы – изучить влияние делеции про-
фага CTXφ, несущего гены ctxAB, на изменение фе-
нотипических свойств, связанных с патогенностью 
или формированием биопленки у нетоксигенных му-
тантных штаммов.

материалы и методы

в работе использовали клинические штаммы 
V. cholerae м888 и P18899 биовара эль тор, а так-
же их производные, обозначенные как м888ΔCTXφ 
и р18899ΔCTXφ, у которых был делетирован геном 
профага CTXφ. в качестве контрольных взяты штам-
мы классического биовара V. cholerae, дакка 35Tox+ 
и дакка 35Tox–. изученные штаммы хранились в 
государственной коллекции патогенных бактерий 
роснипчи «микроб» в лиофилизированном со-
стоянии. бактерии культивировали в бульоне и агаре 
Luria-Bertani (LB) при 37 °C.

продукцию растворимой гемагглютинин/про-
теазы или HA/P (от hemagglutinin/protease) оценива-
ли на плотной питательной среде, содержащей 10 % 
обезжиренного молока [5]. размер зоны протеолиза 
вокруг макроколонии через 48 ч свидетельствовал о 
степени выраженности протеолитической активно-
сти штаммов. 

для оценки подвижности изолированные коло-
нии исследуемых штаммов V. cholerae с помощью 
реплики наносили на 0,4 % LB-агар (рн 7,2). через 
18–24 ч учитывали зону распространения колонии (в 
мм) у изучаемых штаммов.

для оценки продукции термолабильного гемо-
лизина/цитолизина или VCC (от Vibrio cholerae cy-
tolysin) изолированные колонии исследуемых штам-
мов с помощью реплики наносили на чашки с LB-
агаром (pH 7,2) с добавлением 1 % взвеси эритроци-
тов барана. в течение 18–24 ч при температуре 37 °с 
учитывали зону лизиса эритроцитов (в мм) вокруг 
макроколонии исследуемых штаммов [15].

для выявления экзополисахаридов или VPS (от 
Vibrio polysaccharide) гелевую пластину, после про-
ведения электрофореза по методу U.Laemmli [9], 
окрашивали раствором, содержащим 20 % азотно-
кислого серебра, и проявляли в растворе с 0,05 % 
формалином [6].

оценка способности формировать биопленку 
проводилась по методу J.Nesper. et al. [11] путем 
выращивания штаммов в LB-бульоне в лунках 96-
луночной полистероловой панели. через 24 ч осто-
рожно удаляли бульон, сформированную биопленку 
фиксировали 2,5 % раствором глютарового альдеги-
да и окрашивали 0,4 % раствором кристалл виолета. 
после 3-кратного промывания лунок дистиллирован-

ной водой добавляли в них 300 мкл раствора, содер-
жащего в равных объемах этанол и ацетон, для рас-
творения окрашенной биопленки. количественным 
выражением степени образования биопленок в лун-
ках служили значения оптической плотности (оп), 
измеряемые на спектрофотометре.

определение колонизирующей способности 
штаммов проводили по методу N.Pierce еt al. [12]. 
для заражения животных использовали агаровую 
культуру. крольчатам массой 130–160 г внутрики-
шечно вводили взвесь вибрионов в концентрации 
107 и 105 кое в 0,2 мл 0,14 м раствора NaCl. затем 
через 48 ч у погибших или усыпленных хлорофор-
мом животных брали отрезки толстого и тонкого ки-
шечника длиной 3 см, которые, после трехкратного 
промывания в растворе NaCl, растирали в фарфоро-
вой ступке со стерильным кварцевым песком и 3 мл 
NaCl. из соответствующих разведений полученного 
гомогената по 0,1 мл взвеси высевали на LB-агар и 
через 18 ч подсчитывали число выросших колоний из 
взятых образцов кишечника. колонизирующую спо-
собность изучаемых штаммов определяли по числу 
клеток, находившихся на поверхности 1 см2 стенки 
тонкого и толстого кишечника крольчат-сосунков. 
работа с животными проводилась в соответствии с 
законодательством рФ, этическими нормами и нор-
мативными документами учреждения. 

все эксперименты проводили трехкратно. 

результаты и обсуждения

ранее нами в модельных экспериментах было 
показано возникновение спонтанных нетоксигенных 
мутантных штаммов из токсигенных штаммов при 
обитании последних в водной среде. полногеномное 
секвенирование двух произвольно выбранных му-
тантов из 10 полученных, один из которых был про-
изводным типичного штамма (м888), а второй – 
генетически измененного (р18899), показало, что 
их нетоксигенность обусловлена утратой профага 
CTXφ, несущего гены ctxAB [3]. для выяснения 
влияния делеции профага на изменение экспрессии 
других генов, связанных с биосинтезом дополни-
тельных факторов патогенности или выживанием в 
окружающей среде, проведен сравнительный анализ 
фенотипов двух пар изогенных штаммов – м888 и 
м888ΔCTXφ, р18899 и р18899ΔCTXφ. обнаружено, 
что потеря профага CTXφ сопровождалась измене-
нием морфологии колоний у нетоксигенных мутан-
тов. так, если исходные штаммы м888 и р18899 на 
плотной среде формировали мутные или O-колонии 
(от ораque), то для Tox– мутантов характерны про-
зрачные или T-колонии (от translucent) (рис. 1, а). 
поскольку изменение морфологии колоний мутан-
тов могло быть связано с отсутствием или пониже-
нием продукции внеклеточного VPS, мы сравнили 
продукцию у исследуемых штаммов. оказалось, что 
уровень биосинтеза VPS у мутантов с измененной 
морфологией был действительно несколько ниже 
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по сравнению с таковым у исходных штаммов. на 
рис. 2, а представлены результаты определения VPS 
у изогенной пары р18899 и р18899ΔCTXφ. так как 
VPS относится к основным компонентам биопленки, 
далее мы оценили способность мутантов формиро-
вать ее на абиотической поверхности в сравнении с 
исходными штаммами [16]. оказалось, что мутанты 
формировали биопленки, однако активность это-
го процесса у них снижена более чем в два раза по 
сравнению с токсигенными штаммами (рис. 2, б).

поскольку сниженная способность к формиро-
ванию биопленки у нетоксигенных штаммов могла 
быть связана не только с изменением продукции VPS, 

но и их подвижности [3], мы сравнивали изогенные 
штаммы по этому свойству. в результате установле-
но, что делеция профага CTXφ действительно приво-
дит к изменению подвижности. нетоксигенные му-
танты были заметно менее подвижны по сравнению 
с исходными токсигенными штаммами (рис. 1, б). 
таким образом обнаружено, что делеция профага с 
генами ctxAB приводит не только к утрате токсиген-
ности, но и к изменению фенотипических свойств, 
связанных с образованием биопленки (VPS и под-
вижности), способствующей сохранению холерных 
вибрионов в окружающей среде. 

особый интерес представлял вопрос о влия-
нии делеции профага на продукцию других факто-
ров патогенности. в этой связи в первую очередь мы 
определили продукцию нетоксигенными штаммами 
токсин-коррегулируемых пилей адгезии или TCP (от 
toxin-coregulated pili) − одного из ключевых факто-
ров вирулентности, за счет которого происходит ко-
лонизация вибрионами тонкого кишечника человека. 
основанием для проведения таких экспериментов 
явилась выявленная ранее связь между экспрессией 
генов ctxAB и tcpA, кодирующего основную субъе-
диницу пилей адгезии. показано, что повреждение 
гена tcpA приводит к резкому снижению продукции 
ст [4]. проведенный нами эксперимент по оценке 
колонизирующей способности нетоксигенных му-
тантов на модельных животных подтвердил наличие 
такой связи. оказалось, что способность нетоксиген-
ных мутантов к колонизации кишечника крольчат 
была значительно ниже таковой исходных штаммов. 
этот вывод основан на результатах внутрикишечного 
заражения животных клетками изогенных штаммов 
р18899 и р18899ΔCTXφ. так, количество клеток ис-
ходного штамма р18899, прикрепившихся за счет TCP 
к 1 см2 эпителия стенки тонкого кишечника крольчат 
(6,1·105 м.к./см2), значительно превышало таковые 
показатели (1,3·104 м.к./см2) для мутантного штамма. 
выраженное понижение (более чем в 40 раз) колони-
зирующей способности нетоксигенных мутантов ука-
зывает на роль делеции профага CTXφ в экспрессии 
второго ключевого фактора вирулентности. 

кроме продукции TCP у нетоксигенных мутан-
тов определен уровень биосинтеза двух дополни-
тельных факторов патогенности: HA/P и VCC [4, 13]. 
в результате установлено, что у мутантных штаммов 
уровень продукции HA/P был значительно ниже, чем 
у исходных штаммов (рис. 1, в). другая картина на-
блюдалась при сравнительной оценке уровня про-
дукции VCC. обнаружено, что у нетоксигенных му-
тантов продукция VCC резко повысилась. уровень 
биосинтеза этого порообразующего токсина у му-
тантов стал существенно выше по сравнению с ис-
ходными штаммами (рис. 1, г). 

таким образом, при фенотипическом анализе 
изогенных штаммов впервые установлено, что деле-
ция профага CTXφ из хромосомы природных типич-
ных и генетически измененных штаммов возбудите-
ля холеры эль тор приводит не только к утрате их 

рис. 1 Фенотипические свойства изогенных токсигенных штам-
мов м888 и P18899 и их нетоксигенных делеционных мутантов 
м888ΔCTXφ и р18899ΔCTXφ: 
а – морфология колоний; б – подвижность; в – продукция растворимой 
гемагглютинин/протеазы; г – продукция термолабильного гемолизина/
цитолизина

рис. 2 продукция экзополисахарида (а) и активность формиро-
вания биопленки (б) у исходного токсигенного (P18899) и не-
токсигенного мутантного штамма (р18899ΔCTXφ) утратившего 
профаг CTXφ:
а) 1, 2 – V. cholerae дакка 35Tox+ и дакка 35Tox– классического биова-
ра, взятые соответственно в качестве отрицательного и положительного 
контролей; 3 − V. сholerae P18899 – токсигенный штамм биовара эль тор; 
4 – нетоксигенный мутантный штамм V. cholerae р18899ΔCTXφ биовара 
эль тор. б) 1 – исходный токсигенный штамм P18899; 2 – нетоксигенный 
мутантный штамм р18899ΔCTXφ, утративший профаг CTXφ
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токсигенных свойств. важным следствием этого со-
бытия является одновременное изменение несколь-
ких других фенотипических свойств, связанных как 
с вирулентностью (биосинтез TCP, HA/P, VCC), так 
и с образованием биопленки (VPS и подвижность). 
проведенный ранее анализ полных геномов сравни-
ваемых штаммов показал отсутствие различий меж-
ду ними относительно структуры их генов, опреде-
ляющих изученные свойства [3]. именно этот факт 
позволяет говорить о том, что обнаруженные у му-
тантов фенотипические особенности, возможно, свя-
заны с изменением активности регуляторных генов, 
прямо или опосредованно контролирующих как па-
тогенность, так и процесс формирования биопленки 
у холерных вибрионов. для полного понимания роли 
профага CTXφ в контроле активности регуляторных 
генов необходимы дополнительные исследования. 
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применяемая для специфической профилакти-
ки чумы в россии живая вакцина (жчв), представ-
ляющая собой лиофилизированную живую культуру 
вакцинного штамма чумного микроба Yersinia pestis 
EV линии нииэг, вызывает развитие иммунитета 
у вакцинированных длительностью до 1 года [2]. 
одним из способов воздействия на механизмы про-

лонгации напряженного иммунитета при чуме явля-
ется использование иммуномодуляторов. 

препарат азоксимера бромид (полиоксидоний), 
относящийся к высокомолекулярным химически 
чистым иммуномодуляторам, получаемый с по-
мощью направленного химического синтеза, пред-
ставляет собой N-оксидированное производное по-
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МорфофунКциональная хараКтериСтиКа иММуноКоМПетентных органов  
Мышей линии BALB/C При иММунизации ваКцинныМ штаММоМ  

Yersinia pestis EV нииЭг на фоне иММуноМодуляции
ФКУЗ «Российский научно-исследовательский противочумный институт «Микроб», Саратов, Российская Федерация

цель работы. определение характера и динамики морфофункциональных изменений в органах 
периферической иммунной системы мышей линии BALB/с при иммунизации вакцинным штаммом 
Yersinia pestis EV нииэг на фоне иммуномодуляции. материалы и методы. с помощью комплекса 
гистологических, гистохимических, иммуногистохимических методов, с применением морфометриче-
ского анализа охарактеризована направленность иммунологических процессов в периферических лим-
фоидных органах мышей линии BALB/c. результаты и выводы. установлено стимулирующее влия-
ние полиоксидония в схеме сочетанного применения с Y. pestis EV линии нииэг на процессы проли-
ферации клеток в т-зонах лимфоидных органов, на активацию в них субпопуляции т- и в-лимфоцитов 
по увеличению доли специфически окрашенных маркером CD25 клеток и ядер лимфоцитов с большим 
содержанием аргирофильных гранул, косвенно характеризующих функциональное состояние ядерного 
аппарата в них, а также на интенсификацию реакции клеток нейроэндокринного окружения лимфоид-
ных структур. по результатам комплексного морфологического анализа детализированы особенности 
морфофункциональных изменений в иммунокомпетентных органах биомодели, свидетельствующие о 
перспективности применения полиоксидония с целью повышения эффективности противочумной вак-
цинации.

Ключевые слова: чумная вакцина, иммуномодулятор, органы иммуногенеза. 
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Morphological-Functional Characteristics of Immune Competent Organs of BALB/c Mice 
in Case of Vaccination with Yersinia pestis nIIeG strain against the Background  
of Immune Modulation
Russian Research Anti-Plague Institute “Microbe”, Saratov, Russian Federation

Objective of the study is to specify the character and dynamics of morpho-functional changes in the organs of peripheral immune 
system of BALB/c mice in case of immunization with vaccine Yersinia pestis EV NIIEG strain against the background of immune 
modulation. Materials and methods. Applying a combination of histological, histo-chemical, immune histo-chemical methods, and 
morphometric analysis, defined has been the targeting of immunological processes in peripheral lymphoid organs of BALB/c mice. 
Results and conclusions. Revealed has been stimulating effect of polyoxidonium in concomitant use of Yersinia pestis EV NIIEG, 
on the processes of cell proliferation in T-zones of lymphoid organs, on activation of T- and B-lymphocyte sub-population in them 
by reference to the increment in the amount of specifically stained with CD25 marker cells and nuclei of lymphocytes with high ar-
gyrophil granule content, indirectly characterizing the functional state of nuclei apparatus, as well as on response intensification of 
neuroendocrine environment of lymphoid structures. Based on the results of complex morphological analysis, specified have been the 
peculiarities of morphofunctional changes in immune competent organs of biomodels, being indicative of polyoxidonium potential to 
increase the effectiveness of vaccination against plague. 
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лиэтиленпиперазина с молекулярной массой около 
100 кда [13]. полиоксидоний характеризуется широ-
ким фармакалогическим воздействием на организм, 
но главным образом изучен его иммуномодулирую-
щий эффект [7]. известно, что в условиях макроорга-
низма этот препарат не только активирует клеточный 
и гуморальный иммунитет посредством запуска ка-
скада многогранных реакций клеток моноцитарно-
макрофагальной системы, но и оказывает воздей-
ствие на нейроэндокринную систему [8]. 

возможность применения иммуномодулирую-
щих препаратов в схемах противочумной вакцина-
ции [3, 9, 10] диктует необходимость комплексного 
морфофункционального контроля состояния орга-
нов иммуногенеза при сочетанном использовании 
жчв и иммуномодулятора. 

цель данной работы – определить характер и 
динамику морфофункциональных изменений в ор-
ганах периферической иммунной системы мышей 
линии BALB/с при иммунизации вакцинным штам-
мом Yersinia pestis EV нииэг на фоне иммуномо-
дуляции.

материалы и методы

противочумный вакцинный процесс модели-
ровали на мышах линии BALB/c массой 18–20 г 
(60 особей) путем подкожного введения 2,5·104 м.к. 
вакцинного штамма Y. pestis EV линиии нииэг в 
соответствии с приложением 7 методических ука-
заний [5]. содержание и уход за животными вы-
полняли в соответствии с «правилами проведения 
работ с использованием экспериментальных живот-
ных». мышам 1-й группы за час до иммунизации 
вакцинным штаммом Y. pestis EV подкожно в дозе  
0,2 мг/кг вводили полиоксидоний (по), животным 
2-й группы аналогичным образом была введена толь-
ко культура вакцинного штамма Y. pestis EV. в каче-
стве контрольных были взяты интактные мыши, ко-
торым подкожно иннокулировали физиологический 
раствор (к1) или по (к2). животных выводили из 
эксперимента на 1, 3, 7, 14 и 21-е сутки с помощью 
хлороформа. периферические лимфоидные органы 
(селезенка, регионарные (рлу) к месту введения и 
отдаленные (олу) лимфатические узлы) фиксирова-
ли в 10 % водном нейтральном растворе формалина, 
дальнейшую обработку гистологического материала 
проводили по стандартной схеме [4]. готовые полу-
тонкие парафиновые срезы для обзорной микроско-
пии окрашивали гематоксилином и эозином. 

уровень пролиферативной активности т- и в-зон 
характеризовали полуколичественным методом по 
3-балльной шкале (от 0 до 3): 0 баллов – отсутствие 
активности; 1 балл – слабовыраженная активность; 
2 балла – умеренно выраженная активность; 3 бал-
ла – резко выраженная активность. применительно к 
фолликулам лимфатических узлов, представляющих 
собой в-зоны, к высокоактивным (3 балла) относили 
структуры с так называемыми светлыми центрами, 

богатыми бластными формами клеток, с наличи-
ем митозов, с макрофагами, содержащими осколки 
ядер. на среднюю степень активности фолликулов 
(2 балла) указывали: увеличение в светлых центрах 
числа эпителиоидных клеток, четкий перифериче-
ский ободок из малых лимфоцитов вокруг центров. 
в фолликулах со слабой активностью (1 балл) свет-
лые центры содержали мало клеток («запустевшие») 
и были окружены широкой мантийной зоной из ма-
лых лимфоцитов. Фолликулы без светлых центров 
считали не активными (0 баллов). при оценке актив-
ности в-зон мозговых тяжей, а также т-зон (пара-
кортикальных) учитывали отсутствие (0 баллов) или 
наличие гиперплазии клеток в них и характер их со-
става. преобладание бластных форм – 3 балла; сме-
шанный состав (бласты и неактивированные лимфо-
циты, либо зрелые плазматические клетки) – 2 бал-
ла; преобладание неактивированных клеток с малым 
числом бластных элементов – 1 балл. аналогичный 
подход применяли и для оценки активности т- и 
в-зон в селезенке. 

морфометрический анализ структур лимфоид-
ных органов (т- и в-зон) выполняли с использовани-
ем аппаратно-программного комплекса мекос-ц с 
помощью программы «денситоморфометрия» (вер-
сия 2.1.0.0.). 

клетки нейроэндокринной (APUD-системы) 
в лимфоидных органах выявляли методом импрег-
нации срезов серебром по гримелиусу с помощью 
готового набора реагентов фирмы BioVitrum и им-
муногистохимическим (игх) методом с использова-
нием моноклональных мышиных антител (мкат) к 
хромогранину а(Chromogranin A Ab-2 clone PHE5) – 
маркеру нейроэндокринных клеток (фирмы Thermo 
Scientific, сШа). подсчет аргирофильных элементов 
осуществляли в 10 полях зрения правильно ориенти-
рованных срезов лимфоидных органов при увеличе-
нии в 400 раз. 

для оценки нуклеолярного аппарата лимфоци-
тов применяли метод импрегнации азотно-кислым 
серебром по W.м.Howell, D.а.Black [15] с помо-
щью готового набора реагентов «AgNOR» фирмы 
BioVitrum. для оценки функционального состояния 
ядерного аппарата лимфоцитов в каждом случае при-
меняли световой микроскоп OLYMPUS CX 41 при 
увеличении в 1000 раз и программу VideoZavr 1.5, 
подсчитывая содержание гранул серебра в ядрыш-
ках 300 ядер клеток, определяя среднее содержание 
AgNOR-позитивных структур на 1 ядро, процентное 
содержание AgNOR-позитивных гранул (1, 2, 3 и бо-
лее) на 1 ядро.

активацию клеток субпопуляции т- и в-лимфо-
цитов оценивали с применением поверхностных ан-
тигенных маркеров (дифференцировочных антиге-
нов, CD), используя мкат к CD25 (Thermo Scientific, 
сШа), выполняли двухшаговый протокол с тепловой 
демаскировкой антигена по стандартной схеме про-
ведения игх реакции [6] с применением готового 
набора реагентов (EnVision Flex, Dako), ядра докра-
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шивали раствором гематоксилина. определяли долю 
окрашенных клеток среди 300 посчитанных элемен-
тов при увеличении в 400 раз и проводили полуколи-
чественный учет окрашенных клеток, ориентируясь 
на интенсивность окраски: 0 – нет окрашивания; 1 – 
слабое окрашивание; 2 – умеренное окрашивание; 
3 – сильное окрашивание.

статистическую обработку результатов произ-
водили с помощью стандартного пакета компьютер-
ных программ «Excel» и «Statistica» 7.0.

результаты и обсуждение

до 3 сут в лимфоидных органах иммунизиро-
ванных животных опытных групп регистрировали 
незначительные признаки острого серозного адени-
та и спленита, начиная с 7-х суток, отмечали разви-
тие, в различной степени выраженности, гиперпла-
стических процессов. так, в рлу на 14-е сутки у мы-
шей 1-й группы активность т-зон достигала 1–2, а 
в-зон – 3 баллов, а во 2-й группе средняя активность 
т- и в-зон находилась в пределах 2 баллов, преиму-
щественно за счет активации т-зон. в этот срок в 
селезенке при нарастании активности в среднем до 
2–3 баллов у мышей из опытных групп в большей 
степени отмечали активацию т-зон у животных 2-й 
группы. к 21-м суткам картина несколько менялась, 
и на фоне относительной активации в опытных груп-
пах т- и в-зон до 3 баллов регистрировали в боль-
шей степени активацию т-зон у мышей из 1-й груп-
пы (рис. 1). менялось и соотношение площадей, за-
нимаемых т- и в-зонами в различные сроки. если в 
селезенке мышей 1-й группы на 3-и сутки соотноше-
ние т- и в-зоны составляло 3:1, а во 2-й группе – 8:1, 
то на 21-е сутки в 1-й группе сохранялась тенденция 
увеличения соотношения зон в пользу тимусзависи-
мых областей (4:1), а во 2-й группе этот показатель 
резко менялся в пользу в-зоны и составлял 1:22.

в рлу, где явления аденита в ранние сроки после 
иммунизации были более выражены, наблюдали от-
носительное увеличение площади фолликулов во 2-й 
группе по сравнению с 1-й до 14 сут, а к 21-м суткам 
этот показатель был выше у мышей из 1-й группы и 

составлял (70057,77±32651,44) мкм2, во 2-й группе – 
(63500,12±23574,120) мкм2. в селезенке наблюдали 
обратную реакцию, так средняя площадь фоллику-
лярной ткани в органе животных 2-й группы на 3-и 
и 14-е сутки была соответственно в 1,4 и 4,7 раза 
больше, чем в группе интактного контроля (к1), но к 
21-м суткам площадь фолликулов в большей степени 
превалировала у мышей из 1-й группы и составляла 
(83816,12±4966,30) мкм2 и (73967±18911,68) мкм2 
соответственно.

интенсивность активации клеток субпопуля-
ции т- и в-лимфоцитов в лимфоидных органах по 
результатам игх исследования с маркером CD25 ха-
рактеризовало планомерное увеличение доли поло-
жительно окрашенных клеток в период 14-х по 21-е 
сутки (рис. 2, а). в рлу мышей 1-й группы отмечали 
увеличение количества положительно окрашенных 
клеток от 18 до 42 % на фоне средней интенсивно-
сти реакции в 2–3 балла, во 2-й группе этот пока-
затель достигал 18 и 32 % соответственно. на 14-е 
сутки положительно окрашенные клетки наблюдали 
преимущественно в воротном синусе лимфатиче-
ского узла, но встречались и единичные элементы в 
области фолликулов. к 21-м суткам накопление по-

рис. 1. селезенка. иммунизация Y. pestis EV нииэг в сочетании 
с полиоксидонием, 7-е сутки наблюдения. пролиферативные 
процессы. окр. гематоксилин-эозином. микроскоп OLYMPUS 
CX 41. об. 4. ок. 10

рис. 2. рлу. иммунизация Y. pestis EV 
нииэг в сочетании с полиоксидонием, 3-и 
сутки наблюдения:
А – CD25-позитивные клетки в синусе узла. 
игх. микроскоп OLYMPUS CX 41. об. 40. 
ок. 10. Б – аргирофильные гранулы в лим-
фоцитах. импрегнация срезов серебром по 
методу Howell W.M., Black D.A. микроскоп 
OLYMPUS CX 41. об. 90. ок. 10 
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ложительно окрашенных клеток регистрировали в 
паракортикальной зоне (пкз) узла. в селезенке со-
хранялась отмеченная тенденция накопления CD25-
положительных клеток чаще в т-зонах. при общей 
интенсивности реакции в органе в 2 балла на 14-е 
сутки регистрировали до 24 % положительно окра-
шенных клеток в 1-й группе и до 18 % – во 2-й. на 
21-е сутки этот показатель соответственно составлял 
54 и 48 % клеток.

при иммунологической перестройке у вакци-
нированных животных в лимфоидных органах на-
блюдали не только специфические изменения, ха-
рактерные для иммунного ответа, но регистрирова-
ли признаки активации клеток нейроэндокринной 
системы (APUD-системы). в период с 3-х по 21-е 
сутки отмечали планомерное увеличение количества 
аргирофильных клеток в опытных группах по отно-
шению к к1 (таблица). в группе к2 регистрировали 
относительное повышение количества аргирофиль-
ных клеток до 3 сут, затем их число приближалось 
к контрольным значениям, а в некоторых случаях 
было даже ниже. отмечали более выраженное уве-
личение количества аргирофильных клеток в лимфо-
идных органах у мышей 1-й группы. на 21-е сутки 
количество аргирофильных элементов в рлу мышей 
1-й группы было в 1,3 выше, чем во 2-й. в олу эта 
тенденция сохранялась. в селезенке количество ар-
гирофильных клеток в 1-й группе было в 1,5 раза 
выше аналогичного показателя во 2-й. во всех груп-
пах по результатам игх исследований отмечали 
увеличение количества хромогранин а-позитивных 
клеток до 7 сут, но к 21-м суткам число хромогранин 
а-позитивных элементов значительно снижалось в 
опытных группах.

наблюдали в рлу относительное увеличение 
среднего показателя количества AgNOR-позитивных 
ядрышек в ядрах лимфоцитов животных (рис. 2, б) 
опытных групп до 2,27±1,1 (1-я группа) и 2,14±0,92 

(2-я группа), что в среднем в 1,4 раза было выше, чем 
у интактных животных (к1). менялось и соотноше-
ние лимфоцитов с различным количеством AgNOR-
позитивных ядрышек в пользу увеличения доли кле-
ток с тремя и более гранулами до 26 % клеток в 1-й 
группе и 23 % во 2-й (в к1– 9 %). 

в селезенке на 21-е сутки количество AgNOR-
позитивных ядрышек в ядрах в среднем увеличива-
лось в 1,3 раза (1,97±0,32 в 1-й группе и 1,81±0,64 во 
2-й) по сравнению с к1 (1,53±0,13). доля лимфоци-
тов с тремя и более гранулами составляла 29 % в 1-й 
группе и 16 % во 2-й (в к1 – 6 %).

ранее полиоксидоний успешно применяли для 
повышения иммуногенности и протективной ак-
тивности жчв в экспериментальных условиях [3, 
9, 10], но в этих работах не затрагивали вопросы 
морфофункциональной трансформации в лимфоид-
ных органах биомоделей в процессе иммуногенеза. 
установленные особенности морфофункциональных 
изменений в периферических органах иммунитета 
мышей, иммунизированных против чумы в сочета-
нии с полиоксидонием, позволяют сделать вывод о 
направленной активации т-клеточного звена имму-
нитета. 

иммунная система в силу уникальности своих 
функций, реагируя на иммунизацию формировани-
ем реакций специфического иммунного ответа, еще 
и вовлекает в этот процесс, посредством нейроим-
муноэндокринной взаимосвязи, другие системы 
организма [12]. особое место в реализации способ-
ности полиоксидония влиять на иммунный ответ, по-
мимо основных мишеней – клеток макрофагально-
моноцитарной системы, воздействующих на иммун-
ную систему через ил-1, ил-6, Фно, интерферон-α, 
отведено биогенным аминам [11]. как следует из на-
ших исследований, отмеченная реакция нейроэндо-
кринных клеток в лимфоидных органах животных, 
иммунизированных на фоне иммуномодуляции, в 

реакция нейроэндокринных клеток в лимфоидных органах мышей, иммунизированных Y. pestis EV нииЭГ  
в сочетании с полиоксидонием

группа орган
срок наблюдения, сут

3 7 14 21

1-я рлу 4,1±0,94 5,9±0,82* 9,2±1,4* 10,8±0,62*

олу 5,1±1,45* 3,1±1,14 7,4±1,74* 8,1±1,16*

селезенка 4,5±1,36 6,8±1,25* 14,1±2,26* 15,8±2,44*

2-я рлу 2,9±0,84 4,75±054 7,9±0,63* 8,2±1,2*

олу 2,8±0,96 6,5±0,98* 6,9±1,1* 7,2±1,4*

селезенка 8,4±2,26* 9,7±1,14* 6,3±1,56 10,5±2,93*

к1 рлу 2,9±1,85 2,78±0,62 2,91±0,84 2,8±0,18

олу 2,3±0,64 2,4±0,72 2,2±0,32 2,4±0,84

селезенка 2,8±0,65 2,9±0,64 2,8±0,96 2,7±0,32

к2 рлу 3,9±0,94 1,5±0,81 3,2±0,96 2,7±0,64

олу 4,6±0,92* 1,3±0,64 2,8±0,81 2,8±0,81

селезенка 4,9±0,94 5,2±1,4* 3,1±0,67 2,4±0,32

*достоверное отличие от показателя в группе к1 (p<0,05). 
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виде увеличения количества клеток APUD-системы 
и повышения экспрессии в них хромогранина а про-
исходила в соответствии с эффекторной ролью ре-
гуляторных свойств, синтезируемых этими клетками 
биологически активных веществ [1, 14]. 

результаты нашего исследования согласуются с 
данными авторов [3, 9], доказавших, что полиоксидо-
ний усиливает эффекторную фазу иммунного ответа.

своеобразным маркером пролиферативной ак-
тивности лимфоидных органов на молекулярном 
уровне может быть оценка процессов репликации в 
ядре. выявляемые методом серебрения в виде черных 
точек (гранул) аргирофильные кислые негистоновые 
белки ядрышка (с23, в23, UBF и рнк-полимераза I), 
ответственные за активизацию и контроль транскрип-
ции рибосомных генов, характеризующие состояние 
активно работающих в них рнк-полимераз-1, позво-
лили косвенно охарактеризовать процесс активации 
клеток в лимфоидных органах животных, иммунизи-
рованных на фоне иммуномодуляции. 

примененный комплекс морфологических ме-
тодов для оценки состояния органов иммуногенеза 
при моделировании противочумного вакцинного 
процесса на фоне иммуномодуляции, безусловно, 
позволил детализировать направленность иммуно-
морфологических изменений у биомоделей.

таким образом, применение полиоксидония при 
моделировании противочумного иммунного ответа 
свидетельствует о перспективности его использо-
вания с целью повышения эффективности вакцина-
ции, а комплексный подход, включающий различные 
морфологические методы, повышает информатив-
ность этой оценки.
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согласно современной классификации род 
Francisella представлен видами Francisella tularen-
sis, Francisella philomiragia, Francisella hispaniensis, 
Francisella halioticida и Francisella noatunensis (или 
pascida) [5, 9, 11]. на основании различий в геогра-
фическом распространении, вирулентности, биохи-

мических свойствах бактерии вида F. tularensis под-
разделяются на четыре подвида: subsp. holarctica, 
subsp. tularensis (син. nearctica), subsp. mediaasiatica 
и subsp. novicida [4, 5, 11]. F. tularensis subsp. novicida, 
ранее рассматриваемый как представитель отдель-
ного вида, был причислен к подвидам F. tularensis 
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е.м.кузнецова, о.а.Волох, н.Г.авдеева, Ю.и.самохвалова

хараКтериСтиКа ПротеКтивного антигенного КоМПлеКСа  
из Francisella tularensis SUBSP. noVicida

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

F. tularensis subsp. novicida, ранее рассматриваемый как представитель отдельного вида, был причислен к 
разновидностям F. tularensis относительно недавно на основании сравнительного анализа 16S-рибосомальной 
рнк франциселл. подвид subsp. novicida может вызывать заболевания у людей только со сниженным иммунным 
статусом и обладает сниженной вирулентностью для кроликов. несмотря на это, установлена высокая степень 
гомологии нуклеотидной последовательности внутривидовых таксонов F. tularensis. цель исследования: вы-
деление протективного поверхностного антигенного комплекса из клеток F. tularensis subsp. novicida Utah 112 
(ATTC 15 482) и изучение его свойств. материалы и методы. концентрацию белков, углеводов, липидов в анти-
генном препарате определяли общепринятыми колориметрическими методами, SDS-PAGE проводили по методу 
U.Laemmli, а иммуноблоттинг – по методу H.Towbin. для очистки препарата и определения его молекулярной 
массы применяли колоночную хроматографию, для определения иммунохимической активности – иммунофер-
ментный анализ. иммуногенность полученного препарата изучали на беспородных белых мышах, рассчитывая 
LD50 и ED50 по методу кербера. результаты и выводы. в результате нашей работы был проведен сравнительный 
анализ физико-химических, антигенных и биохимических особенностей протективного антигенного комплекса 
из клеток F. tularensis Utah 112 по сравнению с аналогичным антигенным комплексом из вакцинного штамма 
F. tularensis 15 нииэг. препарат испытан на протективность при заражении иммунизированных белых мышей 
вирулентным штаммом F. tularensis 503/840. показаны отличия полученного препарата по структуре и составу 
от аналогичного антигена из вакцинного штамма-продуцента, а также снижение его иммунохимической и про-
тективной активностей.

Ключевые слова: Francisella tularensis, подвиды возбудителя туляремии, антигены, иммуногенность, протек-
тивность.
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Characteristics of the Protective Antigen Complex Obtained from Francisella tularensis  
ssp. novicida
Russian Research Anti-Plague Institute “Microbe”, Saratov, Russian Federation

F. tularensis ssp. novicida, considered earlier as a representative of a separate species, has been recently classed among F. tula-
rensis variety, based on the results of comparative analysis of 16S-ribosomal RNA. Subspecies novicida can cause disease only in 
immunocompromised humans and is low virulent for rabbits. Despite this, high rate of homology of the nucleotide sequence of F. tu-
larensis intraspecific taxon is established. Objective of the study is to obtain protective surface antigen complex from F. tularensis 
ssp. novicida Utah 112 (ATTC 15 482) cells and investigate its properties. Materials and methods. Protein, carbohydrate, and lipid 
content of the antigen preparation was measured using conventional colorimetric methods, SDS-PAGE was conducted according to 
U.Laemmli, and immunoblotting – to H.Towbin. For purification and molecular mass determination column chromatography was 
applied. Immune-chromatographic activity was analyzed by immune-enzyme assay. Immunogenicity of the produced preparation 
was tested on scrub white mice, with LD50 and ED50 calculated according to Karber’s method. Results and conclusions. Carried 
out has been comparative analysis of physical-chemical, antigenic and bio-chemical peculiarities of the protective antigen complex 
obtained from F. tularensis Utah 112 cells and equivalent antigen complex obtained from the vaccine strain – F. tularensis 15 NIIEG. 
Protectivity of the preparation has been tested through inoculation of the immunized white mice with virulent F. tularensis 503/840 
strain. Demonstrated have been distinctive features of the new preparation, by structure and composition, as compared to similar anti-
gen from the vaccine producer strain, as well as the slowdown of its immunochemical and protective activities.
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относительно недавно на основании результатов 
сравнительного анализа 16S-рибосомальной рнк 
франциселл [11]. на сегодняшний день отнесение 
F. novicida к подвиду F. tularensis subsp. novicida все 
еще остается предметом споров и обсуждений [12].

согласно литературным данным, в отличие от 
высоковирулентных подвидов F. tularensis subsp. hol-
arctica и tularensis, subsp. novicida может вызывать за-
болевания у людей только со сниженным иммунным 
статусом и обладает сниженной вирулентностью для 
кроликов (LD50>106 м.к.) [7, 12]. несмотря на это, уста-
новлена высокая степень гомологии нуклеотидной 
последовательности (~97 %) внутривидовых таксонов 
F. tularensis [12]. по структуре лпс F. tularensis subsp. 
novicida отличается от лпс представителей других 
подвидов по составу двух сахаров в о-антигене, при-
сутствием в коре дополнительной α-глюкозы, а в ли-
пиде а наличием галактозамина [10]. 

низкая вирулентность и инфекционность туля-
ремийного микроба подвида новицида, его высокая 
генетическая идентичность с высоковирулентными 
штаммами F. tularensis, способность вызывать за-
болевание у лабораторных животных указывают на 
возможность его использования в качестве штамма-
продуцента при получении иммунологически актив-
ных поверхностых антигенов туляремийного микроба 
и их комплексов. в связи с этим, целью данной рабо-
ты явилось выделение протективного поверхностного 
антигенного комплекса (пак) из штамма F. tularensis 
subsp. novicida Utah112 и изучение его свойств в срав-
нении с препаратом пак из вакцинного штамма F. tu-
larensis subsp. holarctica 15 нииэг (пак-15).

материалы и методы

в работе использовали типовой штамм F. tula-
rensis subsp. novicida Utah112 (ATTC 15 482), полу-
ченный из государственной коллекциии патогенных 
бактерий Фкуз роснипчи «микроб». препарат 
пак получали из биомассы 48-часовой агаровой 
культуры, инактивированной фенолом по методике, 
отработанной для вакцинного штамма F. tularensis 
subsp. holarctica 15 нииэг [2]. 

анализ химического состава антигенных пре-
паратов проводили колориметрическими методами: 
концентрацию белка определяли по лоури при длине 
волны 750 нм [13] с применением набора реактивов 
«Bio-Rad DC Protein Assay» (сШа). углеводы реги-
стрировали по реакции с тимоловым реактивом при 
длине волны 509 нм. количество липидов определяли 
бихроматным методом при длине волны 650 нм [8]. 

колоночную хроматографию проводили на 
хроматографе низкого давления Biologic LP фирмы 
«Bio-RAD» (сШа). колонку (120×1 см, носитель 
Sephacryl S-300) предварительно калибровали с ис-
пользованием набора маркеров молекулярного веса 
от 29 до 669 кда («Sigma», сШа). в качестве элюи-
рующего буфера использовали 10 мм Na-фосфатный 
буферный раствор, рн 7,0. на колонку наносили 

0,5 мл образца в концентрации 10 мг/мл по сухому 
весу, скорость элюции составила 0,4 мл/мин.

вертикальный электрофорез в полиакрила-
мидном геле в присутствии додецилсульфата на-
трия (SDS-PAGE) проводили по методу Laemmli в 
трис-глициновом буфере (рн 8,3) на приборе «Mini-
Protean II» фирмы «Bio-Rad» (сШа), используя 
12,5 % разделяющий и 4 % концентрирующий гели. 
нагрузка на гелевую дорожку составляла 20–40 мкг 
антигена по сухому весу. для обнаружения белков 
в SDS-PAGE использовали окраску кумасси синим 
R-250 (диаэм, германия), для выявления полисаха-
ридов гели окрашивали азотнокислым серебром с 
помощью набора реактивов фирмы «Bio-Rad Silver 
Stain» (сШа). определение молекулярной массы 
фракций протеинов проводили по калибровочному 
графику зависимости логарифмов молекулярной 
массы от величины относительного пробега [6] с на-
бором калибровочных белков фирмы «Fermentas» 
(сШа). электрофоретический перенос белковых 
фракций из полисахаридного геля на нитроцеллю-
лозную мембрану проводили по методу Towbin в 
трис-глициновом буфере (рн 8,3) на приборе «Mini 
Trans-Blot» фирмы «Bio-Rad» (сШа). при поста-
новке иммуноблоттинга в качестве специфических 
антител использовали экспериментальные поли-
клональные кроличьи антитела к пак в разведении 
1:100, а в качестве конъюгата – антикроличьи анти-
тела, меченные пероксидазой (производства иэм 
им. н.Ф.гамалеи рамн).

для определения иммунохимической активно-
сти препарата протективного антигенного комплекса 
применяли иммуноферментный анализ (иФа) и дот-
иммуноанализ (диа) с экспериментальными поли-
клональными антителами к пак туляремийного ми-
кроба в разведении 1/1000 и 1/100 соответственно.

иммуногенность полученных препаратов оцени-
вали на модели беспородных белых мышей (19±1 г). 
среднюю заражающую дозу (LD50) вирулентного 
штамма F. tularensis subsp. holarctica 503/840 и сред-
нюю иммунизирующую дозу (ED50) антигенных 
препаратов рассчитывали по методу кербера. работу 
с животными проводили по стандартным методи-
кам [7]. статистическую обработку данных прово-
дили по критерию стьюдента, доверительный ин-
тервал устанавливали при вероятности 95 %. 

результаты и обсуждение

ранее нами показано, что пак-15 представля-
ет собой антиген сложной химической природы, в 
состав которого входят белки, липиды и углеводы 
в соотношении 3:1:1 [3]. при получении препарата 
пак из штамма F. tularensis subsp. novicida Utah112 
отмечено снижение изоточки его выделения с 4,3 
до 3,8. биохимический анализ препарата пак из 
F. tularensis subsp. novicida Utah112 (пак-Utah) по-
казал, что по составу он отличается от пак-15. в 
частности, отмечено преобладание углеводной части 
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на (70±3) % и снижение иммунохимической актив-
ности в иФа и диа в 5 раз (таблица). учитывая 
полученные данные, можно отметить, что иммуно-
химическая активность препаратов пак связана с 
содержанием в них белка. коэффициент корреляции 
пирсона равен единице [1].

электрофоретический белковый профиль пак-
Utah отличался от пак-15 наличием субъединиц с 
молекулярной массой более 110 кда (не активных в 
иммуноблоттинге) и отсутствием иммунореактив-
ных белков в диапазоне от 50 до 90 кда. окраска 
электрофореграммы азотнокислым серебром показа-
ла наличие в препаратах пак-Utah и пак-15 компо-
нентов липополисахаридной природы, представлен-
ных липидом а и боковыми цепями (рис. 1). 

установлено, что пак-15 хроматографически 
гомогенен, представлен одним мажорным пиком с 
молекулярной массой около 280 кда. профиль пре-
парата пак-Utah имел два пика с молекулярными 
массами около 280 и 160 кда, что свидетельствует о 
двухкомпонентном составе препарата из F. tularensis 
subsp. novicida (рис. 2). 

все полученные после гель-хроматографии пики 
препаратов пак-15 и пак-Utah проанализированы 
в диа и иммуноблоттинге. для препарата пак-15 
установлено наличие всех иммунодоминантных бел-
ков в основном пике. активность в диа коррелиро-
вала с концентрацией белка и составляла в среднем 
1/1000 для мажорного пика и 1/10 для минорного. 

тогда как для пак-Utah состав пиков отличался: в 
первом были белки более 43 кда, а во втором – менее 
23 кда. несмотря на это активность в диа в обоих 
случаях равна 1/100.

изучение протективных свойств препарата пак 
из подвида новицида проводили на модели белых мы-
шей, которых иммунизировали однократно подкожно 
с последующим заражением вирулентным штаммом 
F. tularensis subsp. holarctica 503/840 на 21-е сутки в 
дозе 100 м.к. (LD50 1 м.к.). отмечено, что выживае-
мость животных при иммунизации препаратом пак-
Utah была в 2,5 раза ниже по сравнению с препаратом 
пак-15 и составила в среднем 37,5 %. средняя им-
мунизирующая доза препарата пак-Utah составила 
125,9 (66,7÷269,4) мкг, тогда как для пак-15 ED50 = 
3,1 (2,4÷11,3) мкг [2]. патологоанатомическая карти-
на и высевы из органов павших животных на селек-
тивные питательные среды указывали на гибель от 
туляремийной инфекции. 

в результате проделанной работы установлены 
отличия препаратов пак-Utah и пак-15 по составу 
белковых субъединиц, количеству углеводов, моле-
кулярной массе, иммунохимической и протективной 
активности. отмеченные отличия в протективных 
свойствах связаны с биохимическими и иммунохи-
мическими особенностями пак из подвида novicida. 
можно предположить, что активность препаратов 
пак связана с его белковыми субъединицами с мо-
лекулярными массами в диапазоне от 57 до 85 кда. 
сниженная иммунохимическая и протективная ак-
тивности пак-Utah делают непригодным исполь-
зование данного препарата в качестве компонента 
разрабатываемых препаратов для профилактики и 
диагностики туляремии.

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

состав и иммунохимические свойства препаратов Пак,  
полученных из вакцинного штамма F. tularensis subsp. holarctica 

15 нииЭГ и subsp. novicida Utah 112 (м±mt)

препараты 
пак

химический состав, % активность, нг/мл

белки углеводы липиды диа иФа

пак-15 63,1±3,9 10,9±1,6 23,0±2,4 20,0±6,9 0,6±0,4

пак-Utah 45,5±4,1 26,5±1,2 24,5±3,1 99,3±8,3 2,0±0,9

рис. 1. SDS-PAG-электрофорез и иммуноблоттинг препаратов 
пак, полученных из вакцинного штамма F. tularensis subsp. ho-
larctica 15 нииэг и subsp. novicida Utah 112: 
А – белковый профиль (окраска кумасси синим); Б – лпс-профиль 
(окраска азотнокислым серебром); В – иммуноблоттинг с Ig к пак-15 
препаратов. М – маркеры молекулярной массы 11–250 кда («Fermentas», 
сШа); 1 – пак-15; 2 – пак-Utah

рис. 2. гель-хроматография препаратов пак, полученных из 
вакцинного штамма F. tularensis subsp. holarctica 15 нииэг и 
subsp. novicida Utah 112. по оси абсцисс – время элюции, мин; 
по левой оси ординат – оптическая плотность элюента при 
280 нм (A.u.); по правой оси ординат – электропроводность элю-
ента mS/cm



Проблемы особо опасных инфекций. 2017, вып. 2

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

список литературы
1. гмурман в.е. теория вероятностей и математическая 

статистика. м.: высшая школа; 2004. 479 с.
2. кузнецова е.м., волох о.а., смолькова е.а., щуковская 

т.н., Шепелев и.а., авдеева н.г., кравцов а.л., никифо-
ров а.к. иммунобиологические свойства антигенных комплек-
сов туляремийного микроба. Пробл. особо опасных инф. 2011; 
3(109):46–9.

3. кузнецова е.м., волох о.а., Шепелев и.а., никифо-
ров а.к. компонентный состав протективного антигенного ком-
плекса туляремийного микроба. Мол. генет., микробиол. и виру-
сол. 2012; 3:22–5.

4. олсуфьев н.г., мещерякова и.с. дальнейшее изучение 
внутривидовой таксономии возбудителя туляремии. Журн. ми-
кробиол., эпидемиол. и иммунобиол. 1981; 10:16–21.

5. онищенко г.г., кутырев в.в., редакторы. лабораторная 
диагностика опасных инфекционных болезней. м.: зао «Шико»; 
2013. с. 154–90.

6. остерман л.а. методы исследования белков и нуклеи-
новых кислот: электрофорез и ультрацентрифугирование. м.: 
наука; 1981. 288 с.

7. павлов в.м., дятлов и.а. молекулярно-генетические 
исследования бактерий рода Francisella и их прикладное значе-
ние. м.; 2012. 267 с. 

8. Amenta J. A rapid chemical method for quantification of 
lipids separated by thin-bayer chromatography. J. Lipid Res. 1964; 
5:270–2. 

9. Brevik Q.J., Ottem K.F., Kamaishi T., Watanabe K., Nylund 
A. Francisella halioticida sp. nov. a pathogen of farmed giant abalone 
(Haliotis gigantea) in Japan. J. Appl. Microbiol. 2011; 111(5):1044–
56. DOI: 10.1111/j.1365-2672.2011.05133.x.

10. Gunn J.S., Ernst R.K. The structure and function of 
Francisella lipopolysaccharide. Ann. NY Acad. Sci. 2007; 1105:202–
18. DOI: 10.1196/annals.1409.006.

11. Huber B., Escudero R., Busse H.J., Seibold E., Scholz H.C., 
Anda P., Kampfer P., Splettstoesser W.D. Description of Francisella 
hispaniensis sp. nov., isolated from human blood, reclassification 
of Francisella novicida (Larson et al. 1995) Olsufiev et al. 1959 as 
Francisella tularensis subsp. novicida comb. nov. and emended de-
scription of the genus Francisella. Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 2010; 
60:1887–96. DOI: 10.1099/ijs.0.015941-0.

12. Kingry L.C., Petersen J.M. Comparative review of 
Francisella tularensis and Francisella novicida. Front. Cell. Infect. 
Microbiol. 2014; 4:35. DOI: 10.3389/fcimb.2014.00035.

13. Lowry O.H., Rоsebrough N.J., Farr A.L., Randall R.J. 
Protein measurement with the Folin phenol reagent. J. Biol. Chem. 
1951; 193(1):265–75.

References 
1. Gmurman V.E. [Theory of Probability and Mathematical Statistics]. 

M.; 2004. 479 p.
2. Kuznetsova E.M., Volokh O.A., Smol’kova E.A., Shchukovskaya 

T.N., Shepelev I.A., Avdeeva N.G., Kravtsov A.L., Nikiforov A.K. 
[Immunobiological properties of Francisella tularensis antigen complexes]. 
Probl. Osobo Opasn. Infek. 2011; 3(109):46–9. 

3. Kuznetsova E.M., Volokh O.A., Shepelev I.A., Nikiforov A.K. 
[Blend composition of protective antigen complex of tularemia microbe]. 
Mol. Genet. Mikrobiol. Virusol. 2012; 3:22–5. 

4. Olsuf’ev N.G., Meshcheryakova I.S. [Further study of intraspecific 
taxonomy of tularemia agent]. Zh. Mikrobiol. Epidemiol. Immunobiol. 1981; 
10:16–21. 

5. Onishchenko G.G., Kutyrev V.V., editors. [Laboratory Diagnostics 
of Dangerous Infectious Diseases]. M.: CJSC “Shiko”; 2013. P. 154–90. 

6. Osterman L.A. [Methods for Protein and Nucleic Acid Investigation: 
Electrophoresis and Ultracentrifugation]. M.: “Nauka”; 1981. 288 p.

7. Pavlov V.M., Dyatlov I.A. [Molecular-Genetic Investigations of 
Francisella Bacteria and Their Applicational Significance]. M.; 2012. 267 p.

8. Amenta J. A rapid chemical method for quantification of lipids sepa-
rated by thin-bayer chromatography. J. Lipid Res. 1964; 5:270–2. 

9. Brevik Q.J., Ottem K.F., Kamaishi T., Watanabe K., Nylund A. 
Francisella halioticida sp. nov. a pathogen of farmed giant abalone (Haliotis 
gigantea) in Japan. J. Appl. Microbiol. 2011; 111(5):1044–56. DOI: 10.1111/
j.1365-2672.2011.05133.x.

10. Gunn J.S., Ernst R.K. The structure and function of Francisella 
lipopolysaccharide. Ann. NY Acad. Sci. 2007; 1105:202–18. DOI: 10.1196/
annals.1409.006.

11. Huber B., Escudero R., Busse H.J., Seibold E., Scholz H.C., Anda 
P., Kampfer P., Splettstoesser W.D. Description of Francisella hispaniensis 
sp. nov., isolated from human blood, reclassification of Francisella novicida 
(Larson et al. 1995) Olsufiev et al. 1959 as Francisella tularensis subsp. novi-
cida comb. nov. and emended description of the genus Francisella. Int. J. 
Syst. Evol. Microbiol. 2010; 60:1887–96. DOI: 10.1099/ijs.0.015941-0.

12. Kingry L.C., Petersen J.M. Comparative review of Francisella tu-
larensis and Francisella novicida. Front. Cell. Infect. Microbiol. 2014; 4:35. 
DOI: 10.3389/fcimb.2014.00035.

13. Lowry O.H., Rоsebrough N.J., Farr A.L., Randall R.J. Protein mea-
surement with the Folin phenol reagent. J. Biol. Chem. 1951; 193(1):265–75.

Authors:
Kuznetsova E.M., Volokh O.A., Avdeeva N.G., Samokhvalova Yu.I. 

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

об авторах:
Кузнецова Е.М., Волох О.А., Авдеева Н.Г., Самохвалова Ю.И. 

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

поступила 01.12.15.



БИОТЕХНОЛОГИЯ, ИММУНОЛОГИЯ

672017, issue 2

бруцеллез – особо опасная зоонозная инфекция, 
характеризующаяся неопределенной продолжитель-
ностью инкубационного периода, неспецифической 
клинической симптоматикой с множественным по-
ражением органов и систем организма человека, ча-
сто приводящая к инвалидизации. человек заража-
ется от животных главным образом контактным или 
контактно-бытовым путем через кожу и слизистые 
оболочки полости рта, носа, глаз. алиментарный 

способ заражения наблюдается в основном при упо-
треблении в пищу непастеризованных молочных 
продуктов, а также воды [1, 2, 6].

из 10 видов бруцелл заболевания людей преи-
мущественно вызывают В. melitensis, В. abortus и 
B. suis, реже – B. canis. в нашей стране причиной бо-
лее чем 95–97 % случаев бруцеллеза людей является 
В. melitensis. 

в россии ежегодно фиксируется от 300 до 500 
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Г.В.куклина, Г.Д.елагин, о.о.фоменков, Д.В.Печенкин, а.В.еремкин, а.а.кытманов

Получение гиБридоМ-Продуцентов МоноКлональных антител К антигенаМ  
возБудителя Бруцеллеза

Филиал ФГБУ «48 Центральный научно-исследовательский институт» Министерства обороны Российской 
Федерации, Киров, Российская Федерация

цель работы. получение гибридом-продуцентов моноклональных антител к антигенам возбудителя бруцелле-
за. материалы и методы. в работе использовали микробные культуры из государственной коллекции микроорга-
низмов филиала Фгбу «48 цнии» минобороны россии (киров); мыши линии BALB/с. гибридизацию проводи-
ли по методике G.Kohler и C.Milstein в модификации De St.Fazekas и D.Scheidegger. исследование специфической 
активности иммунных сывороток, супернатантов гибридом, асцитных жидкостей, препаратов моноклональных 
антител проводили методом непрямого иммуноферментного анализа. результаты и выводы. получены и оха-
рактеризованы гибридомы-продуценты моноклональных антител к специфическим антигенам возбудителя бру-
целлеза. полученные гибридомы являются активными и стабильными антителопродуцентами при многократном 
пассировании in vitro и in vivo. получены асцитные жидкости и приготовлены препараты бруцеллезных монокло-
нальных антител. проведен обоснованный выбор антител, обеспечивающих наибольшую чувствительность им-
муноферментного анализа. установлено, что моноклональные антитела, продуцируемые гибридомами 232B6H7, 
232G12F7, 233B2C5, в сочетании с бруцеллезными кроличьими иммуноглобулинами позволяют выявлять ми-
кробные клетки типовых штаммов различных видов бруцелл в концентрации от 0,25·106 до 1,0·106 м.к.·см–3 и не 
взаимодействуют с культурами гетерологичных микроорганизмов в концентрации 1,0·108 м.к.∙см–3. гибридомы-
продуценты и препараты специфических бруцеллезных моноклональных антител планируется использовать для 
разработки и производства средств иммунодетекции. 
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Корреспондирующий автор: Куклина Галина Викторовна, e-mail: g.kklna@yandex.ru.

G.V.Kuklina, G.D.Elagin, O.O.Fomenkov, D.V.Pechenkin, а.V.Eremkin, а.а.Kytmanov

Manufacturing of Hybridomas-Producers of Monoclonal Antibodies to Brucellosis Agent Antigens
Affiliated Branch of the Federal State Budgetary Institution «48th Central Research Institute» of the Ministry of Defense of the 
Russian Federation, Kirov, Russian Federation

Objective of study is to prepare hybridomas-producers of monoclonal antibodies to brucellosis agent antigens. Materials and 
methods. B. abortus, B. melitensis, B. suis strains from the State collection of microorganisms of the 48th Central Research Institute 
Affiliated Branch and BALB/c mice. Hybridization was performed as described by G.Kohler and C.Milstein in modification by 
Fazekas De St. and Scheidegger D. The study of specific activity of immune sera, hybridoma supernatants, ascites fluid, and monoclo-
nal antibody preparations was performed using ELISA. Results and conclusions. Obtained and characterized have been hybridomas-
producers of monoclonal antibodies to specific antigens of brucellosis agent. They are active and stable antibody producers in the 
repeated passaging both, in vitro and in vivo. Obtained have also been the ascites fluid and preparations of monoclonal antibodies of 
brucellosis agent. Carried out has been substantiated selection of antibodies which could provide for the most sensitive ELISA. It is 
established that the monoclonal antibodies produced by hybridomas 232B6H7, 232G12F7, 233B2C5 in combination with brucellosis 
rabbit immunoglobulins allow for the identification of microbial cells of type strains of various Brucella species in concentrations 
ranging from 0,25·106 mc·sm–3 up to 1,0·106 mc·sm–3 and gave negative results with cultures of heterologous microorganisms in the 
contents of 1,0·108 mc·sm–3. Hybridomas-producers of monoclonal antibodies are planned to be used for the construction and manu-
facturing of immunodetection test-systems.

Key words: brucellosis, monoclonal antibodies, ELISA. 

Conflict of interest: The authors declare no conflict of interest.
Corresponding author: Galina V. Kuklina, e-mail: g.kklna@yandex.ru.
Citation: Kuklina G.V., Elagin G.D., Fomenkov O.O., Pechenkin D.V., Eremkin А.V., Kytmanov А.А. Manufacturing of Hybridomas-Producers of Monoclonal Antibodies 

to Brucellosis Agent Antigens. Problemy Osobo Opasnykh Infektsii [Problems of Particularly Dangerous Infections]. 2017; 2:67–71. (In Russ.). DOI: 10.21055/0370-
1069-2017-2-67-71



Проблемы особо опасных инфекций. 2017, вып. 2

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

случаев вновь выявленного бруцеллеза. больные 
бруцеллезом люди регистрируются на территории 
32 субъектов российской Федерации 7 федераль-
ных округов. наиболее неблагополучными являются 
северо-кавказский, Южный и сибирский федераль-
ные округа. в условиях действия экономических 
санкций по отношению к российской Федерации 
вероятна переориентация как торговых сетей, так и 
отдельных специализированных предприятий и пред-
принимателей на новых поставщиков животноводче-
ской продукции из стран средиземноморья, ближнего 
востока, Южной америки, являющихся эндемичны-
ми по бруцеллезу крупного и мелкого рогатого скота, 
что может негативно повлиять на эпидемиологичес-
кую ситуацию по бруцеллезу в стране и привести к 
повышению уровня заболеваемости [2].

согласно методическим указаниям «профилак-
тика и лабораторная диагностика бруцеллеза людей» 
(му 3.1.7.1189-03) лабораторные средства выявле-
ния возбудителя заболевания и его растворимых ан-
тигенов являются ключевым звеном в системе био-
логической защиты населения. эффективность лабо-
раторной диагностики напрямую зависит от главных 
требований средств обнаружения и идентификации: 
высокой чувствительности, специфичности и бы-
строты выполнения. перечисленным требованиям 
отвечают такие иммунологические методы выявле-
ния возбудителей опасных инфекционных болезней, 
как иммуноферментный и иммунохроматографиче-
ский анализы. эффективность данных средств им-
мунодетекции во многом определяется качеством 
применяемых для их конструирования антител.

развитие гибридомной технологии и исполь-
зование ее в практике иммунологических иссле-
дований послужило мощным толчком к созданию 
тест-систем нового поколения на основе монокло-
нальных антител (мкат), обладающих абсолютной 
стандартностью и специфичностью. они идентичны 
не только по изотипу, аллотипу и идиотипу, но также 
по аффинитету и физико-химическим характеристи-
кам. применение мкат для создания средств имму-
ноанализа позволяет значительно повысить их диа-
гностические показатели.

в настоящее время в российской Федерации от-
сутствуют официально зарегистрированные и разре-
шенные к применению иммуноферментные и имму-
нохроматографические тест-системы для выявления 
бруцеллеза на основе моноклональных антител, а 
имеются лишь единичные экспериментальные раз-
работки [4, 5].

в связи с вышеизложенным, наши исследо-
вания были направлены на получение гибридом-
продуцентов моноклональных антител к антигенам 
возбудителя бруцеллеза и препаратов специфиче-
ских бруцеллезных моноклональных антител, пер-
спективных для конструирования иммунофермент-
ных и иммунохроматографических тест-систем. 

цель работы состояла в получении гибридных 
клеточных линий, стабильно секретирующих имму-

ноглобулины к специфическим эпитопам антигенов 
возбудителя бруцеллеза и оценке перспективности 
их применения для выявления различных видов 
бруцелл.

для достижения поставленной цели представ-
лялось необходимым решить следующие задачи: по-
лучить гибридомы-продуценты моноклональных ан-
тител к антигенам возбудителя бруцеллеза; изучить 
культуральные и продуктивные свойства получен-
ных гибридом in vitro и in vivo; получить асцитные 
жидкости и выделить иммуноглобулины; наработать 
препараты специфических бруцеллезных монокло-
нальных антител. 

материалы и методы

мышей линии BALB/c (10 самок 5–6-недельного 
возраста массой 15–20 г) иммунизировали препара-
том из смеси суспензий инактивированных микроб-
ных культур B. abortus штамма 544, B. melitensis 
штамма 145, B. suis штамма 513, взятых в равных 
концентрациях, с конечным содержанием общего ко-
личества микроорганизмов в смеси 1,2·1011 м.к.·см–3, 
с добавлением 2,0 мг·см–3 геля гидроокиси алюми-
ния. схема иммунизации включала 4 подкожные 
инъекции препарата с интервалом введения 21 сут. 
доза препарата составила 3,0·109, 6,0·109, 1,2·1010 
и 2,4·1010 м.к. соответственно. через 18 дней после 
последней инъекции осуществляли взятие крови из 
параорбитального синуса и определяли титр спец-
ифических антител в «сэндвич»-варианте твердо-
фазного иммуноферментного анализа (тиФа). для 
этого планшеты сенсибилизировали антигеном, со-
стоящим из смеси инактивированных микробных 
культур B. abortus штамма 544, B. melitensis штамма 
145, B. suis штамма 513, взятых в равных концентра-
циях, с конечным содержанием общего количества 
микроорганизмов в смеси 3,0·107 м.к.·см–3 в 50 мм 
карбонат-бикарбонатном буфере с рн 9,6 (кбб).

животным с наибольшим уровнем продукции 
антител через 20 дней после иммунизации дела-
ли внутрибрюшную инъекцию (бустер-доза) смеси 
вышеуказанных микробных культур в количестве 
1,0·1010 м.к. на четвертые сутки с момента бустер-
ной инъекции селезенку асептически извлекали, 
спленоциты получали путем перфузии средой RPMI-
1640 с 20 мм HEPES-буфера (Flow Laboratories, 
великобритания).

процедуру слияния иммунных спленоцитов и 
клеток миеломы SP2/0-Ag14 проводили по методике, 
предложенной G.Kohler и C.Milstein [9] в модифика-
ции De St.Fazekas, S.Groth и D.Scheidegger [7]. в ка-
честве индуктора слияния клеток использовали 50 % 
раствор полиэтиленгликоля с молекулярной массой 
1450 (Sigma-Aldrich, сШа). гибридные клетки куль-
тивировали in vitro в со2-инкубаторе (Labsystems, 
россия) при температуре 37 °с и содержании ди-
оксида углерода 5 %. для культивирования исполь-
зовали ростовую среду RPMI-1640 (Sigma-Aldrich, 



БИОТЕХНОЛОГИЯ, ИММУНОЛОГИЯ

692017, issue 2

сШа), cодержащую 2 мм L-глютамина, с добавле-
нием 20 % фетальной телячьей сыворотки (Thermo 
Scientific, сШа) и 80 мг∙л–1 гентамицина (россия). с 
целью проведения селекции гибридных клеток в ро-
стовую среду добавляли нат (Sigma-Aldrich, сШа), 
содержащий гипоксантин (н), аминоптерин (а) и 
тимидин (т) в рабочем разведении. 

первичный скрининг гибридных культур про-
водили, начиная с 10-х суток после гибридизации. 
специфическую активность антителопродукции 
гибридных культур определяли методом тиФа 
(«сэндвич»-вариант) трижды с интервалом 2–3 дня 
по мере интенсивности роста клеток. для этого су-
пернатанты гибридных клеток в объеме 100 мкл вно-
сили в планшеты (NUNC, сШа), сенсибилизирован-
ные бруцеллезным антигеном в рабочем разведении в 
50 мм кбб. комплекс «антиген-антитело» выявляли 
антивидовым пероксидазным конъюгатом (антитела 
кролика к иммуноглобулинам мыши) (Sigma-Aldrich, 
сШа). реакцию учитывали определением оптичес-
кой плотности при длине волны 492 нм (оп492) через 
20 мин после внесения субстратно-индикаторной 
смеси. пробы считали положительными, если оп492 
в лунках с исследуемыми образцами в два и более 
раза превышала оп492 раствора в лунках с отрица-
тельным контролем. 

в настоящее время в литературе [8] имеются 
данные о наличии выраженного антигенного родства 
возбудителей бруцеллеза и кишечного иерсиниоза 
серогруппы о:9. учитывая это обстоятельство, при 
повторном тестировании был проведен скрининг 
полученных гибридных культур с Yersinia enteroco-
litica. для этого планшеты сенсибилизировали инак-
тивированной микробной культурой Y. enterocolitica 
штамма 383 в рабочей концентрации в 50 мм кбб. 
далее постановку иммуноферментного анализа осу-
ществляли, как описано выше.

клонирование культур гибридных клеток про-
водили методом лимитирующих разведений при 
расчетной посевной концентрации одна клетка на 
лунку. продуцирующую активность отдельных кло-
нов определяли, начиная с 10-х суток, дважды с ин-
тервалом три дня методом иммуноферментного ана-
лиза по схеме, описанной выше. после выделения 
положительных клонов их клетки размножали в до-
статочном количестве, образцы замораживали в ро-
стовой среде RPMI, содержащей 20 % фетальной те-
лячьей сыворотки и 8 % диметилсульфоксида (Serva, 
германия), и помещали на хранение в контейнер с 
жидким азотом.

культуральные и секреторные свойства полу-
ченных клонов изучали в процессе культивирования 
in vitro в 24-луночных планшетах (Flow Laboratories, 
великобритания) в течение десяти, а также in vivo 
в течение трех пассажей. для изучения культураль-
ных свойств гибридом готовили разведения культур 
от 2,0·105 до 6,25·103 клеток·см–3 и засевали ими 
лунки планшета в объеме 1,0 см3. культивирование 
осуществляли в течение 5 сут. за минимальную по-

севную концентрацию принимали концентрацию 
клеток, при которой в течение 5 сут наблюдали про-
лиферацию культуры, не требующей пассирования. 
при проведении пассирования учитывали частоту и 
коэффициент пересева. 

асцитные жидкости, содержащие моноклональ-
ные антитела, получали путем введения суспензии 
клонированных гибридных клеток в брюшную по-
лость мышей линии ваLв/с в дозе от 1 до 2 млн. для 
поддержания роста гибридом за 10 дней до инокуля-
ции культур гибридных клеток мышам-реципиентам 
в брюшную полость вводили по 0,3 см3 минераль-
ного масла пристана (Sigma-Aldrich, сШа). после 
образования асцитной опухоли (15–20-е сутки), 
асцитную жидкость извлекали. клетки из полу-
ченного препарата осаждали центрифугированием 
при 2000 об./мин–1 в течение 10 мин и закладывали 
на хранение, а надосадочную жидкость осветляли 
центрифугированием при 8000 об./мин–1 в течение 
30 мин и использовали в дальнейшей работе.

иммуноглобулины из асцитных жидкостей вы-
деляли методом двукратного высаливания насыщен-
ным раствором сульфата аммония с последующим 
диализом против 0,15 м натрия хлорида с добав-
лением 20 мм фосфатного буферного раствора с 
рн 7,5. 

синтез конъюгатов иммуноглобулинов с перок-
сидазой хрена (Sigma-Aldrich, сШа) осуществляли 
по методу P.K.Nakane и A.J.Kawaoi [10].

с целью обоснованного выбора мкат, позво-
ляющих методом тиФа выявлять микробные куль-
туры возбудителя бруцеллеза, был проведен анализ 
различных сочетаний антител в качестве сенситина и 
в составе конъюгата. для этого планшет сенсибили-
зировали препаратами мкат, а также полученными 
в Филиале 48 цнии минобороны россии (киров) 
бруцеллезными кроличьими иммуноглобулинами в 
рабочей концентрации 50 мм кбб. после отмывки в 
лунки планшета вносили микробную культуру B. me-
litensis штамма 145 в концентрации 1,0∙107 м.к.·см–3. 
на следующем этапе, после отмывки, вносили при-
готовленные иммуноферментные конъюгаты в ра-
бочем разведении. реакцию учитывали определени-
ем оп492 через 20 мин после внесения субстратно-
индикаторной смеси. пробу считали положительной 
при величине оп492 равной 0,3 и более. при этом фо-
новые значения иммуноферментных конъюгатов не 
должны превышать величину оп492 равную 0,15.

изучение диагностических возможностей пре-
паратов моноклональных антител проводили ме-
тодом тиФа с использованием микробных куль-
тур B. abortus штамма 544 (биовар 1), B. melitensis 
штамма 145 (биовар 1), B. suis штамма 1330 (био-
вар 1) в диапазоне концентраций от 16,0·106 до 
1,25·105 м.к.·см–3 с двукратным шагом, а также ге-
терологичных микробных культур: Yersinia pestis 
штамма EV, Yersinia pseudotuberculosis штаммов 
147, 326 и 681, Yersinia enterocolitica штаммов 124, 
134 и 383, Burkholderia pseudomallei штаммов с-141, 
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Duc-V и Dalat, Burkholderia mallei штаммов ц-5, 
10230 и 11, Francisella tularensis штаммов Schu, 503 
и 543, Escherichia сoli штамма 101, Bacillus anthra-
cis штамма сти-1 в концентрации 1,0·108 м.к.∙см–3. 
постановку иммуноферментного анализа осущест-
вляли как описано выше.

результаты и обсуждение

контроль эффективности иммунизации лабо-
раторных животных смесью суспензий инактивиро-
ванных микробных культур B. abortus штамма 544, 
B. melitensis штамма 145 и B. suis штамма 513 прово-
дился путем оценки титра антител в сыворотках кро-
ви. как выяснилось в процессе проведенного опыта, 
исследуемые сыворотки взаимодействовали с куль-
турами возбудителя бруцеллеза в титрах от 1:16000 
до 1:128000. животных с титром антител 1:64000 и 
более использовали в дальнейшей работе в качестве 
источника иммунных спленоцитов.

в ходе исследований проведено два экспери-
мента по гибридизации клеток мышиной миеломы 
и лимфоцитов иммунизированных мышей гистосов-
местимой линии. в результате трехкратного скри-
нинга гибридных культур на специфическую анти-
телопродукцию было выявлено 57 положительных 
гибридных линий клеток. из дальнейшей работы 
была исключена 51 клеточная культура (89,5 %), 
дающая перекрестную реакцию с Y. еnterocolitica 
серогруппы о:9. оставшиеся 6 первичных культур 
нарастили, криоконсервировали и использовали для 
последующего клонирования. результаты исследо-
вания культуральных и секреторных свойств данных 
гибридом представлены в табл. 1.

полученные клоны гибридом в процессе куль-
тивирования устойчиво сохраняли пролиферирую-
щую и антителопродуцирующую активность на про-
тяжении десяти пассажей in vitro и трех пассажей 
in vivo. при этом, как видно из данных табл. 1, их 
минимальная посевная концентрация находилась на 
уровне 1,25·104 клеток·см–3 и 2,5·104 клеток·см–3, а 
частота пассирования составила один раз в 4–5 дней 
при коэффициенте пересева 1:4. вместе с тем титр 

антител в культуральной жидкости находился в ин-
тервале от 1:160 до 1:1280, а в асцитной – от 1:200000 
до 1:1600000.

результаты анализа различных сочетаний ан-
тител (табл. 2) свидетельствуют о том, что мкат 
гиб ридных клеточных линий 232B6H7, 232G12F7, 
233B2C5 как в качестве сенситина, так и в составе 
иммуноферментного конъюгата, а также в сочетании 
с бруцеллезными кроличьими иммуноглобулинами в 
качестве сенситина, дают наибольший сигнал в им-
муноферментном анализе при выявлении микробной 
культуры возбудителя бруцеллеза. 

результаты исследований по оценке диагности-
ческих возможностей моноклональных антител для 
выявления микробных культур возбудителя бруцел-
леза представлены в табл. 3.

представленные в табл. 3 результаты свиде-
тельствуют о том, что моноклональные антитела, 
продуцируемые гибридомами 232B6H7, 232G12F7, 
233B2C5, в составе иммуноферментного конъюга-
та в сочетании с бруцеллезными кроличьими им-
муноглобулинами в качестве сенситина позволяют 
методом иммуноферментного анализа выявлять 
микробные клетки различных видов и штаммов воз-
будителя бруцеллеза в концентрации от 0,25·106 до 
1,0·106 м.к.·см–3. в то время как различные сочета-
ния всех представленных мкат как в качестве сен-

Таблица 1

культуральные и секреторные свойства гибридом

наименова-
ние гибрид-
ной клеточ-
ной линии

минимальная 
посевная  

концентрация,  
∙104 клеток·см–3

оптимальная 
посевная  

концентрация,  
∙105 клеток∙см–3

титр мкат  
в культу-
ральной 

жидкости

титр мкат  
в асцитной 
жидкости

231G5D3 2,5 1,0 1:160 1:200000

231H6D8 2,5 1,0 1:160 1:400000

232B6H7 2,5 1,0 1:640 1:1600000

232G12F7 1,25 0,5 1:1280 1:1600000

233B2C5 1,25 0,5 1:640 1:1600000

233H6F3 2,5 1,0 1:320 1:400000

примечание .  специфическая активность представлена в виде 
медиан титров антител, (n=5).

Таблица 2

результаты иммуноферментного анализа при выявлении микробной культуры возбудителя бруцеллеза  
с использованием различных сочетаний антител в качестве сенситина и в составе иммуноферментного конъюгата

антитела,  
используемые в качестве сенситина

оп492 в тиФа при исследовании B. melitensis штамма 145 в концентрации 1,0∙107 м.к.∙см–3 с использованием 
иммуноферментного конъюгата на основе мкат гибридной клеточной линии … (хср±I95), n=5

231G5D3 231H6D8 232B6H7 232G12F7 233B2C5 233H6F3

мкат гибридной 
клеточной линии 
…

231G5D3 0,194±0,075 0,399±0,072 1,014±0,092 0,628±0,100 1,030±0,097 0,077±0,075

231H6D8 0,375±0,075 0,068±0,075 1,735±0,139 1,494±0,103 1,351±0,111 0,066±0,075

232B6H7 1,433±0,083 1,295±0,108 3,647±0,183 2,128±0,108 3,914±0,111 0,320±0,103

232G12F7 0,905±0,097 1,373±0,117 3,746±0,095 2,516±0,095 3,860±0,128 0,088±0,079

233B2C5 1,057±0,075 1,785±0,097 3,695±0,079 3,147±0,071 3,924±0,097 0,075±0,079

233H6F3 0,120±0,072 0,087±0,079 0,269±0,083 0,075±0,075 0,253±0,081 0,199±0,081

бруцеллезные кроличьи иммуногло-
булины 0,849±0,114 1,217±0,133 3,944±0,131 3,559±0,122 4,003±0,120 0,170±0,131
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ситина, так и в составе иммуноферментного конъю-
гата обеспечивают чувствительность тиФа преиму-
щественно на уровне от 2,0·106 до 16,0·106 м.к.·см–3. 
все исследованные моноклональные антитела в 
иммуноферментном анализе не взаимодействуют 
с культурами гетерологичных микроорганизмов: 
Y. pestis штамма EV, Y. pseudotuberculosis штаммов 
147, 326 и 681, Y. enterocolitica штаммов 124, 134 и 
383, B. pseudomallei штаммов с-141, Duc-V и Dalat, 
B. mallei штаммов ц-5, 10230 и 11, F. tularensis штам-
мов Schu, 503 и 543, E. сoli штамма 101, B. anthracis 
штамма сти-1 в концентрации 1,0·108 м.к.∙см–3, что 
свидетельствует об их специфичности. 

таким образом, для выявления микробных куль-
тур возбудителя бруцеллеза наиболее перспективны-
ми являются моноклональные антитела, продуциру-
емые гибридными клеточными линиями 232B6H7, 
232G12F7, 233B2C5. гибридомы-продуценты и пре-
параты специфических бруцеллезных моноклональ-
ных антител планируется использовать для разра-
ботки и производства иммуноферментных и имму-
нохроматографических тест-систем.

конфликт интересов. авторы подтверждают 
отсутствие конфликта финансовых/нефинансовых 
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Таблица 3

оценка диагностических возможностей специфических моноклональных антител к антигенам возбудителя бруцеллеза

антитела, используемые  
в качестве сенситина

выявляемая концентрация микробных культур …, ∙106 м.к.·см–3 с использованием иммуноферментного конъюгата 
 на основе мкат гибридной клеточной линии … (n=5)

B. abortus штамм 544 B. melitensis штамм 145 B. suis штамм 1330 

232B6H7 232G12F7 233B2C5 232B6H7 232G12F7 233B2C5 232B6H7 232G12F7 233B2C5

мкат  
гибридной 
клеточной 
линии …

232B6H7 4,0 8,0 2,0 4,0 8,0 2,0 4,0 16,0 4,0

232G12F7 8,0 16,0 2,0 4,0 8,0 1,0 8,0 16,0 2,0

233B2C5 4,0 4,0 2,0 4,0 4,0 2,0 8,0 8,0 2,0

бруцеллезные кроличьи  
иммуноглобулины 0,5 1,0 0,25 0,5 0,5 0,25 0,5 1,0 0,25

примечание .  результаты анализа являются полуколичественными.
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ликвидация натуральной оспы в результате кам-
пании всеобщей вакцинации остается одним из вели-
чайших успехов современной науки в области здраво-
охранения. натуральная оспа на протяжении большей 
части истории человечества являлась причиной высо-
кой заболеваемости и смертности, только в XX веке 
приведя к гибели более 500 млн человек [13].

первым способом защиты людей от эпидемий 
натуральной оспы явилась вариоляция, при кото-

рой вирус натуральной оспы (вно), выделенный из 
инфекционного материала больных оспой, вводили 
посредством скарификации или инсуффляции здоро-
вым людям [36]. индуцированное заболевание про-
текало в относительно легкой форме по сравнению 
с обычной респираторной передачей натуральной 
оспы от человека к человеку и приводило к значи-
тельно меньшей смертности (0,5–2 %) в сравнении 
с наблюдавшейся во время эпидемий натуральной 

Пробл. особо опасных инф. 2017; 2:72–77. DOI: 10.21055/0370-1069-2017-2-72-77
удк 616.912:615.371
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живые ПротивооСПенные ваКцины
ФБУН «Государственный научный центр вирусологии и биотехнологии «Вектор», Кольцово, Российская Федерация

ликвидация натуральной оспы в результате кампании глобальной вакцинации до сих пор остается одним из 
величайших триумфов медицинской науки. с учетом последующего прекращения вакцинации в настоящее вре-
мя человеческая популяция практически не имеет противооспенного иммунитета и является беззащитной перед 
патогенными для человека ортопоксвирусами. использование классической живой вакцины первого поколения, 
получаемой размножением вируса на коже телят, или вакцины второго поколения, продуцируемой на культурах 
клеток млекопитающих, или развивающихся куриных эмбрионах, для массовой вакцинации в настоящее время 
недопустимо из-за значительного увеличения в последние десятилетия иммунодефицитных состояний в челове-
ческой популяции. аттенуированные нереплицирующиеся противооспенные вакцины третьего поколения, созда-
ваемые в процессе множественных пассажей вируса осповакцины (вов) в культуре клеток гетерологичного хо-
зяина, индуцируют более низкий противооспенный иммунитет в сравнении с классической вакциной. наиболее 
перспективным подходом является получение противооспенной вакцины четвертого поколения путем направлен-
ного нарушения генов вов, контролирующих защитные реакции организма против вирусной инфекции, генов 
круга хозяев и генов, участвующих в метаболизме нуклеиновых кислот, не затрагивая гены, контролирующие 
размножение вируса. новый аттенуированный и высокоиммуногенный штамм вов LIVPΔ6 с нарушением шести 
генов вирулентности в настоящее время проходит доклинические исследования и в дальнейшем может явиться 
эффективной и безопасной вакциной четвертого поколения против натуральной оспы и других ортопоксвирус-
ных инфекций человека.

Ключевые слова: натуральная оспа, оспа обезьян, аттенуированная высокоиммуногенная противооспенная 
вакцина четвертого поколения.
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Smallpox eradication due to global vaccination is still one of the paramount triumphs of medical science. Given the termination 
of the subsequent immunization, nowadays humanity virtually possesses no antivariolic immunity and is unprotected against the 
pathogenic for humans orthopoxviruses. Utilization of the first-generation traditional live vaccines, obtained with the help of the virus 
replication on calf skin, or the second-generation preparation, produced in mammalian cell cultures or grown on bird embryos, for 
mass vaccination is currently unacceptable in view of considerable increase in immune deficiency states among the human population 
within the recent decades. Attenuated non-replicating antivariolic vaccines of the third generation, obtained in the process of multiple 
vaccinia virus (VV) passage on cell cultures of heterologous host, induce weaker antivariolic response as compared to traditional vac-
cine. The most prospective approach is to produce the vaccines of the fourth generation, applying targeted VV genes’ mutation, which 
control protective reactions of an organism against viral infection, as well as host range genes and the genes involved in nucleic acid 
metabolism, while skipping the genes responsible for virus replication. Novel attenuated and highly immunogenic strain, VV LIVPΔ6, 
having mutations in 6 virulence genes, is presently in the phase of pre-clinical trial and later on it may turn an effective and safe vac-
cine of the fourth generation against smallpox and other orthopoxvirus infections in humans. 
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оспы (20–30 %) [12]. вариоляция использовалась на 
протяжении столетий в индии и китае, прежде чем 
была введена в практику здравоохранения в европе 
в 1721 г., где еще на протяжении более 70 лет оста-
валась единственным средством защиты против на-
туральной оспы [12, 36].

открытие в 1798 г. возможности вакцинации 
людей, используя инокуляцию вируса оспы коров 
(вок), и последующее вытеснение вок вирусом 
осповакцины (вов) в качестве противооспенной 
вакцины привело к значительному снижению смерт-
ности и риска тяжелых побочных эффектов [1].

в 1980 г. на 33-й сессии всемирной ассамблеи 
здравоохранения, учитывая тяжелые поствакци-
нальные осложнения при использовании классиче-
ской живой вакцины и подтверждение ликвидации 
оспы, повсеместную рутинную вакцинацию против 
данной инфекции было рекомендовано прекратить. 
как следствие, к настоящему времени человеческая 
популяция практически не имеет коллективного про-
тивооспенного иммунитета и является беззащитной 
не только перед возможным инфицированием други-
ми близкородственными ортопоксвирусами, такими 
как вирусы оспы обезьян (воо) или оспы коров, 
природным резервуаром которых являются мелкие 
грызуны, но и перед заражением вно в результате 
теракта или возникновения вируса в природе путем 
эволюции зоонозных ортопоксвирусов [39, 40]. в 
последние годы отмечается увеличение числа заре-
гистрированных случаев заболевания людей оспой 
коров [6, 7, 10, 18, 22, 32], вакциноподобным заболе-
ванием [4, 42 ,47, 50] и оспой обезьян [24, 33, 37, 38]. 
вакцинопрофилактика остается единственным эф-
фективным инструментом сдерживания возрастаю-
щей угрозы ортопоксвирусных инфекций человека.

Противооспенные вакцины первого поколе-
ния. противооспенная вакцинация с помощью живо-
го вов применялась во всем мире более 180 лет без 
единой общепринятой международной стандартиза-
ции вакцинных препаратов. за это время в различных 
странах использовали разнообразные штаммы вов, 
различающиеся по биологическим свойствам, фор-
мируемому иммунитету и тяжести побочных эффек-
тов. имеющиеся исторические данные свидетель-
ствуют о низкой вирулентности штаммов NYCBH 
и Lister, которые применялись повсеместно и были 
рекомендованы в дальнейшем для использования в 
кампании по глобальной ликвидации оспы, иниции-
рованной ссср в 1958 г. [13]. международная кам-
пания под эгидой всемирной организации здравоох-
ранения (воз), основанная на массовой вакцинации 
населения земли вов, методе кольцевой вакцинации 
и строгом эпидемиологическом надзоре, привела к 
элиминации случаев заражения людей вно: послед-
ний случай природного заболевания натуральной 
оспой зафиксирован в сомали в 1977 г. [46].

многолетнее массовое использование живых 
противооспенных вакцин 1-го поколения позволило 
определить основные, сопряженные с вакцинацией, 

побочные эффекты с соответствующими частотами 
встречаемости: генерализованная вакциния (до 70 
случаев на 1 млн вакцинируемых), вакцинальная эк-
зема (до 80 на 1 млн), прогрессирующая вакциния (1 
на 1 млн), поствакцинальный энцефалит или энце-
фалопатия (до 1200 на 1 млн) и смертельный случай 
(1 на 1 млн) [23]. традиционные противооспенные 
вакцины 1-го поколения нарабатывали на коже жи-
вых животных – преимущественно телят, но также 
буйволов, кроликов и овец. используемая методика 
получения вакцинных препаратов не позволяла по-
лучать гомогенный вов, свободный от других ин-
фекционных агентов, что также вносило свой вклад 
в наблюдаемые побочные эффекты [31].

Противооспенные вакцины второго поколе-
ния. вакцины следующего поколения с целью сни-
жения побочных эффектов, стандартизации методи-
ки получения и контроля возможной бактериальной 
контаминации нарабатывали на линиях клеток мле-
копитающих и/или развивающихся куриных эмбри-
онах (ркэ). первые работы по получению вакцины 
второго поколения проводились еще во время кам-
пании по ликвидации натуральной оспы: с 1958 г. в 
бразилии противооспенная вакцина, производивша-
яся на куриных эмбрионах, заменила вакцину перво-
го поколения в процессе искоренения натуральной 
оспы [13]; в 1973 г. в индонезии противооспенная 
вакцина на основе штамма Lister, производившаяся 
на линии клеток почки кролика, в ходе клинических 
испытаний продемонстрировала свою безопасность 
в сравнении с традиционно производимой вакциной 
первого поколения [16].

к настоящему времени лицензированы не-
сколько противооспенных вакцин второго поколе-
ния, полученные как из штамма Lister (неклональ-
ные вакцины Lister/CEP и Elstree-BN, производи-
мые компаниями Sanofi Pasteur и Bavarian Nordic 
соответственно [14, 48]), так и из штамма NYCBH 
(культуральная вакцина ACAM2000, полученная 
клонированием вов из вакцины первого поколе-
ния Dryvax [15, 29, 34]).

следует отметить, что опыт использования вак-
цин второго поколения во время кампании по ликви-
дации оспы, в подавляющем количестве, ограничен 
и не позволяет подтвердить ее эффективность в по-
левых условиях против натуральной оспы. несмотря 
на то, что производство вакцин на культуре клеток/
ркэ происходит в соответствии с современными 
стандартами, противооспенные вакцины второго 
поколения по-прежнему могут обусловливать се-
рьезные побочные эффекты при вакцинации и могут 
иметь ограниченное применение [15]. с момента 
ликвидации натуральной оспы в человеческой по-
пуляции значительно возросло количество людей с 
супрессивным иммунитетом, что значительно огра-
ничивает возможность использования классической 
противооспенной вакцины первого поколения или 
культуральной вакцины второго поколения. в связи 
с этим особенно актуальным является разработка со-
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временных безопасных вакцин против ортопоксви-
русных инфекций человека.

Противооспенные вакцины третьего поколе-
ния. во время кампании по ликвидации натураль-
ной оспы аттенуированные штаммы вов получали 
многократными пассажами исходных диких вариан-
тов вируса на культурах клеток различных живот-
ных. возникающие при этом генетические измене-
ния (мутации и протяженные делеции) приводили к 
снижению вирулентности и ограничению круга чув-
ствительных к измененному штамму хозяев [13].

противооспенная вакцина третьего поколения 
LC16m8, лицензированная в японии, была получена 
на основе вов штамм Lister путем 45 пассажей на 
первичной культуре клеток почки кролика при низ-
кой температуре (30 °с). клинические исследования 
показали значительное снижение побочных эффек-
тов в сравнении с традиционной вакциной на основе 
штамма Lister [17]. аттенуация вакцинного штамма, 
главным образом, объясняется мутацией в гене B5R, 
который кодирует белок внеклеточного покрытого 
двойной оболочкой вириона (EEV) [30]. отсутствие 
в составе вакцины EEV-формы, являющейся важной 
мишенью для наработки вируснейтрализующих ан-
тител, не позволяет сформировать полноценный про-
тивооспенный иммунитет, поэтому вакцина LC16m8 
не может являться оптимальной для широкого при-
менения [3, 21].

еще более аттенуированной противооспенной 
вакциной третьего поколения является вакцинный 
штамм modified Ankara (MVA) вов, полученный 
из штамма Ankara путем 570 пассажей на культу-
ре клеток фибробластов куриных эмбрионов [5, 9]. 
MVA характеризуется протяженными делециями в 
терминальных участках генома и неспособностью 
реплицироваться в большинстве клеток млекопита-
ющих, включая клетки человека [27]. к настояще-
му времени вакцина на основе штамма MVA вов 
(Imvanex/Imvamune), производства Bavarian Nordic, 
прошла 19 клинических испытаний с 7676 вакци-
нированными (включая 1070 пациентов с атопиче-
ским дерматитом и вич). показана индукция про-
филя антител, аналогичного профилю, индуцируе-
мому классической вакциной первого поколения, 
и продемонстрирована защита против зоонозных 
ортопоксвирусов в различных лабораторных жи-
вотных [11, 26]. Imvanex/Imvamune лицензирована 
в 32 странах, включая все страны европы, канаду 
и сШа, и в первую очередь предназначена для па-
циентов с противопоказаниями к противооспенным 
вакцинам первого и второго поколений.

основным недостатком данной вакцины явля-
ется то, что в ее основе используется нереплици-
рующийся вов, что требует использования более 
высоких доз и многократной схемы иммунизации, 
что у некоторых вакцинируемых может вызывать 
аллергические реакции. решением данной пробле-
мы является получение живой реплицирующейся 
высокоаттенуированной вакцины четвертого поко-

ления на основе вов, в геном которого последова-
тельно вводятся делеции по генам вирулентности, 
не затрагивая гены, обеспечивающие функции раз-
множения вируса.

Противооспенные вакцины четвертого по-
коления. современные биотехнологические методы 
генетической инженерии позволяют получать новые 
более аттенуированные и эффективные ортопоксви-
русные вакцины путем направленного введения деле-
ций и/или вставок в целевые участки днк вов [20]. 
получение аттенуированного вируса может быть 
достигнуто нарушением генов, контролирующих 
защитные реакции организма против вирусной ин-
фекции, генов круга хозяев и генов, участвующих 
в метаболизме нуклеиновых кислот: белки, связы-
вающие и нейтрализующие интерферон, цитокины и 
хемокины; белки, ингибирующие апоптоз, или сиг-
нальные пути, необходимые для продукции интер-
ферона и других цитокинов [43].

противооспенная вакцина четвертого поколе-
ния NYVAC, полученная из штамма Copenhagen пу-
тем направленной делеции 18 генов: 12 генов от C7L 
до K1L (район «генов круга хозяев»); B13R/B14R 
(«геморрагический» район); A26L (белок включе-
ния типа а); A56R (гемагглютинин); I4L (большая 
субъединица рибонуклеотид редуктазы) и J2R (ти-
мидинкиназа), характеризовалась значительной ат-
тенуацией, без способности к распространению в 
иммунодефицитных животных и вызову инфекции 
у человека [44]. последующие исследования показа-
ли, что штамм NYVAC индуцирует у человека более 
низкий противооспенный иммунитет в сравнении с 
классической вакциной на основе штамма Lister или 
Dryvax, что при его использовании может потребо-
вать неоднократного введения значительно более 
высоких доз вируса [28].

наиболее перспективными противооспенны-
ми вакцинами четвертого поколения в настоящее 
время являются вакцинные штаммы 1421ABJCN и 
LIVPΔ6 вов, полученные из вов штамма LIVP, ис-
пользуемого в российской Федерации для вакцина-
ции людей, путем направленного последовательного 
нарушения пяти и шести генов, кодирующих гемаг-
глютинин (A56R), гамма-интерферонсвязывающий 
белок (B8R), тимидинкиназу (J2R), комплементсвя-
зывающий белок (C3L), Bcl2-подобный ингибитор 
апоптоза (N1L), и гена A35R, контролирующего пре-
зентацию антигенов главным комплексом гистосов-
местимости класса II [2, 49].

ранее в независимых экспериментах было пока-
зано, что удаление гена A56R, кодирующего гемаг-
глютинин, обеспечивающего способность вируса 
присоединяться к клетке-мишени и активирующего 
инфекционность вирионов, у различных штаммов 
вов приводило к снижению вирулентности на не-
сколько порядков по сравнению с исходным роди-
тельским вирусом [41]. ген N1L, кодирующий инги-
битор апоптоза, не влияет на репродукцию вов на 
культуре клеток, но также участвует в проявлении 
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вирулентности вируса in vivo [25]. ген B8R кодирует 
гликопротеин, имеющий сходство с внеклеточным 
доменом клеточного рецептора гамма-интерферона, 
делеция которого приводила к аттенуации вов в 
сравнении с вирусом дикого типа [8]. нарушение 
гена J2R, кодирующего тимидинкиназу, также при-
водило к значительному снижению вирулентности 
вируса in vivo [45]. ген C3L кодирует комплемент-
связывающий белок, ингибирующий активность си-
стемы комплемента через взаимодействие с C3b/C4b 
и ингибирующий антителозависимую нейтрализа-
цию вирионов вов, усиленную комплементом [19]. 
одиночная делеция данного гена приводила к сни-
жению вирулентности исследуемого вируса.

показано, что рекомбинантный вариант вов 
1421ABJCN с пятью направленно-инактивирован-
ными генами вирулентности, указанными выше, 
обладает значительно сниженной реактогенностью 
и нейровирулентностью по сравнению с исходным 
штаммом вов LIVP. при этом вакцинный штамм 
1421ABJCN сохранил иммуногенные и протектив-
ные свойства родительского штамма [49].

ранее показано, что делеция по гену A35R в зна-
чительно аттенуированном MVA вов приводила к 
увеличению иммуногенности вируса [35]. поэтому с 
целью усиления иммуногенности и получения более 
эффективной вакцины на основе штамма 1421ABJCN 
авторами сконструирован рекомбинантный вариант 
вов LIVPΔ6 с дополнительной делецией гена A35R. 
созданный штамм LIVPΔ6 индуцировал достоверно 
более высокий уровень вируснейтрализующих анти-
тел по сравнению с исходным штаммом LIVP и обе-
спечивал 100 % защиту мышей от инфекции виру-
сом эктромелии в дозе 100 LD50, что не наблюдалось 
для родительского штамма [2].

новый аттенуированный и высокоиммуноген-
ный штамм вов LIVPΔ6 с нарушением шести генов 
вирулентности в настоящее время проходит доклини-
ческие исследования в рамках федеральной целевой 
программы «национальная система химической и 
биологической безопасности российской Федерации 
(2015–2020 годы)» и в дальнейшем может явиться 
эффективной и безопасной вакциной четвертого по-
коления против натуральной оспы и других ортопок-
свирусных инфекций человека.

финансирование. работа выполнена при фи-
нансовой поддержке российского научного фонда 
(проект № 16-15-10101).

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

список литературы
1. маренникова с.с., щелкунов с.н. патогенные для чело-

века ортопоксвирусы. м.: KMK Scientific Press Ltd; 1998. 386 c.
2. якубицкий с.н., колосова и.в., максютов р.а., 

щелкунов с.н. высокоиммуногенный вариант аттенуированно-
го вируса осповакцины. Биохимия, биофизика, мол. биол. 2016; 
466:241–4.

3. Bell E., Shamim M., Whitbeck J.C., Sfyroera G., Lambris 
J.D., Isaacs S.N. Antibodies against the extracellular enveloped vi-
rus B5R protein are mainly responsible for the EEV neutralizing 

capacity of vaccinia immune globulin. Virology. 2004; 325:425–31. 
DOI: 10.1016/j.virol.2004.05.004.

4. Bhanuprakash V., Venkatesan G., Balamurugan V., Hosamani 
M., Yogisharadhya R., Gandhale P., Reddy K.V., Damle A.S., Kher 
H.N., Chandel B.S., Chauhan H.C., Singh R.K. Zoonotic infections 
of buffalopox in India. Zoonoses Public Health. 2010; 57:e149–55. 
DOI: 10.1111/j.1863-2378.2009.01314.x.

5. Blanchard T.J., Alcami A., Andrea P., Smith G.L. Modified 
vaccinia virus Ankara undergoes limited replication in human 
cells and lacks several immunomodulatory proteins: implica-
tions for use as a human vaccine. J. Gen. Virol. 1998; 79:1159–67. 
DOI: 10.1099/0022-1317-79-5-1159.

6. Campe H., Zimmermann P., Glos K., Bayer M., Bergemann 
H., Dreweck C., Graf P., Weber B.K., Meyer H., Büttner M., Busch 
U., Sing A. Cowpox virus transmission from pet rats to humans, 
Germany. Emerg. Infect. Dis. 2009; 15(5):777–80. DOI: 10.3201/
eid1505.090159.

7. Carletti F., Bordi L., Castilletti C., Di Caro A., Falasca L., 
Gioia C., Ippolito G., Zaniratti S., Beltrame A., Viale P., Capobianchi 
M.R. Cat-to-human orthopoxvirus transmission northeastern 
Italy. Emerg. Infect. Dis. 2009; 15(3):499–500. DOI: 10.3201/
eid1503.080813.

8. Denes B., Gridley D.S., Fodor N., Takatsy Z., Timiryasova 
T.M., Fodor I. Attenuation of a vaccine strain of vaccinia virus via in-
activation of interferon viroceptor. J. Gene Med. 2006; 8(7):814–23. 
DOI: 10.1002/jgm.907.

9. Drexler I., Heller K., Wahren B., Erfle V., Sutter G. Highly 
attenuated modified vaccinia virus Ankara replicates in baby ham-
ster kidney cells, a potential host for virus propagation, but not in 
various human transformed and primary cells. J. Gen. Virol. 1998; 
79:347–52. DOI: 10.1099/0022-1317-79-2-347.

10. Ducournau C., Ferrier-Rembert A., Ferraris O., Joffre A., 
Favier A.L., Flusin O., Van Cauteren D., Kecir K., Auburtin B., Védy 
S., Bessaud M., Peyrefitte C.N. Concomitant human infections with 
2 cowpox virus strains in related cases, France, 2011. Emerg. Infect. 
Dis. 2013; 19(12):1996–9. DOI: 10.3201/eid1912.130256.

11. Earl P.L., Americo J.L., Wyatt L.S., Eller L.A., Whitbeck 
J.C., Cohen G.H., Eisenberg R.J., Hartmann C.J., Jackson D.L., Kulesh 
D.A., Martinez M.J., Miller D.M., Mucker E.M., Shamblin J.D., 
Zwiers S.H., Huggins J.W., Jahrling P.B., Moss B. Immunogenicity 
of a highly attenuated MVA smallpox vaccine and protection against 
monkeypox. Nature. 2004; 428(6979):182–5. DOI: 10.1038/na-
ture02331.

12. Fenner F. Risks and benefits of vaccinia vaccine use in 
the worldwide smallpox eradication campaign. Res. Virol. 1989; 
140(5):465–6.

13. Fenner F., Henderson D.A., Arita I., Jezek Z., Ladnyi I.D. 
Smallpox and its eradication. World Health Organization: Geneva; 
1988. 1460 p.

14. Ferrier-Rembert A., Drillien R., Meignier B., Garin D., 
Crance J.M. Safety, immunogenicity and protective efficacy in mice 
of a new cell-cultured Lister smallpox vaccine candidate. Vaccine. 
2007; 25(49):8290–7. DOI: 10.1016/j.vaccine.2007.09.050.

15. Frey S.E., Newman F.K., Kennedy J.S., Ennis F., Abate 
G., Hoft D.F., Monath T.P. Comparison of the safety and immuno-
genicity of ACAM1000, ACAM2000 and Dryvax® in healthy vac-
cinia-naive adults. Vaccine. 2009; 27(10):1637–44. DOI: 10.1016/j.
vaccine.2008.11.079.

16. Hekker A.C., Bos J.M., Rai N.K., Keja J., Cuboni G., 
Emmet B., Djalins J. Large-scale use of freeze-dried smallpox vac-
cine prepared in primary ultures of rabbit kidney cells. Bull. World 
Health Organ. 1976; 54(3):279–84.

17. Hirayama M. Smallpox vaccination in Japan. In: Fukumi 
H., editor. The vaccination theory and practice. Tokyo: International 
Medical Foundation of Japan; 1975.

18. Hobi S., Mueller R.S., Hill M., Nitsche A., Löscher T., 
Guggemos W., Ständer S., Rjosk-Dendorfer D., Wollenberg A. 
Neurogenic inflammation and colliquative lymphadenitis with per-
sistent orthopox virus DNA detection in a human case of cowpox 
virus infection transmitted by a domestic cat. Br. J. Dermatol. 2015; 
173(2):535–9. DOI: 10.1111/bjd.13700.

19. Isaacs S.N., Kotwal G.J., Moss B. Vaccinia virus com-
plement-control protein prevents antibody-dependent complement-
enhanced neutralization of infectivity and contributes to virulence. 
Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 1992; 89(2):628–32.

20. Jacobs B.L., Langland J.O., Kibler K.V., Denzler K.L., 
White S.D., Holechek S.A., Wong S., Huynh T., Baskin C.R. Vaccinia 
virus vaccines: past, present and future. Antiviral Res. 2009; 84(1):1–
13. DOI: 10.1016/j.antiviral.2009.06.006.

21. Johnson B.F., Kanatani Y., Fujii T., Saito T., Yokote H., 
Smith G.L. Serological responses in humans to the smallpox vac-
cine LC16m8. J. Gen. Virol. 2011; 92:2405–10. DOI: 10.1099/
vir.0.034207-0.

22. Kinnunen P.M., Holopainen J.M., Hemmilä H., Piiparinen 
H., Sironen T., Kivelä T., Virtanen J., Niemimaa J., Nikkari S., 
Järvinen A., Vapalahti O. Severe Ocular Cowpox in a Human, 
Finland. Emerg. Infect. Dis. 2015; 21(12):2261–3. DOI: 10.3201/



Проблемы особо опасных инфекций. 2017, вып. 2

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

eid2112.150621.
23. Lane J.M., Ruben F.L., Neff J.M., Millar J.D. Complications 

of smallpox vaccination, 1968: results of ten statewide surveys. J. 
Infect. Dis. 1970; 122(4):303–9.

24. Levine R.S., Peterson A.T., Yorita K.L., Carroll D., Damon 
I.K., Reynolds M.G. Ecological niche and geographic distribu-
tion of human monkeypox in Africa. PLoS One. 2007; 2(1):е176. 
DOI: 10.1371/journal.pone.0000176.

25. Maluquer de Motes C., Cooray S., Ren H., Almeida G.M., 
McGourty K., Bahar M.W., Stuart D.I., Grimes J.M., Graham S.C., 
Smith G.L. Inhibition of apoptosis and NF-κB activation by vaccinia 
protein N1 occur via distinct binding surfaces and make different 
contributions to virulence. PLoS Pathog. 2011; 7(12):e1002430. 
DOI: 10.1371/journal.ppat.1002430.

26. McCurdy L.H., Larkin B.D., Martin J.E., Graham B.S. 
Modified vaccinia Ankara: potential as an alternative smallpox vaccine. 
Clin. Infect. Dis. 2004; 38(12):1749–53. DOI: 10.1086/421266.

27. Meyer H., Sutter G., Mayr A. Mapping of deletions in the ge-
nome of the highly attenuated vaccinia virus MVA and their influence 
on virulence. J. Gen. Virol. 1991; 72:1031–8. DOI: 10.1099/0022-
1317-72-5-1031.

28. Midgley C.M., Putz M.M., Weber J.N., Smith G.L. 
Vaccinia virus strain NYVAC induces substantially lower and quali-
tatively different human antibody responses compared with strains 
Lister and Dryvax. J. Gen. Virol. 2008; 89:2992–7. DOI: 10.1099/
vir.0.2008/004440-0.

29. Monath T.P., Caldwell J.R., Mundt W., Fusco J., Johnson 
C.S., Buller M., Liu J., Gardner B., Downing G., Blum P.S., Kemp T., 
Nichols R., Weltzin R. ACAM2000 clonal Vero cell culture vaccinia 
virus (New York City Board of Health strain) – a second-generation 
smallpox vaccine for biological defense. Int. J. Infect. Dis. 2004; 
8:S31–44. DOI: 10.1016/j.ijid.2004.09.002.

30. Morikawa S., Sakiyama T., Hasegawa H., Saijo M., Maeda 
A., Kurane I., Maeno G., Kimura J., Hirama C., Yoshida T., Asahi-
Ozaki Y., Sata T., Kurata T., Kojima A. An attenuated LC16m8 
smallpox vaccine: analysis of full-genome sequence and induction of 
immune protection. J. Virol. 2005; 79(18):11873–91. DOI: 10.1128/
JVI.79.18.11873-11891.2005.

31. Murphy F.A., Osburn B.I. Adventitious agents and small-
pox vaccine in strategic national stockpile. Emerg. Infect. Dis. 2005; 
11(7):1086–9. DOI: 10.3201/eid1107.050277.

32. Ninove L., Domart Y., Vervel C., Voinot C., Salez N., 
Raoult D., Meyer H., Capek I., Zandotti C., Charrel R.N. Cowpox 
virus transmission from pet rats to humans, France. Emerg. Infect. 
Dis. 2009; 15(5):781–4. DOI: 10.3201/eid1505.090235.

33. Parker S., Nuara A., Buller R.M., Schultz D.A. Human 
monkeypox: an emerging zoonotic disease. Future Microbiol. 2007; 
2(1):17–34. DOI: 10.2217/17460913.2.1.17.

34. Poland G.A., Grabenstein J.D., Neff J.M. The US smallpox 
vaccination program: a review of a large modern era smallpox vacci-
nation implementation program. Vaccine. 2005; 23(17–18):2078–81. 
DOI: 10.1016/j.vaccine.2005.01.012.

35. Rehm K.E., Connor R.F., Jones G.J., Yimbu K., Roper R.L. 
Vaccinia virus A35R inhibits MHC class II antigen presentation. 
Virology. 2010; 397(1):176–86. DOI: 10.1016/j.virol.2009.11.008.

36. Riedel S. Edward Jenner and the history of smallpox and 
vaccination. Proc. (Bayl. Univ. Med. Cent.). 2005; 18(1):21–5.

37. Rimoin A.W., Kisalu N., Kebela-Ilunga B., Mukaba T., 
Wright L.L., Formenty P., Wolfe N.D., Shongo R.L., Tshioko F., 
Okitolonda E., Muyembe J.J., Ryder R.W., Meyer H. Endemic human 
monkeypox, Democratic Republic of Congo, 2001–2004. Emerg. 
Infect. Dis. 2007; 13(6): 934–7. DOI: 10.3201/eid1306.061540.

38. Rimoin A.W., Mulembakani P.M., Johnston S.C., Lloyd 
Smith J.O., Kisalu N.K., Kinkela T.L., Blumberg S., Thomassen 
H.A., Pike B.L., Fair J.N., Wolfe N.D., Shongo R.L., Graham 
B.S., Formenty P., Okitolonda E., Hensley L.E., Meyer H., Wright 
L.L., Muyembe J.J. Major increase in human monkeypox inci-
dence 30 years after smallpox vaccination campaigns cease in the 
Democratic Republic of Congo. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 2010; 
107(37):16262–7. DOI: 10.1073/pnas.1005769107.

39. Shchelkunov S.N. Emergence and reemergence of small-
pox: the need in development of a new generation smallpox vaccine. 
Vaccine. 2011; 29:D49–53. DOI: 10.1016/j.vaccine.2011.05.037.

40. Shchelkunov S.N. An increasing danger of zoonotic or-
thopoxvirus infections. PLoS Pathog. 2013; 9(12):e1003756. 
DOI: 10.1371/journal.ppat.1003756.

41. Shida H., Hinuma Y., Hatanaka M., Morita M., Kidokoro 
M., Suzuki K., Maruyama T., Takahashi-Nishimaki F., Sugimoto M., 
Kitamura R. Effects and virulences of recombinant vaccinia viruses 
derived from attenuated strains that express the human T-cell leuke-
mia virus type I envelope gene. J. Virol. 1988; 62(12):4474–80.

42. Silva-Fernandes A.T., Travassos C.E., Ferreira J.M., 
Abrahão J.S., Rocha E.S., Viana-Ferreira F., dos Santos J.R., 
Bonjardim C.A., Ferreira P.C., Kroon E.G. Natural human infections 
with Vaccinia virus during bovine vaccinia outbreaks. J. Clin. Virol. 
2009; 44(4):308–13. DOI: 10.1016/j.jcv.2009.01.007.

43. Smith G.L., Benfield C.T., Maluquer de Motes C., Mazzon 
M., Ember S.W., Ferguson B.J., Sumner R.P. Vaccinia virus immune 

evasion: mechanisms, virulence and immunogenicity. J. Gen. Virol. 
2013; 94:2367–92. DOI: 10.1099/vir.0.055921-0.

44. Tartaglia J., Cox W.I., Pincus S., Paoletti E. Safety and im-
munogenicity of recombinants based on the genetically-engineered 
vaccinia strain, NYVAC. Dev. Biol. Stand. 1994; 82:125–9.

45. Taylor G., Stott E.J., Wertz G., Ball A. Comparison of the 
virulence of wild-type thymidine kinase (tk)-deficient and tk+ phe-
notypes of vaccinia virus recombinants after intranasal inoculation 
of mice. J. Gen. Virol. 1991; 72:125–30. DOI: 10.1099/0022-1317-
72-1-125.

46. The global eradication of smallpox, final report of the glob-
al commission for the certification of smallpox eradication, Geneva, 
December 1979. World Health Organization: Geneva; 1980.

47. Trindade G.S., Guedes M.I., Drumond B.P., Mota B.E., 
Abrahao J.S., Lobato Z.I., Gomes J.A., Corrêa-Oliveira R., Nogueira 
M.L., Kroon E.G., da Fonseca F.G. Zoonotic vaccinia virus: clini-
cal and immunological characteristics in a naturally infected patient. 
Clin. Infect. Diseases. 2009; 48(3):е37–40. DOI: 10.1086/595856.

48. Wiser I., Balicer R.D., Cohen D. An update on small-
pox vaccine candidates and their role in bioterrorism related vac-
cination strategies. Vaccine. 2007; 25(3):976–84. DOI: 10.1016/j.
vaccine.2006.09.046.

49. Yakubitsky S.N., Kolosova I.V., Maksyutov R.A., 
Shchelkunov S.N. Attenuation of Vaccinia Virus. Acta Naturae. 
2015; 7(4):113–21.

50. Zafar A., Swanepoel R., Hewson R., Nizam M., Ahmed 
A., Husain A., Grobbelaar A., Bewley K., Mioulet V., Dowsett 
B., Easterbrook L., Hasan R. Nosocomial buffalopoxvirus infec-
tion, Karachi, Pakistan. Emerg. Infect. Dis. 2007; 13(6):902–4. 
DOI: 10.3201/eid1306.061068.

References
1. Marennikova S.S., Shchelkunov S.N. [Pathogenic for Humans 

Orthopoxviruses]. M.: KMK Scientific Press Ltd.; 1998. 386 p. 
2. Yakubitsky S.N., Kolosova I.V., Maksyutov R.A., Shchelkunov S.N. 

[Highly immunogenic variant of attenuated vaccinia virus]. Biokhim., Biofiz., 
Mol. Biol. 2016; 466:241–4. 

3. Bell E., Shamim M., Whitbeck J.C., Sfyroera G., Lambris J.D., 
Isaacs S.N. Antibodies against the extracellular enveloped virus B5R protein 
are mainly responsible for the EEV neutralizing capacity of vaccinia immune 
globulin. Virology. 2004; 325:425–31. DOI: 10.1016/j.virol.2004.05.004.

4. Bhanuprakash V., Venkatesan G., Balamurugan V., Hosamani 
M., Yogisharadhya R., Gandhale P., Reddy K.V., Damle A.S., Kher H.N., 
Chandel B.S., Chauhan H.C., Singh R.K. Zoonotic infections of buffalopox 
in India. Zoonoses Public Health. 2010; 57:e149–55. DOI: 10.1111/j.1863-
2378.2009.01314.x.

5. Blanchard T.J., Alcami A., Andrea P., Smith G.L. Modified vaccinia 
virus Ankara undergoes limited replication in human cells and lacks several 
immunomodulatory proteins: implications for use as a human vaccine. J. Gen. 
Virol. 1998; 79:1159–67. DOI: 10.1099/0022-1317-79-5-1159.

6. Campe H., Zimmermann P., Glos K., Bayer M., Bergemann H., 
Dreweck C., Graf P., Weber B.K., Meyer H., Büttner M., Busch U., Sing A. 
Cowpox virus transmission from pet rats to humans, Germany. Emerg. Infect. 
Dis. 2009; 15(5):777–80. DOI: 10.3201/eid1505.090159.

7. Carletti F., Bordi L., Castilletti C., Di Caro A., Falasca L., Gioia 
C., Ippolito G., Zaniratti S., Beltrame A., Viale P., Capobianchi M.R. Cat-
to-human orthopoxvirus transmission northeastern Italy. Emerg. Infect. Dis. 
2009; 15(3):499–500. DOI: 10.3201/eid1503.080813.

8. Denes B., Gridley D.S., Fodor N., Takatsy Z., Timiryasova T.M., 
Fodor I. Attenuation of a vaccine strain of vaccinia virus via inactivation 
of interferon viroceptor. J. Gene Med. 2006; 8(7):814–23. DOI: 10.1002/
jgm.907.

9. Drexler I., Heller K., Wahren B., Erfle V., Sutter G. Highly attenu-
ated modified vaccinia virus Ankara replicates in baby hamster kidney cells, 
a potential host for virus propagation, but not in various human transformed 
and primary cells. J. Gen. Virol. 1998; 79:347–52. DOI: 10.1099/0022-1317-
79-2-347.

10. Ducournau C., Ferrier-Rembert A., Ferraris O., Joffre A., Favier 
A.L., Flusin O., Van Cauteren D., Kecir K., Auburtin B., Védy S., Bessaud 
M., Peyrefitte C.N. Concomitant human infections with 2 cowpox virus strains 
in related cases, France, 2011. Emerg. Infect. Dis. 2013; 19(12):1996–9. 
DOI: 10.3201/eid1912.130256.

11. Earl P.L., Americo J.L., Wyatt L.S., Eller L.A., Whitbeck J.C., 
Cohen G.H., Eisenberg R.J., Hartmann C.J., Jackson D.L., Kulesh D.A., 
Martinez M.J., Miller D.M., Mucker E.M., Shamblin J.D., Zwiers S.H., 
Huggins J.W., Jahrling P.B., Moss B. Immunogenicity of a highly attenuated 
MVA smallpox vaccine and protection against monkeypox. Nature. 2004; 
428(6979):182–5. DOI: 10.1038/nature02331.

12. Fenner F. Risks and benefits of vaccinia vaccine use in the world-
wide smallpox eradication campaign. Res. Virol. 1989; 140(5):465–6.

13. Fenner F., Henderson D.A., Arita I., Jezek Z., Ladnyi I.D. Smallpox 
and its eradication. World Health Organization: Geneva; 1988. 1460 p.

14. Ferrier-Rembert A., Drillien R., Meignier B., Garin D., Crance 
J.M. Safety, immunogenicity and protective efficacy in mice of a new cell-
cultured Lister smallpox vaccine candidate. Vaccine. 2007; 25(49):8290–7. 
DOI: 10.1016/j.vaccine.2007.09.050.

15. Frey S.E., Newman F.K., Kennedy J.S., Ennis F., Abate G., 
Hoft D.F., Monath T.P. Comparison of the safety and immunogenicity of 
ACAM1000, ACAM2000 and Dryvax® in healthy vaccinia-naive adults. 
Vaccine. 2009; 27(10):1637–44. DOI: 10.1016/j.vaccine.2008.11.079.

16. Hekker A.C., Bos J.M., Rai N.K., Keja J., Cuboni G., Emmet 
B., Djalins J. Large-scale use of freeze-dried smallpox vaccine prepared 



БИОТЕХНОЛОГИЯ, ИММУНОЛОГИЯ

772017, issue 2

in primary ultures of rabbit kidney cells. Bull. World Health Organ. 1976; 
54(3):279–84.

17. Hirayama M. Smallpox vaccination in Japan. In: Fukumi H., editor. 
The vaccination theory and practice. Tokyo: International Medical Foundation 
of Japan; 1975.

18. Hobi S., Mueller R.S., Hill M., Nitsche A., Löscher T., Guggemos 
W., Ständer S., Rjosk-Dendorfer D., Wollenberg A. Neurogenic inflammation 
and colliquative lymphadenitis with persistent orthopox virus DNA detection 
in a human case of cowpox virus infection transmitted by a domestic cat. Br. 
J. Dermatol. 2015; 173(2):535–9. DOI: 10.1111/bjd.13700.

19. Isaacs S.N., Kotwal G.J., Moss B. Vaccinia virus complement-con-
trol protein prevents antibody-dependent complement-enhanced neutraliza-
tion of infectivity and contributes to virulence. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 
1992; 89(2):628–32.

20. Jacobs B.L., Langland J.O., Kibler K.V., Denzler K.L., White S.D., 
Holechek S.A., Wong S., Huynh T., Baskin C.R. Vaccinia virus vaccines: 
past, present and future. Antiviral Res. 2009; 84(1):1–13. DOI: 10.1016/j.
antiviral.2009.06.006.

21. Johnson B.F., Kanatani Y., Fujii T., Saito T., Yokote H., Smith G.L. 
Serological responses in humans to the smallpox vaccine LC16m8. J. Gen. 
Virol. 2011; 92:2405–10. DOI: 10.1099/vir.0.034207-0.

22. Kinnunen P.M., Holopainen J.M., Hemmilä H., Piiparinen H., 
Sironen T., Kivelä T., Virtanen J., Niemimaa J., Nikkari S., Järvinen A., 
Vapalahti O. Severe Ocular Cowpox in a Human, Finland. Emerg. Infect. Dis. 
2015; 21(12):2261–3. DOI: 10.3201/eid2112.150621.

23. Lane J.M., Ruben F.L., Neff J.M., Millar J.D. Complications of 
smallpox vaccination, 1968: results of ten statewide surveys. J. Infect. Dis. 
1970; 122(4):303–9.

24. Levine R.S., Peterson A.T., Yorita K.L., Carroll D., Damon I.K., 
Reynolds M.G. Ecological niche and geographic distribution of human 
monkeypox in Africa. PLoS One. 2007; 2(1):е176. DOI: 10.1371/journal.
pone.0000176.

25. Maluquer de Motes C., Cooray S., Ren H., Almeida G.M., 
McGourty K., Bahar M.W., Stuart D.I., Grimes J.M., Graham S.C., Smith 
G.L. Inhibition of apoptosis and NF-κB activation by vaccinia protein N1 oc-
cur via distinct binding surfaces and make different contributions to virulence. 
PLoS Pathog. 2011; 7(12):e1002430. DOI: 10.1371/journal.ppat.1002430.

26. McCurdy L.H., Larkin B.D., Martin J.E., Graham B.S. Modified 
vaccinia Ankara: potential as an alternative smallpox vaccine. Clin. Infect. 
Dis. 2004; 38(12):1749–53. DOI: 10.1086/421266.

27. Meyer H., Sutter G., Mayr A. Mapping of deletions in the genome 
of the highly attenuated vaccinia virus MVA and their influence on virulence. 
J. Gen. Virol. 1991; 72:1031–8. DOI: 10.1099/0022-1317-72-5-1031.

28. Midgley C.M., Putz M.M., Weber J.N., Smith G.L. Vaccinia virus 
strain NYVAC induces substantially lower and qualitatively different human 
antibody responses compared with strains Lister and Dryvax. J. Gen. Virol. 
2008; 89:2992–7. DOI: 10.1099/vir.0.2008/004440-0.

29. Monath T.P., Caldwell J.R., Mundt W., Fusco J., Johnson C.S., 
Buller M., Liu J., Gardner B., Downing G., Blum P.S., Kemp T., Nichols R., 
Weltzin R. ACAM2000 clonal Vero cell culture vaccinia virus (New York City 
Board of Health strain) – a second-generation smallpox vaccine for biological 
defense. Int. J. Infect. Dis. 2004; 8:S31–44. DOI: 10.1016/j.ijid.2004.09.002.

30. Morikawa S., Sakiyama T., Hasegawa H., Saijo M., Maeda A., 
Kurane I., Maeno G., Kimura J., Hirama C., Yoshida T., Asahi-Ozaki Y., Sata 
T., Kurata T., Kojima A. An attenuated LC16m8 smallpox vaccine: analysis 
of full-genome sequence and induction of immune protection. J. Virol. 2005; 
79(18):11873–91. DOI: 10.1128/JVI.79.18.11873-11891.2005.

31. Murphy F.A., Osburn B.I. Adventitious agents and smallpox vac-
cine in strategic national stockpile. Emerg. Infect. Dis. 2005; 11(7):1086–9. 
DOI: 10.3201/eid1107.050277.

32. Ninove L., Domart Y., Vervel C., Voinot C., Salez N., Raoult D., 
Meyer H., Capek I., Zandotti C., Charrel R.N. Cowpox virus transmission 
from pet rats to humans, France. Emerg. Infect. Dis. 2009; 15(5):781–4. 
DOI: 10.3201/eid1505.090235.

33. Parker S., Nuara A., Buller R.M., Schultz D.A. Human monkey-
pox: an emerging zoonotic disease. Future Microbiol. 2007; 2(1):17–34. 
DOI: 10.2217/17460913.2.1.17.

34. Poland G.A., Grabenstein J.D., Neff J.M. The US smallpox vac-
cination program: a review of a large modern era smallpox vaccination im-
plementation program. Vaccine. 2005; 23(17–18):2078–81. DOI: 10.1016/j.
vaccine.2005.01.012.

35. Rehm K.E., Connor R.F., Jones G.J., Yimbu K., Roper R.L. 
Vaccinia virus A35R inhibits MHC class II antigen presentation. Virology. 
2010; 397(1):176–86. DOI: 10.1016/j.virol.2009.11.008.

36. Riedel S. Edward Jenner and the history of smallpox and vaccina-
tion. Proc. (Bayl. Univ. Med. Cent.). 2005; 18(1):21–5.

37. Rimoin A.W., Kisalu N., Kebela-Ilunga B., Mukaba T., Wright L.L., 
Formenty P., Wolfe N.D., Shongo R.L., Tshioko F., Okitolonda E., Muyembe 
J.J., Ryder R.W., Meyer H. Endemic human monkeypox, Democratic Republic 
of Congo, 2001–2004. Emerg. Infect. Dis. 2007; 13(6): 934–7. DOI: 10.3201/
eid1306.061540.

38. Rimoin A.W., Mulembakani P.M., Johnston S.C., Lloyd Smith 
J.O., Kisalu N.K., Kinkela T.L., Blumberg S., Thomassen H.A., Pike B.L., 
Fair J.N., Wolfe N.D., Shongo R.L., Graham B.S., Formenty P., Okitolonda 
E., Hensley L.E., Meyer H., Wright L.L., Muyembe J.J. Major increase in 
human monkeypox incidence 30 years after smallpox vaccination campaigns 
cease in the Democratic Republic of Congo. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 2010; 
107(37):16262–7. DOI: 10.1073/pnas.1005769107.

39. Shchelkunov S.N. Emergence and reemergence of smallpox: the 
need in development of a new generation smallpox vaccine. Vaccine. 2011; 
29:D49–53. DOI: 10.1016/j.vaccine.2011.05.037.

40. Shchelkunov S.N. An increasing danger of zoonotic orthopoxvi-
rus infections. PLoS Pathog. 2013; 9(12):e1003756. DOI: 10.1371/journal.
ppat.1003756.

41. Shida H., Hinuma Y., Hatanaka M., Morita M., Kidokoro M., 
Suzuki K., Maruyama T., Takahashi-Nishimaki F., Sugimoto M., Kitamura 
R. Effects and virulences of recombinant vaccinia viruses derived from at-
tenuated strains that express the human T-cell leukemia virus type I envelope 
gene. J. Virol. 1988; 62(12):4474–80.

42. Silva-Fernandes A.T., Travassos C.E., Ferreira J.M., Abrahão J.S., 
Rocha E.S., Viana-Ferreira F., dos Santos J.R., Bonjardim C.A., Ferreira 
P.C., Kroon E.G. Natural human infections with Vaccinia virus during bo-
vine vaccinia outbreaks. J. Clin. Virol. 2009; 44(4):308–13. DOI: 10.1016/j.
jcv.2009.01.007.

43. Smith G.L., Benfield C.T., Maluquer de Motes C., Mazzon M., 
Ember S.W., Ferguson B.J., Sumner R.P. Vaccinia virus immune evasion: 
mechanisms, virulence and immunogenicity. J. Gen. Virol. 2013; 94:2367–92. 
DOI: 10.1099/vir.0.055921-0.

44. Tartaglia J., Cox W.I., Pincus S., Paoletti E. Safety and immuno-
genicity of recombinants based on the genetically-engineered vaccinia strain, 
NYVAC. Dev. Biol. Stand. 1994; 82:125–9.

45. Taylor G., Stott E.J., Wertz G., Ball A. Comparison of the virulence 
of wild-type thymidine kinase (tk)-deficient and tk+ phenotypes of vaccinia 
virus recombinants after intranasal inoculation of mice. J. Gen. Virol. 1991; 
72:125–30. DOI: 10.1099/0022-1317-72-1-125.

46. The global eradication of smallpox, final report of the global com-
mission for the certification of smallpox eradication, Geneva, December 
1979. World Health Organization: Geneva; 1980.

47. Trindade G.S., Guedes M.I., Drumond B.P., Mota B.E., Abrahao 
J.S., Lobato Z.I., Gomes J.A., Corrêa-Oliveira R., Nogueira M.L., Kroon 
E.G., da Fonseca F.G. Zoonotic vaccinia virus: clinical and immunological 
characteristics in a naturally infected patient. Clin. Infect. Diseases. 2009; 
48(3):е37–40. DOI: 10.1086/595856.

48. Wiser I., Balicer R.D., Cohen D. An update on smallpox vac-
cine candidates and their role in bioterrorism related vaccination strategies. 
Vaccine. 2007; 25(3):976–84. DOI: 10.1016/j.vaccine.2006.09.046.

49. Yakubitsky S.N., Kolosova I.V., Maksyutov R.A., Shchelkunov 
S.N. Attenuation of Vaccinia Virus. Acta Naturae. 2015; 7(4):113–21.

50. Zafar A., Swanepoel R., Hewson R., Nizam M., Ahmed A., Husain 
A., Grobbelaar A., Bewley K., Mioulet V., Dowsett B., Easterbrook L., Hasan 
R. Nosocomial buffalopoxvirus infection, Karachi, Pakistan. Emerg. Infect. 
Dis. 2007; 13(6):902–4. DOI: 10.3201/eid1306.061068.

Authors:
Maksyutov R.A. State Scientific Centre of Virology and Biotechnology 

“Vector”. Kol’tsovo, Novosibirsk Region, 630559, Russian Federation. 
E-mail: vector@vector.nsc.ru.

об авторах:
Максютов Р.А. государственный научный центр вирусологии и 

биотехнологии «вектор». российская Федерация, 630559, новосибирская 
обл., п. кольцово. E-mail: vector@vector.nsc.ru. 

поступила 29.07.16.



Проблемы особо опасных инфекций. 2017, вып. 2

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

моноспецифическая бруцеллезная сыворотка 
anti-abortus используется при дифференциации видов 
бруцелл [4]. известно, что моноспецифическую бру-
целлезную anti-abortus сыворотку готовят с исполь-
зованием эталонного штамма Фао/воз – Brucella 
abortus 544 или вакцинного – B. abortus 19BA, жи-
выми культурами которых иммунизируют кроликов 
(внутривенно однократно суспензией клеток в разных 
концентрациях). полученную антисыворотку адсор-
бируют штаммом B. melitensis 16M, B. melitensis 28 
или B. melitensis 548. титры специфических антител в 
полученных моноспецифических бруцеллезных anti-
abortus сывороток при этом составляли 1:160–1:640 [1, 
2]. основным недостатком этих методов является ис-
пользование для получения бруцеллезной антисыво-
ротки живой культуры вирулентного штамма возбу-

дителя, что требует соблюдения на разных этапах ра-
боты специальных мер для обеспечения требований 
биобезопасности персонала. все бруцеллы, в том чис-
ле и вакцинный штамм, который обладал остаточной 
вирулентностью, способны вызывать иммуноаллер-
гические реакции. поэтому поиск слабовирулентных 
штаммов или специфических бруцеллезных антиге-
нов для получения высокотитражной антисыворотки, 
пригодной для получения после ее адсорбции моно-
специфических сывороток, а также снижение биоло-
гической опасности при проведении технологических 
приемов работ являются актуальными.

цель исследования – получение кроличьей мо-
носпецифической бруцеллезной anti-abortus сыво-
ротки к термоэкстракту из бруцелл в S-форме, оцен-
ка ее активности и специфичности.
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материалы и методы

донорами гипериммунной сыворотки служили 
кролики породы шиншилла из лаборатории подо-
пытных животных иркутского научно-исследова-
тельского противочумного института. термоэкстракт 
готовили в соответствии с патентом [3]. 

иммунизацию животных осуществляли по двух-
цикловой схеме, что позволило получить антисы-
воротку с высоким титром специфических антител 
1:1600–1:3200. по отработанной ранее в лаборато-
рии методике для получения моноспецифической 
anti-abortus сыворотки гипериммунную сыворот-
ку адсорбировали штаммом гетерологичного вида 
B. melitensis 16M. трехсуточную культуру штамма 
смывали зФр (рн 7,2±0,1) и добавляли до 2,5 % фор-
малина, взвесь оставляли при (20±2) °с в течение 
24 ч. проводили контроль на специфическую сте-
рильность. бактериальную массу центрифугировали 
при 3000 об./мин в течение 30 мин. надосадочную 
жидкость сливали, и зФр (рн 7,2±0,1) доводили кон-
центрацию бактериальной взвеси до 5∙1011 м.к./мл. 
полученную бактериальную взвесь в количестве 
0,25 мл однократно добавляли в 2,5 мл сыворотки и 
оставляли на два часа при 37 °с, помешивая через 
каждые 15 мин, после чего выдерживали 15 ч при 
(20±2) °с. затем сыворотку центрифугировали при 
6000 об./мин в течение 20 мин и удаляли осадок. 
после адсорбции проверяли тиры специфических 
антител в объемной реакции агглютинации (ра). 

в качестве контроля моноспецифической бру-
целлезной anti-abortus сыворотки использовали 
референтные, вакцинные и полевые штаммы бру-
целл из музея живых культур иркутского научно-
исследовательского противочумного института и 
выделенные от людей. 

результаты и обсуждение

для поиска однократного оптимального коли-
чества адсорбента, приготовленного из B. melitensis 
16м и добавляемого в 2,5 мл адсорбируемой бруцел-
лезной сыворотки для получения моноспецифиче-
ской бруцеллезной anti-abortus сыворотки, испытали 
три серии сывороток и четыре дозы адсорбента. 

результаты, представленные в табл. 1, свиде-
тельствуют о том, что полная адсорбция антисы-
вороток во всех трех сериях получена при дозах 
адсорбента, составляющих от 0,15 до 0,25 мл. при 
дозе адсорбента 0,1 мл отмечены положительные 
реакции на один–два креста в разведении 1:20. 
наибольшие титры специфических anti-abortus 
антител зарегистрированы при добавлении 0,15 мл 
адсорбента: серия 1 – 1:320, серия 2 – 1:640, серия 
3 – 1:160. в наших, ранее проведенных опытах по-
казано, что полное истощение бруцеллезной анти-
сыворотки, полученной иммунизацией кроликов 
живыми клетками бруцелл вида аbortus, адсорбен-
том из штамма B. melitensis 16M происходило при 
использовании дозы не менее 0,25 мл на 2,5 мл 
сыворотки. поэтому следует отметить, что при по-
лучении бруцеллезной кроличьей сыворотки имму-
низацией инактивированным антигеном – термоэк-
страктом из B. abortus 544, для полной адсорбции 
требуется меньшее количество (0,15 мл) адсорбен-
та, при этом моноспецифическая бруцеллезная anti-
abortus сыворотка имеет высокую специфичность и 
активность. 

полученная моноспецифическая бруцеллезная 
anti-abortus сыворотка испытана с 11 штаммами бру-
целл трех основных видов (melitensis, abortus, suis) и 
некоторых их биоваров, а также с 9 культурами, вы-
деленными от больных бруцеллезом людей.

Таблица 1

активность моноспецифической бруцеллезной anti-abortus сыворотки после адсорбции гетерологичным штаммом B. melitensis 16м

сыворотка  
бруцеллезная кроличья 

(anti-abortus) серия, 
титр

доза абсорбента 
B. melitensis 16м, 

мл

активность моноспецифической бруцеллезной anti-abortus сыворотки в ра

B. melitensis 16м B. abortus 544

1:20 1:40 1:80 1:160 1:320 1:640 кс ка 1:20 1:40 1:80 1:160 1:320 1:640 кс ка

серия 1, 
1:1600

0,25 – – – – – – – – ++++ ++++ ++++ ++ + – – –

0,2 – – – – – – – ++++ ++++ ++++ +++ – – –

0,15 – – – – – – – ++++ ++++ ++++ ++++ +++ + –

0,1 ++ + – – – – – ++++ ++++ ++++ ++++ +++ ++ –

серия 2, 
1:1600

0,25 – – – – – – – ++++ ++++ + – – – –

0,2 – – – – – – – ++++ ++++ +++ +++ ++ + –

0,15 – – – – – – – ++++ ++++ ++++ +++ ++ ++ –

0,1 + – – – – – – ++++ ++++ +++ ++ + + –

серия 3, 
1:1600

0,25 – – – – – – – ++ ++ + ± – – –

0,2 – – – – – – – ++++ +++ ++ ++ + + –

0,15 – – – – – – – ++++ +++ +++ ++ + + –

0,1 + – – – – – – ++++ +++ +++ ++ + + –

примечания :  «++++», «+++», «++», «+», «±» – выраженность реакции в крестах, «–» – результат отрицательный.
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полученные при испытании результаты, пред-
ставленные в табл. 2, говорят о том, что моноспе-
цифическая бруцеллезная anti-abortus сыворотка 
взаимодействовала с бруцеллами в соответствии 
с требованиями му 3.1.7.1189-03 «профилактика 
и лабораторная диагностика бруцеллеза людей» и 
полностью совпадают с данными, указанными в та-
блице, отражающей дифференциальные свойства, 
определяемые этим методом.

таким образом, получение моноспецифической 
бруцеллезной anti-abortus сыворотки путем адсорб-
ции антисыворотки, приготовленной с использова-
нием для иммунизации кроликов инактивированного 

термоэкстракта из бруцелл в S-форме, позволяет зна-
чительно снизить биологическую опасность для пер-
сонала при проведении технологических операций.

моноспецифическая бруцеллезная anti-abortus 
сыворотка, полученная по предлагаемой методике, 
обладает высокой специфичностью и активностью и 
может быть использована для внутривидовой диф-
ференциации бруцелл.

конфликт интересов. авторы подтверждают 
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Таблица 2

специфичность моноспецифической бруцеллезной сыворотки  
anti-abortus в ра

наименование  
штамма биовар

моноспецифи-
ческая  

бруцеллезная 
сыворотка  
anti-abortus

контроль 
сыворотки

контроль 
антигена

B. melitensis 16M* 1 отр. отр. отр.

B. melitensis REV-1* вакцина отр. отр. отр.

B. melitensis Ether* 3 1:80 отр. отр.

B. abortus 19 BA* вакцина 1:160 отр. отр.

B. abortus Tulya* 3 1:160 отр. отр.

B. abortus 793* 3 1:160 отр. отр.

B. abortus 86/8159* 2 1:160 отр. отр.

B. abortus 292* 4 1:160 отр. отр.

B. suis 1330* 1 1:80 отр. отр.

B. suis 686* 3 1:80 отр. отр.

B. suis (rangiferi) 181* 4 1:80 отр. отр.

B. melitensis 239** 1 отр. отр. отр.

B. melitensis 240** 1 отр. отр. отр.

B. melitensis 241** 1 отр. отр. отр.

B. melitensis 9** 1 отр. отр. отр.

B. melitensis 17** 1 отр. отр. отр.

B. melitensis 19** 1 отр. отр. отр.

B. melitensis 33** 1 отр. отр. отр.

B. melitensis 34** 1 отр. отр. отр.

B. melitensis 349** 3 1:80 отр. отр.

*Штаммы из музея живых культур иркутского научно-исследо-
вательского противочумного института; **Штаммы, выделенные от 
людей. 

примечание :  отр. – реакция отрицательная.
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живая туляремийная вакцина (жтв) являет-
ся основным профилактическим средством против 
туляремии – опасной природно-очаговой болез-
ни. Штаммом-продуцентом жтв является штамм 
Francisella tularensis 15 нииэг. он же используется 
для изготовления диагностических препаратов. для 
производства данных иммунобиологических препа-
ратов необходимо получение большого количества 
биомассы, обладающей характерными свойствами. 
в связи с этим актуальной задачей остается констру-
ирование новых эффективных питательных сред для 
глубинного культивирования, позволяющего мас-
штабировать процесс производства. 

для выращивания туляремийных бактерий в 
условиях глубинного культивирования с аэрацией в 
практике изготовления живой вакцины применяют 
полужидкие среды. но эффективность полужид-
ких сред невелика: после 18 ч выращивания густо-
та взвеси увеличивается в 5–6 раз [6]. последними 
исследованиями зарубежных авторов подтверж-
дена эффективность жидкой питательной среды 
т [4] для анализа образцов окружающей среды и 
клинических изолятов на присутствие возбудителя 
туляремии [7], но ее применение в качестве произ-
водственной среды экономически нецелесообразно. 

экспериментальные жидкие питательные среды 
для глубинного культивирования вакцинного штам-
ма туляремийного микроба в условиях биореактора 
основаны на гидролизатах рыбокостной муки с до-
бавлением солей, витаминов, глюкозы [5] и экстрак-
та пекарских дрожжей [3]. 

цель работы – разработка питательной среды 
для накопления биомассы, пригодной для получения 
иммунобиологических препаратов (в т.ч. живой ту-
ляремийной вакцины).

в качестве основы питательной среды в нашей 
работе использовали панкреатический гидролизат 
рыбокостной муки (пгрм) (гнц пмб, оболенск), 
экстракт пекарских дрожжей (эпд) (Serva), экспе-
риментальный ферментативный гидролизат фибри-
на (ФгФ), приготовленный из отхода производства 
антирабического иммуноглобулина. в качестве до-
полнительных компонентов – глюкозу, глюкозо-
витаминную добавку (гвд) (гнц пмб, оболенск), 
соли кальция (глюконат и пантотенат), цистеин, хло-
рид натрия. 

технология приготовления жидкого фермента-
тивного гидролизата фибрина приведена в патенте 
RU 2425866 [1]. жидкую форму ферментативного 
гидролизата фибрина концентрировали в 6–7 раз ме-
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тодом выпаривания на установке вакуум-выпарной 
увв-50 и высушивали конвекционным способом 
на сушильной установке распылительного типа 
кяул 101325.002 в «псевдокипящем слое». по агре-
гатному состоянию высушенный ферментативный 
гидролизат фибрина представлял собой мелкоди-
сперсный порошок с нежно-желтым оттенком. при 
анализе физико-химических показателей определе-
но: содержание общего азота – (4,76±0,03) %; амин-
ного азота – (1,39±0,03) %; процент расщепления 
белка – (50,7±1,7) %; содержание пептона (по шка-
ле дифко) – (53,7±1,5) %; следы непереваренного 
белка отсутствовали; сухой остаток – (8,78±0,2) %; 
хлориды – (0,22±0,01) %; влажность – (2,4±0,2) %; 
рн – 6,9±0,2, что соответствует требованиям, предъ-
являемым к сухим основам питательных сред 
(мук 4.2.2316-08). 

в качестве модельного штамма использова-
ли F. tularensis 15 нииэг, полученный из госу-
дарственной коллекции патогенных бактерий. кон-
центрацию биомассы определяли по отраслевому 
стандартному образцу мутности осо-42-28-85-п 
(10 ме) Фгбу нцэсмп минздравсоцразвития 
(эквивалентной концентрации 5 млрд м.к./мл) и 
турбидиметрическим методом при OD 600 нм. ста-
бильность биологических свойств туляремийного 
микроба, в том числе коэффициент жизнеспособ-
ности (к %) и степень диссоциации, оценивали по 
стандартной методике (му 3.3.2.2124-06).

эффективность жидких экспериментальных 
питательных сред определяли в условиях мало-
объемного культивирования в колбах эрленмейера 
(250 мл) на термостатируемом шейкер-инкубаторе 
и в биореакторе с автоматическим поддержанием 
параметров культивирования. объем питательной 
среды при культивировании в колбах составлял 
25 мл, температура культивирования 37 °с, ско-
рость вращения платформы – 200 об./мин, время 
культивирования (24±1) ч. параметры культивиро-
вания в биореакторе с рабочим объемом 14 л – аэ-
рация 0,5–0,7 л воздуха на 1 л питательной среды, 
скорость перемешивания 500 об./мин в течение 
(20±2) ч при температуре 37 °с. 

на первом этапе установлено, что лимити-
рующим фактором ростовых свойств эксперимен-
тальных сред является содержание аминного азота. 
оптимальное значение этого показателя должно быть 
в пределах 0,320–0,430 %. при более высоком или 
низком содержании аминного азота рост туляремий-
ного микроба резко ограничивается, что согласуется 
с литературными данными [3]. питательная среда на 
основе панкреатического гидролизата рыбокостной 
муки оказалась менее эффективной по показателям 
жизнеспособности культуры и прироста биомассы.

на следующем этапе оценивали влияние пита-
тельной основы экспериментальной среды на рост 
вакцинного штамма и жизнеспособность субпопу-
ляций. использовали среду 1 (на основе экстракта 
пекарских дрожжей) и среду 2 (на основе фермен-

тативного гидролизата фибрина). в качестве источ-
ника углеводов в обоих случаях применяли глю-
козу. при культивировании на экспериментальной 
среде 1 отмечено значительное удлинение лаг-фазы 
до 18 ч, уменьшение урожайности с сохранением 
высокой жизнеспособности культуры. для среды 2 
была отмечена высокая скорость накопления био-
массы в экспоненциальную фазу в сочетании с вы-
соким (72±3,5 %) коэффициентом жизнеспособно-
сти. два пика в стационарной фазе роста (20 и 24 ч 
культивирования) на этой среде могут быть связаны 
с исчерпанием одного лимитирующего субстрата и 
адаптацией ферментных систем клеток к другому 
субстрату. 

на следующем этапе использовали эксперимен-
тальную среду на основе сухого ферментативного 
гидролизата фибрина (среда 2), которую готовили 
согласно патенту RU № 2518282 [2]. основные ком-
поненты среды: гидролизат фибрина 5 %, глюкоза 
1 %, рн 7,2. бульон фильтровали через каскад по-
следовательно соединенных фильтров эпвг.п-050-
д-250 и эпм.к–080/045-д-250м при температуре 
фильтруемой среды (60±5) °с и рабочем давлении 
0,15 мпа, затем стерилизовали при (110±2) °с в те-
чение 30 мин. 

согласно литературным данным, для туляре-
мийного микроба в качестве стимуляторов роста 
широко используют соли кальция, натрия, амино-
кислоты [3, 4]. перед внесением инокулята посевной 
культуры в стерильную среду мы добавляли стериль-
ные растворы солей и аминокислот. при добавле-
нии солей кальция более эффективным оказался 
пантотенат кальция (витамин в5). в частности, по-
казатель прироста биомассы при введении 0,005 % 
раствора пантотената кальция составил 291,2 %, а 
при добавлении глюконата кальция – 86,7 %, жиз-
неспособность выращенной культуры была выше в 
первом случае на 25 %. влияние хлорида натрия и 
цистеина на эффективность экспериментальной пи-
тательной среды оценивали на варианте среды, со-
держащей 0,005 % пантотената кальция. добавление 
цистеина (0,05–0,1 %) резко увеличивало прирост 
биомассы и урожайность (до 133,5±3 млрд м.к./
мл), но значительно снижало жизнеспособность (до 
44 %). при добавлении хлорида натрия (0,5 %) жиз-
неспособность культуры увеличивалась до 96,8 %, 
хотя прирост биомассы был меньше (163,5 %), что 
может в дальнейшем использоваться для синхрони-
зации культуры. при добавлении и цистеина и хло-
рида натрия прирост биомассы снижался (до 100 %), 
жизнеспособность оставалась высокой (94,6 %), по-
казатель степени диссоциации оставался на низком 
уровне: количество иммуногенных (белых) колоний 
составляло (96±2) %.

сконструированная жидкая питательная среда 
на основе сухого гидролизата фибрина с добавле-
нием глюкозы и цистеина, солей кальция и натрия, 
рн (7,2±0,1), была апробирована при аппаратном куль-
тивировании штамма F. tularensis 15 нииэг. в каче-
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стве посевного материала использовали 48-часовую 
агаровую культуру, начальная концентрация клеток 
была (0,5±0,1) млрд м.к. в 1 мл среды. время культи-
вирования составило (20±2) ч, в качестве подкорм-
ки использовали раствор глюкозы. после окончания 
процесса культивирования в биореакторе нативная 
культура F. tularensis вакцинного штамма 15 нииэг 
имела следующие характеристики: рн (7,0±0,1), кон-
центрация микробных клеток (37±0,5) млрд м.к. в 
1 мл среды, коэффициент жизнеспособности соста-
вил (68±0,5) %. отмечена низкая степень диссоциа-
ции – (97±1) % SR (белых) иммуногенных колоний от 
общего количества выросших.

таким образом, разработанная нами жидкая пи-
тательная среда позволяет получать жизнеспособ-
ную биомассу туляремийного микроба с высокой 
концентрацией и низкой степенью диссоциации, что 
эффективно при выращивании штамма-продуцента 
живой туляремийной вакцины. 
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основным требованием, предъявляемым к си-
биреязвенным вакцинным штаммам, является обе-
спечение ими 80–100 % уровня защиты привитых 
лабораторных животных против заражения рефе-
рентными вирулентными культурами сибиреязвен-
ного микроба [4]. вакцинные штаммы B. anthracis 
сти-1 и 55-внииввим, используемые для вакци-
нации в медицинской и ветеринарной практике, со-
ответствуют данным требованиям. однако, согласно 
литературным и экспериментальным данным, от-
дельные штаммы, выделяемые из почвы скотомо-
гильников или во время вспышек болезни у человека 
и животных [2], а также рекомбинантные штаммы, 
приобретшие новые свойства в результате генетиче-

ских манипуляций, обладают способностью преодо-
левать иммунитет, индуцированный этими вакцина-
ми [3] и, соответственно, снижать эффективность 
противосибиреязвенных мероприятий. для повы-
шения защитных свойств сибиреязвенных вакцин и 
формирования ими более выраженного иммунного 
ответа необходимо, чтобы в составе новых вакцин-
ных препаратов был наиболее полно представлен 
спектр антигенов, антитела к которым принимают 
участие в формировании напряженного иммуните-
та против изолятов, способных преодолевать им-
мунитет. решить эту проблему можно нескольки-
ми путями: созданием рекомбинантных штаммов и 
штаммов-продуцентов антигенов с использованием 
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основной целью работы было определение протективных свойств и безопасности для животных естественно 
аттенуированного бескапсульного штамма B. anthracis 363/11 и оценка возможности его использования в качестве 
кандидатного для разработки и совершенствования средств специфической профилактики сибирской язвы. для 
сравнительного изучения протективных свойств использовали вакцинный штамм 55-внииввим, применяемый 
для обеспечения благополучия по сибирской язве животных на территории россии. с использованием стандарт-
ных методик на модели лабораторных (белые мыши, морские свинки) и целевых животных (овцы) определя-
ли показатели лд50, имд50 и протективную эффективность. установлено, что авирулентный для белых мышей 
штамм B. anthracis 363/11 обладает иммуногенной и протективной эффективностью, превышающими таковые 
для штамма 55-внииввим. Штамм стабилен и не реверсирует к вирулентному варианту при пассировании на 
питательных средах и через организм восприимчивых животных. это дает основание для того, чтобы рассматри-
вать штамм B. anthracis 363/11 в качестве кандидатного вакцинного, применение которого будет способствовать 
улучшению эпизоотической ситуации по сибирской язве в рФ.

Ключевые слова: сибирская язва, иммуногенная активность, протективность, кандидатная вакцина.
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Objective of the work was to determine protective potential and safety for animals of the naturally attenuated B. anthracis 363/11 
monoplazmid non-capsular strain to be used as a new candidate vaccine strain for the development and enhancement of specific pro-
phylaxis of anthrax. Materials and methods. Vaccine strain 55-VNIIVViM that is used for welfare provision as regards anthrax in 
animals in the territory of Russia was employed for the comparison of protective properties. Identification of LD50, ImD50 and protec-
tive efficacy was carried out using standard protocols for modeling the infection on laboratory (white mice, guinea pigs) and targeted 
(sheep) animals. Results and conclusions. It is established that avirulent for white mice B. anthracis 363/11 strain demonstrates 
higher protective and immunogenic activity than 55-VNIIVViM strain.  It does not reverse to the virulent variant after passaging on 
the nutrient media and in the organism of susceptible animals. Thus it allows for considering B. anthracis 363/11 strain as a promising 
candidate vaccine strain, the utilization of which will improve epizootic situation on anthrax in the Russian Federation.

Key words: B. anthracis, immunogenic activity, protectivity, candidate vaccine.

Conflict of interest: The authors declare no conflict of interest.

Funding: The study is financially supported by the Federal Agency for Scientific Organizations within the frames of the research 
project under the No 0615-2016-0001.

Corresponding author: Timofei А. Sevskikh, e-mail: sefskih@mail.ru.
Citation: Sevskikh Т.А., Selyaninov Yu.O., Egorova I.Yu. Protective Properties of the Vaccine Strain 55-VNIIVViM and Acapsular Strain Bacillus anthracis 363/11. 

Problemy Osobo Opasnykh Infektsii [Problems of Particularly Dangerous Infections]. 2017; 2:84–86. (In Russ.). DOI: 10.21055/0370-1069-2017-2-84-86



КРАТКИЕ СООБЩЕНИЯ

852017, issue 2

генно-инженерных технологий, конструировани-
ем бивалентных вакцин, аттенуацией вирулентных 
штаммов, способных преодолевать иммунитет, с 
сохранением их антигенных особенностей и поис-
ком новых кандидатных штаммов, отличающихся 
от известных набором фенотипических свойств и 
продуцируемых антигенов. в связи с изложенным 
нами было проведено сравнительное изучение про-
тективных свойств нового бескапсульного штамма 
B. anthracis 363/11 и известного вакцинного штамма 
55-внииввим с целью определения возможности 
использования первого из них в качестве кандидат-
ного для разработки и совершенствования средств 
специфической профилактики сибирской язвы.

в работе использовали споровые культуры вак-
цинного штамма 55-внииввим и бескапсульного 
штамма B. anthracis 363/11, выделенного от пав-
шего подсвинка. сравнительную оценку протек-
тивных свойств и напряженности индуцируемого 
иммунитета изучали в экспериментах на морских 
свинках и овцах с использованием капсулообра-
зующих референс-заражающих штаммов (II вак-
цина ценковского – B. anthracis 71/12, II вакцина 
пастера – B. anthracis 17JB, вирулентный штамм 
B. anthracis 76), капсулообразующего вакцинного 
штамма (Carbovax) и полевых изолятов (B. anthra-
cis 81, 304, 364), выделенных в казахской асср, 
алтайском крае и тульской области в 1974, 1989 
и 2011 гг. соответственно. изменение показателя 
лд50 в процессе пассирования штамма B. anthra-
cis 363/11 in vitro изучали в опытах на белых аут-
бредных мышах. все штаммы/изоляты получены из 
государственной коллекции микроорганизмов гну 
внииввим россельхозакадемии.

иммуногенную активность штаммов оцени-
вали на клинически здоровых морских свинках 
массой 350–400 г количественным методом (ид50). 
из споровых суспензий штаммов B. anthracis 55-
внииввим и 363/11 готовили разведения с содер-
жанием 107, 2·106, 4·105, 8·104, 1,6·104 живых спор в 
0,5 см3. материал каждого из разведений инокулиро-
вали подкожно в область живота в объеме 0,5 см3 7–8 
особям. через 21 сут после иммунизации по 6 голов 
животных из каждой группы и 6 интактных морских 
свинок заражали культурами сибиреязвенных штам-
мов в дозе 200 лд50. расчет показателей ид50 прово-
дили в соответствии с гост р 52616-2006 «вакцина 
против сибирской язвы животных из штамма 55-
внииввим живая».

протективную эффективность штаммов изуча-
ли на клинически здоровых морских свинках массой 
300–400 г. животных 7 групп по 12 голов в каждой 
иммунизировали споровой суспензией вакцинного 
штамма B. anthracis 55-внииввим и аналогичное 
количество морских свинок – испытуемого штамма 
B. anthracis 363/11 в дозе 107 спор. через 21 сут по-
сле иммунизации животных различных групп (по 10 
голов в каждой) заражали капсулообразующими вак-
цинными штаммами и полевыми изолятами в дозе 

200 лд50. наблюдение за животными и учет их гибе-
ли проводили в течение 10 дней после заражения.

показатель вирулентности (лд50) для культур 
исследуемого штамма определяли на белых аутбред-
ных мышах массой 18–20 г. из мышей формирова-
ли 5 групп по 6 голов в каждой. животным опыт-
ных групп подкожно вводили по 0,5 см3 споровых 
суспензий штамма с концентрациями 2·108, 4·107, 
8·106, 1,6·106, 3,2·105 спор в 1 мл. наблюдение за мы-
шами и учет их гибели проводили в течение 10 дней. 
величину лд50 рассчитывали по формуле кербера в 
модификации и.п.ашмарина и а.а. воробьева. 

работу с животными проводили в соответствии 
с «европейской конвенцией по защите позвоночных 
животных, используемых в экспериментальных и 
других научных целях» (страсбург, 1987). 

ранее при проведении работ по паспортизации 
сибиреязвенных штаммов было установлено, что 
культура бескапсульного штамма B. anthracis 363/11 
обладает высокой иммуногенностью, низкой реак-
тогенностью и отличается по фенотипическим при-
знакам от отечественных вакцинных штаммов (об-
ладает высокой протеолитической и гемолитической 
активностями, поглощает конго красного из среды, 
синтезирует протокатеховую кислоту) [1], что и обу-
словило выбор объекта исследований. 

при последующем проведении сравнительно-
го изучения на морских свинках иммуногенной ак-
тивности штаммов B. anthracis 55-внииввим и 
363/11 установлено, что значение ид50 для штамма 
55-внииввим против заражения споровыми куль-
турами капсулообразующих штаммов B. anthracis 
71/12 и Carbovax в дозе 200 лд50 составило 2,9·105 и 
3,4·105 спор, в то время как аналогичные показатели 
ид50 для штамма B. anthracis 363/11 были значитель-
но ниже и составили 2,95·104 и 1,55·105 спор соот-
ветственно. 

на следующем этапе изучен спектр протек-
тивной эффективности штаммов B. anthracis 55-
внииввим и 363/11 в экспериментах на различных 
биологических моделях (морские свинки и овцы) с 
использованием как культур референс-заражающих 
штаммов, так и полевых изолятов. установлено, что 
введение морским свинкам суспензий спор вакцин-
ного штамма 55-внииввим и кандидатного штам-
ма 363/11 в дозе 107 спор предохраняло от гибели 
80–100 % животных, зараженных споровыми куль-
турами капсулообразующих штаммов B. anthracis 
71/12, 76, 17JB и Carbovax в дозе 200 лд 50. однако 
в экспериментах с использованием в качестве за-
ражающих культур вирулентных полевых изолятов 
B. anthracis была выявлена существенная разница 
в уровнях протективной эффективности исследуе-
мых штаммов. иммунизация животных штаммом 
B. anthracis 363/11 защищала 100, 50 и 40 % морских 
свинок от заражения штаммами B. anthracis 81, 304, 
364 соответственно, но при этом процент защиты 
животных, вакцинированных штаммом B. anthracis 
55-внииввим, для указанных полевых изолятов 
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составил 40, 25 и 10 % соответственно.
различие в протективной эффективности штам-

мов было подтверждено и в опытах на овцах в воз-
расте 1–1,5 года, ранее не привитых против сибир-
ской язвы. введение овцам споровых суспензий 
штамма B. anthracis 363/11 в дозе 12,5·106 спор за-
щищало животных от заражения высоковирулент-
ными полевыми штаммами B. anthracis 76, 81 и 364 
не менее чем в 10 безусловно смертельных дозах для 
этого вида животных. вакцинация овец штаммом 55-
внииввим защитила от гибели только животных, 
зараженных штаммом B. anthracis 76. в остальных 
группах животные заболели и пали на 3–5-е сутки с 
симптомами острой формы сибирской язвы.

оценку стабильности сохранения штаммом 
B. anthracis 363/11 биологических, протективных 
свойств и вероятности реверсии проводили с ис-
пользованием метода последовательных пассажей 
на питательных средах. установлено, что после 3-го 
пассажа у культуры начинает снижаться фермента-
тивная активность, остаточная вирулентность и им-
муногенность. так, к 7-му пассажу вирулентность 
штамма для белых аутбредных мышей снизилась в 
23 раза – показатель лд50 возрос с 3,16·105 до 7,28·106 
спор. иммуногенная активность против штаммов 
B. anthracis 71/12 и Carbovax также снизилась более 
чем в 30 раз – показатели ид50 возросли с 2,9·104 
до 1,0·106 спор и с 1,55·105 до 8,4·106 спор соответ-
ственно. полученные результаты свидетельствуют 
не только о безопасности кандидатного штамма, но 
и о необходимости проведения дальнейших исследо-
ваний по оптимизации системы его культивирования 
и поддержания в активном состоянии. 

таким образом, в результате исследований, на-
правленных на поиск новых сибиреязвенных штам-
мов, обладающих более широким спектром защит-
ного действия, чем применяемые в настоящее время, 
и пригодных для разработки эффективных средств 
специфической профилактики, установлено, что 
природный естественно аттенуированный моноплаз-
мидный бескапсульный штамм B. anthracis 363/11, 
выделенный от павшего подсвинка, обладает про-
тективными свойствами, позволяющими отнести его 
к кандидатным для разработки и совершенствования 
средств специфической профилактики сибирской 

язвы. данные экспериментов с использованием био-
логических моделей свидетельствуют о его высоких 
иммуногенных свойствах, превышающих таковые 
вакцинного штамма 55-внииввим, и его перспек-
тивности в качестве кандидата для разработки вак-
цины для нужд ветеринарии.
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под руководством з.л.девдариани выполнено де-
сять кандидатских и одна докторская диссертации. 
он читает лекции на курсах профессиональной 
переподготовки и повышения квалификации при 
роснипчи «микроб», является членом диссерта-
ционного совета д 208.078.02, проблемной комис-

ЮБилеи

К 70-летиЮ Со дня рождения зураБа левановича девдариани

16 апреля 2017 г. исполнилось 
70 лет зурабу левановичу девдариани, 
доктору медицинских наук, профессору, 
главному научному  сотруднику инсти-
тута «микроб». 

зураб леванович работает в инсти-
туте более 40 лет. он является автором и 
соавтором свыше 250 научных публика-
ций, в том числе книги «вакцины и вак-
цинация. национальное руководство». 
большая часть его научных трудов по-
священа вопросам иммунопатогене-
за, иммунодиагностики и иммунопро-
филактики особо опасных инфекций. 

сии 48.02 «диагностика, профилактика 
и лечение особо опасных инфекционных 
болезней», членом редакционной кол-
легии научно-практического журнала 
«проблемы особо опасных инфекций».

за высокие показатели в научно-
общественной и педагогической дея-
тельности зураб леванович награжден 
ведомственным знаком «отличник гос-
санэпидслужбы».

з.л.девдариани является высоко-
квалифицированным специалистом, на-
стоящим представителем противочум-
ной системы. он пользуется заслужен-

ным авторитетом и уважением своих коллег.

Редакционная коллегия журнала «Проблемы осо-
бо опасных инфекций» сердечно поздравляет Зураба 
Левановича с юбилеем и желает ему крепкого здоро-
вья, творческого долголетия и благополучия. 
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ным-чумологом страны, высококвалифицированным 
специалистом-микробиологом широкого профиля. 
вся ее яркая и многогранная деятельность связана с 
институтом «микроб» и противочумной системой, в 
которой она служила с 1958 г., пройдя путь от врача 
и старшего научного сотрудника до заведующей ла-
бораторией. любовью владимировной организована 
первая в противочумной системе лаборатория аэрозо-
лей, которую она возглавляла с 1972 по 1996 год. под 
руководством л.в.самойловой разработаны методы 
лабораторной диагностики и лечения чумы, обеспече-
ния безопасности при работе с аэрозолями патогенных 
микроорганизмов. любовь владимировна многократ-
но принимала участие в организации и проведении 
противоэпидемических мероприятий на территории 
ссср (узбекистан, казахстан, крым, прибалтика и 
другие). она – автор более 200 научных трудов, ко-
торые получили высокую оценку как в россии, так и 
за рубежом. при ее непосредственном участии соз-
даны «руководство по профилактике чумы» (1982), 

«диагностика возбудителей особо опасных инфек-
ций» (1998), написаны монографии «лабораторная 
диагностика чумы» (1952), «геморрагическая лихо-
радка с почечным синдромом в саратовской обла-
сти» (1996). л.в.самойлова являлась соавтором ряда 
руководящих методических документов и пособий 
по санитарно-эпидемиологическому надзору за осо-
бо опасными инфекциями на территории россии и 
стран снг. 

профессор самойлова воспитала целую плеяду 
высококвалифицированных специалистов – под ее 
руководством защищены более 20 кандидатских и 
докторских диссертаций. 

за трудовые и научные достижения любови 
владимировне самойловой присвоено почетное 
звание заслуженный деятель науки российской 
Федерации. она награждена двумя медалями, зна-
ком «отличник гражданской обороны», почетным 
знаком губернатора саратовской области «за ми-
лосердие и благотворительность», почетными гра-
мотами министерства здравоохранения ссср и 
госсанэпиднадзора россии.

эрудиция, высокий профессионализм, талант 
организатора и исследователя, активная жизненная 
позиция сочетались в ней с мудростью и доброжела-
тельным отношением к людям. 

редакционная коллегия и редакционный совет 
журнала «проблемы особо опасных инфекций» вы-
ражают искреннее соболезнование семье и близким 
любови владимировны. светлая и благодарная па-
мять о ней будет долго жить в сердцах ее коллег и 
учеников.

ПаМяти Коллеги

ПаМяти лЮБови владиМировны СаМойловой

22 марта 2017 г. на 
85-ом году жизни скон-
чалась доктор медицин-
ских наук, профессор, 
заслуженный деятель 
науки, бывший глав-
ный научный сотрудник 
роснипчи «микроб» 
любовь владимировна 
самойлова. 

любовь владимиров-
на являлась ведущим уче-


