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при определении современной концепции био-
логической безопасности (бб), включающей вариант 
широкой ее трактовки, и в спектре разработанной по-
нятийной базы определено такое понятие как чрез-

вычайная ситуация (чс) в области биологической 
безопасности (биологического характера), отличи-
тельными признаками которой являются наличие 
разрушительных эпидемиологических, социально-
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экономических последствий и геополитический ре-
зонанс уровня и масштаба национальной и между-
народной безопасности [5]. в качестве примера чс в 
области бб в литературе приводится эпидемия лихо-
радки эбола в западной африке в 2013–2016 гг. [6]. 
актуальными на сегодняшний день являются ана-
лиз и оценка широкого спектра угроз и вызовов на 
предмет выявления рисков возникновения чс в об-
ласти биологической безопасности, предшествен-
никами которых могут выступать чс санитарно-
эпидемиологического характера международного 
значения. исследованию этого вопроса и посвящена 
данная работа.

в качестве наиболее актуальных угроз исследо-
ваны лихорадка эбола, лихорадка зика, грипп птиц 
а(H5N1), а(H7N9), ближневосточный респиратор-
ный синдром, холера, чума, а также целый ряд собы-
тий с реальным и потенциальным риском возникно-
вения чс в области общественного здравоохранения 
международного значения, в том числе связанных с 
развитием синтетической биологии.

в последнее время по параметрам чс в обла-
сти бб рассмотрена эпидемия лихорадки эбола в 
западной африке [6], начавшаяся в декабре 2013 г., 
8 августа 2014 г. объявленная всемирной органи-
зацией здравоохранения (воз) в соответствии с 
ммсп (2005 г.) чрезвычайной ситуацией в области 
общественного здравоохранения международного 
значения, а по существу достигшая масштаба угро-
зы национальной безопасности для охваченных эпи-
демией стран и ставшая приоритетной угрозой для 
всего международного сообщества, т.е. трансфор-
мировавшаяся в чс в области бб. в количествен-
ном отношении это выглядит так: на август 2014 г. 
пришелся эксплозивный рост заболеваемости лихо-
радкой эбола в гвинее и либерии, где еженедельно 
регистрировалось 150 и 500 случаев соответствен-
но. в сьерра-леоне наиболее интенсивный рост 
заболеваемости, достигавший 500 и более случаев 
в неделю, отмечен в сентябре–ноябре 2014 г. на 29 
ноября 2015 г., по данным воз, общее количество 
больных/умерших составило 28637/11315, из них в 
гвинее – 3804/2536, либерии – 10675/4809, сьерра-
леоне – 14122/3955. после этой даты общее коли-
чество больных увеличилось незначительно. так, 
на 9 июня 2016 г. (дата объявления воз о ликвида-
ции эпидемии лихорадки эбола) зарегистрировано 
28646 больных, из них 11323 умерших. указанный 
выше экспоненциальный рост количества больных 
в гвинее, либерии, сьерра-леоне, заносы болезни 
в сопредельные страны – нигерию, сенегал, мали, 
в страны европы – великобританию, испанию, 
италию, а также в сШа являются фактической ил-
люстрацией примера перерастания чс в области 
общественного здравоохранения в чс в области био-
логической безопасности.

предикторами такой чс были: недостаточный 
уровень имплементации ммсп (2005 г.) в охвачен-
ных эпидемией странах, пропуск начала эпидемии, 

недооценка регламентированных в ммсп (2005 г.) 
признаков, таких как неожиданность, необычность 
возникшей эпидемической ситуации, серьезный ха-
рактер проявления, возникновение рисков между-
народного распространения и ограничения между-
народных сообщений, поздняя этиологическая рас-
шифровка эпидемии и ее верификация воз как чс в 
области общественного здравоохранения междуна-
родного значения. 

составляющими указанных предикторов явля-
ются:

- фактор новой инфекционной болезни, по от-
ношению к которой чаще всего остаются неразрабо-
танными или недостаточно представленными сред-
ства индикации и идентификации (лабораторные ме-
тоды определения этиологического агента, методы 
специфической профилактики и лечения, наиболее 
эффективные противоэпидемические мероприятия);

- эффект неожиданности, который обычно при-
сутствует при непрогнозируемой интродукции от-
носительно новой (возникшей в 1976 г.) инфекцион-
ной болезни на новую территорию (из центральной 
африки в западную ее часть);

- феномен неготовности национальных и между-
народных структур здравоохранения к изменению 
синдромного фона болезни (минимизация геморраги-
ческого симптомокомплекса и профилирование син-
дрома острой диареи), увеличившего продолжитель-
ность времени выявления и дифференциальной диа-
гностики болезни как раз в период интенсивной дис-
семинации возбудителя в человеческой популяции;

- фактор непредвиденного и не имеющего анало-
га темпа продвижения болезни из сельской местно-
сти в социум крупных населенных пунктов и столич-
ных городов в сочетании с эксплозивным ростом ин-
тенсивности и экстенсивности эпидемического про-
цесса, масштабирования социально-экономической 
значимости болезни, значительно превышающей 
ресурсные возможности пораженных стран;

- риск потенциального рукотворного воздей-
ствия на ход развития эпидемического процесса с 
целью испытания боевых качеств биологических 
агентов и выработки эффективных мер индикации, 
идентификации, мониторинга, лечения и эпидемио-
логического контроля.

оценка предикторов эпидемии лихорадки эбола 
в западной африке биоценотического, эпизоотоло-
гического, пространственного экологического по-
рядка на сегодняшний день может быть сугубо ги-
потетической.

другой актуальной инфекционной болезнью, 
которую следует рассмотреть с точки зрения ри-
сков возникновения чс в области бб, является ли-
хорадка зика. в 2015 г. лихорадка зика впервые 
появилась и стала стремительно распространяться 
в американском регионе. до указанного периода 
ареал болезни, описанной в 1947 г., ограничивался 
странами африки, Юго-восточной азии и западной 
части тихого океана [7].
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в течение 2015–2017 гг. болезнь охватила 48 
стран и территорий северной, Южной, центральной 
америки и карибского бассейна. общее число слу-
чаев, по данным панамериканской организации 
здравоохранения, на 07.09.2017 г. составило 579700. 
наиболее неблагоприятная ситуация по инфекцион-
ной болезни остается в бразилии, где зарегистриро-
вано 231725 случаев. что касается международного 
распространения лихорадки зика, то с 2015 г. со-
общается о более 8 тыс. случаев завоза болезни на 
территорию 62 стран мира, в том числе в 21 страну 
европейского региона (свыше 1,9 тыс. случаев, из 
них в россию – 18), а также в сШа (5168), канаду 
(507) и ряд других государств.

при такой значительной заболеваемости леталь-
ные случаи единичны и отмечены у лиц с сопутству-
ющей патологией (всего 20 случаев). серьезность 
ситуации, связанной с эпидемическим распростра-
нением лихорадки зика, состоит в неуклонном росте 
числа больных и стран, в которых регистрируются 
случаи микроцефалии у детей, родившихся от ин-
фицированных матерей, а также других неврологи-
ческих нарушений, включая синдром гийена-барре. 
к настоящему времени случаи патологий нервной 
системы новорожденных отмечены в 31 стране из 
числа пораженных, случаи неврологических рас-
стройств, в том числе синдром гийена-барре, – в 23 
странах. общее количество случаев микроцефалии у 
детей составило более 3,5 тыс., из них 2,8 тыс. диа-
гностировано в бразилии. 

таким образом, в связи с ростом числа случаев 
микроцефалии и других неврологических нарушений 
при неуклонном распространении лихорадки зика в 
мире данная эпидемическая ситуация, согласно требо-
ваниям ммсп (2005 г.), приобрела все признаки чс 
санитарно-эпидемиологического характера между-
народного значения, что и нашло отражение в реше-
нии совещания комитета по чрезвычайной ситуации 
(кчс), созванного 1 февраля 2016 г. генеральным ди-
ректором в соответствии с ммсп (2005 г.) по вопро-
сам микроцефалии, других неврологических наруше-
ний и вируса зика. позже, 18 ноября 2016 г., на своем 
пятом совещании кчс счел, что ситуация с вирусом 
зика уже не представляет чс в области общественно-
го здравоохранения, а требует создания полноценно-
го и более долгосрочного технического механизма по 
принятию мер реагирования на глобальном уровне и 
рекомендовал преобразовать эти меры в более долго-
срочную программу работы по борьбе с заболевани-
ем и связанными с ним последствиями, на которую в 
целевом порядке будут выделяться необходимые ре-
сурсы. это решение фактически показало сохранение 
указанной тенденции и возникновение угрозы здоро-
вью будущих поколений людей и подтвердило, что 
реальной является возможность перерастания чс в 
области общественного здравоохранения в чс в обла-
сти бб международного значения, что требует более 
системного реагирования. предикторами такой чс 
могут выступать все факторы, которые способствуют 

широкому распространению болезни. сдерживающим 
фактором является невысокая летальность и проэпи-
демичивание населения.

в число современных угроз в области бб сле-
дует отнести и прогнозируемое в ммсп (2005 г.) 
событие – пандемию гриппа нового подтипа (но-
вая – неизвестная болезнь), способную в случае воз-
никновения привести к крайне тяжелым эпидемио-
логическим, социально-экономическим последстви-
ям для всего международного сообщества. именно 
на пандемию гриппа, вызванную новым подтипом 
возбудителя, ориентируется уровень международ-
ной настороженности и готовности. речь идет об 
угрозе совмещения в новом гриппе высокой леталь-
ности (60 %), свойственной гриппу птиц а(H5N1), 
и интенсивности передачи воздушно-капельным пу-
тем, присущей сезонному гриппу. прогнозируется, 
что при таком гриппе необходимые расходы только 
на первом этапе борьбы с эпидемией превысят $800 
млрд, что несомненно соответствует параметрам чс 
в области бб. 

грипп птиц A(H5N1), известный с 2003 г., к на-
стоящему времени зарегистрирован на территории 
16 стран мира. общее количество случаев инфици-
рования – 859, включая 453 с летальным исходом 
(52,7 %). пик заболеваемости пришелся на 2015 г., 
когда количество случаев болезни достигло 145, ле-
тальных исходов – 42. наиболее неблагополучной 
территорией является египет, где лабораторно под-
тверждено 356 случаев заражения, в том числе 119 с 
летальным исходом. в 2016–2017 гг. отмечена спора-
дическая заболеваемость, регистрируемая только на 
территории египта (10 и 3 случая соответственно). 
для вируса гриппа птиц A(H5N1) установлена воз-
можность передачи от человека к человеку. случаи 
передачи документально подтверждены в таиланде, 
китае и пакистане, что свидетельствует о потенци-
альной возможности приобретения высокопатоген-
ным вирусом способности к антропонозному рас-
пространению.

что касается другого нового возбудителя грип-
па птиц – вируса гриппа A(H7N9), то территория 
его распространения ограничена материковой ча-
стью китая. отмечены единичные завозные случаи 
на тайвань, в гонконг, малайзию и канаду. общее 
количество заболевших с момента выявления вируса 
в марте 2013 г. по состоянию на 9 сентября 2017 г. 
составило 1563 человека, из них 564 летальных 
(36,1 %). убедительные доказательства передачи ви-
руса гриппа птиц A(H7N9) от человека к человеку 
отсутствуют.

в целом, на сегодняшний день риск возникнове-
ния чс в области бб, связанный с циркуляцией ви-
русов гриппа птиц A подтипов H5 и H7, достаточно 
низкий. существенным сдерживающим фактором 
является отсутствие устойчивой передачи от челове-
ка к человеку.

в контексте возможного риска возникновения 
чс в области бб следует упомянуть такую новую ин-
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фекционную болезнь как ближневосточный респира-
торный синдром (бврс, англ. Middle East respiratory 
syndrome, MERS). случаи заболевания бврс диа-
гностированы впервые на территории саудовской 
аравии в июне 2012 г. в дальнейшем отмечено по-
следовательное вовлечение в эпидемический про-
цесс новых территорий ближнего востока – катар, 
кувейт, оман, йемен, объединенные арабские 
эмираты, иран, ливан. к настоящему времени слу-
чаи бврс зарегистрированы в 27 странах, включая 
завозы в европу, азию, северную африку, сШа. по 
данным европейского центра по контролю и профи-
лактике заболеваний, с 2012 г. по 2 сентября 2017 г. 
лабораторно подтвержден 2061 случай, в том числе 
782 летальных (37,9 %). на саудовскую аравию при-
ходится более 80 % заболевших (1715 случаев, 690 
смертей). установлена возможность передачи нового 
коронавируса от человека к человеку только при тес-
ном и продолжительном контакте. среди вторичных 
случаев 12 % составляют медицинские работники, 
33 – пациенты, пребывавшие в одном медицинском 
учреждении с больными, 14 – заразились в результате 
тесного контакта с больными в быту. единственная 
крупная вспышка указанной болезни, обусловленная 
завозом и последующим распространением ее как 
внутрибольничной инфекции, зарегистрирована в 
республике корея в мае–июне 2015 г. – 186 больных, 
36 летальных (19,3 %). нозокомиальный вариант 
распространения бврс напоминает подобный тип 
развития крупной эпидемической вспышки другой 
новой коронавирусной инфекционной болезни – 
тяжелого острого респираторного синдрома (торс, 
Severe Acute Respiratory Syndrome, SARS, атипичная 
пневмония) в 2003 г. так, на тайване резкое увели-
чение числа новых случаев торс, начавшееся с 22 
апреля, произошло вследствие вспышки болезни в 
больнице а г. тайбэя, распространившейся к 22 мая 
на ряд других больниц. в указанный срок число ин-
фицированных на тайване увеличилось с 28 до 483.

признаков чс в области общественного здра-
воохранения международного значения в проявле-
нии бврс пока не просматривается. вместе с тем 
воз проводит на постоянной основе оценку ри-
ска перерастания ситуации с бврс в чс в области 
общественного здравоохранения международного 
значения. возникновение чс в области бб при но-
зокомиальном варианте распространения указанной 
болезни представляется маловероятным, что связа-
но с невысокой контагиозностью, отсутствием эф-
фективных механизмов передачи (передача от че-
ловека к человеку ограничена). не возникло чс в 
области бб и при распространении эпидемии торс 
в 2003 г., охватившей 30 стран мира. общее число 
больных – 8437, из них умерших – 916 (летальность 
11 %). экономический ущерб от торс по большей 
части явился следствием сокращения междуна-
родных поездок и ограничений в трансграничной 
торговле и составил по существующим оценкам от 
$40 млрд до $60 млрд.

в номенклатуру современных угроз и вызо-
вов в области биологической безопасности следует 
включить и холеру. случаи заболевания и вспышки 
холеры, этиологическим агентом которых выступа-
ет холерный вибрион о1, биовара эль тор с повы-
шенной вирулентностью, обусловленной наличием 
в структуре гена холерного токсина в-субъединицы 
классического биовара, регистрируются на всех кон-
тинентах. в среднем ежегодно болезнь диагностиру-
ют в 59 странах мира. в последнее десятилетие, как 
и на протяжении всей 7-ой пандемии, сохраняется 
тенденция к росту заболеваемости. общее количе-
ство заболевших холерой с 2007 по 2016 год состави-
ло свыше 2,4 млн человек, зарегистрировано более 
1,7 тыс. заносных случаев холеры, в том числе 88 в 
российскую Федерацию.

одним из крупнейших событий последних лет, 
изменивших мировую структуру заболеваемости, 
является эпидемия холеры на гаити, начавшаяся в 
2010 г. и едва не достигшая масштаба 8-ой пандемии 
холеры. всего с начала эпидемии по 30 августа 2017 г. 
на гаити зарегистрировано около 811 тыс. случаев, 
в том числе около 9,6 тыс. летальных (1,2 %). из 
гаити холера распространилась в доминиканскую 
республику, поразив 31 из 32 провинций страны 
(33,2 тыс. случаев), а также различные страны мира – 
сШа, канаду, багамские острова, чили, германию, 
великобританию и остров мартинику (департамент 
Франции).

приведенные данные о современном этапе раз-
вития 7-ой пандемии холеры, связанном с цирку-
ляцией высоковирулентного холерного вибриона, 
свидетельствуют о возможности развития чс в об-
ласти бб, предикторами которой могут выступать 
целый ряд природных, социально-экономических, 
политических факторов, негативное интегрирован-
ное действие которых резко ухудшает условия жиз-
ни населения, разрушает санитарно-коммунальную 
инфраструктуру, снижает уровень надзора и контро-
ля санитарно-эпидемиологической обстановки, что 
особенно ощутимо в странах с недостаточными ре-
сурсами здравоохранения (гаити).

стойкое и длительное неблагополучие по хо-
лере в результате заносов болезни формируется на 
территориях с недостаточно развитой санитарно-
коммунальной инфраструктурой, в зонах гуманитар-
ных катастроф и военных конфликтов, что, по суще-
ству, и расширяет спектр предикторов чс.

определенные риски возникновения чс в обла-
сти бб просматриваются и при чуме. несмотря на от-
носительно невысокий уровень заболеваемости насе-
ления чумой в мире и наличие эффективных средств 
лечения, на примере эпидемических осложнений 
этой болезни в республике алтай в 2014–2016 гг., 
произошедших вследствие незаконного промысла 
и контакта с мясом зараженных сурков, совершен-
но определенно прослеживается повышенный риск 
эпидемического распространения чумы, связанный 
с высокой частотой обнаружения возбудителя у че-
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ловека в верхних дыхательных путях при отсутствии 
признаков легочной чумы. до эпидемических собы-
тий по чуме в горном алтае была известна высокая 
частота (около 50 %) осложнения бубонной чумы 
легочной формой болезни в природных очагах чумы 
сурочьего типа, где циркулирует чумной микроб 
Y. pestis ssp. pestis biovar medievalis. установленный в 
горном алтае феномен тропности возбудителя чумы 
к верхним дыхательным путям человека является со-
ставляющим компонентом высокой эпидемической 
значимости возбудителя, которая при определенном 
сочетании предикторов природного, биологическо-
го, социально-экономического порядка может реа-
лизоваться в эпидемии и пандемии. о вероятности 
таких сочетаний и событий могут свидетельствовать 
две самые крупные, не имеющие аналога в мире по 
масштабу распространения, связанные с первич-
ным заражением от сурков эпидемии легочной чумы 
в 1910–1911 и 1920–1921 гг. в регионе забайкалья, 
маньчжурии, дальнего востока (в районе восточно-
китайской железной дороги), когда количество забо-
левших составило около 160000 человек [1].

в отношении других инфекционных болезней, 
и конкретно полиомиелита, включенного в пере-
чень болезней, случаи возникновения которых под-
лежат уведомлению в соответствии с приложением 
2 ммсп (2005 г.), то актуальность проблемы обу-
словлена продолжающейся циркуляцией дикого по-
лиовируса в трех эндемичных странах (пакистан, 
афганистан и нигерия) и потенциальной угрозой 
его выноса на свободные от заболевания территории 
с последующей местной передачей. возникновение 
чс в области бб, сопряженной с инвалидизацией 
детского населения в условиях высокой эффективно-
сти иммунопрофилактики, представляется малове-
роятным событием. вместе с тем, сохраняется риск 
реализации заносов на территориях, где объемы вак-
цинации не обеспечивают достаточную иммунную 
прослойку среди населения. примером подобного 
распространения дикого полиовируса может по-
служить ситуация, сложившаяся в мае 2014 г., когда 
случаи заболевания и вспышки зарегистрированы на 
территории 10 стран ближнего востока и африки, 
что привело к возникновению эпидемической ситуа-
ции, которую воз верифицировала как чс в области 
общественного здравоохранения международного 
значения [2]. таким образом, по отношению к пре-
диктору эпидемических ситуаций по полиомиелиту, 
каким является недостаточная вакцинация, предпо-
ложить существование каких-либо других преди-
кторов чс в области бб с учетом стратегии между-
народного здравоохранения по искоренению полио-
миелита в мире на сегодняшний день представляется 
практически невозможным.

из числа современных угроз также можно выде-
лить малярию, являющуюся примером возвращаю-
щейся паразитарной болезни с достаточно высокой 
летальностью (тропическая малярия), перманент-
ным процессом развития лекарственной устойчиво-

сти и высокой социально-экономической значимо-
стью, а также лихорадку денге в связи устойчивым 
неблагополучием в мире, многочисленными эпизо-
дами заносов. 

расширению спектра рисков возникновения чс 
в области бб, на этот раз обусловленных работой с 
пба (узкий формат бб), способствуют инциденты, 
создающие угрозу национальной и международной 
безопасности. речь идет о целой серии инцидентов, 
возникших в последние годы в лабораториях, осу-
ществляющих работу с пба 1 класса патогенности, 
на территории сШа. случаи в основном связаны 
с поставкой из одних лабораторий в другие вместо 
инактивированных образцов особо опасных пба 
объектов с живым возбудителем, обнаружением 
неучтенных возбудителей, нарушением регламента 
работ в лабораториях. 

один из наиболее крупных инцидентов, став-
ших достоянием общественности, создавших угро-
зу национальной и международной безопасности, 
имел место в 2015 г. он связан с масштабной рас-
сылкой из лабораторий, находящихся в ведении 
министерства обороны сШа, живого возбудителя 
сибирской язвы. из четырех лабораторий военного 
ведомства образцы с живыми микроорганизмами 
были направлены в 86 лабораторий (192 органи-
зации), располагавшихся как на территории сШа, 
так и в 9 странах мира (великобритании, италии, 
австралии, канаде, Южной корее, японии, 
германии, норвегии и Швейцарии). в целом по 
результатам всесторонней проверки инцидентов в 
сШа, попавших в средства массовой информации, 
серьезные нарушения биологической безопасности 
были зафиксированы при работе с возбудителями 
сибирской язвы, лихорадки эбола, натуральной 
оспы, гриппа птиц а(H5N1) [8, 9].

эти инциденты происходили на фоне тех тяже-
лых для сШа последствий распространения спор 
сибирской язвы посредством почтовых отправле-
ний, которые имели место в 2001 г. тогда заболело 
22 человека и умерло 5. этот резонансный для обще-
ственности и национальной безопасности сШа акт 
по существу представлял собой чс в области бб.

по поводу увеличившихся инцидентов при 
работе с пба, власти сШа 29 октября 2015 г. вы-
пустили специальный меморандум по укреплению 
биологической безопасности для заместителя госу-
дарственного секретаря, заместителей министров 
обороны, внутренних дел, транспорта, торговли, 
сельского хозяйства, здравоохранения, энергетики, 
ветеринарии, внутренней безопасности и заместите-
лей руководителей ряда других ведомств [9]. 

рассмотренные нарушения бб при работе с пба 
в зарубежных странах, прежде всего в сШа, могут 
служить свидетельством большого количества про-
водимых исследований, цели и задачи которых не 
всегда открыты и понятны, прежде всего, с точки 
зрения контрольных функций в рамках конвенции 
о запрете биологического и токсинного оружия 
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(кбто). эта конвенция является на сегодняшний 
день единственным многосторонним юридически 
обязывающим международным механизмом, пре-
пятствующим разработке опасных микроорганиз-
мов, которые могут быть использованы в противо-
правных целях. однако рядом стран, прежде всего 
сШа при поддержке великобритании, канады и 
др., проводится работа по ослаблению кбто и за-
мещению ее другими подконтрольными лишь груп-
пе стран механизмами. к таковым можно отнести 
глобальное партнерство «группы семи» против ору-
жия массового уничтожения, которая фактически 
преследует цель усиления надзора и установления 
одностороннего контроля за деятельностью в сфере 
обеспечения биологической безопасности и биотех-
нологическим потенциалом третьих стран, а также 
и выведения собственной деятельности в военно-
биологической области из-под многостороннего 
контроля, в том числе в рамках кбто [3].

завершая изложение материалов, нельзя не упо-
мянуть, что в спектр рисков возникновения чс в 
области бб международного значения, наряду с ак-
туальными инфекционными болезнями природно-
го происхождения из регламентированных списков 
ммсп (2005 г.), входят риски биологического тер-
роризма, разработки биологического оружия, роста 
значимости технологий двойного назначения, синте-
тическая биология и др. 

в настоящее время в арсенал потенциальных 
средств биологической агрессии входят, согласно 
списку центра по контролю за заболеваниями сШа, 
более 40 наименований патогенов, в их числе воз-
будители лихорадок эбола, ласса, марбург, оспы, 
торс, желтой лихорадки, лихорадок денге, рифт-
валли, крымской геморрагической лихорадки, веро-
ятно, лихорадки зика, ближневосточного респира-
торного синдрома (бврс-CoV – новая инфекционная 
болезнь), чумы, холеры, сибирской язвы и др. все 
эти нозологии относятся к категории острых угроз 
в области биологической безопасности. применение 
их может быть замаскировано под естественный ход 
эпидемического процесса. наряду с микроорганиз-
мами в арсенал потенциальных биотеррористиче-
ских средств входят и токсины.

мишенью для совершения атак с использовани-
ем патогенов могут служить массовые мероприятия 
международного характера (мм). наряду с этим в 
условиях мм любые эпидемические события, обу-
словленные номенклатурой внешних и внутренних 
угроз биологической безопасности, способные на-
рушить ход мм, причинить серьезный социально-
экономический, политический и репутационный 
ущерб проводящей мм стране, способны привести 
к возникновению чс в области бб. приоритетные 
направления по предупреждению рисков возникно-
вения чс в области бб охарактеризованы на приме-
ре универсиады-2013 в казани [4].

в спектре угроз и вызовов в области биологи-
ческой безопасности необходимо рассматривать воз-

растающие риски информационной безопасности 
(киберугрозы), в связи с чем их следует трактовать 
как риск повышение вероятности хакерских атак на 
потенциально опасные биологические объекты, ра-
ботающие с особо опасными патогенами. с учетом 
развития синтетической биологии и информацион-
ных технологий, существуют риски неправомерного 
вмешательства в процессы лабораторного синтези-
рования днк и производство живых одноклеточных 
организмов с заданными свойствами в основном с 
целью продукции безопасных и полезных для че-
ловека и животных веществ. целью вмешательства 
может быть преднамеренное искажение нуклеотид-
ной последовательности днк вплоть до скрытого 
внедрения участков генома возбудителей инфекци-
онных болезней I группы патогенности, что может 
привести к приобретению новым организмом болез-
нетворных свойств с высоким потенциалом бескон-
трольного распространения.

в связи с увеличивающимися рисками подобно-
го вмешательства возрастают требования к информа-
ционной и биологической безопасности в лаборато-
риях биосинтетического профиля и импортозамеще-
нию оборудования, используемого при эксперимен-
тальной работе в области синтетической биологии.

в части синтетической биологии угрозу для 
здоровья человека могут нести создаваемые для по-
лезных целей синтетические одноклеточные микро-
организмы, вероятно способные приобретать пато-
генные для человека и животных свойства в процес-
се циркуляции в объектах внешней среды. о такой 
вероятности могут свидетельствовать данные из 
средств массовой информации и научной литерату-
ры относительно синтетического микроорганизма 
Mуcoplasma laboratorum, он же «синтетические ми-
коплазменные микойды JCVI-syn1.0» или «синтия». 
этот микроорганизм был создан для обеспечения 
утилизации углеводородов и применен в ходе ликви-
дации последствий разлива нефти в мексиканском 
заливе в 2011 г. бактерия эффективно перерабатыва-
ла сырую нефть и активно размножалась. площадь 
загрязнения нефтью значительно уменьшилась. 
вскоре в средствах массовой информации появились 
сообщения о том, что «синтия» стала поражать жи-
вые организмы водно-воздушной среды (рыб, птиц 
и других животных), а также человека с образовани-
ем на коже и слизистых оболочках язв, кровотече-
ниями при 100 % летальности и неэффективности 
лечения антибиотиками. при отсутствии строгих 
доказательств значимости «синтии» в этиологии 
указанной болезни, неизвестности всего спектра ри-
сков и связанных с их реализацией эпидемиологиче-
ских проблем, которые несет синтетическая биоло-
гия, сам по себе факт появления и распространения 
смертельной болезни человека, угроза ее глобально-
го распространения из мексиканского залива через 
атлантический океан, требуют настороженного от-
ношения к продуктам синтетической биологии, по-
лучающим выход в среду обитания человека с труд-
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но контролируемыми негативными последствиями.
приведенные выше данные свидетельствуют 

о представительном и расширяющемся спектре ри-
сков возникновения чс в области биологической 
безопасности национального и международного зна-
чения, обусловленных инфекционными болезнями. 
вероятно, существуют риски возникновения чс в 
области бб в сфере массовых неинфекционных бо-
лезней токсического характера, что может служить 
темой отдельного сообщения.

оценка рисков возникновения чс в области бб 
является актуальной задачей, направленной на совер-
шенствование стратегического и тактического аспек-
тов готовности в плане предупреждения, выявления 
и реализации ответных мер, в том числе в случае 
перерастания чс санитарно-эпидемиологического 
характера в чс в области бб. 

конфликт интересов. авторы подтверждают 
отсутствие конфликта финансовых/нефинансовых 
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современные геоинформационные системы 
(гис) – это компьютерные технологии, которые обе-
спечивают комплексную автоматизацию процессов 
сбора, хранения, обработки и анализа информации с 
ее визуализацией на электронных картах.

с внедрением компьютерных технологий и гео-
графических информационных систем появилась 
возможность применять математический аппарат 
моделирования тематического содержания карт и 
создавать типологические, синтетические и систем-

ные медико-географические карты высокого уровня.
в эпидемиологии инфекционных болезней по-

нятие «риск» рассматривается как возможность 
(вероятность) наступления какого-либо неблагопри-
ятного события. при этом под термином «террито-
рия риска» рассматриваются не только территории с 
высокими показателями заболеваемости, но и веро-
ятного заноса болезней, требующих проведения ме-
роприятий по санитарной охране [5]. при этом эпи-
демиологические осложнения, связанные с заносом 
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цель данного исследования состояла в разработке методики выявления административно-независимых 
потенциальных территорий риска при реализации внешних эпидемиологических угроз на примере холеры. 
материалы и методы. анализ проводили с использованием бесплатного программного обеспечения с откры-
тым исходным кодом (QGIS 2.8 и GRASS GIS 7.0) на основе данных, полученных от росграницы и Федеральной 
службы государственной статистики. построение картограмм риска проводили на основе евклидовой дистанции 
и оценки плотности ядер. результаты и выводы. создана гис, содержащая информацию о пунктах пропуска 
через границу российской Федерации, населенных пунктах, автомобильных дорогах и железнодорожных маги-
стралях. разработана методика выявления территорий риска завоза инфекционных болезней на модели холеры, 
при этом их суммарная площадь составила менее 1 % от всей площади страны. установлено, что в ряде случаев 
территория риска располагается на некотором удалении от пункта пропуска, но наличие пункта пропуска не всег-
да приводит к формированию территории риска. разработанная гис доступна на геоинформационном портале 
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возбудителя инфекции, определяются как «внешние» 
угрозы, а обусловленные активизацией местных но-
зологических форм как «внутренние» [7]. однако 
риск заноса инфекций из-за рубежа, например, воз-
будителя холеры, в различных районах может быть 
неодинаковым [1, 4]. 

в последние годы помимо эндемичных терри-
торий в индии и бангладеш выявлено формирова-
ние очагов в 12 странах африки [3, 6]. на террито-
рии российской Федерации случаи выделения воз-
будителя холеры всегда были связаны с заносами 
инфекции из других стран. это позволило сделать 
вывод, что для нашей страны холера представляет 
собой внешнюю угрозу [6], при этом все заносы 
инфекции выявлены в глубине территории нашей 
страны [2].

на данный момент эпидемиологический надзор 
за холерой на территории российской Федерации 
строится на дифференциации административных 
территорий по важнейшим критериям: удельный 
вес случаев заболеваний холерой, максимальные по-
казатели заболеваемости на 100 тыс. населения, за-
носы инфекции, сезонность обнаружения холерных 
вибрионов в водных объектах и другие. очевидно, 
что территория субъекта российской Федерации 
является неоднородной по степени эпидемиоло-
гического риска. так, даже небольшие поселения, 
расположенные поблизости от крупных городов и 
международных пунктов пропуска, подвергаются 
большему риску по сравнению с населенными пун-
ктами, расположенными вдали от городов и крупных 
транспортных магистралей. использование методов 
пространственной статистики позволяет анализи-
ровать взаимосвязи между различными факторами, 
характеризующими риск завоза инфекций без учета 
административного деления. 

например, аналогичный подход использован 
при выявлении зон риска при анализе распростране-
ния случаев холеры в нигерии [9]. при этом авторы 
строили отдельные картограммы по таким факторам 
как плотность населения, зоны подвоза воды, уда-
ленность от водопровода, плотность открытых во-
доемов, наличие скважин и количество осадков.

при анализе распространения малярии в танза-
нии [8] исследователи построили 20 слоев, каждый 
из которых отражал отдельный фактор, влияющий 
на распространение малярии, что позволило выявить 
несколько зон высокого риска.

в связи с этим, цель данного исследования 
состояла в разработке методики выявления адми-
нистративно-независимых потенциальных террито-
рий риска при реализации внешних эпидемиологи-
ческих угроз, например холеры.

материалы и методы

для пространственного анализа использовали 
бесплатную гис с открытым исходным кодом QGIS 
версий 2.2–2.6. для отображения карт применяли сво-

бодно распространяемую JavaScript библиотеку leaflet 
(leaflet.org). пространственные расчеты проводили 
с использованием модулей GRASS GIS 7.0 (grass.
osgeo.org). картографические данные получены из 
проекта OpenStreetsMap (openstreetmap.org). данные 
о расположении пунктов пропуска через государ-
ственную границу получены с официального сайта 
росграницы (rosgranitsa.ru). для оценки численности 
населения крупных населенных пунктов использо-
ваны данные Федеральной службы государственной 
статистики (gks.ru). в работе использовали данные о 
выделении токсигенных штаммов холерного вибрио-
на с 2006 по 2015 год на основе анализа паспортов 
из музея живых культур Фкуз «ростовский-на-дону 
научно-исследовательский про тивочумный инсти-
тут». картограммы, отражаю щие влияние отдельных 
факторов, строили на основе евклидовой дистанции 
(Euclidean distance) и оценки плотности на основе би-
весовой функции ядра (QGIS 2.8).

результаты и обсуждение

для выявления территорий риска мы исполь-
зовали данные о расположении пунктов пропуска 
граждан из других стран на территорию российской 
Федерации, крупных населенных пунктов, в которые 
могут направляться больные, наличии интенсивных 
автомобильных и железнодорожных транспортных 
магистралей и узлов.

для оценки риска сформированы четыре от-
дельные картограммы, каждая из которых отражает 
пространственное распределение одного анализи-
руемого фактора.

так, на основе расположения пунктов пропу-
ска через государственную границу рФ составлена 
картограмма, на которой риск в каждой конкретной 
точке определялся, исходя из удаленности от пункта 
пропуска, включая международные аэропорты. в ка-
честве примера приведен фрагмент карты террито-
рии краснодарского края, на котором отражена кар-
тограмма территорий риска, рассчитанных с учетом 
расположения пунктов пропуска через государствен-
ную границу рФ.

аналогичные картограммы построены для круп-
ных федеральных и региональных автомобильных 
дорог и основных железнодорожных магистралей.

одним из факторов, учитываемых предлагае-
мой методикой, является наличие крупных насе-
ленных пунктов вблизи пунктов пропуска через 
государственную границу. в связи с этим построе-
на картограмма уровней риска близлежащих насе-
ленных пунктов, свидетельствующая о взаимосвязи 
населенных пунктов, имеющих транспортные связи 
с пунктами пропуска, и численностью населения, 
проживающего в каждом из них. значимость каждо-
го населенного пункта для оценки риска определяли 
как натуральный логарифм от числа жителей. 

для оценки интегративного риска построена ре-
зультирующая картограмма, при этом значение каж-
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дой точки рассчитывалось по формуле:

риск = (кавто × равто + кжд × ржд + кнас × 
рнас) × кпп × рпп,

где риск – интегративное выражение риска за-
носа в каждой точке результирующей картограммы; 
равто, ржд, рнас, рпп – уровень риска в каждой точке 
картограмм, рассчитанных на основе расположения 
автодорог, железнодорожных магистралей, населен-
ных пунктов и пунктов пропуска; кавто, кжд, кнас, 
крпп – коэффициенты для каждой из картограмм.

для определения коэффициентов на карту нане-
сены места заноса токсигенных штаммов холерного 
вибриона на территорию нашей страны за последние 
10 лет. при этом подбор коэффициентов проведен 
таким образом, чтобы все места заноса холерных ви-
брионов имели максимальное значение риска при 
минимальной сумме риска всех точек карты. в ре-
зультате значение кавто = 0,45, ржд = 0,55, рнас = 
1,0, рпп = 1,2.

на основании этого построена итоговая кар-
тограмма, каждая точка которой отражала интегра-
тивный риск по угрозе завоза болезней в числовом 
эквиваленте, колеблющемся от 0 до 14000. при этом 
граница условных зон (территорий) риска была 
определена на основе изолинии со значением 5000 
(минимальное значение, при котором все места за-
носа токсигенных холерных вибрионов попадают в 
зону риска). последним этапом анализа является на-
ложение на результирующую картограмму террито-
рий риска административных границ.

рассчитанные территории риска легли в основу 
гис, расположенной на геоинформационном порта-
ле ростовского-на-дону противочумного института 
по адресу: http://gis.antiplague.ru/risk_inf.php.

при детальном анализе картограммы удалось 
установить, что ряд выявленных территорий риска 
располагается вокруг пунктов пропуска. в качестве 
примера можно привести города ростов-на-дону 
(областной центр), таганрог, азов (рис. 1). при этом 
размер территории риска напрямую зависит от числа 
жителей в населенном пункте и интенсивности ав-

томобильных и железнодорожных путей сообщения. 
как видно из рис. 2, в новочеркасске пункта про-
пуска нет, однако включение данного населенного 
пункта в территорию риска объясняется близостью 
к пунктам пропуска в ростове-на-дону и наличием 
интенсивного транспортного сообщения с област-
ным центром.

некоторые пункты пропуска не привели к фор-
мированию территорий риска, что, скорее всего, объ-
ясняется отсутствием поблизости крупных населен-
ных пунктов и транспортных узлов (рис. 2).

значение взаимного влияния расположения 
крупных населенных пунктов и транспортных ма-
гистралей показано на примере пунктов пропуска 
на автомобильном транспорте «бугаевка» и пункта 
пропуска на железнодорожном транспорте «гарт-
машевка», расположенных в воронежской области 
(рис. 3). при этом сами пункты пропуска не форми-
руют территории риска в связи с тем, что находятся 
вне пределов населенных пунктов, однако, по дан-
ным многофакторного пространственного анализа, 
установлено наличие значительной территории ри-
ска в селе кантемировка, находящемся на расстоя-
нии около 10 км от указанных пунктов пропуска.

таким образом, предложенная методика, как но-
вый элемент дополнительного подхода к эпидемиоло-
гическому надзору, позволяет выявлять территории 
риска с учетом пунктов пропуска через государствен-
ную границу и характеризовать территории как: 

- территории риска, которые формируются вокруг 
пункта пропуска через государственную границу;

- территории риска, которые формируются на 
некотором удалении от пункта пропуска (в ближай-
шем крупном населенном пункте с транспортным 

рис. 2. Фрагмент границы между украиной и белгородской об-
ластью. в районе пункта пропуска «клименки» зоны риска нет

рис. 1. взаимное расположение территории риска и пунктов 
пропуска через границу. территория риска отображена красным 
цветом, пункты пропуска – красной звездочкой

рис. 3. Фрагмент границы между украиной и воронежской об-
ластью. взаимное расположение территории риска и автомо-
бильного пропускного пункта «бугаевка» (слева) и железнодо-
рожного «гартмашевка» (справа)
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узлом);
- отсутствие территорий риска, несмотря на на-

личие пункта пропуска.
при анализе территорий риска установлена не-

равномерность их распределения на территории 
российской Федерации. так, в республике крым 
площадь территорий риска составляет 47,21 % от 
всей площади региона, в ростовской области – 8, в то 
время как в ряде регионов, например в вологодской 
области, этот показатель составляет 0,24. 

учитывая динамичность этого распределения 
во времени важно, что использование компьютерных 
геоинформационных систем дает возможность кор-
рекции информационных слоев (например, добавле-
ние новых пунктов пропуска, открытие или закры-
тие транспортных магистралей). при этом итоговая 
картограмма риска, быстро перестроенная с учетом 
изменившейся обстановки, может быть использова-
на в оперативной работе эпидемиолога. 

таким образом, разработана методика, позво-
ляющая выявлять территории риска по угрозе зано-
са инфекционных болезней, требующих проведения 
мероприятий по санитарной охране территорий, из 
зарубежных стран. проведена апробация разрабо-
танной методики на модели холеры. разработанная 
методика и созданная гис могут быть использова-
ны для совершенствования противоэпидемических 
мероприятий, направленных на недопущение завоза 
опасных инфекционных болезней.
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в практике эпизоотологического обследования 
природных очагов чумы обязательным этапом явля-
ется создание карт дислокации мест забора проб по-
левого материала, направляемого для лабораторного 
исследования. в подразделениях и сезонных форми-
рованиях каждой противочумной станции (отделени-
ях, противоэпидемических отрядах) изготавливают 
карты закрепленных территорий, исполненные на 
бумажном носителе в настенном варианте, предна-
значенные для демонстрации хода выполнения и ре-
зультатов эпизоотологического обследования в дан-
ный период. как правило, эти карты изготавливают в 
километровом масштабе. длительное хранение карт, 
поиск и использование информации по нанесенным 
на карту точкам затруднено, а в случае использова-
ния мелкомасштабных карт – вообще невозможно. 

весьма сложно разобраться с информацией по кон-
кретным точкам эпизоотологического обследования 
(тэо) даже в случаях, когда они пронумерованы.

при ретроспективном анализе, когда требует-
ся суммировать результаты мониторинга за ряд лет 
путем наложения картографической информации, 
возникают проблемы графического характера. в 
соответствии с установленными правилами выбор 
конкретного места для сбора полевого материала 
осуществляет руководитель зоологической брига-
ды по собственному усмотрению, что совершенно 
оправдано. норматив иногда устанавливают только 
для расстояния между соседними точками (которое 
не должно быть меньше 1 км), обследуемыми в дан-
ный сезон или конкретную декаду. при повторном 
обследовании территории (в тот же или следующий 
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существующий в настоящее время порядок свободного позиционирования и регистрации мест забора проб 
полевого материала приводит к хаотическому нагромождению изображаемых на карте значков обследованных 
участков, затрудняющему пространственный анализ результатов мониторинга за тот или иной период. цель 
исследования. разработка системы стандартизации, расположения и нумерации пунктов эпизоотологического 
обследования при мониторинге природных очагов чумы. материалы и методы. топографические карты, мате-
риалы эпизоотологического картографирования и их анализ. результаты и выводы. оптимальный размер точки 
эпизоотологического обследования (тэо): 10 секунд по широте, 15 секунд по долготе. в рамках одного сектора 
умещается 900 стандартных тэо. предлагаемая система стандартизации обследуемых пунктов способна суще-
ственно упростить процесс эпизоотологического и эпидемиологического картографирования, улучшить визуали-
зацию результатов мониторинга, а также расширить возможности и качество пространственного и ретроспектив-
ного анализа эпизоотической активности природных очагов чумы.
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сезон), особенно при необходимости повторного 
взятия пробы полевого материала в конкретной точ-
ке, вновь облавливаемый участок может оказаться в 
различной степени смещенным в ту или иную сто-
рону от первоначального. во всех подобных случа-
ях точки, изображаемые в виде кружков, полностью 
или частично накладываются друг на друга, образуя 
хаотическое нагромождение, существенно затрудня-
ющее пространственную дифференциацию отдель-
ных мест отбора проб. в случае интенсивного обсле-
дования эффект нагромождения возникает даже при 
показе данных всего лишь за один сезон (рис. 1). в 
этой ситуации (как на бумажной карте, так и на экра-
не монитора) резко ограничена возможность целена-
правленного выбора требуемой точки для просмотра 
имеющихся о ней сведений, полученных в предыду-
щие периоды обследования.

материалы и методы

для разработки и последующего анализа систе-
мы расположения и обозначения (нумерации) пун-
ктов сбора полевого материала использовали циф-
ровые топографические карты, их растровые копии 
и реальные картографические данные о результатах 
эпизоотологического мониторинга.

результаты и обсуждение

учитывая трудность пространственной детали-
зации результатов эпизоотологического мониторин-

га при свободном позиционировании обследуемых 
участков, мы разработали систему их картографи-
ческой стандартизации и привязки, упрощающую 
процесс нанесения информации на карту и после-
дующий ее поиск. система обеспечивает также бо-
лее четкую и понятную визуализацию результатов 
мониторинга на карте, а использованный в ней при-
ем графической формализации данных обследова-
ния не снижает точности пространственного ана-
лиза эпизоотической активности природных очагов 
чумы. следует подчеркнуть, что предлагаемая си-
стема, прежде всего, предназначена для реализации 
на гис-сервере (роснипчи «микроб» и другие 
нипчи), где специалисты-операторы ведут рабо-
ту с электронными паспортами природных очагов 
чумы [1]. работа полевых зоологов, включающая 
обязательное определение координат на месте сбо-
ра полевого материала, не изменяется. с введением 
в практику мониторинга гис-технологий, пробле-
мы накопления, хранения, поиска и анализа данных 
резко идут на убыль. тем не менее, эффект нагро-
мождения графической информации при ретро-
спективном анализе многолетних данных остается 
в прежнем виде с той лишь разницей, что проис-
ходит это на экране монитора, а не на бумажной 
карте. решение проблемы вычленения информации 
в условиях ее нагромождения заключается в под-
ходах к интерпретации понятия «точка эпизоотоло-
гического обследования». это понятие следует рас-
смотреть более подробно.

в соответствии с практикой обследования и по-

рис. 1. Фрагмент скриншота интерактивной карты при-
каспийского песчаного очага чумы (астраханская об-
ласть, республика калмыкия и республика дагестан) с 
результатами эпизоотологического мониторинга весной 
2014 г.
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ложениями нормативно-методических документов, 
регламентирующих мероприятия эпидемиологиче-
ского надзора за чумой, точкой (пунктом) сбора по-
левого материала считается участок местности, где 
выставляются орудия лова грызунов, осматриваются 
или раскапываются их норы с целью добычи эктопа-
разитов, собираются иные природные объекты, под-
ходящие для выявления возбудителя чумы в лабо-
раторных условиях. размеры и конфигурация непо-
средственно обследуемого участка местности строго 
не регламентируются, но обычно его площадь не 
превышает 9–10 гектаров, и он вписывается в услов-
ную площадку произвольной формы в поперечнике 
не более 500 м. рассредоточение орудий лова или 
осматриваемых нор по участку может быть весьма 
разнообразным. «адрес» участка – его координаты – 
при таких параметрах является достаточно услов-
ным понятием. согласно современным требованиям 
координаты точки обследования (широта и долгота) 
определяют с помощью приемника спутниковых 
сигналов (глонасс/GPS) приблизительно в геоме-
трическом центре обследуемого участка. на весь по-
левой материал, собранный на участке, составляют 
этикетку с указанием единых для него координат. в 
случае обнаружения здесь зараженного чумой гры-
зуна или его эктопаразитов определить точное место 
их сбора (конкретную нору) невозможно. однако это 
и не требуется, поскольку перемещения грызунов по 
участкам обитания происходят в течение суток не-
однократно, а их дистанции достигают 200–300 м 
и больше. в результате перемещений и посещений 
зверьками различных нор между ними происходит 
регулярный обмен эктопаразитами. учитывая все 
эти обстоятельства, допустимо принять в качестве 
оптимального размера точки эпизоотологического 
обследования участок площадью 300×300 м.

как уже говорилось, в практике мониторинга 
существует необходимость повторного обследова-
ния определенных точек (через декаду, месяц, год и 
т.д.). невозможно представить ситуацию, когда при 
повторном обследовании намеченной точки будут 
определены ее координаты точно в том же месте, как 
и в прошлый раз. отклонения могут измеряться де-
сятками и сотнями метров. но это будут уже другие 
координаты, а, следовательно, и другая новая точка, 
хотя фактически полевой материал (весь или ча-
стично) мог быть добыт на ней из тех же самых нор. 
вблизи могут оказаться и другие точки, обследован-
ные в прошлом без цели повторного забора проб. 
все это и создает эффект нагромождения при анали-
зе многолетнего материала. тесно сгруппированных 
точек может оказаться очень много, накладываясь 
друг на друга они могут в самой различной степени 
и совмещаться как бы по цепочке, растянувшейся на 
большое расстояние, поэтому весьма сложно опре-
делить какие же из них считать повторно обследо-
ванными, а какие нет.

значительные размеры обследуемых участков и 
то, что ошибка определения координат приемниками 

спутниковых сигналов, работающими в автономном 
режиме, может достигать 100 м, делает понятие тэо 
достаточно абстрактным. поэтому все перечислен-
ные выше обстоятельства позволяют уверенно уста-
новить уровень точности, достаточный для опреде-
ления координат пунктов обследования (±100 м), и 
внедрить систему упорядочивания и стандартизации 
мест сбора полевого материала, исключающую хао-
тическое нагромождение географической информа-
ции. суть предлагаемой системы заключается в кар-
тометрическом формировании стандартных участ-
ков забора проб полевого материала, определяемых 
с геодезической точностью на топографических 
картах. оптимальный размер стандартного участка 
(фактически – тэо) – 15 секунд по долготе и 10 се-
кунд по широте. на широтах природных очагов чумы 
российской Федерации такой участок будет занимать 
приблизительно 300×300 м, что вполне соизмеримо 
с реально обследуемыми площадями. логично при-
вязать рамки стандартных тэо к рамкам секторов, 
регламентируемых методическими указаниями по 
паспортизации природных очагов чумы. в каждом 
секторе умещается 900 участков, поскольку и гори-
зонтальные, и вертикальные рамки сектора делятся 
на 30 отрезков каждая. нумерацию тэо логично 
провести по общепринятым в картографии прави-
лам: слева направо и сверху вниз с трехзначной фор-
мой написания (от 001 до 900).

один из возможных вариантов внешнего вида 
крупномасштабной карты сектора представлен на 
рис. 2. на цифровой карте сетка тэо может вклю-
чаться и отключаться по команде оператора. при 
необходимости могут отображаться рамки и номера 
только тех точек, которые обследованы в запрашивае-
мый отрезок времени. такие точки должны дополни-
тельно выделяться цветом, вариации которого могут 
обозначать ту или иную кратность обследования и 
т.д. использование электронных карт подразумевает 
также отказ в будущем от бумажных настенных карт 
и демонстрацию результатов обследования с помо-
щью цифрового проектора.

оправданным является включение номера тэо 
в шифры секторов, что делает подобное шифрование 
адресов мест сбора полевого материала достаточно 
точным, позволяющим обойтись без других форм 
адресации. тем не менее, о других формах адресации 
необходимо сказать, что указание реальных долготы 
и широты места работы в полевых условиях являет-
ся обязательным условием для последующего опре-
деления номера тэо, который используется опера-
тором для нанесения данных на карту. описательная 
форма (название урочища, местности, населенного 
пункта, румб и расстояние от известного ориентира 
и т.д.) необходима для использования в текстовой 
части отчетов, статей, справок и в процессе обсуж-
дения специалистами. общий шифр сектора и тэо 
выглядит следующим образом: 123802214(14)219, 
где первые 9 цифр обозначают номенклатуру листа 
топографической карты масштаба 1:25000, соответ-
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ствующего данному сектору, цифры в скобках – но-
мер природного очага чумы, последние три цифры – 
номер тэо (рис. 2).

координаты конкретного места сбора полевого 
материала должны быть вписаны во все сопровожда-
ющие этот материал документы (этикетки, протоко-
лы, журналы, ведомости и т.д.), но для дальнейшего 
анализа следует использовать стандартный номер 
тэо, куда попадают эти координаты, и его геодези-
ческие рамки (для отображения на картах).

важным преимуществом предлагаемого спосо-
ба нумерации точек является возможность его реа-
лизации в гис. для этого необходима соответствую-
щая настройка программного обеспечения, позволя-
ющая отображать регламентируемую сетку тэо при 
просмотре электронной карты сектора в крупном 
масштабе. следует предусмотреть также автомати-
ческое сохранение рамок и номеров точек обследо-
вания (определяются и визуализируются программ-
ными средствами по указанным координатам) на 
специально выделенном для этого слое, по которым 
имеются занесенные в базу данных сведения о по-
левом материале. возможны и другие, расширенные 
настройки программы, облегчающие и ускоряющие 
работу операторов, а также улучшающие просмотр и 
анализ интерактивной карты специалистами проти-
вочумных учреждений.

дальнейшее развитие системы упорядочива-
ния тэо предполагает внесение информации о по-
левом материале и результатах его исследования 
в электронный паспорт природного очага чумы на 
гис-сервере непосредственно исполнителями мо-
ниторинга на своих рабочих местах. для реализации 
этого этапа необходимы приобретение и настройка 

соответствующего оборудования, настройка про-
граммного обеспечения, наличие надежного под-
ключения к интернету и обучение персонала (врачей 
и зоологов). при выполнении этих условий номера 
точек можно будет легко определять уже в процессе 
обследования при загрузке их координат на сервер. 
определение номеров по координатам возможно 
также вручную на крупномасштабных цифровых 
топографических картах или их растровых копиях 
(тайлах), для чего требуется обладание специальны-
ми навыками.

предлагаемый вариант систематизации и стан-
дартизации тэо полностью исключает простран-
ственное наложение соседних точек друг на друга 
(все они разделены незыблемыми формализован-
ными рамками), позволяет четко выявить повторно 
обследуемые точки и кратность их обследования, 
обеспечивает легкий визуальный поиск необходи-
мых участков для вызова информации из базы дан-
ных. следует подчеркнуть, что в базе данных для 
каждого исследованного пула полевого материала 
необходимо размещать всю информацию, указан-
ную в полевой этикетке и табличных формах Excel, 
направляемых в центр сбора информации по окон-
чании обследовательского сезона: дата сбора, коор-
динаты и соответствующий номер точки, адрес, вид 
материала, результаты исследования и т.д. кроме 
того, качество визуализации и возможности про-
странственного эпизоотологического анализа в си-
стеме стандартных тэо существенно повышаются 
при использовании в качестве основы цифровых 
топографических карт масштаба 1:25000. эти же 
карты незаменимы при планировании и проведении 
эпизоотологического обследования энзоотичных 

рис. 2. Фрагмент карты одного из секторов прикаспийского северо-западного степного очага чумы (14), демонстрирующий располо-
жение и нумерацию стандартных тэо
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территорий.
стандартизация графического оформления ре-

зультатов эпизоотологического мониторинга при-
родных очагов чумы не нарушает правил формиро-
вания эпизоотических участков методом круговой 
экстраполяции [2, 3]. для реализации этого метода 
в качестве центров экстраполяции следует исполь-
зовать центры стандартных пронумерованных тэо, 
где выявлен возбудитель чумы. остальные этапы 
пространственного эпизоотологического анализа 
остаются прежними.

детальный формально-территориальный подход 
к обследованию обладает еще одной важной особен-
ностью – возможностью объединять информацию 
по естественно сгруппированным тэо, если возни-
кает такая необходимость. например, формировать 
сводные ячейки из двух, четырех (2×2) или девяти 
(3×3) точек. подобное объединение может оказаться 
полезным для выявления эпизоотических ядер.

система формально-территориальной диффе-
ренциации территории на секторы и тэо пригодна 
также для использования учреждениями санитарно-
эпидемиологического профиля при проведении ими 
эпизоотологического обследования любых при-
родных очагов опасных инфекционных болезней. 
положительное решение этого вопроса обеспечива-
ется опытом работы, накопленным противочумными 
учреждениями, и прогрессивным развитием геогра-
фических информационных технологий.

таким образом, усовершенствованный порядок 
нумерации точек эпизоотологического обследова-
ния и их стандартизация способны существенно 
упростить процесс эколого-эпизоотологического и 
эпидемиологического гис-картографирования и 
улучшить визуализацию результатов мониторинга, 
а также расширить возможности и качество про-
странственного и ретроспективного анализа эпи-
зоотической активности природных очагов чумы и 
других инфекций.

конфликт интересов. авторы подтверждают 
отсутствие конфликта финансовых/нефинансовых 
интересов, связанных с написанием статьи.
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массовая вакцинопрофилактика некоторых 
опасных инфекционных болезней в силу ряда при-
чин не проводится: вакцинируются, как правило, 
группы людей, которые подвержены риску инфици-
рования в силу своей специальности или прожива-
ния в тех регионах, где могут встречаться указанные 
инфекции. существующие вакцины способны вызы-
вать как активацию, так и супрессию отдельных им-
мунных функций, а вакцинация лиц с нарушениями 
иммунного статуса может усугубить эти нарушения 
и быть неэффективной [35]. кроме того, существую-
щий порядок вакцинации с усредненными дозами 
вакцин и жесткими схемами их введения уравнива-
ют условия иммунизации граждан и рассчитаны на 
среднего по иммунологической активности челове-

ка. особенности иммунного статуса отдельных лиц 
и наличие у людей многочисленных вариантов им-
мунного ответа на одну и ту же вакцину при этом 
не учитываются. особую группу составляют лица с 
очень высокой иммунологической реакцией на кон-
кретную вакцину, такие люди не нуждаются в по-
вторном введении того же антигена, так как гипер-
иммунизация имеет свои отрицательные стороны 
[25]. опыт мировой практики по иммунопрофилак-
тике показывает, что среди вакцинированных всег-
да имеется группа лиц, не отвечающих на вакцину 
или слабо реагирующих на нее. эти люди во многих 
случаях сформируют категорию бактерионосителей 
(вирусоносителей), поддерживая тем самым инфек-
ционную заболеваемостъ. есть данные, что с клини-
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первостепенной задачей вакцинопрофилактики будущего является разработка дифференцированных подхо-
дов к вакцинации с целью создания эффективного иммунитета у каждого прививаемого человека с использовани-
ем разных доз и схем вакцинации, а также адъювантов и дополнительных средств иммуномодуляции иммунного 
ответа. многочисленные исследования посвящены поиску иммуноадъювантов, способных стимулировать им-
мунный ответ на вакцинацию даже у лиц с ослабленной иммунной активностью и проявлениями иммунодефи-
цита. в обзоре приведены примеры сочетанного применения в отечественной практической медицине различных 
групп иммунобиологических препаратов – вакцин, иммуномодуляторов, цитокинов, а также перспективных пре-
паратов, прошедших доклиническую проверку качества и рекомендованных для проведения клинических испы-
таний. освещаются основные задачи, дополнительные подходы и направления, используемые в эксперименталь-
ной иммунологии, касающиеся совершенствования вакцинопрофилактики инфекционных болезней самой разной 
этиологии, посредством препаратов, способных стимулировать формирование поствакцинального иммунитета. 
особое внимание уделено возможности использования иммуномодуляторов при специфической профилактике 
особо опасных инфекций.
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ческой точки зрения вакцинация лиц с различными 
нарушениями в состоянии здоровья безопасна, од-
нако напряженность иммунного ответа у них ниже, 
чем у практически здоровых лиц. эта категория лиц 
в первую очередь нуждается в особом подходе к вак-
цинации против инфекционных болезней [5].

в связи с вышесказанным становится очевид-
ным, что на современном этапе стратегия борьбы с 
инфекционными болезнями любой этиологии долж-
на включать разработку схем комплексного при-
менения различных групп иммунобиологических 
препаратов – вакцин, иммуномодуляторов (им), 
цитокинов и других иммунореагентов, способных 
стимулировать формирование поствакцинального 
иммунитета [8]. 

лекарственные средства, которые относят к со-
временным им, обладают способностью в терапев-
тических дозах восстанавливать эффективную им-
мунную защиту. они имеют высокий профиль безо-
пасности, могут применяться как у взрослых, так и 
у детей, при разных сопутствующих заболеваниях 
в любой стадии и при любой степени тяжести, не 
взаимодействуют с другими лекарственными сред-
ствами (антибактериальными, противовирусными, 
противогрибковыми, сердечно-сосудистыми и др.), 
могут использоваться у больных с аллергическими 
заболеваниями [15, 19, 37]. 

им объединяет основное свойство – все они 
имеют иммунологические точки приложения, т.е. 
определенные мишени среди клеток иммунной си-
стемы. с одной стороны, они выполняют функцию 
иммуноадъювантов – повышают иммуногенность 
вакцин, индуцируя быстрый антиген-специфический 
ответ, направляя его развитие по гуморальному или 
клеточному типу в зависимости от свойств патогена; 
с другой – предотвращают развитие вторичных им-
мунодефицитных состояний у организма [24, 25]. 

поэтому экспериментальные исследования на-
стоящего времени направлены на разработку комби-
нированных вакцин, создающих защиту сразу против 
нескольких возбудителей инфекционных болезней, в 
том числе особо опасных инфекций, а также поиску 
иммуноадъювантов, способных стимулировать им-
мунный ответ на такие вакцины даже у лиц с осла-
бленной иммунной активностью и проявлениями 
иммунодефицита. коррекция иммунного ответа на 
вакцины посредством им – это относительно новый 
и бурно развивающийся раздел иммунологии. 

в настоящее время в практической медицине 
существует немного примеров такого симбиоза: пер-
спективный отечественный им последнего поколе-
ния – полиоксидоний (азоксимера бромид), вклю-
ченный в состав поливакцины для терапии и про-
филактики хронической герпетической инфекции, 
вызванной вирусами простого герпеса 1 и 2 групп 
(впг1 и впг2). другая поливакцина против впг1 
и впг2 под названием «витагерпавак», содержа-
щая иммуномодулятор гиалуронат натрия, разреше-
на к применению в российской Федерации с 2003 г. 

[7]. для профилактики гриппа, в том числе у детей 
с 6-месячного возраста, уже используется субъеди-
ничная гриппозная вакцина «гриппол» с полиокси-
донием. иммуномодулятор обеспечивает увеличе-
ние иммуногенности вакцины, стабилизирует анти-
гены вирусов гриппа, что существенно снижает при-
вивочную дозу гемагглютининов и нейраминидаз, и 
повышает устойчивость организма к другим инфек-
циям за счет неспецифической иммуностимуляции 
функциональной активности клеток моноцитарно-
макрофагальной системы [30]. 

продолжаются эксперименты, направленные 
на снижение антигенной нагрузки комбинирован-
ной дивакцины против вирусного гепатита а и в 
«гепол а+в» путем введения в ее состав полиок-
сидония. сочетанное использование иммуномоду-
лятора и вакцины позволило сократить вдвое дозу 
антигенов, число инъекций, а также количество ги-
дроксида алюминия и формальдегида, вводимых в 
организм. вакцина уже успешно прошла доклиниче-
скую проверку качества и рекомендована для прове-
дения клинических испытаний [9]. 

готовится к испытаниям на людях и другая 
вакцина с полиоксидонием – против цитомегало-
вирусов человека. исследования, направленные на 
повышение лечебной и профилактической эффек-
тивности вакцины, показали, что иммуномодулятор 
значительно повышал терапевтические свойства 
вакцины и уменьшал количество инъекций вакцин-
ного штамма [7].

при сочетанном применении иммунопрепарата 
«имихимод 5 % крем» и квадривалентной рекомби-
нантной вакцины против вируса папилломы человека 
(впч) в 94,4 % случаев наблюдалась длительная кли-
ническая ремиссия хронической впч-инфекции [32].

эксперименты по созданию инактивированной 
противохламидийной вакцины, в состав которой 
входит полиоксидоний, продемонстрировали, что 
одновременное введение иммуномодулятора и инак-
тивированного формалином хламидийного антигена 
приводило к усилению иммуногенной активности 
последнего. вакцина оказалась эффективна, так как 
вызывала выработку специфических антител и сти-
муляцию т-клеточного звена иммунитета [33]. 

в отношении арбовирусных инфекций (восточ-
ный энцефаломиелит лошадей и вирус клещевого 
энцефалита (вкэ)) экспериментально доказана эф-
фективность сочетанного действия специфических 
вакцин и иммуномодуляторов – ридостина (индук-
тор интерферонов рибонуклеат натрия), полирибона-
та, глюкозо-мурамилпептида и пептидогликана-160. 
ридостин рекомендован для клинических испытаний 
на людях в очагах вкэ [6]. иммуногенную актив-
ность вакцины против вкэ в экспериментах на мы-
шах стимулировали монопрепараты рекомбинантных 
IL-1β и TNFα, комплекс рекомбинантных цитокинов 
(IL-1β, IL-2, TNFα), гибридный белок неотим (тα-
TNF-тα), а также иммуномодулятор имунофан, ко-
торый усиливал иммуногенность вакцины в 1,3–1,5 
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раза. исследуемые препараты цитокинов также по-
вышали протективный эффект вакцины: мыши линии 
Balb/c более резистентны к заражению вирулентным 
штаммом возбудителя по сравнению с животными, 
иммунизированными одной вакциной [3].

в настоящее время экспериментально дока-
зано адъювантное действие препаратов на основе 
рекомбинантных белков цитокинов – «беталейкин 
(рчил-1β)», «ронколейкин (рчил-2)», «альнорин 
(рчФноα)», «аффинолейкин», а также препара-
та «имунофан» на вакцины против гепатитов а и 
в, бешенства, клещевого энцефалита у животных. 
интересно, что наиболее демонстративно действие 
этих иммуноадъювантов проявлялось на экспери-
ментальной модели животных с иммуносупрессией 
(ответ на специфические антигены увеличивался в 
1,5–7,3 раза), а также при использовании малых доз 
вакцин, на которые, в случае их использования без 
цитокинов, развивался слабый иммунный ответ [4]. 

при вакцинации против вирусного гепатита в 
вакциной «энджерикс в» хорошо зарекомендовал 
себя иммуностимулятор рекомбинантный ил-1β. 
плейотропный тип биологического действия этого 
цитокина позволил повысить эффективность вак-
цинации у больных с вторичными иммунодефици-
тами и хроническим инфекционным синдромом: 
увеличивалось содержание зрелых т-лимфоцитов в 
крови, соотношение CD4/CD8, нивелировалось от-
рицательное влияние вакцины на функциональную 
активность нейтрофилов. кроме того, перспектив-
ное адъювантное действие этого цитокина выявле-
но при мукозальной вакцинации против различных 
типов патогенов: интраназальное введение ил-1 
совместно с растворимыми белковыми антигена-
ми эффективно индуцировало специфические IgG 
антитела в сыворотке крови, IgA в секретах слизи-
стых, а также антигенспецифический т-клеточный 
ответ [34]. цитокиновые препараты «бестим» и 
«беталейкин» также увеличивали эффективность 
вакцины «энджерикс в» у особой группы пациен-
тов с вторичными иммунодефицитами и хрониче-
ским инфекционным синдромом. экспериментально 
подтверждено наличие стойкого поствакцинального 
иммунитета до 120 месяцев (у 83 % привитых лиц 
в эти сроки определяли антитела к HBs-антигену в 
протективной концентрации) [1, 38]. 

рекомбинантные цитокины человека IL-1β и 
TNFα в виде монопрепаратов, а также в виде ком-
плекса цитокинов (IL-1β, IL-2, TNFα) повышали 
протективное действие культуральной антирабиче-
ской вакцины [2]. 

учеными из ниивс им. мечникова рамн 
(москва) совместно с врачами инфекциониста-
ми (ярославль) показано, что препарат «аффино-
лейкин», введенный с вакциной акдс, восстанав-
ливает нарушенную иммунокомпетентность и имму-
нологическую память у детей из группы R75 (вич-
негативные дети от вич-инфицированных матерей, 
слабо реагирующие на дифтерийный анатоксин и 

коклюшный компонент вакцины). эти результаты 
вносят вклад в решение одной из реальных проблем 
календарной вакцинации: вич-инфекция продол-
жает распространяться среди женщин репродуктив-
ного возраста и на фоне их антиретровирусной хи-
миопрофилактики по прогнозам к 2020 г. в россии 
количество детей из группы R75, подлежащих вак-
цинации по национальному календарю, возрастет до 
4 млн [23].

включение препарата «виферон» (на основе 
человеческого генно-инженерного иФн-α2β) в ком-
плекс противогриппозной вакцинации способство-
вало раннему формированию специфического имму-
нитета и снижало частоту и тяжесть заболевания в 
эпидемический сезон [37]. 

при оценке влияния препарата тимогена на эф-
фективность и безопасность вакцинации детей про-
тив кори и паротита сделан вывод о том, что назна-
чение этого иммуномодулятора способствует более 
интенсивному синтезу специфических антител в 
ранние сроки [36]. 

при ревакцинации против кори, гепатита в, 
краснухи, паротита детей, относящихся к группе 
длительно и часто болеющих, имеются положитель-
ные данные об использовании иммуномодулято-
ров имунофана, миелопида и полиоксидония [21]. 
аналогичные результаты получены при использо-
вании имунофана [22], миелопида и полиоксидония 
[21] при вакцинации данной группы детей против 
бактериальных инфекций, в частности, против диф-
терии. и в том, и в другом случае отмечено увели-
чение антителообразования, а при сочетанном при-
менении миелопида и полиоксидония наблюдалась 
активация клеточного звена иммунитета. 

анализ литературы свидетельствует также об 
эффективности применения иммуномодуляторов 
при специфической профилактике особо опасных 
инфекций. 

так, экспериментально доказано повышение 
иммуногенности живых сибиреязвенных вакцин пу-
тем введения в схему вакцинации сальмозана [29]. 
о.и.коготкова и соавт. показали, что применение ли-
копида при вакцинации живой вакциной сти про-
тив сибирской язвы в большей степени стимулирует 
клеточное звено иммунитета и повышает выживае-
мость мышей после заражения, по сравнению с им-
мунизированными животными [16]. 

о.б.демьянова и соавт. обнаружили увеличение 
протективности антигенов возбудителя мелиоидоза 
посредством рекомбинантных цитокинов [10] и до-
казали, что эти препараты, воздействуя преимуще-
ственно на механизмы клеточного иммунитета, могут 
быть использованы для повышения иммуногенности 
и протективности антигенов возбудителя мелиоидо-
за. при этом для стимуляции первой фазы иммунно-
го ответа целесообразно применение иФн-γ, иници-
ирующего неспецифические клеточные факторы за-
щиты, а для усиления вторичного иммунного ответа 
предпочтительно использовать ил-2, усиливающий 
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механизмы специфического клеточного иммунитета 
[10]. кроме того, иммуногенные свойства мелиоидоз-
ных препаратов повышали другие иммуномодулято-
ры – «бестим» и «имунофан», которые увеличивали 
выживаемость экспериментальных животных после 
их заражения высоковирулентными штаммами воз-
будителя мелиоидоза. исследователями сделан вы-
вод о целесообразности включения бестима в ком-
плексную схему иммунизации против мелиоидоза. 

саратовские исследователи, изучая влияние им-
муномодуляторов на реактивность клеток иммунной 
системы при моделировании противотуляремийного 
вакцинного процесса, установили положительное 
влияние полиоксидония на персистенцию вакцинно-
го штамма в клетках макрофагально-фагоцитарной 
системы мышей. на фоне более длительной функ-
циональной активации спленоцитов и пониженной 
интенсивности повреждения макрофагов в селезен-
ке и брюшной полости существенно повышались 
титры специфических противотуляремийных анти-
тел [17]. зарубежные ученые эффективно использо-
вали ил-12 для совершенствования специфической 
профилактики туляремии [39]. обнаружено, что ин-
траназальное введение экзогенного IL-12 во время 
вакцинации обеспечивало выживание 90–100 % мы-
шей после заражения летальной дозой возбудителя 
туляремии.

применение ил-12 в качестве адьюванта оказа-
лось перспективным и при легочной чуме у иммуни-
зированных мышей [40]. при изучении способности 
полиоксидония стимулировать выработку специфи-
ческого иммунитета к возбудителю чумы, выявлено 
значительное усиление гуморального и клеточного 
ответа, что позволило снизить антигенную нагруз-
ку на макроорганизм, что свидетельствует о воз-
можности использования этого иммуномодулятора 
для создания высокоэффективных субъединичных 
противочумных вакцин [20]. в опытах на взрослых 
кроликах и морских свинках доказана адьювантная 
способность препаратов «беталейкин» (рекомби-
нантный ил-1β) и «полиоксидоний» в отношении 
иммуногенной и протективной активности живой 
противочумной вакцины [14, 31]. 

благодаря появлению нового класса веществ – 
тиопоэтинов, являющихся метаболическими имму-
нокорректорами, стало возможным создание новых 
комплексных средств профилактики и лечения тяже-
лых инфекционных болезней и совершенствование 
имеющихся схем. в экспериментах уже получены 
свидетельства их системного цитопротекторного 
действия, а также способности повышать специфи-
ческий иммунный ответ при вакцинации живой чум-
ной вакциной и увеличивать протективность туля-
ремийного с-комплекса в отношении возбудителей 
мелиоидоза и туляремии [11].

при изучении иммунногенных свойств антиге-
нов холерного вибриона, кандидатов в новую отече-
ственную противохолерную вакцину, сотрудниками 
российского научно-исследовательского противо-

чумного института «микроб», иркутского научно-
ис следовательского противочумного института и 
института иммунологии показано увеличение им-
мунологической эффективности деацилированных 
лпс-сероваров инаба или огава, а также в-субъ-
единицы холерного токсина посредством их конъю-
гации с полимерным иммуноадъювантным носите-
лем – полиоксидонием. конъюгаты в большей сте-
пени стимулировали антибактериальный и антиток-
сический гуморальный (антительный) ответ против 
антигенов по сравнению с используемыми в то вре-
мя противохолерными вакцинами. кроме этого они 
снижали аллергические и другие побочные реакции 
на вакцинацию [27, 28]. 

о возможности использования им при экс-
периментальной холере свидетельствуют результа-
ты, полученные в лаборатории иммунологии оои 
ростовского научно-исследовательского противочум-
ного института. при изучении влияния имунофана 
на формирование поствакцинального противохолер-
ного иммунитета, а также на течение и исход инфек-
ционного процесса у экспериментальных животных 
было выявлено, что его применение предотвращает 
развитие транзиторного поствакцинального апопто-
тического иммунодефицита и снижает степень выра-
женности инфекционного процесса, что доказывает 
перспективность использования препарата для со-
вершенствования профилактики холеры [12, 13]. 

таким образом, все вышеизложенное свидетель-
ствует об эффективности сочетанного применения 
иммуномодуляторов со средствами специфической 
профилактики инфекционных болезней самой раз-
ной этиологии.

в настоящее время появляются дополнительные 
подходы к совершенствованию вакцинопрофилак-
тики, связанные со стимуляцией системы врожден-
ного иммунитета посредством иммуномодуляторов 
через активацию толл-подобных рецепторов, лока-
лизующихся на различных иммунокомпетентных 
клетках. это касается субъединичных и генетиче-
ских днк-вакцин и векторных вакцин, с которыми 
связывают будущее вакцинологии. обнаружено, что 
после связывания с распознающими эволюционно 
консервативными патоген-ассоциированными моле-
кулярными структурами, толл-подобные рецепторы 
передают внутриклеточный сигнал на активацию 
синтеза специфического сочетания цитокинов и ко-
стимулирующих факторов, что, в итоге, определяет 
тип и эффективность развивающегося приобретен-
ного иммунного ответа. раскрытие этого сложно-
го механизма открывает путь для создания средств 
быс трой неспецифической защиты против многих 
патогенов [18]. 

первостепенной задачей вакцинопрофилактики 
будущего является разработка дифференцированных 
подходов к вакцинации с целью создания эффектив-
ного иммунитета у каждого прививаемого человека 
с использованием разных доз и схем вакцинации, а 
также адъювантов и дополнительных средств имму-
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бешенство является зоонозной природно-
очаговой инфекционной болезнью, общей для челове-
ка и животных. ее абсолютная фатальность и эволю-
ция придают чрезвычайный характер каждому случаю 
и ставят ветеринарно-медицинскую проблему бешен-
ства в разряд первостепенных. ежегодная инцидент-

ность регистрируемого в мире бешенства животных 
составляет от 30 до 45 тыс. [6]. количество людей, по-
гибающих от гидрофобии, достигает 55 тыс. человек, 
из них 45 % случаев относится к региону Южной и 
Юго-восточной азии [20, 21].

в российской Федерации на протяжении по-
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в статье представлены результаты изучения биопроб специалистами центра специальной лабораторной диа-
гностики особо опасных и экзотических инфекционных болезней за период с 2002 по 2015 год, поступивших 
от погибших людей, подозрительных на инфицирование вирусом бешенства. освещены основные трудности 
при работе с поступившими пробами биологического материала от погибших людей и пути их преодоления. 
обозначены острые проблемы по бешенству эпизоотологической и эпидемиологической направленности, требую-
щие комплексного решения со стороны органов здравоохранения и ветеринарной службы российской Федерации. 
подведены итоги лабораторно-диагностической работы центра специальной лабораторной диагностики особо 
опасных и экзотических инфекционных заболеваний. показано, что применяемые методы выделения и иденти-
фикации возбудителя бешенства позволяют качественно и своевременно диагностировать данное заболевание.
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следних лет эпизоотолого-эпидемиологическая об-
становка по бешенству оценивается как напряжен-
ная. почти во всех регионах страны периодически 
отмечается активизация природных очагов бешен-
ства, растет число случаев заболевания среди диких 
плотоядных животных, в эпизоотический процесс 
вовлекаются домашние (собаки, кошки) и сельскохо-
зяйственные животные [15]. к новым особенностям 
распространения бешенства в россии относят умень-
шение роли лисицы в заражении людей и увеличе-
ние роли собаки, повышение случаев гибели людей 
от гидрофобии после контакта с кошками, расши-
рение ареала вируса бешенства в северном и вос-
точном направлениях [12, 13], а именно возможное 
формирование нового эколого-эпизоотологического 
феномена – центрально-европейского суперареала 
природно-очагового бешенства [6].

бешенство относится к категории заразных 
болезней, опосредованных укусами и царапинами. 
в россии до 80-х годов прошлого века число лиц, 
ежегодно обращающихся за антирабической помо-
щью, не превышало 200 тыс. человек. с середины 
90-х годов ситуация изменилась, число лиц, обра-
щающихся за антирабической помощью, стало пре-
вышать 400 тыс. человек [17]. в последние годы 
(2013–2015 гг.) регистрировалось менее 400 тыс. 
человек, что указывает на небольшую тенденцию 
к уменьшению обращаемости среди взрослого на-
селения. число детей, пострадавших от укусов, 
оцарапываний, ослюнений животными, в течение 
2004–2015 гг. колебалось в пределах около 115 тыс. 
человек (рис. 1), что за последние годы составляло 
в долевом сегменте 28–30 % от общего числа людей, 
обратившихся за антирабической помощью.

согласно постановлению главного государст-
венного санитарного врача российской Федерации от 
01.02.2012 № 13, комплекс мер по предотвращению 
распространения бешенства от животных к человеку 
напрямую связан с профилактикой данной инфекции. 
ежегодная потребность лечебно-профилактических 
учреждений в российской Федерации в антирабиче-
ских препаратах определяется в 1,5 млн доз (ампул 
по 1,0 мл) антирабической вакцины и 550 литров 
антирабического иммуноглобулина. применяемые в 
нашей стране антирабические вакцины российского 
производства являются высокоэффективными препа-

ратами, соответствующими всем требованиям воз. 
необходимо отметить, что только за период 

2010–2012 гг. в российской Федерации число лиц, 
подвергшихся профилактической вакцинации про-
тив бешенства, составило 59856 человек, а ревакци-
нированных – 41152 человека. 

производство антирабического гетерологич-
ного иммуноглобулина на территории российской 
Федерации, налажено в Фкуз «российский научно-
исследовательский противочумный институт 
«микроб» [1].

особую актуальность на современном этапе 
борьбы с бешенством имеет система эпидемиоло-
гического надзора за гидрофобией, непосредствен-
но связанная с качественной диагностикой данного 
заболевания. диагностика бешенства проводится 
на основе эпидемиологических и эпизоотических 
данных, клинических, патологоанатомических и ла-
бораторных методов. среди лабораторных методов 
применяются микроскопический, иммунохимиче-
ский, молекулярно-биологический и вирусологиче-
ский с помощью биологической пробы на мышах. 
последний является одним из обязательных при 
постановке диагноза согласно сп 3.1.7.2627-10 и 
гост 26075-2013 [5, 8]. развивающиеся в настоящее 
время молекулярно-биологические методы, основан-
ные на пцр (от-пцр, от-пцр-рв, секвенирование 
пцр-продуктов), позволяют своевременно и эффек-
тивно выявлять возбудитель, вызывающий гидро-
фобию [4, 11], и получать данные по молекулярно-
генетическому разнообразию рабдовирусов, цирку-
лирующих на территории российской Федерации, и 
возможных путях заноса, распространения инфек-
ции, что имеет ключевое значение для мониторинга 
и профилактики бешенства [13, 18].

C ноября 1999 г. в системе Федеральной служ-
бы по надзору в сфере защиты прав потребителей 
и благополучия человека и министерства обороны 
российской Федерации функционирует нештатный 
центр специальной лабораторной диагностики осо-
бо опасных и экзотических инфекционных заболева-
ний (далее центр) (приказы министра обороны рФ 
и минздрава рФ № 558/416 от 20.11.1999, министра 
обороны рФ и роспотребнадзора № 588/873 от 
14.08.2014), деятельность которого напрямую свя-
зана с противоэпидемической защитой территории 
россии [9–11].

одной из возложенных на центр задач является 
проведение лабораторной диагностики на наличие 
вируса бешенства у людей, погибших от гидрофо-
бии, а также выделение возбудителя из поступивших 
проб, с его последующей идентификацией, консер-
вацией и депонированием.

лабораторные диагностические исследова-
ния проводили в соответствии с сп 3.1.7.2627-10, 
сп 1.3.3118-13, гост 26075-2013. объектом иссле-
дования служили пробы участков головного мозга: 
аммонов рог, мозжечок, кора больших полушарий, 
в некоторых случаях фрагменты гиппокампа, дна 
3-го и 4-го желудочков, ствола мозга, лобной доли и рис. 1. динамика числа лиц, обратившихся за антирабической 

помощью в 2004–2015 гг.
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продолговатого мозга. исследованию подвергались 
также пробы слюнных желез и в одном случае мин-
далины гортани. выделение вируса и определение 
его биологической активности проводили на белых 
мышах массой 6–8 г. для идентификации возбуди-
теля бешенства использовали медицинское изделие 
для диагностики in vitro, набор реагентов на осно-
ве метода одностадийной от-пцр-рв «ом-скрин-
бешенство-рв» (по ту 9398-011-46395995-2013, 
рзн 2016/3575 от 25.01.2016) производства компа-
нии синтол, москва. верификация результатов от-
пцр-рв обязательно осуществлялась с помощью на-
бора реагентов на основе метода от-пцр «вц-пцр-
бешенство», разработанного в 2002 г. специалистами 
Фгбу «48 цнии» минобороны россии. в некоторых 
случаях выполняли электронно-микроскопическое 
выявление вирионов вируса в ультратонких препа-
ративных срезах.

проведенные диагностические исследования 
228 проб биологического материала, поступивших с 
2002 по 2015 год из 60 лечебно-профилактических 
учреждений 25 субъектов российской Федерации от 
64 погибших людей с подозрением на гидрофобию, 
показали, что в 224 пробах от 63 человек выявлен и 
идентифицирован возбудитель бешенства. при этом 
общее количество людей, погибших от гидрофобии 
в российской Федерации за указанный период, со-
ставляло 155 человек. специалистами центра под-
тверждено 40,6 % случаев смерти с диагнозом бе-
шенство от их общего числа по стране за изучаемый 
временной интервал (рис. 2).

единственный лабораторно неподтвержденный 
случай был зарегистрирован в 2015 г. при исследо-
вании с помощью методов от-пцр-рв, биопробы 
и электронной микроскопии четырех проб голов-
ного мозга погибшей щ., поступивших из гбуз 
«городская больница скорой медицинской помощи 
им. м.Ф.владимирского» (нижний новгород). в 
анамнезе истории болезни щ. говорилось, что во 
дворе собственного дома гражданка была искусана и 
исцарапана лисой. в этот же день она была госпита-
лизирована, через сутки развился сильный психоз, а 
через шесть дней появилась регидность затылочных 

мышц, гипотонус левой нижней конечности, на 11-е 
сутки наступила смерть. 

специалистами центра для исключения лож-
ноположительных результатов, обусловленных им-
мунизацией пострадавшей щ. вакциной против бе-
шенства, проведен полный комплекс лабораторных 
исследований, в результате чего возбудитель бешен-
ства не выявили. необходимо отметить, что междуна-
родными органами не рекомендуется использование 
молекулярно-генетических методов при рутинной ди-
агностике аутопсийных проб из-за высокого риска пе-
рекрестной контаминации [19]. специалистами цент-
ра накоплен значительный опыт использования от-
пцр-рв при диагностической работе с аутопсийными 
пробами, который показывает, что единственным ис-
точником перекрестной контаминации является этап 
пробоподготовки и выделения нуклеиновой кислоты, 
что обусловлено значительной концентрацией вирус-
ной рнк в пробах головного мозга. строгое использо-
вание отрицательного контроля выделения рнк поз-
воляет полностью исключить ложноположительный 
результат, поскольку отрицательные пробы на данном 
этапе не контактируют с положительными. 

за период с 2002 по 2015 год биологический 
материал для лабораторной диагностики бешен-
ства у людей, погибших от гидрофобии, поступил 
из семи федеральных округов российской Феде-
рации: центрального, Южного, приволжского, 
северо-западного, северо-кавказского, уральского, 
дальневосточного. наибольшее количество (128 
проб, 57,1 % от общего числа) проб, содержащих ви-
рус бешенства, получили от 35 погибших людей из 
центрального федерального округа, 40 (18 %) проб от 
11 погибших из приволжского федерального округа, 
27 (12 %) – от 9 погибших из Южного федерального 
округа российской Федерации. из уральского, севе-
ро-кавказского, дальневосточного, северо-западного 
федеральных округов от 4, 2, 1, 1 погибшего человека 
соответственно поступило 16, 8, 3, 2 пробы биологи-
ческого материала, что составляет 7,1, 3,6, 1,3, 0,9 % 
соответственно от общего числа поступивших проб, 
содержащих вирус бешенства. полученные данные 
согласуются с ранее проведенными исследования-
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рис. 2. участие центра в исследованиях по вы-
явлению и идентификации уличного вируса 
бешенства у погибших людей на территории 
российской Федерации в 2002–2015 гг.
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ми [12] по определению территории наибольшего 
риска заражения бешенством за период 2000–2014 гг., 
в которых говорится о лидирующем положении 
центрального федерального округа – 35 % в общей 
структуре заболеваемости населения гидрофобией.

поступление биопроб из центрального феде-
рального округа происходило из 10 субъектов, а имен-
но: московской, тверской, курской, владимирской, 
липецкой, воронежской, калужской, ярославской, 
рязанской областей и москвы. наибольшее чис-
ло – 39 и 34 пробы – доставлено соответственно от 
11 и 9 умерших людей, заболевших на территории 
московской и тверской области, что составляет 30,5 
и 26,6 % соответственно от общего числа поступив-
ших проб из центрального федерального округа. из 
курской, владимирской, липецкой, воронежской, 
калужской, ярославской, рязанской областей и 
москвы соответственно от 3, 3, 2, 2, 2, 1, 1, 1 погиб-
шего человека поступило 11, 11, 8, 7, 7, 4, 4, 3 пробы, 
что составляет 8,6, 8,6, 6,2, 5,5, 5,5, 3,1, 3,1, 2,3 % 
соответственно от общего числа проб, содержащих 
вирус бешенства, из центрального федерального 
округа. создавшаяся опасная обстановка по рабиче-
ской инфекции в центральном федеральном округе 
естественно обусловлена ухудшением эпизоотиче-
ской ситуации в дикой природе и проникновением 
возбудителя в черту сельских населенных пунктов и 
городов. незатухающие очаги бешенства непрестан-
но угрожают экономически важным регионам и тре-
буют решения по их купированию.

отдельное внимание уделяется диагностике бе-
шенства у детей. в течение 2002–2015 гг. в центр 
поступили и дали положительный результат на на-
личие возбудителя рабической инфекции 29 проб от 
9 погибших детей из четырех Федеральных округов 
российской Федерации, а именно центрального, 
приволжского, Южного и уральского. в 2013 г. для 
подтверждения либо исключения присутствия виру-
са бешенства поступали пробы образцов головного 
мозга собаки, которая нанесла множественные укусы 
ребенку в архангельске, приведшие к его гибели. в 
результате определения специфических фрагментов 
геномной рнк вируса бешенства методом от-пцр 
выявлено наличие возбудителя в пробах мозжечка 
собаки.

анализ реальных событий 2000–2013 гг. свиде-
тельствует [12], что среди видовой структуры живот-
ных собаки чаще всего заражали человека. данные 
специалистов Фгбу «48 цнии» минобороны рос-
сии в очередной раз подтверждают статистику по 
удельному весу случаев гибели людей от заражения 
вирусом бешенства, переданного разными видами 
животных: собака – 33,3 %, лиса – 19, кошка – 19, 
енот – 8, енотовидная собака – 5, другие дикие жи-
вотные – 5, нет данных – 10,7 %.

на фоне выявленных данных по увеличению ко-
личества заразившихся людей после контактов с со-
баками и значительного участия кошек как источника 
инфекции особенно актуальным является вопрос об 
отсутствии отдельного федерального закона о содер-

жании животных на территории россии (последнее 
положение приводится в докладе уполномоченного 
по правам человека в российской Федерации от 
24.03.2016). при неопределенных нормах об ответ-
ственности за ненадлежащее содержание домашних 
животных и отсутствии полномочий в этой части 
у субъектов российской Федерации эффективная 
борьба с бешенством на современном этапе затруд-
нительна.

анализ результатов исследований установил, 
что количество мужчин, заразившихся и погибших 
от бешенства, гораздо больше числа женщин (39 
мужчин и 24 женщины, что в долевом соотношении 
составляет 62 и 38 % соответственно), что очевид-
но объясняется меньшим уровнем страха и насторо-
женности по отношению к животным у лиц мужско-
го пола. оказалось, что средний возраст погибших 
мужчин составлял 44 года, а женщин – 48 лет. люди 
данного возраста составляют костяк экономически 
активного населения в российской Федерации.

при изучении данных анамнеза историй болез-
ни погибших людей выявлено, что территория ме-
ста заражения играет существенную роль в предо-
пределении риска угрозы инфицирования вирусом 
бешенства. из 63 погибших от бешенства 25 чело-
век заразились в сельской местности, 8 – в городе, 
5 человек в лесу и 1 человек в степи (по остальным 
24 погибшим данные отсутствуют). причина зара-
жения 25 человек в сельских населенных пунктах 
определяется большей вероятностью контакта с ис-
точником инфекции.

результаты проведенных исследований под-
тверждают, что из 63 умерших от гидрофобии в 
2002–2015 гг. 40 человек (63 %) не обращались по 
поводу укусов животными и не получили своевре-
менное антирабическое лечение. в четырех случаях 
(6 %) пострадавшие люди обращались с опозданием. 
поэтому на сегодняшний день злободневны вопро-
сы просветительской работы в городах и населенных 
пунктах на предмет внимательности к подозритель-
ным, бродячим животным и мерам личной и обще-
ственной профилактики бешенства. не исключены 
также трудности в работе врачей, обусловленные 
безответственным поведением со стороны постра-
давших от укусов людей, особенно родителей.

необходимо заметить, что 6 человек (9,5 %), об-
ратившись за медицинской помощью, впоследствии 
отказались от антирабического лечения. у двух че-
ловек (3 %) после укусов опасной локализации, на-
несенных лисой и енотовидной собакой, не была на-
значена полная схема антирабической помощи, что, 
возможно, способствовало развитию заболевания. в 
одном случае лечение не проводилось, что привело 
к летальному исходу, а в другом заболевание воз-
никло после укусов опасной локализации, на фоне 
антирабического лечения. объяснением случаев от-
казов пострадавших от проведения им антирабиче-
ского лечения, а также лечения по неполной схеме 
и в одном случае его не проведения может являться 
недостаточная подготовка медицинских работников 
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и их ошибки по вопросам оказания населению анти-
рабической помощи.

изложенные обстоятельства требуют совмест-
ных комплексных профилактических мер со стороны 
органов здравоохранения и ветеринарной службы на 
федеральном и муниципальном уровне.

известно, что инкубационный период при ги-
дрофобии зависит от локализации укуса и дозы зара-
жения [14]. анализ данных истории болезни погиб-
ших людей показал, что при заражении посредством 
укуса опасной локализации, а именно головы или 
лица, людей, не обратившихся за антирабической 
помощью, либо ее частично получавших, инкубаци-
онный период составлял от 14 до 56 суток (в среднем 
26,6), а при укусах кистей и пальцев рук – от 21 до 
180 суток (в среднем 57,6) и неопасной локализа-
ции – область предплечья, нижние конечности – от 
31 до 245 суток (в среднем 91,8). в процентном со-
отношении преобладало число погибших людей от 
укусов опасной локализации 85,7 против 14,3 % – 
количества умерших лиц, имевших укусы неопас-
ной локализации. за более чем 80-летний период 
наблюдения у циркулирующего в природе вируса 
бешенства некоторые биологические свойства не 
меняются, так как длительность инкубационного пе-
риода у людей, заразившихся и не обратившихся за 
медицинской помощью, стабильно колеблется около 
60–65 сут [7]. возможно, результаты настоящих ис-
следований будут полезны при анализе изложенной 
взаимосвязи за более длительный период. 

в период 2002–2015 гг. специалистами центра 
лабораторно подтверждены случаи инфицирования 
вирусом бешенства иностранных граждан, а имен-
но в 2006 и 2012 гг. в московской области граждан 
таджикистана, в 2007 г. в мурманской области граж-
данина украины, в 2010 г. в московской области 
гражданина молдавии и на территории челябинской 
области гражданина казахстана. при анализе исто-
рий болезни погибших людей выяснилось, что, как 
правило, заражение происходило на территории их 
страны. данные факты в очередной раз подтвержда-
ют циркуляцию вируса бешенства в сопредельных с 
россией странах [2–4]. в 2014 г. при исследовании 
двух поступивших проб от погибшего г., граждани-
на российской Федерации, укушенного собакой на 
отдыхе в индии, подтверждено наличие искомого 
вируса. необходимо заметить, что результаты при-
жизненной и постмортальной лабораторной диагно-
стики по данному случаю приведены в статье [16].

в практике посмертного диагностического 
исследования в 2002, 2004, 2007 гг. некоторыми 
лечебно-профилактическими организациями для 
подготовки, хранения и транспортирования секци-
онного материала в центр использовался формалин, 
смесь дюбоско, что приводило к полному разруше-
нию фрагментов рнк вируса бешенства и не позво-
ляло их выявлять методом от-пцр. допускались 
грубые ошибки при хранении отобранных проб в 
медицинских учреждениях. в данных тяжелых слу-
чаях для изучения поступивших проб использовали 

метод электронной микроскопии, который позволял 
выявлять вирионы с «пулеподобной» морфологией, 
характерной для вируса уличного бешенства. 

по итогам выявленных ошибок, в целях совер-
шенствования надзора и профилактики бешенства, 
специалистами разработаны методические указания 
му 4.2.2839-11 «порядок отбора, упаковки, хране-
ния и транспортирования биологического материала 
для лабораторной диагностики бешенства у людей, 
погибших от гидрофобии», что в последующий пе-
риод 2012–2015 гг. позволило исключить неправиль-
ную подготовку и транспортировку проб лечебно-
профилактическими организациями, уменьшить 
временные сроки и повысить качество проводимых 
диагностических исследований.

специалистами центра получены поступив-
шие с 2002 по 2015 год изоляты вируса уличного 
бешенства из проб секционного материала от погиб-
ших людей, с последующей паспортизацией и депо-
нированием штаммов данного возбудителя в госу-
дарственную коллекцию микроорганизмов Фгбу 
«48 цнии» минобороны россии. проведенная ра-
бота, учитывая напряженную эпизоотологическую 
обстановку по бешенству в российской Федерации, 
играет важную роль для дальнейшего филогенетиче-
ского изучения вируса бешенства.

таким образом, изложенные и проанализиро-
ванные данные свидетельствуют об эффективной 
лабораторно-диагностической работе центра по по-
ступающим пробам биологического материала от 
лиц, инфицированных (подозрительных на инфици-
рование) вирусом бешенства. используемые методы 
выделения и идентификации возбудителя позволяют 
качественно и своевременно проводить диагностику 
данной болезни. отмеченные актуальные вопросы 
эпизоотологической и эпидемиологической направ-
ленности требуют комплексного решения со сторо-
ны органов здравоохранения и ветеринарной службы 
российской Федерации. выполненные исследования 
по выделению изолятов вируса уличного бешенства 
позволяют паспортизировать и депонировать новые 
штаммы данного возбудителя в государственную 
коллекцию микроорганизмов Фгбу «48 цнии» 
минобороны россии, для их последующего филоге-
нетического анализа, что имеет существенное значе-
ние для укрепления эпидемиологического надзора за 
бешенством на территории российской Федерации.
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возбудитель чумы Yersinia pestis имеет комплекс-
ный жизненный цикл с чередованием существования 
в простейших, обеспечивающих его сохранение в 
межэпизоотийный период в насекомых, передающих 
его млекопитающим, у которых он вызывает острое 
системное заболевание. в зависимости от входных 
ворот возбудителя инфекционный процесс в организ-
ме млекопитающих может протекать в разных фор-
мах (бубонной, септической и легочной), но наибо-
лее распространенной в природе является бубонная 
форма чумы у грызунов, которые заражаются возбу-
дителем от кормящихся на них блох. на модели этой 
формы чумы, которая в экспериментах воспроизво-
дится с помощью подкожного или внутрикожного 
заражения лабораторных животных, получено много 
данных о факторах вирулентности Y. pestis. многие 
годы исследования были сосредоточены главным 

образом на факторах, которые кодируются неста-
бильными генетическими элементами (плазмидами 
pMT1, pCD1, pPCP1 и хромосомным pgm-локусом). 
анализ этих данных опубликован в многочисленных 
обзорах. за последние годы методический арсенал 
изучения Y. pestis пополнился новыми методами, та-
кими как полногеномное секвенирование, биоинфор-
матика, точечный мутагенез, определение экспрес-
сии генов in vivo, протеомный и транскриптомный 
анализ экспрессии генов in vitro и in vivo, применение 
биолюминесценции для анализа развития инфекции, 
использование нокаутных лабораторных животных. 
с помощью этих методов обнаружено много генов, 
утрата которых приводит к снижению вирулентно-
сти Y. pestis. это не только гены, кодирующие из-
вестные или новые факторы вирулентности, но и 
гены, кодирующие регуляторные молекулы, которые 
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осуществляют строгий контроль экспрессии генов 
Y. pestis на транскрипционном, трансляционном и 
пост-трансляционном уровне в ответ на конкретные 
сигналы в организме хозяина. в данном обзоре при-
веден краткий анализ опубликованных за последние 
годы исследований, посвященных механизмам дей-
ствия известных факторов Y. pestis, взаимодействие 
которых с молекулами и клетками хозяина на разных 
этапах инфекционного процесса при бубонной чуме 
экспериментально доказано.

инфекционный процесс при бубонной чуме 
условно можно разделить на четыре этапа, на кото-
рых внутриклеточное размножение бактерий в нача-
ле процесса сменяется внеклеточным размножением 
на последующих этапах. на разных этапах бактерии 
синтезируют разные факторы, которые стимулируют 
провоспалительную или противовоспалительную 
реакцию хозяина на инфекцию.

Первый этап инфекционного процесса в орга-
низме млекопитающих. передача возбудителя чумы 
блохами зависит от способности бактерий выживать 
в насекомых [8]. известно, что этому способствует 
синтезирующийся при 21–30 °с гексаацилирован-
ный липополисахорид (лпс), содержащий моди-
фикацию фосфатной группы 4-аминоарабинозой, а 
также фосфолипаза D – мышиный токсин. многие 
годы считалось, что в основе передачи чумы мле-
копитающим лежит способность бактерий синтези-
ровать экзополисахарид биопленок и блокировать 
преджелудок блох. при этом повышению эффек-
тивности передачи чумы блокированными блохами 
способствует наличие у бактерий генов caf1M1A1, 
способных обеспечивать синтез бактериями кап-
сульного антигена Caf1 [36]. недавние исследования 
показали, что наиболее вероятным способом распро-
странения Y. pestis среди грызунов является передача 
ранней фазы, при которой неблокированные блохи, 
сохраняющие бактерии в течение четырех дней, мо-
гут передавать возбудителя грызунам [50].

этап пребывания в блохах важен для подготов-
ки бактерий к инфицированию теплокровного хозяи-
на, в кожу которого они попадают с укусом. кожный 
этап инфекционного процесса, прежде всего из-
за методических сложностей, исследован гораздо 
меньше, чем последующие этапы. в то же время 
очевидно, что способность противостоять защит-
ным механизмам врожденного иммунитета хозяина 
в коже определяет дальнейшую судьбу инфекци-
онного процесса. как выяснилось, различия в сро-
ках гибели животных при экспериментальной чуме 
определяются продолжительностью именно этого 
этапа инфекционного процесса, на котором проис-
ходит размножение бактерий [28]. размножаются ли 
бактерии на этом этапе внутри тканевых фагоцитов 
или внеклеточные бактерии также способны к раз-
множению в коже не установлено.

резистентность к действию гуморальных фак-
торов врожденного иммунитета хозяина необходима 
для выживания Y. pestis на первом этапе инфекции. 

известно, что резистентность чумного микроба к 
комплементу обеспечивается интегральным белком 
наружной мембраны Ail, экспрессия и активность ко-
торого активируются при 37 °с [21]. хотя механизм 
участия Ail в резистентности к сыворотке не иссле-
дован, по аналогии со сходными белками энтеропа-
тогенных иерсиний (Y. еnterocolitica, Y. pseudotuber-
culosis) предполагается, что Ail может связывать не-
гативные регуляторы сборки комлемента (фактор н 
и белок, связывающий с4 компонент комплемента). 
дополнительную роль в резистентности к компле-
менту играет поверхностная протеаза омптинового 
типа, активатор плазминогена Pla, который разру-
шает с3 компонент комплемента. для проявления 
активности Ail и Pla необходим характерный для 
Y. pestis слабоацилированный при 37 °с R-лпс [9]. 

лпс участвует и в резистентности бактерий к 
действию катионных антимикробных пептидов, с 
которыми микроб встречается не только в коже, но 
и внутри фагоцитов. важную роль при этом игра-
ет наличие в лпс модификации фосфатных групп 
4-аминоарабинозой, что приводит к уменьшению 
связывания бактерий с положительно заряженны-
ми пептидами [20]. для осуществления этой моди-
фикации бактериям необходим белок GalU (ури-
дилтрансфераза глюкозо-1-фосфата), отсутствие 
которой делает бактерии более чувствительными к 
антимикробным пептидам и менее способными вы-
живать в макрофагах [19]. резистентность бактерий 
к действию антимикробных пептидов связана и с 
наличием в олигосахаридном коре лпс концевого 
N-ацетилглюкозамина [17]. 

еще одним гуморальным фактором врожден-
ного иммунитета, с которым возбудитель чумы 
встречается на первом этапе инфекции, является 
липокалин-2, блокирующий размножение многих 
бактерий (но не Y. pestis), препятствуя ассимиляции 
ими железа за счет инактивации низкомолекулярных 
хелаторов железа – сидерофоров. для ассимиляции 
железа, концентрация которого в организме хозяина 
резко снижается в ответ на инфекцию, возбудителю 
чумы необходим сидерофор иерсиниабактин (Ybt), 
который, в отличие от катехолятных сидерофоров 
энтеробактерий, не инактивируется липокалином-2. 
благодаря этому на первых этапах инфекции Ybt 
эффективно обеспечивает бактерии железом [31]. 
кроме того, Ybt принимает участие в ассимиляции 
меди [6] и цинка [5], которые необходимы для синте-
за многих ферментов и размножения бактерий.

возбудитель чумы обладает разной резистент-
ностью к клеточным факторам врожденного имму-
нитета, причем бактерии, выделенные из блох, об-
ладают большей резистентностью к фагоцитозу, чем 
бактерии, выращенные in vitro [47]. попадая в кожу, 
бактерии привлекают к себе нейтрофилы, дендрит-
ные клетки и резидентные тканевые макрофаги [38, 
39]. при этом бактерии не взаимодействуют с ден-
дритными клетками, но активно поглощаются ней-
трофилами и макрофагами. 
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в нейтрофилах, в отличие от макрофагов, 
основная часть бактерий погибает. известно, что от 
фагоцитоза нейтрофилами на первом этапе инфек-
ции бактерии защищают факторы, синтезирующие-
ся в блохах. недавние исследования показали, что 
такими факторами могут быть белки мультимерно-
го токсического комплекса, которые максимально 
синтезируются в блохах при температуре 21 °с [41]. 
механизм действия этих белков, гомологичных по 
структуре, но не по функции, инсектицидному ток-
сическому комплексу грамнегативных бактерий, в 
настоящее время неизвестен, но предположитель-
но комплекс может модифицировать актин клеток-
мишеней, препятствуя их фагоцитарной активности. 
способность снижать хемотаксис нейтрофилов в 
начале инфекции выявлена у поверхностных белков-
аутотранспортеров, YadB и YadC, наличие которых 
у микроба способствует снижению экспрессии рези-
дентными немиелоидными клетками хемоатрактанта 
нейтрофилов CхсL1 [46]. предполагается, что эти 
белки действуют опосредованно, за счет экранирова-
ния лпс. несмотря на эти защитные механизмы, на 
первом этапе инфекции бактерии все же попадают в 
нейтрофилы, и в этом участвует iс3b компонент ком-
племента, опсонизирующий бактерии, и его рецептор 
CR3 на поверхности нейтрофилов [26]. за последние 
годы накопились сведения о том, что Y. pestis может 
не только выживать, но даже размножаться в нейтро-
филах, бактерицидному действию которых микроб 
способен сопротивляться. для этого бактериям важ-
но иметь модифицированный 4-аминоарабинозой 
лпс [29], что необходимо для защиты бактерий от 
бактерицидного действия катионных пептидов ней-
трофилов. выжившие в нейтрофилах бактерии могут 
использовать их как временную нишу, обеспечиваю-
щую возможность микробам попасть в макрофаги 
путем эффероцитоза нейтрофилов [40].

макрофаги являются репликативной нишей 
Y. pestis, поэтому на первом этапе инфекции бакте-
риям важно попасть не в нейтрофилы, а в макрофа-
ги. что определяет выбор бактериями макрофагов не 
установлено. в прикреплении бактерий к макрофа-
гам важную роль играют два синтезируемых микро-
бом поверхностных белка – Pla и Ail [18]. основным 
адгезином возбудителя чумы считается протеаза Pla, 
необходимая для взаимодействия бактерий с лекти-
новым рецептором DEC-205 на поверхности макро-
фагов [52]. механизм участия протеазы в адгезии к 
клеткам хозяина оставался неизвестным, пока не вы-
яснили, что Pla осуществляет пост-трансляционный 
процессинг белка-аутотранспортера YapE, что при-
водит к появлению у последнего адгезивных свойств 
[25]. поэтому можно предположить, что протеаза 
играет опосредованную роль в адгезии к макрофа-
гам. не менее важным адгезином является и белок 
Ail, у которого выявлена способность связывать 
in vitro эпителиальные клетки и моноциты [18]. 
взаимодействие синтезирующих Ail бактерий с 
клетками хозяина зависит от структуры лпс, а так-

же от аутоагрегации бактерий. механизм участия 
Ail в связи бактерий с макрофагами неизвестен, но 
предполагается, что этот процесс обусловлен спо-
собностью Ail связывать компоненты внеклеточного 
матрикса млекопитающих, обеспечивающие прикре-
пление бактерий к β-интегринам на поверхности фа-
гоцитов и последующее поглощение бактерий [45].

известно несколько синтезируемых микробом 
факторов, необходимых для выживания в макрофагах. 
это и лпс, имеющий концевой N-ацетилглюкозамин 
в олигосахаридном коре [17] и содержащий модифи-
кацию фосфатных групп 4-аминоарабинозой [19], 
а также общий энтеробактериальный антиген [19]. 
выживанию бактерий в макрофагах способствуют и 
белки, участвующие в прикреплении наружной мем-
браны к пептидогликану: OmpA [3], который у эн-
теробактерий образует неспецифические диффузи-
онные каналы, и липопротеин брауна (Lpp), способ-
ный тормозить апоптоз макрофагов [48]. отсутствие 
у Y. pestis Lpp приводило к снижению экспрессии 
многих белков, в том числе и белка-шаперона те-
плового шока HtrA, который восстанавливал спо-
собность Δlpp-мутанта выживать в макрофагах [11]. 
выживанию Δlpp-мутанта способствовала и протеа-
за Pla, хотя механизм ее действия не связан с актива-
цией продукции HtrA [49].

важным для выживания в макрофагах свойством 
Y. pestis является резистентность к бактерицидно-
му действию фаголизосом, ацидификацию которых 
бактерии способны тормозить [34]. какие продукты 
микроба обеспечивают нейтрализацию кислого рн 
фаголизосом в настоящее время неизвестно. защиту 
бактерий от реактивных соединений азота обеспечи-
вает белок RipA, бутирил-коа-трансфераза, обеспе-
чивающая образование масляной кислоты [44]. от ре-
активных соединений кислорода бактерии защищает 
сидерофор Ybt [30]. кроме того, обнаруженная у Ybt 
способность связывать ионы меди [6] обусловливает 
толерантность бактерий к токсическому действию 
меди, накапливающейся в местах воспаления и вну-
три макрофагов. влияние Ybt на внутриклеточное вы-
живание бактерий может быть связано и с тем, что его 
комплекс с медью проявляет активность супероксид-
дисмутазы, трансформирующей наиболее опасные 
радикалы в менее токсичную форму [7]. 

резистентность к бактерицидным факторам ма-
крофагов дает бактериям возможность размножаться 
в неактивированных макрофагах, вызывая их апоп-
тоз, в то время как в активированных макрофагах на 
более поздних этапах инфекции бактерии индуци-
руют воспалительный механизм гибели фагоцитов 
путем пироптоза [4]. способность вызывать гибель 
макрофагов обеспечивает распространение бактерий 
по лимфатическим сосудам из кожи в дренирующий 
лимфоузел, где живые бактерии могут наблюдать-
ся уже через 10–60 мин после заражения животных 
[13, 38]. сведения о том, каким образом происходит 
транспорт бактерий в лимфоузлы, противоречивы. 
принято считать, что микробы попадают в лимфо-
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узел в составе фагоцитов (макрофагов, дендритных 
клеток, нейтрофилов). это мнение нашло подтверж-
дение в экспериментах, продемонстрировавших уча-
стие в транспорте бактерий моноцитов и дендрит-
ных клеток, на поверхности которых присутствует 
рецептор сфингозин-1-фосфата [43]. этот же рецеп-
тор необходим и для транспорта бактерий в составе 
этих хозяйских клеток во вторичные лимфоузлы, а 
его блокирование в фагоцитах приводит к тормо-
жению этого процесса и неспособности бактерий к 
диссеминации из дренирующего лимфоузла. другие 
исследователи [12, 13] не получили эксперименталь-
ного подтверждения того, что после внутрикожного 
заражения животных бактерии попадают в лимфо-
узел в составе фагоцитов, а регистрировали бакте-
рии в свободном состоянии в лимфатических сосу-
дах и в самом начале инфицирования дренирующего 
лимфоузла. более того, установлено, что после раз-
множения в коже лишь часть бактерий, способная 
попасть в лимфатические сосуды, транспортируется 
в дренирующий лимфоузел, и именно попавшие туда 
бактерии способствуют дальнейшему распростране-
нию инфекции [12]. этими авторами высказана ги-
потеза, что сниженная адгезивная активность части 
микробов может способствовать их быстрому выхо-
ду из кожи. для попадания в лимфоузел микробам 
необходима протеаза Pla, взаимодействующая с фак-
торами коагуляции и фибринолиза в организме хо-
зяина и способствующая диссеминации возбудителя 
чумы из кожи [22].

Второй этап инфекционного процесса. в лим-
фоузле бактерии Y. pestis активно поглощаются ма-
крофагами, в которых происходит интенсивное раз-
множение бактерий и синтез многих факторов виру-
лентности возбудителя чумы [13]. во время внутри-
клеточного размножения в макрофагах бактерии син-
тезируют ряд анти-фагоцитарных факторов, которые 
защищают микробы от последующего поглощения 
фагоцитами (макрофагами, дендритными клетками, 
нейтрофилами) и обеспечивают дальнейшее внекле-
точное существование микроба в организме хозяина 
[18]. внутри макрофагов у бактерий индуцируется 
синтез капсульного антигена Caf1, который препят-
ствует попаданию бактерий внутрь фагоцитов за счет 
экранирования адгезинов (Ail, Pla) на поверхности 
бактерий. еще один антиген, который синтезируется 
при 37 °с и кислом рн в фаголизосомах – PsaA (рн6 
антиген), который образует пили на поверхности 
бактерий и связывает гликосфинголипиды, присут-
ствующие на разных типах клеток эукариотов. хотя 
PsaA является адгезином и способствует связыванию 
бактерий с разными клетками хозяина, он обладает 
антифагоцитарными свойствами за счет связывания 
липопротеинов хозяина на поверхности бактерий и 
экранирования других адгезинов (Ail, Pla), необхо-
димых для контакта бактерий с макрофагами.

находясь внутри макрофагов, бактерии синте-
зируют компоненты системы секреции третьего типа 
(T3SS), которые многие годы были и остаются объ-

ектом пристального внимания ученых [32, 33]. T3SS, 
кодируемая плазмидой кальций-зависимости (pCD1), 
состоит из 25 белков, которые образуют подобную 
шприцу инжектисому, пронизывающую обе мембра-
ны и образующую иглу на поверхности бактерий. на 
вершине иглы расположен «транслокон», образован-
ный порообразующими белками YopB и YopD и бел-
ком LcrV, который регулирует и направляет действие 
белков T3SS, а также взаимодействует с TLR-2 ре-
цептором на поверхности клеток хозяина [2]. белки 
T3SS представлены структурными белками аппарата 
секреции (Ysc F, P, N, Q; Yop B, D; LcrV), белками-
эффекторами (Yop E, H, T, J, M; YpkA) и регуля-
торными белками (VirF, YscB, SycN, TyeA и YopN). 
сигналом для синтеза этих белков является темпе-
ратура 37 °с и сниженная концентрация кальция 
внутри фагоцитов. транслокация эффекторов в цито-
плазму клеток хозяина включается после контакта с 
клетками-мишенями, которыми служат фагоциты. в 
результате этого происходит модуляция иммунного 
ответа, блокировка фагоцитоза и гибель клеток хозя-
ина. токсичность эффекторов связана с их способно-
стью нарушать сигнальные системы (Yop E, H, J, M, 
T и YpkA), цитоскелет (Yop E, H, T; YpkA) и цитокин-
индуцирующую активность фагоцитов (Yop M, J). 
одним из механизмов является ферментативная ак-
тивность эффекторов (тирозин-фосфатазная у YopH 
и треонин-киназная у YpkA), действующих на белки 
фагоцитов, активность которых зависит от фосфо-
рилирования. другой механизм обнаружен у белка 
YopM, который не обладает ферментативной актив-
ностью, но образует внутри клеток хозяина комплек-
сы со многими белками, которые в результате этого 
не выполняют свои функции [16].

Функционирование T3SS зависит от контакта 
бактерий с клетками-мишенями хозяина. первичный 
контакт обеспечивается двумя полифункциональны-
ми поверхностными белками-адгезинами: белком 
Ail и протеазой Pla [18, 27]. дополнительную роль 
в адгезии к фагоцитам для реализации антифагоци-
тарного действия T3SS могут играть и белки ауто-
транспортеры YapC и YapE [10, 24], и гипотетиче-
ские фимбрии, гены которых имеются в хромосоме 
Y. pestis [14]. в результате контакта с бактериями на 
клетках-мишенях формируется пора, через которую 
в фагоциты впрыскиваются токсичные эффекторные 
белки. благодаря белкам, которые действуют на фа-
гоциты извне, а также Caf1 и PsaA, которые препят-
ствуют контакту бактерий с фагоцитами, не происхо-
дит дальнейшее поглощение микробов фагоцитами, 
и бактерии размножаются внеклеточно.

размножение бактерий в макрофагах приводит 
к их разрушению. является ли разрушение макрофа-
гов пассивным процессом, связанным только с раз-
множением бактерий, или же для этого необходим 
какой-либо продукт микроба, пока неизвестно. после 
выхода из макрофагов бактерии переходят от внутри-
клеточного к внеклеточному образу жизни. таким 
образом, в регионарном лимфоузле происходит пе-
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реход от фазы внутриклеточного к внеклеточному 
размножению бактерий, которое преимущественно 
сохраняется и на последующих этапах инфекции. 
основной причиной смены образа жизни бактерий 
считается то, что после выхода из макрофагов бак-
терии экипированы антифагоцитарными факторами, 
защищающими их от поглощения фагоцитами (Caf1, 
PsaA) и разрушающими макрофаги, нейтрофилы и 
дендритные клетки (белки-эффекторы Yop).

в лимфоузле бактерии стимулируют синтез зна-
чительного количества провоспалительных цитоки-
нов и фибрина, вызывают образование геморрагий, 
а также тромбоз сосудов и некротические изменения 
ткани узла. эти изменения приводят к образованию 
бубона, более выраженного у крыс, чем у мышей. 
какие факторы стимулируют провоспалительную 
реакцию организма на этом этапе в настоящее вре-
мя неизвестно. одним из возможных кандидатов яв-
ляется более токсичный гексаацилированный лпс, 
который синтезируется при низкой температуре в 
блохах (или при выращивании бактерий in vitro), и 
часть которого может присутствовать у бактерий в 
лимфоузле. несмотря на провоспалительный харак-
тер второго этапа инфекции, в бубонах наблюдает-
ся мало нейтрофилов, количество которых резко 
возрастает у мутантов, не синтезирующих белок 
Ail [15]. что лежит в основе действия этого белка на 
торможение хемотаксиса нейтрофилов неизвестно. 
недавние исследования показали, что торможению 
миграции в лимфоузлы нейтрофилов способствует 
белок-эффектор T3SS, YopJ, который подавляет син-
тез интерлейкина-8 (IL-8), способствующего при-
влечению и активации нейтрофилов [42].

Третий этап инфекционного процесса. третий 
этап инфекционного процесса начинается, когда в 
результате размножения и разрушения макрофагов 
бактерии из лимфоузла попадают в кровь. при этом 
резистентность микроба к действию комплемента, 
которая обеспечивается белками наружной мембра-
ны Ail и Pla, способствует выживанию бактерий в 
крови. из крови бактерии быстро фильтруются се-
лезенкой и печенью. транзиторный этап инфекци-
онного процесса в крови животных может быть ва-
жен для опсонизации микроба с3/iс3b компонентом 
комплемента. недавние исследования показали, что 
связывание этого компонента белком Ail на поверх-
ности бактерий способствует их адгезии к нейтро-
филам [26]. это определяет выбор бактериями ней-
трофилов, на поверхности которых присутствует ре-
цептор комплемента сR3, как основной мишени для 
инъекции эффекторов T3SS в селезенке.

в селезенке и печени не наблюдается видимых 
проявлений воспаления: отсутствует инфильтрация 
фагоцитов и снижен синтез провоспалительных ци-
токинов. известную роль в снижении воспалитель-
ного ответа играет изменение структуры липида а 
при 37 °с с преобладанием тетра-ацилированной 
формы, которая обладает слабой способностью свя-
зываться с рецепторным комплексом TLR4/MD2 

и стимулировать воспалительную реакцию [20]. 
отсутствие инфильтрации провоспалительных кле-
ток в печени и селезенке (активированных макро-
фагов, дендритных клеток, NK-клеток) также может 
быть связано с действием белка YopM, который спо-
собен попадать в фагоциты как с помощью T3SS, так 
и самостоятельно [16]. YopM подавляет миграцию 
провоспалительных дендритных клеток в селезенку, 
а в печени вызывает апоптоз нейтрофилов и макро-
фагов [51]. одной из мишеней действия YopM явля-
ется цистеиновая протеаза каспаза-1, инактивация 
которой препятствует созреванию инфламмосомы и 
освобождению провоспалительных цитокинов IL-1β 
и IL-18 [23]. недавно установлено, что подавление 
экспрессии этих цитокинов обусловлено коопера-
тивным действием белков YopM и YopJ [35]. 

отсутствие воспалительной реакции хозяина 
во время пребывания Y. pestis в селезенке и печени 
приводит к массивному размножению бактерий. в 
результате клетки этих органов практически полно-
стью разрушаются и служат питательной средой 
для бактерий. при этом высвобождается огромное 
количество микробов, которые попадают в кровь. 
по-видимому, на этом этапе происходит переход ин-
фекционного процесса из противовоспалительной 
фазы в провоспалительную, приводящую к разви-
тию инфекционно-токсического шока. какие моле-
кулярные механизмы лежат в основе этого перехода 
в настоящее время неизвестно.

Четвертый, терминальный, этап инфекцион-
ного процесса. на терминальной стадии инфекцион-
ного процесса возбудитель чумы попадает в кровь и 
развивается массивная септицемия (107–108 м.к./мл), 
которая необходима для передачи Y. pestis блохами 
следующему животному [8]. при этом наблюдает-
ся генерализованная воспалительная реакция орга-
низма, сопровождающаяся экстремально высокими 
концентрациями провоспалительных цитокинов. 
молекулярные механизмы, лежащие в основе реа-
лизации этого этапа инфекции, исследованы гораз-
до меньше, чем другие этапы. ранее многие ученые 
предполагали, что основной причиной гибели хозяи-
на является дисфункция печени и селезенки, а также 
выброс большого количества провоспалительных 
цитокинов в ответ на продукты разрушения клеток 
хозяина. в настоящее время причиной гибели живот-
ных на терминальной фазе инфекционного процес-
са считается развитие инфекционно-токсического 
шока, в реализации которого, несомненно, принима-
ют участие и продукты Y. pestis. общепризнано, что 
основным токсическим компонентом возбудителя 
чумы является лпс, однако механизм токсического 
действия лпс на терминальной фазе инфекции ис-
следован слабо. известно, что при температуре тела 
животных 37 °C лпс чумного микроба синтезирует-
ся в тетра- и три-ацилированной форме, обладающей 
слабой цитокин-индуцирующей активностью. 

на модели ряда энтеробактерий показано, что 
компонент наружной мембраны, липопротеин брауна 
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(Lpp), обладает синергичным действием с лпс при 
индукции септического шока. о возможном сходном 
действии этих молекул при чуме свидетельствуют 
результаты анализа двойных мутантов Y. pestis, не 
синтезирующих Lpp и MsbB, ацилтрансферазу, ка-
тализирующую присоединение к лпс лауриновой 
кислоты. такие двойные мутанты на поздних эта-
пах инфекции (72 ч) индуцировали гораздо меньше 
провоспалительных цитокинов, чем одиночные му-
танты и родительские штаммы [37]. механизм этого 
явления пока не ясен. известно, что снижение при 
37 °C количества и/или активности синтезируемого 
Y. pestis MsbB способствует синтезу бактериями ма-
лотоксичного гипоацилированного лпс, обладаю-
щего слабой цитокин-индуцирующей активностью. 
вопрос о том, может ли продукция MsbB активи-
роваться в животных на терминальной стадии ин-
фекции и приводить к синтезу гексаацилированного 
лпс, стимулирующего продукцию провоспалитель-
ных цитокинов, нуждается в дальнейшем изучении.

возможный механизм, который позволяет лпс 
из малотоксичной формы, синтезируемой бактерия-
ми при 37 °с, переходить в высокотоксичную форму 
продемонстрирован в ряде работ [1]. в модельных 
экспериментах с лпс, выделенным из выращенных 
при 37 °с бактерий, установлено, что этот переход 
связан с изменением конформации лпс, которое 
может происходить как под влиянием гликолипи-
да, имеющегося в селезенке, печени и эритроцитах 
животных, так и при взаимодействии лпс с син-
тезируемым бактериями мышиным токсином Ymt. 
предполагается, что такая активация лпс, приво-
дящая к интенсивному синтезу провоспалительных 
цитокинов, может иметь место на терминальной 
фазе инфекционного процесса и вызывать токсиче-
ский шок и гибель животных. могут ли в процессе 
активации лпс принимать участие и другие компо-
ненты Y. pestis (например Ail, Pla), которые связаны с 
лпс в клеточной стенке бактерий, пока неизвестно.

на терминальной фазе инфекции, близкой к ги-
бели животного, септицимия приводит к распростра-
нению бактерий по всем органам. так, у павших, но 
не у живых, животных бактерии присутствуют не 
только в лимфоузле, печени и селезенке, но и в тех 
органах, где их не было на предыдущих этапах (ки-
шечник, легкие, почки) развития бубонной формы 
чумы [28]. таким образом, высокая способность бак-
терий распространяться по вторичным лимфоидным 
органам способствует быстрому развитию инфек-
ции, приводящему к смертельной септицемии. 

анализ публикаций последних десяти лет сви-
детельствует о том, что несмотря на интенсивные 
исследования молекулярных механизмов патогенеза 
чумы, остается еще много вопросов, особенно ка-
сающихся первой и последней фазы инфекционного 
процесса. что определяет выбор бактериями макро-
фагов для внутриклеточного размножения на первом 
этапе инфекции? каков механизм выхода бактерий 
из макрофагов? что способствует переключению ин-

фекции из противовоспалительной фазы в селезенке 
и печени в провоспалительную фазу в крови на тер-
минальном этапе инфекционного процесса? ответы 
на эти вопросы, несомненно, будут найдены в буду-
щих исследованиях.

конфликт интересов. автор подтверждает от-
сутствие конфликта интересов, связанных с написа-
нием данного обзора.
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специфичная блоха длиннохвостого суслика 
(Spermophilus undulatus) – Citellophilus tesquorum 
altaicus (Ioff, 1936) – является не только основным 
переносчиком возбудителя чумы в тувинском при-
родном очаге во время активизации эпизоотического 
процесса, но и его хранителем в межэпизоотический 
сезон [2, 3]. циркулирующий в очаге возбудитель 
по своим морфологическим, культуральным и био-
химическим свойствам относится к основному под-
виду Yersinia pestis subsp. pestis и имеет высокую 

вирулентность [2]. уникальной особенностью ту-
винских штаммов является наличие в геноме допол-
нительной четвертой плазмиды pTP33 с молекуляр-
ной массой 22 мда (~33 тыс. п.н.). полная нуклео-
тидная последовательность четвертой маркерной 
плазмиды, специ фической для тувинских штаммов, 
определена, но ее функциональная роль только пред-
полагается [1, 6]. значение отдельных плазмид, де-
терминирующих основные факторы вирулентности 
возбудителя чумы для его существования в блохе-
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цель исследований. изучение в эксперименте влияния штаммов Yersinia pestis с различным плазмидным со-
ставом на алиментарную активность и смертность Citellophilus tesquorum altaicus, частоту и динамику формиро-
вания биопленки в их организме. материалы и методы. в опытах с C. tesquorum altaicus использованы штаммы: 
вирулентные трехплазмидный и-3230, изолированный в монголии, и референтный для тувинского очага и-2638, 
имеющий четыре плазмиды (pYT, pYV, pYP, pTP 33), а также селекционированный от него авирулентный изо-
генный клон и-3480, утративший две плазмиды (pYV, pYP). результаты и выводы. установлено, что штаммы 
и-2638 и и-3480, несущие плазмиду pTP33, более активно формировали биопленку в организме блох, а смерт-
ность была выше среди насекомых, инфицированных штаммом и-3230. четырехплазмидный штамм и-2638 по 
всем исследуемым показателям превосходил трехплазмидный и-3230 и двухплазмидный и-3480, что может сви-
детельствовать о коадаптации возбудителя чумы и C. tesquorum altaicus из тувинского очага и возможности функ-
циональной роли плазмиды pTP33 в усилении формирования биопленки in vivo. 
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Objective of the study is in vitro investigation of mutual relations between Citellophilus tesquorum altaicus and Yersinia pestis 
with various plasmid composition: influence of the strain on flea alimentary activity and mortality rate, frequency and dynamics of bio-
film formation. Materials and methods. C. tesquorum altaicus were infected by three Yersinia pestis strains: virulent triple-plasmid 
I-3230 isolated in Mongolia, referential for the Tuva focus I-2638 carrying four plasmids (pYT, pYV, pYP, pTP 33) and also selected 
from it avirulent isogenic clone I-3480 that lost two plasmids (pYV, pYP). Peculiarities of interaction between fleas and Y. pestis 
strains were estimated through the lens of specimens with «conglomerates» and “blocks” for feeding, the period from infection prior 
to the beginning of conglomerates’ formation, alimentary activity, and mortality rate of the infected fleas. Results and conclusions. It 
was revealed that alimentary activity of the infected insects was higher than that of the control group, and the highest – in fleas infected 
with I-2638 strain. Greater numbers of dead fleas at feeding was noted in specimens inoculated with I-3230 strain. Predominant signifi-
cance of I-2638 strain was established in C. tesquorum altaicus biofilm formation both as «conglomerates» and “blocks”. I-3480 strain 
also formed the conglomerates in fleas more actively than I-3230 lacking pTP33 plasmid. Thus, four-plasmid I-2638 strain surpassed 
triple-plasmid I-3230 and two-plasmid I-3480 strains in reference to all tested indicators except flea mortality rates. It may testify to 
co-adaptation of Y. pestis and C. tesquorum altaicus from the Tuva plague focus and to the possibility of a pTP33 functional role in 
enhancement of a biofilm formation in vivo. 
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переносчике, оценивалось на Xenopsylla cheopis [4, 
8] и Frontopsylla luculenta [7].

цель данной работы – изучить в эксперименте 
особенности взаимоотношений C. tesquorum alta-
icus и Y. pestis с различным плазмидным составом, 
оценить влияние штаммов на алиментарную актив-
ность, смертность блох и динамику формирования 
биопленки. 

материалы и методы

опыты проведены на базе иркутского научно-
исследовательского противочумного института с ла-
бораторной культурой блох C. tesquorum altaicus, на-
чалом которой послужили насекомые из каргинской 
популяции тувинского природного очага чумы. 
эктопаразитов инфицировали тремя штаммами 
Y. pestis: вирулентными трехплазмидным штаммом 
и-3230, изолированным в монголии (хэнтейский 
аймак, омнодэлгэр сомон), и референтным для 
тувинского очага штаммом и-2638, имеющим че-
тыре плазмиды (pYT, pYV, pYP, pTP 33), а также 
селекционированным от него авирулентным изо-
генным клоном и-3480, утратившим две плазмиды 
(pYV, pYP). заражение, содержание и кормление ин-
фицированных блох проведено аналогично опыту с 
F. luculenta [7]. исходная зараженность насекомых 
для штаммов и-3230 и и-3480 составила 90 %, для 
штамма и-2638 – 100 %. опыт продолжительно-
стью 37 дней поставлен в осенне-зимний период. 
проведено по 8 подкормок инфицированных и неза-
раженных (контрольная группа) эктопаразитов, ис-
пользована 441 блоха (272 ♀ и 169 ♂). особенности 
взаимоотношений блох со штаммами возбудителя 
оценивали по доле особей с бактериальными «глыб-
ками», полными и частичными блоками за подкорм-
ку, периоду от заражающего кормления до начала их 
формирования. алиментарную активность опреде-
ляли по доле пивших имаго от числа живых, а смерт-
ность – по доле мертвых от общего их количества 
при каждой подкормке. статистическую обработку 
провели общепринятыми методами [5] с применени-
ем программы «Excel». влияние различных факто-
ров (штамм Y. pestis, пол блох) на изучаемые показа-
тели оценивали с помощью одно- и двухфакторного 
дисперсионных анализов. 

результаты и обсуждение

однофакторный дисперсионный анализ показал 
влияние зараженности блох возбудителем чумы на 
активность их кровососания (F=4,84; P<0,01). доля 
пивших за подкормку инфицированных насекомых 
во всех трех случаях была выше, чем в контрольной 
группе, при этом – наиболее высокой у эктопарази-
тов, зараженных штаммом и-2638 (табл. 1).

достоверного влияния фактора «штамм» на 
смертность инфицированных насекомых не выявле-
но. однако у зараженных штаммом и-3230 отмечали 
большее число погибших за подкормку особей, как 
среди самок, так и среди самцов (табл. 1). при этом 
влияние фактора «пол» на исследуемый показатель 
значительно (F=13,89; P<0,001).

среди блох, инфицированных штаммом и-3230, 
после пятой подкормки (16-е сутки) отмечены 
одна самка с полным и две с частичным «блоком». 
первые особи с «глыбками» как среди самок, так и 
среди самцов отмечены после второй подкормки (5-е 
сутки). доля блокированных блох составила 2,3 % от 
взятых в опыт.

среди самок, инфицированных штаммом 
и-2638, особи с частичным и полным «блоками» за-
регистрированы после пятой (17-е сутки), шестой 
(21), седьмой (25) и восьмой (28) подкормок. один 
самец с полностью сформировавшимся «блоком» от-
мечен после пятой подкормки (17-е сутки). первые 
особи с «глыбками» выявлены среди самок и самцов 
после первой (4-е сутки) подкормки и далее таких 
особей отмечали во все последующие. всего доля 
особей с полным и частичным «блоками» составила 
11,6 % от взятых в опыт блох.

в группе блох, инфицированных штаммом 
и-3480, с полным «блоком» отмечены одна самка по-
сле третьей подкормки (8-е сутки) и самец после пя-
той подкормки (16-е сутки). с частичным «блоком» 
выявлена одна самка после восьмой подкормки (26-е 
сутки). всего доля особей с полными и частичными 
«блоками» составила 1,9 % от числа взятых в опыт. 
самки и самцы с «глыбками» отмечены при первой 
подкормке, на вторые сутки после заражения. 

различия в блокообразовании между штаммами 
значимы, если учитывать общее количество блох с 
полными и частичными «блоками». так, четырех-

Таблица 1

Влияние штаммов чумного микроба с различным плазмидным составом на алиментарную активность и смертность блох  
C. tesquorum altaicus

Штамм чумного  
микроба

самки самцы

всего в опыте
доля особей за подкормку, %

всего в опыте
доля особей за подкормку, %

пивших погибших пивших погибших

и-3230 80 92,9±1,99 6,9±3,41 48 92,3±3,05 21,5±6,52

и-2638 108 95,1±2,03 4,2±1,01 56 98,0±1,32 10,7±2,70

и-3480 84 92,3±1,35 4,6±1,47 65 94,9±2,05 9,4±1,77

контроль 62 87,0±3,86 4,7±0,99 40 88,3±2,61 10,6±2,14
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плазмидный референтный штамм и-2638 по частоте 
образования «блоков» у C. tesquorum altaicus превос-
ходил как трехплазмидный и-3230 (t=2,97; P<0,01), 
так и двухплазмидный и-3480 (t=3,14; P<0,001).

в формировании биопленки (конгломератов 
всех визуализируемых форм) у C. tesquorum altaicus 
выявлено преобладающее значение четырехплазмид-
ного штамма и-2638. среди блох, инфицированных 
штаммом и-2638, доля содержащих биопленку осо-
бей в среднем за подкормку составила (46,8±5,35) %. 
данный показатель у селекционированного от него 
штамма и-3480 также выше (22,6±3,51), чем у 
и-3230 (8,2±1,95), не имеющего плазмиды pTP33. 
кроме того, особи с «глыбками» среди блох, инфи-
цированных штаммами и-2638 и и-3480, выявлены 
уже на вторые сутки, а среди зараженных трехплаз-
мидным штаммом и-3230 только на пятые сутки по-
сле заражающего кормления. 

двухфакторный дисперсионный анализ показал 
достоверное влияние фактора «штамм» на формиро-
вание биопленки в организме C. tesquorum altaicus 
(табл. 2). установлено взаимодействие факторов «пол 
блохи» и «штамм». так, штамм и-3230 более актив-
но формировал конгломераты в организме самок, а 
штаммы и-2638 и и-3480 – в организме самцов. 

выявлены половые различия в динамике фор-
мирования биопленки чумным микробом в организ-
ме C. tesquorum altaicus по доле особей с конгломе-
ратами за подкормку и максимумах их выявления 
(рисунок). у зараженных трехплазмидным штаммом 
и-3230 самцов формирование «глыбок» отмечали 
только после второй и третьей подкормок, а у са-
мок – начиная со второй подкормки до конца опыта, 
причем с возрастанием доли таких особей. у самцов, 

инфицированных штаммами и-2638 и 3480, наблю-
далась примерно аналогичная динамика образова-
ния конгломератов, в то время как у самок она была 
прямо противоположна. так, если доля самок, зара-
женных штаммом и-2638, со сформировавшимися 
«глыбками» к концу опыта шла на снижение, то сре-
ди зараженных штаммом и-3480 доля таких особей 
увеличивалась.

блохи, инфицированные штаммом и-2638, 
осуществили трансмиссию возбудителя чумы пяти 
зверькам из восьми. в одном случае передача заре-
гистрирована бактериологическим методом (на 6-е 
сутки после заражения блох), в четырех других – се-
рологическим. эктопаразиты, зараженные штамма-
ми и-3480 и и-3230, передали возбудителя в одном 
случае из восьми (и-3480 на 12-е сутки, и-3230 на 
16-е сутки), что выявлено серологическим методом.

таким образом, в результате проведенных опы-
тов установлено, во-первых, существенное влияние 
зараженности эктопаразитов Y. pestis на активность 
их кровососания. доля пивших за подкормку на-
секомых была выше во всех трех случаях среди 
инфицированных блох, причем наиболее высокой 
у эктопаразитов, зараженных четырехплазмидным 
штаммом и-2638. 

во-вторых, выявлены значимые различия между 
штаммами в блокообразовании. так, референтный 
для тувинского природного очага четырехплазмид-
ный штамм и-2638 по частоте формирования «бло-
ков» у C. tesquorum altaicus, превосходил как трех-
плазмидный и-3230, так и двухплазмидный и-3480, 
и блохи, инфицированные этим штаммом, чаще осу-
ществляли передачу возбудителя. 

в-третьих, четырехплазмидный штамм и-2638 
формировал биопленку (конгломераты всех форм) в 
организме блох, происходящих от эктопаразитов с 
территории этого же очага, почти в пять раз, а се-
лекционированный от него двухплазмидный штамм 
и-3480 в три раза чаще, чем трехплазмидный и-3230, 
и в более ранние сроки. в предыдущем исследовании 
отмечено, что штаммы, имеющие плазмиду pTP33, 
по способности формировать биопленку в среднем 
более, чем в пять раз превосходили трехплазмидный 
штамм и-3230 и в организме блох F. luculenta [6]. 

ранее наблюдали ускоренную гибель блох 
F. luculenta из забайкальского природного очага 

Таблица 2

Влияние штамма чумного микроба и пола блохи на формирование  
конгломератов в организме C. tesquorum altaicus.  

Двухфакторный дисперсионный анализ

источник вариации df MS F

пол 1 141,70 1,06

Штамм 2 6883,21 51,62**

взаимодействие 2 776,16 5,82*

случайная 42 133,34

примечание .  *P<0,01; **P<0,001

динамика формирования биопленки (конгломе-
ратов) возбудителя чумы с различным плазмид-
ным составом в организме блох C. tesquorum 
altaicus:  а – самки; б – самцы



Проблемы особо опасных инфекций. 2017, вып. 3

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

чумы, зараженных вирулентным четырехплазмид-
ным штаммом и-2638 [6]. в то время как в анали-
зируемом эксперименте более высокая смертность 
C. tesquorum altaicus имела место в группе особей, 
инфицированных штаммом и-3230 из монголии. 
приведенные факты могут свидетельствовать о 
коадаптации возбудителя чумы и блох C. tesquorum 
altaicus из тувинского природного очага и возмож-
ности функциональной роли плазмиды pTP33 в уси-
лении формирования биопленки in vivo. 

конфликт интересов. авторы подтверждают 
отсутствие конфликта финансовых/нефинансовых 
интересов, связанных с написанием статьи.
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возбудитель холеры продолжает представлять 
угрозу для общественного здравоохранения, что 
диктует необходимость разработки новых мето-
дов и средств диагностики. создание современных 
иммунодиагностических препаратов невозмож-
но без высокоактивных специфических антител. 
уникальными преимуществами обладают моно-
клональные антитела (мка) – они направлены к 
строго определенной антигенной детерминанте, 
имеют один изотип, обладают одинаковыми физико-
химическими характеристиками и сродством к анти-
гену, при наличии гибридом-продуцентов их можно 
получать по мере необходимости в неограниченном 
количестве. на сегодняшний день известно много за-
рубежных и отечественных публикаций, касающих-
ся получения моноклональных антител к различным 

поверхностным структурам холерного вибриона и 
его факторам патогенности. на основе мка скон-
струированы высокоэффективные тест-системы: 
иммуноферментные [1, 2, 4, 16, 20], иммунохрома-
тографические [11, 17, 18] и иммуносенсорные [12]. 
нами на базе ростовского-на-дону противочумного 
института получен гибридный клон H2F6, продуци-
рующий в культуральную среду мка, специфичные 
к мембранному белку OmpU и/или OmpT холерных 
вибрионов о1, о139 [5]. при оценке в иммунофер-
ментном анализе диагностической значимости мка 
H2F6 на наборе штаммов холерных вибрионов о1/
о139 серогрупп, а также гетерологичных и близко-
родственных микроорганизмов, установлено, что 
антитела взаимодействуют только с tcp+ штаммами 
V. cholerae о1 и о139. по данным референс-центра 
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цель – разработка пероксидазного конъюгата на основе мка H2F6 и изучение возможности его использова-
ния для выявления tcp+ штаммов холерных вибрионов о1/о139 серогрупп в прямых методах иФа. материалы и 
методы. в работе использовали гибридный клон H2F6, синтезирующий в культуральную среду моноклональные 
антитела, специфичные к белку наружной мембраны холерного вибриона. результаты и выводы. на основе 
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по мониторингу за холерой, за период с 2007 по 
2015 год в субьектах российской Федерации из воды 
поверхностных водоемов изолированы 33 штам-
ма V. cholerae о1 ctxA– tcpA+ в ростовской области 
(2007 и 2015 гг.), республике калмыкия (2007, 2011–
2015 гг.), алтайском (2011 г.) и хабаровском (2013 г.) 
краях. такие штаммы холерных вибрионов не обла-
дают эпидемическим потенциалом, но могут вызы-
вать спорадические случаи и локальные вспышки 
[9] за счет продукции TCP, кодируемых кластером 
генов в составе острова патогенности VPI, и других 
факторов патогенности, детерминанты которых об-
наружены в их геномах в различных сочетаниях [8]. 
ежегодное выделение атоксигенных холерных ви-
брионов указывает на необходимость выявления 
потенциальных и реальных рисков контаминации 
холерными вибрионами о1/о139 серогрупп водных 
объектов и их устранения [10]. цель данной рабо-
ты – получение пероксидазного конъюгата на основе 
мка H2F6 и изучение возможности его использова-
ния для выявления tcp+ штаммов холерных вибрио-
нов о1/о139 серогрупп в прямых методах иФа.

материалы и методы

в работе использовали штаммы, полученные из 
коллекции музея живых культур института: 32 штам-
ма V. cholerae о1, 12 штаммов V. cholerae о139, 4 – 
V. cholerae не о1/не о139, 2 – E. coli, 2 – Salmonella 
spp., 4 – Aeromonas. взвеси холерных вибрионов и 
гетерологичных микроорганизмов готовили в 0,9 % 
растворе хлорида натрия (рн 7,2±0,1) по стандарт-
ным образцам мутности гиск им. л.а.тарасевича 
10 единиц (осо 42-28-85п), соответствующего года 
выпуска, эквивалентных концентрации 1·109 м.к./мл. 
взвеси культур инактивировали на водяной бане в 
течение 30 мин.

источником мка служили культуральные жид-
кости, накопленные при многократном пассировании 
in vitro гибридомы-продуцента H2F6. выделение 
иммуноглобулиновой фракции из культуральных 
жидкостей осуществляли преципитацией сульфатом 
аммония [6] с последующим диализом.

электрофорез образцов проводили по методи-
ке U.K.Laemmli [14] в пластинах 12,5 % полиакри-
ламидного геля размером 70×100×0,7 мм в денату-
рирующих условиях (SDS-PAGE) при постоянном 
напряжении на приборе Mini-Protean Tetra System 
(Bio-Rad Laboratories, inc., сШа). полусухой пере-
нос образцов из геля на нитроцеллюлозную мембра-
ну (нцм) с диаметром пор 0,45 мкм проводили на 
приборе Trans-Blot Turbo Transfer System (Bio-Rad 
Laboratories inc., сШа). для окрашивания белко-
вых фракций на мембране использовали краситель 
Ponceau S (Reanal, Budapest). постановку иммуно-
блоттинга осуществляли как описано H.Towbin et al. 
[19]; мембрану обрабатывали мка, а затем инкуби-
ровали в рабочем растворе антимышиного конъюга-
та (Goat Anti-mouse IgG H+L, HRP-conjugated, MP 

Biomedicals), специфические полосы проявляли диа-
минобензидином (Aldrich).

метку мка ферментом проводили по методу 
P.K.Nakane et al. [15] в соотношении 2:1, используя 
пероксидазу хрена (пх) с RZ (Reinheitszahl – пока-
затель чистоты) не менее 3,0 (активность >250 ед/
мг, хроматографически чистая, обессоленная, для 
иммунологии, «диа-м»). очистку конъюгатов от 
несвязавшейся пероксидазы проводили путем диа-
лиза против 0,01 м фосфатного буфера. рабочее раз-
ведение пх-конъюгатов определяли методом шах-
матного титрования в двухкомпонентной реакции: 
контрольный антиген (аг) аг+мка, меченные 
ферментом.

постановку прямого твердофазного иммуно-
ферментного анализа (тиФа) в полистироловых 
планшетах осуществляли по общепринятой мето-
дике [7]. в качестве хромогена использовали 3,3’-
5,5’-тетраметилбензидин (AppliChem, германия). 
оптическую плотность измеряли на спектрофотоме-
тре BioTek EL*800 (BioTek Instruments, сШа) при 
длине волны 450 нм (референс-волна 630 нм).

для постановки дот-иФа по стандартной ме-
тодике [7] использовали нцм с диаметром пор 
0,45 мкм (Bio-Rad). после проведения реакции 
специфические пятна проявляли хромогеном диа-
минобензидином (Aldrich), активированным 0,1 мл 
3,5 % H2O2.

все исследования проводили не менее чем в 
трех повторностях. при анализе и обобщении ре-
зультатов планшетного иФа использованы методы, 
описанные и.п.ашмариным [3].

результаты и обсуждение

на первом этапе работы для приготовления 
препаративных количеств мка клетки гибридомы 
H2F6, стабильно продуцирующей специфические 
иммуноглобулины, тиражировали in vitro в чашках 
петри и культуральных матрасах. оценку интенсив-
ности антителопродукции проводили с помощью 
тестирования в тиФа образцов среды из лунок с 
гибридомой. после накопления культуральной жид-
кости (кж) гибридомы H2F6 проводили выделение 
мка с помощью метода сульфатного осаждения 
(при 50 % насыщения). в полученных препаратах 
определили содержание белка равное 5–8 мг/мл и 
методом непрямого тиФа установили специфиче-
скую активность, которая составляла 1:4000–1:8000.

эпитопную направленность мка определяли 
в иммуноблоттинге, используя лизаты клеток хо-
лерных вибрионов (рис. 1). в результате обработки 
мембраны мка H2F6 cпецифические белковые по-
лосы обнаружены на уровне маркерных белков 38–
42 кда у штаммов V. cholerae cholerae, V. cholerae El 
Tor (tcp+) и V. cholerae о139 (tcp+), что соответствует 
мембранным белкам OmpU и/или OmpT холерного 
вибриона.

затем очищенные специфические моноклональ-
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ные иммуноглобулины H2F6 конъюгировали с перок-
сидазой хрена, в результате чего получено две серии 
препаратов. для каждой серии конъюгатов проверя-
ли способность связываться со специфическим ан-
тигеном и возможность неспецифической сорбции. 
методом прямого тиФа определили максимальное 
разведение конъюгатов, при котором наблюдалось 
положительное взаимодействие клеток холерного 
вибриона с мка, а именно, препараты титровались 
до разведения 1:64–1:128. для дальнейших экспери-
ментов использовали их в рабочем титре 1:32 при от-
сутствии неспецифической сорбции.

специфичность полученных конъюгатов оце-
нивали на наборе штаммов холерных вибрионов, 
а также близкородственных и гетерологичных ми-
кроорганизмов. подобраны культуры V. cholerae о1 
и о139 с генотипами tcp+ и tcp–. в таблице приведе-
ны результаты прямого тиФа, которые подтверж-
дают установленную в предыдущих опытах [5] 
специфичность мка н2F6 в отношении tcp+ штам-
мов V. cholerae о1, о139. кроме того, исследуемые 
антитела взаимодействуют как с клетками El Tor 
штаммов, так и классических холерных вибрионов, 
что указывает на сходство у этих биоваров антиген-
ной структуры мембранного порина, к которому на-
правлены мка н2F6.

конъюгаты пх-мка н2F6 также исследовали 
в прямом дот-иммуноферментном анализе (рис. 2). 
результаты дот-иФа показали, что препараты взаи-
модействуют только с холерными вибрионами о1 и 
о139 серогрупп, имеющими ген tcp. положительная 
реакция на нитроцеллюлозной мембране проявляет-
ся в виде четко окрашенных коричневых пятен-дотов. 
отрицательная реакция (отсутствие окрашенных пя-
тен или еле заметные пятна) зарегистрирована в от-
ношении tcp– штаммов V. cholerae о1, о139, близко-
родственных и гетерологичных микроорганизмов.

результаты проведенной работы показывают, 
что из культуральной жидкости гибридомы H2F6, 
накопленной при пассировании in vitro, возможно 
выделить специфические моноклональные имму-
ноглобулины, на основе которых могут быть при-
готовлены пероксидазные конъюгаты с титром 
1:64 для постановки прямого тиФа и дот-иФа. 
экспериментальные серии препаратов разливали 
на аликвоты и хранили при -20 °с. часть препара-
тов стабилизировали путем лиофильного высушива-
ния, в качестве криопротектора добавляли 1 % бса 
(Albumin bovine, Amresco). результаты испытаний 
препаратов после хранения их в лиофилизирован-
ном состоянии в течение 12 месяцев показали, что 
они сохраняют специфическую активность на ис-
ходном уровне.

таким образом, полученные моноклональные 
пероксидазные конъюгаты на основе мка н2F6 
имеют диагностическую значимость, т.к. способ-
ны выявлять в прямых методах иФа tcp+ штаммы 
V. cholerae о1, о139, в том числе и нетоксигенные. 
как известно, наличие пилей адгезии у нетокси-
генных штаммов холерных вибрионов создает по-
тенциальную возможность адсорбции на них фага 
CTXφ, в результате чего может произойти форми-
рование нового клона. адгезируясь на клетках тон-
кого кишечника с помощью tcp-пилей, холерные 
вибрионы образуют микроколонии с филаментоз-
ным матриксом, который окружает бактериаль-
ные клетки и защищает их от антибактериальных 
компонентов [13]. в связи с этим штаммы ctx– tcp+ 
могут обладать определенным патогенетическим 

рис. 1. иммуноблоттинг клеточных лизатов холерных вибрио-
нов с мка H2F6:
1–3 – штаммы Vibrio cholerae cholerae: 1401, 10353, 13571; 4–6 – штам-
мы Vibrio cholerae El Tor (tcp+): 13020, 18895, 18780; 7–9 – штаммы Vibrio 
cholerae о139 (tcp+): 16064, 16485, 17916

Взаимодействие холерных вибрионов о1/о139 серогрупп  
с пероксидазным конъюгатом H2F6 в прямом Тифа

бактериальные штаммы  
(обеззараженные  

кипячением)

количество 
исследуемых 

штаммов

количество штаммов,  
положительно  

взаимодействующих  
в тиФа с пх-мка н2F6

V. cholerae cholerae tcp+ 8 8

V. cholerae El Tor tcp+ 16 16

V. cholerae El Tor tcp– 8 0

V. cholerae о139 tcp+ 6 6

V. cholerae о139 tcp– 6 0

E. coli 2 0

V. cholerae не O1/не O139 4 0

Aeromonas spp. 4 0

Salmonella spp. 2 0

рис. 2. дот-иФа исследуемых культур с пх-мка н2F6: 
Штаммы микроорганизмов: 1–13 – V. cholerae El Tor tcp+, 14–21 – V. chol-
erae El Tor tcp–, 22–26 – V. cholerae cholerae tcp+, 27–29 – V. cholerae не 
O1/не O139, 30 – E. coli, 31–34 – Aeromonas spp., 35–40 – V. cholerae о139 
tcp+, 41–43 – V. cholerae о139 tcp–
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потенциалом и возможностью выжить в условиях 
кишечника хозяина.

конфликт интересов. авторы подтверждают 
отсутствие конфликта финансовых/нефинансовых 
интересов, связанных с написанием статьи.
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Burkholderia pseudomallei – возбудитель мелио-
идоза – факультативный внутриклеточный патоген 
человека и многочисленных видов животных [3, 8]. 
он может выживать и размножаться в фагоцитарных 
и нефагоцитарных клетках человека in vitro, что рас-
сматривается в качестве главного фактора длитель-

ного персистирования возбудителя в макроорганиз-
ме, приводящего к формированию латентных и хро-
нических форм инфекции [7]. 

в эндемичных регионах естественной средой 
обитания B. pseudomallei являются почвенные, во-
дные экосистемы и ризосфера растений [2, 6].
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цель исследования заключалась в моделировании взаимодействия Burkholderia pseudomallei с Tetrahymena 
pyriformis in vitro и изучении изменений в популяционном составе простейших при совместном культивировании 
с микроорганизмом. материалы и методы. в работе использовали штаммы B. pseudomallei 110, с141, 57576, 
107, отличающиеся по вирулентности для мышей линии BALB/c. аксеническую культуру T. pyriformis выра-
щивали в LB-бульоне при температуре 28 °с. буркхольдерии соединяли с тетрахименами в соотношении 100:1. 
сокультуры инкубировали при температуре 28 °с в LB на протяжении срока наблюдения. образцы сокультур 
просматривали при световой микроскопии, оценивая изменения в популяционном составе тетрахимен по количе-
ственному соотношению трофозоитов и цист. для определения динамики размножения культур B. pseudomallei, 
ассоциированных с T. pyriformis, из сокультур ежедневно производили высев на плотную питательную среду для 
подсчета выросших колоний. результаты и выводы. в ассоциации с тетрахименами B. pseudomallei поглощается 
клетками простейших, размножается в них и индуцирует инцистирующую активность тетрахимен. при этом ви-
рулентный штамм B. pseudomallei 110 осуществляет переход клеток T. pyriformis в состояние цист на 2–4-е сутки 
и их полное разрушение на 7–8-е сутки. авирулентный штамм B. pseudomallei 107 вызывает полное инцистиро-
вание простейших не ранее 7 суток, и значительная часть цист остается неразрушенной на 10-е сутки. динамика 
роста B. pseudomallei в сокультуре с T. pyriformis характеризуется в первые сутки отчетливым снижением коли-
чества жизнеспособных клеток, которое через 24 ч возрастает и постепенно достигает показателей, близких к 
исходным. кривые подъема концентрации микроорганизмов зависят от вирулентности штамма: максимальное 
размножение культуры B. pseudomallei 110 наблюдается спустя 48 ч, тогда как для штамма B. pseudomallei 107 это 
время составляет не менее 7–8 сут.
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Objective of the study was to model the interaction of Burkholderia pseudomallei with Tetrahymena pyriformis in vitro and in-
vestigate the changes in the population composition of the protozoa when co-cultured with a microorganism. Materials and methods. 
B. pseudomallei 110, C141, 57576, 107 strains differing in virulence for BALB/c mice were used. The axenic culture of T. pyriformis 
was incubated with microorganisms in 100 to 1 ratio, at 28 °C, in LB. Samples of co-cultures were examined using light microscopy, 
by counting the number of trophozoites and cysts in the population. Dynamics of multiplication of B. pseudomallei cultures associ-
ated with T. pyriformis was determined through seeding bacteria on a dense nutrient medium to count the grown colonies. Results 
and conclusions. B. pseudomallei in association with T. pyriformis is ingested by protozoan cells; it multiplies in them and stimulates 
protozoa encystment. Hereby virulent strain B. pseudomallei 110 induces encystment of T. pyriformis on days 2–4 and complete cell 
destruction within 7–8 days. Avirulent strain, B. pseudomallei 107, induces full encystment on day 7; significant part of the cysts 
remains intact on day10. Dynamics of B. pseudomallei growth, co-cultured with T. pyriformis is characterized on day 1 by distinct 
decrease in the number of viable bacterial cells and increase in it within following 24 hours. Bacteria concentration curves depend on 
the virulence of the strain: maximum level of B. pseudomallei 110 replication is observed after 48 hours, while that of B. pseudomallei 
107 – not less than after 7–8 days.
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в настоящее время сохранение B. pseudomallei 
во внешней среде связывают со способностью об-
разовывать биопленки, а также инвазировать сво-
бодноживущие в почве и воде амебы (Acantamoeba 
spp.) и персистировать в них [5, 6]. в сокультуре с 
Acantamoeba spp. буркхольдерии, интернированные 
простейшими, остаются жизнеспособными в амеб-
ных вакуолях, размножаются в них, а после разру-
шения трофозоитов элиминируются в окружающее 
пространство [5].

помимо амеб в процессах внутриклеточного вы-
живания и распространения различных патогенных 
микроорганизмов принимают участие цилиарные 
инфузории вида Tetrahymena pyriformis. отмечено, 
что бактерии разных видов (Legionella pneumophilla, 
Mycobacteria spp., Listeria monocytogenes, Escherichia 
coli) обладают способностью избегать переваривания 
фагоцитарными вакуолями тетрахимен, сохраняться 
и распространяться во внешней среде в экскретируе-
мом остатке вакуолей или в цистах [1, 9, 10]. 

особенности взаимодействия B. pseudomallei с 
T. pyriformis не описаны. T. pyriformis является убик-
витарным видом, обычным для среды обитания воз-
будителя мелиоидоза и может представлять интерес 
для изучения процессов его внутриклеточного вы-
живания как в объектах внешней среды, так и в ма-
кроорганизме. 

цель данной работы заключалась в моделирова-
нии взаимодействия B. pseudomallei с T. pyriformis in 
vitro и изучении изменений в популяционном соста-
ве простейших при совместном культивировании с 
микроорганизмом.

материалы и методы

аксеническая культура T. pyriformis получена 
из института цитологии рамн (санкт-петербург). 
тетрахимены выращивали в LB-бульоне (HiMedia) 
при температуре 28 °с. 

в работе использовали дикие штаммы B. pseudo-
mallei 110, с141, 57576, 107, отличающиеся по виру-
лентности для мышей линии BALB/c (LD50 – 1·103, 
2,5·104, 5·104, 5·108 м.к. соответственно), а также 
штамм B. pseudomallei 110 PAS, вирулентность кото-
рого была повышена путем пассирования на золотис-
тых хомячках (LD50 для хомячков 5 м.к.). 

буркхольдерии, выращенные на агаре Luria-
Bertani (LB) при 32 °с, 24 ч, суспендировали в сте-
рилизованной автоклавированием речной воде и 
соединяли с тетрахименами в соотношении 100:1 
(1·106 м.к./мл бактерий и 1·104 кл/мл тетрахимен) в 
LB-бульоне. 

сокультуры микроорганизма и тетрахимен 
инкубировали в климатической камере (Sanyo, 
япония) при температуре 28 °с на протяжении сро-
ка наблюдения (от 24 ч до 10–15 сут). образцы со-
культур после предварительного обеззараживания 
в течение 1 ч 10 % формалином просматривали в 
камере горяева при световой микроскопии (микро-
скоп Lomo Micmed 6, увеличение ×400), оценивая 

изменения в популяционном составе тетрахимен по 
количественному соотношению трофозоитов и цист. 
морфологические изменения клеток T. pyriformis 
визуализировали на экране компьютера с использо-
ванием программы Scope Photo. 

для определения динамики размножения куль-
тур B. pseudomallei, ассоциированных с T. pyriformis, 
из сокультур ежедневно производили высев на плот-
ную питательную среду LB-агар для подсчета вы-
росших колоний. параллельно определяли динамику 
размножения культур B. pseudomallei в LB-бульоне.

для статистической обработки полученных дан-
ных использовали методы определения средних ве-
личин и доверительных границ к ним (p<0,05). 

результаты и обсуждение

для первоначальной характеристики морфоло-
гических изменений клеток тетрахимен в сокультуре 
с буркхольдериями использовали штамм B. pseudo-
mallei 110. как показано на рис. 1, при совместном 
инкубировании микроорганизма с тетрахименами в 
течение 24 ч в трофозоитах наблюдалось появление 
фагоцитарных вакуолей (рис. 1, б). через 48–72 ч вы-
являлись существенно увеличенные в размере клет-
ки тетрахимен, содержащие множество вакуолей и 
расположенные в них, а также вне клеток трофозои-
тов, микроорганизмы (рис. 1, в). на 2-е–3-и сутки в 
сокультуре с буркхольдериями тетрахимены начина-
ли образовывать цисты (рис. 1, г), которые в течение 
последующих дней подвергались разрушению. 

дальнейшее наблюдение за изменениями в по-
пуляционном составе тетрахимен в сокультуре с 
B. pseudomallei показало, что присутствие микро-
организма ограничивает размножение трофозоитов 
и оказывает влияние на их инцистирующую актив-
ность. динамика отмеченных изменений имеет раз-
личия, зависящие от штамма.

так, в сокультуре с B. pseudomallei 110 в тече-

рис. 1. морфология клеток T. pyriformis, ассоциированных с 
B. pseudomallei 110:
А – интактный трофозоит T. pyriformis; Б – трофозоит в сокультуре с 
B. pseudomallei 110 через 24 ч совместного культивирования в LB-буль-
оне при 28 °с; В – трофозоит в сокультуре с B. pseudomallei 110 через 
48–72 ч, стрелками показаны вакуоли, а также внутри и внеклеточно 
расположенные бактерии; Г – циста T. pyriformis. световая микроскопия, 
увеличение ×400



МИКРОБИОЛОГИЯ

512017, issue 3

ние 24–48 ч наблюдается размножение трофозоитов, 
менее интенсивное, чем в контроле, но уже на вто-
рые сутки часть из них (40 %) подвергается инци-
стированию, на третьи – количество образовавшихся 
цист при взаимодействии с этим штаммом достигает 
максимума (рис. 2). далее происходит постепенное 
исчезновение трофозоитов из сокультуры и сниже-
ние количества выявляемых цист, вызванное их раз-
рушением. на 7–8-е сутки в образцах тетрахимен с 
B. pseudomallei 110 определяются только разрушаю-
щиеся цисты и их фрагменты. 

пассированный в организме золотистых хомяч-
ков штамм B. pseudomallei 110 PAS проявлял более 
выраженное действие на жизнедеятельность тетра-
химен, индуцируя инцистирование основной массы 
клеток (более 70 %) уже на вторые сутки.

в отличие от них, штамм B. pseudomallei 107, 
имевший существенно сниженную вирулентность 
для экспериментальных животных, в ассоциации с 
тетрахименами вызывал полное инцистирование про-
стейших не ранее 7 суток, значительная часть образо-
вавшихся цист оставалась неразрушенной на 9–10-е 
сутки и сохранялась в последующие 5 сут (рис. 2). 

что касается влияния двух других штаммов 
B. pseudomallei с 141 и 57576, то в сравнении с 
B. pseudomallei 110, оно проявлялось в более замед-
ленной динамике инцистирования T. pyriformis. на 
4–5-е сутки в сокультуре с ними можно было наблю-
дать присутствующие в различном количестве тро-
фозоиты и цисты, интенсивное разрушение которых 
отмечалось не ранее, чем через 8–10 сут.

при этом, как показано на рис. 2, в контрольных 
образцах T. pyriformis в LB-бульоне при 28 °с в тече-
ние 10 сут происходило активное размножение тро-
фозоитов (от 10000 до 140000 кл/мл), которые посте-
пенно подвергались спонтанному инцистированию. 
однако и после 30 сут (срок наблюдения) общее ко-
личество клеток в культуре T. pyriformis составляло 
более 150000 кл/мл, из них около 60 % приходилось 
на долю цист.

определение динамики роста культур B. pseudo-
mallei в LB-бульоне обнаружило, что кривые размно-
жения микроорганизма в сокультуре с T. pyriformis 

характеризуются у всех исследованных штаммов от-
четливым снижением количества жизнеспособных 
клеток (на два порядка и более), наблюдаюшимся 
в первые сутки. но уже спустя 24 ч концентрация 
бактерий начинает возрастать и постепенно достига-
ет показателей, близких к исходным (n·106 м.к./мл). 
кривые подъема концентрации имеют штаммовые 
различия: размножение B. pseudomallei 110 дости-
гает максимума через 48 ч, тогда как для штамма 
B. pseudomallei 107 это время составляет не менее 
6–7 сут (рис. 3). следует отметить, что проявление 
инцистирующей активности штамма в отношении 
тетрахимен находится в соответствии со временем 
его размножения в клетках простейших: штамм, ко-
торый с наибольшей скоростью размножается вну-
три T. pyriformis (B. pseudomallei 110), вызывает их 
инцистирование в более короткий срок, чем штамм, 
характеризующийся меньшей скоростью размноже-
ния (B. pseudomallei 107).

таким образом, как следует из приведенных дан-
ных, B. pseudomallei при взаимодействии с T. pyri-
formis проявляет резистентность к фагоцитарной ак-
тивности их вакуолей. после поглощения клетками 
тетрахимен происходит гибель значительной части 
микроорганизма, но оставшиеся бактерии, устой-
чивые к фагоцитозу, восстанавливают свою числен-
ность в различные промежутки времени в зависимо-
сти от штамма. первоначальное переваривание ча-
сти бактерий позволяет размножиться трофозоитам, 
однако начавшееся внутриклеточное размножение 
микроорганизма подавляет жизнеспособность тро-
фозоитов и ускоряет их инцистирование по сравне-
нию со спонтанным цистообразованием. очевидно, 
что избегание фагоцитарной активности тетрахимен 
и ускорение их инцистирования в гораздо большей 
степени выражено у вирулентного штамма B. pseudo-
mallei 110 по сравнению с менее вирулентными куль-
турами, особенно с B. pseudomallei 107. 

способность к выживанию возбудителя мелиои-
доза в фагоцитарных вакуолях простейших, установ-
ленная нами в ассоциации с T. pyriformis, отмечена ра-
нее в работе Inglis T.J. et al. при взаимодействии этого 
микроорганизма с Acantamoeba spp. [5]. в отличие от 
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рис. 2. динамика образова-
ния цист клетками тетрахи-
мен в сокультуре со штамма-
ми B. pseudomallei
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данных, представленных этими авторами, мы наблю-
дали другой характер фагоцитоза, связанный с осо-
бенностями физиологии самой модели, которая спон-
танно поглощает бактерии, а не захватывает их путем 
coiling-фагоцитоза. кроме того, в цитируемой работе 
не установлено влияние B. pseudomallei на цистообра-
зование амеб. результатом их взаимодействия, как по-
казано Inglis T.J. et al., являлось наступающее после 
поглощения B. pseudomallei разрушение трофозоитов 
и выход бактерий во внешнюю среду.

индуцирующее влияние на инцистирование 
тетрахимен описано Pushkareva V.I. et al. при взаи-
модействии с простейшими этого вида Listeria 
monocytogenes. показано также, что устойчивые к 
фагоцитозу листерии оставались жизнеспособны-
ми в цистах на протяжении 14 сут, сохраняя в них 
основные биологические свойства [9]. как следует 
из наших данных, продолжительность сохранения 
цист в сокультуре B. pseudomallei с тетрахименами 
зависела от вирулентности штамма, но, в конечном 
итоге, даже при взаимодействии со слабовирулент-
ным штаммом, каким является B. pseudomallei 107, 
наступало их разрушение и выход микроорганизма 
во внешнюю среду. 

в общем виде эффект влияния B. pseudomallei 
на инцистирование T. pyriformis может быть свя-
зан с цитотоксическим действием на клетки тетра-
химен продуктов размножения бактерий. в работе 
Pushkareva V.I. et al. непосредственная роль в этом 
процессе отводится основному фактору вирулент-
ности L. monocytogenes – листероиолизину (LLO), 
обладающему гемолитической активностью [9]. 
известно, что возбудитель мелиоидоза продуцирует 
различные токсические факторы (протеазы, гемоли-
зины, фосфолипазы), значение которых в реализации 
патогенности до конца не изучено [4]. с этой точки 
зрения оценить их роль как факторов вирулентности 
и одновременно факторов, индуцирующих инцисти-
рование тетрахимен, не представляется возможным. 
тем не менее, вполне возможно, что быстро размно-
жающиеся вирулентные штаммы B. pseudomallei, 
которые в короткий срок вызывали инцистирование 
тетрахимен, внутриклеточно продуцировали в боль-
шом количестве токсические вещества, способные 
оказывать подавляющее действие на жизнедеятель-
ность простейших, тогда как эти же самые вещества 

в макроорганизме других хозяев могли не иметь ре-
шающего значения для вирулентности.
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возбудителем седьмой пандемии холеры, про-
должающейся в настоящее время, является Vibrio 
cholera O1 биовара эль тор. для генома данного 
возбудителя характерна высокая пластичность, обу-
словленная входящими в его состав мобильными 
генетическими элементами (мгэ), которые несут 
гены вирулентности, пандемичности и антибиоти-
корезистентности. одним из таких генов, располо-
женных в геноме профага стхφ, является ген ctxA, 
ответственный за синтез а-субъединицы холерного 
токсина (хт), вызывающего основной клинический 
симптом холеры – профузную диарею. регуляция 
экспрессии гена ctxA, согласно последним исследо-
ваниям, осуществляется генной сетью вирулентно-
сти, состоящей из нескольких регуляторных генов. 
одним из глобальных генов-регуляторов, координи-
рующих работу указанной генной сети, является ген 
toxR [6].

следует отметить, что экспрессия гена toxR и 
регулируемого им через генную сеть гена ctxA не 
является постоянной и зависит от ряда факторов 
внешней среды (температуры, аэрации, наличия пи-
тательных веществ и др.). в то же время уровень экс-
прессии указанных структурных и регуляторных ге-
нов определяет степень вирулентности того или ино-
го штамма V. cholerae. в связи с этим, исследование 
экспрессии генов, ответственных за вирулентность, 
представляет особый интерес.

на сегодняшний день существует большое ко-
личество различных методов оценки уровня экс-
прессии генов. большинство из них основаны на 
количественном определении транскриптов. среди 
них можно выделить гибридизационные (гибридиза-
ция in situ, нозерн-блот гибридизация, микрочипы и 
др.), амплификационные методы (NASBA, от-пцр, 
лигазная цепная реакция и др.) и методы секвени-
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рования (высокопроизводительное параллельное 
секвенирование рнк). одним из наиболее распро-
страненных является метод обратной транскрипции 
с последующим проведением полимеразной цепной 
реакции в режиме реального времени (от-пцр). 
преимущества данного метода заключаются в его 
высокой чувствительности (на 3–4 порядка выше, 
чем нозерн-блот гибридизация), специфичности, 
способности определять единичные копии транс-
крипта, отсутствии дополнительных манипуляций с 
продуктом амплификации, а также в относительной 
дешевизне проводимого исследования [4, 8, 11].

метод от-пцр предусматривает последова-
тельное использование от и пцр. при этом экспрес-
сия гена оценивается по количеству молекул кднк, 
полученных в результате обратной транскрипции 
из молекул рнк исследуемого гена, относительно 
пцр-стандартов с установленной концентрацией. 
для повышения точности полученных результатов 
окончательная оценка уровня экспрессии генов осу-
ществляется методом 2–ΔΔCT [3], который учитывает 
уровень экспрессии какого-либо гена «домашнего 
хозяйства», считающийся постоянным.

указанный метод оценки относительной экс-
прессии генов, широко используемый зарубежными 
и отечественными исследователями, сравнительно 
прост в выполнении и более экономически выгоден, 
чем вышеназванные методы при той же точности и 
воспроизводимости результатов [5, 7, 9, 10]. однако 
до настоящего момента четкого алгоритма исследо-
вания экспрессии структурных и регуляторных генов 
у штаммов V. cholerae этим методом не разработано.

в связи с этим целью данной работы явилось 
создание алгоритма оценки уровня экспрессии струк-
турных и регуляторных генов вирулентности холер-
ного вибриона на модели генов ctxA и toxR, полно-
стью адаптированного для работы с возбудителем 
холеры, относящимся ко II группе патогенности.

материалы и методы

в работе использовали 20 штаммов V. cholerae 
классического (10 штаммов) и эль тор (10) биова-
ров, выделенных на территории россии и зарубеж-
ных стран в различные временные периоды, и ком-
мерческий штамм Escherichia coli TOP10. Штаммы 
культивировали на агаре и бульоне LB и акI при 
30 или 37 °с. все работы, связанные с культурами 
V. cholerae и E. сoli, проводились в соответствии с 
сп 1.3.3118-13 «безопасность работы с микроор-
ганизмами I–II групп патогенности (опасности)», 
сп 1.3.2322-08 «безопасность работы с микро-
организмами III–IV групп патогенности (опасно-
сти) и возбудителями паразитарных болезней», 
сп 1.2.036-95 «порядок учета, хранения, передачи 
и транспортирования микроорганизмов I–IV групп 
патогенности».

выделение тотальной (тднк) и плазмидной 
днк (пднк) проводили с использованием коммер-

ческих наборов «AxyPrep Bacterial Genomic DNA 
Miniprep Kit» (для тднк) и «Invitrogen PureLink Quick 
Plasmid DNA MiniprepKit» (для пднк) в соответ-
ствии с протоколом производителя и му 1.3.2569-09 
«организация работы лабораторий, использующих 
методы амплификации нуклеиновых кислот при ра-
боте с материалом, содержащим микроорганизмы 
I–IV групп патогенности». для выделения и очист-
ки рнк использовали набор «Promega Total RNA 
Isolation System». качество выделенной плазмидной 
днк и рнк оценивали с помощью спектрофотометра 
«Biowave DNA» («BiochromLtd», великобритания), 
проводя измерение оптической плотности при раз-
ной длине волн и оценивая соотношения результатов 
измерений.

пцр для наработки фрагментов днк прово-
дили в объеме 25 мкл пцр-смеси, содержащей по 
6 п/моль каждого праймера, 1,5 ед. Taq-pol, 2,5 мкл 
10-кратного пцр-буфера (pH 8,4), 25 мм раствора 
MgCl2, 2 мм днтФ, деионизованную воду и 10 мкл 
днк. пцр осуществляли на амплификаторе с горя-
чей крышкой «бис м112» («бис-н», россия) по 
следующей программе: шаг 1: 95 °с – 5 мин (1 цикл), 
шаг 2: 95 °с – 30 с, 60 °с – 30 с, 72 °с – 30 с (35 ци-
клов). после последнего цикла амплификации про-
бирки прогревали при 72 °с в течение 6 мин 2 цикла 
для образования «липких концов». качество нарабо-
танного продукта оценивали методом электрофореза 
в 2 % агарозном геле.

клонирование фрагментов генов проводили в 
два этапа (лигирование и трансформация) с помо-
щью набора «Invitrogene TOPO® TA Cloning® Kit» в 
соответствии с инструкцией. колонии трансформан-
тов, содержащих плазмиду, отбирали путем высева 
на LB-агар, содержащий ампициллин (50 мкг/мл).

для подготовки пцр-стандарта рассчитывали 
количество копий плазмиды на единицу объема в 
соответствии с руководством [2]. далее из образца 
плазмидной днк готовили семь серийных разведе-
ний (10–1–10–7), с которыми ставили пцр в режиме 
реального времени со специфическими праймерами 
и TaqMan зондами (табл. 1), рассчитанными с по-
мощью on-line программы «PrimerQuest Tool» IDT 
(«Integrated DNA Technologies»). оценку эффектив-
ности реакции производили по значениям коэффи-
циентов корреляции R и R2, а также коэффициен-
тов вариации образцов (кво). по результатам пцр 
для дальнейшей работы подбирали 3–5 разведений 
стандартов с минимальными кво и коэффициента-
ми корреляции около 0,99, при эффективности пцр 
(1±0,15).

реакцию от выполняли с использованием на-
бора «реверта» вариант 100 согласно инструкции. 
определение продукции хт осуществляли с помо-
щью иммуноферментного метода GM1 ELISA, опи-
санного ранее [1].

пцр в режиме реального времени проводили 
с использованием амплификатора «Rotor-GeneQ» 
(«QIAGEN», Фрг) по следующей программе: шаг 1: 
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95 °с – 5 мин (1 цикл); шаг 2: 95 °с – 15 с, 60 °с – 60 с 
(35 циклов), с детекцией флуоресцентного сигнала 
на канале Green во время стадии отжига/элонгации. 
пцр проводили в объеме 25 мкл реакционной сме-
си, содержащей по 12 пмоль/мкл каждого праймера, 
6 пмоль/мкл зонда (табл. 1); 1,5 ед. Taq-pol; 2,5 мкл 
10-кратного пцр-буфера (pH 8,4), 25 мм раствора 
MgCl2, 2 мм днтФ; 2,5 мкл образца кднк; деиони-
зованную воду до конечного объема.

статистическую обработку данных проводи-
ли с помощью коэффициента ранговой корреляции 
спирмена.

результаты и обсуждение

предлагаемый нами алгоритм определения уров-
ня экспрессии генов ctxА и toxR включает пять эта-
пов: подготовка пцр-стандартов плазмидной днк с 
известной концентрацией; выделение и очистка рнк 
из исследуемых штаммов; синтез кднк на матрице 
рнк путем от; проведение пцр в режиме реального 
времени; обработка и анализ полученных данных.

подготовка пцр-стандартов плазмидной днк 
с известной концентрацией заключается в наработ-
ке требуемых фрагментов генов путем амплифика-
ции со специфическими праймерами на гены ctxA 
(ctxA-F, ctxA-R), toxR (toxR-F, toxR-R) и recA (recA-F, 
recA-R) (табл. 1); лигировании полученного фрагмен-
та в плазмиду рсR 2.1; трансформации лигирован-
ной плазмиды в клетки E. coli TOP10; отборе транс-
формированных клонов и их проверке на наличие 
требуемых фрагментов генов с помощью пцр; вы-
делении и очистки плазмидной днк; расчете копий-
ности плазмид; подготовке серийных разведений.

выделение и очистка рнк из исследуемых штам-
мов осуществлялась последовательно: после подбо-
ра с помощью спектрофотометра «BiowaveDNA» до-
статочного количества клеток (8×108 кое/мл) про-
водили их лизис, удаление днк с помощью днказы 
и очистку рнк. для предотвращения быстрого раз-
рушения рнк рибонуклеазами, последние ингиби-
ровали с помощью гуанидинизотиоцианата или на-
бора RiboLock. далее с помощью спектрофотометра 
определяли количество выделенной рнк.

синтез кднк на матрице рнк методом от вы-
полняли с использованием набора «реверта» вари-

ант 100. в реакцию от брали 950 нг рнк (в соот-
ветствии с инструкцией), на основе которой полу-
чали кднк.

для оценки уровня экспрессии генов проводили 
пцр в режиме реального времени. в качестве пцр-
стандартов использовали три разведения плазмид-
ной днк, содержащей участок исследуемого гена. 
детекцию уровня сигнала осуществляли во время 
стадии отжига/элонгации на канале Green.

обработку результатов осуществляли с исполь-
зованием программного обеспечения к прибору 
Rotor-GeneQ (Software 1.8.17.5), учитывая коэффи-
циенты корреляции R и R2, кво и эффективность 
пцр. в качестве штамма-калибратора выбрали 
штамм V. cholerae классического биовара 569в, ги-
перпродуцент хт, чья экспрессия была принята за 
единицу (табл. 2).

для определения эффективности разработанно-
го алгоритма исследовали 20 штаммов V. cholerae: 
10 штаммов классического биовара, 7 штаммов при-
родных генетических вариантов биовара эль тор, 
2 типичных штамма биовара эль тор и 1 предпан-
демический штамм биовара эль тор, выделенных в 
разные периоды времени. в качестве альтернативно-
го метода использовали методику иФа GM1-ELISA, 
позволяющую определить уровень продукции хт в 
мкг/мл (табл. 2).

полученные результаты уровня экспрессии гена 
ctxA показали значимый уровень корреляции с про-
дукцией хт, определенного методом иФа GM-1 
ELISA (rs=1). так, наиболее высокая экспрессия 
структурного гена ctxA и регуляторного гена toxR на-
блюдалась у штамма-гиперпродуцента хт V. cholerae 
M-29. Штаммы биовара эль тор отличались более 
низкими показателями экспрессии указанных генов 
и уровнем продукции хт по сравнению со штамма-
ми холерного вибриона классического биовара, что 
согласуется с данными литературы [1, 5]. наиболее 
низкой продукцией хт и экспрессией генов ctxA 
и toxR отличался типичный штамм V. cholerae O1 
биовара эль тор м-887, в отличие от штаммов-
геновариантов. при этом уровень экспрессии регуля-
торного гена toxR показал статистически значимую 
корреляцию с экспрессией структурного гена ctxA 
(rs=0,991) и продукцией хт (rs=0,991). полученные 
результаты позволяют сделать вывод об эффектив-

Таблица 1

нуклеотидные последовательности праймеров и зондов,  
используемых для определения относительной экспрессии структурных и регуляторных генов V. cholerae

название праймера/зонда нуклеотидная последовательность 5’–3’ авторы

ctxA-F
ctxA-R
ctxA-probe

TGCCAAGAGGACAGAGTGAG
ATCCATCATCGTGCCTAACA

(FAM)–TCCCGTCTGAGTTCCTCTTGCATG-(BHQ1)

рассчитаны авторами

recA-F
recA-R
recA-probe

ACGGGTAACCTCAAGCAATC
TATCCAAACGAACAGAAGCG

(FAM)-CCACTGGCGGTAACGCACTGA-(BHQ1)

рассчитаны авторами

toxR-F
toxR-R
toxR-probe

CGGAACCGTTTTGACGTATT
CTCGCAATGATTTGCATGAC

(FAM)–TTAACCCAAGCCATTTCGAC-(BHQ1)

Fykse E.M., 2007 [12]



Проблемы особо опасных инфекций. 2017, вып. 3

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

ности разработанного нами алгоритма определения 
уровня экспрессии структурных и регуляторных ге-
нов вирулентности холерного вибриона.

таким образом, разработанный алгоритм 
оценки уровня экспрессии генов ctxА и toxR 
V. cholerae методом от-пцр с гибридизационно-
флуоресцентным учетом результатов в режиме ре-
ального времени позволяет быстро и эффективно 
провести статистически значимое сравнительное 
определение экспрессии структурных и регулятор-
ных генов V. cholerae. возможность количественной 
оценки экспрессии сразу двух генов, ответственных 
за продукцию хт, дает основание рекомендовать ис-
пользование алгоритма для сравнительного опреде-
ления токсигенности вновь выделяемых штаммов 
холерного вибриона.

конфликт интересов. авторы подтверждают 
отсутствие конфликта финансовых/нефинансовых 
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бруцеллез – инфекционно-аллергическая бо-
лезнь, общая для человека и животных, относяща-
яся к особо опасным инфекциям. эпидемическая 
ситуация по бруцеллезу в российской Федерации 
продолжает оставаться напряженной и определяется 
эпизоотическим неблагополучием среди мелкого и 
крупного рогатого скота. наиболее высокий уровень 
заболеваемости людей бруцеллезом регистрируется 
в северо-кавказском федеральном округе [1].

в настоящее время в мировой практике для ана-
лиза геномного полиморфизма возбудителя бруцел-
леза широкое применение получил многолокусный 
анализ вариабельных тандемных повторов (Multiple 

Locus Variable-Number Tandem Repeats Analysis – 
MLVA) как в качестве самостоятельного, так и в со-
четании с другими методами генетического типиро-
вания [6, 7, 8]. данный метод позволяет проводить 
внутривидовую дифференциацию штаммов возбу-
дителя инфекций, согласующуюся с классическими 
методиками, определять их принадлежность к опре-
деленному географическому региону, группировать 
по ряду других свойств. 

целью данной работы было изучение генетиче-
ского разнообразия штаммов Brucella разных видов, 
изолированных от людей и мелких млекопитающих 
животных на территории северо-кавказского фе-

Пробл. особо опасных инф. 2017; 3:58–62. DOI: 10.21055/0370-1069-2017-3-58-62
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больных людей, мелких млекопитающих и сельскохозяйственных животных. размеры ампликонов сравнивали с 
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дерального округа методом MLVA14, определение 
взаимосвязи сформированных кластеров с местом, 
временем и объектом выделения.

материалы и методы

в работе использованы 27 штаммов (24 штам-
ма – B. melitensis, 2 – B. abortus и 1 – B. suis), изо-
лированных от больных людей и 64 штамма B. suis, 
выделенных от мелких млекопитающих (61) и сель-
скохозяйственных животных (3).

бактерии выращивали на среде эритрит-агар 
при температуре 37 °с согласно му 3.1.7.1189-03. 
выделение днк Brucella spp. из двухсуточной ага-
ровой культуры осуществляли в присутствии гуа-
нидинтиоцианата с использованием сертифициро-
ванных коммерческих наборов «амплипрайм днк-
сорб-ам» (интерлабсервис, россия) в соответствии 
с инструкцией.

MLVA проводили по схеме, предложенной Le 
Fleche et al. [5], учитывая размер 15 VNTR-локусов 
Brucella spp. в ходе исследования локус Bruce 30 ис-
ключили из схемы типирования, поскольку он не ам-
плифицировался в пцр с днк изучаемых штаммов. 
размеры ампликонов определяли с помощью авто-
матизированной станции микрокапиллярного элек-
трофореза «Experion System» (Bio-Rad Laboratories, 
сШа). полученные данные сравнивали с базой 
MLVA Bank 5.0 tutorial version 1.6 [9].

методом попарного невзвешенного кластиро-
вания с арифметическим усреднением (UPGMA), с 
помощью компьютерной программы START 2 [10], 
построена дендрограмма штаммов возбудителя бру-
целлеза. оценка статистической значимости разли-
чий частот наблюдений проводилась по критерию 
Фишера [3].

результаты и обсуждение

изоляты B. suis (биовары 1, 5) выделены из об-
разцов полевого материала, собранного на терри-
тории ставропольского края, республики северная 
осетия – алания (рсо), чеченской, ингушской и 
кабардино-балкарской республик в 1959–1984 гг. 
остальные штаммы бруцеллезного микроба вы-
делены из крови больных людей в 2011–2014 гг.: 
в республике дагестан – 21 культура B. melitensis 
(биовар 1, 3), республике калмыкия – 3 культуры 
B. melitensis (биовар 3) и 2 культуры B. abortus (био-
вар 3), чеченской республике – 1 культура B. suis 
(биовар 5). часть штаммов B. suis выделена при 
проведении исследований, направленных на дока-
зательство существования природной очаговости 
бруцеллеза, где носителями являются мелкие мы-
шевидные грызуны [2, 4]. Штаммы от мелких мле-
копитающих выделены в зоне ассино-сунженского 
междуречья на границе республик ингушетия и 
северная осетия – алания, кабардино-балкарской 
и чеченской в период, охватывающий конец 50-х и 

начало 80-х гг. прошлого столетия. эта зона является 
природным очагом туляремии и представляет собой 
лесостепь предгорной зоны главного кавказского 
хребта. долина занята фруктовыми садами, вино-
градниками, посевами колосовых и пропашных куль-
тур. среди этих угодий имеются небольшие участки 
целины с наличием кустарников. поселения мелких 
млекопитающих, мышей разных видов, полевок но-
сят мозаичный характер.

изученные штаммы в ходе исследования были 
разделены на 61 MLVA14 генотип. на основании 
полученных данных построена дендрограмма, ото-
бражающая филогенетическое родство изучаемых 
изолятов (рисунок).

как видно из рисунка, штаммы бруцеллы раз-
ных подвидов формируют отдельные кластеры: а – 
B. suis, в – B. abortus, с – B. melitensis.

кластер в представлен двумя штаммами 
B. abortus с-550, с-551, изолированными от боль-
ных в калмыкии.

в кластере с конечные ветви дендрограммы 
сформированы штаммами, имеющими одинаковый 
генотип. поскольку данные эпидемиологического 
расследования отсутствуют, в качестве критериев 
групповой заболеваемости бруцеллезом нами исполь-
зованы сведения о месте и времени изоляции культур 
от больных людей. как следует из табл. 1, насчиты-
вается семь генетически однотипных групп штаммов 
бруцеллезной инфекции. из них в пяти случаях имеют 
место совпадения времени и мест выделения культур 
бруцеллеза. например, группа 1 состоит из штаммов, 
выделенных в сроки, укладывающиеся в инкубаци-
онный период болезни, на территориях населенных 
пунктов, расположенных в 30–40 км друг от друга. 
группа 3 сформирована штаммами, изолированны-
ми на значительном расстоянии (более 200 км) друг 
от друга. не исключено, что они являются причиной 
заболеваний с общим источником заражения, однако 
в данном случае формальных признаков такой общ-
ности не наблюдается.

тем не менее, использование критерия Фишера 
(φ = 1,654) позволяет заключить, что общий MLVA14 
тип чаще наблюдается у штаммов, выделенных в 
период одного группового заболевания людей бру-
целлезом.

при анализе групп и подгрупп кластера а по 
географическому положению места выделения воз-
будителя отмечено, что штаммы разных MLVA14 
типов распределены по территории ассино-сун-
женского междуречья не системно. всего выделено 
четыре группы с разным количеством подгрупп в 
каждой. в первой группе – одна подгруппа, вторая 
группа представлена одним штаммом – 501, в тре-
тьей группе – 9 подгрупп, в четвертой – 3. однако 
при распределении по годам отмечено, что на фоне 
изоляции единичных штаммов разных типов имеет 
место одновременное выделение двух-трех штам-
мов с одинаковым генотипом. такого рода случаи 
представлены в табл. 2, из которой следует, что од-
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дендрограмма штаммов 
бруцелл разных видов

нотипные штаммы вызывают эпизоотии на опреде-
ленных территориях, причем в разные годы эти тер-
ритории меняются, т.е. штаммы с определенными 
генотипами перемещаются в пределах рассматри-

ваемого ассино-сунженского междуречья.
таким образом, в результате анализа полученного 

филогенетического дерева, построеного на основании 
MLVA14 генотипирования 91 штамма бруцелл разных 
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видов, сформированы MLVA14 генотипы трех уров-
ней дискриминации. Штаммы разных подвидов бру-
целлезной инфекции формируют отдельные класте-
ры филогенетического дерева. одинаковые MLVA14 
типы B. melitensis имеют штаммы, выделенные во 
время групповых заболеваний людей бруцеллезом. 

Штаммы B. suis с одинаковыми MLVA14 типами при-
урочены к эпизоотиям среди мелких млекопитающих, 
которые могут протекать на различных администра-
тивных территориях.

метод MLVA14 успешно применен для монито-
ринга возбудителя бруцеллеза, в том числе в каче-

Таблица 1
сведения о штаммах бруцелл, выделенных из клинического материала

группа вид ST-тип Штамм место выделения дата выделения
1 B. abortus 38 с-550 республика калмыкия, целинный р-н, п. аршан 18.07.12

38 с-551 республика калмыкия, ики-бурульский р-н, п. оргакин 26.07.12
2 B. melitensis 3 с-556 республика дагестан, хунзахский р-н, с. орота 18.07.12

3 с-557 республика дагестан, хунзахский р-н, с.орота 18.07.12
3 B. melitensis 35 с-555 республика дагестан, хунзахский р-н, с. мочох 18.07.12

35 с-554 республика дагестан, тарумовский р-н, с. новодмитриевка 16.07.22
4 B. melitensis 18 с 547 республика дагестан, карабудахкентский р-н, с. карабудахкент 18.06.12

18 с-543 республика дагестан, лавашинский р-н, с. арада-чугли 30.05.12
18 с-544 республика дагестан, лавашинский р-н, с. арада-чугли 30.05.12

5 B. melitensis 5 с-546 республика дагестан, городской округ, г. каспийск 12.06.12
5 с-541 республика дагестан, карабудахкентский р-н, п. манас 02.05.12
5 с-545 республика дагестан, городской округ, г. каспийск 12.06.12

6 B. melitensis 21 с-533 республика дагестан, тарумовский р-н, с. кочубей 11.01.12
21 с-534 республика дагестан, тарумовский р-н, кутан м. горького 11.01.12

7 B. melitensis 19 с-552 республика калмыкия, малодербетовский р-н, п. малые дербеты 17.08.12
19 с-553 республика калмыкия, черноземельский р-н, п. комсомольский 16.11.12

Таблица 2
сведения о штаммах B. suis, выделенных из полевого материала

группы подгруппа ST-тип Штамм место выделения объект выделения дата выделения
1 1 44 490 чр, грозненский р-н домовая мышь 01.01.65

43 493 чр, грозненский р-н домовая мышь 27.03.65
3 3 22 492 ри, сунженский р-н полевая мышь 01.01.65

40 491 чр, грозненский р-н полевая мышь 01.01.65
6 49 483 чр, грозненский р-н полевая мышь 01.01.65

48 485 ри нет данных 01.01.65
8 57 487 чр, грозненский р-н домовая мышь 01.01.65

30 494 ри, сунженский р-н обыкновенная полевка 20.01.65
9 28 486 ри домовая мышь 01.01.65

28 489 чр, грозненский р-н домовая мышь 01.01.65
1 7 525 ри, малгобекский р-н домовая мышь 05.01.78

53 521 ри, малгобекский р-н домовая мышь 05.01.78
54 523 ри, малгобекский р-н домовая мышь 05.01.78

4 52 75/45 caucasica ри полевка обыкновенная 05.06.82
55 caucasica ри, малгобекский р-н полевка обыкновенная 23.04.82

9 25 302 caucasica ри, назрановский р-н полевка обыкновенная 1982
8 296 caucasica ри, назрановский р-н полевая мышь 04.01.82
8 295 caucasica ри, назрановский р-н лесная мышь 04.01.82

4 52 296 ри, сунженский р-н полевая мышь 31.08.84
52 292 ри, сунженский р-н лесная мышь 31.08.84

4 1 16 503 рсо обыкновенная полевка 1969
16 504 рсо, правобережный р-н обыкновенная полевка 11.04.69

2 17 513 ри, назрановский р-н домовая мышь 22.12.75
15 514 ри, назрановский р-н домовая мышь 22.12.75
15 515 ри, назрановский р-н домовая мышь 22.12.75

3 11 524 ри, сунженский р-н полевые мыши 19.06.78
23 527 ри, сунженский р-н лесная мышь 19.06.78
12 535 чр, надтеречный р-н полевая мышь 19.06.78

2 9 146 рсо, ирафский р-н клещи 07.08.81
13 72 рсо, ирафский р-н полевая мышь 07.04.81
13 89 рсо, дигорский р-н домовая мышь 07.08.81
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концепция модернизации российского образо-
вания определяет приоритетные цели и задачи, в том 
числе в сфере дополнительного профессионального 
образования, решение которых требует применения 
современных образовательных технологий. под об-
разовательной технологией понимают комплекс, 
состоящий из планируемых результатов обучения, 
средств диагностики текущего уровня подготовлен-
ности обучающихся, набора моделей (методов) обу-
чения, критериев выбора оптимальной модели для 
данных конкретных условий [4]. важное место среди 

образовательных технологий занимает технологиче-
ский подход к преподаванию и учению, предусма-
тривающий точное инструментальное управление 
учебным процессом и гарантированное достижение 
поставленных учебных целей.

среди приоритетных технологий выделяют: тра-
диционные и игровые технологии, метод проектов, 
обучение в сотрудничестве, дифференцированный 
подход в обучении, тестовые технологии, информа-
ционные и коммуникационные технологии.

в настоящее время повышение эффективности 
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обучения связывают с использованием информа-
ционных и коммуникационных технологий, в том 
числе электронного обучения и дистанционного 
образования. 

электронное обучение (эо, E-Learning) подра-
зумевает организацию образовательной деятельно-
сти с применением содержащейся в базах данных и 
используемой при реализации образовательных про-
грамм информации и обеспечивающих ее обработку 
информационных технологий, технических средств, 
а также информационно-телекоммуникационных се-
тей, обеспечивающих передачу по линиям связи ука-
занной информации, взаимодействие обучающихся 
и педагогических работников [6, 9].

дистанционное обучение (до) – образователь-
ные технологии, реализуемые в основном с приме-
нением информационно-телекоммуникационных се-
тей при опосредованном (на расстоянии) взаимодей-
ствии обучающихся и педагогических работников. 
до является формой самостоятельного обучения, 
для реализации которого в качестве ведущего сред-
ства используют интернет-технологии [6], а также 
другие информационные технологии в соответствии 
с приказом министерства образования и науки рФ 
№ 137 от 06.05.2005 г. «об использовании дистанци-
онных образовательных технологий». 

в сфере дополнительного профессионального 
образования (дпо) использование эо и до регла-
ментировано положениями Федерального закона 
«об образовании в российской Федерации» № 273 
от 29.12.2012 г. и указами президента российской 
Федерации «о мерах по реализации государственной 
политики в области образования и науки» № 599 от 
7.05.2012 г., «о мерах по реализации государствен-
ной социальной политики» № 597 от 7.05.2012 г. 

целью работы является оценка перспективы 
применения электронного и дистанционного обу-
чения при профессиональной подготовке специа-
листов для работ с патогенными биологическими 
агентами (пба).

материалы и методы

материалами для исследования послужили 
законодательные, нормативно-методические до-
кументы, публикации в области использования 
информационно-коммуникационных технологий в 
образовательной деятельности; действующие сани-
тарные правила по безопасности работ с пба I–IV 
групп; профессиональные компетенции специали-
стов, допускаемых к работам с пба; учебные про-
граммы профессиональной переподготовки и повы-
шения квалификации, реализуемые на базе противо-
чумных учреждений роспотребнадзора. в работе 
использован аналитический метод.

результаты и обсуждение

анализ нормативно-методических документов 

и публикаций позволил выделить преимущества эо 
и до, способствующие повышению эффективности 
процесса обучения. 

к основным достоинствам эо [10] относят:
- возможность доступа к электронным курсам в 

сети интернет;
- низкие цены на обучение – процесс «доставки» 

образования включает только обмен информацией 
(электронные обучающие курсы на компакт-дисках, 
в интернет-сети) без затрат со стороны обучающего-
ся на покупку учебно-методической литературы;

- возможность разделения содержания электрон-
ного курса на модули – небольшие блоки информа-
ции, что позволяет сделать изучение предмета более 
структурированным;

- гибкость обучения – продолжительность и по-
следовательность изучения материалов слушатель 
выбирает сам, адаптируя весь процесс обучения под 
свои возможности и потребности;

- обучение без отрыва от работы, дома, в пути;
- возможность использовать учебные материа-

лы, своевременно и оперативно обновленные в соот-
ветствии с новейшими достижениями науки и техни-
ки, изменениями в законодательной и нормативно-
методической базе.

к основным пропагандируемым преимуще-
ствам до [1, 5, 7, 8, 9,11] относят:

- обучение без отрыва от основной производ-
ственной деятельности;

- экономичность – не требуются затраты на ко-
мандировочные расходы; 

- доступность – независимость от географиче-
ского и временного положения обучающегося при 
доступе к электронным образовательным ресурсам;

- обучение в индивидуальном темпе – скорость 
изучения устанавливается самим обучаемым в за-
висимости от его личных обстоятельств и потреб-
ностей; 

- свобода и гибкость – обучаемый может вы-
брать любой из курсов обучения, а также самостоя-
тельно планировать время, место и продолжитель-
ность занятий; 

- мобильность – эффективная реализация обрат-
ной связи между преподавателем и обучаемым;

- технологичность – стремление к использова-
нию в образовательном процессе новых достиже-
ний информационных и телекоммуникационных 
технологий. 

на следующем этапе была проанализирована 
возможность использования эо и до при реализа-
ции программ дпо на базе противочумных учреж-
дений, реализующих в рамках лицензии на образо-
вательную деятельность четыре программы профес-
сиональной переподготовки специалистов, осущест-
вляющих работы с пба I–II групп, и 15 программ 
повышения квалификации. 

одним из основных условий допуска специали-
стов к работам с пба является профессиональная 
переподготовка [2, 3], цель которой – приобретение 
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знаний о возбудителях особо опасных инфекций, а 
также освоение правил обеспечения биологической 
безопасности, выработка навыков их соблюдения 
при рутинных микробиологических манипуляциях, 
формирования у специалиста культуры безопасно-
го поведения. 

анализ методов обучения, традиционно исполь-
зуемых и дающих хорошие результаты в течение 
многих десятилетий работы отдела образователь-
ных программ и подготовки специалистов Фкуз 
роснипчи «микроб», показал, что 27,2 % време-
ни, отведенного на освоение методов исследования, 
приобретения навыков, умений, формирование куль-
туры безопасности составляет чтение лекций, бесе-
ды; 2 – демонстрации методик с объяснением; 61,4 – 
самостоятельная работа за лабораторным столом и 
в блоке для лабораторных животных; 9,4 – решение 
ситуационных (эпидемиологических и бактериоло-
гических) задач. для реализации вышеперечисленно-
го разработаны курсы лекций, учебно-методические 
пособия, видеолекции, учебные видеофильмы. 
учебный план и расписание занятий построены так, 
чтобы слушатели осваивали материал по принципам 
«от простого к сложному» и «от общего к частно-
му». при проведении практических занятий за ла-
бораторным столом на первом этапе базовые, емкие 
методики отрабатывают с «чистым» материалом 
(технологические среды, физиологический раствор, 
дистиллированная вода, жидкие и плотные питатель-
ные среды, незараженные лабораторные животные). 
на втором этапе используют объекты, содержащие 
пба III–IV групп патогенности, на третьем – пба 
I–II групп и содержащие их объекты. ежедневная (в 
течение 3–4 ч) работа за лабораторным столом под 
наблюдением преподавателей способствует приоб-
ретению и сохранению прочных навыков и умений. 

следовательно, цели, содержание и учебные 
планы программ профессиональной переподготовки 
специалистов (бактериологов, эпидемиологов, зоо-
логов, лаборантов), допускаемых к работам с пба, 
обусловливают необходимость очной формы обуче-
ния и исключают возможность использования моде-
ли, полностью основанной на эо и до. 

важным приемом для закрепления навыков и 
умений является самоподготовка слушателей. для 
повышения ее эффективности целесообразно при-
менять материалы тематических электронных баз 
данных, электронные учебно-методические по-
собия, стандартные операционные процедуры. 
использование элементов эо дает возможность 
слушателям изучать методический прием много-
кратно, до полного усвоения. сочетание пассивного 
запоминания материала с активным при работе за 
лабораторным столом способствует быстрому, ка-
чественному и эффективному приобретению навы-
ков и умений. информационные образовательные 
технологии позволяют наполнить образовательный 
процесс использованием электронных обучающих 
средств: энциклопедии, справочники, учебники, по-

собия, компьютерные игры, тренажеры, экспертные 
электронные средства, инструментальные среды. 
важную роль играют новейшие средства мультиме-
диа, включая гипертекстовые и гипермедиа-ссылки, 
графики, картинки, анимацию, фрагменты видео-
фильмов и звуковое сопровождение. однако разра-
ботка необходимых электронных обучающих средств 
требует определенного целевого финансирования. 
в соответствии с распоряжением правительства 
российской Федерации от 07.10.14 № 1965-р со-
трудниками Фкуз роснипчи «микроб» разрабо-
тан электронный учебно-методический комплекс 
«актуальные особо опасные инфекционные болез-
ни: микробиология, эпидемиология, лабораторная 
диагностика, обеспечение биологической безопас-
ности», включающий 10 электронных учебно-
методических пособий. пособия состоят из теоре-
тического раздела, описания практических занятий, 
интерактивной коллекции (фото, аудио-видеоролики, 
2D-анимация), нормативно-методической базы, 
глоссария, контрольно-измерительных материалов 
для проведения тестирования после каждого занятия 
и в конце обучения.

целесообразно включать элементы эо при про-
ведении входного контроля базовых знаний, контроле 
приобретения теоретических знаний и практических 
навыков (решение профессиональных ситуацион-
ных задач). в настоящее время зачеты, итоговую ат-
тестацию и сертификационное тестирование на базе 
Фкуз роснипчи «микроб» осуществляют с помо-
щью материалов баз данных «правила биологической 
безопасности работ с патогенными биологическими 
агентами I–II групп» (свидетельство № 2004620130 
о регистрации базы данных в реестре баз данных от 
21.05.2004 г.), «сертификационные тестовые зада-
ния по специальности «бактериология» (свидетель-
ство о регистрации в роспатенте № 2012620916 от 
12.09.12) и «сертификационные тестовые задания 
по специальности «эпидемиология» (свидетель-
ство о регистрации в роспатенте № 2013621036 от 
28.08.13), «комплексная программа самообучения и 
контроля знаний правил биологической безопасно-
сти работ с патогенами I–II групп» (свидетельство 
№ 2005612024 о регистрации программы в реестре 
программ для эвм от 09.08.2005 г.). 

вместе с тем, навыки выполнения методиче-
ских приемов при работе с возбудителями особо 
опасных инфекций и динамика их совершенство-
вания оцениваются в ходе ежедневного наблюде-
ния за работой слушателей в процессе обучения и 
решения контрольных бактериологических задач. 
подобная организация учебного процесса позво-
ляет выработать у слушателя один из базовых на-
выков при работе с пба I–II групп – соблюдение 
принципа парности [2].

применение таких элементов эо как запись ви-
деомагнитная или в цифровом формате может быть 
полезна для повышения качества наблюдения за ра-
ботой обучающихся, контроля и самоконтроля осво-
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ения методик. воспроизведение ее позволит просма-
тривать и анализировать технологический процесс в 
целом, а также регистрировать допущенные недоче-
ты и ошибки.

практические занятия на курсах профессио-
нальной переподготовки проходят под наблюдением 
преподавателей, имеющих опыт работы с пба. в 
связи с этим замена очной формы подготовки спе-
циалиста для работы с пба на эо и до не пред-
ставляется возможной. но включение элементов эо 
(видеолекции, тематические электронные базы дан-
ных, электронные контрольно-измерительные мате-
риалы, учебные видеофильмы, электронные учебно-
методические пособия и др.) является актуальным и 
приоритетным направлением повышения эффектив-
ности обучения. 

следующим этапом непрерывного профессио-
нального образования специалиста по особо опас-
ным инфекциям является повышение квалификации, 
которое проводится каждые пять лет и предусма-
тривает теоретическое и практическое пополнение 
и обновление знаний и навыков. анализ программ 
повышения квалификации, реализуемых на базе 
противочумных институтов, и соответствующих им 
перечней профессиональных компетенций специа-
листов позволил констатировать, что теоретическая 
часть по отдельным дисциплинам может быть заме-
нена на дистанционную подготовку. практические 
занятия должны проходить в очной форме, так как 
одной из базовых задач, как и в случае профессио-
нальной переподготовки, является совершенствова-
ние практических навыков биобезопасности работ 
с пба. результат самоподготовки слушателя мо-
жет быть оценен дистанционным тестированием и/
или написанием и защитой реферата. применение 
информационно-коммуникационных технологий по-
зволяет сократить срок очного обучения. 

частичное применение эо и до (аналогично 
алгоритму описанному выше) возможно и при про-
ведении выездных курсов повышения квалифика-
ции. вместе с тем, внедрение в процесс обучения 
эо и до сопряжено с определенными проблемами 
(рисунок). 

несмотря на декларируемые возможности сде-
лать учебный процесс более рентабельным, перспек-
тивы экономии, удобство более свободного обраще-
ния со временем, отводимым для обучения, деше-
визна до является в определенном смысле мифом 
[11]. организация до требует существенных чело-
веческих (преподаватели, разработчики учебных 
материалов, веб-дизайнеры, профессиональные опе-
раторы и дикторы, администраторы систем управ-
ления обучением, персонал техподдержки и др.) и 
материально-технических ресурсов. очевидно, что 
организация учебного процесса не может быть де-
шевой, а признать выгодность до возможно только 
при централизованности и массовости [11].

необходимо отметить ряд проблем и ограни-
чений до (рисунок). системы управления обуче-

нием – это весьма громоздкое программное обе-
спечение, зачастую специализированное оборудова-
ние – учебные мультимедиа-комплексы, включаю-
щие интерактивные динамические видеосистемы 
и системы записи звука, проекционные комплексы 
с особо контрастными проекционными экранами и 
короткофокусными проекторами, имеющими высо-
кую стоимость. это препятствует достижению рен-
табельности обучения посредством телеконферен-
ций и вебинаров. с другой стороны, поставщик об-
разовательных услуг может использовать самое со-
временное оборудование, а потребитель не обладать 
ни подобным оборудованием, ни высокоскоростным 
доступом в интернет. 

остается открытым вопрос защиты авторских 
прав разработчиков контента учебно-методических 
материалов, в частности, защита учебных материа-
лов от копирования, охрана авторского права. 

при использовании до необходимо разработать 
систему защиты информации, исключающую веро-
ятность ситуаций, при которых сведения о методах 
работы с возбудителями особо опасных инфекций 
могут стать доступны лицам, не имеющим права ра-
боты с ними, что актуально в условиях существую-
щей угрозы биотерроризма. 

еще один существенный недостаток до – не-
возможность удаленно организовать практические 
занятия. эффективные симуляторы практических 
действий и тренажеры требуют колоссальных фи-
нансовых затрат и непросты в эксплуатации. 

особая проблема – самоорганизация (большая 
самомотивация и дисциплинированность) обучаю-
щихся, вследствие чего на освоение какого-либо 
объема учебного материала при до необходимо от-
водить существенно больше времени, чем при очной 
форме обучения. 

таким образом, современные информационные 

Проблемы, недостатки и ограничения систем
дистанционного обучения

в дополнительном профессиональном образовании

технологические ограничения

социально-психологические проблемы

экономические факторы

правовые проблемы

технические проблемы

недостаточная развитость технологических решений,
организационно-структурные ограничения различного типа

недостаток самодисциплины, прокрастинация, особенности
индивидуального восприятия

при отсутствии массовости – низкая рентабельность,
высокая стоимость оборудования и сетей передачи данных

непроработанность законадательства в области защиты
авторских прав разработчиков учебных курсов

необходимость в высококвалифицированном персонале,
ограничения на стороне потребителя и т.д.

классификация проблем и ограничений до [11]
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технологии в сочетании с традиционными педаго-
гическими технологиями, несомненно, могут суще-
ственно повысить эффективность дпо на базе про-
тивочумных учреждений роспотребнадзора. 

проведение курсов профессиональной перепод-
готовки специалистов для работы с пба с помощью 
до не представляется возможным ввиду того, что 
обучение требует непосредственного наблюдения 
преподавателя за работой слушателя. 

целесообразно, перспективно и актуально 
применение элементов эо при реализации учеб-
ных программ профессиональной переподготовки, 
а элементов до и эо – программ повышения ква-
лификации, в том числе по очно-заочной форме. 
однако внедрение эо и до в процесс обучения на 
базе противочумных учреждений сопряжено с не-
обходимостью наличия специального оборудова-
ния, программного обеспечения, электронных обу-
чающих средств, а также специализированной под-
готовки преподавателей, что требует значительного 
целевого финансирования.

конфликт интересов. авторы подтверждают 
отсутствие конфликта финансовых/нефинансовых 
интересов, связанных с написанием статьи.
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на сегодняшний день новый вариант высокопа-
тогенного вируса гриппа H5N8 клады 2.3.4.4 пред-
ставляет серьезную угрозу сельскому хозяйству, а 
также общественному здравоохранению. это обу-
словлено высокой вирулентностью данных штаммов 
для некоторых видов животных, которая показана в 
ряде исследований [3, 4, 7, 12]. впервые возникнув 
в 2010 г. в китае [15], вирусы данной клады широ-

ко распространились, став причиной вспышек среди 
диких и домашних птиц в различных регионах мира. 
показано, что в 2014 г. вирус гриппа H5N8 цирку-
лировал в Юго-восточной азии, а затем занесен в 
европу и северную америку с дикими птицами, 
использующими пути миграции, проходящие через 
территорию российской Федерации [8, 11]. это под-
тверждено исследованием выделенного на дальнем 
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цель работы. изучение биологических характеристик штаммов вируса гриппа, вызвавших вспышки в россии 
в 2016–2017 гг. материалы и методы. исследования выполнены с использованием современных вирусологиче-
ских и молекулярно-биологических методов анализа на современном оборудовании. результаты и выводы. в 
2016 г. на территории российской Федерации зарегистрированы вспышки среди диких и домашних птиц, вызван-
ные высокопатогенным вирусом гриппа H5N8-субтипа. в мае 2016 г. зафиксирована гибель диких птиц на тер-
ритории республики тыва. в октябре–ноябре 2016 г. вирус H5N8 выделен на территории республик татарстан, 
калмыкия в краснодарском крае и астраханской области. в 2017 г. вирус гриппа H5N8 широко распространил-
ся в европейской части россии, где вызвал вспышки среди диких и домашних птиц. результаты исследования 
выделенных штаммов показали, что все они являются высокопатогенными и относятся к генетической кладе 
2.3.4.4. молекулярно-генетический и вирусологический анализ выявил различия между штаммами 2016–2017 гг. 
и штаммом той же клады, циркулировавшим в россии в 2014 г.
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востоке россии штамма A/wigeon/Sakha/1/2014 
(H5N8) [5]. изучение биологических свойств данного 
вируса показало, что он являлся высокопатогенным и 
имел высокую степень идентичности со штаммами, 
циркулирующими в европе и Юго-восточной азии. 
после широкого распространения в 2014 г., вирус 
гриппа H5N8 продолжил циркулировать и к началу 
2016 г., по данным OIE, вспышки H5N8 продолжали 
регистрироваться в корее и тайване [13]. нами вы-
сказано предположение о возможном повторном вы-
делении вируса гриппа H5N8 в некоторых регионах 
россии [1]. наша гипотеза получила подтверждение, 
когда в мае 2016 г. H5N8 появился на территории 
республики тыва. в ходе мониторинга вируса грип-
па птиц на территории республики тыва в мае 2016 г. 
зафиксирована гибель диких птиц. из биологическо-
го материала, взятого от погибших птиц, выделено 
несколько штаммов вируса гриппа. в результате 
типирования определена принадлежность данных 
штаммов к субтипу H5N8 вируса гриппа. затем ви-
рус гриппа H5N8 распространился на запад и в кон-
це 2016 г. стали поступать сообщения о вспышках 
вируса гриппа H5N8 в европейской части россии. 
целью данной работы является изучение биологиче-
ских характеристик штаммов вируса гриппа, вызвав-
ших вспышки в россии в 2016–2017 гг.

материалы и методы

биологический материал от птиц представлен 
мазками из клоаки и трахеи, а также фрагментами 
внутренних органов. выделение вируса гриппа осу-
ществлялось на 9-дневных развивающихся куриных 
эмбрионах (ркэ), путем инокулирования образцов 
в аллантоисную полость эмбриона и культивирова-
ния в течении трех суток. аллантоисная жидкость 
тестировалась на наличие вируса гриппа в реакции 
гемагглютинации с использованием 0,5 % суспензии 
эритроцитов петуха, а также методом пцр в реаль-
ном времени. антигенные свойства изучали в реак-
ции торможения гемагглютинации с использованием 
0,5 % суспензии эритроцитов лошади. использовали 
референс-антигены и сыворотки хорьков, полу-
ченные от Dr. R.Webby, St. Jude Children’s Research 
Hospital (мемфис, сШа), а также сыворотки хорь-
ков, полученные на штаммы вируса гриппа H5, ра-
нее циркулировавшие в россии.

выделение рнк из аллантоисной жидкости 
осуществлялось с помощью набора «амплипрайм 
рибо-сорб» (ооо «некстбио», россия) согласно 
инструкции производителя. для обратной транс-
крипции использовали универсальные праймеры 
Uni12 и RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit 
(Thermo Scientific, сШа).

типирование и субтипирование вируса гриппа 
проведено с использованием наборов «амплисенс 
Influenza virus A/B-FL», «амплисенс Influenza 
virus A H5N1-FL» и «амплисенс Influenza virus 
A-тип-H5, H7, H9-FL» (Фгун «цнии эпидемио-

логии» роспотребнадзора) согласно инструкции  
производителя.

с целью получения первичной структуры гено-
ма вируса проведена пцр с использованием прайме-
ров, специфичных к определенным участкам каждо-
го гена, а также реакционной смеси DreamTaq PCR 
Master Mix (Thermo Scientific, сШа). выделение ам-
пликонов из агарозного геля проводилось при помо-
щи набора QIAquick gel extraction kit (Qiagen, сШа). 
полногеномное секвенирование новых вирусов грип-
па проведено по технологии Illumina с использовани-
ем MiSeq reagent kit v3 (Illumina, San Diego, сШа). 
Филогенетический анализ проводили с использовани-
ем программы MEGA 6 методом maximum likelihood 
со 100 bootstrep повторами. в работе использовали ну-
клеотидные последовательности генов вирусов грип-
па, опубликованные в базе данных GISAID FluSurver 
(http://flusurver.bii.a-star.edu.sg). 

для определения вирулентности штаммов ви-
руса гриппа использовали мышей линии Balb/c, са-
мок, с массой тела 14–16 г, полученных из питом-
ника Фбун гнц вб «вектор». животных заража-
ли интраназально десятикратными разведениями 
вируссодержащей аллантоисной жидкости. перед 
проведением заражения мышей наркотизировали 
с использованием углекислого газа. определение 
значений 50 % летальных (лд50) и инфицирующих 
(ид50) доз проводили с использованием компьютер-
ной программы Probit.

для получения сывороток крови хорьков ис-
пользовались животные, полученные из питомника 
Фбун гнц вб «вектор». хорьков инфицировали 
интраназально, усыпленных под воздействием угле-
кислого газа. через 21 день у животных брали кровь. 
полученную сыворотку крови перед постановкой 
реакции торможения гемагглютинации в течение 
18 ч обрабатывали RDE (receptor destroying enzyme) 
для удаления неспецифических термостабильных 
ингибиторов, затем прогревали на водяной бане при 
56 °с для удаления неспецифических термолабиль-
ных ингибиторов.

результаты и обсуждение

в 2016–2017 гг. зафиксирован ряд вспышек сре-
ди диких и домашних птиц на территории россии. в 
ходе мониторинга вируса гриппа птиц на территории 
республики тыва в мае 2016 г. зафиксирована гибель 
диких птиц. на озере убсу-нур найдены трупы ви-
дов серая цапля (Ardea cinerea), чомга (Podiceps 
cristatus), озерная чайка (Larus ridibundus), крачка 
(Sterna hirundo) и один неопределенный вид дикой 
утки. из биологического материала, взятого от по-
гибших птиц, выделено несколько штаммов вируса 
гриппа. в результате типирования определили при-
надлежность данных штаммов к субтипу H5N8 ви-
руса гриппа. затем, в октябре 2016 г., вирус гриппа 
H5N8 выделили от дикой утки в ходе мониторинга на 
территории республики татарстан. в ноябре 2016 г. 
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вирус гриппа выделен на территории республики 
калмыкия, где отмечалась гибель домашних кур 
на частных подворьях. в это же время зарегистри-
рована вспышка вируса гриппа на птицефабрике 
«харабалинская», г. харабали астраханской об-
ласти. впоследствии вирус гриппа H5N8 широко 
распространился в европейской части россии [13]. 
с декабря 2016 до апреля 2017 года вспышки ре-
гистрировались среди диких и домашних птиц в 
краснодарском крае и ростовской области. следует 
особо отметить гибель птиц из коллекции зоопарка 
воронежа, которая отмечена в январе 2016 г. в мар-
те 2016 г. вспышки отмечены в нескольких регионах 
московской и калининградской областей. нами изу-
чены биологические свойства нескольких штаммов, 
вызвавших вспышки, и сравнены со штаммами H5 
субтипа ранее выделенными в россии (табл. 1).

при титровании на ркэ изученные штаммы 
показали высокую степень репродукции. титр ви-
руса в аллантоисной жидкости находился в диапазо-
не от 7,6 до 9,3 logэид50/мл. несмотря на разли-
чия в титрах между штаммами H5N8 2016–2017 гг., 
все они оказались более инфекционными для ркэ, 
чем штамм A/wigeon/Sakha/1/2014 H5N8, выделен-
ный в 2014 г. в россии. для всех штаммов опреде-
лено наличие аминокислотной последовательности 
REKRRKR*GL в сайте протеолитического расще-
пления гемагглютинина, что характерно для высо-

копатогенных штаммов вируса гриппа. изученные 
штаммы показали высокую степень вирулентности 
для мышей. при интраназальном заражении мышей 
линии Balb/c показатель ид50 находился в диапазоне 
1,7–2,7 logэид50. также для штаммов определили 
значения летальной дозы (лд50), которые состави-
ли 2,3–3,3 logэид50. показатели вирулентности для 
изу ченных штаммов также были выше, чем у штам-
ма A/wigeon/Sakha/1/2014 H5N8 и оказались сопо-
ставимы с показателями у штаммов H5N1, циркули-
ровавших в россии в 2015 г. все изученные штаммы 
чувствительны к действию противовирусных пре-
паратов – ингибиторов нейраминидазы озельтами-
вира и занамивира, что было продемонстрировано 
флуоресцентным методом измерения инигибиро-
вания нейраминидазы (Fluorometric Neuraminidase 
Inhibition Assay).

накопление новых вирусов гриппа в культуре 
клеток MDCK ингибировалось в присутствии ин-
терферона альфа, однако штаммы вируса гриппа 
птиц A/great crested grebe/Tyva/34/2016, A/wild duck/
Tyva/35/2016, A/chicken/Kalmykia/2643/2016, A/chi-
cken/Astrakhan/3131/2016 в культуре клеток а549 
ингибировали индукцию эндогенного интерферона, 
что, вероятно, является одной из причин усиления 
вирулентности при заражении млекопитающих.

результаты исследования антигенных свойств 
выделенных вирусов показали, что изучаемые штам-

Таблица 1

биологические свойства вирусов гриппа H5-субтипа

Штамм субтип титр в ркэ, 
log10 эид50

Balb/c  
интраназальная ид50, 

log10эид50

Balb/c  
интраназальная лд50, 

log10эид50

чувствительность  
к занамивиру/ 

озельтамивиру IC50 nM

ранее выделенные штаммы

A/rook/Chany/32/2015 
GISAID ID: EPI_ISL_193362

H5N1 8,7±0,4 1,9±0,4 2,9±0,8 29,9/32,9

A/wigeon/Sakha/1/2014 
GISAID ID:EPI_ISL_169427

H5N8 6,2±0,5 2,9±0,4 4,1±0,4 0,05/0,1

исследуемые штаммы

A/great crested grebe/Tyva/34/2016 
GISAID ID:EPI_ISL_230820

H5N8 9,3±0,3 1,7±0,5 2,3±0,5 1,0/0,7

A/wild duck/Tyva/35/2016 
GISAID ID:EPI_ISL_231684

H5N8 7,9±0,4 1,9±0,6 н.д. 1,4/0,8

A/wild duck/Tatarstan/3059/2016 
GISAID ID:EPI_ISL_247724

H5N8 8,6±0,4 н.д. н.д. 0,58/0,29

A/chicken/Kalmykia/2643/2016 
GISAID ID:EPI_ISL_247725

H5N8 7,6±0,4 2,0±0,4 2,9±0,6 0,60/0,28

A/chicken/Astrakhan/3131/2016 
GISAID ID:EPI_ISL_240110

H5N8 8,4±0,5 1,9±0,4 2,4±0,5 0,59/0,28

A/goose/Krasnodar/3144/2017 
GISAID ID:EPI_ISL_247722

H5N8 8,2±0,4 1,9±0,4 2,4±0,5 0,98/0,57

A/mute swan/Krasnodar/25/2017 
GISAID ID:EPI_ISL_247723

H5N8 9,0±0,5 2,7±0,3 н.д. 0,91/0,47

A/turkey/Rostov/11/2017 
GISAID ID:EPI_ISL_247721

H5N8 8,0±0,5 2,1±0,4 2,9±0,6 0,48/0,42

A/ural owl/Voronezh/14/2017 
GISAID ID:EPI_ISL_247716

H5N8 8,6±0,4 2,2±0,4 3,3±0,4 1,25/0,69

A/chicken/Sergiyev Posad/38/2017 
GISAID ID:EPI_ISL_256299

H5N8 8,6±0,4 2,2±0,4 2,9±0,5 н.д.
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мы не имеют сродства со штаммами H5N1 клады 
2.3.2.1c, выделенными в россии в 2015 г., но имеют 
высокую степень родства со штаммом клады 2.3.4.4  
A/wigeon/Sakha/1/2014 H5N8, а также с референс штам-
мом той же клады A/Nothern Pintail/WA/40964/2014 
(H5N2) и штаммом A/Sichuan/26221/2014-RG42A 
(H5N6), выделенным от человека (табл. 2).

полученные данные согласуются с проведен-
ным филогенетическим анализом, который также 
определил изучаемые штаммы к генетической кладе 
2.3.4.4. однако штаммы вируса гриппа H5N8, вы-
деленные в 2016 г. находятся в другой генетической 
группе B. Штамм A/wigeon/Sakha/1/2014 и референс 
штамм A/Sichuan/26221/2014-RG42A формируют 
группу а, представители которой циркулировали до 
2016 г. (рисунок). анализ нуклеотидных последо-
вательностей генома выделенных штаммов выявил 
ряд генотипических отличий от референс штамма 
клады 2.3.4.4, которые выявили при помощи H5N1 
Genetic Changes Inventory (http://www.cdc.gov/flu/avi-
anflu/h5n1/inventory.htm) и с использованием сервиса 
FluSurver (http://flusurver.bii.a-star.edu.sg).

у изученных штаммов выявлен ряд мутаций, 
отвечающих за вирулентность и изменение хозяй-
ской специфичности. так, при анализе аминокис-

лотной последовательности гена HA выявлены две 
замены – N94S и T123P. подобные замены, по лите-
ратурным данным, обуславливают усиление рецеп-
торного взаимодействия с α2-6 остатками сиаловых 
кислот [14]. в гене NS1 выявлены две мутации 
(V226I и E227G), которые отвечают за вирулент-
ность и, в частности, за ее усиление [2], которое по-
казано экспериментально в сравнении со штаммом 
2014 г. A/wigeon/Sakha/1/2014. также в гене M2 
выявлена мутация I51V, которая, по литературным 
данным, совместно с мутацией S31N вероятно мо-
жет указывать на устойчивость штаммов к антиви-
русным препаратам адамантанового ряда [9], одна-
ко последняя у исследуемых штаммов не выявлена. 
таким образом можно заключить, что выделенные 
штаммы являются чувствительными к препаратам 
адамантанового ряда. помимо всего прочего, у 
штаммов A/black-headed gull/Tyva/41/2016 и A/wild 
duck/Tyva/35/2016 в гене PB2 выявлена мутация 
I292V. ранее было показано, что мутации в позиции 
292 могут влиять на адаптацию вирусов к передаче 
от человека к человеку [6]. таким образом, нами по-
лучена важная информация, которая может исполь-
зоваться при оценке пандемического риска цирку-
лирующих вариантов вируса гриппа.

Таблица 2

результаты рТГа со штаммами вируса гриппа H5-субтипа

Штамм субтип клада
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2.3.2.1c 2.3.4.4 2.3.4.4 2.3.4.4 2.3.4.4 2.3.4.4 2.3.4.4

референс антигены
A/rook/Chany/32/2015 H5N1 2.3.2.1c 320 <20 160 <20 <20 640 <20
A/duck/England/36254/2014 H5N8 2.3.4.4 <20 1280 5120 5120 640 1280 1280
A/Nothern Pintail/WA/40964/2014 H5N2 2.3.4.4 <20 1280 5120 5120 640 1280 640
A/Sichuan/26221/2014 RG42A H5N6 2.3.4.4 <20 640 5120 5120 320 640 320
A/gyrfalcon/WA/41088/2014 RG43A H5N8 2.3.4.4 <20 1280 5120 5120 1280 1280 1280
A/great crested grebe/Tyva/34/2016 H5N8 2.3.4.4 <20 640 5120 5120 320 640 320
A/wigeon/Sakha/1/2014 H5N8 2.3.4.4 <20 1280 2560 5120 640 1280 1280

Тестируемые антигены
A/wild duck/Tyva/35/2016 H5N8 2.3.4.4 <20 320 5120 5120 640 320 320
A/wild duck/Tatarstan/3059/2016 H5N8 2.3.4.4 <20 640 5120 5120 320 640 640
A/chicken/Kalmykia/2643/2016 H5N8 2.3.4.4 <20 320 2560 1280 320 320 160
A/chicken/Astrakhan/3131/2016 H5N8 2.3.4.4 <20 640 5120 5120 320 640 640
A/goose/Krasnodar/3144/2017 H5N8 2.3.4.4 <20 640 5120 5120 320 640 640
A/mute swan/Krasnodar/25/2017 H5N8 2.3.4.4 <20 1280 5120 5120 640 1280 640
A/turkey/Rostov/11/2017 H5N8 2.3.4.4 <20 1280 5120 5120 640 1280 640
A/ural owl/Voronezh/14/2017 H5N8 2.3.4.4 <20 640 5120 5120 320 640 640
A/chicken/Sergiyev Posad/38/2017 H5N8 2.3.4.4 <20 640 5120 5120 640 640 640



Проблемы особо опасных инфекций. 2017, вып. 3

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

Филогенетическое дерево гена HA вирусов гриппа H5Nx субтипа. Штаммы, выделенные в Фбун гнц вб «вектор» роспотребнадзора 
отмечены ромбами

выделение вируса гриппа H5N8 клады 2.3.4.4 
в республике тыва и европейской части россии 
показывает, что данный вирус продолжает цирку-

лировать в природе, приобретая в ходе эволюции 
новые свойства. это подтвердили проведенные ви-
русологические и молекулярно-генетические иссле-
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дования. повышенная вирулентность выделенных 
штаммов, по сравнению с циркулировавшим ранее 
в россии штаммом A/wigeon/Sakha/1/2014, а также 
потенциальная возможность передачи от человека 
к человеку заставляет уделять особое внимание рас-
пространению данного вируса, а также комплексно 
подходить к изучению его свойств. несмотря на то, 
что до сих пор не зарегистрировано ни одного слу-
чая заражения человека вирусом H5N8, нами показа-
но, что возможность преодоления данным вирусом 
межвидового барьера сохраняется.

хронология распространения высокопатоген-
ного вируса гриппа H5N8 в 2016 г., а также анализ 
выделенных штаммов указывают на то, что ви-
рус гриппа распространился из Юго-восточной 
азии на территорию россии с дикими птицами по 
центрально-азиатскому пролетному пути, который 
пролегает через республику тыва [10], где в мае 
2016 г. зафиксирована вспышка среди диких птиц. 
затем с дикими птицами вирус распространился на 
запад, где он сначала был выделен от дикой птицы в 
республике татарстан, а затем поразил частные под-
ворья и птицефабрики на территории республики 
калмыкия, в астраханской области и других регио-
нах европейской части россии. подобным образом 
в 2005 г. распространялся высокопатогенный вирус 
гриппа H5N1, который был впервые зарегистрирован 
в Юго-западной сибири, а затем занесен в европей-
скую часть россии. это в очередной раз подчерки-
вает ключевую роль диких птиц в распространении 
вируса гриппа. становится очевидным, что необхо-
димо усиливать существующие противоэпидемиче-
ские и противоэпизоотические меры по контролю 
высокопатогенного вируса гриппа. так, например, 
остро встает вопрос о создании современной вете-
ринарной вакцины против гриппа H5N8-субтипа. 
наши исследования показали, что все выделенные 
в 2016 г. на территории рФ варианты вируса грип-
па птиц а(H5N8) антигенно не отличаются от реко-
мендованного воз кандидатного вакцинного штам-
ма A/Sichuan/26221/2014 RG42A субтипа H5N6. 
отечественным производителям вакцин следует 
обратить внимание на возможность создания запаса 
предпандемической вакцины на основе этого штам-
ма.

вполне вероятно, что вирус H5N8 в будущем 
также продолжит свое распространение в различ-
ные географические регионы. весной 2017 г. уже 
зафиксированы повторные вспышки гриппа на 
птицефабриках в ростовской и московской обла-
стях [13]. на сегодняшний день уже погибло или 
было забито более 1500000 голов птицы, что на-
несло серьезный экономический ущерб сельско-
му хозяйству. в связи с этим необходимо усилить 
мониторинговые исследования в ключевых точках 
распространения вируса гриппа птиц, среди кото-
рых можно выделить регионы европейской части 
россии, где зафиксированы вспышки, республику 
тыва, а также дальний восток.

на сегодняшний день не зарегистрированы 
случаи инфицирования человека вирусом гриппа 
A(H5N8). однако известно, что вирус гриппа субти-
па A(H5N6), принадлежащий к той же кладе 2.3.4.4, 
что и циркулирующие среди птиц по территории 
россии вирусы гриппа A(H5N8), уже вызывали ин-
фекцию у 16 человек в китае, 6 из которых погибли. 
хотя инфецирование людей вирусами гриппа субти-
па а(н5) происходит редко и связано в основном с 
контактами с больной или павшей инфицированной 
птицей, такие случаи могут приводить к тяжелым 
осложнениям или гибели человека. ожидается, что 
популяционный иммунитет у людей к новым виру-
сам A(H5N8) минимален, поэтому в 2017 г. следует 
расширить и углубить мониторинговые исследо-
вания высокопатогенного гриппа не только среди 
дикой и домашней птицы, но и среди сельскохозяй-
ственных и диких животных, а также среди людей, 
профессионально контактирующих с сельскохозяй-
ственными животными. регулярный обмен вирусами 
между лабораториями воз, занимающихся изучени-
ем вируса гриппа, и обмен информацией о генети-
ческих структурах новых вирусов гриппа является 
необходимым элементом для проведения полноцен-
ной и своевременной оценки риска возникновения 
вирусов с пандемическим потенциалом на границе 
человек-животные.

все исследования на животных осущест-
влялись в соответствии с законодательством рФ, 
международными этическими нормами и норма-
тивными документами Фбун гнц вб «вектор» 
роспотребнадзора.

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

список литературы
1. в.Ю.марченко, и.м.суслопаров, а.в.Шиповалов, 

в.н.михеев, а.б.рыжиков. циркуляция высокопатогенного ви-
руса гриппа птиц в россии в 2014–2015 гг. Пробл. особо опасных 
инф. 2016; 1:48–54. DOI: 10.21055/0370-1069-2016-1-48-54.

2. Forbes N., Selman M., Pelchat M., Jia J.J., Stintzi A., Brown 
E.G. Identification of adaptive mutations in the influenza A virus non-
structural 1 gene that increase cytoplasmic localization and differen-
tially regulate host gene expression. PLoS One. 2013; 8(12):e84673. 
DOI: 10.1371/journal.pone.0084673.

3. Kim Y.I., Pascua P.N., Kwon H.I., Lim G.J., Kim E.H., Yoon 
S.W., Park S.J., Kim S.M., Choi E.J., Si Y.J., Lee O.J., Shim W.S., 
Kim S.W., Mo I.P., Bae Y., Lim Y.T., Sung M.H., Kim C.J., Webby 
R.J., Webster R.G., Choi Y.K. Pathobiological features of a novel, 
highly pathogenic avian influenza A(H5N8) virus. Emerg. Microbes 
Infect. 2014; 3(10):e75. DOI: 10.1038/emi.2014.75.

4. Lee Y.J., Kang H.M., Lee E.K., Song B.M., Jeong J., Kwon 
Y.K., Kim H.R., Lee K.J., Hong M.S., Jang I., Choi K.S., Kim 
J.Y., Lee H.J., Kang M.S., Jeong O.M., Baek J.H., Joo Y.S., Park 
Y.H., Lee H.S. Novel reassortant influenza A(H5N8) viruses, South 
Korea, 2014. Emerg. Infect. Dis. 2014; 20(6):1087–9. DOI: 10.3201/
eid2006.140233.

5. Marchenko V.Y., Susloparov I.M., Kolosova N.P., 
Goncharova N.I., Shipovalov A.V., Durymanov A.G., Ilyicheva T.N., 
Budatsirenova L.V., Ivanova V.K., Ignatyev G.A., Ershova S.N., 
Tulyahova V.S., Mikheev V.N., Ryzhikov A.B. Influenza A(H5N8) 
virus isolation in Russia, 2014. Arch. Virol. 2015; 160(11):2857–60. 
DOI: 10.1007/s00705-015-2570-4.

6. Miotto о., Heiny A., Tan T.W., August J.T., Brusic V. 
Identification of human-to-human transmissibility factors in PB2 
proteins of influenza A by large-scale mutual information analysis. 
BMC Bioinformatics. 2008; 9(1):S18. DOI: 10.1186/1471-2105-9-
S1-S18.



Проблемы особо опасных инфекций. 2017, вып. 3

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

7. Pulit-Penaloza J.A., Sun X., Creager H.M., Zeng H., Belser 
J.A., Maines T.R., Tumpey T.M. Pathogenesis and Transmission of 
Novel Highly Pathogenic Avian Influenza H5N2 and H5N8 Viruses 
in Ferrets and Mice. J. Virol. 2015; 89(20):10286–93. DOI: 10.1128/
JVI.01438-15.

8. Ramey A.M., Reeves A.B., TeSlaa J.L., Nashold S., Donnelly 
T., Bahl J., Hall J.S. Evidence for common ancestry among viruses 
isolated from wild birds in Beringia and highly pathogenic interconti-
nental reassortant H5N1 and H5N2 influenza A viruses. Infect. Genet 
Evol. 2016; 40:176–85. DOI: 10.1016/j.meegid.2016.02.035.

9. Tang J.W., Ngai K.L., Wong J.C., Lam W.Y., Chan P.K. 
Emergence of adamantane-resistant influenza A(H3N2) viruses in 
Hong Kong between 1997 and 2006. J. Med. Virol. 2008; 80(5):895–
901. DOI: 10.1002/jmv.21155.

10. Veen J., Yurlov A.K., Delany S.N., Mihantiev A.I, 
Selivanova M.A., Boere G.C. An atlas of movements of Southwest 
Siberian waterbirds. Wetlands International; 2005. 60 p. (Cited 16 
Feb 2017). Available from: http://www.wetlands.org/Portals/0/publi-
cations/Analyses/West%20Siberia%20flyway.pdf.

11. Verhagen J.H., Herfst S., Fouchier R.A. Infectious disease. 
How a virus travels the world. Science. 2015; 347(6222):616–7. 
DOI: 10.1126/science.aaa6724.

12. Wang X., Meng F., Wang D., Liu X., Chen S., Qin T., Peng 
D., Liu X. Characteristics of two highly pathogenic avian influenza 
H5N8 viruses with different pathogenicity in mice. Arch. Virol. 2016; 
12(161):3365–74. DOI:10.1007/s00705-016-3043-0.

13. World Organisation for Animal Health (OIE). Update on 
highly pathogenic avian influenza in animals (typeH5 and H7). Paris: 
OIE; 2017. (cited 16 Feb 2017). Available from: http://www.oie.int/
animal-health-in-the-world/update-on-avian-influenza/2017/. 

14. Yamada S., Suzuki Y., Suzuki T., Le M.Q., Nidom C.A., 
Sakai-Tagawa Y., Muramoto Y., Ito M., Kiso M., Horimoto T., 
Shinya K., Sawada T., Kiso M., Usui T., Murata T., Lin Y., Hay A., 
Haire L.F., Stevens D.J., Russell R.J., Gamblin S.J., Skehel J.J., 
Kawaoka Y. Haemagglutinin mutations responsible for the binding 
of H5N1 influenza A viruses to human-type receptors. Nature. 2006; 
444(7117):378–82. DOI: 10.1038/nature05264.

15. Zhao K., Gu M., Zhong L., Duan Z., Zhang Y., Zhu Y., Zhao 
G., Zhao M., Chen Z., Hu S., Liu W., Liu X., Peng D., Liu X. Cha-
racterization of three H5N5 and one H5N8 highly pathogenic avian 
influenza viruses in China. Vet. Microbiol. 2013; 163(3–4):351–7. 
DOI: 10.1016/j.vetmic.2012.12.025.

References 
1. V.Yu. Marchenko, I.M. Susloparov, A.V. Shipovalov, V.N. Mikheev, 

A.B. Ryzhikov [Circulation of highly pathogenic avian flu virus in the Russian 
Federation in 2014-2015]. Probl. Osobo Opasn. Infek. 2016; 1:48–54. DOI: 
10.21055/0370-1069-2016-1-48-54.

2. Forbes N., Selman M., Pelchat M., Jia J.J., Stintzi A., Brown E.G. 
Identification of adaptive mutations in the influenza A virus non-structural 1 
gene that increase cytoplasmic localization and differentially regulate host 
gene expression. PLoS One. 2013; 8(12):e84673. DOI: 10.1371/journal.
pone.0084673.

3. Kim Y.I., Pascua P.N., Kwon H.I., Lim G.J., Kim E.H., Yoon S.W., 
Park S.J., Kim S.M., Choi E.J., Si Y.J., Lee O.J., Shim W.S., Kim S.W., Mo 
I.P., Bae Y., Lim Y.T., Sung M.H., Kim C.J., Webby R.J., Webster R.G., Choi 
Y.K. Pathobiological features of a novel, highly pathogenic avian influenza 
A(H5N8) virus. Emerg. Microbes Infect. 2014; 3(10):e75. DOI: 10.1038/
emi.2014.75.

4. Lee Y.J., Kang H.M., Lee E.K., Song B.M., Jeong J., Kwon Y.K., 
Kim H.R., Lee K.J., Hong M.S., Jang I., Choi K.S., Kim J.Y., Lee H.J., Kang 
M.S., Jeong O.M., Baek J.H., Joo Y.S., Park Y.H., Lee H.S. Novel reassortant 
influenza A(H5N8) viruses, South Korea, 2014. Emerg. Infect. Dis. 2014; 
20(6):1087–9. DOI: 10.3201/eid2006.140233.

5. Marchenko V.Y., Susloparov I.M., Kolosova N.P., Goncharova 
N.I., Shipovalov A.V., Durymanov A.G., Ilyicheva T.N., Budatsirenova L.V., 
Ivanova V.K., Ignatyev G.A., Ershova S.N., Tulyahova V.S., Mikheev V.N., 
Ryzhikov A.B. Influenza A(H5N8) virus isolation in Russia, 2014. Arch. 
Virol. 2015; 160(11):2857–60. DOI: 10.1007/s00705-015-2570-4.

6. Miotto о., Heiny A., Tan T.W., August J.T., Brusic V. Identification 

of human-to-human transmissibility factors in PB2 proteins of influenza A 
by large-scale mutual information analysis. BMC Bioinformatics. 2008; 
9(1):S18. DOI: 10.1186/1471-2105-9-S1-S18.

7. Pulit-Penaloza J.A., Sun X., Creager H.M., Zeng H., Belser J.A., 
Maines T.R., Tumpey T.M. Pathogenesis and Transmission of Novel Highly 
Pathogenic Avian Influenza H5N2 and H5N8 Viruses in Ferrets and Mice. J. 
Virol. 2015; 89(20):10286–93. DOI: 10.1128/JVI.01438-15.

8. Ramey A.M., Reeves A.B., TeSlaa J.L., Nashold S., Donnelly T., 
Bahl J., Hall J.S. Evidence for common ancestry among viruses isolated from 
wild birds in Beringia and highly pathogenic intercontinental reassortant 
H5N1 and H5N2 influenza A viruses. Infect. Genet Evol. 2016; 40:176–85. 
DOI: 10.1016/j.meegid.2016.02.035.

9. Tang J.W., Ngai K.L., Wong J.C., Lam W.Y., Chan P.K. Emergence of 
adamantane-resistant influenza A(H3N2) viruses in Hong Kong between 1997 
and 2006. J. Med. Virol. 2008; 80(5):895–901. DOI: 10.1002/jmv.21155.

10. Veen J., Yurlov A.K., Delany S.N., Mihantiev A.I, Selivanova 
M.A., Boere G.C. An atlas of movements of Southwest Siberian water-
birds. Wetlands International; 2005. 60 p. (Cited 16 Feb 2017). Available 
from: http://www.wetlands.org/Portals/0/publications/Analyses/West%20
Siberia%20flyway.pdf.

11. Verhagen J.H., Herfst S., Fouchier R.A. Infectious disease. How 
a virus travels the world. Science. 2015; 347(6222):616–7. DOI: 10.1126/
science.aaa6724.

12. Wang X., Meng F., Wang D., Liu X., Chen S., Qin T., Peng D., Liu 
X. Characteristics of two highly pathogenic avian influenza H5N8 viruses 
with different pathogenicity in mice. Arch. Virol. 2016; 12(161):3365–74. 
DOI:10.1007/s00705-016-3043-0.

13. World Organisation for Animal Health (OIE). Update on highly 
pathogenic avian influenza in animals (typeH5 and H7). Paris: OIE; 2017. 
(cited 16 Feb 2017). Available from: http://www.oie.int/animal-health-in-the-
world/update-on-avian-influenza/2017/. 

14. Yamada S., Suzuki Y., Suzuki T., Le M.Q., Nidom C.A., Sakai-
Tagawa Y., Muramoto Y., Ito M., Kiso M., Horimoto T., Shinya K., Sawada 
T., Kiso M., Usui T., Murata T., Lin Y., Hay A., Haire L.F., Stevens D.J., 
Russell R.J., Gamblin S.J., Skehel J.J., Kawaoka Y. Haemagglutinin muta-
tions responsible for the binding of H5N1 influenza A viruses to human-type 
receptors. Nature. 2006; 444(7117):378–82. DOI: 10.1038/nature05264.

15. Zhao K., Gu M., Zhong L., Duan Z., Zhang Y., Zhu Y., Zhao G., 
Zhao M., Chen Z., Hu S., Liu W., Liu X., Peng D., Liu X. Characterization of 
three H5N5 and one H5N8 highly pathogenic avian influenza viruses in China. 
Vet. Microbiol. 2013; 163(3–4):351–7. DOI: 10.1016/j.vetmic.2012.12.025.

Authors:
Marchenko V.Yu., Susloparov I.M., Sapronova N.Yu., Goncharova N.I., 

Kolosova N.P., Evseenko V.A., Svyatchenko S.V., P’yankova O.G., Mikheev 
V.N., Maksyutov R.A., Ryzhikov A.B. State Scientific Centre of Virology and 
Biotechnology “Vector”. Kol’tsovo, Novosibirsk Region, 630559, Russian 
Federation. E-mail: vector@vector.nsc.ru.

Ziatdinov V.B. Center of Hygiene and Epidemiology in the Republic of 
Tatarstan. 13a, Sechenova St., Kazan, 420061, Russian Federation. E-mail: 
fguz@16.rospotrebnadzor.ru. 

Limanskaya O.S., Dzhambinov S.D. Center of Hygiene and 
Epidemiology in the Republic of Kalmykia. Elista, Russian Federation.

Shendo G.L. Center of Hygiene and Epidemiology in the Astrakhan 
Region. Astrakhan, Russian Federation.

об авторах:
Марченко В.Ю., Суслопаров И.М., Сапронова Н.Ю., Гончарова 

Н.И., Колосова Н.П., Евсеенко В.А., Святченко С.В., Пьянкова О.Г., 
Михеев В.Н., Максютов Р.А., Рыжиков А.Б. государственный научный 
центр вирусологии и биотехнологии «вектор». российская Федерация, 
630559, новосибирская обл., п. кольцово. E-mail: vector@vector.nsc.ru 

Зиатдинов в.б. центр гигиены и эпидемиологии в республике 
татарстан. российская Федерация, 420061, казань, ул. сеченова 13а. 
E-mail: fguz@16.rospotrebnadzor.ru.

Лиманская О.С., Джамбинов С.Д. центр гигиены и эпидемио-
логии в республике калмыкия. российская Федерация, республика 
калмыкия, элиста.

Шендо Г.Л. центр гигиены и эпидемиологии в астраханской об-
ласти. российская Федерация, атрахань.

поступила 11.05.17.



МИКРОБИОЛОГИЯ

752017, issue 3

кокцидиоидомикоз и гистоплазмоз – инфекци-
онные болезни, вызываемые особо опасными ди-
морфными грибами II группы патогенности Cocci-
dioides sp. и Histoplasma sp. восприимчивость чело-
века к возбудителям этих инфекций считается все-
общей. в настоящее время вследствие расширения 
миграционных потоков, туристических связей и дру-

гих возможностей коммуникации населения случаи 
заболевания кокцидиоидомикозом и гистоплазмозом 
регистрируют во многих странах мира. присутствие 
возбудителей особо опасных микозов среди потен-
циальных агентов биотерроризма еще более актуа-
лизирует проведение исследований, направленных 
на их индикацию и идентификацию [3]. в связи с 
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целью работы является оценка и диагностической чувствительности и специфичности «набора реагентов. 
диагностикум эритроцитарный кокцидиоидомикозный и гистоплазмозный иммуноглобулиновый сухой», пред-
назначенного для идентификации возбудителей кокцидиоидомикоза и гистоплазмоза в выделенных культурах 
микромицетов, а также клиническом и биологическом материале с помощью рнга. материалы и методы. с 
использованием предложенного диагностикума проведено исследование 264 положительных проб (216 проб 
суспензий микромицетов, 48 проб биологического и клинического материала), содержащих возбудители гисто-
плазмоза, кокцидиоидомикоза в концентрации 3,12∙106 и 1,56∙106 кл/мл и 128 отрицательных проб, содержащих 
гетерологичные микроорганизмы в концентрации 5∙107 кл/мл. в работе использовали пробы биологического ма-
териала, искусственно контаминированные данными возбудителями особо опасных микозов, и полученные от 
биопробных животных с экспериментальной инфекцией. Выводы и результаты. установлено, что диагностиче-
ская чувствительность набора реагентов составила не менее 99,0 %, диагностическая специфичность – не менее 
98,0 %. воспроизводимость результатов во всех случаях 100 %. полученные результаты указывают на перспек-
тивность внедрения разработанного препарата в практику здравоохранения.

Ключевые слова: кокцидиоидомикоз, гистоплазмоз, рнга, набор реагентов.
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Diagnostic Potential of the erythrocytic Immunoglobulin Diagnosticum for Indication 
and Identification of the Causative Agents of Particularly Dangerous (Deep) Mycoses 
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Objective of the study was to assess analytical and diagnostic sensitivity and specificity of the “Reagent kit. 
Erythrocytic coccidioidomycosal and histoplasmosal immunoglobulin dry diagnosticum”, designed for identification of 
causative agents of coccidioidomycosis and histoplasmosis in isolated cultures of micromycetes, as well as in clinical and 
biological samples using indirect hemagglutination test. Materials and methods. The investigation included 264 positive 
samples (216 samples of micromycete suspensions, 48 samples of biological and clinical material) containing pathogens 
of histoplasmosis and coccidioidomycosis concentrated up to 3,12·106 and 1,56·106 cells∕ml, respectively, and 128 nega-
tive samples containing heterologous microorganisms in concentrations equal to 5·106 cells/ml. The study was carried 
out using biological samples that were artificially contaminated with stated pathogens of particularly dangerous mycoses 
and samples, obtained from bioassay animals with experimental infection. Results and conclusions. It is established 
that diagnostic sensitivity of the reagent kit is not less than 99,0 %. The diagnostic specificity is not less than 98,0 %. 
Reproducibility of the results in all cases was 100 %. The results obtained testify to the prospect of introduction of the 
developed kit into the health care practice.
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этим конструирование и последующая регистрация 
в российской Федерации диагностических наборов 
и тест-систем для обнаружения возбудителей кокци-
диоидомикоза и гистоплазмоза в пробах окружаю-
щей среды и при выявлении клинических случаев 
болезни является одним из приоритетных направле-
ний отечественного здравоохранения.

в соответствии с приказом роспотребнадзора 
№ 88 от 17.03.2008 «о мерах по совершенствова-
нию мониторинга за возбудителями инфекционных 
и паразитарных болезней» (http://vnipchi.rospotreb-
nadzor.ru) на базе Фкуз «волгоградский научно-
исследовательский противочумный институт» 
сформирован референс-центр по мониторингу за 
возбудителями глубоких микозов. в его задачи вхо-
дит изучение биологических, иммунологических, 
молекулярно-генетических характеристик данных 
возбудителей, а также разработка и совершенство-
вание диагностических препаратов, прежде всего 
экспрессной направленности, для их выявления и 
идентификации.

иммуноанализ с помощью рнга позволяет по-
лучить предварительный результат через 3–4 ч от 
начала исследования [2], что является как своевре-
менным в определении тактики ведения больного, 
так и экономически выгодным и целесообразным с 
точки зрения дифференциальной диагностики осо-
бо опасных микозов и бактериальных или вирусных 
инфекций. специалистами волгоградского научно-
исследовательского противочумного института ра-
нее разработан «набор реагентов. диагностикум 
эритроцитарный кокцидиоидомикозный и гисто-
плазмозный иммуноглобулиновый сухой», кото-
рый позволяет обнаружить антигены микромице-
тов Coccidioides sp. и Histoplasma sp. в выделенных 
культурах микроскопических грибов, а также биоло-
гических пробах и пробах клинического материала 
(преимущественно мокроты, промывной жидкости 
бронхов, сыворотки крови, секционного материала) 
с помощью рнга. для внедрения данного препарата 
в практику необходима оценка его диагностической 
чувствительности и специфичности при исследова-
нии различного вида материала, в том числе полу-
ченного от животных с экспериментальным кокци-
диоидомикозом и гистоплазмозом.

материалы и методы

диагностикум эритроцитарный кокцидиоидо-
микозный и гистоплазмозный иммуноглобулиновый 
сухой был получен на основе иммуноглобулинов 
гипериммунной кокцидиоидомикозной и гистоплаз-
мозной агглютинирующей козьей сыворотки [1]. 
лиофилизацию препарата проводили по десятисту-
пенчатой программе при плавном подъеме вакуума 
в камере в течение 18–20 ч [4]. в состав среды вы-
сушивания входили реополиглюкин (15 %), сахароза 
(7,5 %) в воде очищенной.

постановку рнга и ртнга осуществляли в 

макро- и микровариантах по стандартной методи-
ке в соответствии с инструкцией к препарату [2, 3]. 
диагностикум растворяли в 0,15 м растворе натрия 
хлорида рн (7,2±0,2), содержащем 1 % формалина 
до конечной концентрации 1 %, и выдерживали 4 ч 
при температуре (22±2) °с. проведение ртнга осу-
ществляли с помощью имеющейся в наборе сыворот-
ки кокцидиоидомикозной агглютинирующей козьей 
в ее разведении 1:500. учет результатов ртнга про-
водили через (2,0±0,5) ч. результаты рнга считали 
специфичными, если в ртнга агглютинация отсут-
ствовала или наблюдалась в меньшем (не менее чем 
на 3–4) числе лунок, чем это имело место в рнга.

для контроля чувствительности и специфич-
ности диагностикума при проведении клинических 
испытаний использовали: 26 штаммов возбудителей 
кокцидиоидомикоза (8 – С. posadasii, 18 – C. immitis); 
18 – H. capsulatum; 4 – H. capsulatum var. duboisii; 
1 – H. capsulatum var. farciminosum; 5 – H. capsula-
tum в дрожжевой фазе роста); 29 штаммов гетеро-
логичных микроорганизмов микотической и бакте-
риальной природы, включая 5 условно-патогенных 
дрожжеподобных грибов (Candida guillermondii, 
Candida parapsilosis, Cryptococcus neoformans 4N, 
Cryptococcus neoformans 9/22, Rhodotorula mucilagi-
nosa); 17 – нитчатых грибов и дерматомицетов III–IV 
групп патогенности (Absidia (Mycocladus) hyalospora, 
Aspergillus flavus, Aspergillus fumigatus, Fusarium ave-
naceum, Fusarium culmorum, Fusarium sambucinum, 
Gibberella zeae, Geotrichum candidum, Malbranchea 
manginii, Paecilomyces variottii, Penicillium citreo-
viridae, Penicillium citrinum, Penicillium chrysoge-
num, Phialophora verrucosa, Rhizopus microsporus, 
Scopulariopsis brevicaulis, Trichophyton crateriforme); 
а также 5 бактериальных штаммов пба II группы 
патогенности – Brucella suis, Yersinia sp. (Y. entero-
colitica, Y. pseudotuberculosis), Burkholderia pseudo-
mallei, Burkholderia mallei. все штаммы получены из 
коллекций культур Фкуз «волгоградский научно-
исследовательский противочумный институт».

обеззараженные культуры возбудителей кок-
цидиоидомикоза и гистоплазмоза, а также гетеро-
логичных микроорганизмов использовали в микро-
варианте рнга в концентрациях 1·108 и 4·108 кл/мл 
соответственно.

методом сравнения являлся микологический 
анализ, предусматривающий выделение культур 
после посева штаммов до их инактивации на соот-
ветствующие плотные питательные среды из разве-
дения 1·105 кл/мл, с последующим доказательством 
диморфизма микромицетов.

дополнительно для исследования были отобра-
ны образцы сывороток крови и суспензии органов 
(легкие, печень и селезенка) белых мышей линии 
BALB/c с экспериментальным кокцидиоидомикозом 
и гистоплазмозом, а также пробы сыворотки крови 
человека, мокроты, промывной жидкости бронхов, 
искусственно контаминированных C. posadasii, C. im-
mitis, H. capsulatum, гетерологичными микроорганиз-
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мами (P. citreoviridae, C. neoformans, B. pseudomallei и 
др.) до конечной концентрации 3,12·106 кл/мл.

статистическую достоверность полученных 
результатов испытаний оценивали в зависимости 
от числа параллельных опытов при доверитель-
ной вероятности 90 %, используя формулу биноми-
нального распределения бернулли в соответствии с 
«методическими рекомендациями по порядку про-
ведения экспертизы качества, эффективности и без-
опасности медицинских изделий» от 14.11.2013 г., 
приложение е.

результаты и обсуждение

возбудители кокцидиоидомикоза – грибы вида 
Coccidioides immitis, считавшегося до недавнего 
времени единым, но по результатам молекулярно-
генетической таксономии, были четко разделены 
на два: калифорнийский и некалифорнийский вари-
анты – Coccidioides immitis и Сoccidioides posadasii 
соответственно. Фенотипически C. immitis и C. pos-
adasii оказались практически идентичны, так как 
геномы этих видов отличаются преимущественно 
лишь некодирующими последовательностями [6].

род Histoplasma включает три варианта штам-
мов с широкой внутривидовой вариабельностью, 
отличающихся географическим распространением 
и особенностями клинического течения вызываемых 
ими болезней – Histoplasma capsulatum var. capsula-
tum, Histoplasma capsulatum var. duboisii, Histoplasma 
capsulatum var. farciminosum. различия между этими 
видами подтверждены секвенированием спейсерных 
областей их хромосомных днк [5].

близкое генетическое родство возбудителей осо-
бо опасных микозов объясняет трудности их диффе-
ренциации, определяет возможность создания препа-
ратов для их одномоментного выявления, что принци-
пиально для подтверждения микотической природы 
заболевания. основываясь на этом, проведена работа 
по созданию «набора реагентов. диагностикум эри-
троцитарный кокцидиоидомикозный и гистоплаз-
мозный иммуноглобулиновый сухой», основу кото-
рого составили иммуноглобулины гипер иммунной 
кокцидиоидомикозной и гистоплазмозной агглюти-
нирующей козьей сыворотки.

для получения высокоактивной агглютинирую-
щей козьей иммунной сыворотки использовали рефе-
рентные штаммы возбудителей данных особо опас-
ных микозов из уникальной коллекции микромицетов 
Фкуз «волгоградский научно-исследовательский 
противочумный институт», включающей культуры, 
полученные как из микологических лабораторий 
оте чественных учреждений здравоохранения, так и 
из ведущих институтов сШа.

выбор коз в качестве продуцентов обусловлен 
высоким уровнем белка в козьих сыворотках (до 60–
70 мг%), а также возможностью их длительной (до 2 
лет и больше) иммунизации. отбор сыворотки про-
водили после каждого двухмесячного цикла, титр 

кокцидиоидомикозных и гистоплазмозных антител 
определяли по результатам рид, а также рнга с 
антигенным эритроцитарным гистоплазмозным диа-
гностикумом (экспериментальные серии). наиболее 
активные сыворотки (с титром в рид от 1:32–1:64 и 
выше, в рнга от 1:25000) использовали для выделе-
ния из них иммуноглобулиновой фракции.

эритроциты, как биологические носители, тре-
буют щадящих условий обработки их поверхности, в 
связи с чем все этапы (формалинизация, танизация, 
сенсибилизация иммуноглобулинами, а также лио-
фильное высушивание препарата) осуществляли в 
течение длительного времени (до 1 сут) и с макси-
мальной осторожностью [1, 4]. в результате после 
контроля сублимации титр рнга с лиофилизирован-
ным препаратом оставался без изменений.

стандартная чувствительность рнга состав-
ляет 105–106 м.т./мл, что ниже чувствительности 
таких иммунологических тестов, как иФа или им-
муноблоттинг. однако, по нашему мнению, именно 
относительно невысокая чувствительность метода 
гемагглютинации позволяет избежать проблемы 
перекрестной реактогенности микромицетов, свя-
занной с монотонностью полисахаридных структур 
(хитина, маннанов, β-глюканов и т.д.) поверхности 
их клеток [7].

для внедрения разработанного препарата в 
практику необходимо оценить его функциональные 
свойства, эффективность, качество и безопасность 
при использовании для идентификации с помощью 
рнга возбудителей кокцидиоидомикоза и гисто-
плазмоза в выделенных культурах микромицетов, 
клиническом и биологическом материале. 

с этой целью экспертами гбоу дпо рмапо 
минздрава россии проведены технические испыта-
ния «набора реагентов. диагностикум эритроцитар-
ный кокцидиоидомикозный и гистоплазмозный су-
хой» как медицинского изделия, подтвердившие его 
соответствие национальным и нормативным доку-
ментам в части требований безопасности и эффектив-
ности, а также нормированным техническим харак-
теристикам (спецификации) изготовителя изделия, а 
затем совместно с сотрудниками Фкуз роснипчи 
«микроб» проведены клинические испытания пред-
ложенного диагностикума.

для определения диагностической чувствитель-
ности препарата использовали суспензии микро-
мицетов и бактериальных клеток представленных 
выше штаммов в концентрации 3,12·106 кл/мл при 
выполнении микроварианта рнга, и в концентра-
ции 1,56·106 кл/мл при использовании макровари-
анта рнга. в связи с отсутствием на территории 
россии клинических случаев кокцидиоидомикоза и 
гистоплазмоза для испытания диагностикума также 
готовили суспензии органов от экспериментально 
полученных биопроб, в которых наиболее вероятно 
присутствие возбудителей особо опасных микозов в 
реальных условиях, а также искусственно контами-
нированного патогенами и гетерологичными микро-
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организмами клинического материала.
результат учитывали как положительный при 

формировании сенсибилизированными эритроцита-
ми на дне лунок характерного «зонтика», в отличие 
от точечных скоплений эритроцитов на дне лунки 
при отрицательном результате и в контроле. рнга 
считали специфичной, если в ртнга при одномо-
ментном исследовании агглютинация отсутствовала 
или наблюдалась в меньшем (не менее чем на 3–4), 
по сравнению с рнга, числе лунок (рисунок).

в ходе клинических испытаний «набора реа-
гентов. диагностикум эрироцитарный кокцидиоидо-
микозный и гистоплазмозный иммуноглобулиновый 
сухой» проведены исследования 246 проб, содержа-
щих инактивированные штаммы C. immitis, C. posa-
dasii, H. capsulatum, в том числе: 184 пробы чистых 
культур коллекционных штаммов C. immitis, C. posa-
dasii и H. capsulatum; 44 – биологического материа-
ла, полученного от зараженных экспериментальных 
животных; 18 – клинического материала, контами-
нированного возбудителями кокцидиоидомикоза и 
гистоплазмоза (табл. 1).

гетерологичные микроорганизмы были пред-
ставлены чистыми культурами возбудителей (58 
проб); 12 проб содержали биологический материал, 

полученный от экспериментальных животных; 12 
проб представляли собой исследования клиническо-
го материала (табл. 2).

в единичных случаях (по 1 штамму при изуче-
нии серий 1-го и 2-го диагностикума) чувствитель-
ность микроварианта рнга составила 6,25∙106 кл/мл, 
что не позволило учесть этот результат реакции как 
положительный.

при изучении диагностической эффективности 
«набора реагентов. диагностикум эрироцитарный 
кокцидиоидомикозный и гистоплазмозный иммуно-
глобулиновый сухой» оказалось, что его диагности-
ческая чувствительность составила не менее 99,0 % 
с доверительной вероятностью 90 %; диагностиче-
ская специфичность – не менее 98,0 % с довери-
тельной вероятностью 90 %. внутрипостановочная, 
межпостановочная и межсерийная воспроизводи-
мость для всех положительных образцов состави-
ла 100 %.

таким образом, «набор реагентов. диагно-
стикум эритроцитарный кокцидиоидомикозный и 
гистоплазмозный иммуноглобулиновый сухой» обе-
спечивает выявление в рнга клеток возбудителей 
кокцидиоидомикоза и гистоплазмоза в концентра-
циях, эквивалентных по отраслевому стандарту мут-
ности осо 42-28-85 Фгбу «нцэсмп» минздрава 
россии 1,56·106 кл/мл макрометодом и 3,12·106 кл/мл 
микрометодом и не выявляет гетерологичные микро-
организмы в концентрациях, эквивалентных по от-
раслевому стандарту мутности осо 42-28-85 Фгбу 
«нцэсмп» минздрава россии 5·107 кл/мл. 

в ходе клинических испытаний «набора реа-
гентов. диагностикум эрироцитарный кокцидиоидо-
микозный и гистоплазмозный иммуноглобулиновый 
сухой» установлено его соответствие назначению, а 
именно – идентификации возбудителей кокцидиои-
домикоза и гистоплазмоза в выделенных культурах 
микромицетов и биологическом материале методом 
реакции непрямой гемагглютинации, что позволяет 
рекомендовать данный препарат к использованию в 
широкой лабораторной сети.

результаты рнга с «набором реагентов. диагностикум эритро-
цитарный кокцидиоидомикозный и гистоплазмозный иммуно-
глобулиновый сухой» по выявлению возбудителей кокцидиои-
домикоза и гистоплазмоза:
в горизонтальных рядах сверху вниз: С. posadasii 36-S, C. posadasii 51, 
C. immitis 46, C. immitis M-11, H. apsulatum var. capsulatum 6652, H. cap-
sulatum var. capsulatum G-185, H. capsulatum var. duboisii 638, H. capsula-
tum var. farciminosum12-89 в концентрации от 1·109 до 1·108 кл/мл

Таблица 1

результаты исследования в рнГа с «набором реагентов. Диагностикум эритроцитарный кокцидиоидозный  
и гистоплазмозный иммуноглобулиновый сухой» проб, содержащих возбудителей кокцидиоидомикоза и гистоплазмоза

наименование проб кол-во проб

положительный ответ в рнга* (абсолютное число)

набор реагентов.  
диагностикум эритроцитарный кокцидиоидозный 
и гистоплазмозный иммуноглобулиновый сухой

результат  
микологического  

исследования
серия 1 серия 2

пробы, содержащие C. immitis, C. posadasii, H. capsulatum 
в концентрациях 3,12·106 и 1,56·106 кл/мл 184 98,91 % (91) 98,91 % (91) 100 % (184)

пробы клинического материала, искусственно контамини-
рованные C. immitis, C. posadasii, H. capsulatum в концен-
трации 3,12·106 и 1,56·106 кл/мл

18 100 % (9) 100 % (9) 100 % (18)

пробы биологического материала от биопроб с экспери-
ментальным кокцидиоидомикозом и гистоплазмозом 44 100 % (22) 100 % (22) 100 % (44)

Всего проб/в том числе положительных 246/244 99,18 % (122) 99,18 % (122) 100 % (246)

* за положительный результат рнга при постановке макрометодом принимали титр реакции, соответствующий концентрации клеток возбуди-
телей кокцидиоидомикоза и гистоплазмоза 1,56·106 кл/мл, микрометодом – 3,12∙106 кл/мл.
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Таблица 2

результаты изучения в рнГа с «набором реагентов. Диагностикум эритроцитарный кокцидиоидозный  
и гистоплазмозный иммуноглобулиновый сухой» проб, содержащих гетерологичные микроорганизмы

наименование проб число проб

отрицательный ответ в рнга (абсолютное число)

набор реагентов.  
диагностикум эритроцитарный кокцидиоидозный 
и гистоплазмозный иммуноглобулиновый сухой

результат  
культурального  
исследования

серия 1 серия 2

пробы, содержащие A. (Mycocladus) hyalospora, A. flavus, 
A. fumigatus, F. avenaceum, F. culmorum, F. sambucinum, 
G. zeae, G. candidum, M. manginii, P. variottii, P. citreoviri-
dae, P. citrinum, P. chrysogenum, P. verrucosa, R. microspo-
rus, S. brevicaulis, T. crateriforme, B. suis, Y. enterocolitica, 
Y. pseudotuberculosis, B. pseudomallei, B. mallei в концен-
трации 5,0·107 кл/мл

58 100 % (29)* 100 % (29) 100 % (58)

пробы биологического материала, содержащие P. citreo-
viridae в концентрации 5,0·107 кл/мл 12 100 % (6) 100 % (6) 100 % (12)

пробы клинического материала, содержащие P. citreoviri-
dae в концентрации 5,0·107 кл/мл 12 100 % (6) 100 % (6) 100 % (12)

Итого исследованных проб 82 100 % (41) 100 % (41) 100 % (82)

*в скобках представлено абсолютное число отрицательных в рнга проб.



Проблемы особо опасных инфекций. 2017, вып. 3

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

в настоящее время вопросы биологической 
безо пасности получили статус проблемы националь-
ного и международного уровней. научно обоснован-
ная политика нашего государства в этой области на-
правлена на поддержание высокой степени биологи-
ческой безопасности населения страны. 

к приоритетным направлениям государствен-
ной политики относятся выявление, анализ, прогно-

зирование, внедрение единых критериев оценки и 
ранжирования рисков, связанных с негативным воз-
действием химических и биологических факторов, и, 
соответственно, осуществление комплекса меропри-
ятий по нейтрализации химических и биологических 
угроз, предупреждению или минимизации рисков 
негативного воздействия химических и биологиче-
ских факторов, повышению защищенности населе-

Пробл. особо опасных инф. 2017; 3:80–84. DOI: 10.21055/0370-1069-2017-3-80-84

удк 378.3:614.8

е.В.растунцева, л.а.Тихомирова, е.В.сазанова 

Пути Снижения риСков инфицирования При оБучении раБоте  
С МикроорганизМаМи I–II груПП ПатогенноСти (оПаСноСти)

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

минимизация рисков заражения при подготовке специалистов для работы с микроорганизмами – возбуди-
телями особо опасных инфекционных болезней – одна из основных задач сотрудников отдела образовательных 
программ и подготовки специалистов Фкуз роснипчи «микроб». целью статьи явилась необходимость проа-
нализировать пути снижения рисков инфицирования возбудителями особо опасных инфекций слушателей курсов 
и преподавателей при обучении работе с этой группой микроорганизмов. выявлены приоритетные направле-
ния: обучение с использованием слабовирулентных, авирулентных штаммов возбудителей особо опасных ин-
фекционных болезней, а также рекомбинантных штаммов непатогенных бактерий; использование современного 
инженерно-технического оборудования; создание у специалистов устойчивых навыков работы с пба и воспита-
ние профессионально важных качеств в ходе реализации существующих образовательных программ. определен 
оптимальный подход к оценке надежности профессиональной деятельности персонала, работающего с пба I–II 
групп патогенности, для чего разработан алгоритм определения уровня профессиональной подготовленности 
персонала, допускаемого к работам с пба I–II групп, созданы профессиограммы профессиональных групп работ-
ников, допускаемых к работам с пба I–II групп. разработанные методики экспертной оценки профессионально 
важных качеств персонала позволяют провести их идентификацию с использованием наборов психологических 
тестов и имеют значение для целей профотбора и профориентации специалистов как при устройстве на работу, 
так и при обучении, а также позволяют снизить риски, связанные с влиянием человеческого фактора.

Ключевые слова: биологическая безопасность, патогенные биологические агенты, риск, подготовка специали-
стов, образовательные программы.
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E.V.Rastuntseva, L.A.Tikhomirova, E.V.Sazanova

Ways to Reduce the Risks of Infection While Training for Work with Microorganisms  
of the I–II Groups of Pathogenicity (Hazard)
Russian Research Anti-Plague Institute “Microbe”, Saratov, Russian Federation

Minimization of risks of infection when training the specialists to work with microorganisms – agents of particularly dangerous 
infectious diseases – is one of the key objectives for staff members of the Department for specialists training and curricula develop-
ment at the FGHI RusRAPI “Microbe”. The paper discusses the ways to reduce the risks of infection with agents of particularly dan-
gerous infectious diseases among the attendee and the tutors of qualification courses while studying how to work with this group of 
microorganisms. Outlined are priority areas: usage of attenuated, avirulent strains of the agents, as well as recombinant strains of non-
pathogenic bacteria; exploitation of the state-of-the-art technical equipment; insure the skills of safe PBA handling and professionally 
significant traits of character in the process of realization of currently existing academic programs. Identified has been the optimum 
approach to the assessment of reliability and safety of professional activities among the personnel working with PBA of the I–II groups 
of hazard. Developed has been the algorithm for competence level evaluation in the specialists who are allowed to work with PBA of 
the I–II groups of hazard; job profile diagrams have been charted. Designed methods of expert evaluation of professionally significant 
skills and traits of the staff provide for personnel identification using a range of psychological tests and play an important role in vo-
cational selection and orientation, both during the job placement and advanced training of the staff, as well as in the reduction of risks 
associated with the factor of human error.
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ния и окружающей среды (письмо президента рФ 
№ пр-2573 от 01.11.2013 г. «основы государствен-
ной политики в области обеспечения химической и 
биологической безопасности российской Федерации 
на период до 2025 года и дальнейшую перспекти-
ву»). снижение рисков инфицирования при обуче-
нии специалистов, работающих с возбудителями 
особо опасных инфекционных болезней, является 
одной из основных задач сотрудников отдела обра-
зовательных программ и подготовки специалистов 
Фкуз роснипчи «микроб». 

цель статьи – определение приоритетных на-
правлений снижения рисков инфицирования возбу-
дителями особо опасных инфекций (оои) слушате-
лей курсов и преподавателей при обучении работе с 
этой группой микроорганизмов. 

российскими специалистами накоплен огром-
ный опыт в вопросах минимизации рисков условий 
труда персонала микробиологических лаборато-
рий, работающих с микроорганизмами I–II групп 
патогенности. пересмотрены, вновь разработаны 
и внедрены в практику положения, правила и ин-
струкции, регламентирующие работу с болезнетвор-
ными микроорганизмами, в том числе и санитарно-
эпидемиологические правила «безопасность работы 
с микроорганизмами I–II групп патогенности (опас-
ности)» (сп 1.3.3118-13).

правила противоэпидемического режима при 
работах с микроорганизмами I–II групп патогенно-
сти действуют длительное время. одним из наибо-
лее важных моментов является постоянное совер-
шенствование теоретических знаний и практиче-
ской подготовки персонала, работающего с микро-
организмами, поддержание и углубление навыков 
безопасной работы с патогенными биологическими 
агентами  (пба) и постоянный мониторинг за со-
блюдением требований биологической безопасно-
сти. персонал опасного объекта должен иметь вы-
сокий уровень профессиональной и специальной 
подготовки по вопросам биологической безопасно-
сти, микробиологии, эпидемиологии и лабораторной 
диагностике возбудителей особо опасных инфекци-
онных болезней.

обучение специалистов осуществляется в про-
тивочумных институтах российской Федерации и 
астраханской противочумной станции, имеющих 
нормативную и материальную базы, а также квали-
фицированных преподавателей. в настоящее время 
в соответствии с действующими нормативными до-
кументами допуск к работе с пба I–II групп пато-
генности получают сотрудники, окончившие курсы 
профессиональной переподготовки с освоением 
методов безопасной работы с возбудителями особо 
опасных инфекционных болезней. 

в Фкуз роснипчи «микроб» на курсах про-
фессиональной переподготовки по специальностям 
«бактериология с основами работы с пба I–II групп 
патогенности (опасности)», «эпидемиология с осно-
вами работы с пба I–II групп патогенности (опасно-

сти)», «лабораторное дело. особо опасные инфек-
ции» и курсах повышения квалификации различной 
направленности преподавание ведется ведущими со-
трудниками института. подавляющее большинство 
преподавателей имеет кандидатские и докторские 
ученые степени. 

обучение специалистов должно проходить в 
условиях соблюдения правил и норм биологической 
безопасности при работе с патогенными биологиче-
скими агентами. одним из обязательных факторов, 
обеспечивающих минимизацию рисков инфициро-
вания слушателей курсов пба, является профессио-
нальная подготовка преподавательского состава, в 
значительной степени обусловленная уровнем вла-
дения профессиональными техническими приемами 
и знанием возможных источников и механизмов за-
ражения для окружающих [4].

в отделе образовательных программ и подго-
товки специалистов за годы работы (более 90 лет) 
сложился определенный алгоритм подготовки вновь 
пришедших в отдел преподавателей. научные со-
трудники знакомятся с разработанным методиче-
ским материалом: инструкциями и планами меро-
приятий по действиям в чрезвычайных ситуациях 
применительно к специфике работы отдела, мето-
дическими рекомендациями, составленными специ-
ально для преподавательского состава отдела, систе-
мами операционных процедур, где подробно описа-
ны правила соблюдения требований биологической 
безопасности при проведении микробиологических 
работ. ежеквартально сотрудник, ответственный за 
соблюдение противоэпидемического режима в отде-
ле, проводит инструктажи для специалистов по во-
просам биологической безопасности. 

вновь принятые в отдел преподаватели сначала 
становятся дублерами более опытных сотрудников в 
процессе курации работы слушателей курсов в зале 
для лабораторных занятий и блоке для инфициро-
ванных животных, и только после получения про-
фессиональных практических навыков допускаются 
к самостоятельной работе.

в отделе образовательных программ и подго-
товки специалистов к проведению определенных 
практических занятий привлекаются также сотруд-
ники среднего звена – лаборанты и дезинфекторы, 
имеющие значительный опыт работы.

инженерно-технические работники и дезин-
фекторы структурных подразделений, работающих 
с пба, проходят специальную подготовку по био-
логической безопасности по месту работы в соот-
ветствии с должностными обязанностями. в отделе 
образовательных программ и подготовки специали-
стов разработана и осуществляется специальная 
программа подготовки медицинского дезинфектора 
с учетом специфики работы. программа включает 
теоретические и практические занятия и рассчитана 
на 490 часов обучения. 

в результате исследований, проведенных пре-
подавателями отдела, определен оптимальный ком-
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плексный подход к оценке надежности профессио-
нальной деятельности персонала, работающего с 
пба I–II групп. для этого разработан алгоритм 
определения уровня (класса) профессиональной 
подготовленности персонала, допускаемого к ра-
ботам с пба I–II групп [2]. предложенный подход 
позволил формализовать оценку уровня подготовки 
специалиста, с помощью методов математической 
обработки результатов тестирования или экспертной 
оценки количественно оценить уровень подготовлен-
ности сотрудника и риск нарушения подготовленно-
сти. созданы профессиограммы профессиональных 
групп работников, допускаемых к работам с пба 
I–II групп, проведен анализ результатов профессио-
графии, регламентированных профессиональных 
обязанностей, квалификационных требований, ре-
альных условий труда. на основе психологических 
характеристик сформирован перечень базовых про-
фессионально важных личностных качеств работни-
ков из пяти профессиональных групп, допускаемых 
к работам с пба I–II групп. определены базовые 
профессионально важные качества (пвк), прису-
щие работникам различных специальностей, рабо-
тающих с пба. разработаны методики экспертной 
оценки пвк для персонала пяти профессиональных 
групп. полученные результаты позволяют провести 
идентификацию пвк с использованием наборов 
психологических тестов. 

итоги психодиагностического обследования 
специалистов предназначены к использованию для 
прогноза надежности профессиональной деятельно-
сти, подбора системы мер индивидуального управле-
ния с учетом межличностных отношений в коллекти-
ве, определения комплекса факторов, влияющих на 
психологическое благополучие и реализацию про-
фессиональных возможностей работника, создания 
основы продуктивного психологического сопрово-
ждения на различных этапах профессиональной дея-
тельности. полученные данные имеют значение для 
целей профотбора и профориентации специалистов 
как при устройстве на работу, так и при обучении и 
позволяют снизить риски, связанные с влиянием че-
ловеческого фактора. на их основании составлены 
методические рекомендации по идентификации про-
фессионально важных качеств у лиц, принимаемых 
на работу с патогенными биологическими агентами 
или оформляющих допуск к работе с ними.

в процессе обучения на курсах профессиональ-
ной переподготовки у будущих специалистов фор-
мируют необходимые знания, умения и навыки по 
созданию таких условий работы и поведения, кото-
рые гарантировали бы высокую работоспособность 
и сохранность жизни и здоровья как в штатных, так 
и в экстремальных ситуациях в условиях вероятных 
биологических опасностей [1].

снижение рисков инфицирования пба слуша-
телей курсов и преподавателей, а также контамина-
ции микроорганизмами окружающей среды достига-
ется за счет использования современного оборудова-

ния для бактериологической работы. рабочие столы 
микробиологов в зале для практических занятий 
заменены на боксы микробиологической безопасно-
сти (бмб) класса II, типа в2. все стеклянные состав-
ляющие оборудования бмб, необходимые для про-
ведения микробиологической работы (флаконы для 
красителей, емкости для дезинфицирующих раство-
ров, пастеровские пипетки, шпатели) заменены на 
пластиковые, что исключает риск повреждения за-
щитных костюмов и кожных покровов операторов. 

существенное внимание уделяется обеспече-
нию мер биологической безопасности при обучении 
слушателей курсов работе с экспериментальными 
животными. в блоке для работы с инфицированны-
ми пба животными, где осваивают и отрабатывают 
методы заражения возбудителями оои и вскрытия 
инфицированных животных, в боксе для содержа-
ния инфицированных животных установлены ме-
таллические клетки типа GE для содержания мел-
ких грызунов. клетки герметичные, вентилируемые, 
функционирующие при постоянном отрицательном 
давлении и удерживающие режим давления при от-
ключении от вентиляционного стеллажа. клетки обо-
рудованы нера фильтрами на вытяжных клапанах. 
использование данного оборудования препятствует 
контаминации окружающей среды микроорганизма-
ми, выделяющимися в процессе жизнедеятельности 
инфицированных животных.

в программе профессиональной переподготов-
ки предусмотрено обучение специалистов теорети-
ческим основам и практическим методам работы 
с возбудителями оои. в программу входит такой 
раздел, как освоение методических приемов при 
работе с материалом, контаминированным возбу-
дителями оои, который предусматривает выработ-
ку устойчивых навыков работы с пба и позволяет 
сформировать у слушателя чувство опасности и 
высокой социальной ответственности за предпри-
нимаемые действия.

обучение методам лабораторной диагностики 
возбудителей оои должно быть максимально при-
ближенным к условиям реальной деятельности, 
включая освоение всех этапов лабораторного диа-
гноза – от подготовки проб исследуемого материа-
ла до идентификации возбудителя до рода и вида. 
учебные программы профессиональной переподго-
товки специалистов по оои составлены таким об-
разом, что изучение культур возбудителей I–II групп 
патогенности и вызываемых ими инфекционных 
болезней начинается после освоения требований 
нормативной документации по безопасной работе 
с пба, приобретения навыков обеспечения биоло-
гической безопасности при выполнении манипуля-
ций с инфицированным материалом во время всех 
общепринятых и специальных бактериологических, 
биологических, иммунологических, генетических и 
других методов исследования. после цикла лекций 
о проблеме биологической безопасности и методах 
ее обеспечения при работе с микроорганизмами I–II 
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групп патогенности, демонстрации правил работы с 
данной группой возбудителей со всеми специфиче-
скими особенностями (техники посевов, пипетиро-
вания инфицированного материала, приготовления 
мазков из культур микроорганизмов, заражения и 
вскрытия лабораторных животных и др.), слушате-
ли курсов осваивают и отрабатывают методические 
приемы сначала с неинфицированным материалом, 
затем с использованием пба III–IV групп патоген-
ности. для этого предназначены специальные разде-
лы (модули) программы. 

на начальных этапах обучения слушатели кур-
сов профессиональной переподготовки не владеют 
навыками выполнения микробиологических мани-
пуляций в соответствии с требованиями биологиче-
ской безопасности. это провоцирует риск аварий-
ных ситуаций. нами установлено, что 88,3 % аварий 
во время практических занятий (при работе за ла-
бораторным столом и в блоке для инфицированных 
животных) явились следствием невнимательности, 
неаккуратности, недостаточного владения навыками 
безопасной лабораторной работы обучающихся [4]. 

в процессе обучения слушатели курсов изуча-
ют алгоритм ликвидации различных видов аварий 
при работах с пба. помимо теоретического ма-
териала в программу курсов профессиональной 
переподготовки включено практическое занятие, в 
ходе которого моделируется аварийная ситуация. 
преподавателями составляется план тренировочно-
го занятия по ликвидации аварии при работе с пба 
I–II групп патогенности. сценарий занятия коррек-
тируют члены комиссии по соблюдению правил 
биологической безопасности института и утверж-
дает директор института. 

преподаватели демонстрируют алгоритм дей-
ствий, проводимых с момента возникновения ава-
рии до окончания ее ликвидации, включая схему 
оповещения о произошедшей аварии. проводимые 
действия сопровождаются комментариями препода-
вателя. в заключение проводится обсуждение заня-
тия со слушателями курсов и даются ответы на воз-
никающие вопросы. к проведению тренировочного 
занятия подключают кураторов подразделения по 
биологической безопасности.

в связи с возрастающими потребностями по 
созданию надежной системы обеспечения биологи-
ческой безопасности для минимизации рисков инфи-
цирования пба в процессе обучения, сотрудниками 
отдела проводится работа по подбору коллекции 
штаммов микроорганизмов со сниженной вирулент-
ностью или авирулентных, которые позволили бы 
обеспечить адекватную подготовку специалистов 
в области лабораторной диагностики особо опас-
ных инфекций, а также расширить перечень мани-
пуляций, необходимых слушателям для освоения. 
е.в.сазановой и соавт. [3] было сформулировано 
понятие «учебного штамма» – оптимального объ-
екта для обучения микробиологии и лабораторной 
диагностике микроорганизмов на практических за-

нятиях. в качестве «учебного штамма» деклариру-
ется авирулентный или аттенуированный штамм, 
обладающий комплексом свойств, необходимых для 
проведения индикации, идентификации возбудителя 
оои в полном объеме и его дифференциальной диа-
гностики с родственными видами микроорганизмов, 
чувствительный к антибактериальным препаратам, 
используемым для неспецифической профилактики. 

в настоящее время сотрудниками отдела обра-
зовательных программ и подготовки специалистов 
ведется работа по созданию «панелей» учебных 
штаммов возбудителей чумы и холеры и разработке 
стандартных учебных образцов, имитирующих про-
бы биологического материала и объектов внешней 
среды, для освоения лабораторной диагностики оои 
с последующим оформлением соответствующих ме-
тодических рекомендаций. это позволит в полной 
мере реализовать планы обучения и снизить биоло-
гические риски во время практических занятий.

во время обучения на курсах профессиональной 
переподготовки и повышения квалификации слу-
шатели осваивают не только традиционные микро-
биологические методы лабораторной диагностики 
микроорганизмов, но и молекулярно-генетические, 
иммунобиологические методы индикации пба. по 
программе «полимеразная цепная реакция (пцр) в 
диагностике инфекционных болезней и индикации 
патогенных микроорганизмов» проводят подготов-
ку специалистов методам генной диагностики оои, 
что требует максимально приближенных к действи-
тельности условий обучения. для этого необходимо 
освоение всех этапов исследования, в том числе и 
подготовки проб образцов исследуемого материала. 
согласно действующим нормативным документам, в 
качестве имитаторов пба не могут быть использо-
ваны патогенные микроорганизмы. 

для решения этой проблемы возможно исполь-
зование авирулентных или слабовирулентных штам-
мов пба или рекомбинантных штаммов на основе 
непатогенных видов бактерий. 

для обучения индикации возбудителя холеры 
на практических занятиях по пцр-диагностике ис-
пользуются штаммы E. coli, содержащие рекомби-
нантные плазмиды с фрагментами ctxA и tcpA генов 
холерного вибриона. применение этих штаммов 
позволяет освоить все этапы пцр-анализа, включая 
и этап подготовки проб, а также устраняет возмож-
ность инфицирования обучающихся возбудителем 
холеры.

в итоге при анализе предпринимаемого ком-
плекса мер по снижению рисков инфицирования в 
процессе обучения работе с пба I–II групп пато-
генности нами выделены следующие приоритетные 
направления: обучение с использованием слабови-
рулентных и авирулентных штаммов возбудителей 
особо опасных инфекционных болезней, а также 
рекомбинантных штаммов на основе непатогенных 
бактерий; современное инженерно-техническое 
обеспечение микробиологических работ; создание 
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устойчивых навыков работы с пба и воспитание 
профессионально важных качеств у слушателей кур-
сов в ходе образовательного процесса.

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

список литературы
1. ляпин м.н. теоретические основы биологической безо-

пасности: формирование базовых положений. Биозащита и био-
безопасность. 2014; 2(19):18–32.

2. малюкова т.а., тихомирова л.а., лоцманова е.Ю., 
бойко а.в. сравнительная характеристика профессиограмм со-
трудников, допускаемых к работе с пба I–II групп патогенно-
сти. Биозащита и биобезопасность. 2012; 1(10):47–9.

3. сазанова е.в., малюкова т.а., попов Ю.а. учебные 
штаммы Yersinia pestis: критерии подбора, принципы примене-
ния. Пробл. особо опасных инф. 2014; 3:38–41.

4. сазанова е.в., бойко а.в., малюкова т.а., лоцманова 
е.Ю. пути снижения вероятности возникновения аварийных 
ситуаций при подготовке специалистов для работы с возбудите-
лями I–II групп патогенности. Биозащита и биобезопасность. 
2012; 1(10):16–20.

References 
1. Lyapin M.N. [Theoretical basis of biological safety: formulation of 

fundamental principles]. Biozashchita i Biobezop. 2014; 2(19):18–32. 
2. Malyukova T.A., Tikhomirova L.A., Lotsmanova E.Yu., Boiko 

A.V. [Comparative characteristics of the job profile diagrams of the person-
nel allowed to work with PBA of the I–II groups of hazard]. Biozashchita i 
Biobezop. 2012; 1(10):47–49.

3. Sazanova E.V., Malyukova T.A., Popov Yu.A. [Dummy Yersinia 
pestis strains: selection criteria, usage guidelines]. Probl. Osobo Opasn. Infek. 
2014; 3:38–41. 

4. Sazanova E.V., Boiko A.V., Malyukova T.A., Lotsmanova E.Yu. 
[Ways to reduce the possibility of emergency situations in the process of spe-
cialists training for work with the agents of the I–II groups of pathogenicity]. 
Biozashchita i Biobezop. 2012; 1(10):16–20.

Authors:
Rastuntseva E.V., Tikhomirova L.A., Sazanova E.V. Russian Research 

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

об авторах:
Растунцева Е.В., Тихомирова Л.А., Сазанова Е.В. российский 

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

поступила 26.05.17.



МИКРОБИОЛОГИЯ

852017, issue 3

известно, что структурный компонент клеточ-
ной стенки грамотрицательных бактерий – липопо-
лисахарид (лпс) – является основным патогенети-
ческим фактором чумного микроба [1, 11, 12]. лпс 
относится к биологически активным веществам опо-
средованного действия. для проявления его токсиче-
ских свойств необходимо отделение лпс от внеш-
ней мембраны бактерий и представление рецепто-
рам иммунокомпетентных клеток макроорганизма в 
свободной функционально-активной форме [11]. по 
современным представлениям источником свобод-
ной формы лпс в условиях макроорганизма явля-
ются не разрушенные, а живые бактерии, способные 
выделять лпс во внешнюю среду, подобно секре-

ции экзотоксинов белковой природы. примером мо-
жет служить возбудитель Klebsiella pneumonia [13]. 
вирулентные штаммы этого патогена продуцируют 
экстрацеллюлярный комплекс капсульного вещества, 
в состав которого входит токсический компонент – 
лпс. Формирование этого комплекса происходит на 
всех фазах роста бактерий и является естественным 
продуктом их жизнедеятельности. что касается воз-
будителя чумы, известно, что большинство факторов, 
определяющих его вирулентные свойства, кодирует-
ся тремя резидентными плазмидами – pMT1, pCD1 и 
pPCP1 [2, 4, 9]. как правило, это белки, которые экс-
понируются на поверхности мембраны бактерий или 
же секретируются за ее пределы. так, плазмида pCD1 
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целью работы является изучение роли резидентных плазмид pMT1, pCD1 и pPCP1в образовании экстрацел-
люлярной формы липополисахарида (лпс) Yersinia pestis. материалы и методы. работа выполнена на штамме 
Y. pestis EV76 (pMT1, pCD1 и pPCP1), содержащем полный набор плазмид, бесплазмидном варианте Y. pestis 
EV76 (pMT1–, pCD1–, pPCP1–) и изогенных клонах, содержащих одну плазмиду: Y. pestis EV76 (pMT1), Y. pestis 
EV76 (pCD1), Y. pestis EV76 (pPCP1). о присутствии внеклеточной формы лпс в среде икубации клеток Y. pestis 
EV76 судили по токсичности супернатантов для биопробных животных и по реакции LAL-теста. результаты 
и выводы. установлено, что экстрацеллюлярную форму лпс образуют 37-градусные культуры Y. pestis EV76 
полноценного штамма и вариантов, содержащих pMT1 или pCD1 плазмиды. культуры, лишенные плазмид, и 
вариант, содержащий плазмиду pPCP1, такой способностью не обладают. по результатам LAL-теста процесс 
отделения лпс от мембраны клеточной стенки во внешнюю среду сопряжен с транслокацией белков, кодируе-
мых плазмидами pMT1и pCD1, и является естественной формой жизнедеятельности клеток чумного микроба. 
участие плазмиды pCD1 в реализации токсического потенциала лпс Y. pestis установлено впервые.
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Objective of the study is to investigate the role of resident plasmids pMT1, pCD1, and pPCP1 in the production of extracellular 
form of Yersinia pestis lipopolysaccharide (LPS). Materials and methods. The experiments have been performed using Y. pestis strain 
EV76 (pMT1, pCD1, pPCP1), carrying the whole plasmid set, as well as plasmid-free Y. pestis variant EV76 (pMT1-, pCD1-, pPCP1-), 
and isogenic clones, harbouring only one plasmid: Y. pestis EV76 (pMT1); Y. pestis EV76 (pCD1); Y. pestis EV76 (pPCP1). The pres-
ence of extracellular LPS in the incubation medium of Y. pestis EV76 cells has been confirmed by supernatant toxicity for laboratory 
animals and also by LAL-test reaction. Results and conclusions. It has been established that LPS extracellular form is produced by 
37 °C Y. pestis EV76 cultures of the initial strain and its variants, carrying pMT1 or pPCP1 plasmid. Plasmid-free cultures and variant 
harbouring pCPP1 plasmid are deprived of such ability. The results of LAL-test has shown that the process of LPS separation from cell 
wall membrane into the environment is associated with translocation of proteins encoded by pMT1 and pCD1 plasmids and constitutes 
a natural form of existence of Y. pestis cells. The involvement of pCD1 plasmid in realization of the toxic potential of Y. pestis LPS 
has been established for the first time ever. 
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кодирует белки системы секреции III типа (T3SS) и 
эффекторные белки – Yops [9]. плазмида пестици-
ногенности pPCP1 уникальна для чумного микро-
ба, содержит pla и pst гены. бактериоцинпестицин 
секретируется во внешнюю среду, а протеаза Pla 
локализуется на внешней мембране клеток чумно-
го микроба, и ее активность регулируется высоко-
температурным лпс [4]. плазмида pMT1 кодирует 
два важных видоспецифических белка – фракцию 
I (Caf1) и мышиный токсин (Ymt, мт). Фракция I 
формирует на поверхности микроба капсулу, которая 
не имеет жесткой связи с поверхностными структу-
рами клетки, легко отделяется от них и диффунди-
рует во внешнюю среду [2, 5]. примечательно, что 
в состав капсульного вещества входят две токсиче-
ские субстанции Y. pestis – Ymt и лпс [8]. логично 
было предположить, что токсигенность вирулентных 
штаммов Y. pestis, как и способность клетки выраба-
тывать и выделять за ее пределы эндотоксин, может 
быть связана с активностью резидентных плазмид 
чумного микроба.

для проверки этого предположения мы срав-
нили токсические свойства полноценного штамма 
Y. pestis EV76, содержащего весь набор плазмид 
(pMT1, pCD1, pPCP1), с его бесплазмидным вариан-
том. о присутствии функционально активной формы 
лпс судили по токсичности для биопробных живот-
ных супернатантов клеток, полученных в условиях, 
описанных нами ранее [3]. выбор Y. pestis EV76 для 
проведения исследования объясняется биологиче-
скими особенностями этого штамма. клетки Y. pestis 
EV76 не вызывают гибели животных при внутри-
брюшинном введении их белым мышам в количестве 
1·108 м.к. на мышь. в то же время, при внутривен-
ном введении или же под воздействием биологиче-
ски активного вещества (бав), присутствующего в 
эритроцитах крови и паренхиматозных органах мле-
копитающих, бактерии штамма Y. pestis EV76 спо-
собны вызывать инфекционный процесс, подобно 
вирулентным штаммам чумного микроба [6, 14, 15]. 
в дальнейших исследованиях выяснили, что бав 
изменяет конформацию молекул лпс, входящих в 
состав капсульной субстанции бактерий, и способ-
ствует переводу лпс из биологически инертной в 
токсически активную форму [8]. процесс трансфор-
мации токсических свойств лпс чумного микроба 
в этих условиях валиден процессу, происходящему 
in vivo при инфекционно-токсическом шоке. эту мо-
дель мы использовали для детекции лпс в среде ин-
кубации бактерий Y. pestis EV76. экспериментально 
установлено, что клетки Y. pestis EV76, содержащие 
полноценный набор плазмид, образуют экстрацел-
люлярную форму лпс, а бесплазмидные варианты 
такой способностью не обладают. Функциональная 
взаимосвязь между плазмидами и активностью эн-
дотоксина чумного микроба описана впервые [3]. 

данная работа является продолжением ранее на-
чатых исследований. цель ее заключается в изучении 
роли резидентных плазмид в образовании экстрацел-

люлярной формы лпс Y. pestis. для тестирования 
свободной формы лпс в среде инкубации бактерий 
использован LAL-тест, который широко применяется 
для выявления эндотоксина грамотрицательных бак-
терий в лекарственных препаратах и биологических 
жидкостях [7]. он характеризуется высокой чув-
ствительностью и специфичностью. минимальное 
количество лпс, катализирующее переход белков 
гемолимфы Limulus polyphemus в гелеобразное со-
стояние, составляет 0,125 EU/ml. впервые LAL-тест 
был включен в фармакопею сШа в 1985 г.

материалы и методы

объектом исследования служил штамм Y. pestis 
EV76 (pMT1, pCD1, pPCP1). из него получены бес-
плазмидный вариант (pMT1–, pCD1–, pPCP1–), а так-
же клоны с одной плазмидой: Y. pestis EV76 (pMT1), 
Y. pestis EV76 (pCD1), Y. pestis EV76 (pPCP1). 
отсутствие интеграции плазмид с хромосомной 
днк подтверждено методом пцр с праймерами, 
комплементарными плазмидным генам caf1 (плазми-
да pMT1), lcrV (плазмида pCD1) и pla (плазмида pP-
CP1). бесплазмидный вариант штамма Y. pestis EV76 
депонирован в государственной коллекции патоген-
ных бактерий под № км1279 (Фкуз роснипчи 
«микроб», саратов).

для тестирования лпс в исследуемых препара-
тах использовали два методических приема – модель 
инфекционно-токсического шока (биопробные живот-
ные) и LAL-тест. при использовании модели биопроб-
ных животных бактерии штамма Y. pestis EV76 и его 
изогенных вариантов с различным набором плазмид 
выращивали на питательной среде LB (Difco, сШа) в 
течение 18 ч при 37 °C. для перевода лпс в токсиче-
ски активную форму в гемолизированные эритроци-
ты крови человека вносили взвесь бактерий Y. pestis 
EV76 до конечной концентрации 1–5·1010 м.к./мл и 
инкубировали 3 ч при 37 °C. затем клетки осаждали 
центрифугированием (10 мин при 8000 об./мин), а су-
пернатант вводили внутрибрюшинно белым мышам 
в объеме 0,1 мл. о присутствии лпс в супернатантах 
судили по гибели животных в течение первых двух су-
ток наблюдения. каждая группа содержала 10 мышей. 
количество погибших животных выражали в процен-
тах. в тексте приведены крайние значения количества 
павших животных в процентах из 4–6 независимых 
определений. эксперименты на животных проводили 
в соответствии с «европейской конвенцией по защи-
те позвоночных животных, используемых для экспе-
риментальных и других научных целей» (страсбург, 
1986 г.), согласно «правилам проведения работ с ис-
пользованием экспериментальных животных» (при-
каз мз ссср № 755 от 12.08.1987 г.), Федеральному 
закону о защите животных от жестокого обращения от 
01.01.1997 г. и приказу мз рФ № 267 от 19.06.2003 г.

в экспериментах с LAL-тестом (набор 
E-TOXATE Sigma, сШа) культуры штамма Y. pestis 
EV76 и его изогенных вариантов с различным набо-
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ром плазмид также выращивали на питательной сре-
де LB (Difco, сШа) в течение 18 ч при 37 °C. взвесь 
бактерий концентрацией 1–5·1010 м.к./мл готовили 
на апирогенном (фармакопейном) физиологическом 
растворе NaCl и инкубировали 3 ч при 37 °C. затем 
клетки осаждали центрифугированием в течение 
10 мин при 8000 об./мин. в полученных супернатан-
тах тестировали лпс с помощью LAL-теста в соот-
ветствии с прилагаемой инструкцией. 

результаты и обсуждение

результаты сравнительного исследования токси-
ческих свойств Y. pestis EV76, содержащих и не содер-
жащих плазмиды pMT1, pCD1 и pPCP1, представлены 
в табл. 1. как следует из приведенных данных, оба те-
ста регистрируют лпс в супернатантах клеток Y. pes-
tis, имеющих полноценный набор плазмид. о при-
сутствии лпс на модели инфекционно-токсического 
шока свидетельствует 80–100 % гибель биопробных 
животных в течение первых двух суток наблюдения. 
Ферментативный LAL-тест регистрирует в суперна-
тантах активность лпс, равную 32,05 EU/ml. в то же 
время супернатанты бесплазмидного варианта Y. pes-
tis EV76 не токсичны для белых мышей и в LAL-тесте 
с этими пробами они также дают отрицательный ре-
зультат. на модели биопробных животных столь же 
четкие различия токсических свойств выявлены меж-
ду живыми и убитыми кипячением в течение 30 мин 
клетками полноценного штамма Y. pestis EV76. среда 
инкубации живых бактерий токсична для белых мы-
шей, а супернатанты, полученные после инкубации 
убитых клеток, токсическим эффектом не обладают. 
в этих же условиях при использовании LAL-теста по-
лучены неожиданные результаты: супернатанты как 
живых, так и убитых клеток Y. pestis EV76 давали по-
ложительную реакцию на лпс. причин нивелирова-

ния различий могло быть несколько. возможно, при 
кипячении взвеси бактерий часть микробных клеток 
разрушается, а лпс в доступной для действия фер-
мента форме выделяется в окружающую среду, что 
и регистрирует LAL-тест. вторая причина положи-
тельной реакции могла быть связана с присутствием 
незначительного количества микробных клеток в су-
пернатантах, которые всегда остаются после центри-
фугирования микробной взвеси. в опытах на живот-
ных присутствие 1·102–1·103 м.к./мл штамма Y. pestis 
EV76 не искажает результаты экспериментов. однако 
нельзя исключить, что LAL-тест, в отличие от модели 
инфекционно-токсического шока, реагирует не толь-
ко со свободной формой лпс, но и со связанным с 
поверхностью клеточной стенки бактерий лпс. с це-
лью проверки этого предположения выполнены сле-
дующие эксперименты. прежде всего, из супернатан-
тов, содержащих свободную форму лпс, были уда-
лены клетки Y. pestis EV76. для этого пробы фильтро-
вали через стерильные мембранные фильтры Millex 
GR (0,22 µm, «Merck» Millipore Ltd), c контрольным 
высевом на наличие живых клеток, а в полученных 
фильтратах определяли наличие лпс LAL-тестом и 
опытах на биопробных животных. оба метода под-
твердили присутствие лпс в бесклеточных фильтра-
тах полноценного штамма Y. pestis EV76.

для того чтобы исключить влияние разрушен-
ных клеток, условия постановки опытов были из-
менены следующим образом. взвесь клеток Y. pestis 
EV76, приготовленную на физиологическом рас-
творе (1·1010 м.к./мл), осаждали центрифугирова-
нием, клетки ресуспендировали в свежем физиоло-
гическом растворе, а затем убивали кипячением в 
течение 30 мин, после этого инкубировали 3 ч при 
37 °с, снова осаждали центрифугированием и оце-
нивали полученный супернатант с помощью LAL-
теста. параллельно такую же схему получения су-
пернатанта применили для живой культуры Y. pestis 
EV76. реакция LAL-теста была положительной в 
обоих случаях. можно предположить, что суперна-
танты живых и убитых клеток отличаются по коли-
чественному содержанию лпс. однако титрование 
проб для определения концентрации лпс выявило 
в обоих супернатантах одинаковое количество лпс, 
равное 32,05EU/ml.

таким образом, полученные результаты свиде-
тельствуют о том, что LAL-тест вступает в реакцию 
как со свободной формой лпс, так и с лпс, свя-
занным с поверхностью клеточной стенки бактерий 
чумы. результаты опытов, описанные выше, спра-
ведливы для культур, имеющих полноценный набор 
плазмид. в бесплазмидном варианте Y. pestis EV76 
лпс не тестируется ни в свободной, ни в связанной 
форме. Факт различий, установленный нами в реак-
циях с LAL-тестом, свидетельствует о разной моле-
кулярной организации внешней мембраны клеток 
полноценного и бесплазмидного вариантов Y. pestis 
EV76 не только по количественно-качественному 
составу белков, но и, видимо, по пространственной 

Таблица 1

Тестирование экстрацеллюлярной формы лПс в супернатантах 
полноценного и бесплазмидного вариантов штамма Y. pestis EV76

препараты

методы исследования

LAL-
тест, 

EU\ml

модель  
инфекционно-

токсического шока, 
%*

супернатант Y. pestis EV76 (живые клетки) 32,05 80–100

супернатант Y. pestis EV76 (убитые клетки) 32,05 0

супернатант живых клеток Y. pestis EV76 
(дважды отмытых физиологическим рас-
твором)

32,05 80–100

супернатант убитых клеток Y. pestis EV76 
(дважды отмытых физиологическим рас-
твором)

32,05 0

Фильтрат супернатанта Y. pestis EV76 (жи-
вые клетки)

32,05 80–100

супернатант бесплазмидного варианта 
Y. pestis EV76 (живые клетки)

0 0

супернатант бесплазмидного варианта 
Y. pestis EV76 (убитые клетки)

0 0

*приведены крайние значения количества погибших животных в 
процентах из шести независимых определений
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ориентации молекул лпс.
как известно, переход белков лизата амебоцитов 

в гелеобразное состояние в системе LAL-теста ини-
циируется липидом а лпс грамотрицательных бак-
терий. в клетках Y. pestis EV76, лишенных плазмид, 
стерическое расположение молекул лпс типично 
для грамотрицательных бактерий. цепи лпс форми-
руют упорядоченную структуру со строгой ориента-
цией полярных/неполярных полюсов полимера. при 
этом полисахаридная часть направлена на внешнюю 
сторону бактериальной клетки, а базальная зона и 
гликолипидная область лпс максимально удалены 
от наружной поверхности и связаны как с цитоплаз-
матической мембраной, так и пептидогликаном кле-
точной стенки. при такой ориентации молекул лпс 
доступность липида а (даже в случае R-хемотипа 
лпс) для взаимодействия с белками-ферментами, 
расположенными за пределами бактериальной клет-
ки, весьма ограничена.

у бактерий Y. pestis, имеющих стандартный на-
бор плазмид, архитектоника клеточной стенки опре-
деляется белками, кодируемыми плазмидами pMT1, 
pCD1 и pPCP1. в настоящее время установлено, что 
процесс транслокации белков на поверхность кле-
точной мембраны представляет собой сложную цепь 
последовательных реакций взаимодействия белко-
вых и липидных молекул. видимо, при образовании 
лпс-белкового комплекса в силу стереохимических 
особенностей полимеров происходит изменение 
пространственной ориентации молекулы лпс. в 
результате инверсии полярных/неполярных полю-
сов гликолипидная область лпс экспонируется на 
внешней мембране клеток и стерически становится 
доступной для взаимодействия с ферментативной 
системой LAL-теста. 

вопрос о механизме конформационной транс-
формации лпс чумного микроба при взаимодей-
ствии с белками, продуцируемыми плазмидами 
pMT1, pCD1 и pPCP1, может быть предметом спе-
циальных исследований. в рамках настоящей рабо-
ты предпринята попытка оценить роль каждой из 
плазмид в реализации токсигенных свойств чумного 
микроба. результаты экспериментов представлены в 
табл. 2. как видно из данных, токсичность суперна-
тантов изогенных вариантов культур Y. pestis EV76, 
содержащих различный набор плазмид, отличается 
друг от друга и варьирует в пределах от 0 до 100 %. 
так, супернатант полноценного штамма Y. pestis 
EV76 вызывает 80–100 % гибель животных в тече-
ние первых двух суток наблюдения. после введения 
белым мышам супернатанта Y. pestis EV76 (pCD1), 
содержащего плазмиду кальцийзависимости, поги-
бало от 40 до 60 % животных, вариант Y. pestis EV76 
(pMT1) вызывал гибель 10–20 % животных. при вве-
дении супернатанта Y. pestis EV76 (pPCP1), содержа-
щего только плазмиду пестициногенности, гибели 
животных вообще не наблюдалось. супернатант бес-
плазмидного варианта Y. pestis EV76 (pMT1–, pCD1–, 
pPCP1–) в аналогичных условиях также не обладает 

токсическими свойствами.
данные, полученные на модели инфекционно-

токсического шока, полностью совпадают с резуль-
татами экспериментов c использованием LAL-теста. 
супернатанты клеток Y. pestis EV76, содержащих 
полный набор плазмид, и изогенных вариантов 
штамма Y. pestis EV76, имеющих по одной плазми-
де – pCD1 или же pMT1, в LAL-тесте дают положи-
тельный результат. в супернатантах клеток штаммов 
Y. pestis EV76 с плазмидой pPCP1 и бесплазмидного 
варианта лпс не выявляется.

установлено, что отделение лпс от клеточной 
мембраны бактерий во внешнюю среду происхо-
дит под влиянием белков, кодируемых плазмидами 
Y. pestis EV76. при этом процесс лпс-белковых вза-
имодействий является основополагающим. в зави-
симости от химической структуры биополимеров их 
соединение может изменять функциональную актив-
ность как лпс, так и белковой молекулы. наиболее 
изучен в настоящее время комплекс высокотемпе-
ратурного лпс с Pla белком плазмиды пестицино-
генности pPCP1, ассоциация которых приводит к 
лпс-зависимому фолдингу Pla. результаты наших 
опытов предполагают, что химическая связь между 
белком Pla и лпс в этом комплексе осуществляется 
через липид а, что блокирует его функционально-
активные группы.

возможность ассоциации лпс с мт установле-
на нами ранее. в этом комплексе, в отличие от лпс-
Pla, связь осуществляется через коровую область 
лпс, в результате чего высокотемпературный лпс 
трансформируется из неактивной в токсически ак-
тивную форму [8].

участие белков, кодируемых плазмидой pCD1, в 
реализации токсического потенциала лпс установ-
лено нами впервые. плазмида кальцийзависимости 
pCD1, как известно, определяет синтез более 25 бел-
ков различного функционального действия (струк-
турные белки аппарата секреции T3SS, эффекторные 
Yops и регуляторные) [9]. на основании имеющихся 
данных не представляется возможным сказать, какие 

Таблица 2

Тестирование экстрацеллюлярной формы лПс  
в супернатантах изогенных вариантов штамма Y. pestis EV76,  

содержащих одну плазмиду

препараты

методы исследования

LAL-тест, 
EU\ml

модель  
инфекционно-

токсического шока*, %

супернатант Y. pestis EV76 (pMT1, 
pCD1, pPCP1)

32,05 80–100

супернатант Y. pestis EV76 (pCD1) 16,02 40–60

супернатант Y. pestis EV76 (pMT1) 8,00 10–20

супернатанта Y. pestis EV76 (pPCP1) 0 0

супернатант бесплазмидного вари-
анта Y. pestis EV76 (pMT1–, pCD1–, 
pPCP1–)

0 0

*приведены крайние значения количества погибших животных в 
процентах из четырех независимых определений
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из белков взаимодействуют с лпс. в настоящий мо-
мент можно лишь констатировать тот факт, что бел-
ки, кодируемые pCD1, вносят максимальный вклад 
в активацию высокотемпературного лпс чумного 
микроба и способствуют переводу его в экстрацел-
люлярную форму.

таким образом, результаты проведенного ис-
следования свидетельствует о том, что процесс об-
разования экстрацеллюлярной формы лпс строго 
зависит от экспрессии генов двух плазмид Y. pes-
tis – pMT1, pCD1. полагаем, что переход лпс от 
связанного состояния к свободной форме сопряжен 
с транслокацией белков, кодируемых этими плазми-
дами, на поверхность клеточной мембраны или же 
во внешнюю среду. существенная роль в реализации 
токсических свойств лпс Y. pestis принадлежит, на 
наш взгляд, капсульной субстанции чумного микро-
ба. как известно, капсула не имеет жесткой связи 
с поверхностными структурами клетки, легко от-
деляется от них и диффундирует во внешнюю сре-
ду. предполагаем, что при отделении капсульного 
вещества от клеток все биомолекулы, находящиеся 
на поверхности внешней мембраны и не имеющие 
ковалентной связи с близлежащими полимерами, 
включая молекулы лпс, «стягиваются» вместе с 
капсулой в среду инкубации бактерий. накопление 
лпс в составе капсульной субстанции происходит 
пропорционально росту и размножению бактерий 
в организме инфицированного хозяина и является 
центральным моментом патогенетического действия 
эндотоксина чумного микроба.

дальнейшее изучение токсигенности чумного 
микроба позволит понять молекулярные механиз-
мы этого процесса и степень участия в нем плазмид 
Y. pestis.
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при диагностике туляремии у человека, а так-
же при оценке напряженности иммунитета у лиц, 
вакцинированных против туляремии, перспективно 
использование реакции лейкоцитолиза, основанной 
на явлении разрушения лейкоцитов сенсибилизи-
рованного организма под действием специфическо-
го антигена в условиях in vitro. результат реакции 
оценивается в настоящее время субъективно путем 
визуального подсчета лейкоцитов в камере горяева. 
разрушенные клеточные элементы при этом не учи-
тывают [4].

молекулярные механизмы, лежащие в основе 
феномена лейкоцитолиза, недостаточно изучены, и 
анализ литературы за последнее десятилетие сви-
детельствует, что при туляремии лизируются лейко-

циты, которые, взаимодействуя с бактериальными 
антигенами и токсинами, гибнут по типу индуциро-
ванного апоптоза, но в условиях массивной гибели и 
снижения функциональной активности макрофагов 
своевременно не удаляются из организма с помощью 
фагоцитоза. такие клетки подвергаются in vivo пост-
апоптотическому аутолизису (вторичному некрозу), 
что приводит к высвобождению в ткани организма 
опасных аутологичных молекул (DAMPs – demage 
associated molecular patterns), способных запускать 
системную воспалительную реакцию. считается, 
что вторичный некроз лейкоцитов (лейкоцитолиз) 
играет важную роль в патогенезе туляремии и дру-
гих бактериальных инфекций с массивной гибелью 
лейкоцитов по типу апоптоза [9]. 
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цель работы. оценка влияния иммуномодуляторов на интенсивность пост-апоптотического лизиса лейкоци-
тов сенсибилизированного организма в присутствии специфических антигенов туляремийного микроба в усло-
виях in vitro. материалы и методы. в работе использовался метод проточной цитофлуориметрии для определе-
ния относительного содержания пролиферирующих и апоптотических спленоцитов мышей, иммунизированных 
против туляремии на фоне иммуномодуляции. результаты и выводы. в работе получена информация, которая 
согласуется с современными данными о массивном апоптозе и пост-апоптотическом аутолизисе (вторичном не-
крозе) лейкоцитов при туляремийной инфекции. учитывая важную роль лейкоцитолиза в развитии системной 
воспалительной реакции, для снижения реактогенных свойств живой туляремийной вакцины может быть пер-
спективно использование иммуномодуляторов, подавляющих апоптоз макрофагов и лизис погибших лейкоцитов 
при взаимодействии с антигенами Francisella tularensis.

Ключевые слова: Francisella tularensis, живая туляремийная вакцина, апоптоз и вторичный некроз лейкоцитов, 
полиоксидоний, даларгин, проточная цитометрия. 
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при отсутствии или недостаточном количестве 
функционально активных клеток «мусорщиков» 
(тканевых макрофагов) апоптоз всегда завершается 
вторичным некрозом. именно поэтому в услови-
ях in vitro лейкоцитолиз неизбежен, если механизм 
гибели лейкоцитов по типу апоптоза уже запущен 
[10]. модуляторы функциональной активности кле-
ток врожденного иммунитета (фагоцитов), такие 
как даларгин (да) [2] или полиоксидоний (по) [3], 
должны влиять, согласно нашей гипотезе, на интен-
сивность пост-апоптотического лизиса лейкоцитов 
сенсибилизированного организма в присутствии 
специфических антигенов туляремийного микроба в 
условиях in vitro. 

целью настоящей работы явилось эксперимен-
тальное подтверждение данной гипотезы на модели 
взаимодействия с тулярином спленоцитов мышей, 
привитых живой туляремийной вакциной.

материалы и методы

вакцинный штамм F. tularensis 15 нииэг, по-
лученный из «государственной коллекции патоген-
ных бактерий» Фкуз роснипчи «микроб», выра-
щивали на FT-агаре с глюкозо-витаминной добавкой 
(Фбун гнц пмб) при температуре 37 °с в течение 
48 ч. взвеси живых микробных клеток готовили в 
стерильном 0,9 % растворе натрия хлорида, рн 7,2, 
по стандартному образцу мутности осо-42-28-85п 
10 единиц, эквивалентному 5·109 м.к./мл. 

мышей линии Balb/c массой 18–20 г под-
кожно иммунизировали F. tularensis 15 нииэг 
в дозе 104 м.к., а также в сочетании с по или да. 
иммуномодуляторы (по фирмы ооо «нпо 
петровакс Фарм», россия и да Фгу «ркнпк», 
россия) вводили животным подкожно за 60 мин 
до вакцинации в дозе 4 и 2 мкг соответственно. 
контрольную группу coставили интактные мыши. 
всего в работе использовано 48 животных (по 12 
особей в каждой группе).

все манипуляции на животных осуществля-
ли с одобрения комитета по биоэтике российского 
научно-исследовательского противочумного инсти-
тута «микроб» (протокол № 1 от 30.09.2015 г.).

на 21-е сутки иммуногенеза мышей умерщвля-
ли декапитацией, забирали селезенку и общеприня-
тым методом выделяли спленоциты (сп). в мазках, 
окрашенных по романовскому-гимзе, определяли 
относительное содержание лимфоцитов и фагоцитов 
(селезеночных макрофагов). макрофаги селезенки 
(мс) выделяли из суммарной фракции сп путем 
адгезии на пластиковых чашках петри, инкуби-
руемых в течение 2 ч при 37 °с в со2-инкубаторе. 
жизнеспособность сп и макрофагов в момент их 
выделения подтверждали в тесте с трипановым си-
ним [6]. 

в опытах in vitro использовали аллерген ту-
ляремийный жидкий для накожного применения 
(коммерческий препарат тулярин), представляющий 

собой взвесь туляремийных микробов вакцинного 
штамма F. tularensis линии 15 нииэг, убитых на-
греванием в 0,9 % растворе хлорида натрия (Фгун 
«нпо «микроген», омск). исследуемые взвеси сп 
и мс каждой группы мышей делили на четыре ча-
сти, в которые добавляли соответственно физиоло-
гический раствор (контроль), тулярин в количестве  
5·108 м.к./мл, тулярин в сочетании с по или да. 
рабочие концентрации по и да для экспериментов 
in vitro выбирали по литературным данным [2, 3]: 100 
и 2 мкг/мл соответственно. клетки инкубировали в 
течение 24 ч при 37 °с во влажной атмосфере со2.

методом проточной цитофлуориметрии иссле-
довали до и после инкубации характер распреде-
ления отдельных клеток по клеточному циклу для 
определения относительного содержания (в %) про-
лиферирующих и апоптотических клеток, несущих 
соответственно более 2с днк (стадии S+G2+м кле-
точного цикла) и менее 2с днк на клетку [5]. для 
этого клетки осаждали центрифугированием (400 g, 
10 мин), фиксировали 70 % этанолом, окрашивали 
раствором, содержащим 50 мкг/мл пропидия йо-
дида (MP Biomedicals, LLC, Germany), 100 мкг/мл 
рнказы (Thermo Scientific, Lithuania-литва), 0,1 % 
Triton X-100 (MP Biomedicals, LLC, Germany) [7] и 
анализировали на проточном цитометре CyAn аDP 
(дания).

часть сп и см подвергали гипотоническо-
му шоку в деионизованной воде с восстановлени-
ем солевого баланса 10-кратным раствором хенкса 
(мпбп, россия) через 10 с, чтобы обеспечить лизис 
эритроцитов при сохранении стабильности мембран 
мышиных спленоцитов [1]. интенсивного лизиса сп 
добивались путем увеличивая срока пребывания кле-
ток в воде до 18 с. после данной процедуры клетки 
и клеточный дебрис осаждали центрифугированием, 
фиксировали этанолом и после окраски по днк ис-
следовали на проточном цитометре.

результаты анализа обрабатывали стати-
стически, определяя достоверность различий по 
t-критерию стьюдента.

результаты и обсуждение

результаты контрольных экспериментов с лей-
коцитами, подвергнутыми гипотоническому шоку, 
показали способность проточной цитофлуориме-
трии регистрировать разрушенные клеточные эле-
менты по интенсивности их днк-флуоресценции. 
неповрежденные диплоидные клетки, обладающие в 
норме одинаково интенсивной днк-флуоресценцией 
(рис. 1, а), сохраняли свою целостность после 10 с 
пребывания в условиях гипотонического шока. 
состояние их ядер не изменялось (рис. 1, б). при 
увеличении срока пребывания клеток в воде до 18 с 
лейкоциты и их ядра разрушались. в результате 
(рис. 1, в), в более чувствительном логарифмическом 
режиме днк-анализа учитывались сигналы днк-
флуоресценции, как от оставшихся неповрежденных 



Проблемы особо опасных инфекций. 2017, вып. 3

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

диплоидных сп (область R3 на днк-гистограмме), 
так и от разрушенных (лизированных) клеток (об-
ласть R6). при днк-анализе того же образца в ли-
нейном режиме с относительно небольшим числом 
каналов измерения невозможно было идентифици-
ровать пик на днк-гистограмме, характерный для 
лизированных сп (рис. 1, г), поскольку слабые им-
пульсы днк-флуоресценции от разрушенных кле-
точных ядер не дифференцировались от фонового 
свечения красителя.

полученные в логарифмическом режиме днк-
гистограммы (рис. 2) наглядно иллюстрируют раз-
личную реакцию лейкоцитов иммунного и не иммун-
ного организма на контакт с тулярином в условиях in 
vitro. через 24 ч инкубации в популяциях сп и мс, 
выделенных из иммунного организма через три не-
дели после иммунизации мышей живой туляремий-
ной вакциной, клетки подвергаются в присутствии 
тулярина значительно более интенсивному лизису 
(рис. 2, б и г), чем в популяциях сп и мс, получен-

ных от контрольных животных (рис. 2, а и в).
в таблице представлены статистически обрабо-

танные экспериментальные данные, которые свиде-
тельствуют, что, когда эффект исследуемых иммуно-
модуляторов (in vivo и in vitro) отсутствовал, соблю-
далась прямая корреляция между интенсивностью 
лизиса сп мышей через сутки взаимодействия их с 
тулярином в условиях in vitro и интенсивностью ги-
бели мс по типу апоптоза in vivo к моменту начала 
процесса инкубации. на 21-е сутки после иммуниза-
ции мышей живыми клетками вакцинного штамма 
туляремийного микроба доля мс в апоптозе увели-
чилась относительно нормы в 2,5 раза (в среднем с 
10,3 до 24,9 %, p<0,05). поэтому одной из вероятных 
причин более интенсивного лизиса мс, выделен-
ных именно из иммунного организма, может быть 
попадание в условия in vitro для взаимодействия с 
тулярином значительно большего числа клеток с уже 
запущенным in vivo механизмом гибели.

кроме того, нами замечено, что при исследова-

рис. 2. цитофлуориметрические днк-гис-
тограммы, иллюстрирующие влияние про-
тивотуляремийной вакцинации на лизис 
спленоцитов и макрофагов селезенки, вза-
имодействующих in vitro с тулярином:
А, Б – спленоциты контрольного и иммунного 
животного соответственно; В, Г – макрофаги 
селезенки контрольного и иммунного животно-
го соответственно; R3, R4, R6 – области гисто-
грамм, соответствующие пролиферирующим, 
апоптотическим и лизированным клеткам

рис. 1. результаты цитофлуориметрическо-
го днк-анализа спленоцитов контрольного 
животного, подвергнутых в деионизован-
ной воде гипотоническому шоку различной 
длительности:
А – контроль (без гипотонического шока); Б – 
гипотонический щок в течение 10 с; В – гипо-
тонический щок в течение 18 с; С – гипотони-
ческий щок в течение 18 с в линейном режиме 
днк-анализа; А, Б, В – получены в логарифми-
ческом режиме днк-анализа; R3, R4, R6 – обла-
сти гистограмм, соответствующие целым, непо-
врежденным апоптотическим и лизированным 
клеткам
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нии сп вакцинированных животных значения пока-
зателя клеточной пролиферативной активности были 
ниже в пробах с тулярином, где регистрировался по-
вышенный уровень лейкоцитолиза, чем в пробах без 
тулярина (таблица). пролиферирующие лейкоциты, 
находящиеся на стадиях репликации днк, предми-
тоза и митоза, обладали более высокой чувствитель-
ностью к внешнему цитотоксическому воздействию. 
более интенсивным аутолизисом на повторный кон-
такт с инфекционным агентом (или его антигенами) 
могут также отвечать лейкоциты сенсибилизиро-
ванного организма, формирующие во внеклеточном 
пространстве бактерицидные днк-сети (внеклеточ-
ные ловушки), необходимые для существенного по-
вышения эффективности киллинга бактерий в усло-
виях in vivo и in vitro [8]. 

иммуномодуляторы, добавленные к сп или мс 
совместно с тулярином, оказывали влияние на ин-
тенсивность реакции лейкоцитолиза (таблица), так 
как в присутствии по или да тулярин фактически 

утрачивал способность к запуску процесса лизиса 
сп и мс иммунного организма. в случае, когда по 
применялся in vivo при противотуляремийной вакци-
нации (группа F. tularensis + по), отмечали in vitro 
повышение уровня клеточной пролиферативной 
активности при существенном снижении интенсив-
ности лизиса сп в присутствии тулярина. введение 
да за 60 мин до противотуляремийной вакцинации 
(группа F. tularensis + да) активировало пролифера-
цию сп. в присутствии тулярина, а также тулярина 
с да, сп подвергались апоптозу, но фактически не 
лизировались. 

таким образом, полученная в работе информа-
ция согласуется с современными представлениями 
о важной роли индуцируемого бактериями апоптоза 
в развитии при туляремии процесса лейкоцитолиза. 
противотуляремийная вакцинация активировала в 
организме животных апоптоз селезеночных макро-
фагов и в результате стимулировала процесс пост-
апоптотического лизиса спленоцитов, взаимодей-

Влияние иммуномодуляторов и противотуляремийной вакцинации на показатели лизиса, апоптоза и пролиферации спленоцитов (сП)  
и макрофагов селезенки (мс) при взаимодействии in vitro с тулярином

группа животных клетки индуктор Nлиз Nа Nп Nа
0/Nп

0

контроль

сп

Фр 3,5±0,3 20,8±0,6 22,20±1,0 3,9±0,7/8,6±0,5

тулярин 3,0±0,6 19,8±1,2 19,7±0,8

тулярин + по 2,8±0,2 23,3±0,9 20,6±0,6

тулярин + да 8,8±0,7* 26,3±1,1* 29,2±1,5

мс

Фр 5,4±1,1 44,5±2,4 14,2±1,8 10,3±0,6/14,7±0,4

тулярин 24,5±2,7* 26,1±0,4* 8,2±1,3

тулярин + по 5,5±0,1 51,8±2,8 10,6±0,1

тулярин + да 15,5±1,7* 45,1±3,5 5,6±0,3*

F. tularensis

сп

Фр 5,2±0,7 12,2±0,2 32,1±1,5* 2,1±0,7/6,6±0,4

тулярин 15,5±2,2* 27,5±2,6 23,9±1,9

тулярин + по 4,9±0,7 19,7±1,5* 27,2±0,2*

тулярин + да 6,6±1,8 30,9±0,5* 25,7±1,4

мс

Фр 3,2±0,8 29,2±1,6 9,4±1,0 24,9±2,4*/7,6±0,6

тулярин 38,4±4,6 21,1±2,1 10,9±1,5

тулярин + по 9,6±2,6 28,5±2,3* 16,6±2,0

тулярин + да 8,9±0,2 35,0±4,1 14,7±2,5

F. tularensis + по

сп

Фр 1,5±0,07 16,5±1,3 33,0±0,6 2,8±0,6/11,6±1,1

тулярин 7,8±0,9* 17,6±1,3 25,2±0,6*

тулярин + по 2,6±0,4 22,1±1,3 25,6±1,0*

мс

Фр 25,83±1,0* 23,1±0,4* 14,6±0,2 18,6±0,3/15,2±0,4

тулярин 19,8±3,3 39,5±0,3* 10,0±0,6

тулярин + по 5,3±0,7 30,3±2,2* 22,5±2,0*

F. tularensis + да

сп

Фр 2,7±0,1 18,3±2,8 37,6±2,6* 13,4±0,3/9,3±1,1

тулярин 5,8±0,6* 36,0±0,5* 23,8±0,3

тулярин + да 2,9±0,3* 28,4±0,3 28,8±0,5

мс

Фр 5,5±1,0 55,6±0,1 10,9±0,1 33,3±1,3*/9,8±0,8

тулярин 10,0±0,3* 39,6±0,2* 7,0±0,8

тулярин + да 4,4±0,4* 36,4±0,3* 11,0±0,6*

*достоверность различий по отношению к аналогичным показателям в контроле (p<0,05). 
по – полиоксидоний, да – даларгин, Фр – физиологический раствор (0,9 % раствор натрия хлорида, рн 7,2), Nлиз, Nа, Nп – соответственно ко-

личество лизированных, апоптотических и пролиферирующих клеток через 24 ч инкубации; Nа
0/Nп

0 – показатели апоптоза и пролиферации интактных 
и вакцинированных животных на 21-е сутки иммуногенеза в момент начала культивирования in vitro (0 ч).
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ствующих с тулярином в условиях in vitro. учитывая 
важную роль вторичного некроза фагоцитов в раз-
витии системного воспаления при туляремии [9], 
для снижения реактогенных свойств живой туляре-
мийной вакцины перспективно использование им-
муномодуляторов (по и да), подавляющих апоптоз 
макрофагов при противотуляремийной вакцинации, 
а также лизис лейкоцитов сенсибилизированного 
организма под влиянием специфических антигенов 
туляремийного микроба в условиях in vitro. кроме 
того, полученные нами экспериментальные данные 
свидетельствуют, что на основе метода проточной 
цитофлуориметрии в перспективе возможна разра-
ботка более совершенного способа учета результа-
тов реакции лейкоцитолиза в опытах с лейкоцитами 
крови человека и лабораторных животных. 

конфликт интересов. авторы подтверждают 
отсутствие конфликта финансовых/нефинансовых 
интересов, связанных с написанием статьи.
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актуальность специфической профилакти-
ки чумы в настоящее время обусловлена наличи-
ем активных природных очагов данной болезни на 
территории российской Федерации в сочетании с 
другими факторами риска возникновения ее эпиде-
мических проявлений. в россии для специфической 

профилактики чумы применяется вакцина живая 
чумная (вжч), представляющая собой лиофилизат 
для приготовления суспензии для инъекций, накож-
ного скарификационного применения и ингаляций. 
вакцина разработана в 30-х годах прошлого столе-
тия на основе вакцинного штамма Yersinia pestis EV 
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цель исследования: определение аллельных вариантов гаплотипов HLA II класса у лиц, проживающих в 
республике калмыкия на территории прикаспийского песчаного природного очага чумы, иммунизированных по 
эпидпоказаниям вакциной живой чумной, и поиск ассоциаций гаплотипов HLA II класса с особенностями раз-
вития поствакцинального иммунитета. материалы и методы. в исследовании принимали участие 20 человек. 
HLA-типирование проводили методом мультиплексной пцр. продукцию иммунорегуляторных цитокинов и ти-
тры антител к фракции 1 чумного микроба определяли методом иммуноферментного анализа. статистическую 
обработку результатов проводили с использованием стандартных программ. результаты и выводы. определены 
аллельные варианты гаплотипов HLA-DQA1, HLA-DQв1 и HLA-DRB1 II класса главного комплекса гистосов-
местимости у 20 жителей лаганского и черноземельского районов республики калмыкия. выявлены различия 
в соотношении аллельных вариантов HLA-DQA1 и продукции цитокинов INF-γ, TNF-α, IL-4 и IL-10 по районам 
проживания. отмечено, что аллель HLA-DRB1*01 сопряжена с высоким уровнем спонтанной и индуцирован-
ной продукции IL-10 в различные сроки после ревакцинации вжч. дальнейшее изучение генов, регулирующих 
развитие иммунитета, наряду с иммунологическими методами позволит персонифицировать применение суще-
ствующей вакцины против чумы, а также прогнозировать иммуногенность и эффективность разрабатываемых 
профилактических препаратов.

Ключевые слова: чума, вакцина, люди, HLA-система, иммунологическая эффективность.
Корреспондирующий автор: Кудрявцева Ольга Михайловна, e-mail: rusrapi@microbe.ru.

O.M.Kudryavtseva1, T.N.Shchukovskaya1, N.I.Mikshis1, S.N.Klyueva1, S.A.Bugorkova1, D.N.Sandzhiev2, 
S.V.Konusheva2, S.P.Savchenko2, B.A.Khasykova2, S.A.Shcherbakova1

Identification of HLA II Class Gene Associations of the Main Histocompatibility Complex 
with Peculiarities of Immune Response in Persons Vaccinated with Live Plague Vaccine  
in the Republic of Kalmykia
1Russian Research Anti-Plague Institute “Microbe”, Saratov, Russian Federation; 2Rospotrebnadzor Administration in the Republic 
of Kalmykia, Elista, Russian Federation

Objective of the study was to determine allelic variants of HLA II class haplotypes in persons living in the Republic of Kalmykia 
in the territory of Pre-Caspian sandy natural focus of the plague, immunized for epidemic reasons with live plague vaccine and search 
for associations of HLA class II haplotypes with peculiarities of post-vaccinal immunity development. Materials and methods. 20 
individuals took part in the study. HLA typing was performed applying multiplex PCR. Production of immune-regulatory cytokines 
and antibody titers to fraction 1 of the plague microbe was determined using enzyme immunoassay. Statistical processing of the re-
sults was carried out using standard programs. Results and conclusions. Allelic variants of haplotypes HLA-DQA1, HLA-DQB1 and 
HLA-DRB1 class II of the main histocompatibility complex of 20 persons residing in Lagansky and Chernozemelsky districts of the 
Republic of Kalmykia have been identified. Determined have been the differences in the ratio of allelic variants of HLA-DQA1 and 
cytokine production INF-γ, TNF-α, IL-4 and IL-10 by the areas of residence. Association of the HLA-DRB1*01 allele with a high 
level of spontaneous and induced IL-10 cytokine production has been revealed at various times after booster vaccination. Further study 
of genes that regulate the development of immunity, along with immunological methods will make it possible to personalize the use of 
the existing vaccine against plague, and predict the immunogenicity and effectiveness of preventive drugs under development.
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нииэг, характеризующегося обширной делецией 
в pgm-области хромосомы [1]. для людей, прожи-
вающих на энзоотичной по чуме территории и лиц, 
работающих с возбудителем чумы рекомендуется 
однократная первичная вакцинация с последующи-
ми ежегодными ревакцинациями. опыт более чем 
полувекового применения вжч свидетельствует в 
пользу ее безопасности и эффективности. вместе с 
тем современные методы исследования предостав-
ляют новые возможности для более детального изу-
чения реакций макроорганизма на введение средств 
специфической профилактики.

при осуществлении иммунологического мони-
торинга в ходе массовых вакцинаций населения на-
ряду с общими тенденциями отмечают значительные 
колебания показателей адаптивного иммунитета. 
индивидуальные особенности зависят от множества 
факторов, таких как пол, возраст, сопутствующие за-
болевания и т.д. в настоящее время принято считать, 
что определяющую роль в вариабельности иммун-
ного ответа играет полиморфизм генов иммунного 
ответа (Immune response genes), регулирующих ак-
тивность всех звеньев и факторов иммунитета [13]. 
предполагают, что они входят в систему генов чело-
веческого лейкоцитарного антигена (HLA – Human 
Leukocyte Antigen) главного комплекса гистосовме-
стимости (мнс – мajor нistocompability сomplex) 
или тесно связаны с нею [11].

система генов HLA является наиболее поли-
морфной во всем человеческом геноме. высокий 
полиморфизм HLA возник как механизм естествен-
ного отбора в результате взаимодействия человека 
со множеством инфекционных патогенов. он позво-
ляет противостоять постоянно эволюционирующему 
множеству патогенов [3]. гены главного комплекса 
гистосовместимости HLA включают три основных 
региона: HLA I, II и III класса. гены HLA I класса 
(локусы A, B, C) играют ведущую роль во взаимо-
действии между т-киллерами (CD8+клетками) и 
клеткой-мишенью в процессе иммунного ответа. 
продукты этих генов присутствуют практически на 
всех клетках организма, занимая около 1 % клеточ-
ной поверхности. гены мнс II класса (локусы DP, 
DQ, и DR) наиболее полиморфны. молекулы HLA 
II класса экпрессируются на антигенпрезентирую-
щих клетках (APC – antigen-presenting cell) и опо-
средуют взаимодействие т-хелперов (CD4+клеток), 
в-лимфоцитов и макрофагов в иммунном ответе [4, 
14]. таким образом, система генов HLA выполняет 
в иммунном ответе важнейшую роль, обеспечивая 
презентацию чужеродных пептидов для дальнейше-
го развития иммунного ответа. 

в настоящее время достаточно интенсивно ве-
дутся исследования по поиску ассоциаций между 
особенностями HLA-фенотипа или гаплотипа и со-
стоянием защитных систем макроорганизма (ком-
понентов комплемента, интерферонов, цитокинов, 
иммуноглобулинов и т.д.) [5]. установлена большая 
группа аутоиммунных и онкологических заболева-
ний, в определенной степени ассоциированных с от-

дельными антигенами и гаплотипами HLA [7]. кроме 
того, выявлены популяционные и этнические осо-
бенности ассоциаций HLA-комплекса с различными 
инфекционными заболеваниями, такими как острые 
респираторно-вирусные инфекции, вирусные гепа-
титы, а также бактериальные инфекции [4]. 

связь генов HLA с развитием поствакциналь-
ного иммунитета в настоящее время является мало-
изученной областью. проводились исследования по 
выявлению зависимости между характером ответ-
ной реакции организма на вакцинацию и фенотипом 
HLA. такая корреляция продемонстрирована на не-
скольких вирусных вакцинах – против оспы, грип-
па, кори, краснухи и эпидемического паротита [10]. 
опубликованы данные по ассоциации между гетеро-
зиготностью по различным гаплотипам HLA классов 
I (HLA-A) и II (HLA-DQA1 и HLA-DQB1) и более 
выраженными клеточными иммунными реакциями 
(пролиферация лимфоцитов) у лиц, иммунизирован-
ных американской химической сибиреязвенной вак-
циной AVA [9].

до недавнего времени сведения об эпитопах 
антигенов возбудителя чумы, ассоциированных с 
развитием т-клеточного иммунного ответа, были до-
статочно ограниченными. однако в 2017 г. получены 
результаты, основанные на передовых технологиях 
с использованием биоинформационных ресурсов и 
методов прогнозирования связи т-клеточных эпито-
пов бактериальных и вирусных белков с антигенами 
главного комплекса гистосовместимости человека 
[15]. протестировано 1532 пептида на их способ-
ность вызывать специфический т-клеточный ответ. 
в результате отобрали 178 эпитопов, входящих в 
состав 113 белков Y. pestis, потенциально способ-
ных вызывать специфический ответ CD8 т-клеток. 
полученные знания о новых иммуногенных эпито-
пах Y. pestis внесут вклад в определение рациональ-
ного дизайна будущих вакцин.

целью нашего исследования явилось определе-
ние аллельных вариантов гаплотипов HLA у лиц, про-
живающих на территории прикаспийского песчаного 
природного очага чумы, вакцинированных (ревакци-
нированных) по эпидпоказаниям вжч, и поиск ассо-
циаций HLA-гаплотипов с особенностями развития 
клеточных и гуморальных иммунных реакций.

материалы и методы

в исследование взяты 20 образцов цельной пе-
риферической крови людей в возрасте от 24 до 53 лет 
(средний возраст – 43,3 года), проживающих на тер-
ритории прикаспийского песчаного природного оча-
га чумы в лаганском (г. лагань) и черноземельском 
(п. артезиан) районах республики калмыкия, и ре-
вакцинированных вжч по эпидпоказаниям (вторая 
ревакцинация после первичной вакцинации, прове-
денной в 2014 г.).

от каждого участвующего в исследовании пред-
варительно получено письменное согласие на его 
осуществление. работа одобрена этическим коми-
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тетом саратовского государственного медицинского 
университета. вакцинация вжч (производства Фкуз 
«ставропольский научно-исследовательский проти-
вочумный институт» роспотребнадзора) проводилась 
накожным способом персоналом районных больниц 
лаганского и артезианского районов калмыкии.

взятие крови для типирования генов HLA II клас-
са проводили однократно перед началом второй ревак-
цинации. при заборе крови, предобработке и хране-
нии материала руководствовались инструкцией к ком-
плекту реагентов для типирования генов гистосовме-
стимости HLA-днк-тех («нпо днк-технология», 
россия). выделение днк проводили набором «проба 
гс-генетика» («нпо днк-технология», россия). 
типирование генов главного комплекса гистосовме-
стимости проводили методом мультиплексной пцр 
в режиме реального времени на амплификаторе дт-
лайт («нпо днк-технология», россия) с использо-
ванием комплектов реагентов HLA-днк-тех для де-
текции аллелей локусов DQA1, DQB1 и DRB1 («нпо 
днк-технология», россия). 

для сравнения частот аллелей и их носите-
лей использовали базу данных по распределению 
HLA-анти генов в мировом сообществе («Allele 
Frequency Search» Classical ресурса http://www.
allelefrequencies.net).

забор крови из локтевой вены для определения 
показателей адаптивного иммунитета проводили в 
соответствии с гост р 53079.4-2008 до второй ре-
вакцинации и через 1, 6 и 12 месяцев после ее осу-
ществления. для оценки уровня продукции цитоки-
нов гепаринизированную венозную кровь разводи-
ли в соотношении 1:4 средой RPMI 1640 (панэко, 
россия), содержащей 100 мкг/мл гентамицина (Фгуп 
им. н.а.семашко, россия). в один из опытных об-
разцов вносили т-клеточный митоген конканавалин 
а (Sigma, сШа) в концентрации 15 мкг/мл, в кон-
трольный – физиологический раствор. опытный и 
контрольный образцы инкубировали в течение 24 ч 
при температуре 37 °с [2]. уровни спонтанной и ин-
дуцированной конканавалином а продукции иммуно-
регуляторных цитокинов INF-γ, TNF-α, IL-4 и IL-10 
определяли с применением коммерческих наборов 
реагентов для иммуноферментного определения кон-
центрации цитокинов в крови человека («зао вектор-
бест», россия) и спектрофотометра Genesys 10S UV-
Vis (Thermo Fisher Scientific, сШа). для определения 
титров антител к фракции 1 чумного микроба исполь-
зовали коммерческую тест-систему «иФа-ат-Ф1 
YERSINIA PESTIS» (Фкуз роснипчи «микроб», 
россия) и микропланшетный фотометр Stat Fax-3200 
(Awareness Technology, сШа).

статистическую обработку полученных резуль-
татов проводили с использованием стандартных ста-
тистических программ, определяли среднее зна чение 
анализируемого показателя (м), ошибку средней 
арифметической (m). достоверность уровня различия 
сравниваемых величин оценивали с помощью U-кри-
терия манна-уитни. различия считали ста тистически 
достоверными при уровне значимости р˂0,05.

результаты и обсуждение

в результате типирования по восьми аллелям гена 
HLA-DQA1 установлено, что для 75 % исследуемых 
лиц, проживающих в г. лагань лаганского района, ха-
рактерно наличие аллельного варианта DQA1*03:01, 
а для 75 % тестированных лиц, проживающих в  
п. артезиан черноземельского района – DQA1*05:01. 
согласно базе данных www.allelefrequencies.net, ал-
лельные варианты DQA1*03:01 и DQA1*05:01 наи-
более часто встречаются у жителей россии.

в процессе иммунологического исследования 
ревакцинированных вжч лиц, проживающих в 
черноземельском и лаганском районах, выявлены 
следующие общие закономерности. непосредствен-
но перед второй ревакцинацией (через 12 месяцев 
после первой) отмечали выраженный иммунный от-
вет, характеризующийся высокими уровнями спон-
танной и индуцированной продукции цитокинов 
IFN-γ, TNF-α и низкими показателями цитокина IL-4. 
через 6 месяцев после второй ревакцинации в 100 % 
случаев отмечалось достоверное изменение цитоки-
нового статуса – резкое снижение продукции IFN-γ и 
TNF-α и повышение продукции IL-4 (рис. 1).

на этом фоне нами отмечено, что выраженность 
иммунных процессов в исследованных группах име-
ет достоверные различия по районам проживания. 
индивидуальные значения уровней продукции про-
воспалительного цитокина IFN-γ у исследованных 
жителей двух районов до второй ревакцинации в 
черноземельском районе в среднем были достовер-
но выше, чем в лаганском (рис. 1). на этом фоне 
наблюдали различную реакцию на вторую ревак-
цинацию. через месяц после второй ревакцинации 
у исследованных лиц из черноземельского района 
отмечали более высокие уровни продукции IL-4 и 
IFN-γ (рис. 2). повышение уровня IL-4 (биомаркер 
гуморального иммунного ответа) свидетельствовало 

рис. 1. результаты определения уровней спонтанной продук-
ции INF-γ, TNF-α и IL-4 в образцах крови лиц, проживающих 
в лаганском (А) и черноземельском (Б) районах республики 
калмыкия, до (1) и через 1 месяц (2), 6 месяцев (3), 12 месяцев 
(4) после второй ревакцинации вжч. по оси ординат – уровни 
спонтанной продукции цитокинов клетками крови (средние зна-
чения, пг/мл), по оси абсцисс – сроки ревакцинации вжч
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о наметившейся тенденции к изменению состояния 
иммунной системы, которое впоследствии выразит-
ся в переключении иммунного ответа с Th1 (клеточ-
ный) на Th2 (гуморальный). в эти же сроки у жи-
телей лаганского района отмечали достоверно более 
высокие уровни продукции TNF-α и IL-10. цитокин 
IL-10, также как и IL-4, подавляет синтез IFN-γ, в то 
же время его ассоциируют с иммуносупрессией. 

выявленные нами различия в продукции ци-
токинов у людей в зависимости от района про-
живания могут быть связаны с превалированием 
аллели DQA1*03:01 в лаганском районе, и аллели 
DQA1*05:01 в черноземельском районе. вместе с 
тем не исключено и влияние на иммунную систему 
внешних факторов. для выяснения этого необходимо 
существенное расширение охвата обследуемых лиц. 

при типировании аллелей гена HLA-DRB1, в по-
давляющем большинстве проб от жителей обоих рай-
онов отмечен только один из 13 известных аллельных 
вариантов – DRB1*04. исключение составил один об-
разец, в котором выявлена аллель DRB1*01. согласно 
базе данных http://www.allelefrequencies.net, часто-
та встречаемости варианта DRB1*01 относительно 
других аллелей HLA-DRB1 у жителей российской 
Федерации крайне низкая, в то время как гаплотип 
DRB1*04 встречается чаще всех остальных.

при проведении комплексного иммунологиче-
ского исследования мы обратили внимание на воз-
можную ассоциацию аллели HLA-DRB1*01 с вы-

соким уровнем спонтанной и индуцированной про-
дукции IL-10, активирующего клетки гуморального 
иммунитета и связанного с иммуносупрессией. у 
единственного носителя этой аллели уровень спон-
танной и индуцированной продукции IL-10 в раз-
личные сроки после ревакцинации был значительно 
выше нормы и среднего значения для жителей двух 
районов (рис. 3). не исключено, что гиперпродукция 
IL-10 у носителя варианта DRB1*01 повышает риск 
развития нежелательных поствакцинальных ослож-
нений. высокая иммунореактивность часто приво-
дит к аутоиммунным заболеваниям [12]. в частности, 
есть сведения о связи аллели DRB1*01 с развитием 
поствакцинального макрофагального миозита [6]. 
с другой стороны, вероятность ассоциации аллели 
HLA-DRB1*01 с показателями иммунитета против 
чумы подтверждается литературными данными. так, 
в исследовании по изучению взаимодействия эпито-
пов антиген Caf1 Y. pestis с т-клетками гуманизиро-
ванных мышей со встроенным в геном гаплотипом 
DRB1, лучший т-клеточный ответ вызывал эпитоп, 
ассоциациированный с аллелью HLA-DRB1*01 [8].

скрининг других показателей поствакциналь-
ного иммунитета – уровней продукции INF-γ, TNF-α 
и IL-4, содержания в сыворотке крови антител к кап-
сульному антигену фракции 1 чумного микроба, не 
позволил выявить статистически достоверной кор-
реляции с гаплотипами, определенными у жителей 
лаганского и черноземельского районов республики 

рис. 2. результаты определения уровней спонтанной 
продукции IL-4, INF-γ, TNF-α и IL-10 в образцах крови 
лиц, проживающих в лаганском и черноземельском 
районах республики калмыкия через 1 месяц по-
сле второй ревакцинации вжч. по оси ординат – 
уровни спонтанной продукции цитокинов клетками 
крови (пг/мл), по оси абсцисс – ревакцинированные 
лица лаганского (А) и черноземельского (Б) райо-
нов. средние значения спонтанной продукции цито-
кинов клетками цельной крови лиц, проживающих 
соответственно в лаганском и черноземельском рай-
онах (пг/мл): IL-4 – (2,0±1,45) и (14,2±6,4); INF-γ – 
(217,7±7,7) и (313,2±23,8); TNF-α – (262,8±9,1) и 
(91,4±4,75); IL-10 – (286,9±20,3) и (64,2±11,45)

рис. 3. результаты определения уровней 
спонтанной (1) и индуцированной (2, 3) 
продукции IL-10 (индивидуальные зна-
чения) в образцах крови лиц, проживаю-
щих в лаганском (А) и черноземельском 
(Б) районах республики калмыкия через 
1 месяц (1, 2) и 6 месяцев (3) после второй 
ревакцинации вжч. стрелкой обозначен 
носитель аллели HLA-DRB1*01
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калмыкия. дальнейшая работа по выявлению ас-
социации гаплотипов HLA-DQA1 и HLA-DRB1 с 
функциональной активностью клеточного и гумо-
рального звеньев иммунитета в случаях вакцинации 
(ревакцинации) декретированного контингента вжч 
предполагает расширение охвата обследуемых лиц. 

таким образом, нами определены аллельные ва-
рианты гаплотипов HLA-DQA1, HLA-DQв1 и HLA-
DRB1 II класса главного комплекса гистосовмести-
мости у жителей лаганского и черноземельского 
районов республики калмыкия, проживающих на 
территории прикаспийского природного очага чумы 
и ревакцинированных вжч по эпидпоказаниям. 
выявлены различия в распределении аллельных ва-
риантов HLA-DQA1 и выраженности продукции Th1 
и Th2-ассоциированных цитокинов (INF-γ, TNF-α, 
IL-4 и IL-10) по районам проживания. отмечено, 
что аллель HLA-DRB1*01 сопряжена с высоким 
уровнем спонтанной и индуцированной продукции 
IL-10 в различные сроки после ревакцинации вжч. 
дальнейшее изучение генов, кодирующих или ре-
гулирующих активность клеточных и гуморальных 
факторов иммунитета, наряду с иммунологическими 
методами позволит прогнозировать индивидуальный 
ответ на иммунизацию существующей вакциной для 
специфической профилактики чумы, персонифици-
ровать ее применение, а также прогнозировать им-
муногенность и эффективность разрабатываемых 
вакцинных препаратов.
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м.В.овчинникова, а.В.комиссаров, е.Г.абрамова, м.н.киреев, а.Ю.Ульянов, Д.н.бибиков, 
м.н.исляева, а.к.никифоров 

разраБотка лекарСтвенной форМы готового ПреПарата  
Противохолерного иММуноЭнтероСорБента

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

цель исследования: экспериментальное обоснование возможности получения лекарственной формы про-
тивохолерного иммуноэнтеросорбента в форме таблетки. материалы и методы: экспериментальный анти-
токсический противохолерный иммуноэнтеросорбент, стабилизированный методом лиофильного высушивания. 
остаточную влажность лиофилизата энтеросорбента определяли с использованием влагомера Sartorius MA 150. 
ситовой анализ порошков и гранулятов проводили просеиванием образцов сыпучего материала через набор сит 
с отверстиями различного размера. определение насыпной плотности проводили с помощью прибора SVM-10. 
гранулирование специфического энтеросорбента проводили на аппарате GPCG 2 LabSystem. изготовление табле-
ток осуществляли на таблеточном прессе MiniTabT. определение твердости таблеток проводили с использовани-
ем тестера TBH 125 TD. испытания на истираемость таблеток осуществляли на приборе GTA 120. результаты и 
выводы. экспериментально обосновано использование в качестве вспомогательных веществ для гранулирования 
лактозы моногидрата, целлюлозы микрокристаллической и поливинилпирролидона. установлено, что получен-
ный гранулят с удовлетворительными значениями технологических характеристик может являться основой для 
готовой лекарственной формы специфического энтеросорбента. определена оптимальная масса таблеток-ядер 
противохолерного энтеросорбента. показана возможность применения кишечнорастворимого покрытия Acryl-
eze для нанесения защитной оболочки на таблетки. изучена специфическая активность таблетированного энтеро-
сорбента в тесте in vitro, подтверждена его устойчивость в условиях, моделирующих желудочно-кишечный тракт. 
в результате проведенных исследований разработана технология получения противохолерного антитоксического 
иммуноэнтеросорбента – таблетки, покрытой кишечнорастворимой оболочкой. в долгосрочных испытаниях при 
хранении сконструированного лечебно-профилактического препарата при температуре от 4 до 8 °с в течение 
24 мес (срок наблюдения) выявлено сохранение активности энтеросорбента, что свидетельствует о его стабиль-
ности, определен срок годности специфического противохолерного иммуноэнтеросорбента в таблетированной 
форме.

Ключевые слова: противохолерный иммуноэнтеросорбент, гранулирование, таблетирование, нанесение за-
щитного покрытия, специфическая активность, стабильность. 
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Development of Pharmaceutical Dosage Form of Anti-Cholera Immune-Enterosorbent 
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Objective of the study is to experimentally substantiate the possibility of production of anti-cholera immune-enterosorbent in the 
pharmaceutical form of a pill. Materials and methods: experimental antitoxic immune-enterosorbent against cholera, stabilized using 
cool dehumidification. Residual moisture of enterosorbent lyophilizate was determined by means of Sartorius MA 150 moisture meter. 
Screen assay of the powders and granulates was performed applying the sieving of bulk material samples through screen set with sieve 
openings of various sizes. Specification of tap density was carried out with the help of SVM-10 unit. Granulation of specific enterosor-
bent was done using GPCG 2 LabSystem. The pills were manufactured in tablet press, MiniTabT. The hardness of the pallets was 
carried out by means of TBH 125 TD tester. The test for friability of the pills was performed in GTA 120. Results and conclusions. 
Utilization of cellulose microcrystalline and polyvinyl pyrolidone as pharmaceutical aids for granulation of lactose monohydrate is 
experimentally substantiated. It is established that the obtained granulate with passable values of technological parameters can serve 
as the basis for pharmaceutical dosage form of specific enterosorbent. Identified has been optimum mass of anti-cholera enterosorbent 
tablet cores. Demonstrated has been the possibility of Acryl-eze enteric coating application as protective shell of the pills. Studied 
has been specific activity of the pelleted enterosorbent in vitro, verified is its resistance capacity under conditions modeling gastro-
intestinal tract. In consequence of the performed trials and tests, technology for the production of antitoxic enterosorbent against 
cholera – enteric-coated tablet – has been developed. Long-term trials: the storage of the constructed preparation at 4–8°C within 24 
months period (the observation time) – have revealed retention of enterosorbent activity, which testifies to its stability and defined the 
shelf life of specific tableted anti-cholera immune-enterosorbent.
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протекающая в настоящее время седьмая пан-
демия холеры характеризуется появлением новых 
штаммов холерного вибриона о1 серогруппы, об-
ладающих повышенными вирулентностью и адапта-
цией к условиям внешней среды [9]. сложившиеся 
обстоятельства диктуют в дополнение к существую-
щей традиционной терапии необходимость разра-
ботки и внедрения в практическое здравоохранение 
новых подходов к лечению и профилактике данной 
конвенционной болезни [7].

ранее исследователями роснипчи «микроб» 
разработана экспериментальная технология получе-
ния антитоксического энтеросорбента для интраин-
тестинальной нейтрализации экзотоксина холерного 
вибриона. препарат представляет собой хитозано-
вую матрицу с иммобилизованными на ее поверх-
ности антитоксическими противохолерными имму-
ноглобулинами, выделенными из сыворотки крови 
животных, иммунизированных холерным токсином 
[1, 6]. полученный иммуноэнтеросорбент стабили-
зирован лиофильным высушиванием с добавлением 
2,5 % глицина и 1 % сахарозы, однако вопрос о ле-
карственной форме экспериментального препарата 
остался открытым.

готовые лекарственные формы выпуска энте-
росорбционных препаратов, зарегистрированных на 
территории российской Федерации, представлены в 
виде порошков для приготовления растворов, грану-
лятов, капсул, болюсов. однако опыт производства 
лекарственных средств в россии и за рубежом сви-
детельствует, что таблетированная форма препара-
тов занимает одно из ведущих мест на рынке фар-
мацевтической продукции. точность дозирования, 
компактность, удобность упаковки, простота хране-
ния, транспортировки и возможность целевого при-
менения даже при отсутствии питьевой воды делают 
данную лекарственную форму оптимальной в сани-
тарной и противоэпидемической практиках [10].

вышесказанное определило цель исследования, 
заключающуюся в разработке лекарственной формы 
противохолерного иммуноэнтеросорбента в виде та-
блетки, покрытой кишечнорастворимой оболочкой. 

материалы и методы

остаточную влажность определяли с исполь-
зованием влагомера Sartorius MA 150 (германия). 
ситовой анализ порошков и гранулятов проводили 
с использованием автоматического процесса про-
сеивания образца сыпучего материала через набор 
сит с отверстиями различного размера с использо-
ванием анализатора BA 200N: 2500, 1000, 500, 112, 
дно. просеивание проводили в течение 5 мин при 
амплитуде, равной 1,5. для определения сыпучести 
в сухую воронку, выходное отверстие которой за-
крыто заслонкой, помещали без уплотнения навеску 
испытуемого вещества массой 50 г, взвешенную с 
точностью до 0,01 г. включали виброустройство и 
через 20 с открывали заслонку. определяли время, 

необходимое для полного истечения испытуемого 
вещества из воронки. сыпучесть рассчитывали по 
формуле (1):
 

,
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где С – сыпучесть испытуемого порошка или 
гранулята; m – масса навески испытуемого вещества, 
г; t – время истечения испытуемого вещества, с.

для определения насыпной плотности порош-
ков и гранулятов навеску образца с заранее измерен-
ной массой помещали в градуированный цилиндр 
вместимостью 100 мл. отношение массы навески 
к заполненному объему (V0) цилиндра являлось на-
сыпной плотностью до утряски. после проведения 
утряски на приборе SVM-10 (Erweka, германия) при 
количестве встряхиваний последовательно 500, 750 
и 1250 измеряли заполненный объем цилиндра (Vк) 
и определяли насыпную плотность после утряски. 
угол естественного откоса α определяли при насы-
пании материала на ровную поверхность.

гранулирование специфического энтеросорбен-
та проводили на аппарате GPCG 2 LabSystem (Glatt, 
германия), реализующем гранулирование материа-
лов методом псевдоожиженного слоя с подачей свя-
зующего вещества сверху. для изготовления таблеток 
проводили прессование гранулята на таблеточном 
прессе MiniTabT (Luxner, германия). определение 
твердости таблеток проводили с использованием те-
стера TBH 125 TD, используя режим работы пере-
мещения измерительного молотка «постоянная ско-
рость» при величине ньютон-фактора, равной 19,0. 
количество таблеток каждой серии составляло не 
менее 10. испытания на истираемость таблеток осу-
ществляли на приборе GTA 120 (Erweka, германия) 
при числе качаний флакона в минуту, равном 300, в 
течение 3 мин. в каждом флаконе находилось по 20 
таблеток. истираемость таблеток вычисляли по фор-
муле (2). нанесение покрытия на таблетку осущест-
вляли в коутере GMPC I Mini (Glatt, германия).
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где И – истираемость таблеток специфического 
энтеросорбента, %; М1 – масса таблеток до испыта-
ния, г; М2 – масса таблеток после испытания, г.

определение распадаемости таблеток проводи-
ли в соответствии с оФс «распадаемость таблеток и 
капсул» [2]. таблетки в количестве трех штук поме-
щали во флакон вместимостью 100 мл с 25 мл 0,1 м 
раствора соляной кислоты и выдерживали при тем-
пературе (37±1) °с в течение 3 ч при периодическом 
встряхивании (3–4 раза через каждые 10 мин). затем 
кислоту удаляли, таблетки заливали 25 мл 0,1 м рас-
твора натрия гидроксида и выдерживали при темпе-
ратуре (37±1) °с в течение 1 ч при периодическом 
встряхивании (3–4 раза через каждые 10 мин).

опыт по взаимодействию специфического эн-
теросорбента и неиммобилизованных антитоксиче-
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ских иммуноглобулинов с протеолитическими фер-
ментами проводили в два этапа. на первом этапе к 
раствору неиммобилизованного иммуноглобулина и 
таблеткам специфического энтеросорбента добавля-
ли 200 мг пепсина и 1 мл 0,1 м раствора соляной кис-
лоты, значение рн смесей соответствовало (2,0±0,1), 
что является оптимумом для пепсина. смеси инку-
бировали в течение 2 ч при температуре (37±1) °с. 
далее проводили нейтрализацию 0,1 н раствором 
натрия гидроксида до рн (7,8±0,1) – оптимуме для 
трипсина. 

на втором этапе к полученным «нейтрализован-
ным» реакционным смесям добавляли 300 мл трип-
сина и инкубировали в течение 3 ч при температуре 
(37±1) °с. после экспозиции с целью инактивации 
трипсина добавляли 0,1 м раствор соляной кисло-
ты до установления рн (4,0±1,0) и нейтрализовали 
0,1 н раствором натрия гидроксида до рн (7,2±0,1). 
далее экспериментальные образцы центрифуги-
ровали 10 мин при 14 тыс. об./мин, супернатанты 
декантировали. из осажденных взвесей готовили 
10 % суспензии специфического энтеросорбента и 
10 % растворы антитоксического иммуноглобулина 
в 0,01 м фосфатном буфере рн (7,3±1,0) для опреде-
ления специфической активности образцов в непря-
мом варианте дот-иммуноанализа (диа). 

специфическую активность противохолерно-
го иммуноэнтеросорбента выявляли in vitro в дот-
иммуноанализе с использованием диагностикума 
на основе наночастиц коллоидного золота и белка а 
Staphilococcus aureus.

результаты и обсуждение

в результате проведенных исследований выяв-
лено, что распределение частиц по размеру в лиофи-
лизате энтерособента, определенное ситовым мето-
дом, составляло следующие величины: пыль – 38 %; 
112–500 мкм – 40 %; 500 мкм – 1,0 мм – 12 %; 1,0–
2,5 мм – 5 %; >2,5 мм – 5 %. потеря в массе при вы-
сушивании составила (1,1±0,3) %. насыпная плот-
ность (до/после утряски) составила 0,04/0,05 г/см3. 
выявленная величина угла естественного откоса, 
равная 65°, и значение сыпучести, равное 0, свиде-
тельствовали о крайне низкой сыпучести лиофили-
зированного материала [12]. 

на основании изучения технологических харак-
теристик порошка-лиофилизата можно сделать вы-
вод, что данная субстанция является крайне неодно-
родной по фракционному составу, при этом большое 
количество лиофилизата находится в виде пыли. 
неудовлетворительные показатели сыпучести, на-
сыпной плотности и угла естественного откоса сви-
детельствуют о непригодности данной субстанции 
для получения готовой лекарственной формы. в свя-
зи с этим необходимо было получить субстанцию в 
виде гранулята.

анализ литературных данных показал, что в 
технологии гранулирования лекарственных пре-

паратов достаточно широко примененяются такие 
вспомогательные вещества, как целлюлоза микро-
кристаллическая и лактозы моногидрат, а в качестве 
связующего вещества – водные растворы поливинил-
пирролидона. свой выбор остановили на следующей 
рецептуре, рекомендованной рядом исследователей: 
по 50 массовых процентов микрокристаллической 
целлюлозы и лактозы [3, 5], а в качестве связующе-
го – 10 % раствор поливинпирролидона (Plasdone 
K90) [3, 5]. в работе использовали технологические 
режимы, обоснованные а.в.комиссаровым и соавт. 
при гранулировании компонентов холерной химиче-
ской вакцины [4, 6].

после гранулирования энтеросорбента (рис. 1) 
проводили изучение технологических характеристик 
гранулята: форма и размер частиц, распределение 
частиц по размеру, насыпная плотность, сыпучесть, 
угол естественного откоса, потеря в массе при вы-
сушивании. 

выявлены следующие технологические ха-
рактеристики гранулята: распределение частиц по 
размеру: пыль (<112 мкм) – 3 %; 112–500 мкм – 
13 %; 500 мкм – 1,0 мм – 42 %; 1,0–2,5 мм – 42 %; 
>2,5 мм – нет; насыпная плотность (до/после утря-
ски) составила 0,35/0,41 г/см3; значение текучести – 
13 г/с; величина угла естественного откоса – 21°, что 
свидетельствовало об удовлетворительной его сыпу-
чести [12]. потеря в массе при высушивании имела 
значение (1,9±0,2) %. 

учитывая значения характеристики полученно-
го гранулята иммуноэнтерособента, можно сделать 
вывод о возможности его дальнейшей дозировки в 
кишечнорастворимые капсулы или получения гото-
вой лекарственной формы в виде таблетки.

изготовление таблетированной формы – процесс 
многостадийный, включающий в себя этапы подго-
товки лекарственного вещества, смешение основного 
и вспомогательных компонентов, их сушка, гранули-
рование и непосредственно таблетирование.

для удобства применения таблетированного 
энтеросорбента per os массу таблетки, содержащей 
необходимое количество активного вещества, уста-
навливали в пределах от 0,240 до 0,260 г. результаты 
исследований характеристик таблеток-ядер противо-
холерного иммуноэнтеросорбента при прессовании 
гранулята представлены в табл. 1.

анализируя данные таблицы, можно сделать вы-
вод, что при значениях давления прессования, превы-

рис. 1. гранулят лиофилизированного противохолерного энте-
росорбента
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шающих 20 кн, таблетки-ядра обладают значениями 
механической прочности на сжатие, позволяющими 
спрогнозировать повышенное время растворения та-
блетки, а таблетирование при 5 кн приводит к повы-
шенной истираемости – (3,7±0,8) при требовании не 
более 3 % [2]. следовательно, оптимальным диапа-
зоном давления прессования являются значения от 
10 до 15 кн.

нанесение защитной оболочки на таблетку осу-
ществляли 20 % водным раствором кишечнораство-
римого покрытия Acryl-EZE до увеличения массы 
таблетки на 8 %. для нанесения пленочного покры-
тия на водной основе использовали технологические 
режимы, разработанные для готовой лекарственной 
формы холерной химической вакцины [4, 5]. масса 
таблетки с нанесенным покрытием в среднем со-
ставила (270±1,5) мг. гладкое и равномерное желтое 
пленочное покрытие закрывало все кромки таблеток 
(рис. 2). необходимо отметить, что механическая 
прочность на сжатие таблетки с покрытием возросла 
до 110 н.

в результате определения распадаемости было 
выявлено, что при выдерживании в 0,1 м растворе 
соляной кислоты в течение 3 ч каждая таблетка энте-
росорбента сохраняла форму и оболочку; при воздей-
ствии 0,1 м раствором натрия гидроксида в течение 
40 мин таблетка распадалась до рыхлой массы без 
сохранения оболочки. это свидетельствовало о хоро-
шем качестве кишечнорастворимого покрытия и пра-
вильном выборе диапазона прессования гранулята.

сконструированный экспериментальный анти-

токсический энтеросорбент предполагает приме-
нение per os, являющееся наиболее простым и рас-
пространенным способом эфферентной терапии. 
однако во всех отделах пищеварительного тракта, 
особенно в желудке и кишечнике, сорбент неизбеж-
но будет подвергнут воздействию желудочного сока 
и ферментов, которые могут инактивировать специ-
фические компоненты препарата. практический и 
научный интерес представляло изучение стабильно-
сти полученного таблетированного энтеросорбента 
в условиях, моделирующих желудочно-кишечный 
тракт. стабильность энтеросорбента исследовали в 
соответствии с [2], с некоторыми модификациями, 
описанными ранее а.л.сироко и соавт. при изуче-
нии угольных энтеросорбентов [8].

в работе использовали три серии неиммоби-
лизованного антитоксического иммуноглобули-
на и три серии экспериментального специфиче-
ского энтеросорбента в таблетированной форме. 
протеолитические ферменты – пепсин кристалличе-
ский и трипсин кристаллический применяли для мо-
делирования условий желудочно-кишечного тракта. 

полученные данные свидетельствовали, что по-
сле взаимодействия с протеолитическими фермента-
ми произошло заметное снижение специфической ак-
тивности неиммобилизованных иммуноглобулинов, 
титры антитоксических антител в диа составили 
1:640, тогда как до обработки ферментами их актив-
ность составляла 1:12800–1:6400. специфический 
энтеросорбент, в отличие от неиммобилизованного 
иммуноглобулина, наиболее чувствительного к дей-
ствию пепсина и трипсина, сохранил свои антиток-
сические свойства на высоком уровне, в диа были 
зарегистрированы значения активности препарата 
до и после обработки ферментами 1:12800–1:6400 и 
1:6400–1:3200 соответственно.

учитывая перспективу практического примене-
ния экспериментального антитоксического энтеро-
сорбента для профилактики и лечения холеры, не-
сомненный интерес представляло изучение стабиль-
ности препарата при хранении с соблюдением опти-
мального температурного режима согласно [11].

при исследовании стабильности таблетирован-
ного энтеросорбента в долгосрочных испытаниях 
выявляли активность in vitro в непрямом диа трех 
экспериментальных серий препарата на момент по-
лучения и после хранения при температуре от 2 до 
8 °с в течение 6, 12 и 24 мес (срок наблюдения). 
проводили не менее трех испытаний каждой серии 
энтеросорбента. результаты оценки активности ис-
следуемых серий экспериментального препарата в 
процессе хранения приведены в табл. 2. из получен-
ных данных следует, что при хранении энтеросор-
бента при температуре от 2 до 8 °с [11] в течение 
обозначенного времени активность таблетирован-
ного препарата оставалась на высоком уровне, что 
свидетельствует о стабильности сконструированно-
го лечебно-профилактического преапарата. на осно-
вании полученных результатов был определен срок 

Таблица 1

результаты исследований характеристик таблеток-ядер  
противохолерного иммуноэнтеросорбента

давление  
прессования, кн

механическая прочность  
на сжатие, н истираемость, %

5 20,00±1,20 3,70±0,80

10 50,00±1,50 2,10±0,45

15 77,00±3,08 1,50±0,33

20 90,00±3,50 1,10±0,30

25 120,00±4,10 0,50±0,04

рис. 2. готовая лекарственная форма противохолерного энтеро-
сорбента
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годности иммуноэнтеросорбента – 2 года.
таким образом, в результате проведенных ис-

следований была разработана экспериментальная 
таблетированная форма противохолерного имму-
ноэнтеросорбента, подтверждена стабильность ее 
свойств, что позволяет приступить к этапу доклини-
ческих испытаний препарата.

конфликт интересов. авторы подтверждают 
отсутствие конфликта финансовых/нефинансовых 
интересов, связанных с написанием статьи.
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Таблица 2

активность экспериментальных серий таблетированного  
антитоксического энтеросорбента в процессе хранения

срок наблюдения
титры специфических антител  

в дот-иммуноанализе

серия 01 серия 02 серия 03

на момент получения 1:25600 1:12800 1:6400

6 месяцев 1:10240 1:12800 1:5120

12 месяцев 1:10240 1:12800 1:6400

24 месяца 1:10240 1:10240 1:5120
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оПтиМизация технологичеСкой СхеМы ПроизводСтва ПреПаратов  
для генной диагноСтики оСоБо оПаСных инфекционных Болезней  

МетодоМ ПолиМеразной цеПной реакции  
С гиБридизационно-флуореСцентныМ учетоМ результатов

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

цель: оптимизация технологической схемы получения препарата для генной диагностики чумы с 
гибридизационно-флуоресцентным учетом результатов, связанная с подбором условий синтеза и метода очистки 
входящих в состав набора олигонуклеотидных зондов, несущих метки флуорофора (6-карбоксифлуоресцеин) и 
гасителя флуоресценции (Black Hole Quencher-1), оценка их качества и внедрения новой технологической линии 
в производство. материалы и методы. объектом для исследования являлся набор реагентов «ген Yersinia pestis 
идентификация–ргФ» и входящие в его состав праймеры и зонд, обеспечивающие амплификацию hmsH гена. 
синтез праймеров и зондов осуществляли в восьмиканальном синтезаторе днк ASM-800 (биоссет, россия) твер-
дофазным фосфитамидным методом. для проведения исследований использовали очистку полученных зондов 
либо с помощью электрофореза в 20 % полиакриламидном геле размером 20×20 или 8×10 см с последующей 
очисткой на RP-картриджах в полуавтоматическом режиме на системе OPS-201 и вручную, либо только с RP-
картриджами вручную, либо методом высокоэффективной жидкостной хроматографии (вэжх). специфическую 
активность полученных зондов проверяли в полимеразной цепной реакции с использованием днк, выделенной 
из бактериальных суспензий штамма Yersinia pestis C-624 с концентрациями 1·103–1·106 м.к./мл. результаты и 
выводы. оптимизирована технология синтеза и подобран метод очистки олигонуклеотидных зондов, несущих 
флуорофор-6-карбоксифлуоресцеин и гаситель флуоресценции Black Hole Quencher-1. показана целесообраз-
ность использования для очистки таких олигонуклеотидов, либо комплекса вэжх, либо электрофореза в 20 % 
полиакриламидном геле с 7 м мочевиной и последующей хроматографией на RP-картриджах в ручном режиме. 
внедрение оптимизированной технологической схемы при производстве препаратов для генной индикации иден-
тификации особо опасных патогенов с гибридизационно-флуоресцентной детекцией позволит сократить сроки 
их изготовления на 50 % и снизить себестоимость на 66 %. 

Ключевые слова: Black Hole Quencher–1, генодиагностические препараты, детекция, 6-карбоксифлуоресцеин, 
патогенные биологические агенты, синтез зондов.
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Optimization of the technological scheme for the Production of Preparations for Gene Diagnostics 
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Objective of the study was to optimize technological scheme for the production of preparation for gene diagnostics of plague with 
hybridization-fluorescent registration (HFR) of results, which is associated with the assessment and selection of synthesis conditions 
and method of oligonucleotide probe purification included into the kit and carrying fluorophore (6-carboxyfluorescein) and quencher 
(Black Hole Quencher-1) tags, as well as to evaluate their properties and implement this new technological line into manufacturing. 
Materials and methods. The object of investigation was the reagent panel “Gene Yersinia pestis Identification-HFR” and its con-
stituent elements, probes and primers, providing for hmsH gene amplification. Synthesis of the primers and probes was carried out in 
8-well DNA synthesizer ASM-800 (Bioset, Russia), using solid phosphite amid method. For the experiments the probes obtained were 
purified either by means of electrophoresis in 20 % polyacrylamide gel (size 20×20) or (size 8×10) with further purification through 
RP-cartridges in semi-automated mode in OPS-201 system and manually, or on RP-cartridges only in manual mode; or applying high-
performance liquid chromatography (HPLC). Specific activity of the produced probes was tested by polymerase chain reaction using 
the DNA isolated from bacterial suspensions of Yersinia pestis C-624 strain, in concentrations up to 1·103 – 1·106 mc/ml. Results and 
conclusions. Optimized has been synthesis technology; selected has been the method for oligonucleotide probe purification, carrying 
phluorophore-6-carboxyphluorescin and Black Hole Quencher-1. Demonstrated is viability of applying the stated oligonucleotides or 
HPLC, or electrophoresis in 20 % polyacrylamide gel with 7 M urea and further purification through RP-cartridges in manual mode 
for purification purposes. Introduction of the optimized technological scheme in manufacturing of preparations for gene indication and 
identification of particularly dangerous pathogens with hybridization-fluorescent detection will allow for the reduction of lead time by 
50 % and original cost – by 66 %.
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к настоящему времени полимеразная цепная 
реакция (пцр) является одним из наиболее совер-
шенных диагностических методов молекулярной 
биологии и клинической лабораторной диагности-
ки. основными ее достоинствами являются высокая 
чувствительность, универсальность технологиче-
ских процедур в виде использования единого набора 
оборудования, реактивов, подготовки проб и поста-
новки анализа.

в настоящее время в Фкуз роснипчи 
«микроб» освоен выпуск зарегистрированных в 
установленном порядке наборов реагентов для ин-
дикации и идентификации возбудителей особо опас-
ных инфекционных агентов методом пцр с электро-
форетической и гибридизационно-флуоресцентной 
детекцией. при производстве препаратов с электро-
форетическим учетом результатов технологическая 
схема состоит из пяти этапов: получение олигону-
клеотидных праймеров (онп); препарата пко (по-
ложительного контрольного образца); приготовление 
компонентов набора; контроль готового препарата; 
маркировка, фасовка и упаковка комплектов набора.

при изготовлении наборов с учетом резуль-
татов в режиме реального времени необходим еще 
один дополнительный этап – получение зондов, ме-
ченых флуорофором и гасителем флуоресценции. 
технология синтеза последних существенно отли-
чается от классической схемы получения праймеров 
[5]. одним из важных этапов в данном процессе яв-
ляется очистка модифицированных олигонуклеоти-
дов, поскольку от этого напрямую зависит качество 
выпускаемого препарата [6].

технология синтеза праймеров используется в 
институте с 2003 г., тогда как синтез зондов до сих 
пор оставался не внедренным в производство. в свя-
зи с этим очевидна необходимость проведения работ 
по освоению технологии введения флуоресцентных 
меток в состав олигонуклеотида, оптимизации спо-
собов очистки модифицированных зондов и внедре-
ния подобранных технологических схем в практику.

в качестве объекта для исследования представ-
ляется перспективным использование набора реа-
гентов «ген Yersinia pestis – идентификация», вклю-
чающего в свой состав по два зонда, меченых флуо-
рофорами FAM, R6G, ROX [1].

целью данной работы явилась оптимизация 
технологической схемы производства препарата 
для генной диагностики чумы с гибридизационно-
флуоресцентным учетом результатов, направленная на 
подбор условий синтеза и методов очистки входящих 
в состав набора олигонуклеотидных зондов, несущих 
метки флуорофор-6-карбоксифлуоресцеин (FAM) 
и гаситель флуоресценции Black Hole Quencher-1 
(BHQ1), оценка их качества и внедрения усовершен-
ствованной технологической линии в практику.

материалы и методы

в качестве объекта исследований выбрали прай-

меры и зонд, входящие в состав набора реагентов 
«ген Yersinia pestis идентификация-ргФ», и обеспе-
чивающие амплификацию hmsH гена [1].

синтез праймеров и зондов осуществляли в 
восьмиканальном синтезаторе днк ASM-800 (биос-
сет, россия) твердофазным фосфитамидным мето-
дом с использованием стандартных коммерческих 
реагентов: амидофосфитных производных нуклео-
зидов, нуклеозид-полимеров. для получения зондов 
использовали 6-(3’,6’-дипивалоилфлуореценил-6-
карбоксамидо)-гексил-1-O-(2-цианоэтил)-(N,N-
диизопропил)-фосфорамидит и 4’-(2-нитро-4-
толуилдиазо)-2’-метокси-5’-метил-азобензен-4’’-
(N-этил-2-O-(4,4’-дитетокситритил))-N-этил-2-O-
гликолат-CPG.

праймеры и зонды синтезировали в масштабе 
200 нмоль. очистку синтезированных праймеров 
осуществляли методом обращенно-фазовой хрома-
тографии на RP-картриджах (ChemGenes, сШа) на 
двухканальной системе очистки OPS-201 (биоссет, 
россия). после этого их переосаждали 6 % перхло-
ратом лития (Fluka, Швейцария) в ацетоне (экрос, 
россия), отмывали от солей ацетоном и подсушивали 
этоксиэтаном (вектон, россия). очистку полученных 
зондов проводили либо с помощью электрофореза в 
20 % полиакриламидном геле размером 20×20 или 
8×10 см с последующей очисткой на RP-картриджах 
в полуавтоматическом режиме на системе OPS-201 и 
вручную, либо только с RP-картриджами вручную, 
либо методом высокоэффективной жидкостной хро-
матографии (вэжх).

для проведения вэжх использовали систему 
«Waters» c программным обеспечением «Breeze», 
включающую бинарный градиентный насос Waters 
1525, ручной инжектор Rheodyne 7725i, нагрева-
тель колонок Waters, двухволновой детектор Waters 
2487, сканирующий программируемый флуорес-
центный детектор Waters 2475, колонки Macherey-
Nagel Nucleosil размером 250/4,6 мм с носителем 
с18, размером частиц 5 мкм и размером пор 300 Å. 
подвижная фаза: а: 0,1 м водный раствор ацетата 
аммония; B: 50 % ацетонитрил в 0,1 м водном рас-
творе ацетата аммония. градиент: с а/B (70:30) до 
а/B (30:70) за 30 мин. скорость потока: 1 мл/мин.

качество синтезированных классических оли-
гонуклеотидов проверяли методом электрофореза в 
денатурирующих условиях (c 7 м мочевиной) в 20 % 
пааг. в качестве лидирующего красителя использо-
вали смесь 0,05 % бромфенолового синего и 0,05 % 
ксиленцианола (диа-м, россия) в 95 % водном рас-
творе формамида (Merck, германия) с 10 мм NaOH 
(хеликон, россия). для окрашивания полос и визуали-
зации результата использовали 0,75 % Stains-all (Serva, 
германия) в 50 % водном растворе формамида.

оптическую плотность праймеров и зондов 
определяли при 260 нм на спектрофотометре сФ-
56 (ломо, россия). концентрацию олигонуклеоти-
дов и зондов рассчитывали с помощью программы 
«олиго кальк» [2].
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аналитическую и специфическую активность 
праймеров и зондов проверяли с использованием 
реагентов, входящих в состав набора реагентов «ген 
Yersinia pestis идентификация-ргФ». для исследова-
ния готовили бактериальные суспензии штамма Y. pes-
tis C-624 в 0,9 % растворе натрия хлористого до ко-
нечной концентрации 1·103 м.к./мл. обеззараживание 
бактериальных суспензий проводили в соответствии 
с му 1.3.2569-09 «организация работы лабораторий, 
использующих методы амплификации нуклеиновых 
кислот при работе с материалом, содержащим микро-
организмы I–IV групп патогенности». выделение 
днк осуществляли методом нуклеосорбции с ис-
пользованием коммерческого набора «днк-сорб-в» 
(«интерлабсервис», россия). работу проводили в со-
ответствии с инструкцией к препарату. полученную 
днк изучали в пцр с реакционной смесью, приго-
товленной по ту 9398-034-01898109-2011.

термоциклирование осуществляли в приборах 
«RotorGene 3000», «RotorGene 6000» («Corbett Life 
Science», австралия) и «RotorGene Q» QIAGEN 
(германия) по следующей программе: предваритель-
ная денатурация при 95 °с в течение 5 мин, затем 10 
циклов, включающих 3 шага по 30 с каждый: денату-
рация при 95 °с, отжиг при 60 °с и синтез при 72 °с; 
затем 35 циклов по 20 с каждый: денатурация при 
95 °с, отжиг при 56 °с и синтез при 72 °с. уровень 
флуоресценции определяли при 56 °с (во втором бло-
ке циклирования) по каналам FAM/Green, JOE/Yellow, 
ROX/Orange. для учета флуоресценции активирова-
ли функцию «Slope Correct»/«коррек. уклона», функ-
ция «More settings»/«Outlier Removal»/«устранение 
выбросов» – 5 %, значения Threshold/порог – 0,05. 
полученные данные обрабатывали с применением 
стандартных статистических методов [3].

результаты и обсуждение

для исследования синтезировали зонд, компле-

ментарный нуклеотидной последовательности hmsH 
гена возбудителя чумы, длиной 24 нуклеотида, несу-
щий на 5`-конце 6-карбоксифлуоресцеин (FAM), а на 
3`-конце – Black Hole Quencher-1 (BHQ1) [1].

в ходе ряда экспериментов установлено, что 
для синтеза зондов в традиционном реакционном 
цикле амидофосфитного синтеза олигонуклеотидов 
время конденсации необходимо увеличить с 1 до 6 
мин для того, чтобы максимально обеспечить при-
соединение флуорофора 6-карбоксифлуоресцеина к 
олигонуклеотидной цепи, а для аммонолиза исполь-
зовать концентрированный водный раствор аммиака 
при температуре 45 °с в течение 12 ч.

очистка зондов от примесей является необхо-
димым условием для освобождения от неполноцен-
ных олигонуклеотидов без флуорофора и гасителя, 
разрушившихся в ходе синтетических реакций и ис-
пользуемых при этом растворителей, присутствие 
которых в пцр может искажать результаты вплоть 
до полного ингибирования. поэтому на следующем 
этапе нашей работы была проведена оценка эффек-
тивности различных методов очистки полученных 
меченых олигонуклеотидов (таблица).

в результате проведенных экспериментов уста-
новлено, что наибольший количественный выход 
зонда отмечен при использовании для его очистки 
RP-картриджей в ручном режиме – (27,9±0,81) ое. 

практически одинаковое количество зонда по-
лучено при проведении электрофореза в денатури-
рующих условиях в 20 % полиакриламидном геле 
размером 8×10 см с 7 м мочевиной с дальнейшей 
очисткой на RP-картриджах в полуавтоматическом 
и ручном режиме: (4,5±0,92) и (4,6±1,18) оE соот-
ветственно. при использовании полиакриламидного 
геля размером 20×20 см увеличение выхода зонда 
не отмечено: (6,8±1,36) и (3,31±0,87) ое соответ-
ственно. более того, при очистке олигонуклеотидов 
после электрофореза на геле размером 20×20 см с 
помощью RP-картриджей в ручном режиме, их ко-

использованные в работе методы очистки олигонуклеотидов, меченных флуорофорами FAM и BHQ1

наимено-
вание зонда характеристика метода тип буфера тип элюата

hms_p1 электрофорез в денатурирующих условиях (7 м мочевина) в 20 % по-
лиакриламидном геле (20×20 см) с дальнейшей очисткой на RP-карт-
риджах, с помощью системы OPS-201 (в полуавтоматическом режиме)

0,1 м водный раствор  
ацетата аммония

30 % водный раствор  
ацетонитрила

hms_p2 электрофорез в денатурирующих условиях (7 м мочевина) в 20 % по-
лиакриламидном геле (20×20 см) с дальнейшей очисткой на RP-карт-
риджах (в ручном режиме)

0,1 м водный раствор  
ацетата аммония

30 % водный раствор  
ацетонитрила

hms_p3 электрофорез в денатурирующих условиях (7 м мочевина) 20 % полиа-
криламидном геле (8×10 см) с дальнейшей очисткой на RP-картриджах, 
с помощью системы OPS-201 (в полуавтоматическом режиме)

0,1 м водный раствор  
ацетата аммония

30 % водный раствор  
ацетонитрила

hms_p4 электрофорез в денатурирующих условиях (7 м мочевина) 20 % полиа-
криламидном геле (8×10 см) с дальнейшей очисткой на RP-картриджах 
(в ручном режиме)

0,1 м водный раствор  
ацетата аммония

30 % водный раствор  
ацетонитрила

hms_p5 очистка на RP-картриджах (в ручном режиме) водный раствор 2 м триэти-
ламиноацетата и 0,1 м триэ-
тиламиноацетат в 8 % водном 

растворе ацетонитрила

20 % водный раствор  
ацетонитрила

hms_p6 высокоэффективная жидкостная хроматография «Waters» на колонке 
Macherey-Nagel Nucleosil размером 250/4,6 мм с носителем с18 с раз-
мером частиц 5 мкм и размером пор 300 Å. сбор фракций в течение 
2,5 мин

0,1 м водный раствор ацетата 
аммония и 50 % ацетонитрил 
в 0,1 м водном растворе аце-

тата аммония

0,1 м водный раствор ацета-
та аммония и 50 % ацетони-
трил в 0,1 м водном раство-

ре ацетата аммония
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личество было в два раза меньше, чем при работе в 
полуавтоматическом режиме.

применение вэжх позволило получить до 
(7,7±0,68) ое зонда. установлено, что элюция зонда 
отмечалась на 22-й минуте (рис. 1).

на следующем этапе экспериментов изучены 
аналитические свойства зондов. с этой целью го-
товили реакционные смеси, содержащие различные 
концентрации зонда: от 4 до 1 пмоль и праймеров – 
8 и 6 пмоль. для анализа использовали препара-
ты днк, выделенные из бактериальных суспензий 
штамма Y. pestis C-624 (hmsH+) с концентрацией 
1·106–1·103 м.к./мл. с полученной днк проводили 
пцр на амплификаторах типа «RotorGene» (3000, 
6000, Q) (рис. 2).

установлено, что во всех случаях, вне зависи-
мости от способа очистки зондов, чувствительность 
реакции 1·103 м.к./мл достигается при внесении в 
реакцию 6 пмоль праймеров и 3 пмоль зонда, что в 
полной мере соответствует требованиям ту 9398-
034-01898109-2011 на «набор реагентов для уско-
ренной идентификации штаммов Yersinia pestis ме-
тодом мультилокусной полимеразной цепной реак-
ции с гибридизационно-флуоресцентным учетом ре-
зультатов в режиме реального времени (ген Yersinia 
pestis идентификация-ргФ)».

максимальное накопление флуоресценции в 
пробирках – до 0,4 ед. – отмечено при проведении 
пцр с зондами hms_p6, hms_p2 и hms_p4, очистку 
которых проводили с помощью вэжх, в первом слу-
чае, и электрофореза в денатурирующих условиях в 
20 % полиакриламидном геле с 7 м мочевиной и на 
RP-картриджах в ручном режиме. при этом на эф-
фективность очистки не влияли размеры используе-

мого геля (20×20 или 8×10 см). применение зондов 
hms_p1 и hms_p3, очистка которых осуществлялась 
методом электрофореза в денатурирующих условиях 
в 20 % полиакриламидном геле с 7 м мочевиной и на 
RP-картриджах в полуавтоматическом режиме, про-
демонстрировало меньший уровень флуоресцентно-
го сигнала – до 0,35 ед. в пцр с зондами hms_p5, 
очистку которых проводили только с помощью RP-
картриджей, интенсивность флуоресценции состав-
ляла не более 0,25 ед. 

полученные результаты свидетельствуют о пер-
спективности использования для очистки зондов, 
меченых флуоресцентными метками FAM и BHQ1, 
либо системы вэжх, либо комплексной схемы, 
предусматривающей проведение электрофореза в 
денатурирующих условиях в 20 % полиакриламид-
ном геле с 7 м мочевиной и последующей очисткой 
на RP-картриджах в ручном режиме.

в процессе выполнения исследований, посвя-
щенных изучению качества модифицированных 
олигонуклеотидов, нами отмечалась особенность 
детекции их сигнала в диапазоне 510–555 нм. из 
литературных источников известно, что карбоксиф-
луоресцеин имеет относительно широкий спектр 
500–550 нм [4], и его флуоресценция может детек-
тироваться по «JOE/Yellow» каналу. в проведенных 
исследованиях нами установлено, что присутствие в 
реакционной смеси одного зонда, имеющего флуо-
рофор FAM и гаситель BHQ1, сигнал с усилением 
(Gain) равным 10 может слабо детектироваться по 
«JOE/Yellow» каналу, но при добавлении второго 
зонда, содержащего флуорофор R6G, флуоресцен-
ция в этой части спектра не отмечается. результаты 
экспериментов свидетельствуют о возможности при-

рис. 1. очистка зонда hms_p6 методом 
вэжх: 
1 – пик выхода зонда меченного FAM и BHQ1

рис. 2. результаты амплификации hmsH 
гена с праймерами и зондами, очищенными 
различными способами: 
1 – положительный контроль; 2 – Y. pestis C-624 
(1·106 м.к./мл); 3 – Y. pestis C-624 (1·105 м.к./мл); 
4 – Y. pestis C-624 (1·104 м.к./мл); 5 – Y. pestis 
C-624 (1·103 м.к./мл); 6 – отрицательный кон-
троль. А – hms_p1 (электрофорез в геле размером 
20×20 см и на RP-картриджах в полуавтомати-
ческом режиме); Б – hms_р2 (электрофорез в 
геле размером 20×20 см и на RP-картриджах в 
ручную); В – hms_p3 (электрофорез в геле раз-
мером 8×10 см и на RP-картриджах в полуавто-
матическом режиме); Г – hms_p4 (электрофорез 
в геле размером 8×10 см и на RP-картриджах в 
ручную); Д – hms_p5 (на RP-картриджах в руч-
ную); Е – hms_p6 (вэжх)
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менения синтезированных модифицированных оли-
гонуклеотидов в составе наборов для постановки 
мультиплексной пцр-рв.

для изучения активности в отдаленных сроках 
наблюдения зонды помещали в морозильную камеру 
при температуре минус 20 °с. затем, в течение двух 
лет с интервалом 3 месяца, образцы изучали в пцр-
рв. специфическую и аналитическую активность 
модифицированных олигонуклеотидов проверяли 
посредством их использования в составе коммерче-
ского препарата «ген Yersinia pestis идентификация-
ргФ» с днк, выделенной из бактериальных суспен-
зий штамма Y. pestis C-624 (hmsH+). за время наблю-
дения (2 года) зонды сохраняли свою аналитическую 
чувствительность, что превышает срок хранения 
препарата, составляющего 6 мес.

таким образом, в роснипчи «микроб» усо-
вершенствована технология получения препарата 
для генной диагностики чумы с гибридизационно-
флуоресцентным учетом результатов за счет опти-
мизации синтеза и подбора методов очистки оли-
гонуклеотидных зондов, несущих флуорофор-6-
карбоксифлуоресцеин (FAM) и гаситель флуорес-
ценции Black Hole Quencher-1 (BHQ1). определены 
их специфические и аналитические характеристи-
ки, соответствующие требованиям ту 9398-034-
01898109-2011. показана целесообразность исполь-
зования для очистки таких олигонуклеотидов, либо 
комплекса вэжх, либо электрофореза в 20 % полиа-
криламидном геле с 7 м мочевиной и последующей 
хроматографией на RP-картриджах в ручном режи-
ме. используемые методические подходы получения 
зондов могут применяться для синтеза других олиго-
нуклеотидов, несущих в своей структуре молекулы 
красителя и гасителя флуоресценции.

внедрение оптимизированной технологической 
схемы производства препаратов для генной инди-
кации и идентификации особо опасных патогенов 
с гибридизационно-флуоресцентной детекцией, по-
зволит сократить сроки их изготовления на 50 %, 
отказаться от приобретения зондов в сторонних ор-
ганизациях и существенно снизить финансовые за-
траты на 66 %.

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

МеМориал, ПоСвященный учаСтникаМ ликвидации ПоСледСтвий  
СПитакСкого зеМлетряСения 7 декаБря 1988 г.

рис. 2. на глыбах из туфа, расположенных вдоль 
дороги к вершине холма, прикреплены мемориаль-
ные таблички, посвященные участникам ликвидации 
последствий спитакского землетрясения 

рис. 3. Текст на камне: 
«в 1988 году 12 декабря правительство ссср 

направило 4 оперативные специализированные про-
тивоэпидемические бригады спэб в зону разруши-
тельного землетрясения в армении. 

в городе спитак работала спэб саратовского 
всесоюзного научно-исследовательского противо-
чумного института «микроб». 

руководители спэб:
кокушкин александр михайлович – кандидат 

медицинских наук, заведующий лабораторией чумы 
и холеры.

касьян андрей Феодосьевич – кандидат меди-
цинских наук, старший научный сотрудник лабора-
тории чумы и холеры, начальник спэб» 

рис. 4. Текст на камне: 
«в городе ленинакан работала спэб ставро-

польского научно-исследовательского противочум-
ного института.

руководитель спэб: савельев вилорий нико-
лаевич – кандидат медицинских наук, старший на-
учный сотрудник, заведующий лабораторией микро-
биологии холеры, начальник спэб.

своим профессиональным и гражданским под-
вигом ученые, врачи, эпидемиологи и гигиенисты, 
лаборанты предотвратили массовые инфекционные 
заболевания и эпидемии.

самоотверженный скоординированный труд 
всех медицинских работников содействовал плану 
восстановительных работ, но особенно ценной была 
помощь местным властям и населению в преодоле-
нии трудностей и кризисного стресса» 

В августе 2017 года были установлены камни, посвященные четырем СПЭБ научно-исследователь-
ских противочумных институтов Минздрава СССР. 

в городе спитак (республика армения) установлен мемориал благодарной памяти от армянского народа 
за помощь при ликвидации последствий спитакского землетрясения 7 декабря 1988 г.

комплекс представляет собой памятник, изображающий стоящего на вершине холма бронзового солда-
та, держащего на руках девочку, и глыбы из туфа, с прикрепленными на них мемориальными табличками. 

рис. 1. Текст на  памятнике:
«советским воинам – участникам ликвидации 

последствий землятресения в г. спитак в декабре 
1998 года»
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рис. 6. Текст на камне: 
«армянский народ будет всегда уважать труд и 

помощь друзей, которые пришли на помощь в самые 
трудные, судьбоносные дни нашей общей истории.

особую благодарность и низкий поклон от 
имени спитакцев выражаем: руководителю и коор-
динатору оперативных групп спэб от минздрава 
ссср в зоне бедствия большому другу армении: 
онищенко геннадию григорьевичу» 

рис. 5. Текст на камне: 
«в городе степанаван работала спэб вол-

гоградского научно-исследовательского противо-
чумного института. руководитель спэб: яковлев 
анатолий трофимович – кандидат медицинских 
наук, старший научный сотрудник лаборатории ин-
дикации, начальник спэб.

в городе ленинакан работала спэб ростовского 
научно-исследовательского противочумного инсти-
тута. руководитель спэб: терентьев александр 
николаевич – кандидат медицинских наук, заведую-
щий отделом биотехнологии, начальник спэб» 
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связана с институтом «микроб», где она проработала 
свыше 40 лет. нонна михайловна – автор более 200 

ПаМяти коллеги

ПаМяти нонны Михайловны оСтроуМовой

28 июля 2017 года на 90-м году жиз-
ни после тяжелой болезни скончалась 
доктор медицинских наук, профессор, 
бывшая заведующая лабораторией хо-
лерных диагностических фагов с музеем 
института «микроб» нонна михайловна 
остроумова. 

нонна михайловна была известным 
ученым-микробиологом, ведущим спе-
циалистом по холерным фагам в нашей 
стране. она внесла значительный вклад 
в изучение холеры, разработала научные 
основы фагодиагностики возбудителя 
этой особо опасной болезни. вся тру-
довая деятельность н.м.остроумовой 

научных трудов, многие из которых по-
лучили высокую оценку как в россии, так 
и за рубежом. под ее руководством защи-
щено 10 кандидатских диссертаций.

эрудиция, высокий профессиона-
лизм, талант организатора и исследовате-
ля, активная жизненная позиция сочета-
лись в нонне михайловне с мудростью, 
справедливым и доброжелательным 
отношением к людям. светлая память 
о ней навсегда сохранится в сердцах ее 
учеников и коллег.

редакционная коллегия и редакци-
онный совет журнала «проблемы осо-
бо опасных инфекций» выражают ис-

кренние соболезнования семье и близким нонны 
михайловны остроумовой. 


