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начиная с последнего десятилетия XX века и 
по настоящее время, неблагополучная эпидемиоло-
гическая обстановка по чуме в мире формируется 

за счет стран африканского континента, на кото-
рые приходится около 96 % заболеваемости (24187 
из 24993 случаев заболевания в 2000–2015 гг.). с 
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в статье проанализированы причины возникновения и развития вспышки легочной формы чумы на 
о. мадагаскар в 2017 г. обобщены данные литературы, характеризующие пространственную и биоценотическую 
структуру природного очага чумы на о. мадагаскар, проанализированы факторы риска заражения чумой сельско-
го и городского населения, а также свойства штаммов Yersinia pestis, выделенных на о. мадагаскар в XX столетии. 
отмечено, что характерный тип вспышек чумы на мадагаскаре – сельский. показано, что одной из основных 
причин широкого распространения чумы в 2017 г. является занос инфекции из центральных районов республики 
мадагаскар в крупные города с последующим формированием множественных эпидемических очагов. на остро-
ве подтверждена циркуляция штаммов Y. pestis, представляющих собой третью ветвь иррадиации ее восточного 
биовара (1.ORI3). рассмотрены вопросы диагностики и лечения чумы в эпидемических очагах на территории 
республики мадагаскар. обосновано, что вспышка чумы на мадагаскаре в 2017 г. является следствием низкого 
уровня эпидемиологического надзора, в первую очередь недооценки возможностей специфической и неспецифи-
ческой профилактики этой инфекции.
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мероприятия.

Корреспондирующий автор: Топорков Владимир Петрович, e-mail: rusrapi@microbe.ru.

A.Yu.Popova1,2, V.V.Kutyrev3, S.A.Shcherbakova3, E.B.Ezhlova1, Yu.V.Demina1,2, N.D.Pakskina1, V.P.Toporkov3, 
N.V.Popov3, Ya.V.Sizova4, G.A.Eroshenko3, S.A.Bugorkova3, T.N.Shchukovskaya3, I.G.Karnaukhov3, N.A.Osina3, 
A.M.Porshakov3, I.N.Sharova3, S.K.Udovichenko3, A.V.Ivanova3

Outbreak of Pneumonic Plague in 2017 on Madagascar 
1Federal Service for Surveillance in the Sphere of Consumers Rights Protection and Human Welfare, Moscow, Russian Federation; 
2Russian Medical Academy of Continuing Professional Education, Moscow, Russian Federation; 3Russian Research Anti-
Plague Institute “Microbe”, Saratov, Russian Federation; 4Embassy of the Russian Federation in the Republic of Madagascar, 
Antananarivo, Republic of Madagascar 

The causes of emergence and development of pneumonic plague outbreak in 2017 on Madagascar were analyzed. Summarized 
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the risk factors of plague infection among rural and urban population of the island, as well as the properties of Yersinia pestis strains 
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2010 г. мадагаскар занимает первое место по числу 
заболеваний чумой в мире [10]. случаи заболевания 
чумой на мадагаскаре регистрируются ежегодно. 
характерный тип вспышек чумы на мадагаскаре – 
сельский, т.к. более 80 % случаев заболевания в 
год регистрируется у жителей сельских районов [1, 
9, 12]. сезон эпидемических проявлений чумы на 
мадагаскаре начинается с октября и продолжается 
до конца апреля [2]. на фоне многочисленных слу-
чаев заражения сельского населения здесь ежегод-
но отмечают случаи осложнения бубонной формы 
чумы вторичной легочной [12, 16]. при заносе ле-
гочной чумы в города республики мадагаскар эпи-
демиологическая обстановка резко обостряется за 
счет распространения возбудителя чумы воздушно-
капельным путем [29]. все это свидетельствует о 
слабом эпидемиологическом надзоре, следствием 
чего является частое проявление легочной чумы.

в 30–50-е гг. прошлого столетия, вследствие 
создания на территории о. мадагаскар эффектив-
ной системы эпидемиологического надзора за чумой 
уровень заболеваемости значительно снизился (с 
2–4 тыс. случаев в год в 1931–1932 гг. до 200 случаев 
в 1941–1953 гг.). здесь широко проводилась дерати-
зация и дезинсекция не только в эпидемических оча-
гах, но и непосредственно на участках обнаружения 
зараженных чумой грызунов и блох в природных 
биотопах. существенно, что в период 1953–1978 гг. 
случаев заболевания чумой человека в столице 
республики мадагаскар не регистрировали. первый 
случай заражения человека, после длительного пе-
рерыва, зарегистрирован в одном из самых старых 
районов г. антананариву в 1979 г. в последующие 
годы здесь регистрировали спорадические случаи 
заболевания чумой. в частности, в 2014–2015 гг. в 
антананариву выявлено 9 больных чумой, в том чис-
ле один случай легочной формы.

на фоне сокращения объемов профилактиче-
ских работ в 80–90-х гг. прошлого столетия произо-
шло значительное обострение эпидемической обста-
новки на о. мадагаскар. с 1990 г. здесь регистриро-
вали от 600 до 1500 случаев в год [14, 23, 24]. 

подчеркнем, что основным механизмом воз-
никновения крупных эпидемических вспышек на 
территории о. мадагаскар, как и в XIX–XX веках, 
остается занос чумного микроба в популяции грызу-
нов, обитающих на территории крупных населенных 
пунктов, в первую очередь портовых городов. в исто-
рическом плане этот процесс наиболее активно про-
ходил в 1898–1907 гг. («портовая чума» в таматаве в 
1898–1900; диего-суарес – 1899; мажунга – 1902 и 
1907 гг.). вторая волна «портовых вспышек» имела 
место в 1921–1947 гг. (таматаве – 1921–1931, 1933, 
1939–1946 гг.; диего-суарес – 1921, 1924, 1926–
1927 гг., Форт-дофин – 1924–1926 гг.; мажунга – 
1924–1928 гг.; мананжари – 1925–1926, 1936–1940, 
1947 гг.; аналаве – 1926–1927 гг.; ваомандри – 
1928). причем в качестве основной причины обо-
стрения эпидемической обстановки в портовых 

городах мадагаскара в 1921–1947 гг. рассматри-
вался занос чумы из внутренних районов страны. 
косвенным подтверждением этого служит развитие 
в 1921 г. вспышки легочной чумы и на территории 
центрального плато – в г. тананариве (современная 
столица антананариву). третья, современная волна 
активизации очагов чумы антропогенного типа име-
ла место в 90-х гг. прошлого столетия (вспышки в 
порту махадзанга – 1991, 1995–1999, 2013, 2017 гг.), 
в порту туамасина (2017 г.) [11, 35]. 

в период с 2000 по 2016 год, по официальным 
данным воз, диагностировано 9869 случаев заболе-
вания. в среднем ежегодно сообщалось о 580 боль-
ных чумой. пик заболеваемости пришелся на 2000 г. 
(1333 случаев заболевания и 63 летальных исхода) 
и 2004 г. (1214 и 98 соответственно). летальность 
при чуме на мадагаскаре значительно варьирует в 
ходе отдельных вспышек. в последние годы наблю-
дается увеличение количества летальных исходов 
(до 23,7 %), что, вероятно, связано с участившими-
ся случаями легочной формы чумы [25, 35]. чума 
на мадагаскаре встречается в двух формах – бу-
бонной и легочной [9]. преобладающей клинико-
эпидемиологической формой является бубонная 
чума. почти в половине случаев чума регистрирует-
ся у детей в возрасте до 16 лет, что объясняется боль-
шей подвижностью этой возрастной категории насе-
ления и тесным контактом с природно-очаговыми 
комплексами. наибольшему риску заражения чумой 
подвергаются лица мужского пола в связи их пре-
быванием на очаговой территории при выполнении 
профессиональных обязанностей [12]. доля легоч-
ной формы чумы в различные годы варьирует от 2 
до 35 %. в отношении заболеваемости легочной 
формой возрастных и половых различий не выяв-
лено. наиболее высокая частота случаев регистра-
ции первичной легочной формы чумы отмечена на 
центральном плато – глубинные, более высокие и не 
жаркие части мадагаскара. на побережье острова 
легочная чума регистрируется крайне редко.

энзоотичная по чуме территория в основном 
приурочена к сухим ландшафтам, характерным для 
всех возвышенных районов центрального нагорья 
мадагаскара, расположенных выше 800 м над уров-
нем моря. в прошлом столетии здесь сформирова-
лись природные и природно-антропоургические оча-
ги чумы, характеризующиеся высокой эпизоотиче-
ской и эпидемической активностью [5]. наибольшее 
эпидемиологическое значение повсеместно имеют 
черная крыса – Rattus rattus и блоха вида Xenopsylla 
сheopis [2, 5, 9]. природная очаговость поддержи-
вается здесь двумя подвидами черной крысы, засе-
ляющей как прибрежные леса (R. rattus rattus), так 
и высокое плоскогорье (R. r. alexandinus) [6]. наряду 
с X. cheopis здесь также зарегистрированы блохи 
Synopsyllus estradei, Dinopsyllus brachypecten, а так-
же виды рода Paractenopsyllus. на западном побе-
режье проявления чумы зарегистрированы только 
в границах портовых городов. в портовом городе 
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махадзанга отдельные случаи заражения связывают 
с серой крысой – R. norvegicus. здесь также отмечено 
вовлечение в эпизоотии чумы землероек вида Suncus 
murinus, в шерсти которых отмечены блохи X. cheo-
pis [31]. на восточном побережье, в округе Ambositra 
(в административном районе Ankazomivady), штам-
мы Y. pestis выделены от черной крысы R. rattus и 
черноголового тернека – Hemicentetes nigriceps. в 
1998 г. в округе Ikongo и в 2000–2001 гг. в округе 
Anosibe-Anala зарегистрированы случаи заболе-
вания людей. плотность населения достигает 20–
49 чел. на 1 кв. км. заболеваемость бубонной фор-
мой имеет место в годы повышенной численности 
блох X. сheopis и при наличии эпизоотий чумы среди 
крыс R. rattus. 

отмечаемый в конце XX и начале XXI веков рост 
заболеваемости чумой на о. мадагаскар целиком 
обусловлен повышением эпидемической активности 
антропоургических и природно-антропоургических 
очагов в условиях ухудшения социально-экономи-
ческих условий жизни населения [5]. наиболее 
высоко эпидемически активные очаги располо-
жены в провинциях антананариву, махадзанга, 
Фианаранцуа, туамасина [9]. территории с постоян-
ной эпидемической активностью характеризуются 
высокой плотностью населения (более 100 чел на 
1 кв. км.). подчеркнем, что черная крыса (R. rattus) 
в условиях тропиков является полусинантропным 
грызуном и во влажный период (сентябрь–март) 
обитает в жилье человека, в сухой (май–август) – в 
открытых стациях. на территории центрального 
плато эндемичным видом блох на черной крысе 
является Synopsyllus fonquerniei, которая на терри-
тории побережий отсутствует. в связи с широким 
распространением и постоянной высокой эпидеми-
ческой активностью природно-антропоургических 
очагов чумы, они представляют реальную постоян-
ную угрозу для распространения инфекции в другие 
районы о. мадагаскар, что и имело место в 2017 г.

первый случай заболевания легочной формы 
чумы связан с путешествием 31-летнего мужчины из 
туамасины общественным транспортом из района 
анказобе в таматаве (через антананариву). во вре-
мя путешествия мужчина почувствовал ухудшение 
состояния и скончался в госпитале антананариву 
23 августа 2017 г. случаи заболевания зарегистри-
рованы у большого количества контактировавших 
с ним лиц (вторичные случаи). в последующий 
период случаи легочной формы чумы были зареги-
стрированы в различных частях страны, в том числе 
и в не эндемичных районах и крупных городах. 13 
сентября 2017 г. официально объявлено о начале ны-
нешней вспышки чумы после смерти 47-летней жен-
щины в больнице соавинандриана (антананариву). 
проведенные посмертно лабораторные тесты под-
твердили диагноз легочной формы чумы. 

по данным воз, на 09.12.2017 г. общее ко-
личество больных чумой составило 2529 случаев, 
большую часть которых (1945 – 77,0 %) состави-

ли больные легочной формой. на указанную дату 
зарегистрированы 370 случаев бубонной (15 %) 
и 1 (0,1 %) – септической формы чумы; 213 слу-
чаев – с неустановленной формой заболевания. 
зарегистрировано 215 случаев смерти (показатель 
летальности – 8,5 %). с начала вспышки заболел чу-
мой 81 медицинский работник. за период вспышки 
выявлено 7289 контактных лиц, которым проведен 
курс профилактического лечения антибиотиками. 
случаи легочной формы чумы выявлены в 57 райо-
нах страны из 114 (50 %), 68 % от всех случаев за-
болевания зарегистрированы в антананариву. за 
период с 27.11.2017 по 09.12.2017 зарегистрировано 
112 новых случаев чумы на мадагаскаре, шесть из 
них – летальные. из вновь зарегистрированных 91 
случай предположительно легочной формы чумы. за 
этот период зарегистрировано три подтвержденных 
случая легочной и три подтвержденных случая бу-
бонной формы чумы. отмечена общая тенденция к 
снижению заболеваемости. темпы заболеваемости 
легочной формой чумы имеют заметную тенденцию 
к снижению. количество новых случаев болезни 
резко сокращается, что свидетельствует о том, что 
пиковая фаза вспышки завершена.

темпы нарастания количества больных чумой, в 
том числе легочной формой заболевания, в ходе раз-
вития вспышки на мадагаскаре в 2017 г., представ-
ленные в последовательно выходивших 14 докладах 
воз, приведены в табл. 1.

данные табл. 1 свидетельствуют о неуклонной 
тенденции снижения общего количества больных и 
случаев легочной чумы. учитывая, что в указанных 
докладах воз приведены сведения за различные 
промежутки времени, варьирующие от 2 до 6 дней, 
была проведена группировка усредненного количе-
ства больных по пятидневкам. динамика их значе-
ний в ходе вспышки представлена на рисунке.

приведенные на рисунке данные свидетель-
ствуют о неуклонном уменьшении общего количе-
ства больных чумой и больных легочной формой, 
что свидетельствует об эффективности проводимых 
противоэпидемических мероприятий.

с начала вспышки чумы на мадагаскаре 2017 г. 
выделено 30 штаммов Yersinia pestis чувствительных 
ко всем антибиотикам, рекомендуемым и используе-
мым в рамках национальной программы по борьбе 
с чумой (табл. 2). несмотря на это риск приобрете-
ния чумным микробом множественной лекарствен-
ной устойчивости достаточно высок [13], свидетель-
ством чего является факт выделения в прошлом из 
клинического материала антибиотикоустойчивых 
штаммов Y. pestis на территории острова [20].

в частности, в 1995 г. в районе антананариву от 
больного бубонной чумой выделен штамм Y. pestis, 
устойчивый к 8 антимикробным агентам – стреп-
томицину, хлорамфениколу, тетрациклину, сульфо-
намиду, тетрациклину, ампициллину, канамицину 
и спектиномицину. устойчивость к лекарственным 
препаратам кодировалась конъюгативной плазмидой 
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pIP1202 размером около 150 т.п.н. в эксперименте 
плазмида с высокой частотой (около 1·10–2) переда-
валась другим штаммам Y. pestis или Escherichia coli 
и, по-видимому, получена от энтеропатогенной бак-
терии [17, 18]. в том же году от больного бубонной 
чумой в районе Ampitana выделен штамм, резистент-
ный к стрептомицину. стрептомицинрезистентность 
кодировалась плазмидой pIP1203, имевшей размер 
около 40 т.п.н., которая также могла с высокой ча-
стотой (около1·10–1) передаваться другим штаммам 
Y. pestis и Yersinia pseudotuberculosis [17]. в дальней-
шем штаммов с подобной антибиотикорезистентно-
стью не выделено.

в 1996–1997 гг. один ампициллинустойчивый 
и один хлорамфениколустойчивый клинические 
штаммы выделены в порту Mahajanga; один тетра-
циклинустойчивый изолят – от крысы, два ампицил-
линустойчивых – от блох получены в антананариву. 
еще один антибиотикоустойчивый штамм выделен 
от крысы в антананариву в 1998 г. устойчивость к 
доксициклину кодировалась конъюгативной плаз-
мидой pIP2180H, гомологичной плазмиде pB71 из 

Salmonella entericа [13]. возникновение антибиоти-
коустойчивого штамма Y. pestis с множественной ле-
карственной устойчивостью и его распространение 
может представить серьезную проблему для здраво-
охранения.

особенностями эпидемических проявлений 
чумы на мадагаскаре в 2017 г. является то, что начало 
вспышки зарегистрировано в августе, что не харак-
терно для данной территории; наличие существен-
ного преобладания случаев легочной чумы (70 %) 
при достижении практически пикового количества 
больных чумой за последние 17 лет за счет заболе-
ваемости в основном в крупных городах с высокой 
плотностью населения (антананариву и туамасина), 
что повышает риск передачи инфекции и отчасти 
объясняет ее быстрое распространение. помимо 
этого, заболеваемость регистрируется в северных 
и Юго-восточных регионах страны, которые ранее 
не считались эндемичными. в связи с этим можно 
предположить, что причиной возникновения вспыш-
ки послужил занос инфекции из центральных райо-
нов республики мадагаскар (первый случай заболе-

Таблица 1

Динамика заболеваемости чумой на мадагаскаре, по данным докладов ВоЗ в 2017 г.  
(http://www.afro.who.int/health-topics/plague/plague-outbreak-situation-reports)

№ доклада воз, дата общее количество  
случаев заболевания

случаи легочной формы  
чумы

прирост общего числа  
случаев заболевания

прирост случаев заболевания 
легочной формой

1 от 04.10.2017 194 124 - -

2 от 09.10.2017 387 277 193 153

3 от 12.10.2017 684 474 297 197

4 от 17.10.2017 849 568 165 94

5 от 20.10.2017 1297 846 448 278

6 от 26.10.2017 1309 882 12 36

7 от 31.10.2017 1801 1111 492 229

8 от 06.11.2017 1947 1437 146 326

9 от 09.11.2017 2034 1565 87 128

10 от 14.11.2017 2119 1618 85 53

11 от 17.11.2017 2203 1705 84 87

12 от 20.11.2017 2267 1732 64 27

13 от 27.11.2017 2384 1828 36 37

14 от 04.12.2017 2417 1854 33 26

динамика прироста общего числа случаев 
заболевания чумой и числа случаев легоч-
ной формы в ходе вспышки на мадагаскаре 
в 2017 г.

Прирост общего числа случаев Прирост случаев легочной формы
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вания зарегистрирован у жителя района анказобе в 
центральной части высокогорья).

эпидемиологическое неблагополучие по чуме 
на мадагаскаре обусловлено сложностью контроля 
заболеваемости в труднодоступных коммунах, куда 
можно добраться только пешком; проведением об-
ряда отпевания умершего (по неизвестным причи-
нам) дома, в течение двух суток с посещением всех 
родственников; захоронение умерших в семейных 
склепах с последующим ежегодным посещением 
родственниками для того, чтобы вынести тело из 
склепа. определенное значение имеют и социально-
гигиенические факторы такие, как бедность, несо-
блюдение санитарно-гигиенических условий жизни, 
недостаток питьевой воды, проблемы с канализаци-
ей. в периоды ликвидации вспышек чумы сказыва-
ется нехватка медицинского персонала, недостаток 
коечного фонда в госпиталях, невозможность со-

блюдения требований биологической безопасно-
сти в полной мере, о чем свидетельствует большое 
количество заболевших медицинских работников в 
2017 г.

в целом борьба со вспышкой чумы в республике 
мадагаскар организована в соответствии со спе-
циально разработанным и одобренным 4 октября 
2017 г. национальным планом. согласно этому плану 
стратегия борьбы с чумой базировалась на четырех 
ключевых элементах: эпидемиологический надзор, 
ведение больных, ответные мероприятия на общин-
ном уровне и социальная мобилизация и коммуни-
кация с населением. объем финансирования нацио-
нального плана составил 10 млн долларов сШа, из 
которых 6,5 млн – это средства для обеспечения мер 
быстрого реагирования. основными задачами пла-
на являлись: взятие под контроль вспышки болезни, 
обеспечение выявления, госпитализации и лечения 

Таблица 2

Чувствительность к антибиотикам штаммов Yersinia pestis, выделенных во время вспышки чумы на мадагаскаре в 2017 г.

район Форма заболевания дата забора дата изоляции штаммов Y. pestis Stx. Tet. Cip. Chl.

Andramasina бубонная 22.09.2017 03.10.2017 чув. чув. чув. чув.

Manalanga легочная 12.09.2017 23.09.2017 чув. чув. чув. чув.

Miarinarivo бубонная 15.08.2017 21.09.2017 чув. чув. чув. чув.

Miarinarivo бубонная 29.07.2017 21.09.2017 чув. чув. чув. чув.

Miarinarivo бубонная 28.08.2017 29.09.2017 чув. чув. чув. чув.

Moramanga бубонная 05.09.2017 21.09.2017 чув. чув. чув. чув.

Tsiroanomandidy бубонная 17.09.2017 03.10.2017 чув. чув. чув. чув.

Antarenivohitra легочная 29.09.2017 05.10.2017 чув. чув. чув. чув.

Tsiroanomandidy бубонная 01.10.2017 04.10.2017 чув. чув. чув. чув.

Manjakandriana бубонная 03.10.2017 04.10.2017 чув. чув. чув. чув.

Tsiroanomandidy бубонная 01.10.2017 10.10.2017 чув. чув. чув. чув.

Arivonimamo легочная 06.10.2017 17.10.2017 чув. чув. чув. чув.

Ambalabao бубонная 19.09.2017 17.10.2017 чув. чув. чув. чув.

Manandriana бубонная 20.09.2017 17.10.2017 чув. чув. чув. чув.

Ambalabao бубонная 09.09.2017 17.10.2017 чув. чув. чув. чув.

Tsiroanomandidy бубонная 30.09.2017 14.10.2017 чув. чув. чув. чув.

Tsiroanomandidy бубонная 07.10.2017 18.10.2017 чув. чув. чув. чув.

Tsiroanomandidy бубонная 08.10.2017 18.10.2017 чув. чув. чув. чув.

Antra-renivohitra легочная 15.10.2017 25.10.2017 чув. чув. чув. чув.

Ambalabao бубонная 09.10.2017 24.10.2017 чув. чув. чув. чув.

Ambalabao бубонная 08.10.2017 25.10.2017 чув. чув. чув. чув.

Tsiroanomandidy бубонная 14.10.2017 22.10.2017 чув. чув. чув. чув.

Antra-renivohitra легочная 05.10.2017 30.10.2017 чув. чув. чув. чув.

Arivonimamo бубонная 23.10.2017 31.10.2017 чув. чув. чув. чув.

Miarinarivo бубонная 19.10.2017 01.11.2017 чув. чув. чув. чув.

Ankazobe бубонная 08.10.2017 04.11.2017 чув. чув. чув. чув.

Mandritsara бубонная 16.10.2017 04.11.2017 чув. чув. чув. чув.

Tsiroanomandidy бубонная 22.10.2017 07.11.2017 чув. чув. чув. чув.

Tsiroanomandidy бубонная 25.10.2017 09.11.2017 чув. чув. чув. чув.

Andramasina легочная 06.11.2017 14.11.2017 чув. чув. чув. чув.

примечание :  чув. – культура чувствительна к антибиотику, Stx. – стрептомицин; Tet. – тетрациклин; Cip. – ципрофлоксацинин; Chl. – хло-
рамфеникол.
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больных, выявление и профилактическое лечение 
контактировавших, мобилизация в этом процессе 
всех сил оперативного реагирования с подключени-
ем местного населения.

по данным ЮнисеФ, основные ответные меры 
были сконцентрированы на информировании насе-
ления (в том числе посредством смс-сообщений) о 
симптомах болезни, рисках заражения и доступном, 
бесплатном лечении подозрительных и подтверж-
денных случаев, отслеживании лиц, контактировав-
ших с подозрительными на чуму или больными, а 
также о проведении ряда превентивных мероприя-
тий по недопущению дальнейшего распространения 
болезни, таких как ограничение на проведение мас-
совых мероприятий, временное прекращение заня-
тий в школах, скрининг и контроль в аэропортах и 
на основных транспортных магистралях между по-
страдавшими областями.

создан координационный комитет, возглавляе-
мый премьер-министром, в состав которого вошли 
все вовлеченные в процесс министерства для обеспе-
чения межсекторального сотрудничества в принятии 
решений. на оперативном уровне межведомствен-
ная поддержка со стороны участников, не входящих 
в сектор здравоохранения (сми, транспорт, оборо-
на, образование), координировалась национальным 
департаментом по управлению рисками и чс 
(BNGRC). первичный ответ на вспышку чумы со 
стороны системы здравоохранения координировал-
ся министерством общественного здравоохранения 
и всемирной организацией здравоохранения при 
посредничестве центрального оперативного штаба. 
последний, в свою очередь, объединял пять комис-
сий по борьбе с чс (эпидемиологического надзора, 
ведения пациентов, по организации мер реагирова-
ния на общинном уровне, социальной мобилизации 
и коммуникации, комиссия по логистике). в их зада-
чи входило планирование и реализация комплексных 
технических ответных мер. комиссии, возглавляе-
мые министерством здравоохранения и партнерами, 
также включали в себя: министерство водоснабже-
ния и гигиены, министерство образования и наро-
донаселения, и международные технические пар-
тнеры – воз, Фонд помощи детям оон, врачей без 
границ, агентство сШа по международному разви-
тию, международную федерацию красного креста 
и красного полумесяца и др. институт пастера на 
мадагаскаре, выступая в качестве признанного го-
ловного учреждения в мероприятиях по реагирова-
нию на чуму на глобальном уровне, оказывал допол-
нительную техническую поддержку. 

с момента объявления о вспышке болезни 
региональное бюро воз (африка) в тесном со-
трудничестве с партнерами, включая партнеров по 
глобальной сети предупреждения о вспышках бо-
лезней и ответных действий (GOARN), обеспечива-
ло техническую и оперативную поддержку стране в 
борьбе с чумой. региональные центры чрезвычайных 
операций (EOC) функционировали в наиболее пора-

женных районах страны – антананариву, маджунга, 
Фианарантсоа, Фенериве эст.

при непосредственном участии международ-
ных партнеров созданы девять центров по лечению 
чумы, шесть из которых находились в антананариву. 
международные партнеры: IFRC (международная 
федерация красного креста и красного полумесяца), 
MSF (врачи без границ), UNICEF (Фонд помо-
щи детям оон), WHO (всемирная организация 
здравоохранения).

экспертные группы, состоящие из предста-
вителей воз (женева и браззавиль), центра по 
контролю заболеваемости (CDC) сШа и их ре-
гиональных представительств в канаде и африке, 
службы общественного здравоохранения англии, 
были направлены в пять наиболее пострадавших 
районов (антананариву, тоамасина, маджунга, 
Фианарантсоа, Фенериве эст) для усиления потен-
циала ответных мер. 

в поддержку министерства здравоохранения 
мадагаскара и других национальных органов власти 
партнеры развернули группы реагирования на чрез-
вычайные ситуации. по состоянию на 16 октября 
2017 г. в общей сложности задействовано 114 специ-
алистов из разных стран мира (из них 17 специали-
стов из CDC, 11 – из GOARN, 43 – из WHO). 

24 октября 2017 года группа ученых и специ-
алистов роспотребнадзора прибыла в республику 
мадагаскар для оказания содействия и снижения 
риска заболевания российских граждан, находя-
щихся на территории этой страны, включая сотруд-
ников посольства российской Федерации и чле-
нов их семей. сотрудниками российского научно-
исследовательского противочумного института 
«микроб» роспотребнадзора в адрес российского 
диппредставительства на мадагаскаре доставлены 
средства индивидуальной защиты (защитные ком-
бинезоны, маски, перчатки), а также 500 доз рос-
сийской противочумной вакцины, произведенных 
ставропольским научно-исследовательским проти-
вочумным институтом роспотребнадзора. проведен 
инструктаж и оказано практическое и методическое 
содействие в обеспечении противоэпидемических 
мероприятий, направленных на защиту здоровья 
находящихся в республике мадагаскар российских 
граждан. 26 октября по просьбе органов здравоохра-
нения мадагаскара специалисты роспотребнадзора 
провели занятия с местными медицинскими работ-
никами и организаторами здравоохранения по во-
просам осуществления противоэпидемических и 
профилактических мероприятий в природных оча-
гах чумы.

лабораторная диагностика чумы на мадагаскаре 
предусматривает проведение исследований по пред-
ложенной воз схеме, согласно которой индикацию 
чумного микроба осуществляют на основании выяв-
ления в пробе F1-антигена с помощью иммунофер-
ментного и иммунохроматографического анализа, 
определения специфических антител к F1 в сыворот-
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ке крови больных в диагностическом титре, обнару-
жения днк патогена методом пцр, в ходе бактерио-
логического анализа выделяют культуру возбудителя 
чумы на плотной питательной среде и проводят ее 
идентификацию по характеру роста на плотных и 
жидких питательных средах, тинкториальным свой-
ствам, биохимической активности, чувствительно-
сти к диагностическим бактериофагам [37].

при организации лабораторных исследований 
придерживаются следующего принципа: в случае 
возникновения новых случаев заболевания положи-
тельными считаются пробы, в которых возбудитель 
чумы выявлен не менее чем двумя методами (микро-
скопия, наличие F1-антигена, антител специфичных 
к F1, днк Y. pestis), при развитии вспышки и эпиде-
мии допускается использование только одного метода 
для проведения анализа. в первичных медицинских 
организациях мадагаскара наибольшее распростра-
нение для этих целей получил иммунохроматогра-
фический тест, направленный на выявление в пробе 
F1-антигена чумного микроба – Rapid Diagnosis Test 
(RDT) for F1 Ag detection. установлено, что его ана-
литическая чувствительность составляет 0,5 нг/мл 
F1-антигена, время проведения анализа – не более 
15 мин. при исследовании 166 проб клинического 
материала (мокрота, сыворотка крови, моча, содер-
жимое бубона) от больных диагностическая чув-
ствительность теста «RDT for F1 Ag detection» была 
100 %, также как и его специфичность – при изуче-
нии 420 проб от здоровых людей ни в одном случае 
положительных результатов не отмечено [15].

аналогичные диагностические показатели для 
данного препарата отмечены при исследовании мате-
риала от грызунов, бактериальных суспензий штам-
мов возбудителя чумы, выделенных на мадагаскаре, 
странах африки и азии. показано, что процент лож-
ноотрицательных результатов для «RDT for F1 Ag 
detection» составляет не более 5 % и во многом этот 
показатель определяется низким содержанием в об-
разцах F1-антигена чумного микроба. 

специалистами отделений института пастера в 
париже и на мадагаскаре в 2004 г. разработан имму-
нохроматографический тест для выявления суммар-
ных антител, специфичных к F1 чумного микроба, в 
сыворотке крови человека и мелких млекопитающих 
и иммуноглобулинов класса IgM в сыворотке крови 
человека – Rapid Diagnosis Test (RDT) for Ab anti-
F1. установлено, что при исследовании материала 
от человека чувствительность препарата составляет 
84,6 %, специфичность – 98 %, а проб от грызунов и 
других мелких млекопитающих – 87,8 и 90,3 % соот-
ветственно [32]. полученные результаты, по мнению 
авторов, указывают на перспективность внедрения 
теста «RDT for Ab anti-F1» в работу первичных орга-
низаций здравоохранения мадагаскара.

применение полимеразной цепной реакции 
(пцр) для выявления днк чумного микроба в про-
бах клинического материала на мадагаскаре было 
осуществлено L.Rahalison et al. в 2000 г. [30]. авторы 

в качестве днк-мишени использовали участок caf1 
гена размером 501 п.н., а регистрацию результатов 
амплификации проводили методом электрофореза 
в агарозных гелях. установлено, что предложенный 
подход не имел достаточной чувствительности: из 
64 образцов от больных людей днк патогена обна-
ружена в 57 случаях (89 %). совпадение результатов 
между пцр и иммунохроматографическим тестом 
«RDT for F1 Ag detection» составило 80,7 % (63 из 78 
образцов), между пцр и бактериологическим мето-
дом – 50 % (25 из 50 образцов), пцр и выявлением 
F1-антигена методом иФа – 35,2 % (19 из 54 образ-
цов). полученные результаты не позволили авторам 
на тот период времени рекомендовать использование 
пцр для первичного скрининга проб клинического и 
полевого материала.

позднее предложен более чувствительный спо-
соб выявления днк чумного микроба методом пцр, 
который основан на детекции фрагментов генов pla 
и caf1, специфичных для возбудителя чумы, с реги-
страцией результатов в режиме реального времени 
[33]. показано, что из 149 образцов, содержащих 
возбудитель чумы, культура патогена была выделена 
в 47 случаях, F1-антиген методом иха обнаружен 
в 88 случаях, а днк патогена с помощью разрабо-
танного подхода – в 120. исходя из полученных дан-
ных авторы делают вывод о том, что предложенный 
способ может рассматриваться как один из методов 
исследования проб от больных людей с бубонной 
формой чумы.

Штаммы Y. pestis, завезенные в 1898 г. на 
мадагаскар, относятся к восточному биоварианту 
возбудителя, который получил распространение во 
время третьей пандемии чумы, начавшейся в китае 
в 1855 г. как и другие штаммы основного подвида 
штаммы восточного биовара отличаются высокой 
вирулентностью. мадагаскарские штаммы пред-
ставляют собой третью ветвь иррадиации восточно-
го биовара (1.ORI3). она была завезена из индии на 
мадагаскар и укоренилась там, в то время как пер-
вая ветвь иррадиации (1.ORI1) распространилась по 
территории северной америки, а вторая (1.ORI2) 
получила множественное распространение в евро-
пе, Южной америке, африке и Юго-восточной 
азии [28, 36].

анализ выделенных на о. мадагаскар штаммов 
Y. pestis был проведен с помощью различных мето-
дов молекулярного типирования. выявлено значи-
тельное генетическое разнообразие этих штаммов 
[21, 34, 36]. полногеномный SNP-анализ показал, 
что все мадагаскарские штаммы Y. pestis распадают-
ся на два специфических для мадагаскара класте-
ра: 1.ORI.3.k и его производный 1.ORI.3.d. первый 
кластер существовал на мадагаскаре уже в 1926 г., 
когда там был выделен штамм EV76, который в даль-
нейшем использовали для создания аттенуированной 
живой чумной вакцины. другие штаммы кластера 
1.ORI.3.k выделены в разных высокогорных и при-
брежных районах мадагаскара в различные годы. 
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Штаммы второго кластера 1.ORI.3.d, напротив, огра-
ничены небольшим высокогорным регионом около 
Fianarantsoa. 

полногеномное секвенирование 31 штамма 
Y. pestis, а также VNTR-генотипирование 773 мала-
гасийских образцов Y. pestis, выделенных с 1995 по 
2012 год [36], подтвердило разделение штаммов на 
группы I (k) и II (d), с выявлением дополнительных 
линий в пределах каждой группы. в целом иденти-
фицировано 18 основных филогенетических суб-
групп, включая 13 SNP-линий (субгруппы h, j, l, 
q-z) и 5 MLVA (субгруппы I.C, I.G, I.E, I.L и II.D.1). 
при этом обосновано, что стойкие эндемичные ци-
клы трансмиссии Y. pestis на локальных участках 
ответственны за долговременное сохранение чумы 
на мадагаскаре [36]. в роснипчи «микроб» про-
ведено полногеномное секвенирование вакцинного 
штамма EV нииэг, который депонирован в между-
народной базе данных NCBI GenBank.

в 2017 г. в отношении вспышки чумы на 
мадагаскаре воз рекомендует внедрять проверен-
ные стратегии по предотвращению и контролю за 
инфекцией: координация ответных мер, надзор и 
лабораторное подтверждение диагноза, выявление и 
наблюдение за контактными лицами, своевременное 
лечение пострадавших и безопасное захоронение 
тел умерших, контроль за переносчиками. основные 
контрольно-профилактические мероприятия под ру-
ководством воз направлены на ограничение пере-
дачи инфекции от человека человеку и предупре-
ждение разрастания масштабов эпидемии легочной 
чумы. вспышка чумы на мадагаскаре – наглядная 
иллюстрация реальных проблем здравоохранения в 
стране, обусловленных, в том числе, недооценкой 
возможности специфической профилактики этой ин-
фекции. исторический опыт применения специфи-
ческой профилактики, связанный с использованием 
живой вакцины из штамма G.Girard и J.Robic [19] 
на о. мадагаскар в период 1935–1950 гг. свидетель-
ствует о значительном снижении количества случаев 
заболевания чумой и благоприятном течении инфек-
ции у заболевших. отказ от использования противо-
чумных вакцин после 1959 г. на мадагаскаре на фоне 
социального неблагополучия населения страны, не-
достаточно развитой системы здравоохранения стал 
причиной столь бурного распространения инфекции 
и сопряжен с выявлением легочной формы чумы. 
ситуация обостряется ввиду слабой эффективности 
лечения легочной формы чумы имеющимся арсена-
лом антибиотиков. 

до настоящего времени окончательно еще не 
расшифрованы молекулярные механизмы патоген-
ности чумного микроба, реализующиеся в условиях 
взаимодействия с организмом человека и опреде-
ляющие развитие инфекционного процесса, а также 
исход болезни. высокая вирулентность возбудителя 
чумы обусловлена синергическим взаимопотенции-
рующим действием целого комплекса разнонаправ-
ленных факторов, которые позволяют ему обойти 

или преодолеть иммунную защиту макроорганизма, 
блокируя развитие стереотипной воспалительной ре-
акции на начальном этапе инфекционного процесса 
и препятствуя элиминации возбудителя из организма 
хозяина [7, 22, 26].

на модели бубонной чумы у крыс R. norvegi-
cus, наиболее близкой к организму человека био-
модели, показано, что чумной микроб достигает 
регионального дренирующего лимфатического узла 
в интервале от 6 до 36 часов после внутрикожного 
введения, где интенсивно размножается, реализуя 
свой патогенный потенциал, что соответствует ста-
дии развития бубонной формы чумы. через 48–72 ч 
процесс может стать генерализованным, приводя к 
колонизации чумным микробом кровяного русла, се-
лезенки, печени, дистальных лимфатических узлов и 
развитию вторичного чумного сепсиса. аналогичная 
этапность в течении чумной инфекции наблюда-
ется и в условиях моделирования легочной формы 
чумы на данных экспериментальных животных при 
интраназальном заражении 600 LD50 вирулентно-
го штамма Y. pestis CO92. в течение 12–24 ч после 
инфицирования возбудитель чумы выявлялся у за-
раженных животных бактериологическим методом 
только в легких при отсутствии у биомоделей види-
мых клинических симптомов болезни. через 36–48 ч 
возбудитель высевался уже из всех органов в воз-
растающих титрах при резком ухудшении состояния 
биомодельных животных и последующей их гибели 
в интервале 48–60 ч [8].

позднее начало этиотропного лечения анти-
бактериальными препаратами при недостаточности 
патогенетической терапии, в первую очередь при ле-
гочной форме чумы, может приводить к массивно-
му поступлению в результате гибели бактериальных 
клеток Y. pestis липополисахарида, способствующего 
развитию тяжелого эндотоксического шока, полиор-
ганной недостаточности и приводящему к летально-
му исходу. описанные клинические случаи легочной 
чумы в китае [27] полностью подтверждают данное 
положение. применение живой чумной вакцины из 
штамма Y. pestis EV линии нииэг на протяжении 
70 лет демонстрирует ее высокую эффективность 
для защиты людей [3], а многолетними генетически-
ми исследованиями доказана невозможность ревер-
сии в макроорганизме этого вакцинного штамма к 
вирулентности [4].

в заключение отметим, что основными проблем-
ными вопросами организации противочумных меро-
приятий в республике мадагаскар в 2017 г. являлись 
отсутствие эпидемиологического надзора, включая 
эпизоотологический мониторинг природных очагов, 
и недооценка роли специфической и неспецифиче-
ской профилактики. министерство здравоохране-
ния республики мадагаскар испытывает острую 
нехватку кадров по особо опасным инфекциям, го-
спитальных баз, средств индивидуальной защиты 
в условиях отсутствия собственной лабораторной 
базы и низкого уровня санитарно-гигиенического 
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просвещения населения. отсутствие национальных 
лабораторий создает определенные трудности при 
доставке проб из отдаленных районов и проведении 
исследований. для снижения риска заражения чумой 
в природно-антропоургических и антропоургиче-
ских очагах чумы острова необходимо организовать 
работы по вакцинации и проведению полевой и по-
селковой дератизации и дезинсекции. в природно-
антропоургических очагах необходимо проведение 
барьерной дератизации и дезинсекции вокруг насе-
ленных пунктов, расположенных на участках стой-
кого проявления чумы.

конфликт интересов. авторы подтверждают 
отсутствие конфликта финансовых/нефинансовых 
интересов, связанных с написанием статьи.
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в современных условиях информационно-
аналитическая прогнозно-моделирующая оценка 
инфекционной заболеваемости в странах мира яв-
ляется неотъемлемой составляющей мониторинга и 
контроля актуальных угроз и вызовов эпидемиоло-
гического плана, рисков нарушения международных 
сообщений, в том числе при обеспечении санитарно-
эпидемиологического благополучия при массовых 
международных мероприятиях (мм). ранее в пу-
бликациях были представлены данные, в основном 
количественные, по заболеваемости в мире инфек-
ционными болезнями, обозначаемыми как требую-

щие проведения мероприятий по санитарной охране 
территории российской Федерации и регламенти-
рованными санитарно-эпидемиологическими пра-
вилами сп 3.4.2318-08 «санитарная охрана терри-
тории российской Федерации» [6, 8]. данный обзор 
составлен на основе материалов, собранных в спра-
вочном эпидемиологическом издании (размещен 
на сайте роснипчи «микроб»), где предпринята 
попытка дать подробную эпидемиологическую ха-
рактеристику стран ближнего востока и северной 
африки, входящих в восточно-средиземноморский 
регион всемирной организации здравоохранения 
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раСпроСтранение инфеКционнЫх БолеЗней, ЗначимЫх для Санитарной охранЫ 
территории роССийСКой федерации, В ВоСточно-СредиЗемноморСКом регионе
ФКУЗ «Российский научно-исследовательский противочумный институт «Микроб», Саратов, Российская Федерация

цель работы. обобщить эпидемиологические данные и проанализировать ситуацию в странах восточно-
средиземноморского региона по инфекционным болезням, требующим проведения мероприятий по санитарной 
охране территории российской Федерации, государств-участников снг, стран евразийского экономического 
союза. материалы и методы. эпидемиологический анализ проведен по данным официальных сайтов и перио-
дических изданий воз, восточно-средиземноморского бюро воз, министерств здравоохранения стран, центра 
по контролю и профилактике заболеваний, других международных организаций, а также материалам публика-
ций в открытом доступе. результаты и выводы. обобщены и систематизированы данные по заболеваемости 
и территориальному распространению болезней в каждой конкретной стране с позиции возможных рисков для 
посещающих ее лиц. представленные данные по инфекционным болезням позволяют ориентироваться в вопро-
сах, связанных с риском заражения инфекционными болезнями, определить факторы и сезонность повышенного 
риска заражения, прогнозировать возможность завоза болезней в российскую Федерацию. данные могут быть 
полезными для расчета качественной и количественной оценки потенциальной эпидемической опасности при 
обеспечении санитарно-эпидемиологического благополучия при массовых международных мероприятиях.

Ключевые слова: особо опасные инфекционные болезни, восточно-средиземноморский регион, обеспечение 
санитарно-эпидемиологического благополучия.
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(воз) в период с 2000 г. по настоящее время, по-
зволяющую ориентироваться в вопросах, связанных 
с риском заражения инфекционными болезнями, 
определить факторы и сезонность повышенного ри-
ска заражения, прогнозировать возможность завоза 
болезней в российскую Федерацию. при обеспече-
нии санитарно-эпидемиологического благополучия 
при подготовке и проведении мм представленные 
данные могут быть полезными для расчета каче-
ственной и количественной оценки потенциальной 
эпидемической опасности мм.

материалы и методы

в основу обзора положены данные офици-
альных сайтов и периодических изданий воз, 
восточно-средиземноморского бюро воз, мини-
стерств здравоохранения соответствующих стран, 
центра по контролю и профилактике заболеваний 
(CDC). использована информация из публикаций 
и с сайтов других международных организаций 
(продовольственная и сельскохозяйственная орга-

низация, всемирная организация здравоохранения 
животных), электронные ресурсы сетей по сбору 
оперативной информации (ProMED-mail, EpiSouth, 
arbo-zoonet и др.). подробный обзор электронных 
источников, значимых для получения оперативной 
и ретроспективной информации о заболеваемости, 
приведен ранее [9]. для эпидемиологической харак-
теристики стран использованы также материалы ста-
тей в рецензируемых журналах, освещающие эпиде-
миологические вопросы. при расчете интенсивных 
показателей заболеваемости (табл. 1) использованы 
оценочные данные департамента по экономическим 
и социальным вопросам организации объединенных 
наций (отдел народонаселения) на 2017 г. по чис-
ленности населения в странах.

результаты и обсуждение

регион восточное средиземноморье включа-
ет страны, расположенные в западной части азии 
и северо-восточной африки. господствующая ре-
лигия – ислам. численность населения региона со-

Таблица 1
среднемноголетние показатели на 100 тыс. населения по особо опасным инфекциям в странах Восточно-средиземноморского региона  

(за период 2000–2016 гг.) и эндемичность территории

страна
чума холера малярия лих-ка 

денге кгл лзн полио-
миелит

менин-
гокок.  
инф.

лих-ка 
рифт-
валли

грипп 
птиц

си-
бирская 

язва
бруцеллез

ип N ип N ип N ип N ип N ип N ип N ип N ип N ип N ип N ип N
афганистан 0,31 1 30,0‴ 14 433,1‴ 14 /  / 0,07 11 0,09 17 0,1 8 3,7 9

бахрейн 0,1 1 0,1 1

джибути 114,3 5 224,8 15 5,1 9 /  / /  / 1,02 1 /  /

египет 0,25 1 0,003 1 0,001 2 0,005 5 0,6 1 0,04 11 4,3 3

иордания /  / 0,25 17 3,1 17

ирак 4,7‴ 12 1,28 15 0,11 4 /  / 0,01 2 0,02 2 8,1 11

иран 0,38‴ 13 1,4 16 /  / 0,1 9 0,004 1 0,23 10 22,8‴ 10

йемен 27,2‴ 7 261,9‴ 15 9,9 9 0,33 9 6,1 1 19,8 11

катар 0,75 9 2,3 9

кувейт /  / 3,7 8

ливан /  / 5,2 12

ливия* 0,08 1 /  / /  / 4,0 12

марокко 0,02 5 0,06 5 0,03 12

оаэ 1,83 7

оман 0,1 5 0,1 17 0,3 6 0,2 17 5,7 17

пакистан 0,34‴ 5 92,0‴ 16 3,5 6 0,07 6 0,06 17 0,001 1

саудовская 
аравия

2,9 16 9,7 3 0,008 1 0,07 11 4,25 1 18,1 17

сирия 0,01 1 0,11 2 76,3‴ 10

сомали 168,3‴ 16 445,8‴ 16 0,84 2 0,3 8 0,46 2 0,01 1        

судан 45,6 4 1730,0‴ 16 1,1 5 0,02 3 0,1 1 0,09 9 4,1 9 1,1 2 0,04 1 1,27 2

тунис 0,2 6 /  / 3,5 12

примечания : N  – число лет регистрации. * количественных данных по заболеваемости в ливии нет.
 – наличие в стране энзоотичной территории или природных очагов, данных о заболеваемости нет;

1,4  – регистрация спорадической заболеваемости людей в отдельные годы;
 – вспышки в отдельные годы;

‴  – вспышки практически ежегодно;
/  /  – только серологические данные или данные о вывозе болезни из страны;

0,01  – развитие эпидемических осложнений в результате завозов болезни.
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ставляет более 630 млн человек. плотность населе-
ния варьирует от 4 чел./км2 (ливия) до 1769 чел./км2 

(бахрейн). на большей части территории региона 
климат аридный и семиаридный. узкая приморская 
полоса отличается теплым и влажным климатом. 
растительность в основном пустынная и степная. 
ряд стран региона характеризуются политической 
нестабильностью (ирано-иракская война, переворо-
ты в ливии и египте, гражданская война в сирии).

Чума. на территории 12 стран региона – афга-
нистана, ирака, ирана, йемена, кувейта, ливана, 
ливии, марокко, пакистана, саудовской аравии, 
сирии, туниса – доказано существование природ-
ных очагов чумы (табл. 2).

в последние 50 лет случаи заболевания заре-
гистрированы в саудовской аравии, афганистане, 
ливии, марокко, иордании. в ливии в июне 2009 г., 
после 25-летнего отсутствия, зарегистрировано 5 
подтвержденных случаев (в том числе 1 летальный – 
септическая форма) в полукочевом районе недалеко 
от границы с египтом (в 30–60 км от г. тобрук). в мае 
2011 г. во время революции в ливии было сообщено 

о вспышке болезни (более 20 подозрительных случа-
ев), не получившей лабораторного подтверждения. в 
конце 2007 г. описана вспышка чумы с симптомами 
острого гастроэнтерита в провинции нимруз на юге 
афганистана: 83 случая, 17 летальных – вследствие 
потребления зараженного мяса верблюдов [20]. 

Холера эндемична в 9 странах региона. за 15 
лет заболеваемость в регионе выросла в 4,8 раза (с 
14534 случаев в 2000 г. до 70665 случаев в 2015 г.). 
причинами неблагополучной эпидемиологической 
обстановки по холере являются неудовлетворитель-
ные санитарно-гигиенические условия, внутриго-
сударственная и межгосударственная миграция, 
связанная с перемещением сотен тысяч беженцев, в 
том числе в результате военных конфликтов, слабая 
инфраструктура системы здравоохранения и отсут-
ствие надлежащей медицинской помощи [4].

высокий показатель заболеваемости людей, 
вспышки практически ежегодно регистрируют-
ся в афганистане, ираке, иране, йемене, сомали, 
пакистане, периодически регистрируется вспышеч-
ная заболеваемость в джибути, судане (табл. 1). 

Таблица 2
Природные очаги чумы в регионе Восточного средиземноморья [1, 2, 3, 5]

Природные очаги чумы регион носители чумы в природных очагах
саудовско-йеменский пустын-
ный нагорно-равнинный 

приграничные территории саудовской аравии 
(эль-асир) и йемена (хавлан)

Gerbillus nanus, G. cheesmani, Meriones rex, Rattus rattus, 
Mus musculus, Acomys cahirinus, Jaculus jaculus и, возмож-
но, Psammomys obesus

ливанский горно-степной приморская часть сирии, горная часть ливана 
(хребты ливан и антиливан) и израиль

песчанки рода Meriones

сирийско-месопотамский пу-
стынный 

сирийское плоскогорье, верхняя и нижняя 
месопотамия (ирак), кувейт (юго-запад страны и 
побережье)

M. libycus, Tatera indica, Nesokia indica, R. rattus, R. nor-
vegicus, Mus musculus. эпизоотологическое значение могут 
иметь G. cheesmani, G. dasyurus, G. nanus, M. crassus

турецко-сирийский равнинный 
полупустынно-пустынный 

Южная часть турции, северная сирия Mesocricetus brandti, Microtus socialis, Tatera indica,  
M. vinogradovi, M. libycus, M. tristrami, Nesokia indica

курдо-иранский 
(курдистанский) горно-степной 

западная часть иранского нагорья, юго-восток 
турции, северо-восток ирака M. libycus, M. persicus, M. vinogradovi, M. tristrami. 

присутствуют также грызуны родов Microtus, Mesocricetus, 
Allactaga и Cristolus

ирано-афганский низкогорно-
пустынный 

плоскогорья западного афганистана, 
центрально-иранское низкогорье с бессточ-
ными депрессиями деште-кевир и деште-лут, 
горы северного ирана (туркмено-хорасанские, 
копетдаг)

Spermophilus fulvus, Dryomys nitedula, Allactaga elater, 
Pygeretmus pumilio, Paradipus ctenodactylus, Cricetulus 
migratorius, Microtus socialis, Tatera indica, M. persicus, 
M. libycus, M. meridianus, Rhombomys opimus, Sylvaemus 
uralensis, Mus musculus, Nesokia indica

Южно-афганский равнинный песчаная пустыня регистан, пески в нижнем тече-
нии реки гильменд, глинисто-щебнистая пустыня 
дашти-маркох

Allactaga elater, Tatera indica, M. persicus, M. libycus, 
Rhombomys opimus, Mus musculus, Nesokia indica

афгано-пакистанский средне-
горный пустынно-степной 

центрально-восточная часть афганистана, запад-
ные районы пакистана

Spermophilus fulvus, Marmota caudata, Dryomys nitedula, 
Allactaga elater,Cricetulus migratorius, Alticola argentatus, 
Microtus juldaschi, Tatera indica, M. libycus, M. persicus, Mus 
musculus, Sylvaemus uralensis, Nesokia indica 

гиндукушский высокогорный горная система гиндукуш, расположенная в 
афганистане

Marmota caudata, Dryomys nitedula, Cricetulus migratorius, 
Alticola argentatus, Microtus juldashi, M. persicus, Mus mus-
culus, Sylvaemus uralensis

Природные очаги Северной Африки

ливия западная ливия (триполитания) и северо-восток 
недалеко от границы с египтом (киренаика)

G. gerbillus и M. Shawi, M. libycus. в северных очагах также 
M.  caudatus, Psammomys obesus

марокко атлантическое побережье (дуккала-абда), 
северо-центральные (мекнес-тафилалет, Шавия-
вардига) и южные области страны (равнинные 
плато хамада-дра и хамада-гир)

R. norvegicus на севере страны, R. rattus и R. rattus 
alexandrinus на юге и на побережье, 9 видов песча-
нок – M. lybicus, G. campestris, G. nanus и др., возможно 
Pachyuromys duprasi.

египет предположительно верхний египет (провинция 
асьют вплоть до асуана)

R. rattus, R. norvegicus (в портах), второстепенные носите-
ли – Acomys cahirinus (вдоль суэцкого канала), Arvicanthis 
niloticus

тунис Южные районы близ горного массива демер и 
равнина джефара, центральные и юго-западные – 
область обширной котловины Шотт-джерид и 
северная окраина большого восточного эрга 

песчанки родов Gerbillus и Meriones
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спорадические случаи отмечены в ливане, омане. о 
завозных случаях поступают сообщения из саудовской 
аравии, омана, кувейта, бахрейна. осложнение эпи-
демиологической обстановки в 2016–2017 гг. связано 
с крупными вспышками в сомали, йемене и судане. 
в сомали с января 2016 по сентябрь 2017 г. общее 
число подозрительных случаев составило 76236 чел., 
в том числе 1157 летальных (1,5 %). значительный 
рост числа заболевших отмечен в апреле 2017 г., ког-
да выявлено 16612 новых случаев холеры (249 ле-
тальных). наибольшее число больных – в вададжире 
(провинция банадир), харфо (мудуг), душамаребе 
(гальгудуд) и марке (нижняя Шабелле). в августе 
2016 г. началась эпидемия холеры в судане, первые 
сообщения о случаях «острой водянистой диареи» 
поступили из штата голубой нил. в дальнейшем бо-
лезнь распространилась в восточную и центральную 
часть страны. на сентябрь 2017 г. оценочное чис-
ло заболевших составило около 24 тыс. эпидемия в 
йемене, начавшаяся в сентябре 2016 г., в настоящее 
время является самой большой в мире. холера охва-
тила 22 из 23 провинций страны. по состоянию на 
15 ноября 2017 г. зарегистрировано 926187 подозри-
тельных на холеру случаев (2200 летальных – 0,23 %). 
подъем заболеваемости также пришелся на апрель 
2017 г., когда ежедневно сообщалось примерно о 
5 тыс. заболевших. наибольшее количество случаев 
заболевания (около 70000 подозрительных случаев) 
отмечено в западной провинции худайда [12].

Полиомиелит. на территории двух эндемичных 
стран – пакистана и афганистана – вспышки с мест-
ной передачей дикого полиовируса регистрируются 
ежегодно (2015 г. – 54 и 20 случаев соответственно; 
2016 г. – 20 и 13; на 28 ноября 2017 г. – 5 и 10) [17]. 
в странах региона, свободных от полиомиелита, со-
храняется риск распространения инфекции, связан-
ный с завозными случаями. последние завозные 
случаи с последующей местной передачей полиови-
руса отмечены в 2014 г. в сомали, ираке и сирии. в 
течение 2013–2014 гг. в сирии зарегистрировано 36 
случаев инфицирования диким полиовирусом 1-го 
типа в районах боевых действий (алеппо, идлиб и 
эпицентр вспышки – в северо-восточной провинции 
дейр-эз-зор). отмечена международная передача 
из сирии в ирак (2 случая). ситуация, связанная с 
распространением полиомиелита в сирии в 2014 г., 
объявлена чрезвычайной в области общественного 
здравоохранения, имеющей международное значе-
ние. кроме того, в 2017 г. эпидемическая ситуация в 
сирии осложнилась циркуляцией вакцинного штамма 
полиовируса 2-го типа с эпицентром вспышки в р-не 
эль-маядин (провинция дейр-эз-зор), зарегистри-
ровано 70 случаев заболевания (на 28 ноября 2017 г.) 
вакциноассоциированного полиомиелита [17].

Малярия. в настоящее время местная передача 
малярии осуществляется на территории 8 стран ре-
гиона, две из них (иран и саудовская аравия) на-
ходятся на стадии ликвидации болезни. в структуре 
заболеваемости малярией в регионе наибольшее ко-
личество случаев приходится на три страны: судан 

(36 %), пакистан (27 %), сомали (18 %). высокий 
показатель заболеваемости и вспышки в отдель-
ные годы отмечены также в афганистане, джибути, 
иране, ираке. преимущественно тропическая форма 
малярии регистрируется в джибути, сомали, йемене 
и судане, трехдневная форма – пакистане, иране, 
афганистане. о завозных случаях заболевания еже-
годно сообщается в саудовской аравии (высокий 
показатель заболеваемости, преимущественно завоз-
ится тропическая форма), иране, тунисе. по оценкам 
воз, за последние 15 лет заболеваемость малярией 
в регионе снизилась на 75 % (с 9,3 млн в 2000 г. до 
5,3 млн в 2015 г.), смертность – на 64 %, однако вы-
сокому риску заражения (≥1 на 1000 населения) про-
должает подвергаться 111 млн жителей региона, низ-
кому (<1 случая на 1000 населения) – 291 млн. 

как и во многих эндемичных по малярии стра-
нах, основным вмешательством по борьбе с малярией 
в 1950–1970 гг. было опрыскивание в закрытых поме-
щениях ддт, которое в последующие годы продол-
жалось с использованием органофосфатных инсек-
тицидов, таких как малатион. начавшееся в 1990-е 
годы использование обработанных инсектицидами 
сеток получило значительное распространение с 
2007 г. распределение сеток пролонгированного дей-
ствия, обработанных дельтаметрином, среди домаш-
них хозяйств в эндемичных районах в настоящее вре-
мя является основной мерой по борьбе с малярией. 
Широкое использование пестицидов в борьбе с пере-
носчиками болезней, а также в сельском хозяйстве, 
возможно, способствовало развитию их устойчиво-
сти к инсектицидам. так, для Anopheles stephensi, ши-
роко распространенного в ближневосточном регионе 
(иран, ирак, бахрейн, саудовскую аравию, оман, 
пакистан, афганистан), сообщается о резистентно-
сти к ряду препаратов, включая ддт, дильдрин, ма-
латион и более поздние пиретроиды [18].

Ближневосточный респираторный синдром. 
случаи заболевания зарегистрированы впервые в 
саудовской аравии в июне 2012 г. после иденти-
фикации нового коронавируса ретроспективно уста-
новлено, что заражения имели место в марте–апреле 
2012 г. в иордании (13 случаев). высокий риск за-
ражения в саудовской аравии, оаэ, иордании. 
спорадическая заболеваемость – в катаре, кувейте, 
омане. бессимптомные случаи заболевания выявле-
ны при отслеживании контактных лиц в саудовской 
аравии (168 случаев), иордании, омане. циркуляция 
возбудителя среди верблюдов по результатам се-
рологических исследований установлена, помимо 
саудовской аравии, оаэ и иордании, в судане (98 % 
положительных находок среди верблюдов, импор-
тируемых в египет), катаре (1,8–97 %), кувейте, а 
также в египте – среди местных и импортированных 
преимущественно из судана и сомали верблюдов и 
в иране среди верблюдов, незаконно ввезенных из 
пакистана. положительные серологические находки 
отмечались при ретроспективном исследовании сы-
вороток крови верблюдов в судане и сомали (86,7 
и 80–85,2 %, образцы отобраны в 1983–1984 гг.) и в 



ОБЗОРЫ 

192017, issue 4

тунисе (провинции Sidi Bouzid, Kebili, Sousse, 30 – 
54 %, образцы отобраны в 2009 г.). 

случаи завоза болезни регистрировались из 
саудовской аравии (паломничество) в египет, 
бахрейн, ливан, из омана в оаэ – без вторичной 
передачи, с последующей местной передачей – в 
иорданию, оаэ, тунис (посещение саудовской 
аравии и катара). местная передача от завоз-
ных случаев отмечалась в иране, катаре, йемене. 
вследствие того, что завозные случаи часто проявля-
ют себя как гриппоподобные заболевания, они оста-
ются недиагностированными и выявляются только 
ретроспективно при выяснении эпидемиологиче-
ского анамнеза у заразившихся от них лиц. завозы 
из восточно-средиземноморского региона (в основ-
ном из саудовской аравии, а также из иордании 
и оаэ) зарегистрированы в германию, Францию, 
великобританию, италию, грецию, нидерланды, 
австрию, алжир, турцию, Филиппины, малайзию, 
сШа, таиланд, республику корею (крупная вспыш-
ка с 186 случаями в 2015 г. и завозом в китай).

территорией с наибольшим риском заражения 
людей является саудовская аравия, на которую при-
ходится более 80 % зарегистрированных случаев: ла-
бораторно подтверждено 1743 случаев, включая 705 
летальных (40,4 %). пик заболеваемости пришелся 
на 2014 г., когда количество заболевших составило 
679 чел. ряд вспышек был связан с внутрибольнич-
ной передачей возбудителя: в аль-хасе, джидда, эр-
рияд, табуке, медине. внутрибольничная передача 
отмечалась также в иордании (госпитали акиматов 
эз-зарка и амман), оаэ (аль-айн-сити, эмират 
абу-даби), иране (больницы провинции керман и 
г. кахну).

Менингококковая болезнь. в прошлом напря-
женная эпидемиологическая обстановка в регио-
не была связана с совершением паломничества в 
мекку, саудовская аравия. крупные вспышки за-
болевания отмечены в 2000–2001 гг. с выносом ин-
фекции в страны европы, америки и азии. после 
2002 г. ситуация по менингококковой болезни стаби-
лизировалась в связи с обязательной иммунизацией 
паломников четырехвалентной вакциной. в настоя-
щее время в основном регистрируется спорадиче-
ская заболеваемость, за исключением судана, терри-
тория которого располагается в зоне «менингитного 
пояса». в стране осуществляется усиленный эпиде-
миологический надзор за менингококковой инфек-
цией. заболеваемость регистрируется практически 
ежегодно с количеством заболевших от нескольких 
сотен до нескольких тысяч человек. в 2015 г. сооб-
щалось о 353 случаях заболевания, в 2016 г. – 153. 

Грипп птиц А(H5N1). общее количество забо-
левших в регионе 377 чел., в том числе с летальным 
исходом – 123 (32,6 %). случаи заболевания людей 
зарегистрированы в египте (страна с наибольшим 
числом случаев в мире – 363 случая, 121 леталь-
ный), джибути (8 случаев – в 2006 г.), ираке (3 – в 
2006 г.), пакистане (3 – в 2007 г.). эпизоотии среди 
птиц отмечены в афганистане, иордании, джибути, 

ираке, иране, кувейте, ливане, ливии, пакистане, 
саудовской аравии. в ряде стран новые эпизоотии 
регистрировались после восстановления страной 
статуса свободной от болезни. 

Арбовирусные инфекции. регион восточного 
средиземноморья включает территории, эндемич-
ные по нескольким арбовирусным (вызываемым ви-
русами, передаваемыми членистоногими – комары, 
клещи, москиты, блохи) инфекциям, таким как лихо-
радка денге, желтая лихорадка, лихорадка западного 
нила, крымская геморрагическая лихорадка, лихо-
радка рифт-валли. присутствие комаров – основных 
переносчиков в странах представлено в табл. 3.

Лихорадка денге является эндемичной болезнью 
для 9 стран региона, циркулируют все четыре суб-
типа вируса. климатические условия способствуют 
распространению основных переносчиков, что пока-
зывает вспышечная заболеваемость и эпидемии бо-
лезни в большей части региона в XIX и начале XX в. 
высокий показатель заболеваемости в саудовской 
аравии, йемене, судане, пакистане, где лихорадка 
денге после периода эпидемического благополучия 
получила распространение в 90-х годах XX в., на-
блюдается тенденция к росту количества больных. 
в последние годы отмечались крупные вспышки и 
эпидемии: в 2015 г. – в саудовской аравии (4312 слу-
чаев), йемене (официально зарегистрировано свыше 
3000 случаев заболевания, 27 летальных, еще около 
6000 случаев считались подозрительными), с августа 
2015 по февраль 2016 г. – в судане (612 случаев, 106 
летальных), с июня 2017 г. – в пакистане (провин-
ция хайбер-пахтунхва, более 87000 подозритель-
ных случаев, из которых более 18000 получили лабо-
раторное подтверждение, количество смертельных 
исходов – 58). спорадическая заболеваемость и не-
большие вспышки отмечались в джибути и сомали. 
наличие природных очагов болезни предполагается 
в афганистане, иране, где получены положительные 
серологические находки среди местных жителей. в 
ливане в прошлом регистрировались эпидемии бо-
лезни. по результатам серологических исследований 
распространенность антител к вирусу денге в регио-
не в среднем составила 20 %, достигая 62 % в основ-
ном в саудовской аравии, судане и пакистане [15]. 
на территории египта лихорадка денге не регистри-
ровалась с 1950-х годов, основной переносчик бо-
лезни Ae. aegypti полностью искоренен. сообщения 
о восстановлении ареала переносчика в южной ча-
сти страны появились в 2015 г. – здесь отмечалась 
вспышка лихорадки денге (253 подозрительных, 28 
лабораторно подтвержденных случаев). однако еще 
в 2010 г. были диагностированы случаи заражения 
туристов после посещения египта. 

природные очаги желтой лихорадки находятся 
на территории судана и сомали. в судане регистриру-
ется вспышечная заболеваемость. высокоэндемична 
по желтой лихорадке южная часть страны. наиболее 
крупная вспышка описана в 2012 г., затронувшая 35 
населенных пунктов штатов центральный, Южный, 
западный и северный дарфур с общим количеством 
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заболевших 847 чел., в том числе 171 со смертельным 
исходом [21]. последние данные о заболеваемости от-
носятся к 2013 г. (48 предполагаемых случаев, 14 из 
которых закончились летальным исходом). с 2014 г. 
министерством здравоохранения судана совместно 
с воз осуществляется программа массовой профи-
лактической вакцинации против желтой лихорадки, 
охватившая 14,1 млн человек (по данным на 2016 г.). 
при посещении судана каждому путешественнику 
рекомендована вакцинация против желтой лихорад-
ки. в сомали эндемичность территории установлена 
на основании результатов серологических исследо-
ваний (положительные находки у 3,7–8,5 % жителей 
южных и юго-центральных районов), случаи заболе-
вания официально не зарегистрированы [16].

Лихорадка Западного Нила. по территории ре-
гиона проходит один из основных путей миграции 
перелетных птиц из африки на север, что послу-
жило причиной распространения лзн в регионе и 
дальнейшего формирования устойчивых очагов этой 
инфекции. в настоящее время циркуляция вируса 
западного нила отмечается на территории 13 стран. 
спорадическая и вспышечная заболеваемость отме-
чается в бахрейне, иране, марокко, сирии, судане, 
тунисе. ежегодно сообщения о случаях заболева-
ния лзн поступают из туниса (пик заболеваемости 
пришелся на 2012 г.: в 13 из 24 акиматов туниса 
подтверждено 86 случаев, 12 летальных). наличие 

природных очагов заболевания по результатам серо-
логических исследований установлено в джибути, 
египте, иордании, ираке, ливане, пакистане. 
эпизоотии среди лошадей описаны в оаэ, марокко, 
тунисе. 

Лихорадка Рифт-Валли эндемична для египта, 
йемена, саудовской аравии, сомали и судана, на 
территории которых зарегистрированы эпизоотии 
среди домашних животных и связанные с ними 
вспышки заболеваний среди людей. в тунисе пред-
полагается существование природных очагов болез-
ни на основании положительных серологических 
находок (контакт с возбудителем установлен у 7,8–
8,3 % обследуемых лихорадящих больных и мест-
ных жителей из категорий риска) [11].

эпидемические и эпизоотические проявления 
болезни в восточном средиземноморье впервые 
официально зарегистрированы в 1973 г. в судане 
(данные о количестве заболевших отсутствуют). 
самая крупная из известных эпидемических вспы-
шек лихорадки рифт-валли отмечена в египте в 
1977–1978 гг., когда общее число случаев заболева-
ния, по оценкам, достигло 200 тыс., в том числе 598 
с летальным исходом. указанная вспышка стала пер-
вой возникшей в африканской стране, расположен-
ной к югу от сахары. в 2000–2001 гг. инфекционная 
болезнь вышла за пределы африканского континен-
та и диагностирована в йемене и саудовской аравии 

Таблица 3
Встречаемость отдельных видов комаров в странах Восточно-средиземноморского региона ВоЗ [13, 14, 15]
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джибути + - + + + +
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иран - - + + + + + + + + + + +

ирак + - + + + + + + +
иордания + - + - - + + + + +
катар - - + + + +
кувейт - - +

ливан + + + - - + + +
ливия + - + + - + + + + +
марокко + + + + + + + + +

оман + - + + + +
пакистан + + + + + + + + + + +
саудовская аравия + + + + + + + + + + + + +
сомали + - + + +
судан + - + + + + +

сирия + + + + +
тунис + - + - - + + + +
оаэ + - + + +

йемен + + + + + + + + +
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(количество заболевших 1540 чел.). сложная эпи-
демиологическая обстановка наблюдалась в 2006–
2007 гг. в сомали (114 случаев), а также пригранич-
ных территориях кении и танзании, в 2007–2008 г. – 
в судане (747 случаев). последние официально за-
регистрированные случаи инфицирования вирусом 
лихорадки рифт-валли в регионе диагностированы 
в судане в 2010 г. (18 чел.) [10]. отмечаемое расши-
рение ареала инфекционной болезни связывают с 
заносом возбудителя инфицированными переносчи-
ками и импортируемыми зараженными животными 
(верблюды, овцы). 

Крымская геморрагическая лихорадка. спора-
дические случаи и вспышки кгл зарегистрированы 
в афганистане, ираке, иране, омане, пакистане, 
судане, оаэ, саудовской аравии, египте. наиболее 
неблагополучная эпидемиологическая обстановка 
наблюдается в афганистане, пакистане, где забо-
леваемость высокая и имеет тенденцию к росту. в 
афганистане высокоэндемичны западная и южная 
части страны, сообщения о заболевших в разные 
годы поступали из 19 провинций. в 2015 г. зареги-
стрирован 131 подозрительный случай, из них 30 
лабораторно подтвержденных, 20 смертей, в 2016 г., 
по предварительным данным, выявлено 430 случаев, 
включая 103 лабораторно подтвержденных, 60 ле-
тальных (летальность 14 %). в пакистане заболевае-
мость регистрируется преимущественно в западном 
и северо-западном районах. в 2016 г. отмечалась 
вспышечная заболеваемость с распространением в 
традиционно неэндемические районы страны (431 
случай). существование природных очагов болез-
ни по результатам серологических исследований 
предполагается в тунисе (2,7–5,2 % положительных 
проб среди лихорадящих больных и работников ско-
тобоен), сомали (6,3–50 % находок среди живот-
ных, импортировавшихся из страны в 1990-е гг. в 
саудовскую аравию и оаэ). 

Зоонозные инфекции. Бруцеллез. ближний восток 
традиционно считается эндемичным по бру целлезу. 
сирия, иордания, ирак, иран относятся к странам с 
наибольшими показателями заболеваемости бруцел-
лезом в мире. высокий показатель заболеваемости и 
вспышки регистрируются в большинстве стран ре-
гиона (табл. 1), спорадические случаи – в бахрейне 
и марокко. имеются сообщения о диагностировании 
заболевания в других странах (Франция, тайвань) у 
лиц, возвратившихся из марокко. бруцеллез круп-
ного и мелкого рогатого скота широко распростра-
нен практически во всех странах региона, встреча-
ется бруцеллез среди свиней, буйволов, верблюдов. 
значительный риск заражения, помимо профессио-
нального и бытового, связан с употреблением непа-
стеризованного молока, в том числе верблюжьего, и 
сырого сыра, в том числе козьего, овечьего. в ряде 
стран (египет, ирак, иран, кувейт, оман) осущест-
вляется национальная программа борьбы с бруцелле-
зом, включающая вакцинацию скота, а в некоторых 
странах и серологическое обследование жвачных 

животных, убой больных животных с выплатой ком-
пенсации владельцам. подозрительные животные 
допускаются к продаже в иордании. распространены 
случаи импортирования или нелегального ввоза ин-
фицированных животных.

Сибирская язва является эндемичной болез-
нью в большинстве стран. спорадическая и вспы-
шечная заболеваемость людей регистрируется в 
афганистане, иордании, ираке, иране, марокко и 
судане. наибольшее количество случаев приходится 
на афганистан и иран, откуда сообщения о случа-
ях заболевания поступают практически ежегодно. 
последние официальные данные о случаях заболе-
вания в афганистане относятся к 2015 г. (10 больных 
кожной формой сибирской язвы без летальных ис-
ходов в провинции Khost, район Yaqobi), в иране – 
2016 г. (155 случаев), в пакистане – 2016 г. (6). 
заболеваемость среди крупного и мелкого рогатого 
скота, верблюдов отмечена на территории сирии, 
сомали.

Сап. природные очаги сапа описаны в афга-
нистане, ираке, иране, пакистане, откуда периоди-
чески поступают сообщения о вспышках среди ло-
шадей [7]. отмечались случаи заболевания львов и 
тигров (иран), мулов, ослов (пакистан). в прошлом 
сап регистрировался в судане (последние данные в 
1989 г.). импорт инфицированных лошадей имел ме-
сто в 2011 г. в ливан из сирии, в 2010 г. в бахрейн 
предположительно из сирии и кувейта – завоз вызвал 
вспышку сапа среди лошадей и случаи заболевания 
среди ослов и верблюдов, в 2004 г. в оаэ (о стране 
экспорта данных нет, предположительно из сирии) с 
заражением местных пород лошадей. эндемичность 
пакистана (провинция пенджаб) показала вспышка 
среди лошадей (23 особи) в лахоре (Lahore Polo Club) 
в 2005 г. в ходе вспышки была успешно применена 
экспериментальная терапия (продолжительность ле-
чения составила 12 недель), которая показала свою 
оправданность в случаях с элитными лошадьми при 
соблюдении мер биобезопасности [19].

Мелиоидоз. установлена эндемичность пакиста-
на, после посещения которого зарегистрированы 
заболевания людей и животных в других странах. 
предполагается существование природных очагов в 
иране. импорт из ирана инфицированных лошадей 
считается вероятной причиной вспышки мелиоидоза 
в парижском зоопарке в 1970-е годы [7].

представленный в статье материал позволяет 
дать ориентировочную оценку эпидемиологической 
ситуации в странах ближнего востока и северной 
африки, которая может быть интересна в качестве 
базисной основы при осуществлении санитарно-
карантинного контроля и проведении эпидемиоло-
гической диагностики в случае выявления больных 
инфекционными болезнями, прибывшими из ука-
занных стран.

конфликт интересов. авторы подтверждают 
отсутствие конфликта финансовых/нефинансовых 
интересов, связанных с написанием данного обзора.
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в статье представлена оценка эффективно-
сти молекулярно-генетического исследования об-
разцов полевого материала, полученных в 2016 г. в 
сарыджазском автономном очаге чумы. чума по-
прежнему представляет собой угрозу для населения 
многих стран. по данным воз, на глобальном уров-
не около 13 тыс. человек были инфицированы чумой 
в 2004–2013 гг. в 2015 г. в сШа зарегистрировано 
16 случаев чумы. на 31 октября 2017 г. общее число 
случаев чумы на мадагаскаре составило 1838 и 64 
смерти [11]. в 2014–2016 гг. три случая чумы зареги-
стрированы в российской Федерации.

в кыргызстане в 2013 г. произошел один слу-
чай чумы с летальным исходом. в последующие 
годы культуры возбудителя также выделены в при-
родных очагах кыргызской республики от грызу-
нов. в период 2012–2015 гг. зарегистрировано 10 
культур Y. pestis. в 2016 г. эпизоотия чумы выявлена 
в ур. караколтор на территории сарыджазского ав-
тономного очага в тянь-Шанском природном очаге 
чумы. выделено три штамма Y. pestis, в том числе 
от трупа серого сурка, собранных с него клещей, а 
также группового посева сурков. в том же очаге в 
ур. Шакыратма по соседству с ур. караколтор найден 
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цель исследования. оценка эффективности методов молекулярной диагностики и идентификации штаммов 
Yersinia pestis в полевом материале, полученном в условиях сарыджазского высокогорного очага в кыргызской 
республике. материалы и методы. исследованы образцы полевого материала, выделенные в 2016 г. в 
сарыджазском высокогорном очаге чумы, с помощью классических методов лабораторной диагностики и мето-
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загнивший труп сурка, от которого традиционными 
методами культуру выделить не удалось. однако при 
постановке молекулярно-генетического исследова-
ния методом пцр в режиме реального времени была 
обнаружена днк Y. pestis. проводимый масштабный 
мониторинг природных очагов чумы в кыргызской 
республике требует совершенствования методов ди-
агностики и контроля чумы с привлечением совре-
менных молекулярно-генетических методов. 

все культуры Y. pestis в 2013–2016 гг., включая 
выделенную от человека, получены в сарыджазском 
высокогорном очаге чумы. сарыджазский автоном-
ный очаг с давних пор является одним из активных 
и стойких очагов чумы в составе тянь-Шаньского 
высокогорного очага [1, 5]. северной частью он 
примыкает к сыртам систем рек текеса и кокжара, 
находящимся на территории казахстана. на запа-
де они граничат с иштык-тарагайскими сыртами 
кыргызской республики, на востоке примыкают к 
главному горному узлу – хан-тенгри, а на юге – к 
синьцзяню в китае. впервые эпизоотии чумы на 
участках, расположенных в верхнем и среднем тече-
нии р. сарыджаз, установлены в 1947 г., когда чум-
ной микроб был изолирован от сурка, отловленного 
в ур. Шилун. в последующие годы эпизоотологи-
ческого наблюдения были выявлены новые участки 
со значительным количеством эпизоотийных точек, 
высоким процентом зараженности сурков и их экто-
паразитов (ур. эчкилиташ, мингтур, тюз, Шилун). 
рельеф этого района отличается сильной пестро-
той растительного покрова. наблюдались факты 
выделения одной культуры возбудителя чумы в 
сарыджазских сыртах в 1957 г. из пищевых остатков 
стула черного коршуна. кроме того, по одной куль-
туре чумного микроба выделено в 1954 г. от трупа 
лисицы, а в 1956 г. – через групповую биопробу от 17 
узкочерепных полевок [2, 3, 6]. для предупреждения 
возможности полного восстановления эпизоотийной 
активности сарыжазского мезоочага в 1978–1979 гг. 
его территория была оздоровлена методом глубин-
ной дезинсекции нор сурков дустом ддт. дустация 
показала высокую эффективность, после которой 
индексы обилия (ио) блох в шерсти сурков умень-
шились в 8–19 раз и составили 0,04–0,13 против 
0,8–1,1. в гнездах ио составили в среднем 0,8 и ока-
зались в 22 раза ниже доотработочных значений в 
1976–1977 гг. (14,0–24,0).

река койлу берет начало от слияния р. каракол-
тор, ашуутор и каратор. протяженность ее от верхо-
вья до слияния c р. сарыджаз составляет около 46 км, 
при ширине между хребтами, ограничивающими ее 
бассейн, от 9 до 19 км. непосредственно долина реки 
имеет ширину 1–2 км. левая терраса реки узкая – от 
200 до 400 м, правая – до 1–2 км, пологая. северные 
склоны заняты еловым лесом. лесные поляны по-
крыты субальпийским разнотравьем. прибрежная 
зона нижней части занята высокогорной злаковой 
степью. западные склоны многочисленных ущелий 
заболочены и покрыты влажными субальпийскими 

лугами. левый берег более сухой. сухие злаковые 
степи чередуются с полынной растительностью и 
формациями с глинисто-шебнистой полупустыней. 
западные склоны отходящих от р. койлу ущелий 
в основном покрыты злаково-кобрезиевыми луга-
ми. бассейн р. койлу обследовался в 1990, 1991, 
1993, 1996 и 1997 гг. эпизоотии чумы в популяции 
серых сурков не обнаружены. и только в 2016 г. 
3 культуры чумного микроба выделены в районе 
ур. караколтор, сарыголот, майсаз, Шакыратма. 
эпидемиологическим отрядом ркциоои летом 
2016 г. обследован другой участок сарыджазского ав-
тономного очага в районе ур. кашкасуу. полученный 
там полевой материал обследован в дальнейшем в 
условиях стационара. 

целью работы была оценка эффективности ме-
тодов молекулярной диагностики и идентификации 
штаммов Y. pestis в полевом материале, полученном 
в различных участках сарыджазского высокогорно-
го очага в кыргызской республике. 

материалы и методы

для проведения бактериологического иссле-
дования на чуму использованы: агар хоттингера 
(рн 7,2), приготовленный в рцкиоои (серия № 2 
от 31.05.2016 г.). в качестве стимулятора роста чум-
ного микроба в питательный агар добавлялся 2,5 % 
раствор сульфита натрия в количестве 1 мл на 100 г 
агара. для подавления посторонней микрофло-
ры использовался генцианвиолет в концентрации 
1:800000. лабораторные исследования проводили в 
соответствии с практическим руководством по лабо-
раторной диагностике чумы [7, 8].

параллельно с культурально-морфологическими 
исследованиями образцов выполняли молекулярно-
генетический анализ методом пцр с регистраци-
ей результатов в режиме реального времени (пцр-
рв), а также методом пцр с электрофоретическим 
учетом результатов (пцр-эФ) [9]. при постановке 
пцр использовали «базовый набор для постановки 
пцр» производства SibEnzyme (россия). выделение 
днк проводили с помощью набора «днк-сорб-в» 
(амплисенс, (москва). анализ выполняли в при-
боре Rotor-Gene Q (германия). для индикации воз-
будителя чумы в образцах применяли «набор реа-
гентов для выявления днк Y. pestis методом пцр с 
гибридизационно-флуоресцентным учетом результа-
тов в режиме реального времени (ген Yersinia pestis – 
индикация-ргФ)», саратов, россия. молекулярную 
идентификацию методом пцр-эФ проводили в 1,5 % 
агарозном геле. для определения подвидовой и био-
варной принадлежности применяли праймеры на 
днк-мишени «Med24» и «45», описанные ранее [4]. 

результаты и обсуждение

в 2016 г. обследование в сарыджазском вы-
сокогорном очаге проводилось на двух эпизоотий-
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ных участках: в районе ур. караколтор, сарыголот, 
майсаз, Шакыратма, а также в ур. кашкасуу. при об-
следовании в 2016 г. численность сурков составила 
7,1 зверька на 1 кв. км площади. более высокая чис-
ленность в бассейне р. койлу отмечалась в верховьях 
в ур. каратор, караколтор, ашуутор – 19,2 зверька на 
эту же единицу площади. сравнение с данными учет-
ных работ предыдущих лет обследований свидетель-
ствуют об увеличении численности сурков. в период 
работы отряда климат койлу был более суровым, чем 
на остальной территории. зима была продолжитель-
ной. осадков выпало больше, чем в прошлом году на 
30–40 %. весна была затяжной с большим количе-
ством осадков. в течение всего периода работы были 
также частые осадки в виде дождя и града. большое 
количество осадков во время вегетации растительно-
сти дало возможность создания высокого травостоя и 
кормовой базы для животных. 

во время работы отряда рцкиоои в районе 
ур. караколтор в 2016 г. всего отловлено 309 экз. 
грызунов, из них серых сурков – 181, узкочерепных 
полевок – 124, лесных мышей – 3, серых хомяч-
ков – 1, узкочерепных полевок – 2 (таблица). собрано 
498 эктопаразитов, из них 145 блох, 344 клещей и 9 
вшей. весь комплекс лабораторных исследований 
проводился классическим методом в полевых усло-
виях. собранный материал исследован бактериоло-
гическим, серологическим и биологическим мето-
дом. три культуры чумного микроба, выделенные 
в ур. караколтор, сарыголот, были типичными по 
морфологическим и тинкториальным свойствам, хо-
рошо лизировались чумным и псевдотуберкулезным 
бактериофагами. они были глицерин-позитивны, не 
разлагали рамнозу, дсL для белых мышей составил 
более 10³ м.к.

в результате проведенных исследований из 63 
поставленных биопроб были выделены три культуры 
Y. pestis, которые, кроме классических методов, были 
также подтверждены методом пцр в режиме реаль-
ного времени в стационарных условиях. в остальных 
образцах биопроб культурально-морфологическими 
методами и методом пцр-рв возбудитель чумы не 
обнаружен.

на обследованной территории в секторе 
ур. Шакыратма обнаружен труп молодого серого 
сурка массой 0,4 кг, длина тела – 22 см. при визуаль-
ном осмотре увеличения лимфоузлов не отмечено. 
при вскрытии трупа внутренние органы были без 

особых видимых паталого-анатомических измене-
ний. биологическим методом были заражены белые 
мыши подкожно и накожно по 0,5 мл. проба доведе-
на до трех пассажей, биопробы были вскрыты на 6-е 
сутки, поставлена проба с бактериофагами чумным 
покровским, псевдотуберкулезным и л-413, резуль-
тат которых оказался отрицательным.

из органов найденного трупа сурка, из которых 
не удалось выделить культуру возбудителя чумы, 
были получены взвеси тканей печени, селезенки, 
крови. при проведении индикации методом пцр с 
гибридизационно-флуоресцентным учетом резуль-
татов в режиме реального времени с использовани-
ем набора «ген Yersinia pestis – индикация-ргФ» 
(саратов, россия) в них была выявлена днк Y. pestis 
(рисунок).

для молекулярной идентификации образцов 
днк методом пцр-рв и пцр-эФ по подвидовой и 
биоварной принадлежности использованы прайме-
ры на днк мишень «45» – участок днк, в котором 
у штаммов основного подвида содержится делеция 
в 45 п.н. у исследованных образцов сигнал по этой 
днк-мишени в пцр-рв отсутствовал, что свиде-
тельствовало об их принадлежности к основному 
подвиду [4]. методом пцр-эФ с использованием 
праймеров на другую днк-мишень – «Med24», на 
участке которой у штаммов Y. pestis основного под-
вида средневекового биовара содержится делеция 
в 24 п.н., установлена принадлежность исследуе-
мых образцов днк из сурков к штаммам античного 
биовара основного полвида, поскольку маркерная 
делеция штаммов средневекового биовара у них от-
сутствовала. ранее нами при исследовании штам-

результаты биологического исследования на чуму полевого материала, выделенного в сарыджазском высокогорном очаге чумы в 2016 г.

вид грызуна всего  
исследовано

от них поставлены биопробы выделено штаммов 
чумного микроба  

(Y. pestis)индиви-
дуальные

из них  
павших пассажей групповые из них  

павших пассажей

сурок серый 181 14 8 10 32 3 – 2

узкочерепная полевка 124 – – – 15 – 1 –

лесная мышь 3 1 – – – – – –

хомячок серый 1 1 – – – – – –

Всего: 309 16 8 10 47 3 1 2

выявление днк Y. pestis в образцах органов из трупов сурков, 
найденных в ур. караколтор (1) и Шакыратма (2) в 2016 г., а так-
же в ур. кашкасуу (3, 4) в 2016 г.; 5 – положительный контроль; 
6 – отрицательный контроль 
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мов Y. pestis из сарыджазского высокогорного очага 
установлена их принадлежность к античному био-
вару основного подвида, древней филогенетической 
ветви 0.ANT [10].

во время работы отряда рцкиоои в другом 
эпизоотийном участке – ур. кашкасуу летом 2016 г. 
отловлено 50 экз. сурков, из них у 2 подозрительных 
на чуму сурков отобраны образцы тканей (печень, 
селезенка, кровь), которые были заморожены и далее 
исследованы в условиях стационара. с помощью на-
бора для выделения днк «днк-сорб-в» из них по-
лучена днк, которую анализировали методами пцр-
рв и пцр-эФ. с помощью пцр-рв с применением 
тест-системы «ген Yersinia pestis – индикация-ргФ» 
в этих образцах выявлено наличие днк чумного ми-
кроба. в пцр с праймерами на мишени «Med24» и 
«45» проведена молекулярная идентификация образ-
цов и установлена их принадлежность к штаммам 
основного подвида античного биовара Y. pestis.

таким образом, нами показана эффективность 
использования методов молекулярной индикации 
и идентификации пцр-рв и пцр-эФ для ана-
лиза на чуму полевого материала, выделенного в 
сарыджазском высокогорном очаге чумы. в некото-
рых случаях (например, при анализе образцов тканей 
сурка из ур. Шакыратма) метод пцр оказался более 
чувствительным по сравнению с традиционными 
методами лабораторной диагностики чумы. эти дан-
ные свидетельствуют о необходимости широкого 
применения методов молекулярной диагностики для 
повышения эффективности эпизоотологического 
мониторинга в природных очагах чумы кыргызской 
республики 

конфликт интересов. авторы подтверждают 
отсутствие конфликта финансовых/нефинансовых 
интересов, связанных с написанием статьи.
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несмотря на значительный прогресс в области 
вирусологии, иммунологии и молекулярной биоло-
гии, а также колоссальные усилия многих поколений 

ученых и практиков по борьбе с бешенством, этот 
зооноз продолжает оставаться чрезвычайно сложной 
проблемой для многих стран мира, в том числе и для 

Пробл. особо опасных инф. 2017; 4:27–31. DOI: 10.21055/0370-1069-2017-4-27-31

удк 616.98:578.824.11

м.а.ефимова1, к.с.хаертынов1,2, а.ф.арсланова1, р.м.ахмадеев1, а.и.никитин1, В.Г.Гумеров1, 
Э.а.Шуралев1,2,3

ВЫделение, очиСтКа и оценКа СерологичеСКой аКтиВноСти антигеноВ  
ВируСа БешенСтВа 

1ФГБНУ «Федеральный центр токсикологической, радиационной и биологической безопасности», Казань;  
2Казанская государственная медицинская академия – филиал ФГБОУ ДПО РМАНПО Минздрава России, Казань; 

3ФГАОУ ВО «Казанский (Приволжский) федеральный университет», Казань, Российская Федерация

цель работы. оценка серологической активности антигенов вируса бешенства, выделенных из мозговой тка-
ни мышей и очищенных ультрацентрифугированием с предварительной дезинтеграцией на FastPrep. материалы 
и методы. в работе использовали производственный штамм вируса бешенства «овечий» гнки. вирус бешен-
ства выделяли из мозговой ткани экспериментально зараженных мышей с последующим изучением электрофоре-
тического профиля. серологическую активность компонентов вируса оценивали иммуноблотом и иФа с исполь-
зованием специфических антирабических сывороток крови. результаты и выводы. в ходе сравнения методов 
выделения и очистки антигена вируса бешенства наиболее оптимальным определено проведение гомогенизации 
на FastPrep-24 с последующим фракционированием в градиенте сахарозы. в результате фракционирования в сту-
пенчатом градиенте плотности сахарозы с концентрацией 15–50 % при 25000 g в течение 120 мин получено пять 
фракций вируса бешенства. максимально очищенной являлась белковая фракция, отобранная с зоны сахарозы 
15–20 %, соответствующая молекулярной массе 67 кда. специфическая антигенная активность фракции в иФа 
достигала титра 1:1280 (коэффициент специфичности 2,2). в результате иммуноблота антигенов, полученных 
с градиента сахарозы в диапазоне 40–45 и 20–35 % после ультрацентрифугирования, выявлена одна мажорная 
фракция полипептидов (54 кда), проявившая наиболее высокую антигенную активность. полученные результаты 
будут применимы при конструировании тест-систем для проведения скрининговых исследований на бешенство и 
мониторинга эффективности противоэпизоотических мероприятий.

Ключевые слова: вирус бешенства, антиген, FastPrep, электрофорез, иммуноблот.
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российской Федерации [2, 6]. заболевание проявля-
ется и у людей, приводя к летальным исходам [13].

основу мировых программ борьбы с бешен-
ством составляет специфическая профилактика и 
своевременная диагностика с использованием со-
временных лабораторных методов исследования. в 
настоящее время практическое применение получи-
ли различные методы: биопроба на лабораторных 
животных, морфологическое исследование голов-
ного мозга, метод иммунофлуоресценции, реакция 
преципитации в агаровом геле [14]. однако все они, 
в той или иной степени, обладают значительными 
недостатками: низкая чувствительность и недо-
статочная специфичность (световая микроскопия и 
реакция преципитации), длительность получения 
результатов экспертиз и трудоемкость (биопроба и 
реакция нейтрализации) [7]. усовершенствование 
существующих и разработка новых молекулярно-
генетических [10] и ускоренных серологических 
[1] методов как эффективных средств диагностики 
бешенства остаются актуальными вопросами до на-
стоящего времени [8, 12]. такого рода исследования 
требуют предварительной наработки определенных 
специфических биологических компонентов тест-
систем, в том числе антигенов, иммуноглобулинов 
[15]. для приготовления основы иммунизирующего 
материала, c целью получения антител, используют 
клеточные культуры животных.

каждый этап исследований требует не только 
учета генетических особенностей (вариабельности) 
вируса [4], но и проведения дополнительного, более 
углубленного изучения специфичности и чувстви-
тельности отдельных компонентов. несоблюдение 
этих требований может привести к низкой диагно-
стической эффективности тест-систем на финаль-
ном этапе разработки [9]. 

целью данной работы была оценка серологиче-
ской активности антигенов вируса бешенства, выде-
ленных из мозговой ткани мышей с использованием 
гомогенизатора FastPrep с последующим ультрацен-
трифугированием.

материалы и методы

в работе использовали производственный 
штамм вируса бешенства «овечий» гнки (коллек-
ция Фцтрб-вниви), органо-тканевого происхожде-
ния, c инфекционным титром 5,25 lg LD50/0,03 мл.

для наработки вирусного материала белых 
мышей линии BALB/c живой массой 6 –7 г заража-
ли интрацеребрально вирусом бешенства, штамм 
«овечий» гнки. мышей с признаками неврологи-
ческих нарушений через 5–8 сут после заражения 
усыпляли, декапитировали, стерильно извлекали 
мозг и готовили 20 % мозговую суспензию в 0,01 м 
фосфатно-буферном растворе.

с целью выделения вируса часть мозговой тка-
ни подвергали дезинтеграции на приборе FastPrep®-
24 Classic Instrument (MP Biomedicals), для мак-

симального извлечения вируса использовали про-
бирки Lising Matrix B; другую часть подвергали 
замораживанию-оттаиванию. прибор FastPrep-24 
был использован на предварительном этапе подго-
товки вирусного материала для полного разрушения 
клеток мозговой ткани, так как, в отличие от стеклян-
ных гомогенизаторов, данный прибор обеспечивает 
стабильную повторяемость результатов и не зависит 
от человеческого фактора. режим обработки на при-
боре FastPrep: скорость вибрации 6,0 миллисекунд, 
время обработки 60 с в присутствии однородных ча-
стиц карбида кремния. 

мозговую ткань осаждали низкоскоростным 
центрифугированием, cупернатант концентрирова-
ли ультрацентрифугированием при 25000 g. очистку 
вируса проводили в ступенчатом градиенте сахарозы 
15–50 % с использованием ультрацентрифуги Optima 
L-90K (Beckman) и последующим исследованием 
промежуточных стадий флотации. на каждом эта-
пе очистки вируса проводили контроль при помощи 
аналитического электрофореза и иммуноблотинга 
для выявления локализации полипептидов и их се-
рологической активности.

концентрацию белка определяли на спектро-
фотометре UV5 (Mettler Toledo) при длине волны 
280 нм согласно инструкции к прибору.

электрофоретический профиль вируса бешен-
ства изучали по методу U.K.Laemmli [11]. методом 
иммуноблотинга (Bio-Rad) определяли серологиче-
скую активность полученного материала с исполь-
зованием гипериммунных сывороток с высокой ак-
тивностью, а также сыворотки овец, вакцинирован-
ных против бешенства антирабической инактивиро-
ванной сухой культуральной вакциной из штамма 
«щелково-51» (Фкп «щелковский биокомбинат»).

выделение иммуноглобулинов из сыворотки 
крови овец, иммунизированных вирусом бешенства, 
проводили методом высаливания насыщенным рас-
твором 2,78 м сульфата аммония с последующим 
диализом против 0,025 м трис-HCl буфера, рн 7,8. 
процедуру переосаждения иммуноглобулинов суль-
фатом аммония проводили 3 раза.

результаты и обсуждение

на первом этапе проведено сравнительное из-
учение чистоты используемых иммуноглобулинов, 
полученных из сыворотки крови овец, иммунизиро-
ванных вирусом бешенства. иммуноглобулины овцы 
после первого, второго и третьего цикла осаждения 
сульфатом аммония и диализа очищали при помощи 
ионообменной хроматографии с целью получения 
отдельно и препаративно IgG1 и IgG2 для повыше-
ния их чувствительности и специфичности. степень 
чистоты полученного гипериммунного иммуногло-
булина оценивали методом электрофореза на ацетат-
целлюлозной мембране, рис. 1 [5]

в супернатанте уже после первого осаждения 
отсутствовала зона иммуноглобулинов, что свиде-
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тельствует о полном их осаждении. после второго и 
третьего осаждения отмечали наличие незначитель-
ного количества иммуноглобулинов в супернатанте. 
конечный продукт после диализа характеризовался 
высоким содержанием иммуноглобулина и отсут-
ствием примесей сывороточных белков.

таким образом, метод двукратного переосажде-
ния сульфатом аммония позволяет получить чистый 
препарат иммуноглобулина из гипериммунной сы-
воротки овец без наличия примесей сывороточных 
белков.

на следующем этапе проводили очистку вирус-
ного антигена. в качестве исходного материала ис-
пользовали вирусный материал с инфекционным 
титром 5,25 lg LD50/0,03 мл, полученный на основе 
штамма «овечий» гнки, репродуцированного в моз-
говой ткани экспериментально зараженных мышей. 
концентрация вирусного белка после очистки от моз-
говой ткани и концентрирования составила 64,7 мг/мл. 
в результате фракционирования в ступенчатом гради-
енте плотности сахарозы с концентрацией 15–50 % 
при 25000 g в течение 120 мин получено пять фракций 
вируса бешенства. электрофоретическое разделение 
фракций методом вертикального диск-электрофореза 
в 12,5 % пааг показало, что максимально очищен-
ной является белковая фракция, отобранная с зоны 
сахарозы 15–20 % и соответствующая молекулярной 
массе 67,0 кда. при этом было отмечено, что данная 
фракция содержала также незначительную примесь 
других белков. активность белковых фракций вируса 
бешенства подтверждена в сэндвич-иФа (таблица). 

специфическая антигенная активность фракций со-
ставила 1:640 – 1:1280 (ксп=2,1-2,2). высокая актив-
ность зоны 15–20 % градиента плотности, по всей ви-
димости, связана с локализацией в данной зоне пеп-
тидов, соответствующих антигенным детерминантам 
вируса бешенства.

далее специфичность и активность различных 
фракций антигена, после концентрирования и очист-
ки через градиент сахарозы, проверяли в реакции 
иммуноблот с использованием антирабических им-
муноглобулинов овцы (рис. 2). 

в осадке ультрацентрифугированного анти-
гена вируса бешенства (уцФ-аг) (трек 1) выяви-
ли 2 минорные фракции полипептидов в области 
45–66,7 кда. антиген, полученный при ультрацен-
трифугировании при 25000 g в градиенте сахарозы 
15–20 % (трек 6), содержал все основные полипеп-
тиды вируса, а антиген, полученный с градиента са-
харозы 40–45 % (трек 3), содержал дополнительно 
две фракции полипептидов с молекулярной массой 
в области от 30 до 45 кда. обработка вируса бешен-
ства на FastPrep-24 не обеспечивала четкой карти-
ны разделения полипептидов (трек 7). характерная 
картина разделения в 12,5 % пааг установлена при 
использовании исходного вируса бешенства (трек 9). 
при этом обнаруживаются 2 мажорные и 8 минор-
ных фракций полипептидов.

в результате иммуноблота антигенов, полу-
ченных с градиента сахарозы в диапазоне 40–45 и 
20–35 %, выявлялась одна мажорная фракция по-

рис. 1. электрофорез проб в процессе получения антирабиче-
ских глобулинов после осаждения сульфатом аммония с после-
дующей ионообменной хроматографией на дэаэ-целлюлозе: 
1, 2, 3 – IgG1; 4, 5, 6, 7 – IgG2; 8 – препарат иммуноглобулина после 
третьего осаждения и 7-дневного диализа; 9 – исходная овечья гиперим-
мунная сыворотка

специфичность белковых фракций вируса бешенства  
после фракционирования в ступенчатом градиенте плотности  

сахарозы

исследуемый  
материал

титр, 
LD50/мл

концентрация 
белка, мг/мл

титр антигена  
в иФа, 1/n*

концентрированный 
антиген 105,5 64,7±0,22 2560

Фракция зоны 15–20 % 
градиента плотности – 0,78±0,03 1280

Фракция зоны 45–50 % 
градиента плотности – 0,45±0,07 640

*обратные значения титров антигена вируса бешенства.

рис. 2. результаты электрофореза (а) и иммуноблота (в) уцФ-
аг вируса бешенства с овечьими антирабическими глобу-
линами: 
1 – осадок после центрифугирования в градиенте сахарозы; 2 – антиген 
с градиента сахарозы 45–50 %; 3 – антиген с градиента сахарозы 40–
45 %; 4 – антиген с градиента сахарозы 20–35 %; 5 – антиген с градиента 
сахарозы 20–40 %; 6 – антиген с градиента сахарозы 15–20 %; 7 – су-
пернатант зараженной мозговой ткани после обработки на FastPrep-24; 
8 – осадок зараженной мозговой ткани после обработки на FastPrep-24; 
9 – вирус бешенства штамм «овечий» гнки; М – маркеры молекуляр-
ных масс (кда)
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липептидов, соответствующая 54 кда. при анализе 
результатов иммуноблота и электрофореза белков с 
градиента сахарозы 15–20 % и супернатанта, полу-
ченного после центрифугирования при 3000 g в тече-
ние 30 мин взвеси зараженной мозговой ткани после 
обработки на FastPrep-24, установлен идентичный 
полипептидный профиль получаемых антигенов, 
при этом последний способ прост в исполнении и не 
требует значительных затрат.

таким образом, в ходе сравнения методов полу-
чения и очистки антигена вируса бешенства наиболее 
оптимальным определено проведение гомогенизации 
на FastPrep-24 с последующим фракционированием 
в градиенте плотности сахарозы. в результате имму-
ноблота антигенов, полученных с градиента сахаро-
зы в диапазоне 40–45 и 20–35 % после ультрацентри-
фугирования, выявлена одна мажорная фракция по-
липептидов, соответствующая 54 кда. показано, что 
максимально очищенной является белковая фракция 
с молекулярной массой 67 кда, отобранная с зоны 
сахарозы 15–20 %. высокая специфическая анти-
генная активность данной фракции подтверждена в 
иФа и иммуноблоте. в последующем, будет оцене-
на возможность использования выделенной фракции 
антигена вируса бешенства в качестве иммунизиру-
ющего антигена для получения иммуноглобулинов с 
высокой активностью, что позволит повысить диа-
гностическую чувствительность и специфичность 
совершенствуемых тест-систем на основе иФа и 
риФ для проведения скрининговых исследований на 
бешенство и мониторинга эффективности противоэ-
пизоотических мероприятий.

биоэтика. все стадии исследования соответ-
ствовали законодательству рФ, международным эти-
ческим нормам и нормативным документам Фцтрб-
вниви.

конфликт интересов. авторы подтверждают 
отсутствие конфликта финансовых/нефинансовых 
интересов, связанных с написанием статьи.
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КонСтруироВание реКомБинантного штамма escherichia coli продуцента 
оСноВной СуБъединицЫ тоКСин-КорегулируемЫх пилей адгеЗии TcPA  

Vibrio cholerae БиоВара эль тор
ФКУЗ «Российский научно-исследовательский противочумный институт «Микроб», Саратов, Российская Федерация

цель работы. конструирование рекомбинантного штамма E. coli, продуцента белка TcpA возбудителя холе-
ры эль тор, несущего в геноме ген tсрАCIRS, и его использование для получения антигена. материалы и мето-
ды. в работе использовали нетоксигенный штамм геновариант Vibrio cholerae биовара эль тор из гкпб Фкуз 
роснипчи «микроб», а также коммерческие штаммы Escherichia coli и плазмиды для клонирования фирмы 
Invitrogen, сШа. хромосомную днк из клеток V. cholerae выделяли с помощью набора Charage Smitch gDNA 
Mini Bacteria Kit методом нуклеосорбции. для выделения плазмидной днк из клеток E. coli использовали набор 
PureLink Quick Plasmid DNA MiniprepKits. присутствие гена tсрАCIRS определяли в пцр, используя рассчитанные 
нами праймеры. Фрагменты днк выделяли из агарозного геля с помощью набора PCR Clear-Up-System. SDS-
PAGE проводили по методу U.K.Laemmli. концентрацию белка в пробах измеряли методом M.M.Bradford. для 
очистки рекомбинантного белка TcpA применяли набор для аффиной хроматографии. результаты и выводы. 
сконструирован безопасный штамм E. coli – продуцент рекомбинантного белка TcpA – основной субъединицы 
токсин-коррегулируемых пилей адгезии возбудителя холеры эль тор. участок гена tcpA V. cholerae биовара эль 
тор был клонирован в составе векторной плазмиды pET302 по сайтам рестрикции XhoI-BamHI в штамм E. coli 
BL21(DE3)Star. в этой конструкции биосинтез протеина находится под транскрипционным контролем промотора 
фага т7 и индуцируется с помощью изопропил-β-тиогалактопиранозида (иптг). отработаны условия оптималь-
ной продукции белка TcpA и схема его очистки с помощью аффинной хроматографии. показано, что TcpA при-
сутствует в клетках кишечной палочки как в нативной форме, так и в виде телец включения. общая продукция 
белка TcpA составляет 60 мкг/мл. полученный очищенный белок TcpA может быть использован для изучения 
его иммуногенных и физико-химических свойств, а также для разработки иммунодиагностических препаратов 
с целью оценки уровня продукции TcpA у различных штаммов V. cholerae и определения антигенного состава 
холерных вакцинных препаратов.

Ключевые слова: холерный вибрион, белок TcpA, клонирование генов, рекомбинантная плазмида, штамм-
продуцент, аффинная хроматография.
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E.V.Klavdienko, I.V.Tuchkov, T.A.Polunina, N.P.Guseva, N.I.Smirnova

Construction of Recombinant escherichia coli Strain – Producer of Basic Subunit  
of Toxin-coregulated Pilus of Adhesion (TcPA) of Vibrio cholerae Biovar el tor
Russian Research Anti-Plague Institute “Microbe”, Saratov, Russian Federation

Objective of the study is to construct recombinant E. coli strain – producer of TcpA protein of cholera agent El Tor, carrying tc-
pACIRS gene in its genome, and use the strains for antigen production. Materials and methods. Utilized was non-toxigenic genovariant 
strain of Vibrio cholerae biovar El Tor from the “State Collection of Pathogenic Bacteria” at the premises of RusRAPI “Microbe”, as 
well as commercial E. coli strains and plasmids for cloning (Invitrogen, USA). Chromosomal DNA from V. cholerae cells was ex-
tracted using Charge Smitch gDNA Mini Bacteria Kit applying nucleo-sorption. To extract plasmid DNA from E. coli cells PureLink 
Quick Plasmid DNA MiniprepKits were used. The presence of tcpACIRS gene was assayed by PCR, using designed through our own 
efforts primers. DNA fragments were isolated from agarose gel with the help of PCR Clear-Up-System panel. SDS-PAGE was per-
formed according to U.K.Laemmli method. Protein content of samples was measured by M.M.Bradford method. The panel for affinity 
chromatography was applied for recombinant TcpA protein purification. Results and conclusions. Constructed safe strain of E. coli 
is the producer of recombinant TcpA protein, basic subunit of toxin-coregulated pilus of adhesion of cholera agent biovar El Tor. The 
region of tcpA gene of Vibrio cholerae biovar El Tor was cloned as part of vector plasmid pET302 by the restriction sites XhoI-BamHI 
in E. coli strain BL21(DE3)Star. In the stated design protein biosynthesis is under transcriptional control of phage promoter T7 and 
induced by isopropyl-ß-thiogalactoside (IPTG). Tested were the conditions for optimum TcpA protein production and the layout of 
its purification using affinity chromatography. It was demonstrated that TcpA is present in cells of intestinal bacterium, both in native 
form and as inclusion bodies. Overall TcpA protein production amounted to 60 mcg/ml. Obtained purified TcpA protein can be used for 
studies of its immunogenic and physical-chemical properties, as well as development of immune-diagnostic preparations to evaluate 
the level of TcpA production in various V. cholerae strains, and identification of antigen composition of cholera vaccine preparations.

Key words: cholera vibrio, TcpA protein, gene cloning, recombinant plasmid, producer-strain, affinity chromatography. 
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холера – особо опасная инфекция, эпидемии ко-
торой регистрируются на территориях многих стран 
азии, африки, Южной америки. возникновение 
эпидемических осложнений по холере в россии свя-
зано с ее заносами из зарубежных стран, неблагопо-
лучных по этой инфекции. возбудителем текущей 
седьмой пандемии холеры, с 1961 г. по настоящее 
время, является Vibrio cholerae о1 биовара эль тор. 
к ключевым факторам, определяющим патогенный 
потенциал возбудителя холеры, относятся холерный 
токсин (ст, choleraе toxin), вызывающий основной 
клинический симптом – профузную диарею, а также 
токсин-корегулируемые пили (тср, toxin-coregulated 
pilus), ответственные за колонизацию холерными 
вибрионами тонкого кишечника человека. основной 
субъединицей тср является белок TcpA, кодируемый 
геном tcpA [2]. структурные гены ст и тср лока-
лизованы в геноме возбудителя на двух мобильных 
элементах – профаге стхφ и острове патогенности 
VPI-1 (Vibrio pathogenicity island) [3].

тср представляют собой пучки из тонких и 
гибких нитей длиной несколько микрометров и диа-
метром менее 10 нм, образующих на поверхности 
клетки длинные тяжи. каждая нить состоит из го-
мополимерных повторяющихся белковых субъеди-
ниц TcpA с молекулярной массой 20,5 кда, которые 
относятся к IV типу пилей, встречающихся у боль-
шинства патогенных грамотрицательных бактерий. 
с-терминальный регион белка TcpA образует одну 
дисульфидную связь, необходимую для стабилиза-
ции структуры [6, 15]. установлено, что тср явля-
ются не только ключевым фактором патогенности 
возбудителя холеры, но относятся также к протек-
тивным антигенам, ответственным за формирова-
ние антиколонизирующего иммунитета при холере. 
вследствие иммуногенности этот белок включен в 
состав многих рекомбинантных холерных вакцин 
[13, 14]. к настоящему времени установлено, что у 
возбудителя холеры эль тор нуклеотидная последо-
вательность гена tcpA представлена двумя основны-
ми аллелями: tсрАElt и tсрАCIRS. аллель tсрАElt харак-
терна для типичных штаммов возбудителя, а также 
геновариантов, вызывавших эпидемии холеры с 1961 
по 2002 год. измененная структура гена tcpA (аллель 
tсрАCIRS) обнаружена у высокопатогенных штаммов, 
изолированных в эндемичных по холере регионах в 
последующие годы – с 2003 г. и по настоящее вре-
мя [10]. в отличие от аллели tсрАElt, аллель tсрАCIRS 
несет одну несинонимичную нуклеотидную замену 
аденина на гуанин (A/G) в положении 266, что при-
водит к изменению аминокислотной последователь-
ности в белке TcpA: в позиции 89 аспарагин заменен 
на серин. Функциональная значимость указанной 
замены в этом белке пока точно не определена. тем 
не менее, широкое распространение геновариантов 
возбудителя с такой измененной структурой tcpA в 
разных регионах мира за счет вытеснения ими дру-
гих штаммов возбудителя, а также их занос на терри-
торию россии в последние годы определили наш вы-

бор аллели tсрАCIRS для создания штамма-продуцента 
кодируемого ей белка.

к настоящему времени известно о конструиро-
вании рекомбинантных штаммов E. coli – продуцен-
тов белка TcpA – рядом зарубежных исследователей 
для последующего создания на их основе холерных 
вакцин [9, 12, 13, 14]. однако в рФ до сих пор отсут-
ствует подобный штамм-продуцент TcpA, который 
необходим не только для получения отечественных 
рекомбинантных холерных вакцин нового поколе-
ния, но и для создания иммунодиагностической тест-
системы, предназначенной для оценки продукции 
этого фактора патогенности эпидемически опасны-
ми штаммами, поскольку ген tcpA относится к гене-
тическим маркерам таких штаммов. все это указы-
вает на актуальность исследований, направленных 
на создание эффективных штаммов-продуцентов 
протективного белка TcpA.

в настоящее время в основу таких исследо-
ваний положены достижения генной инженерии, 
позволяющие использовать экспрессирующие век-
торные системы, которые определяют возможность 
получения значительного количества белка с задан-
ными структурно-функциональными характеристи-
ками [12].

целью нашей работы явилось конструирование 
рекомбинантного штамма E. coli, продуцента белка 
TcpA возбудителя холеры эль тор, несущего в гено-
ме ген tсрАCIRS, и его использование для получения 
этого антигена.

материалы и методы

донором гена tсрАCIRS служил штамм V. cho-
lerae M1430 биовара эль тор, полученный из 
госу дарственной коллекции патогенных бакте-
рий Фкуз роснипчи «микроб», выделенный от 
больного холерой на территории россии (тверь, 
2005 г.). для трансформации полученных реком-
бинантных плазмид использовали коммерческие 
штаммы E. coli TOP10 (Invitrogen, сШа) и E. coli 
BL21 StarTM(DE3) (Invitrogen, сШа). вектором для 
клонирования служили плазмиды pCR2.1 и рет302 
(Invitrogen, сШа).

бактериальные штаммы V. cholerae, E. coli TOP10 
(Invitrogen, сШа) и E. coli BL21 StarTM (DE3) культи-
вировали на жидкой и агаризованной среде LB (рн 7,4) 
без антибиотиков или с добавлением ампициллина 
(50 мкг/мл). в качестве индуктора экспрессии клони-
рованного гена tсрАCIRS использовали изопропил-β-D-
тиогалактозид (иптг) (Invitrogen, сШа).

хромосомную днк из клеток V. cholerae M1430 
выделяли с помощью коммерческого набора Charge 
Smitch gDNA Mini Bacteria Kit (Invitrogen, сШа) ме-
тодом нуклеосорбции. для выделения плазмидной 
днк из клеток E. coli использовали коммерческий 
набор PureLink Quick Plasmid DNA Miniprep Kits 
(Invitrogen, сШа).

компьютерный анализ нуклеотидных и амино-
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кислотных последовательностей и конструирование 
праймеров для амплификации клонируемого фраг-
мента днк осуществляли с помощью пакета про-
грамм Vector NTI Suit 9 (Invitrogen, сШа).

полимеразную цепную реакцию (пцр) прово-
дили как описано ранее [3]. продукты визуализи-
ровали под уФ-светом и фотографировали на гель-
документирующей системе VersaDoc фирмы (Bio-
Rad, сШа) с использованием программы Quantity 
One v.4.6.9 (Bio-Rad, сШа). в качестве контроля мо-
лекулярной массы использовали коммерческие мар-
керы GenRulerTM 100 пн DNALadder (MBI Fermentas, 
литва). присутствие гена tcpA определяли в пцр, 
используя рассчитанные нами праймеры (F full ca-
caaatggtggagttatat и R full gcttaactgttaccaaaagc), флан-
кирующие фрагмент длиной 701 п.н.

плазмидный состав штаммов изучали мето-
дом скрининг-электрофореза в агарозном геле [8]. 
Фрагменты днк выделяли из агарозного геля с помо-
щью набора PCR Clear-Up-System (Promega, сШа).

секвенирование проводили с использованием 
автоматического секвенатора ABI3500xl (Applied 
Biosystems, сШа) с использованием наборов для 
секвенирования BigDye® Terminator v3.1 Cycle 
Sequencing Kit. SDS-PAGE электрофорез проводили 
по методу U.K.Lаemmli [10].

двумерный гель-электрофорез осуществляли 
в ячейках Protean II xi и Protean II xi 2D (Bio-Rad 
Laboratories, сШа) согласно инструкции произ-
водителя с модификациями [4]. гели анализи-
ровали в мультифункциональной системе гель-
документирования Syngene с помощью программ-
ного обеспечения Dymension (G:BOX Chemi XT4, 
великобритания).

для получения лизатов клеток штамма-
продуцента, выращенных в бульоне LB при 37 °C в 
объеме 50 мл, клетки осаждали центрифугировани-
ем при 10000 g в течение 10 мин. осадок промыва-
ли и обрабатывали на ультразвуковом гомогениза-
торе циклом озвучивания: 30 с ON, 30 с OFF, 10 раз 
при частоте 60 кгц на ледяной бане. для разделе-
ния растворимой и нерастворимой фракций белка 
TcpA образовавшийся клеточный дебрис осаждали 
при 10000 g в течение 10 мин. наличие белка в по-
лученных образцах клеточного лизата, осадка и су-
пернатанта контролировали с помощью SDS-PAGE 
электрофореза.

концентрацию белка в пробах измеряли мето-
дом M.M.Bradford [5].

для очистки рекомбинантного белка TcpA при-
меняли набор для аффинной хроматографии (Bio-
Rad, сШа), содержащий Ni-NTA агарозу (Qiagen, 
германия).

результаты и обсуждение

конструирование штамма-продуцента белка 
TcpA осуществляли в два этапа. на первом был по-
лучен безопасный штамм E. coli, содержащий пол-

норазмерный хромосомный ген tсрАCIRS возбудителя 
холеры в составе вектора для клонирования. для это-
го вначале амплифицировали ген tсрАCIRS, используя 
праймеры (F full и R full), фланкирующие его пол-
ную нуклеотидную последовательность со старт- и 
стоп-кодонами. матрицей днк для амплификации 
гена tсрАCIRS служил штамм V. cholerae M1430 био-
вара эль тор. далее пцр-продукты подвергали 
электрофорезу в 1,5 % агарозном геле. ампликон 
размером 701 п.н., соответствующий по молекуляр-
ной массе полноразмерному гену tсрАCIRS, вырезали 
и очищали от агарозы на колонках (Centri-Sep Spin 
Columns Applied Biosystems, сШа). далее очищен-
ный пцр-продукт клонировали в плазмидном век-
торе pCR2.1. плазмидную днк и ампликон гена 
tсрАCIRS лигировали с использованием днк-лигазы 
т4 (Thermo Fisher Scientific, германия) согласно ре-
комендациям изготовителя, затем методом электро-
порации лигазной смесью трансформировали ком-
петентные клетки E. coli TOP10, которые высевали 
на селективную среду, содержащую ампициллин, 
хромогенный субстрат X-gal и индуктор иптг для 
«сине-белой селекции». в отобранных белых коло-
ниях E. coli TOP10 наличие специфических вставок 
нуклеотидной последовательности гена tсрАCIRS в 
плазмиде, содержащейся в клетках, подтверждали 
методом пцр с использованием указанных выше 
праймеров. последующее секвенирование клониро-
ванного участка днк в четырех отобранных колони-
ях штамма E. coli TOP10 pCR2.1 показало идентич-
ность его нуклеотидной последовательности с тако-
вой V. cholerae M1430 лишь у одного клона, который 
был отобран для дальнейшей работы и обозначен как 
E. coli TOP10 pCR2.1 tcpA. таким образом, получен 
рекомбинантный штамм E. coli TOP10 pCR2.1 tcpA 
IV группы патогенности, содержащий векторную 
плазмиду с полноразмерным геном tсрАCIRS указан-
ного патогена (рис. 1).

на втором этапе работы путем переклонирова-
ния гена tcpA из плазмиды pCR2.1 tcpA в экспресси-
рующую векторную систему рет302 создан штамм-
продуцент этого белка. вначале получили укорочен-
ный фрагмент клонированного гена tсрАCIRS, лишен-
ного лидерного пептида, состоящего из 25 амино-
кислот и альфа-спирали, характерной для всех пилей 
адгезии IV типа. для этого использовали метод пцр 
с рассчитанными нами праймерами, имеющими 
сайты для эндонуклеаз рестрикции XhoI и BamHI 
(рис. 1). в результате получили ампликон, который 
соответствовал фрагменту гена tсрАCIRS размером 
534 п.н. далее днк выбранной экспрессирующей 
плазмиды рет302 и ампликон укороченного гена 
tсрАCIRS одновременно расщепляли эндонуклеазами 
рестрикции XhoI и BamHI (Thermo Fisher Scientific, 
германия) в течение 15 мин, рестрикционные фраг-
менты лигировали, и смесью лигированных молекул 
осуществляли трансформацию методом электропо-
рации компетентных клеток E. coli BL21 StarTM(DE3) 
согласно стандартным протоколам.



ОРИГИНАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

352017, issue 4

выбор штамма E. coli BL21 StarTM(DE3) для 
экспрессии TcpA обусловлен тем, что в хромосоме 
этого штамма присутствуют мутации по гену рибо-
нуклеазы (rne131), что снижает уровень деградации 
мрнк и увеличивает выход белка за счет стабильно-
сти процесса транскрипции (синтеза мрнк). кроме 
того, мутация гена ompT устраняет мембранную 
протеазу OmpT и уменьшает деградацию экспрес-
сируемых белков. также в геном этого штамма ин-
тегрирован ген рнк-полимеразы фага т7 для экс-
прессии с сильного т7 промотора [7]. полученные 
трансформанты культивировали на Lв-агаре, содер-
жащем 50 мкг/мл ампициллина при 37 °C в течение 
18–24 ч. нуклеотидная последовательность гена 
tсрА шести отобранных клонов была секвенирована. 
для дальнейшей работы взяли один клон, обозна-
ченный как E. coli BL21 StarTM(DE3) pET302 tcpA. 
таким образом, был сконструирован штамм E. coli 
BL21 StarTM(DE3) pET302 tсрА, несущий в плазмиде 
pET302 tсрА клонированный участок гена tсрАCIRS 
(534 п.н.), который поставлен под контроль промо-
тора фага, узнаваемого рнк-полимеразой фага T7. 
добавление в среду выращивания рекомбинантного 
штамма индуктора иптг обеспечивало эффектив-
ную продукцию белка TcpA.

для изучения экспрессии клонированного 
фрагмента гена tсрАCIRS клетки клона E. coli BL21 
StarTM(DE3) pET302 tcpA выращивали на агаре LB 
в присутствии ампициллина (50 мкг/мл) при 37 °C. 
затем две петли ночной культуры ресуспензировали 
в 2,0 мл бульона LB, культивировали до OD600 = 0,6 
и вносили в колбы с 50,0 мл LB-бульона (pн 7,4) с 
добавлением иптг. для увеличения продукции це-
левого белка провели ряд экспериментов по выбору 
условий культивирования штамма-продуцента по 
следующим параметрам: концентрация иптг (0,01; 
0,05; 0,1; 0,5; 1 мм), время после индукции (2 ч, 3 ч, 
4 ч, 6–18 ч) и температура выращивания (30 и 37 °C). 
присутствие рекомбинантного белка TcpA в клетках 
штамма кишечной палочки оценивали с помощью 

12,5 % SDS-PAGE электрофореза. в результате по-
казано, что при выращивнии штамма E. coli BL21 
StarTM(DE3) pET302 tcpA в жидкой среде LB (pн 7,4) 
в условиях усиленной аэрации (200 об/мин) при тем-
пературе 37 °C в течение 2 ч после индукции 0,1 мм 
иптг на электрофореграммах в клеточном лизате 
штамма E. coli BL21 StarTM(DE3) pET302 tcpA при-
сутствовала белковая полоса с молекулярной массой 
~19,0–20,5 кда (рис. 2, дорожка 2), которая отсут-
ствовала в лизате клеток, выращенных без индук-
ции, а также у контрольного штамма, содержащего 
векторную плазмиду. при нанесении отдельно осад-
ка и надосадка определено, что белок TcpA в клетках 
штамма-продуцента присутствует как в нативной 
растворимой, так и в нерастворимой фракции в виде 
телец включения (рис. 2, дорожки 3, 4).

на следующем этапе работы получили очищен-
ный белок TcpA. наличие в плазмиде pET302 по-
лигистидиновой метки (His-tag) дает возможность 

рис. 1. схема конструирования рекомбинантного 
штамма E. сoli BL21 StarTM(DE3) pET302 tcpA

рис. 2. анализ продукции белка TcpA рекомбинантным штам-
мом методом электрофореза: 
1 – маркер молекулярного веса (Invitrogen, сШа); 2 – отрицательный 
контроль, штамм E. coli BL21 StarTM(DE3) pET302; 3 – суммарный кле-
точный лизат штамма E. coli BL21 StarTM(DE3) pET302 tcpA с оптималь-
ной индукцией иптг; 4 – растворимая фракция рекомбинантного белка 
TcpA до очистки на колонке; 5 – нерастворимая фракция штамма E. coli 
BL21 StarTM(DE3) pET302 tcpA; 6 – первичная элюция нативной формы 
белка TcpA с Ni-NTA агарозы Native Binding Buffer с 250 mM имидазола; 
7 – первичная элюция белка TcpA после рефолдинга
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выделения и очистки фракций рекомбинантного 
белка TcpA с помощью металл-хелатной аффинной 
хроматографии [1]. подготовку колонки для металл-
хелатной аффинной хроматографии (Bio-Rad, сШа), 
а также выделение и очистку фракций белка TcpA в 
нативных и денатурирующих условиях проводили 
согласно протоколам.

для получения растворимой фракции белка 
TcpA в нативных условиях его супернатант нано-
сили на колонку. отмывку проводили с помощью 
буфера Native Wash Buffer, ступенчато повышая в 
нем концентрацию имидазола: 30 mM (10,0 мл), 
50 mM (10,0 мл), 100 mM (10,0 мл) для уменьшения 
неспецифического связывания с сорбентом загряз-
няющих белков и повышения чистоты белка TcpA. 
элюцию осуществляли с помощью буфера Native 
Elution Buffer с 250 mM имидазола. Фракции соби-
рали в стерильные пробирки «эппендорф» и анали-
зировали на наличие белка с помощью SDS-PAGE 
электрофореза. такая очистка позволила получить 
электрофоретически гомогенный белок TcpA (рис. 2, 
дорожки 5, 6).

после оптимизации уровня экспрессии TcpA по-
казано, что этот рекомбинантный белок синтезиро-
вался в клетках штамма-продуцента в растворимой 
форме. однако основное его количество находилось 
в осадке в виде телец включения, на что указывали 
результаты SDS-PAGE электрофореза. тельца вклю-
чения представляют собой частицы, состоящие из 
агрегатов рекомбинантного белка в денатурирован-
ном неактивном состоянии, что осложняет его после-
дующее выделение и очистку. для устранения этой 
проблемы и восстановления присущей белку кон-
фирмации осадок подвергли процессу рефолдинга.

для получения белка TcpA из телец включения 
использовали комбинированный метод очистки на ко-
лонках с никелем согласно протоколу набора ProBond 
(Invitrogen, сШа). суть метода заключалась в приго-

товлении лизата и колонок в денатурирующих усло-
виях, а проведение отмывки и элюции с использова-
нием буферов – для нативного метода. Фракции бел-
ка после очистки собирали в стерильные пробирки и 
анализировали с помощью SDS-PAGE электрофоре-
за (рис. 3, дорожки 3–5). исследования полученных 
растворимых фракций рекомбинантного белка TcpA 
в нативных и комбинированных условиях показа-
ли, что все образцы целевого продукта идентичны 
и представляют собой электрофоретически гомоген-
ный белок. изучение белка TcpA 2D-электрофорезом 
на коммерческих IPG-стрипах (BioRad, сШа) пока-
зало, что белок TcpA фракционировался в пределах 
градиента рн 5–7 в виде группы белковых пятен с 
молекулярной массой 17,0–20,5 кда.

общая продукция рекомбинантного белка TcpA, 
определенная методом M.M.Bradford [5], составляла 
60 мкг/мл.

таким образом, сконструирован безопасный 
штамм E. coli – продуцент рекомбинантного бел-
ка TcpA (60 мкг/мл) – основной субъединицы TCP-
геновариантов возбудителя холеры эль тор. отра-
ботаны условия оптимальной продукции белка TcpA 
и схема его очистки с помощью аффинной хромато-
графии на колонках с никель-хелатным сорбентом. 
этот метод позволяет получать очищенный препарат 
рекомбинантного белка TcpA, который может быть ис-
пользован для изучения его иммуногенных и физико-
химических свойств, а также для последующей раз-
работки на его основе иммунодиагностических пре-
паратов с целью оценки уровня продукции TcpA у 
различных штаммов V. cholerae и определения анти-
генного состава холерных вакцинных препаратов.

авторы приносят глубокую благодарность 
лаборанту-исследователю отдела микробиологии 
н.в.котовой за помощь в работе.
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в роснипчи «микроб» для идентификации 
Vibrio cholerae о1 серогруппы производятся пять 
наименований диагностических холерных сыворо-
ток для постановки реакции агглютинации: сыворот-
ка диагностическая холерная о1 адсорбированная 
сухая, сыворотки диагностические холерные огава 
и инаба адсорбированные сухие, сыворотка диа-
гностическая холерная RO адсорбированная сухая, 
сыворотка диагностическая холерная не о1 группы 
о139. данные медицинские изделия производятся в 
лиофилизированной форме в ампулах.

существующая технология предусматривает, в 
том числе, выполнение следующих технологических 
операций: замораживание разлитого в ампулы пре-
парата в низкотемпературном холодильнике; пере-
нос замороженного материала на полки сублимаци-
онной установки; непосредственно лиофилизация; 
герметизация ампул их запаиванием с использовани-
ем горючих газов (пропана, бутана, кислорода).

во время выполнения вышеперечисленных ста-
дий производственного процесса не исключено воз-
никновение ситуаций, ухудшающих качество конеч-
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ного продукта. так, во время переноса заморожен-
ного материала на полки сублимационной установки 
может произойти его частичное оттаивание, приво-
дящее к развитию коллапса и снижению активности 
сухого биопрепарата. при выгрузке ампул после 
лиофилизации и в процессе их запаивания может 
произойти контаминация образцов. при применении 
горючих газов для герметизации ампул, в случае их 
неконтролируемого выхода в производственные по-
мещения, существует риск отравления персонала и 
возможного взрыва.

предотвратить появление подобных ситуаций 
представляется возможным разработкой технологии 
лиофилизации холерных диагностических сыво-
роток во флаконах на сублимационном сушильном 
оборудовании, позволяющем производить операции 
замораживания препарата и герметизации первич-
ной упаковки непосредственно в камере лиофили-
затора. современный рынок предлагает достаточно 
широкий спектр такого оборудования [4]. 

все вышеперечисленное определило перспек-
тивность экспериментального обоснования новой 
формы выпуска холерных диагностических сыворо-
ток в лиофилизированной форме во флаконах.

материалы и методы

лиофилизация экспериментальных образ-
цов проводилась на сублимационной сушильной 
установке Martin Christ Epsilon 2-6D (германия). 
препараты четырех наименований сывороток раз-
ливали по 1 мл в пенициллиновые флаконы вмести-
мостью 10 мл, закрывали специальными колпачками 
для лиофилизации и замораживали до минус 50 °с в 
камере сублимационной установки. нагрев препара-
тов осуществляли таким образом, чтобы в процессе 
сушки показатель LyoRx, характеризующий элек-
трическое сопротивление материала и контролируе-
мый средствами измерения сушильной установки, 
не превышал 96–97 %. данный методический при-
ем успешно апробирован при оптимизации процесса 
сушки иммуногенов холерной химической вакцины 
[2]. одновременно производили препараты по тра-
диционной технологии.

остаточную влажность определяли с исполь-
зованием влагомера Sartorius MA 150 (германия). 
растворимость экспериментальных образцов оцени-
вали визуально. определение рн проводили потен-
циометрическим методом с помощью измерителя 
рн/овп/концентрации ионов/проводимости/кон-
центрации PK SevenExcellence-475 Mettler Toledo. 
специфическую активность и специфичность оцени-
вали в развернутой реакции агглютинации, исполь-
зуя контрольные тест-штаммы холерного вибриона. 
растворимость лиофилизатов определяли путем рас-
творения в 1 мл очищенной воды при встряхивании 
ампулы или флакона.

для подтверждения срока годности эксперимен-
тальных образцов препаратов требованиям норма-

тивной документации применяли метод ускоренного 
старения, заключающийся в выдерживании испыты-
ваемого препарата при температурах, превышающих 
более чем на 10 °с температуру его хранения [3]. 
данный метод успешно применен для установления 
срока годности отраслевого стандартного образца 
активности вакцины против краснухи [5] и стабили-
зированной формы альфа-интерферона [1].

результаты и обсуждение

в результате проведенных исследований по 
лиофилизации препаратов во флаконах определены 
параметры технологического процесса, показанные 
на рисунке. выявлено отсутствие необходимости 
стадии досушивания (выдерживания материала при 
температуре 25–30 °с) в силу того, что высушен-
ные препараты имели остаточную влажность от 0,4 
до 0,8 % (при норме не более 2 %). это приводило 
к снижению продолжительности процесса до 5 ч в 
сравнении с регламентной технологией.

проведенный контроль основных характери-
стик диагностических холерных сывороток, изготов-
ленных по традиционной и предлагаемой технологи-
ям, выявил их подобие (таблица). установлено, что 
растворимость лиофилизатов во флаконах не превы-
шала 30 с (норма не более 10 мин). кроме того сле-
дует отметить, что значения таких контролируемых 
показателей, как специфическая активность и рн 
аналогичны у всех четырех препаратов до и после 
их лиофилизации.

соответствие срока годности эксперименталь-
ных образцов препаратов требованиям нормативной 
документации устанавливали, применяя метод уско-
ренного старения, при этом сыворотки выдерживали 
при температурах 37, 50 и 65 °с. срок наблюдения 
составлял 30 сут. при хранении всех сывороток при 
температуре 37 °с снижения специфической актив-
ности не зафиксировано. выдержка препаратов при 
температуре 50 °с выявила, что значение исследуе-
мого показателя на 30-е сутки составляло 90 % от ис-
ходного. хранение сывороток при температуре 65 °с 
дало следующие результаты: на 25-е сутки актив-
ность у всех препаратов снизилась на 10 %, на 30-е 
сутки зафиксировано снижение данного показателя 

режим высушивания
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у сывороток о1 и RO до 70 % и у сывороток инаба 
и огава до 80 %.

по полученным данным, в соответствии с алго-
ритмом, предложенным петуховым в.г. [1], вычис-
лили константы скорости инактивации КТ для каждо-
го из препаратов, значения которых составили: для 
сывороток диагностических холерных о1 и RO ‒ 
4,57·10–6; для сывороток диагностических холерных 
огава и инаба ‒ 4,44·10–6.

на заключительном этапе определили время 
хранения препаратов по формуле:
 

ТК
99

100
log

303,2t  ,

где t – время хранения препаратов, КТ – скорость 
инактивации. 

при допускаемом снижении активности не бо-
лее чем на 1 % предполагаемое время хранения со-
ставило: для сывороток диагностических холерных 
о1 и RO ‒ 2177 дней или 5,96 года; для сывороток 
диагностических холерных огава и инаба ‒ 2263 
дней или 6,2 года.

учитывая, что нормируемый срок хранения каж-
дой из сывороток составляет 5 лет, можно говорить о 
том, что примененные технологические процедуры 
позволяют получать препараты, соответствующие 
требованиям нормативных документов.

таким образом, в результате проведенных ис-
следований экспериментально обоснована новая 
форма выпуска холерных диагностических сыворо-
ток ‒ лиофилизат во флаконах, проверена стабиль-
ность их свойств в тесте ускоренного старения, что 
позволяет приступить к этапу технических испыта-
ний препаратов.

конфликт интересов. авторы подтверждают 
отсутствие конфликта финансовых/нефинансовых 
интересов, связанных с написанием статьи.
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сравнительная характеристика основных контролируемых показателей диагностических холерных сывороток,  
изготовленных по традиционной и предлагаемой технологии

наименование препарата

контролируемые показатели  
производственных серий

контролируемые показатели  
экспериментальных серий

специфическая 
активность, ве-

личина обратная 
разведению

рн
потеря в массе 
при высушива-

нии, %

специфическая 
активность, ве-

личина обратная 
разведению

рн
потеря в массе 
при высушива-

нии, %

сыворотка диагностическая холерная 
о1 адсорбированная сухая, для реак-
ции агглютинации

≥1600 / 2000 7,2–8,8 / 8,4±0,2 ≤2,0 / 0,64±0,2 ≥1600 / 2000 7,2–8,8 / 8,5±0,3 ≤2,0 / 0,8±0,1

сыворотка диагностическая холерная 
Rо адсорбированная сухая, для реак-
ции агглютинации

≥800 / 1600 7,2–8,8 / 8,6±0,1 ≤2,0 / 0,39±0,2 ≥800 / 1600 7,2–8,8 / 8,5±0,2 ≤2,0 / 0,42±0,2

сыворотка диагностическая холерная 
огава адсорбированная сухая, для ре-
акции агглютинации

≥400 / 800 7,2–8,8 / 8,5±0,2 ≤2,0 / 0,55±0,3 ≥400 / 800 7,2–8,8 / 8,5±0,2 ≤2,0 / 0,6±0,2

сыворотка диагностическая холерная 
инаба адсорбированная сухая, для 
реакции агглютинации

≥400 / 800 7,2–8,8 / 8,4±0,1 ≤2,0 / 0,54±0,1 ≥400 / 800 7,2–8,8 / 8,3±0,1 ≤2,0 / 0,55±0,3

примечание .  в числителе приведены нормируемые значения показателей, в знаменателе – результаты контроля.
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оценка пространственных параметров эпизоо-
тий чумы, регистрируемых в природных очагах этой 
инфекции, необходима для обоснованного планиро-
вания и проведения комплекса профилактических 
мероприятий по обеспечению эпидемиологического 
благополучия населения, проживающего в зоне эпи-
зоотии или находящегося там временно. в этих целях 
противочумные учреждения осуществляют регуляр-
ный эпизоотологический мониторинг закрепленных 
за ними энзоотичных территорий. положительным 
результатом мониторинга служит обнаружение за-

раженных чумным микробом носителей (грызунов 
и других мелких млекопитающих) и/или перенос-
чиков (блох, клещей и других кровососущих члени-
стоногих). важнейшим условием регистрации факта 
выявления возбудителя является точное указание 
координат (широты и долготы) места обнаружения 
зараженных животных. в практике мониторинга эти 
места принято называть эпизоотическими точками. 
территория, на которой происходит циркуляция воз-
будителя в популяциях носителей и переносчиков, 
называется эпизоотическим участком. во время и 
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а.а.кузнецов1, а.м.Поршаков1, а.н.матросов1, а.а.лопатин2

применение гиС-технологий для определения границ и площадей  
эпиЗоотичеСКих учаСтКоВ В природнЫх очагах чумЫ

1ФКУЗ «Российский научно-исследовательский противочумный институт «Микроб», Саратов;  
2ФКУЗ «Противочумный центр», Москва, Российская Федерация

пространственные параметры эпизоотий в природных очагах чумы используют для обоснованного планиро-
вания и проведения комплекса профилактических мероприятий по обеспечению эпидемиологического благопо-
лучия населения, проживающего на энзоотичной территории. параметры пораженных чумой участков определя-
ют по реальным географическим координатам эпизоотических точек. цель исследования. разработка цифровых 
методов определения границ и площади эпизоотического участка по результатам эпизоотологического монито-
ринга. материалы и методы. в работе использовали цифровые карты природных очагов чумы, данные о раз-
мещении эпизоотических точек, компьютерное программное обеспечение. результаты и выводы. с помощью 
компьютерного приложения «ArcGIS 10.х» создавали буферные зоны вокруг каждой эпизоотической точки в виде 
окружностей радиусом 5 км как цифровой аналог метода круговой экстраполяции. итоговый эпизоотический 
участок за конкретный сезон образовывался из нескольких налегающих друг на друга окружностей. оценке под-
лежали протяженность и площадь участка, а также наличие в его пределах эпидемиологически важных объектов. 
Фактическое расположение участка, визуализируемое на карте очага, используют для постановки конкретных 
задач по проведению различных профилактических мероприятий в той или иной его части.

Ключевые слова: природный очаг чумы, эпизоотический участок, гис-картографирование.
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Application of GIS Technologies for Determination of Boundaries and Area of Epizootic Regions 
within natural Plague Foci 
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Spatial indicators of epizooties in natural plague foci are used for justified planning and carrying out measures on epidemiological 
welfare provision for the population residing in enzootic territories. Plague affected regions are identified by real geographical coordi-
nates of epizootic sites. Objective of the study is to develop numerical methods for determination of boundaries and area of epizootic 
regions according to the results of epizootiological monitoring. Materials and methods. Utilized are the digital maps of the natural 
plague foci, the data on epizootic points, and computer software. Results and conclusions. Buffer zones in the form of circumference 
of 5 km radius were established around each epizootic point with the help of computer application “ArcGIS 10.x” as a counterpart of 
circular extrapolation method. Resultant epizootic region over a certain season was generated by several overlapping circumferences. 
Evaluated were the area and extension of the region, as well as the presence of epidemiologically significant objects within its bonds. 
Actual positioning of the region, visualized on the focus map, is used for specified task assignment as regards carrying out of various 
preventive measures in this or that part of the area. 
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по завершении обследовательского сезона, который 
продолжается в течение всего периода обострения 
эпизоотического процесса (1–2, реже 3 месяца), 
определяют конфигурацию и площадь территории, 
где этот процесс протекает. по сути, нанесение эпи-
зоотических точек и участков на карту следует рас-
ценивать как элемент картографирования очаговых 
территорий. если при этом используются цифро-
вые карты и технологии, то это уже элемент гис-
картографирования.

одной из важнейших характеристик эпизоо-
тического участка является дислокация его границ. 
однако именно правила проведения границ участка 
на карте природного очага всегда являлись наименее 
разработанными в теоретическом плане. обычно 
такой границей служила линия, соединяющая край-
ние эпизоотические точки, хотя количественные 
критерии такого соединения однозначно никогда не 
определялись. проблема ограничения эпизоотиче-
ских участков наиболее остро стоит для обширных 
равнинных очагов чумы, где трудно вычленить от-
дельные поселения или популяции носителей воз-
будителя. в горных очагах, где участки обитания 
соответствующих животных-норников легко окон-
турить по ландшафтным и орографическим кри-
териям, проблема решается поиском зараженных 
животных в конкретных поселениях и приданием 
статуса эпизоотического участка всему такому по-
селению с установленными границами и площадью. 
в настоящее время необходимо провести крупно-
масштабное ландшафтно-эпизоотологическое гис-
картографирование высокогорных очагов чумы 
кавказа, горного алтая и тувы на современной то-
пографической основе.

для пространственного анализа эпизоотиче-
ских проявлений в равнинных очагах чумы наи-
более приемлемым, на наш взгляд, является разра-
ботанный нами способ круговой экстраполяции по 
каждой точке с положительным на чуму результа-
том [1, 2, 4]. при этом способе каждая эпизоотиче-
ская точка получает статус «центра» определенного 
участка местности, где в популяциях норовых мле-
копитающих и их эктопаразитов мог циркулировать 
возбудитель. сложность однозначной оценки реаль-
ных (топологических) критериев ограничения эле-
ментарного эпизоотического участка в конкретных 
и весьма разнообразных условиях природного очага 
чумы вынуждает использовать формализованный 
вариант его границы в виде стандартной окружно-
сти. важным обстоятельством является определе-
ние радиуса этой окружности, соответствующего 
средним парамет рам пространственной реализации 
эпизоотического процесса в период его обострения. 
предлагаемый радиус экстраполяции величиной 
в 5 км достаточно условен, но приблизительно со-
ответствует среднему расстоянию между точками 
эпизоотологического обследования в течение одно-
го сезона и не противоречит представлениям о раз-
мерах поселений и дистанциях беспрепятственных 

паразитарных контактов зверьков между собой. 
контакты могут быть как прямыми, так и многоэтап-
ными эстафетными. несколько эпизоотических кру-
гов, все или часть из которых могут соприкасаться 
и перекрываться, образуют общий эпизоотический 
участок за конкретный год (сезон), представленный 
либо единым территориальным массивом, либо об-
ластью, разделенной на несколько изолированных 
фрагментов. 

материалы и методы

в данном сообщении более подробно рассмотре-
но использование метода круговой экстраполяции в 
программной среде географических информацион-
ных систем (гис). отработка методических прие-
мов проведена с помощью приложения ArcGIS 10.х 
на материалах эпизоотии чумы среди носителей и 
переносчиков в прикаспийском песчаном очаге за 
весну 2014 г. [3].

все манипуляции с эпизоотическими участ-
ками проводили на интерактивной электронной 
карте, имеющейся на сервере Фкуз роснипчи 
«микроб» и представленной в специализированном 
веб-приложении. в процессе эпизоотологического 
мониторинга на электронную карту наносили эпизо-
отические точки по координатам (широта и долгота), 
получаемым с помощью приемников спутниковых 
сигналов (навигаторов) непосредственно на местах 
сбора полевого материала.

результаты и выводы

очерчивание границ эпизоотического участ-
ка за конкретный сезон или год заключалось в по-
строении окружностей (буферных зон) с помощью 
инструмента «буфер», с центрами в точках с поло-
жительными результатами. буферная зона (buffer 
zone) – это область, находящаяся внутри окружности 
заданного радиуса. в гис-приложениях буферная 
зона представляет собой векторный полигон (vec-
tor polygon), охватывающий в нашем случае точеч-
ный объект. буферное расстояние (радиус) опреде-
ляется в любых единицах измерения в масштабе 
карты. радиус буферной зоны, построенной вокруг 
эпизоотической точки, равен 5 км. при построении 
буферных зон выбирали тип их слияния (None, All, 
List), что определяет, будет ли выполнено слияние 
с удалением внутренних границ перекрывающихся 
зон или с сохранением полных окружностей всех 
зон, независимо от наложения. в тех случаях, когда 
буферные зоны выходят за известные границы при-
родного очага чумы, выступающие части полигона 
следует удалять. в процессе буферизации создавали 
слой для каждого анализируемого эпизоотического 
периода (сезона). 

эпизоотический участок весны 2014 г. в 
прикаспийском песчаном очаге чумы, сформировав-
шийся в результате слияния перекрывающихся об-
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ластей (All), оказался разделенным на восемь фраг-
ментов, крайние из которых удалены друг от друга 
на 90–120 км, а их суммарная площадь составила 
1235 км2 (рис. 1).

площадь выявленного эпизоотического участка 
(как сумма отдельных его фрагментов) измерена с 
помощью инструмента «измерить объект», запуска-
емого на панели инструментов. в открывшемся окне 
выбрано действие «измерить площадь полигональ-
ного объекта» (+) и по щелчку левой кнопкой мыши 
внутри измеряемого полигона получен результат из-
мерения в автоматическом режиме, отображаемый в 
том же окне (рис. 1).

в практике работы противочумных учреждений 
оперативное определение величины эпизоотическо-
го участка осуществляется приближенно по сумме 
условных площадей секторов, где обнаружен возбу-
дитель, приравниваемых к 100 км2. для объективно-
го сравнения и оценки различий, получаемых разны-
ми методами, значений мы здесь приводим форма-
лизованную площадь эпизоотического участка, раз-
местившегося на 15 секторах, равную 1365 км2 при 
использовании реальных размеров секторов (рис. 1). 
площадь участка, получаемая при округлении пло-
щади сектора, составляет 1500 км2. такой упрощен-
ный подсчет традиционно применяется как для уско-
ренной (предварительной), так и для окончательной 
оценки размеров пораженных чумой территорий.

различия результатов измерения площадей 
не критичны, что не препятствует применению 
формально-территориального способа для экстрен-
ного определения площадей эпизоотических участ-
ков при оперативном эпизоотологическом обследо-
вании даже при использовании округленного (стан-
дартного) размера сектора. теоретически же раз-

личия формализованной и буферной оценок могут 
оказаться более существенными, причем как в одну, 
так и в другую сторону. покажем это на следующем 
гипотетическом примере, где форма и размер эпи-
зоотического участка поставлены в зависимость от 
дислокации мест выявления возбудителя (рис. 2).

на рис. 2, а показано значительное превы-
шение формализованного участка над буферным, 
а рис. 2, б – значительная недооценка формализо-
ванного участка. хотя в реальных условиях столь 
различающиеся варианты дислокации эпизоотиче-
ских точек маловероятны, мы все же рекомендуем в 
практических целях всегда применять метод круго-
вой экстраполяции, обеспечивающий организацию 
экстренных профилактических мероприятий на 
объективной основе.

практические цели достигаются следующим 
образом: при обнаружении эпизоотии чумы на 
территории природного очага, помимо установле-
ния эпизоотического участка на основе кругов с 
5-километровым радиусом, определяют дислокацию 
более широкого участка экстренной профилактики 
без измерения его площади. для этого вокруг всех вы-
явленных эпизоотических точек очерчивают окруж-
ности радиусом 10 км. в этом случае реализуется 
давно существующее правило проводить барьерные 
обработки против носителей и переносчиков возбу-
дителя вокруг населенных пунктов, расположенных 
на удалении до 10 км от эпизоотических точек, а так-
же поселковую дератизацию в них. следовательно, 
все жилые объекты, попавшие в буферные зоны с 
10-километровым радиусом, подлежат защитным 
обработкам по типу экстренных профилактических 
мероприятий (рис. 3). все эти манипуляции можно 
проводить на интерактивной цифровой карте, яв-
ляющейся компонентом электронного паспорта при-
родного очага чумы, на практике реализуя исполь-
зование гис-технологий в противоэпидемической 
работе. просмотр эпизоотических и профилакти-
ческих участков следует вести в наиболее крупном 
доступном масштабе, чтобы избежать пропуска мел-
ких населенных пунктов, подлежащих профилакти-

рис. 1. Фрагментированный эпизоотический участок в 
прикаспийском песчаном очаге чумы весной 2014 г.:
1 – места обнаружения возбудителя чумы и эпизоотические участки;  
2 – сектора, в которых обнаружен возбудитель

рис. 2. зависимость различий в оценке размера эпизоотического 
участка от гипотетического расположения четырех точек с по-
ложительными результатами: 
А – превышение формализованного участка над буферным; Б – значи-
тельная недооценка формализованного участка при определении границ 
участка формально-территориальным способом (1) и методом круговой 
экстраполяции (2)
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ческим обработкам. необходимость полноценного 
проведения экстренных профилактических меро-
приятий повышает также роль эпидемиологического 
картографирования.

возможности пространственного анализа скла-
дывающейся эпизоотической ситуации средства-
ми гис на основе метода круговой экстраполяции 
по своей оперативности, точности и наглядности 
не оставляют никакой альтернативы другим спосо-
бам анализа. поэтому считаем целесообразным за-
крепить представленную методику в нормативно-
методических документах, регламентирующих про-
филактические противочумные мероприятия.

конфликт интересов. авторы подтверждают 
отсутствие конфликта финансовых/нефинансовых 
интересов, связанных с написанием статьи.
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рис. 3. Формирование профилактического участка методом кру-
говой экстраполяции в радиусе 10 км на примере весенней эпи-
зоотии чумы 2014 г. в прикаспийском песчаном очаге: 
1 – эпизоотические точки и участки; 2 – территории, где проводят экс-
тренные профилактические мероприятия



ОРИГИНАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

452017, issue 4

третья пандемия чумы началась в китае в про-
винции Юньнань в 1855 г. и к концу XIX – началу 
XX веков охватила более 80 крупнейших морских и 
речных портов мира, а во многих странах проникла 
вглубь континентов [11]. хотя вьетнам имеет на се-
вере границу с провинцией Юньнань в китае, все же 
предполагается, что во вьетнам возбудитель чумы 
попал морским путем с синантропными крысами. 
впервые чума была зарегистрирована во вьетнаме 
в 1898 г. в порту г. нячанга. далее происходило рас-
пространение чумы вдоль морского побережья и за-
крепление ее в глубинных районных страны [11, 18]. 
в 1943 г. возбудитель проник вглубь страны на плато 

тайнгуен, расположенном в центральном высоко-
горном районе.

особенностью чумы во вьетнаме было проявле-
ние болезни в виде спорадических случаев или острых 
кратковременных вспышек, причем в подавляющем 
большинстве случаев болезнь протекала в бубонной 
форме. редко отмечали вторично-легочную и септиче-
скую формы. вспышки чумы во вьетнаме регистри-
ровали с некоторыми перерывами с 1898 по 2002 год 
[2, 5]. случаи легочной чумы отмечали в 1911, 1915, 
1925 и 1965 гг. [5, 18]. в северной части страны спо-
радические заболевания и вспышки чумы отмечали с 
1909 по 1922 год. после 1922 г. информации о новых 
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молеКулярно-генетичеСКие и фенотипичеСКие оСоБенноСти штаммоВ  
ВоЗБудителя чумЫ, ВЫделеннЫх Во Вьетнаме

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

цель работы состояла в изучении фенотипических, молекулярно-генетических особенностей и полноге-
номном секвенировании штаммов Y. pestis, выделенных во вьетнаме. материалы и методы. в работе изучены 
фенотипические и генотипические особенности 20 штаммов возбудителя чумы, выделенных в разных провин-
циях вьетнама. проведен SNP-анализ этих штаммов, секвенированы геномы 8 штаммов Y. pestis. результаты 
и выводы. по результатам изучения дифференциальных биохимических признаков все изученные штаммы от-
несены к восточному биовару основного подвида возбудителя чумы, что подтверждено наличием маркерной для 
восточного биовара indel мутации – делеции размером 93 п.н. в гене glpD. изучен плазмидный состав штам-
мов. на основании проведенного секвенирования геномов и SNP-анализа установлена принадлежность 19 из 
20 изученных штаммов к филогенетической линии 1.ORI2v, родственной штаммам, выделенным в провинции 
Юньнань в китае, что свидетельствует об их общем происхождении. найден маркерный SNP и разработан способ 
SNP-типирования штаммов 1.ORI2v из вьетнама.

Ключевые слова: возбудитель чумы, очаги чумы вьетнама, штаммы, филогения.
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liarities of 20 plague agent strains isolated in different prefectures of Vietnam. Carried out was SNP-analysis of the strains, 
sequenced were genomes of 8 Y. pestis strains. Results and conclusions. Based on the results of studies of differential 
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also the plasmid composition of the strains. On the basis of the conducted genome sequencing and SNP-analysis appur-
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заболеваниях на севере страны не поступало.
C 1997 по 2002 год в стране зарегистрировано 472 

случая заболевания чумой, из которых 24 (5,1 %) – 
летальные. в это время основной очаг чумы был в 
центральном высокогорном районе [16]. пики забо-
леваемости наблюдали во время сухих сезонов, 63 % 
случаев происходило с февраля по апрель. начиная с 
2003 г. данные о заболеваемости чумой во вьетнаме 
отсутствуют. 

изучение чумных эпизоотий во вьетнаме позво-
лило сделать заключение, что очаги чумы вьетнама 
относятся к антропогенным, сформировавшимся 
в населенных пунктах в процессе хозяйственной 
деятельности людей. сельскохозяйственная зона во-
круг населенных пунктов является тем местом, где 
может происходить перенос возбудителя блохами 
Xenopsylla cheopis из популяции синантропных крыс 
диким млекопитающим [7].

Штаммы возбудителя чумы, изолированные на 
территории вьетнама, принадлежат к восточному 
биовару основного подвида Y. pestis, к филогенети-
ческой ветви 1.ORI, которая появилась более 200 лет 
назад. ветвь 1.ORI получила широкое распростране-
ние в результате многочисленных независимых волн 
иррадиации во время третьей пандемии чумы [14]. 
в процессе эволюции ветвь 1.ORI, ведущая свое 
начало от более древней ветви античного биовара 
1.ANT, разделилась на три подветви: 1.ORI1, 1.ORI2 
и 1.ORI3. Штаммы 1.ORI1 достигли сШа. Штаммы 
1.ORI2 посредством множественных иррадиаций 
достигли европы, Южной америки, африки, Юго-
восточной азии. третья подветвь 1.ORI3 сформи-
ровалась на о. мадагаскар. недавно было высказано 
предположение, что ветвь античного биовара 1.ANT 
во время второй пандемии чумы «черная смерть» 
могла прокатиться по европе до азии и дать начало 
штаммам Y. pestis 1.ORI, вызвавшим текущую пан-
демию чумы [17].

отличительной особенностью штаммов вос-
точного биовара является отсутствие у них фермен-
тации глицерина, что вызвано делецией в гене glpD 
глицерол-3-фосфатдегидрогеназы [15]. следует от-
метить, что есть сведения о выделении на террито-
рии вьетнама штаммов, ферментирующих глицерин, 
а также лишенных денитрифицирующей активности 
[2, 3, 6]. при изучении питательных потребностей 
вьетнамских штаммов установлено, что, помимо 
потребностей в фенилаланине, метионине и цисте-
ине, характерных для подавляющего большинства 
штаммов основного подвида, они дополнительно 
нуждаются в глицине, аргинине и валине [2, 6]. для 
вьетнамских штаммов Y. pestis свойственна высокая 
вирулентность: LD50 для белых мышей составляла 
от 3 до 32 кое, для морских свинок – 106 кое [2]. 
показано, что эти штаммы имеют типичный плаз-
мидный состав, хотя у ряда изолятов выявлены крип-
тические плазмиды различной молекулярной массы 
[9, 10]. A.Guiyoule et al. [12] установили принадлеж-
ность штаммов к двум разным риботипам. Штаммы, 

выделенные до 1956 г., имели риботип E, а более 
поздние изоляты (1963–1996 гг.) принадлежали ри-
ботипу G независимо от региона и источника выде-
ления (человек, грызуны, блохи). авторы высказали 
предположение, что наличие двух различных рибо-
типов у этих штаммов может свидетельствовать о 
нескольких эпидемических этапах распространения 
инфекции.

для оценки степени генетического родства 
штаммов возбудителя чумы, выделенных на терри-
тории вьетнама в 1985–1987 гг., проведено изуче-
ние их генетического полиморфизма методом MLVA 
[8]. Штаммы исследовали по девяти VNTR-локусам 
и выявили наличие среди них 16 геновариантов. 
полученные данные послужили основанием для 
предположения о близком родстве штаммов, вызвав-
ших эпизоотию синантропных грызунов и болезни 
людей во вьетнаме в 1985–1987 гг.

в целом сведения о генетических и фенотипи-
ческих особенностях штаммов Y. pestis из вьетнама 
остаются фрагментарными. в международных гене-
тических базах данных отсутствуют полногеномные 
последовательности штаммов Y. pestis из вьетнама, 
что значительно осложняет проведение филогеогра-
фического анализа этих штаммов.

цель настоящей работы состояла в изучении фе-
нотипических, молекулярно-генетических особен-
ностей и полногеномном секвенировани штаммов 
Y. pestis, выделенных во вьетнаме.

материалы и методы

в работе изучено 20 штаммов Y. pestis, выделен-
ных в 1964–1988 гг. на территории вьетнама. все 
штаммы получены из государственной коллекции 
патогенных бактерий роснипчи «микроб», где 
их хранили в лиофильно высушенном состоянии. 
культивирование штаммов проводили в бульоне и на 
агаре LB (pH 7,2) при 28 °с в течение 24–48 ч.

изучение культурально-морфологических и 
биохимических свойств штаммов, а также призна-
ков, ассоциируемых с вирулентностью возбудителя 
чумы (пигментсорбция, зависимость от ионов Ca2+ 
при 37 °с), проводили в соответствии с методами 
лабораторной диагностики возбудителя чумы [4]. 
плазмидный состав определяли по методу C.Kado, 
S.Liu [13].

выделение днк штаммов осуществляли с по-
мощью набора AxyPrep bacterial genomic DNA kit 
(AXYGEN Biosciences, China) по инструкции про-
изводителя. секвенирование пцр-фрагментов 
штаммов Y. pestis выполняли на генетическом ана-
лизаторе ABI PRISM 3500XL (Applied Biosystems, 
сШа). полногеномное секвенирование проводили в 
системе Ion PGM System (Life technologies, сШа). 
обработку данных полногеномного секвенирования 
осуществляли с помощью пакета программ Ion Torrent 
Suite software версии 5.2 и Newbler gsAssembler  
версии 2.6. в анализ брали нуклеотидные последо-
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вательности штаммов c не менее чем 30-кратной 
средней глубиной прочтения.

полногеномный SNP-анализ и поиск маркерных 
SNPs осуществляли в программе Wombac 2.0 на базе 
операционной системы BioLinux 8.0. специфичность 
найденных мишеней определяли при помощи алго-
ритма BLAST по базе данных полногеномных по-
следовательностей NCBI GenBank. расчет прайме-
ров на специфические SNPs проводили, используя 
программу Vector NTI v.10. построение филогенети-
ческих деревьев по алгоритму Maximum Likelihood 
выполняли в программе PhyML 3.1. с использовани-
ем модели HKY85. визуализацию результатов по-
строения осуществляли в программе FigTree 1.4.3.

результаты и обсуждение

Фенотипические особенности штаммов Y. pes-
tis. всего в работе использовано 20 штаммов, вы-
деленных в 1964–1988 гг. на территории вьетнама. 
изученные штаммы выделены преимущественно 
от людей и грызунов, а также от блох в провинциях 
Южного вьетнама (кхань хоа, дак лак, лам донг, 
кыу лонг, донг най) и г. хошимин (таблица).

для всех использованных в работе штаммов 
Y. pestis получена характеристика по дифференци-
альным биохимическим признакам, что позволило 
определить их систематическую принадлежность в 
соответствии с используемыми фенотипическими 
схемами классификации. у всех изученных штам-
мов выявлено отсутствие способности к фермен-
тации рамнозы и глицерина. эти данные, наряду с 
наличием у изученных штаммов Y. pestis денитри-

фицирующей активности, свидетельствуют об их 
принадлежности к восточному биовару основного 
подвида. среди изученных штаммов не выявлено 
изолятов, способных к ферментации глицерина и 
лишенных денитрифицирующей активности. у всех 
исследованных штаммов установлена зависимость 
роста от ионов кальция при 37 °с (кроме штаммов 
Y. pestis р-13229 и 78054) и способность к синтезу 
пестицина (за исключением штамма 78054). все 
штаммы были также способны к формированию 
пигментированных колоний на среде с гемином, хотя 
гетерогенность популяций исследованных изолятов 
по признаку пигментсорбции варьировала от 10 до 
100 % клеток. таким образом, определение факторов 
вирулентности методами in vitro подтвердило виру-
лентность вьетнамских штаммов, за исключени-
ем двух изолятов, которые могли утратить признак 
кальцийзависимости, кодируемый плазмидой pCad, 
в процессе их хранения.

Генетические особенности штаммов Y. pes-
tis. для подтверждения принадлежности изученных 
штаммов к восточному биовару проведено опреде-
ление наличия у них маркерной indel мутации – де-
леции размером 93 п.н. в гене glpD глицерол-3-
фосфатдегидрогеназы с использованием ранее рассчи-
танных праймеров [1]. выявление маркерной делеции 
в гене glpD у всех изученных нами штаммов подтвер-
дило их принадлежность к восточному биовару.

при изучении плазмидного состава вьетнам-
ских штаммов возбудителя чумы установлено, что 
подавляющее большинство из них (85 %) содер-
жали три типичные для возбудителя чумы плазми-
ды – pFra (синтез капсульного антигена и мышиного 

Штаммы возбудителя чумы из Вьетнама, изученные в работе

Штамм источник, год выделения Филогенетическая принадлежность

р-14720 [р-27] человек (бубон), г. хошимин, 7 р-н, 1989 1.ORI2v

Saigon 64-1198 получен от проф. а. молляре, 1964 1.ORI2v

78046 провинция лам донг, г. далат, 1977 1.ORI2v

км 751 (79005) человек, провинция лонг ань, 1978 1.ORI2v

78054 человек, тхан най, 1978 1.ORI2v

79052 человек, г. хошимин, 11 р-н, 1979 1.ORI2v

км761 (76RR) черная крыса (R. ratus), провинция донг най, ан кунс, 1981 1.ORI1

164а человек, провинция донг най, деревня онг, 1981 1.ORI2v

км 715 (R.ex. 490) малая крыса (R. exulans), провинция донг най, куби, 1981 1.ORI2v

371 человек, провинция донг най, ан кунс, 1981 1.ORI2v

XC 84 блоха X. cheopi, s1981 1.ORI2v

129 (745) человек (бубон), г. хошимин, 6 р-н, 1981 1.ORI2v

203 (706) человек (бубон), гекуан, 1981 1.ORI2v

с-453 малая крыса (R. exulans), г. хошимин, 6 р-н, 1981 1.ORI2v

RN 69 серая крыса (R. norvegicus), 1981 1.ORI2v

р-13229 малая крыса (R. exulans), провинция кхань хоа, г. нячанг, 1985 1.ORI2v

р-13226 человек, провинция кхань хоа, уезд камрань, 1985 1.ORI2v

р-13273 [Tn770] человек, провинция дак лак, плато тай нгуен, 1986 1.ORI2v

140 Dalat провинция лам донг, г. далат 1.ORI2v

р-14713 [с-778] серая крыса (R. norvegicus), провинция кыу лонг, 1988 1.ORI2v
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токсина), pCad (синтез V-антигена, белков YOPs) и 
pPst (синтез пестицина и активатора плазминогена). 
исключение составил штамм Y. pestis км761, ли-
шенный плазмиды pFra, и штаммы р-13229 и 78054, 
у которых отсутствовала плазмида pCad. в штамме 
Y. pestis 78054 отсутствовала также плазмида пести-
циногенности. утрата плазмид коррелирует с отсут-
ствием фенотипических признаков, детерминируе-
мых этими репликонами.

для установления филогенетического положе-
ния штаммов из вьетнама нами проведено полноге-
номное секвенирование восьми из 20 исследованных 
штаммов – Y. pestis 78046, км751, 78054, км761, 
C-453, р-13229, р-13226 и р-13273, выделенных в 
разных провинциях вьетнама в период 1977–1986 гг. 
преимущественно от больных людей, а также от 
крыс. в филогенетический анализ при построении 
дендрограммы включены также 22 штамма восточ-
ного биовара из различных регионов мира, полно-
геномные последовательности которых находятся в 
NCBI GenBank (рисунок).

как следует из полученной дендрограммы, семь 
из восьми секвенированных штаммов вошли в под-
ветвь 1.ORI2 восточного биовара, образовав в ней 
собственный подкластер, отдельный от других штам-
мов ветви 1.ORI2. мы обозначили эту отдельную по-
пуляцию восточного биовара как 1.ORI2v (Vietnam). 
еще один исследованный штамм – Y. pestis км761, 
выделенный в провинции донг най в 1981 г., вошел 
в подветвь 1.ORI1 вместе со штаммом India 195, ну-
клеотидная последовательность которого представ-
лена в базе данных NCBI GenBank.

для выяснения филогенетической принадлеж-
ности остальных взятых в исследование 12 штаммов 
из вьетнама нами проведен поиск полиморфных ну-
клеотидов и найден SNP, маркерный для штаммов 
популяции 1.ORI2v. выявленный SNP расположен в 

гене YPO1896 (G → A в позиции 2133712 по геному 
референтного штамма сO92). на участок SNP рас-
считаны праймеры, имеющие следующий состав: 
YPO1896-S cca-tcg-ggt-tgt-ggc-aaa-t-S; YPO1896-
As aac-acc-atc-gcc-aca-cca-t. условия проведения 
пцр: 1 цикл 95 °с – 10 мин; 35 циклов: 95 °с – 15 с, 
60 °с – 30 с, 72 °с – 15 с. полученные в пцр фраг-
менты секвенировали и определяли наличие в по-
лученной последовательности нуклеотидной заме-
ны. в результате установлено, что все 12 штаммов 
содержали маркерную SNP, специфичную для по-
пуляции 1.ORI2v. таким образом, из 20 исследован-
ных штаммов, выделенных за период 1964–1988 гг. 
во вьетнаме, 19 принадлежали к одной популяции 
штаммов восточного биовара – 1.ORI2v. это означа-
ет, что в этот временной промежуток в разных про-
винциях вьетнама были распространены штаммы 
одной филогенетической линии 1.ORI2v. Штамм 
Y. pestis км761, вошедший в подветвь 1.ORI1 вместе 
со штаммом Y. pestis India 95, может представлять 
однократный завоз чумы из другого региона.

анализ дендрограммы показал, что штаммы по-
пуляции 1.ORI2v филогенетически наиболее близки к 
штаммам из провинции Юньнань в китае. обе попу-
ляции представляют два родственных, но отдельных 
кластера подветви 1.ORI2 и, следовательно, имеют 
общее происхождение. это означает, что чума могла 
быть завезена во вьетнам в начале третьей пандемии 
из провинции Юньнань в китае.

таким образом, полученные результаты изуче-
ния фенотипических и молекулярно-генетических 
особенностей штаммов Y. pestis из вьетнама сви-
детельствуют об их принадлежности к восточному 
биовару основного подвида. нами впервые прове-
ден филогенетический анализ штаммов Y. pestis из 
вьетнама, по данным полногеномного секвенирова-
ния этих штаммов. установлено, что штаммы, цир-
кулировавшие во вьетнаме в 1964–1988 гг., принад-
лежали к одной филогенетической ветви, обозначен-
ной нами как 1.ORI2v, близкородственной штаммам 
из провинции Юньнань в китае. разработан способ 
SNP-типирования штаммов этой ветви, который мо-
жет быть использован при дальнейшем анализе по-
пуляционной структуры и филогении штаммов из 
вьетнама, а также других штаммов ветви 1.ORI2.

конфликт интересов. авторы подтверждают 
отсутствие конфликта финансовых/нефинансовых 
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как известно, возбудителями эпидемических 
вспышек холеры являются холерогенные штаммы 
Vibrio cholerae о1 и о139, содержащие гены холер-
ного токсина (CT) ctxAB в составе интегрирован-
ного в геном профага CTX. клиническая картина 
типичной холеры обусловлена главным образом 
CT, но в ее развитии участвует и ряд других фак-

торов [1]. также существуют штаммы, лишенные 
ctxAB, но способные вызывать у людей заболевания 
различной степени тяжести – от слабой и умерен-
ной диареи до тяжелых форм, клинически неот-
личимых от холеры [1, 8, 9]; они также часто вы-
деляются и из объектов окружающей среды (оос) 
[4, 10]. их патогенетический потенциал зависит от 
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целью исследования явился сравнительный биоинформационный анализ генов и белков Cef (CHO cell 
elongating factor) холерных вибрионов о1 серогруппы. материалы и методы. в работе использовано 36 штам-
мов Vibrio cholerae о1 из коллекции ростовcкого противочумного института. секвенирование днк проводи-
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твердили достаточно высокую консервативность Cef у холерогенных штаммов (несущих гены холерного токсина 
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экспрессии детерминант других токсических суб-
станций, наборы которых различаются у разных 
штаммов [1]. поскольку передача инфекции осу-
ществляется водным либо пищевым путем, вибри-
оны должны обладать и достаточным персистент-
ным потенциалом, позволяющим выживать в оос, 
конкурируя за источники питания с другими микро-
организмами [10]. они способны усваивать мно-
гие органические соединения за счет экспрессии 
детерминант различных гидролаз (протеаз, липаз, 
эстераз, нуклеаз и др.), причем некоторые одно-
временно служат факторами патогенности [1, 4]. к 
числу таких факторов относится, в частности, Cef 
(CHO cell elongating factor) – белок с молекулярной 
массой около 84 кда, состоящий из 796 аминокис-
лотных остатков (аа), кодируемый геном в составе 
малой хромосомы. помимо давшей название этому 
фактору цитотонической активности по отноше-
нию к культурам клеток и диареегенной на моде-
ли мышей-сосунков, сопровождающимися серьез-
ными нарушениями ультраструктуры клеток, он 
способен гидролизовать p-нитрофениловые эфиры 
жирных кислот, твины и трибутирин [1, 2, 3, 6, 7]. 
в молекуле Cef идентифицировано несколько функ-
циональных доменов: домен куница, свойственный 
ингибиторам протеаз; лейциновая молния, обеспе-
чивающая формирование димерной структуры бел-
ков; домен альфа-бета-гидролаз (а/bH) с входящим в 
его состав консервативным субстрат-связывающим 
мотивом GHSLG; перекрывающийся с а/bH домен 
LIP. GHSLG отвечает за биохимическую, но не био-
логическую активность Cef [2]. ранее нами прове-
ден биоинформационный анализ генов и белков Cef 
нескольких холерогенных штаммов о1 и о139 се-
рогрупп и показана его высокая консервативность. 
вместе с тем установлено, что даже единственная 
нуклеотидная замена (SNP) в гене cef V. cholerae 
O139 привела к изменению спектра субстратной 
специфичности его продукта [3]. поскольку CTX– 
штаммам свойственна значительно большая гене-
тическая изменчивость по сравнению с CTX+, мы 
допускали, что в их геномах могут присутствовать 
и измененные гены cef, продукты которых могли 
приобрести свойства, существенные для реализа-
ции как патогенетического, так и персистентного 
потенциала. поэтому представляло интерес про-
ведение более подробного анализа с привлечением 
других штаммов, в том числе нехолерогенных.

цель настоящего исследования состояла в срав-
нительном биоинформационном анализе генов и 
белков Cef холерных вибрионов о1 серогруппы.

материалы и методы

объектами исследования служили 36 штаммов 
V. cholerae о1 различного происхождения из кол-
лекции музея живых культур ростовского противо-
чумного института. гены cef идентифицировали с 
помощью программ BioEdit 7.2.5 (http://www.mbio.

ncsu.edu/bioedit) и BLASTN 2.2.29 (http://blast.ncbi.
nlm.nih.gov) в «черновых» полных геномах этих 
штаммов, секвенированных нами на платформе 
MiSeq (Illumina) согласно прилагаемому протоколу. 
анализ генов и их продуктов осуществляли с ис-
пользованием программ Blastp (http://blast.ncbi.nlm.
nih.gov), AlignX (Vector NTI Advance 11, Invitrogen) 
и MEGA 7 (http://www.megasoftware.net). список 
штаммов и номера (ID) нуклеотидных последова-
тельностей генов cef, депонированных нами в NCBI 
GenBank, представлены в таблице. для сравнения в 
анализ включили прототипные гены cef V. cholerae 
эль тор JBK70 (AY7772384) и двух штаммов класси-
ческого биовара – CVD103HgR (AY7772385) и о395 
(VC0395_0373 в CP000626.1) – и их продукты.

результаты и обсуждение

по данным AlignX-анализа нуклеотидных по-
следовательностей была построена дендрограмма, 
на которой cef V. cholerae эль тор образовали пять 
ветвей, каждая включала идентичные гены (рис. 1). 
мы обозначили эти аллели как е1–е5 в соответ-
ствии с уровнем сходства с прототипным геном 
AY772384 (E1). аллель е1 длиной 2391 п.н. обна-
ружена у всех CTX+ штаммов, у ctxAB–/pre-CTX+ и у 
одного CTX–/pre-CTX– штамма (14157). результаты 
Blast-поиска в имеющихся на сегодняшний день 
в NCBI завершенных и «черновых» геномах по-
казали, что данная аллель наиболее распростране-
на среди штаммов эль тор. следует отметить, что 
е1 почти полностью идентична cefC классических 
штаммов: как показано ранее, разница между ними 
состояла в единственной SNP G/A-2014, привед-
шей к синонимичной замене остатка изолейцина 
(I) в сefC на остаток валина (V) в сefE1 в позиции 
672, однако это никак не повлияло на биохимиче-
скую и биологическую активность продукта [3, 7]. 
такую же аллель содержали классические штаммы, 
найденные в NCBI: ATCC 14035 (JHXR01000002), 
м-29 (астрахань, 1942, JFGR01000001), RC27 
(индонезия, 1991, ADAI01000039), 95412 (мексика, 
1997, APFM01000042). кроме того, в cef классиче-
ского штамма 569в выявлена дополнительная SNP – 
а/с-2267 с соответствующей несинонимичной за-
меной гистидина (н) на пролин (р) в позиции 756. 
по-видимому, эта SNP не является значимой, по-
скольку активность продукта клонированного гена 
cef 569в ничем не отличалась от таковой cefE1 [3]. 
кроме того, аллель cefC присутствовала и у отдель-
ных штаммов, обозначенных как эль тор: ATCC 
11629 (LOSM01000001) и 5/66 (пакистан, 1966, 
JREO01000002). 

аллель е2 имела нормальную длину 2391 п.н. 
и обладала 96,5 % сходства с е1. она идентифици-
рована в геноме всего одного из изученных нами 
штаммов (р-18904), а в базах NCBI не найдено ее 
полных гомологов.

аллель е3 выявлена у двух штаммов из разных 
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регионов россии, которые были практически иден-
тичными и по другим генетическим признакам. за 
счет вставки CTA между нуклеотидами 1630 и 1631 
(относительно е1) ген удлинился на три нуклеоти-
да, а продукт – соответственно на 1 аа. сходство с 
е1 составило 93,7 %. в NCBI идентичных генов не 
найдено. представляет интерес тот факт, что один из 
этих штаммов (434) является представителем клона, 
широко распространившегося в открытых водоемах 
краснодарского края (в основном в реке агура в сочи 
и окрестностях) в 2015 г., где в течение двух месяцев 
выделено 83 штамма, идентичных по пцр- и VNTR-
генотипам. отличительной чертой их явилось нали-
чие довольно редко встречающегося у V. cholerae о1 
гена cholix-токсина (chxA), который относят к фак-
торам колонизации, способствующим персистен-
ции вибрионов в ассоциации с водными организма-
ми [5]. поэтому мы полагали, что такая длительная 
циркуляция данного клона могла быть отчасти или 
полностью обусловлена именно экспрессией chxA. 
обнаружение у штамма 434 новой аллели cefE3 по-
зволяет думать, что к этому мог быть причастен и 

его продукт. второй штамм, идентичный первому, 
выделен тремя годами ранее в астраханской обла-
сти, что не исключает возможности его длительно-
го сохранения с заносом на другие территории, где 
в определенный период сложились благоприятные 
условия для его размножения. 

у 12 нехолерогенных штаммов разного проис-
хождения выявлена аллель е4, имеющая такую же 
вставку CTA, что и е3, такую же длину (2394 п.н.) и 
94,2 % сходства с е1. в эту группу наряду с водны-
ми попали и клинические штаммы. для трех из них 
(14863, 14873 и 15031) известно, что они явились 
этиологическими агентами тяжелых холероподобных 
заболеваний людей, на модели кроликов-сосунков 
вызывали эффект, близкий холерогенному, а их куль-
туральные супернатанты – удлинение клеток CHO и 
L-929. поскольку они не содержали генов других ци-
тотонических токсинов (CT и термостабильного), уд-
линение клеток скорее всего обусловлено действием 
Cef. более того, ультраструктурные изменения в ки-
шечнике животных, зараженных штаммом 14863, во 
многом напоминали таковые под действием рекомби-

Штаммы V. cholerae и гены, использованные в сравнительном анализе

наличие профагов Штамм место выделения год источник выделения ID гена cef

CTX+

р-5879 ростовская обл. 1972 труп KM588824
17290 дагестан 1994 больной KM522861
16228 дагестан 1994 больной KT779266
17261 дагестан 1994 больной KT779267
17296 дагестан 1994 больной KT779268
18329 казань 2001 больной KT779269
3265 москва 2014 больной KM522864

р-17917 ростов-на-дону 1999 речная вода KR827238
р-18252 ростов-на-дону 2000 сточные воды KR827239
р-18367 ростов-на-дону 2001 речная вода KR827240
р-18368 ростов-на-дону 2001 речная вода KR827241
р-18369 ростов-на-дону 2001 речная вода KR827242
р-18588 ростов-на-дону 2002 речная вода KR827243

81 ростов-на-дону 2014 речная вода KM522865
569B неизвестно 1948 больной KT188942

pre-CTX+

9961 москва 1977 речная вода KT728924
р-13169 ростов-на-дону 1987 речная вода KT728925
15500 крым 1991 сточные воды KM522863

CTX–/pre-CTX–

14157 азербайджан 1989 больной KM522866
14863 украина 1991 больной KM456178
14873 молдова 1991 больной KM456179
15031 украина 1991 больной KM456180
9339 краснодарский край 1975 речная вода KX640094
11739 краснодарский край 1980 речная вода KX640095
12026 краснодарский край 1981 речная вода KX640096
17920 краснодарский край 1999 больной KX640097
18748 краснодарский край 2004 больной KX640098
18984 краснодарский край 2007 речная вода KT728926
434 краснодарский край 2015 речная вода KX640099

р-18904 ростовская обл. 2006 речная вода KM522860
р-18973 ростов-на-дону 2007 речная вода KM456181
р-19051 ростов-на-дону 2008 речная вода KX640100
19308 астраханская обл. 2012 речная вода KX640101
19758 псковская обл. 2014 речная вода KX640102
19710 иркутская обл. 2014 речная вода KX640104

р-19430 ростов-на-дону 2013 речная вода KX640105
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нантного белка Cef [1]. эти данные позволяют пред-
положить, что способность упомянутых штаммов вы-
зывать тяжелые формы кишечных инфекций отчасти 
(или даже полностью) обусловлена продукцией CefE4, 
возможно, обладающего повышенной биологической 
активностью. в NCBI найден один стх– штамм VC35 
с такой же аллелью (AMBR01000017, Contig017), вы-
деленный в 2004 г. в малайзии от больного с диагно-
зом «холера» [8]. выявление аллели cefE4 у штаммов, 
не связанных общностью происхождения, указывает 
на его широкое распространение и необходимость 
дальнейшего изучения свойств его продукта для от-
вета на вопрос о том, является ли его присутствие в 
геномах возбудителей, выделяемых из оос, показа-
телем их высокого патогенетического потенциала и 
представляют ли они реальную угрозу. не исключено 
также, что CefE4 обладает измененной эстеразной/
липазной активностью, что может повлиять на перси-
стентный потенциал. 

наименьшим уровнем сходства с прототи-
пом (89,5 %) обладала аллель е5 длиной 2403 п.н. 
увеличение длины обусловлено, помимо уже упо-
мянутой вставки CTA между нуклеотидами 1630 и 
1631, наличием еще двух вставок: TTAAT между 946 
и 947 и GTGT между 958 и 959 (относительно е1). 
первая привела к сдвигу рамки считывания, вторая – 
к восстановлению прежнего порядка кодонов. кроме 
того, в последовательности «выше» данных вставок 
наблюдалось большое число 1-3-нуклеотидных за-
мен. все это привело к образованию в продукте ге-

терологичного 12 аа участка. аллель е5 обнаружена 
всего у двух штаммов, выделенных в разных регио-
нах россии в разные годы, но практически идентич-
ных и по другим генетическим признакам. тем не 
менее, такая же аллель найдена в NCBI в сиквенсах 
двух CTX–/pre-CTX– штаммов м1522 (калмыкия, 
2014, вода, LQCA01000002, contig00002) и 12129 
(больной, 1985, ACFQ01000009, contig178). мы по-
лагаем, что продукт аллели cefE5 также заслуживает 
дальнейшего изучения по причинам, изложенным 
применительно к cefE4.

интересно, что во всех случаях наличия вставок 
общее число «лишних» нуклеотидов было кратно 
трем, поэтому в продуктах измененных генов появ-
лялись «лишние» аа, но в целом они сохраняли до-
статочно высокий уровень сходства друг с другом, 
как и сами гены. 

поскольку в связи с вырожденностью генетиче-
ского кода не все SNP приводят к заменам аа, далее 
мы провели AlignX-анализ продуктов разных аллелей 
гена cef вибрионов эль тор (рис. 2). в соответствии с 
длиной генов их продукты также имели разные раз-
меры: е1 и е2 – 786, е3 и е4 – 797, е5 – 800 аа. 

несмотря на различия по первичной структуре, 
все белки Cef сохранили активные домены. домен 
куница у всех находился в одной и той же позиции 
179–196 и остался в неизменном виде. локализация 
остальных доменов в E3, E4 и E5 отличалась от тако-
вой в E1 и E2 вследствие сдвига за счет вставок допол-
нительных аа. лейциновая молния была одинаковой 

рис. 1. дендрограмма, отражаю-
щая сходство и различия генов cef 
V. cholerae:
С – клинический штамм, Е – штамм 
из оос
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во всех аллелях, тогда как а/bH и LIP характеризова-
лись значительной вариабельностью, не затрагиваю-
щей GHSLG. как видно из рис. 2, некоторые замены 
аа присутствовали во всех новых вариантах, другие 
повторялись в 2–3 аллелях либо были уникальными.

таким образом, в результате проведенного 
анализа установлено, что гены cef нехолерогенных 
штаммов V. cholerae O1 значительно отличаются от 
таковых холерогенных вибрионов. среди них вы-
явлено четыре новых, ранее не описанных аллели, 
две из которых оказались уникальными. принимая 
во внимание установленный нами ранее факт изме-
нения субстратной специфичности Cef V. cholerae 
O139 вследствие единственной точковой мутации в 
его гене [3], мы не исключаем, что продукты разных 
аллелей cefE также могут различаться по биохими-
ческой и биологической активностям, с которыми 
связана способность вибрионов как к персистенции 

в разных экологических нишах, так и к проявлению 
патогенных свойств, что требует экспериментальной 
проверки, которая покажет, представляют ли штам-
мы с той или иной аллелью этого гена реальную 
угрозу здоровью населения.
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чума – зоонозная особо опасная природно-
очаговая болезнь, циркулирующая в природе на гры-
зунах и их блохах. этиологическим агентом чумы 

является бактерия Yersinia pestis, которая вызывает 
эпизоотии чумы грызунов, приводящие к их мас-
совой гибели. эпизоотические периоды во многих 
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цель исследования. анализ видовой принадлежности, численности и динамики взаимодействия акантамеб 
из почв горно-алтайского высокогорного очага чумы со штаммом Yersinia pestis 367, выделенным на энзоотич-
ной территории этого очага в 2016 г. материалы и методы. в работе использованы почвенные амебы из горно-
алтайского высокогорного очага и штамм Y. pestis 367 основного подвида античного биовара, выделенный в этом 
очаге в 2016 г. определение систематической принадлежности выделенных амеб проводили с помощью пцр с 
родоспецифическими праймерами и секвенирования полученных пцр-фрагментов с дальнейшей идентифика-
цией нуклеотидных последовательностей по базе данных GenBank. определение локализации клеток Y. pestis в 
акантамебах проводили с помощью метода флуоресцирующих антител с использованием микроскопа Axio Imager 
Z2 (Carl Zeiss, германия). результаты и выводы. впервые установлено присутствие акантамеб Acanthamoeba 
castellanii в почве нор серого сурка Marmota altaica в количестве до 300000 кл./г почвы в горно-алтайском высо-
когорном очаге чумы. исследована динамика взаимодействия этих микроорганизмов и установлено сохранение 
возбудителя в вакуолях эндоплазматического ретикулума акантамеб в течение 14 дней. это предполагает возмож-
ность персистенции Y. pestis в амебах рода Acanthamoeba в почвенном биоценозе горно-алтайского высокогор-
ного очага чумы.

Ключевые слова: возбудитель чумы, акантамебы, природные очаги чумы, механизмы персистенции, 
Acanthamoeba, Yersinia pestis.
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Objective of the study is to analyze the appurtenance, numbers, and dynamics of interaction of acanthamoeba from soils of Gorno-
Altai plague focus with Yersinia pestis 367 strain, isolated in 2016 in enzootic territory of this focus. Materials and methods. Utilized 
were soil amoeba from Gorno-Altai high-mountain focus and the strain Y. pestis 367 of the main subspecies of antique biovar, isolated 
there in 2016. Determination of systematic relation of the isolated amoeba was carried out using PCR with genus specific primers and 
sequencing of the obtained PCR fragments followed by identification of nucleotide sequences against GenBank database. Localization 
of Y. pestis cells in acanthamoeba was performed using fluorescent antibody technique by means of Axio Imager Z2 (Carl Zeiss, 
Germany). Results and conclusions. For the first time ever established has been the presence of Acanthamoeba castellanii in soils of 
burrows of Marmota altaica in the numbers of up to 300000 cells/gr in Gorno-Altai high-mountain focus. Investigated has been the 
dynamics of interaction of these microorganisms. Preservation of the agent in vacuoles of endoplasmatic reticulum within 14 days has 
been revealed. It is an indicative of the possibility of Y. pestis persistence in amoeba of Acanthamoeba subspecies in soil biocoenosis 
of Gorno-Altai high-mountain plague focus.
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природных очагах чумы чередуются с межэпизооти-
ческими периодами, в течение которых возбудитель 
чумы сохраняется до сих пор в не выявленном при-
родном резервуаре. в последнее время появляется 
все больше данных о сохранении возбудителей опас-
ных инфекций в почвенных амебах и других много-
численных членах почвенных и водных биоценозов. 
в том числе показано, что в амебах в течение дли-
тельного времени могут сохраняться такие опасные 
патогены, как Francisella tularensis, Vibrio cholerae, 
Legionella рneumophila, Mycobacterium leprae и дру-
гие [8, 9]. для объяснения сохранения возбудителя 
чумы в межэпизоотический период недавно была 
разработана гипотеза «вертикальной трансмиссии», 
предполагающая сохранение возбудителя чумы в 
членах почвенных биоценозов в этот период и вынос 
возбудителя в популяцию грызунов с помощью за-
раженных личинок блох с последующим развитием 
эпизоотического процесса [4, 7]. ранее также выска-
зано предположение о том, что Protozoa могут играть 
решающую роль в эпизоотологии возбудителя чумы 
ввиду возможности сохранения возбудителя в ве-
гетативных формах и цистах амеб в течение доста-
точно продолжительного времени. предположено, 
что симбиотические простейшие пищеварительного 
тракта грызунов и зайцеобразных могут быть резер-
вуарами возбудителя чумы, что обеспечивает посто-
янство эпизоотического процесса [1].

ранее нами был проведен анализ видового со-
става и численности простейших из почв природных 
очагов чумы прикаспия, исследовано их взаимодей-
ствие со штаммами Y. pestis. из почв прикаспийского 
северо-западного степного, прикаспийского песча-
ного и волго-уральского степного очагов в россии 
выделены амебы родов Willaertia, Hartmanella, пред-
ставители миксомицет, однако доминирующими по 
численности оказались амебы рода Acanthamoeba – 
A. castellanii и Acanthamoeba spp. их численность 
была высокой и составляла от 30 до 300 тыс. клеток 
на 1 г почвы. показана возможность сохранения 
штаммов Y. pestis в клетках акантамеб при 26 °с и 
влажности 20 % (моделирование засушливых перио-
дов в природных очагах чумы) в течение 2–4 меся-
цев. полученные данные могут свидетельствовать о 
возможном участии амеб Acanthamoeba spp. в сохра-
нении Y. pestis в почвенных биоценозах природных 
очагов чумы. 

в данной работе нами впервые проведен анализ 
видовой принадлежности, численности и динамики 
взаимодействия акантамеб из почв горно-алтайского 
высокогорного очага чумы со штаммом Yersinia pes-
tis 367, выделенным на энзоотичной территории это-
го очага в 2016 г. 

материалы и методы

Выделение амеб, определение их численности. 
для выделения амеб использовали плотную среду 
SM/10 (глюкоза – 1 г, вacto-pepton – 1 г, дрожжевой 
экстракт – 1 г, MgSO4х7н2о – 0,2 г, кн2ро4 – 1,9 г, 

к2нро4 – 1 г, Bacto-agar – 20 г, вода – до 1000 мл), 
на которой проводили совместное культивирование 
вытяжек почвы с суспензией штамма Escherichia 
coli ор50 при 28 °с в течение 6 сут. для получения 
аксенической культуры амеб собранный с чашек ма-
териал в количестве 200–400 м.к. обрабатывали 1 мл 
раствора антибиотиков гентамицина, стрептомици-
на и ампициллина в концентрации 20 ед./мл каждого 
в течение 24 ч. затем культуру отмывали в избытке 
фосфатного буфера (рн 6,4), центрифугировали при 
4000 об./мин и ресуспендировали в 1 мл этого же бу-
фера. выделенные очищенные культуры амеб храни-
ли при температуре 4 °с. количество амеб в пробах 
почвы определяли по методу Singh с нашими моди-
фикациями [3]. количество клеток амеб определяли 
методом подсчета клеток в камере горяева.

Культивирование штаммов Y. pestis. использо-
ванный в работе штамм Y. pestis 367 выделен в горно-
алтайском высокогорном очаге в 2016 г. и получен 
нами из гкпб роснипчи «микроб». Штамм вы-
ращивали на жидкой и твердой LB средах (pH 7,2). 
анализ культурально-морфологических и биохими-
ческих характеристик штамма выполняли стандарт-
ными методами [6].

Микроскопия образцов. визуализацию клеток 
Y. pestis в образцах проводили с помощью метода флу-
оресцирующих антител (мФа). для специфическо-
го окрашивания использовали «иммуноглобулины 
диагностические флуоресцирующие чумные адсор-
бированные лошадиные» (производство роснипчи 
«микроб», включающие иммуноглобулиновую 
фракцию чумной агглютинирующей лошадиной сы-
воротки, меченной флуоресцеин-5-изотиоционатом 
(Фитц). препараты для окрашивания обрабатыва-
ли последовательно 2 % Triton X-100, 1 % Tween 20 
(Sigma, сШа) в течение 30 мин. для контрастиро-
вания и снижения уровня неспецифического свече-
ния дополнительно использовали альбумин бычий 
(Sigma, сШа). просмотр образцов проводили с ис-
пользованием люминесцентного микроскопа Axio 
Imager Z2 (Carl Zeiss, германия).

Определение систематической принадлеж-
ности амеб. для получения днк амеб использова-
ли набор «днк-сорб» (интерлабсервис, москва). 
родовую принадлежность амеб устанавливали по ре-
зультатам пцр со специфическими праймерами на 
участок рибосомного оперона – гена 18S ррнк [2]. о 
присутствии в образце днк амеб рода Acanthamoeba 
судили по образованию в пцр с праймерами JDP1/
JDP2 фрагмента размером 450 п.н. для видовой 
идентификации полученные в пцр фрагменты днк 
амеб секвенировали на генетическом анализаторе 
Applied Biosystems 3500xL. анализ полученных по-
следовательностей выполняли при помощи програм-
мы MEGA 6.0 и алгоритма BLAST на основе базы 
нуклеотидных последовательностей простейших 
из базы данных NCBI GenBank. образец днк амеб 
считали идентифицированным по видовой принад-
лежности при проценте гомологии нуклеотидной 
последовательности выше 99 при условии совпаде-
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ния длины сравниваемых последовательностей бо-
лее чем на 95. 

результаты и обсуждение

в последние годы в горно-алтайском высоко-
горном очаге постоянно регистрируется эпизооти-
ческая активность, а в 2014–2017 гг. здесь впервые 
произошло три случая заражения чумой человека 
после 35 лет отсутствия регистрации чумы на тер-
ритории российской Федерации [5]. в 2012–2017 гг. 
в этом очаге впервые обнаружена циркуляция вы-
соковирулентных штаммов Y. pestis основного под-
вида. почвенные амебы из нор грызунов из горно-
алтайского высокогорного очага и штамм Y. pestis 
367, выделенный здесь в 2016 г., использованы нами 
для изучения динамики взаимодействия возбудите-
ля чумы и простейших из почвенных биоценозов 
горного алтая. места забора проб почвы и выделе-
ния использованного в работе штамма Y. pestis ука-
заны на рис. 1. образцы почв брали из постоянных и 
временных нор серого сурка Marmota altaica на глу-
бине от 10 до 120 см. при анализе взятого образца 
почвы в мухор-тархатинском районе установлено, 
что в образце содержались цистообразующие аме-
бы, которые были отобраны для проведения экспе-
риментов.

Определения численности и систематической 
принадлежности амеб из образца почвы из Горно-
Алтайского высокогорного очага. при анализе чис-
ленности цистообразующих амеб по методу Singh с 
модификациями [2] установлено, что численность 
амеб в 1 г почвы составляет 300000 кл./г почвы. 
амебы получали в чистой аксенической культуре 
и выделяли из них днк с помощью набора «днк-
сорб» (интерлабсервис, москва). родовую принад-
лежность выделенных амеб определяли по результа-
там пцр со специфическими праймерами JDP1/JDP2 
на участок гена 18S ррнк рибосомного оперона [10, 
11]. в пцр в исследуемом образце образовывался 
фрагмент размером 450 п.н., специфичный для амеб 

рода Acanthamoeba, что свидетельствовало о принад-
лежности выделенных амеб к этому роду. для под-
тверждения родовой принадлежности и определения 
вида выделенных акантамеб проведено секвениро-
вание полученных в пцр фрагментов гена 18S ррнк 
и их сравнение с аналогичными нуклеотидными по-
следовательностями из базы данных NCBI GenBank. 
максимальный процент гомологии нуклеотидной 
последовательности гена 18S ррнк акантамебы из 
почв в горном алтае с видом A. castellanii составил 
100 при совпадении длины сравниваемой последова-
тельности на 100 %, что однозначно доказывает при-
надлежность выделенных амеб к виду A. castellanii.

ранее введенные нами в базу данных последова-
тельности штамма A. castellanii из волго-уральского 
степного очага на 99 % совпадали с вновь вы-
деленным нами штаммом A. castellanii из горно-
алтайского высокогорного очага. это указывает на 
широкое распространение этого вида в почвенных 
биоценозах очагов чумы прикаспия и алтая и со-
впадает с литературными данными о глобальном 
распространении вида A. castellanii в различных 
ландшафтно-географических зонах. мы обозначили 
выделенный штамм из горного алтая как A. castel-
lanii Tarhata. полученный штамм акантамеб A. cas-
tellanii Tarhata был использован для моделирования 
взаимодействия амеб из горно-алтайского высоко-
горного очага и штаммов Y. pestis из этого очага.

Анализ взаимодействия штаммов Y. pestis из 
Горно-Алтайского высокогорного очага и акантамеб 
из этого очага. в работе использован штамм Y. pestis 
367. анализ его дифференциальных биохимических 
особенностей – отсутствие ферментации рамнозы, 
наличие способности к редукции нитратов и наличие 
маркерной плазмиды pTP33 указал на принадлеж-
ность к ветви 4.ANT античного биовара основного 
подвида возбудителя чумы. Штамм Y. pestis 367 вы-
делен в с. мухор-тархата бактериологическим посе-
вом от биопробной белой мыши. анализ взаимодей-
ствия штамма Y. pestis 367 и акантамеб проводили в 
жидкой среде LB. в качестве контроля численности 

рис. 1. место забора пробы образцов почв из 
постоянных и временных нор серого сурка 
M. altaica на территории горно-алтайского 
высокогорного очага и выделения штамма 
Y. pestis в участках проявления эпизоотиче-
ской активности в 2014–2016 гг.: 
К – место выделения Y. pestis 367; А – место вы-
деления A. castellanii Tarhata
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клеток в жидкой среде использовали культуру Y. pes-
tis 367, а культуру акантамеб с инактивированными 
клетками Y. pestis этого же штамма использовали в 
качестве контроля численности A. castellanii.

выделенный штамм акантамебы A. castellanii 
размножали в жидкой среде на матрасах со средой 
PYG до концентрации 1·106 кл./мл. Штамм Y. pestis 
367 выращивали в среде LB (pH 7,2) при 28 °с в те-
чение 18 ч и доводили до концентрации 1·109 кл./мл. 
культуры акантамеб и Y. pestis смешивали в пропор-
циях 1/1, 1/2, 1/10, 1/20 и культивировали в течение 
двух недель (рис. 2, 3). совместное культивирова-
ние возбудителя чумы и амеб проводили в пробир-
ках при постоянной температуре 22 °с и влажности 
60 %, поддерживаемых климатической камерой KBF 
720 (Binder, германия). забор материала из пробир-
ки осуществляли каждые сутки в одно и то же вре-
мя. количество клеток Y. pestis 367 определяли по 
числу кое на твердой агаровой среде LB с разведе-
нием исходного материала до 10 раз. инактивацию 
Y. pestis проводили в соответствии с сп 1.3.3118-
13 «безопасность работы с микроорганизмами I–II 
групп патогенности (опасности)». количество кле-
ток амеб определяли методом подсчета клеток в 
камере горяева по рекомендациям производителя. 
полученные результаты по динамике изменения чис-
ленности клеток акантамеб и Y. pestis представлены 
в таблице. для подтверждения достоверности по-
лученных результатов и определения уровня значи-
мости проводили определение среднеквадратичного 
отклонения полученных значений. в таблице приве-
дены значения количества кое Y. pestis и количества 
клеток A. castellanii. все значения укладываются в 
доверительный интервал ± 5 %. 

на основе полученных данных построена диа-
грамма зависимости количества клеток возбудителя 

чумы от численности акантамеб (рис. 2 и 3). как сле-
дует из графика и таблицы, на 2–3-е сутки наблюда-
ется падение кое Y. pestis в пробирках с клетками 
акантамеб в соотношении 1/1 и 1/2, что свидетель-
ствует об активном фагоцитозе амебами клеток воз-
будителя чумы. однако резкое изменение значений 
натурального логарифма кое Y. pestis на 3–4-е сутки 
в 1,3 раза при совместном выращивании с культурой 
акантамеб в соотношении 1/1 и 1/2 может свидетель-
ствовать об активном делении Y. pestis внутри клеток 
трофозоитов (таблица). равномерный подъем в пер-
вые 4 сут кое возбудителя чумы в контрольной про-
бирке показывает нормальный темп роста культуры 
чумы до стадии плато на 5–6-е сутки. 

в то же время снижение количества кое Y. pes-
tis в пробирках с акантамебами показывает более ин-
тенсивный фагоцитоз с 6-х по 8-е сутки, чем вначале 
и в конце эксперимента. таким образом, постепен-
ное уменьшение амплитуды колебаний количества 
клеток и аналогичный темп роста культуры Y. pestis 
в контрольной пробирке на 13–14-е сутки по срав-
нению с темпом роста возбудителя чумы в пробир-
ках с акантамебами свидетельствует о возможности 
взаимного сосуществования Y. pestis и A. castellanii в 
условиях жидкой среды.

кроме того, полученные кривые динамики ро-
ста акантамеб (рис. 3) показывают интенсивность 
лизиса клеток амеб в связи с выходом Y. pestis 367 
в жидкую среду. постепенное падение численности 
акантамеб на 5-е и 8-е сутки соответствует росту 
клеток возбудителя чумы (рис. 2 и 3). напротив, уве-
личение количества клеток A. castellanii в пробирке с 
соотношением к клеткам Y. pestis 367 как 2/1 на 6–7-е 
и 9–11-е сутки (рис. 3) свидетельствует об адаптации 
амеб к среде с возбудителем чумы и относительно 
устойчивом взаимном балансе количества клеток. 

рис. 2. динамика роста Y. pestis 367 
при совместном культивировании с 
клетками A. castellanii в соотношении 
концентрации клеток 1/1 и 1/2. в каче-
стве контроля использовалась культура 
Y. pestis 367 без акантамеб в среде

рис. 3. динамика роста клеток A. cas-
tellanii при совместном культивирова-
нии с Y. pestis 367 в соотношении 1/1 
и 2/1. в качестве контроля использова-
лась культура акантамеб с инактиви-
рованной культурой Y. pestis 367 (от-
мечена*)
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однако отсутствие жизнеспособных клеток Y. pestis 
367 в контрольной пробирке как источника питания 
не только задерживает рост амеб, но и негативно 
влияет на концентрацию клеток (рис. 3). вероятно, 
приспособление акантамеб к питанию инактиви-
рованными клетками Y. pestis 367 более замедлено 
(рис. 3) по сравнению с амебами в двух других про-
бирках в связи с лизисом при инактивации клеток и 
выхода токсинов в среду. схожая с описанной выше 
динамика роста Y. pestis 367 при совместном культи-
вировании с A. castellanii наблюдалась при соотно-
шении исходных концентраций 1/10 и 1/20.

Определение внутриклеточной локализации кле-
ток Y. pestis в клетках акантамеб проводили с помо-
щью модифицированного метода флуоресцирующих 
антител (мФа) с использованием микроскопа AXIO 
Imager Z2 (Carl Zeiss, германия). материал для окра-
шивания препаратов мФа наносили на предметное 
стекло и высушивали при комнатной температуре. 
далее мазки фиксировали в течение 1 ч в 96 % эти-
ловом спирте, высушивали на воздухе и обрабатыва-
ли последовательно 2 % Triton X-100, 1 % Tween 20 
(Sigma, сШа) в течении 30 мин на стекле. антитела 
разводили до рабочего разведения и окрашивали 
препараты в соответствии с инструкцией производи-
теля. микроскопию проводили в уФ-свете с филь-
тром GFP и регистрации изображения с помощью 
цифровой камеры Axiocam 105 color Carl Zeiss (Carl 
Zeiss, германия).

на рис. 4 отображены этапы взаимодействия 
Y. pestis 367 с клетками акантамеб в жидкой среде. в 
первые сутки происходит активный фагоцитоз бак-
териальных клеток и накопление их внутри пище-
варительных вакуолей трофозоитов (рис. 4, а), что 
подтверждается падением количества кое Y. pestis в 

первые сутки наблюдения (рис. 2). следующим эта-
пом адаптации к среде с бактериальными клетками 
чумы стало образование цист амеб, как способа пере-
живания неблагоприятных условий. об инцистиро-
вании клеток амеб свидетельствует уменьшение их 
размеров и образование групп по несколько клеток 
на 3–4-е сутки проведения эксперимента (рис. 4, б). 
в результате приспособления к среде с патогенными 
бактериями среди акантамеб наблюдались клетки, 
содержащие вакуоли с Y. pestis 367, наряду с лизиро-
ванными клетками амеб (рис. 4, в). вероятно, сохра-
нение акантамеб, содержащих клетки возбудителя 
чумы, определяет адаптацию к жидкой среде с Y. pes-
tis 367. наличие механизма инцистирования и со-
хранение патогенных бактериальных клеток внутри 
вакуолей может быть одним из определяющих факто-
ров сосуществования Y. pestis 367 и A. castellanii.

полученные результаты совпадают с ранее полу-
ченными нами данными о локализации клеток Y. pes-
tis в индивидуальных вакуолях в сети эндоплазмати-
ческого ретикулума Acanthamoeba sp. и о возможно-
сти длительного сохранения возбудителя в этих аме-
бах [3]. таким образом, нами впервые установлено 
наличие акантамеб A. castellanii в почве нор серого 
сурка M. altaica на глубине 70 см от входа на участ-
ке эпизоотической активности в горно-алтайском 
высокогорном очаге чумы. численность акантамеб 
здесь очень высока – до 300000 кл./г почвы, что обе-
спечивает их массовый контакт с клетками Y. pestis, 
выделяемых с продуктами жизнедеятельности пере-
носчика M. altaica и его блох. проведенный анализ 
взаимодействия выделенных акантамеб и штаммов 
Y. pestis, полученных на этом же эпизоотическом 
участке, свидетельствует о конкурентном взаимо-
действии этих микроорганизмов и возможности со-

анализ динамики взаимодействия акантамеб A. castellanii из почв Горно-алтайского высокогорного очага и Y. pestis 367

сутки 
Y. pestis 367 / A. castellanii (1/1)

Y. pestis 367 A. castellanii / Y. pestis 367*
Y. pestis 367 / A. castellanii (1/2)

Y. pestis A. castellanii Y. pestis A. castellanii

1-е 5·105 ± 2,5·104 6,4·105 ± 3,2·104 5·105 ± 2,5·104 6,675·105 ± 3,33·104 2,5·105 ± 1,2·104 6,45·105 ± 3,22·104

2-е 5·105 ± 2,5·104 6,6·105 ± 3,3·104 5·105 ± 2,5·104 6,675·105 ± 3,33·104 2,5·105 ± 1,25·104 6,6·105 ± 3,3·104

3-е 3,3·105 ± 1,65·104 7,7·105 ± 3,8·104 90·106 ± 4,5·106 7,05·105 ± 3,52·104 4,8·104 ± 2,4·103 5,925·105 ± 2,96·104

4-е 30·106 ± 1,5·106 6,2·105 ± 3,1·104 720·106 ± 36·106 4,125·105 ± 2,06·104 2,6·106 ± 1,3·105 4,875·105 ± 2,43·104

5-е 150·106 ± 7,5·106 5,5·105 ± 2,7·104 210·106 ± 10,5·106 3,675·105 ± 1,83·104 140·106 ± 7·106 3,675·105 ± 1,83·104

6-е 60·106 ± 3·106 5,1·105 ± 2,5·104 210·106 ± 10,5·106 2,475·105 ± 1,23·104 110·106 ± 5,5·106 4,125·105 ± 2,06·104

7-е 6·106 ± 3·105 4,2·105 ± 2,1·104 100·106 ± 5·106 2,325·105 ± 1,23·104 12·106 ± 6·105 3,975·105 ± 1,98·104

8-е 1,7·106 ± 0,85·105 3,6·105 ± 1,8·104 140·106 ± 7·106 3,675·105 ± 1,83·104 3·106 ± 1,5·105 3,075·105 ± 1,53·104

9-е 3·106 ± 1,5·105 3,75·105 ± 1,87·104 350·106 ± 17,5·106 2,175·105 ± 1,08·104 10·106 ± 5·105 4,2·105 ± 2,1·104

10-е 14·106 ± 7·105 3,375·105 ± 1,68·104 250·106 ± 12,5·106 1,14·105 ± 0,57·104 1,2·106 ± 0,6·105 4,05·105 ± 2,02·104

11-е 20·106 ± 1·106 3,525·105 ± 1,76·104 250·106 ± 12,5·106 1,09·105 ± 0,5475·104 1,4·106 ± 0,7·105 5,1·105 ± 2,55·104

12-е 10·106 ± 5·105 3,15·105 ± 1,57·104 170·106 ± 8,5·106 1,305·105 ± 0,6525·104 40·106 ± 2·106 4,8·105 ± 2,4·104

13-е 20·106 ± 1·106 3,225·105 ± 1,61·104 210·106 ± 10,5·106 1,215·105 ± 0,6075·104 43·106 ± 2,15·106 5,325·105 ± 2,66·104

14-е 55·106 ± 2,75·106 4,2·105 ± 2,1·104 530·106 ± 26,5·106 1,575·105 ± 0,7875·104 110·106 ± 5,5·106 4,875·105 ± 2,43·104

примечания .  в таблице приведены средние значения численности клеток A. castellanii и кое Y. pestis 367 в различном соотношении ис-
ходных концентраций. *инактивированная культура Y. pestis 367.
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рис. 4. внутриклеточная локализация клеток штамма Y. pestis 
367 в акантамебах A. castellanii из почвы горно-алтайского вы-
сокогорного очага. материал отобран на 1-е (А), 3-и (Б) и 5-е 
(В) сутки совместного культивирования возбудителя чумы и кле-
ток акантамеб в соотношении 1/1. стрелками отмечены клетки 
Y. pestis 367 в индивидуальных вакуолях. изображения получе-
ны на микроскопе AXIO Imager Z2 (Carl Zeiss, германия), c циф-
ровой камерой Axiocam 105 color при увеличении 630×
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районироВание СмоленСКой оБлаСти по Степени  
потенциальной эпидемичеСКой опаСноСти природнЫх очагоВ туляремии
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цель работы. выявление с помощью гис-технологий районов смоленской области с разной степенью по-
тенциальной эпидемической опасности по туляремии. материалы и методы. для гис-анализа использованы 
архивные данные Фбуз «цгиэ в смоленской области» роспотребнадзора эпизоотологического (1947–2015 гг.) 
и эпидемиологического мониторинга (1941–2015 гг.) энзоотичных по туляремии территорий области, а также 
Фкуз «противочумный центр» роспотребнадзора и литературные данные. в программе Microsoft Excel созданы 
таблицы с данными по местам выделения возбудителя туляремии (161) и по населенным пунктам (423), где были 
зарегистрированы больные туляремией. посредством Google Earth определены географические координаты базо-
вых точек (населенные пункты). при помощи гис-пакета MapInfo Professional 10.5 сформирована база данных, 
получены слои по местам инфицирования людей, выделения возбудителя туляремии и выполнена электронная 
карта. результаты и выводы. в результате гис-анализа эпизоотического и эпидемического проявлений природ-
ных очагов туляремии в 1941–2015 гг. выполнена дифференциация районов области по степени потенциальной 
эпидемической опасности. установлено, что районы с высокой степенью потенциальной эпидемической опасно-
сти по туляремии и кратностью (более 10–15 лет) ее проявления (выделение культур, регистрации инфицирова-
ния людей) занимают 30 % смоленской области. на территории области выявлено 42 участка стойкого (до 60 лет) 
сохранения природных очагов туляремии. полученные результаты являются основой для усовершенствования 
тактики эпизоотологического мониторинга природных очагов туляремии смоленской области и планирования 
объемов профилактических мероприятий.

Ключевые слова: туляремия, природно-очаговые болезни, эпизоотическая и эпидемическая дифференциация 
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Objective of the study is to find areas characterized by different degree of potential epidemic hazard as regards tularemia in the 
territory of the Smolensk Region using GIS-technologies. Materials and methods. GIS-analysis of the archive data of the Center 
of Hygiene and Epidemiology in the Smolensk Region, obtained in the process of epizootiological and epidemiological monitoring 
(1941–2015) of enzootic as regards tularemia territories, as well as of Plague Control Center of the Rospotrebnadzor and literature 
sources was carried out. By means of Microsoft Excel created were the tables with the data on the sites of isolation (a total of 161) 
and residential areas (all in all 423), where patients with tularemia had been registered. Via Google Earth application, geographical 
coordinates of the base points (residential areas) were identified. Using GIS software package MapInfo Professional 10.5, a database 
was created, the layers on sites of human infections and agent isolation were obtained, and electronic map was generated. Results and 
discussion. Following GIS-analysis of epizootic and epidemic manifestations of natural tularemia foci in 1941–2015, differentiation 
of the areas by the degree of potential epidemic hazard was performed. It was established that the districts with high degree of potential 
epidemic hazard as regards tularemia and recurrence rate (more than 10–15 years) of its manifestations (culture isolation, human infec-
tion reports) occupy 30 % of the Smolensk Region. In addition, 42 areas of durable persistence (up to 60 years) of natural tularemia 
foci were spotted. The results revealed are the basis for the enhancement of epizootiological monitoring strategy and specifying the 
scope of prophylactic measures. 
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территория смоленской области считается эн-
демичной по туляремии с 1941 г. – года регистра-
ции первых больных туляремией. за последние 
75 лет накоплен большой фактический материал, 
характеризующий биоценотическую структуру и 
пространственно-временные особенности эпизооти-
ческой и эпидемической активности природных оча-
гов туляремии на территории области. природные 
очаги туляремии смоленской области относятся к 
лугово-полевому типу и имеются во всех 25 районах, 
но степень их эпизоотической и эпидемической ак-
тивности значительно отличается друг от друга [1].

с 1941 по 2015 год в области заболело туляре-
мией 2004 чел. за первые 10 лет – 1648 чел., что со-
ставило 82,2 % от всех заболевших за 75 лет мони-
торинга. пик эпидемической активности природных 
очагов туляремии пришелся на 1947 г., когда заболе-
ло 836 чел. последний заметный подъем эпидемиче-
ской активности был в 1995 г., когда в п. Юбилейный 
вяземского района заболел 91 чел. [2]. с 2001 по 
2010 год в области регистрировались ежегодно 1–3 
заболевания. последний случай заболевания туляре-
мией зарегистрирован в 2010 г. у жителя смоленска, 
который заразился во время посещения родствен-
ников в кардымовском районе. единичные случаи 
заболевания людей туляремией отмечены в 321 на-

селенном пункте, заболело 344 чел., что составило 
17,1 % от всех заболевших в области. с 2011 по 2015 
год больные туляремией в области не регистрируют-
ся (таблица).

на территории смоленской области за время 
эпизоотологического мониторинга из различных 
объектов внешней среды изолировано 319 культур 
возбудителя туляремии, в том числе от мелких мле-
копитающих – 118 (36,99 %), от иксодовых клещей – 
161 (50,47 %), из различных водных объектов – 34 
(10,65 %), из подснежных гнезд грызунов – 4, по 
одной от домашней кошки и слепня. культуры воз-
будителя туляремии выделены во всех районах обла-
сти, кроме дорогобужского и ярцевского. в настоя-
щее время основной носитель туляремии на терри-
тории смоленской области: обыкновенная полевка 
(Microtus arvalis) – 46 (39 %) культур; второстепенные 
– полевая мышь (Apodemus agrarius) – 16 (13,55 %) и 
домовая мышь (Mus musculus) – 18 культур (15,25 %), 
в разное время от которой культуры были выде-
лены в гагаринском, глинковском, демидовском, 
кардымовском, руднянском, сычевском смоленском, 
новодугинском и сафоновском районах. в эпизоотии 
также вовлекались мышь-малютка, обыкновенная 
бурозубка, водяная и общественная полевки, обык-
новенный крот, рыжая полевка и полевка-экономка. 

Эпизоотическая и эпидемическая активность природных очагов туляремии смоленской области (1941–2015 гг.)

район

количество
площадь,  

км2
население, 

тыс. чел.
всего  

населенных 
пунктов

число совпадений 
эпизоотических 

и эпидемических 
проявлений

заболевших 
людей

эпидемиче-
ских лет

пораженных 
населенных 

пунктов
выделенных  

культур
эпизоотий, 

лет

велижский 105 8 28 21 6 1373 11,045 156 4
вяземский 112 10 16 18 7 338 76,375 331 3
гагаринский 35 11 16 23 7 2901 45,316 256 3
глинковский 55 3 12 2 2 1223 4,384 233 0
демидовский 92 9 27 9 5 2512 11,876 231 2
дорогобужский 2 2 2 0 0 1772 27,118 127 0
духовщинский 47 7 21 10 3 2611 17,000 234 3
ельнинский 18 4 9 7 5 1808 13,581 172 2
ершичский 79 6 17 8 3 1039 6,283 79 2
кардымовский 110 15 25 46 15 1093 12,629 161 3
краснинский 40 8 11 1 1 1508 12,145 182 0
монастырщинский 35 1 2 9 5 1514 9,283 209 0
новодугинский 464 4 36 36 8 1922 9,460 218 1
починковский 113 5 33 22 10 2381 30,574 233 5
рославльский 9 8 8 7 2 3032 71,427 314 0
руднянский 9 7 7 2 2 2111 23,239 212 0
сафоновский 335 6 55 24 7 2258 58,538 224 3
смоленский 138 13 49 28 8 2895 54,078 423 7
сычевский 11 7 9 33 11 1804 13,745 132 1
темкинский 2 2 2 8 4 1324 5,960 133 2
урганский 9 3 5 1 1 2869 7,992 203 0
хиславичский 4 1 2 1 1 1161 7,967 157 0
холм-жирковский 163 7 21 1 1 3033 9,642 178 1
Шумячский 8 4 3 2 2 1368 9,759 140 0
ярцевский 9 4 7 0 0 1619 53,403 130 0
ИТОГО: 2004 155 423 319 116 50469 602,919 5068 42
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значительную роль в поддержании эпизооти-
ческой активности природных очагов туляремии 
в смоленской области играют иксодовые клещи, 
от которых была изолирована 161 культура возбу-
дителя туляремии, что составляет более половины 
(50,47 %) от всех выделенных культур. основной 
хранитель инфекции – клещ Dermacentor reticulatus, 
второстепенный – Ixodes ricinus. первые культуры 
возбудителя туляремии выделены в 1949 г. от кле-
щей в демидовском, кардымовском, сафоновском 
и темкинском районах, последние – в 2010 г. в 
ельнинском и Шумячском районах. наиболее ак-
тивные эпизоотии туляремии со значительным ко-
личеством выделенных культур от клещей (119) 
зарегистрированы в велижском, гагаринском, 
духовщинском, кардымовском, сафоновском, 
смоленском, сычевском и темкинском районах. 

за время эпизоотического мониторинга из раз-
личных водных объектов изолировано 34 культуры 
возбудителя туляремии в 14 районах. первые культу-
ры были выделены в кардымовском районе в 1950 г., 
последние – в 2013 г. в рославльском и хиславичском 
районах. подавляющее количество культур (27) 
изолировано в кардымовском, новодугинском, 
починсковском, смоленском и сычевском районах. 

для районирования смоленской области по сте-
пени потенциальной эпидемической опасности про-
анализирована эпидемическая и эпизоотическая ак-
тивность природных очагов туляремии за 75-летний 
период наблюдений по годовым кратностям эпиде-
мических и эпизоотических проявлений туляремий-
ной инфекции.

на основании результатов анализа простран-
ственных особенностей эпидемических и эпизооти-
ческих проявлений природных очагов туляремии в 
1941–2015 гг. проведено районирование смоленской 
области по степени потенциальной эпидемиологиче-

ской опасности (высокая, средняя, низкая) энзоотич-
ных территорий (рисунок).

к территориям с высокой степенью потенциаль-
ной эпидемической опасности относятся велижский, 
демидовский, кардымовский, новодугинский, 
починковский, сафоновский и смоленский райо-
ны. эпизоотии туляремии регистрировались в те-
чение 32 лет. изолировано 186 культур возбудителя 
туляремии, из которых 80 – от иксодовых клещей. 
эпидемические проявления туляремии регистри-
ровались в течение 30 лет, заболело 1357 чел. в 253 
населенных пунктах. к территориям со средней сте-
пенью потенциальной эпидемической опасности от-
носятся вяземский, гагаринский, духовщинский, 
ершичский, сычевский и холм-жирковский районы. 
эпизоотические проявления отмечены в течение 19 
лет. выделено 93 культуры возбудителя туляремии, 
из которых иксодовых клещей – 43. эпидемические 
проявления туляремии зарегистрированы в 100 насе-
ленных пунктах в течение 29 лет, заболело 447 чел. 
к территориям с низкой степенью эпидемической 
опасности относятся гликовский, дорогобужский, 
ельнинский, краснинский, монастырщинский, 
рославльский, руднянский, темкинский, угранский, 
хиславичский, Шумячский и ярцевский районы. их 
площадь составляет 21309 км2 или 42,8 % от всей 
площади области. эпизоотии туляремии зарегистри-
рованы в течение 14 лет, выделено 40 культур, из 
которых 27 – от иксодовых клещей. эпидемические 
проявления зарегистрированы в течение 26 лет, забо-
лело 200 чел. в 70 населенных пунктах, в пяти из них 
выделены культуры туляремии и зарегистрированы 
больные.

применение современных гис-технологий поз-
воляет выявить участки длительного сохранения при-
родных очагов туляремии и их эпидемического прояв-
ления и тем самым определить во времени степень их 

потенциальная эпидемическая опасность 
природных очагов туляремии смоленской 
области:
1 – места заражения людей туляремией; 2 – ме-
ста выделения культур возбудителя туляремии; 
3 – точки совпадения мест выделения культур 
возбудителя и заражения людей туляремией;  
4 – районы с высокой эпидемической опасно-
стью; 5 – районы со средней эпидемической 
опасностью; 6 – районы с низкой эпидемической 
опасностью
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устойчивости. такая работа проведена в московской 
области [3]. в смоленской области совпадения мест 
выделения культур туляремии с регистрацией боль-
ных выявлены в 42 населенных пунктах, что соста-
вило 9,92 % от 423 населенных пунктов, где заболели 
люди. с учетом различной степени потенциальной 
эпидемической опасности районов области проведен 
анализ распределения мест совпадений. в районах с 
высокой степенью эпидемической опасности совпаде-
ния зарегистрированы во всех районах 25 населенных 
пунктов. изолировано 53 культуры: из них 31 – от кле-
щей, 15 – от мелких млекопитающих и 7 – из водных 
источников. в районах со средней степенью эпидеми-
ческой опасности совпадения отмечены на террито-
рии всех районов 13 населенных пунктов. здесь выде-
лено 20 культур возбудителя туляремии, в том числе 
от клещей – 6, из воды – 5, от мелких млекопитаю-
щих – 9. из 12 районов с низкой степенью эпидеми-
ческой опасности совпадения были в трех районах и 
четырех населенных пунктах, где выделено 8 культур 
возбудителя туляремии (7 – от клещей и 1 – от домо-
вой мыши). всего в местах совпадений выделена 81 
культура или 25,4 % от всех культур, изолированных в 
области за годы мониторинга, в том числе 44 культуры 
от иксодовых клещей (54,32 %), из различных водных 
источников – 12, от мелких млекопитающих – 25. в 
10 населенных пунктах велижского, демидовского, 
починковского, сафоновского, смоленского, гагарин-
ского, ершичского и сычевского районов области, 
где зарегистрированы случаи заболевания людей ту-
ляремией, отмечено 2–3-кратное выделение культур 
(всего 41) возбудителя туляремии. это подтверждает 
наличие в области участков стойкого сохранения ин-
фекции в течение длительного времени. 

особо следует подчеркнуть важную роль иксо-
довых клещей в формировании таких участков. по 
районам различной степени потенциальной эпиде-
мической опасности выделение культур от иксодо-
вых клещей выглядит следующим образом. в райо-
нах с высокой степенью эпидемической опасности 
выделено 84 культуры (45,2 %) из 186 культур, вы-
деленных в этих районах. в районах со средней эпи-
демической опасностью выделено 50 (53,76 %) из 93 
культур. в районах с низкой степенью эпидемиче-
ской опасности выделено 27 (67,5%) из 40 культур. 
таким образом, иксодовые клещи играют основную 
роль в сохранении и поддержании эпизоотической 
активности природных очагов туляремии лугово-
полевого типа. 

с 2010 по 2015 год в области выделено 18 куль-
тур возбудителя туляремии. в районах с высокой 
эпидемической опасностью выделено 10 культур: в 
починковском, сафоновском и смоленском райо-
нах. в районах со средней эпидемической опас-
ностью выделена 1 культура в холм-жирковском 
районе. в районах с низкой эпидемической опас-
ностью изолировано 7 культур возбудителя туля-
ремии в глинковском, ельнинском, Шумячском, 
монастырщинском, рославльском и хиславичском 

районах. впервые за все время исследования при-
родных очагов туляремии в холм-жирковском и 
хиславичском районах области выделено 2 культу-
ры возбудителя туляремии. культуры выделены от 
домовых мышей (5), клещей (2) и воды (11), что го-
ворит о низкой эпизоотической активности природ-
ных очагов туляремии в последние годы.

проведенная работа по районированию области 
по степени потенциальной эпидемической опасности 
территории смоленской области позволила оптими-
зировать режим эпизоотологического обследования 
природных очагов туляремии. районы с высокой 
степенью эпидемической опасности необходимо ис-
следовать два раза в год (весна и осень), со средней 
степенью – один раз в год (весной), с низкой степе-
нью – следует обследовать силами районных фили-
алов один раз в год (весной), что позволит эффек-
тивно использовать имеющиеся возможности Фбуз 
«центра гигиены и эпидемиологии в смоленской 
области».
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цель работы. оценить эффективность противокомариных мероприятий (в отношении комаров Aedes aegypti 
и Aedes albopictus) на территории сочи с целью оценки их эффективности и определения путей совершенство-
вания тактики инсектицидных, в том числе ларвицидных, обработок. материалы и методы. проанализированы 
данные мониторинга в 156 точках учета численности комаров, 57 из которых располагались на объектах, подверг-
шихся обработке, в том числе и неоднократной. учет численности комаров проводили методом «на наблюдателя» 
за 20 мин. статистическую обработку данных осуществляли с применением пакета «Past». различия средних 
значений рассчитывались с использованием критерия манна-вилкоксона-уитни. в точках выявления комаров 
Ae. aegypti или Ae. albopictus целенаправленно осуществляли дополнительные противокомариные обработки. 
результаты и выводы. в 2016 г. отмечена крайне низкая численность комаров Ae. аegypti. численность комаров 
Ae. albopictus охарактеризована как высокая: было учтено свыше 11000 экземпляров на участке от государствен-
ной границы с республикой абхазия на востоке до новороссийска, включительно, на западе. самая высокая 
численность комаров Ae. albopictus отмечена на территории кладбищ. проведенные противокомариные работы 
показали их эффективность на урбанизированных территориях и части парковых зон с высоким количеством 
постоянно проживающего населения и туристов за счет более высокой плотности обработок, малого количества 
мест, благоприятных для выплода комаров Ae. albopictus непосредственно на указанных территориях и вблизи 
них. с целью предотвращения распространения комаров Ae. aegypti и Ae. аlbopictus на территорию эпидемически 
значимых объектов с соседних участков мониторинг их численности необходимо продолжать на всей территории 
города и во всех потенциальных местах обитания. актуальным остается продолжение мониторинговых меро-
приятий на всем черноморском побережье в связи с возможностью дальнейшего расширения ареала обитания 
этих комаров.
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Objective of the study is to assess the effectiveness of anti-mosquito measures (against Aedes aegypti and Aedes albopiсtus 
mosquitoes) in the territory of Sochi and determine the ways to improve the tactics of insecticide, including larvicide, treatments. 
Materials and methods. The monitoring data were analyzed in 156 points of mosquito numbers counting, 57 of which were located 
at sites that were subjected to treatment, including repeated ones. The count of mosquitoes was carried out by the “observer” method 
within 20 minutes. Statistical processing of the data was carried out using the “Past” package. Differences in mean values were calcu-
lated using the Mann-Wilcoxon-Whitney test. At the points of detection of Ae. aegypti or Ae. albopictus mosquitoes additional target-
ed anti-mosquito treatments were carried out. Results and conclusions. In 2016, an extremely low numbers of mosquitoes Ae. aegypti 
were observed. Abundance of mosquitoes Ae. albopictus is described as “high”: more than 11,000 specimens were collected in the 
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в настоящее время в мире сохраняется напря-
женная обстановка по инфекциям, переносчиками 
которых являются кровососущие насекомые, в пер-
вую очередь комары. в последние годы осложни-
лась ситуация по лихорадке зика, а также лихорад-
кам денге и чикунгунья. многолетние наблюдения 
за комарами Aedes aegypti и Aedes albopictus, пере-
носчиками возбудителей этих инфекций, свидетель-
ствуют о расширении их ареала в мире, возможно, 
в связи с глобальным потеплением климата [5, 8]. 
в причерноморском регионе краснодарского края 
и республики абхазия к 2015 г. популяции комаров 
Ae. aegypti и Ae. albopictus выявлены на территории 
от г. сухум до п. джубги туапсинского района [1, 
2, 4, 6]. несмотря на то, что факты передачи вируса 
зика человеку комарами Ae. albopictus в природных 
условиях отсутствуют (возможность их инфициро-
ванности подтверждена только экспериментально), 
они являются эффективными переносчиками более 
20 арбовирусов [7, 10], в том числе западного нила, 
денге, чикунгунья, желтой лихорадки, а у кома-
ров Ae. albopictus, собранных в 2015 г. на террито-
рии туапсинского района, обнаружена рнк вируса 
западного нила [3]. при недавней вспышке лихора-
док денге и чикунгунья в европе комары Ae. albopic-
tus были основным переносчиком возбудителей этих 
инфекций [9].

для профилактики опасных арбовирусных ин-
фекционных болезней, в том числе лихорадки зика, 
в 2016 г. в российской Федерации проведен комплекс 
мероприятий по мониторингу и регуляции числен-
ности комаров этих видов на черноморском побере-
жье краснодарского края.

в статье приводятся данные по результатам про-
тивокомариных мероприятий в отношении комаров 
Ae. aegypti и Ae. albopictus на территории сочи с це-
лью оценки их эффективности и определения путей 
совершенствования тактики инсектицидных, в том 
числе ларвицидных, обработок.

материалы и методы

мониторинговые и противокомариные меро-
приятия в сочи осуществлялись в открытых и за-

крытых стациях с марта по ноябрь 2016 г. согласно 
мр 3.5.1.0109-16 и мр 3.5.2.0110-16 в соответ-
ствии с «планом мероприятий Федеральной служ-
бы по надзору в сфере защиты прав потребителей 
и благополучия человека по недопущению завоза 
и распространения лихорадки зика на территории 
российской Федерации» (утвержден руководителем 
роспотребнадзора 10.02.2016). 

энтомологический мониторинг численности ко-
маров Ae. aegypti и Ae. albopictus в каждой точке на-
блюдения проводили на постоянной основе энтомо-
логи учреждений роспотребнадзора краснодарского 
края и Фкуз «причерноморская противочумная 
станция». периодический контроль численности и 
анализ особенностей распространения комаров осу-
ществляли специалисты Фкуз «ставропольский 
научно-исследовательский противочумный инсти-
тут» и Фбун «центральный нии эпидемиологии» 
роспотребнадзора. сеть точек стационарного мони-
торинга, общим количеством 156, охватывала всю 
территорию города. минимальная плотность точек – 
одна на 1 км2. их расположение исходно не связано с 
местами проведения противокомариных обработок. 
анализ численности комаров на этих участках дал 
возможность оценить состояние популяций кома-
ров в целом по данному ландшафту (территории). 
учет численности осуществляли с периодичностью 
7–14 сут. в 57 точках мониторинга, расположенных 
в местах обитания комаров, проводили дезинсекци-
онные обработки (табл. 1). эффективность инсекти-
цидных работ оценивали на 3-и и 14-е сутки после 
их проведения. сочи разделили на семь урбанизиро-
ванных и природных ландшафтных территорий для 
более объективного и подробного анализа.

противокомариные работы включали сани-
тарную очистку населенных пунктов и проведение 
дезинсекционных (в т.ч. ларвицидных) обработок 
для уничтожения имаго и личинок комаров, прежде 
всего на территории эпидемически значимых объ-
ектов (эзо) – в аэропорту, морпортах, автомобиль-
ном и пешеходном пунктах пропуска через госу-
дарственную границу «псоу», возле лпо, крупных 
гостиниц, санаториев, пансионатов. инсектицидные 
обработки проводились при благоприятных метео-

territory stretching from the state border with the Republic of Abkhazia in the east to the city of Novorossiysk, inclusive, to the west. 
The highest numbers of mosquitoes Ae. albopictus were registered in the territory of cemeteries. Performed anti-mosquito activities 
demonstrated their effectiveness in urbanized areas and some park zones with a high numbers of permanently residing population 
and tourists due to higher treatment density, small number of places favorable for the breeding of mosquitoes Ae. albopictus directly 
in these territories and nearby. To prevent the spread of mosquitoes Ae. aegypti and Ae. albopictus in the territory of epidemically 
significant objects from neighboring sites, monitoring of their numbers should be continued throughout the city and in all potential 
habitats. The continuation of monitoring activities across the entire Black Sea coast remains a topical issue due to the possibility of 
further expansion of the mosquitoes areal.

Key words: mosquitoes Aedes aegypti, Aedes albopiсtus, numbers, anti-mosquito treatments.
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условиях генераторами холодного тумана с исполь-
зованием препаратов: ларвициды на основе энто-
мобактерий (ларвиоль, ларвиоль паста, бактицид), 
синтетические пиретроиды, содержащие 25 % ци-
перметрина (цифокс, альпицид, ципермитрин, 
Юракс, бриз, медилис-ципер), синтетические пире-
троиды на основе 10 % зетациперметрина (таран), 
фосфор органические соединения на основе 25 % 
фентиона (Форс-сайт). работы выполнялись в со-
ответствии с заключенными договорами со специ-
ализированными организациями, проведение работ 
контролировали управление роспотребнадзора по 
краснодарскому краю и его территориальный отдел 
в сочи, а эффективность обработок – Фбуз «центр 
гигиены и эпидемиологии в краснодарском крае» и 
его филиал в сочи.

в 2016 г. в сочи против комаров Ae. aegypti и 
Ae. albopictus обработано 3900,77 тыс. м2 открытых 
и 245,9 тыс. м2 закрытых стаций, в том числе 685 

объектов, из которых 542 в урбанизированной ча-
сти города (табл. 2). в местах обработок осущест-
вляли оперативный пре- и постдезинсекционный 
мониторинг.

учет численности комаров проводили методом 
«на наблюдателя» за 20 мин.

статистическую обработку данных осущест-
вляли с применением пакета «Past», https://folk.uio.
no/ohammer/past/. различия средних значений рас-
считывались с использованием критерия манна-
вилкоксона-уитни.

результаты и обсуждение

в 2016 г. отмечена крайне низкая числен-
ность комаров Ae. aegypti, которые были обнаруже-
ны только в открытых стациях сочи в количестве 
12 экземпляров: в марте – 1, мае – 10, июне – 1. 
численность комаров Ae. albopictus в сочи охарак-
теризована как высокая: учтено 9063 особи. всего в 
причерноморском регионе российской Федерации 
в 2016 г. учтено свыше 11000 экз. комаров на участ-
ке от государственной границы с республикой 
абхазия на востоке до новороссийска, включитель-
но, на западе. 

начиная со второй декады марта, инсектицид-
ные обработки проводили в закрытых стациях сочи 
в местах обнаружения комаров (жилые застройки – 
подтопляемые подвалы, и т.д.). в дальнейшем (с 
апреля по сентябрь) обрабатывали открытые стации 
с учетом эпидзначимости объектов и данных энто-
мологического обследования. 

дезинсекционные работы в сочи были преиму-
щественно направлены на борьбу с имаго комаров. 
ларвицидные обработки составляли от 6 до 18 % от 
общего объема обработанной площади. 

эффективность дезинсекционных мероприятий 
непосредственно в местах обработок практически 
всегда составляла 100 %. однако площадь каждой 
ландшафтной территории на 1–2 порядка превышает 

Таблица 1

распределение мониторинговых точек наблюдения  
за комарами Ae. aegypti и Ae. albopictus

урбанизированные и природные 
ландшафтные территории сочи

общее количество 
точек стационар-
ного мониторинга

количество точек 
в местах, где про-
водились инсекти-
цидные обработки

эпидемически значимые объ-
екты в урбанизированной части 
города

19 6

парки внутри города 25 15

лесопарковые зоны 24 6

городские кладбища 38 30

природные и искусственные 
водоемы с отсутствием твердых 
стенок

22 0

частная малоэтажная застройка 16 0

поймы рек, ливневая кана-
лизация, прибрежная полоса 
(объединены в силу малого ко-
личества учетных точек)

12 0

Итого: 156 57

Таблица 2

инсектицидные обработки на территории урбанизированных и природных ландшафтных зон сочи

урбанизированные и природные 
ландшафтные территории сочи

оперативная  
площадь обработок,  

тыс. м2

Физическая площадь, 
тыс. м2

кратность  
обработок  
за сезон

количество  
объектов, подлежащих 

обработкам

средняя обработанная 
площадь на 1 объект, 

тыс. м2

эпидемически значимые объекты 
в урбанизированной части города 

1620,32 540,11 3 542 2,99

парки внутри города 505 126,25 4 43 11,74

лесопарковые зоны 160 160,00 1 - -

городские кладбища 1465 732,50 2 34 43,09

природные и искусственные водо-
емы с отсутствием твердых стенок

21,452 7,15 3 48 0,45

частная малоэтажная застройка 0 0 0 0 0

пойма рек, ливневая канализация, 
прибрежная полоса (объединены 
в силу малого количества учетных 
точек)

129 64,50 2 18 7,17

Итого: 3900,77 1630,51 - 685 5,70
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площадь обработок, поэтому для анализа ситуации в 
целом по ландшафтным зонам использованы данные 
учета на всех стационарных точках мониторинга.

на территории эпидемически значимых урба-
низированных объектов за анализируемый период 
имаго комаров регистрировались (при невысокой 
их численности – от 2 до 20) однократно на четырех 
объектах, двукратно – на одном (центральный район 
сочи, гостиница «приморская»). после проведения 
инсектицидных работ комары Ae. albopictus на ука-
занных территориях не обнаружены.

в зоне стационарных точек учета, расположен-
ных на территории парков внутри города, обработки 
проводились в течение всего периода регистрации 
имаго комаров с мая по сентябрь. численность пе-
риодически возрастала до 2–60, однако снижалась 
до нуля после проведения инсектицидных работ. 
снова комары регистрировались через 10–15 дней, 
что свидетельствует о кратковременной эффектив-
ности выполненных противокомариных мероприя-
тий. при пиковой численности Ae. albopictus в авгу-
сте численность их восстанавливалась уже через три 
дня после обработок. 

лесопарковые зоны. по ландшафту отмечена 
высокая численность комаров Ae. albopictus – от 4 до 
30 в июне–июле, до 50–70 имаго в августе–сентябре. 
на обработанных участках лесопарков эффектив-
ность инсектицидных работ удовлетворительная, что 
подтверждается статистически достоверной мень-
шей средней численностью комаров в период, когда 
проводились обработки (май–июль, среднее значе-
ние относительной численности – 4) с увеличением 
в период, когда обработки отсутствовали (август–
сентябрь среднее значение относительной численно-
сти – 16,82). после обработок численность взрослых 
комаров уменьшалась на 76,22 %. по-видимому, за 
счет перелета с соседних необработанных участков 
комары снова появлялись на обработанных участках 
через 5–10 дней.

на территории кладбищ отмечена самая высо-
кая численность комаров Ae. albopictus, которая до-
стигала 139 особей в начале июля и 182 – в сентябре 
(максимальные значения). на обработанных клад-
бищах средняя численность комаров Ae. albopictus 
также продолжала оставаться высокой, однако ста-
тистически достоверно меньшей (25,38), чем в пе-
риод, когда обработки не проводили (53,8 – в конце 
июля – начале августа). 

на территории природных и искусственных во-
доемов с отсутствием твердых стенок (пруды, озе-
ра, реки) в точках учета комары отсутствовали, их 
личинки не обнаружены. обозначенные водоемы не 
являлись местом выплода комаров Ae. albopictus. 

в районах частных малоэтажных застроек ре-
гулярно фиксировали наличие Ae. albopictus, чис-
ленность которых достигала 94 особей в августе 
и до 34–42 – в сентябре. инсектицидные работы в 
частном секторе не проводились в связи с недоста-
точностью правовой базы, велась информационно-

разъяснительная работа с населением и санитарная 
очистка территории.

в зоне систем ливневой канализации с застой-
ной водой комары не обнаружены. 

снижения численности комаров по городу, в 
течение эпидсезона 2016 г., удалось добиться лишь 
частично на отдельных ландшафтных территориях, 
в первую очередь на эзо.

проведенные противокомариные работы пока-
зали их эффективность на урбанизированных терри-
ториях и части парковых зон с высоким количеством 
постоянно проживающего населения и туристов 
за счет более высокой плотности обработок (в т.ч. 
эзо), малого количества мест, благоприятных для 
выплода комаров Ae. albopictus непосредственно на 
указанных территориях и вблизи них. 

на территориях с преобладающими природны-
ми ландшафтами (лесопарки и кладбища), где непо-
средственно проводились дезинсекционные меро-
приятия, эффективность в первые 1–3 сут составила 
100 %, что является показателем правильно выбран-
ных ключевых мест обработок для всего ландшафта. 
долговременная эффективность проведенных работ 
оказалась низкой вследствие быстрого восстанов-
ления численности Ae. albopictus из-за сохранения 
благоприятных условий для выплода и перелета ко-
маров этого вида из необработанных близлежащих 
биотопов, так как ни одна из анализируемых нами 
территорий не подвергалась тотальной противоко-
мариной обработке. 

довольно слабый эффект обработок террито-
рии кладбищ (падение численности на 52,83 % в 
среднем) может быть связан с недостаточным раз-
мером площади обработок, а также с частыми дож-
дями в сочи, что приводило к формированию боль-
шого количества микроводоемов, пригодных для 
выплода комаров.

по результатам энтомологического мониторин-
га показано, что основными местами обитания ко-
маров Ae. albopictus являются территории, имеющие 
множественные благоприятные условия для их раз-
вития – кладбища, малоэтажные жилые застройки и 
лесопарковые зоны. в лесопарках местами выплода 
комаров являются дупла деревьев, небольшие углу-
бления почвы, пластиковый мусор; на кладбищах – 
вазы для цветов; на территории частных домовладе-
ний – приспособления для хранения воды, поилки 
для животных, различные емкости, в которых ска-
пливается дождевая вода, и пр. основная особен-
ность дезинсекционных мероприятий в отношении 
Ae. albopictus состоит в том, что ларвицидные обра-
ботки должны проводиться точечно и тщательно, без 
пропусков возможных мест их выплода в каждом го-
родском ландшафте. иначе комары из неохваченных 
участков смогут быстро заселить ранее обработан-
ные территории.

с учетом опыта проведенной работы и видовых 
особенностей комаров Ae. aegypti и Ae. аlbopictus 
тактика борьбы с ними на территории черноморско-
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го побережья российской Федерации должна вклю-
чать следующие основные направления: 

- выполнять первоочередные дезинсекционные 
(ларвицидные) мероприятия на территории эзо, 
при этом, с учетом расстояния возможного разлета 
Ae. аlbopictus, проводить противокомариные обра-
ботки в радиусе 500 м от эзо в местах благоприят-
ных для выплода комаров этого вида; 

- осуществлять санитарную очистку террито-
рии (уборка мусора, осушение и закапывание луж, 
постоянное осушение мелких водоемов антропоген-
ного происхождения) постоянно и повсеместно как 
результативный и наименее затратный раздел работ 
по борьбе с комарами;

- осуществлять в открытых стациях преиму-
щественно ларвицидные обработки, направленные 
на дезинсекцию каждого микроводоема на обраба-
тываемой территории, предварительные обработки 
в местах возможного выплода комаров начинать со 
2-й декады апреля;

- осуществлять в закрытых стациях инсекти-
цидные и ларвицидные обработки по показаниям (на 
основании данных энтомологического наблюдения), 
начиная со 2-й декады апреля;

- уделять в зонах частной малоэтажной застройки 
особое внимание информационно-разъяснительной 
работе среди населения и благоустройству террито-
рий общего пользования. 

с целью предотвращения распространения ко-
маров Ae. aegypti и Ae. аlbopictus на территорию эзо 
с соседних участков мониторинг их численности не-
обходимо продолжать на всей территории города и 
во всех потенциальных местах обитания. в случае 
обнаружения комаров Ae. аlbopictus на расстоянии 
до 500 м от эзо необходимо вносить корректиров-
ки в планы обработки территории. проведение об-
работок крупных природных водоемов со стоячей и 
проточной водой, проточных ливневых канализаций 
по отношению к Ae. albopictus нецелесообразно. 
актуальным остается продолжение мониторинго-
вых мероприятий на всем черноморском побережье 
в связи с возможностью дальнейшего расширения 
ареала обитания этих комаров.
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род лиссавирусов (Lyssavirus) является одним 
из 13 родов семейства рабдовирусов (Rhabdoviridae) 
и состоит из 14 видов лиссавирусов [10]. согласно 

классификации, предложенной D.T.Hayman и со-
авт., лиссавирусы генетически неоднородны и раз-
деляются на несколько филогенетических групп [4]. 
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к I группе лиссавирусов относятся вирус бешенст-
ва, европейские, евразийские и австралийский лис-
савирусы, а также африканский вирус дювенхейдж; 
II группа включает в себя только африканские ви-
русы – мокола, лагос бат и Шимони бат; в филоге-
нетическую группу III входят западно-кавказский 
лиссавирус летучих мышей, икома и ллейда лисса-
вирусы.

на африканском континенте циркулируют 6 
из 14 видов лиссавирусов – вирус бешенства, лагос 
бат, дювенхейдж, мокола, икома и Шимони бат [4]. 
по данным воз, бешенство является актуальной 
проблемой для здравоохранения большинства аф-
риканских стран, где существует высокий риск ин-
фицирования людей этим вирусом [3]. ежегодно 
в африке регистрируется до 24 тыс. смертельных 
случаев бешенства среди людей [5]. основным ис-
точником заражения людей являются больные бе-
шенством собаки, в дикой природе вирус бешенства 
циркулирует среди плотоядных и копытных живот-
ных [11]. среди других африканских лиссавиру-
сов патогенными для человека являются мокола и 
дювенхейдж. вирус мокола впервые изолирован в 
1968–1969 гг. в нигерии из пула органов гигантской 
белозубки (Crocidura flavescens manni). позже вирус 
выделяли от грызунов, невакцинированных и вакци-
нированных против бешенства собак и кошек, а так-
же от людей [6]. вирус дювенхейдж неоднократно 
изолировали из головного мозга людей, умерших от 
заболевания, схожего с бешенством, а также от кли-
нически здоровых насекомоядных рукокрылых [9]. 
лиссавирус лагос бат выделяли только от живот-
ных – рукокрылых, кошек, собак, мангустов [7]. 
для лиссавирусов икома и Шимони бат природный 
резервуар и патогенность для человека не установ-
лены [1, 11].

для гвинейской республики ранее была под-
тверждена циркуляция двух лиссавирусов – вирусов 
бешенства и лагос бат [7, 12]. целью данной работы 
являлось изучение возможного участия мелких мле-
копитающих гвинейской республики в циркуляции 
лиссавирусов.

материалы и методы

отлов наземных млекопитающих проводили в 
период с апреля по октябрь 2016 г., используя стан-
дартные методики количественного учета и отлова 
мелких млекопитающих ловушками геро (давилка-
ми) и капканами, отлов рукокрылых – с использова-
нием паутинных сетей, сачков, а также ручной сбор в 
местах дневных убежищ (пещеры, заброшенные зда-
ния, растительность). животные были отловлены в 
окрестностях г. киндия – административного центра 
региона киндия гвинейской республики. 

для исследования готовили 10 % гомогена-
ты головного мозга с использованием стерильного 
0,9 % раствора хлорида натрия, которые центрифу-
гировали 2 мин при 3000 об./мин. далее добавля-

ли 100 мкл супернатанта к 300 мкл лизирующего 
раствора из комплекта «амплипрайм рибо-преп» 
(интерлабсервис, россия) и инкубировали 20 мин 
при температуре 65 °C. в случае большой выборки 
животных одного вида гомогенат готовили из пула 
фрагментов головного мозга, с количеством в пуле 
от 2 до 6. при учете результатов считали, что в пуле 
положителен один образец.

выделение рнк проводили с использованием 
набора реагентов для выделения рнк/днк из кли-
нического материала «амплипрайм рибо-преп» 
(интерлабсервис, россия) согласно инструкции про-
изводителя. построение кднк проводили с исполь-
зованием комплекта реагентов для получения кднк 
на матрице рнк «реверта-L» (интерлабсервис, 
россия) согласно инструкции производителя. 

для выявления генетического материала лис-
савирусов пцр проводили в два раунда с использо-
ванием родоспецифических праймеров, комплемен-
тарных участку гена нуклеопротеина N лиссавиру-
сов [2]. для постановки пцр использовали набор 
реагентов qPCR-mix-HS (евроген, россия), режим 
постановки пцр: 95 °C – 2 мин (1 цикл), 94 °C – 5 с, 
56 °C – 10 с, 72 °C – 30 с (40 циклов) и 72 °C – 7 мин. 
образцы, положительные на наличие лиссавирусов, 
проверяли на наличие вирусов бешенства и мокола 
методом пцр с использованием рассчитанных авто-
рами видоспецифических праймеров, комплементар-
ных к участку гена матриксного белка м. в качестве 
положительного контроля при постановке пцр на 
выявление генетического материала лиссавирусов 
и вируса бешенства использовались синтетические 
конструкции, специфичность которых показана при 
сравнении с панелью образцов от больных бешен-
ством животных. визуализацию продуктов ампли-
фикации проводили методом электрофореза в 2 % 
агарозном геле с добавлением бромистого этидия.

определение нуклеотидной последовательно-
сти выделенных пцр-фрагментов проводили на ав-
томатическом генетическом анализаторе ABI Prism 
310 Genetic Analysis (ABI, сШа) в комплекте с 
программным обеспечением Combined Applications 
Module, с использованием набора «BigDye Terminator 
v3.1 Cycle sequencing Kit» (ABI, сШа). Филогене-
тический анализ осуществляли с использованием 
прикладных программ MEGA 5 (PSU) и DNASTAR 
Lasergene 9.

все работы проводили на базе российско-
гвинейского научно-исследовательского центра эпи-
демиологии и профилактики инфекционных болез-
ней (г. киндия).

результаты и обсуждение

в период с апреля по октябрь 2016 г. в приго-
родах г. киндия отловлено 356 диких мелких мле-
копитающих, относящихся к отрядам грызунов 
(Rodentia), рукокрылых (Chiroptera), насекомоядных 
(Eulipotyphla) и плотоядных (Carnivora). результаты 
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анализа образцов головного мозга животных на нали-
чие рнк лиссавирусов представлены в табл. 1. рнк 
лиссавирусов обнаружена у представителей всех от-
рядов, включая синантропных животных – черных 
крыс и домовых мышей. все положительные образ-
цы протестированы на наличие вируса бешенства. 
рнк вируса бешенства не обнаружена ни в одном 
из образцов, что свидетельствует об инфицировании 
животных другими лиссавирусам.

в табл. 2 представлены данные по образцам 
от животных, позитивных на наличие лиссавиру-

сов, подтвержденных определением нуклеотидных 
последовательностей. на картосхеме (рис. 1) обо-
значены места отлова этих животных. половина 
инфицированных животных отловлена вблизи мест 
постоянного пребывания человека (жилые дома, 
птицефабрика, плантация, огороды), что создает по-
тенциальную возможность инфицирования лиссави-
русами людей.

из пула образцов головного мозга черных крыс 
R. rattus, отловленных на птицефабрике, был вы-
делен фрагмент гена матриксного белка м (9088–

Таблица 1
результаты анализа образцов головного мозга мелких млекопитающих на наличие рнк лиссавирусов

отряд вид, род общее кол-во рнк лиссавирусов 
абс. (%) сиквенс абс. (%)

Chiroptera мохнатый щелеморд (Nycteris hispida Schreber, 1774) 2 0 0
камерунский складчатогуб (Mops thersites Thomas, 1903) 28 0 0
домовый белобрюхий гладконос (Scotophilus leucogaster Cretzschmar, 1826) 84 8 (9,5 %) 2 (2,4 %)
красный листонос (Hipposideros ruber Noack, 1893) 2 1 0
пальмовый крылан (Eidolon helvum Kerr, 1792) 2 0 0
египетская летучая собака (Rousettus aegyptiacus Geoffroy, 1810) 9 1 0

Rodentia многососковые крысы (Mastomys sp. Thomas, 1915) 78 12 (15,4 %) 5 (6,4 %)
черная крыса (Rattus rattus Linnaeus, 1758) 117 3 (2,6 %) 2 (1,7 %)
мягковолосые крысы (Praomys sp. Thomas, 1905) 4 0 0
гамбийская сумчатая крыса (Cricetomys gambianus Waterhouse, 1840) 1 0 0
абиссинская травяная мышь (Arvicanthis abyssinicus Ruppell, 1842) 1 0 0
мышь ансорджа (Lophuromys ansorgei De Winton, 1896) 2 0 0
ручьевая крыса (Pelomys fallax Peters, 1852) 1 0 0
домовая мышь (Mus musculus Linnaeus, 1758) 9 1 (11 %) 1 (11 %)
африканская водяная крыса (Colomys goslingi Thomas et Wroughton, 1907) 1 0 0
крыса эдвардса (Malacomys edvardsi Rochebrune, 1885) 2 0 0
домовые мыши (Mus sp. Linnaeus, 1758) 6 2 1

Eulipotyphla белозубки (Crocidura sp. Wagler, 1832) 6 2 2
Carnivora африканская циветта (Civettictis civetta Schreber, 1776) 1 1 1

ВСЕГО 356 31 (8,7 %) 14 (3,9 %)

примечание :  номенклатура млекопитающих дана по и.я.павлинову (павлинов и.я. систематика современных млекопитающих. 2-е изд. 
м.: изд-во мгу; 2006. 297 с.) 

Таблица 2
места и время отлова животных, позитивных на наличие рнк лиссавирусов

номер точек на картосхеме дата отлова вид, род адрес и место отлова 
1 13.04.2016 S. leucogaster Ферефу 2, жилой дом
2 15.04.2016 S. leucogaster пастория, грот
3 21.04.2016 Mastomys sp. пастория/колиады 2, плантация
4 16.06.2016 Crocidura sp. Ферефу 2, кустарник
5 03.07.2016 R. rattus пастория/колиады 2, жилой дом
6 11.07.2016 Mastomys sp. Ферефу 2, кустарник

7* 1.08.2016 R. rattus* самороя, птицефабрика
8 13.07.2016 Mastomys sp. Ферефу 2, кустарник
9 22.08.2106 M. musculus пастория/колиады 2, жилой дом
10 25.08.2016 Crocidura sp. кхалиакхоры, огород
11 04.09.2016 Mastomys sp. пастория, манго у дома
12 20.09.2016 Mastomys sp. кхалиакхоры, жилой дом
13 28.09.2016 Mus sp. пастория/колиады 2, жилой дом
14 01.10.2016 C. civetta пастория, манговая роща

*обнаружена рнк вируса мокола.
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9207 п.н.) лиссавирусов. секвенирование и анализ 
нуклеотидной последовательности этого фрагмента 
подтвердил таксономическую идентификацию изо-
лята как лиссавируса, предположительно относяще-
гося к виду вируса мокола. Фрагмент генома изоля-

та Guinea-2016 депонирован в международной базе 
GeneBank (MF169761). уровень гомологии секвени-
рованного фрагмента гена матриксного белка м с 
уже известными геномными последовательностями 
различных штаммов вируса мокола составил всего 
77–95 %. Филогенетический анализ секвенирован-
ного фрагмента гена матриксного белка м изолята 
Guinea-2016 показал, что он генотипируется как лис-
савирус. по всей вероятности, изолят может быть 
отнесен к виду вируса мокола, при этом он досто-
верно формирует отдельную ветвь на филогенети-
ческом дереве лиссавирусов с наибольшим филоге-
нетическим сходством с уже известными геномны-
ми последовательностями вируса мокола (рис. 2). 
достаточно низкий уровень гомологии фрагмента 
гена матриксного белка м изолята с опубликован-
ными ранее последовательностями вируса мокола 
позволяет предположить, что выделенный изолят 
может рассматриваться как представитель нового ге-
нотипа вируса мокола. уточнение таксономической 
идентификации изолята Guinea-2016, циркулирую-
щего в гвинее, возможно на основе определения бо-
лее полной последовательности генома и выделения 
новых штаммов вируса мокола в гвинее. низкий 
уровень гомологии нуклеотидной последователь-
ности генома гвинейских изолятов может поставить 
вопрос о признании их новым видом лиссавирусов.

ранее были опубликованы сообщения об изо-
ляции вируса мокола в нигерии, Юар, камеруне, 
центрально-африканской республике, зимбабве 
и эфиопии [6]; в гвинейской республике этот ви-
рус обнаружен впервые. за все время наблюдения с 
1968 г. вирус мокола был изолирован в нигерии от 
двух больных детей с клинической картиной, зна-
чительно отличавшейся от бешенства: в 1968 г. из 
спинно-мозговой жидкости ребенка с лихорадкой 
и конвульсиями, выздоровевшего впоследствии, и 
в 1971 г. из головного мозга ребенка, умершего от 
полиомиелитоподобного заболевания [6]. изоляция 
этого вируса от вакцинированных против бешенства 

рис. 1. картосхема мест отлова животных, позитивных на нали-
чие рнк лиссавирусов в пригороде г. киндия

рис. 2. Филогенетическое дерево, постро-
енное на основании данных филогенетиче-
ского анализа фрагмента гена матриксного 
белка м (9088–9207) вируса мокола мето-
дом максимального правдоподобия. изолят 
Guinea-2016 вируса мокола выделен жир-
ным шрифтом
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собак и кошек, а также изучение in vitro перекрест-
ной нейтрализации антирабическими антителами 
других лиссавирусов [2] подтверждает низкий про-
тективный эффект антирабической вакцинации в от-
ношении вируса мокола. 

таким образом, проведенный анализ проб го-
ловного мозга от представителей четырех отрядов 
мелких млекопитающих, отловленных в окрестно-
стях г. киндия гвинейской республики, показал на-
личие рнк лиссавирусов в 8,7 % исследованных об-
разцов. удалось идентифицировать и секвенировать 
короткий фрагмент геномной рнк вируса мокола в 
пробах от черных крыс. Филогенетический анализ 
позволил сделать предположение, что секвенирован-
ный фрагмент генома принадлежит новому геноти-
пу вируса мокола. несмотря на то, что проведено 
секвенирование не всех пцр положительных об-
разцов, полученные данные позволяют исключить 
наличие рнк вируса бешенства в положительных 
пробах. в этой связи представляется актуальным 
дальнейшее изучение молекулярной эпидемиоло-
гии вируса мокола, выделение вирусных изолятов 
лиссавирусов для более детального исследования 
и идентификация других видов лиссавирусов, цир-
кулирующих в западной африке. также принципи-
ально важна оценка возможной роли лиссавирусов, 
и вируса мокола в частности, в развитии тяжелых 
неврологических патологий у жителей гвинейской 
республики.

конфликт интересов. авторы подтверждают 
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заболеваемость бруцеллезом людей за период с 
2005 по 2014 год, особенно в неблагополучных субъ-
ектах (северо-кавказский, Южный и сибирский 
федеральные округа) российской Федерации (рФ) 

продолжает оставаться неустойчивой. ежегодно ре-
гистрируется от 368 до 393 новых случаев заболева-
ния среди людей [2, 3]. эпидемическая обстановка 
обуславливает необходимость совершенствования 
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цель работы – проведение эпидемиологического анализа официальных статистических данных по заболева-

емости бруцеллезом в различных субъектах российской Федерации за период с 2005 по 2014 год с помощью план-
графика вальда. материалы и методы. в работе использовали учетные и отчетные документы Федеральной 
службы по надзору в сфере защиты прав потребителей и благополучия человека, Фбуз «Федерального центра 
гигиены и эпидемиологии» роспотребнадзора и информационные материалы воз. результаты и выводы. 
изучение особенностей развития эпидемического процесса в многолетней динамике позволило выявить субъ-
екты, наиболее пораженные заболеваемостью бруцеллезом. полученные результаты по заболеваемости бруцел-
лезом в рФ за период с 2005 по 2014 год показали, что первое место занимает скФо (62 %), второе и третье 
места – сФо (16 %) и ЮФо (13 %) соответственно; на долю других регионов приходится 9 %. наибольшая доля 
в структуре заболеваемости в субъектах скФо установлена в республике дагестан – 62 %. при этом ежегодный 
темп прироста определен в количестве 5,54 случаев, что указывает на стабилизацию или некоторую тенденцию 
к снижению уровня заболеваемости в скФо. практическое использование прогнозирования заболеваемости с 
помощью предложенного метода дает возможность своевременно планировать лечебно-диагностические, про-
филактические и противоэпидемические мероприятия в очагах бруцеллеза. применение план-графика вальда 
для прогнозирования заболеваемости может использоваться и для других инфекционных болезней.

Ключевые слова: эпидемиологический анализ, бруцеллез, прогнозирование заболеваемости, план-график 
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методов эпидемиологической диагностики [1, 5]. 
актуальной проблемой является анализ много-

летней заболеваемости бруцеллезом в субъектах рФ 
без учета действия факторов риска, оказывающих 
влияние на эпидемический процесс, и применение 
метода определения прогностического уровня за-
болеваемости на любой административной терри-
тории, начиная от конкретного населенного пункта 
до региона или страны в целом. решение данной 
проблемы позволит быстро и своевременно оценить 
активность эпидемических очагов бруцеллеза на 
определенной территории и принять оперативные 
решения для их локализации и ликвидации [4].

целью работы было проведение анализа за-
болеваемости бруцеллезом за 2005–2014 гг. и про-
гнозирования на 2015 г. в субъектах российской 
Федерации, в том числе в неблагополучных районах, 
с использованием план-графика вальда.

материалы и методы 

в работе определяли уровень и структуру за-
болеваемости бруцеллезом за период с 2005 по 
2014 год. для этого были использованы учетные и 
отчетные документы Федеральной службы по над-
зору в сфере защиты прав потребителей и благопо-
лучия человека, Фбуз «Федеральный центр гигие-
ны и эпидемиологии» роспотребнадзора, а также 
информационные материалы всемирной организа-
ции здравоохранения (воз). в ходе исследования 
проанализированы 259 актов эпидемиологического 
расследования очага инфекционной (паразитарной) 
болезни с установлением причинно-следственной 
связи; 205 форм федерального статистического на-
блюдения № 1 и № 2 «сведения об инфекционных и 
паразитарных заболеваниях»; 120 медицинских карт 
стационарного больного (форма № 003/у); 56 инфор-
мационных бюллетеней воз; 10 информационных 
бюллетеней роспотребнадзора «о ситуации по бру-
целлезу в российской Федерации». 

соответствие собранной информации законам 
нормальности распределения данных проводилось с 
помощью математического моделирования. прогноз 
проявлений эпидемического процесса строился с 
применением формально-математического модели-
рования [6]. для наглядности полученных резуль-
татов применялся метод графического/аналогового 
моделирования по типу линейных диаграмм [7]. для 
выявления особенностей течения эпидемического 
процесса, а также графического изображения полу-
ченных результатов, применялись формулы расчетов, 
статистические критерии оценки достоверности и 
справочные таблицы [8]. обеспечение исследований 
и расчет показателей заболеваемости осуществлялся 
с помощью разработанной нами автоматизирован-
ной системы ввода и хранения эпидемиологической 
информации с использованием средств Microsoft 
Windows 7. таблицы, расчеты показателей, схемы и 
графики подготовлены с помощью электронных та-
блиц Microsoft Excel, 2010.

результаты и обсуждение

прогноз числа случаев заболеваемости прово-
дился классическим методом с использованием ли-
нейной регрессии за период 2005–2014 гг. в рФ. с 
целью оценки эпидемиологической и эпизоотологи-
ческой обстановки по бруцеллезу в 2014 г. и прогно-
зирования эпидемической ситуации на 2015 г. прове-
ден анализ официальных статистических данных по 
заболеваемости бруцеллезом среди людей. в 2014 г. 
зарегистрировано 368 случаев впервые выявленного 
бруцеллеза. по результатам статистического анали-
за, полученным г.и.лямкиным и соавт., уровень за-
болеваемости бруцеллезом людей в 2015 г. прогно-
зировался в пределах 370–420 случаев [2].

в наших исследованиях при использовании ли-
нейной регрессии в период с 2005 по 2014 год про-
гноз на 2015 г. составил 431 случай бруцеллеза. при 
этом ежегодный темп прироста составил 3,53 случая, 
который указывает на стабилизацию или некоторую 
тенденцию к снижению уровня заболеваемости в рФ 
(коэффициент достоверности – R2 = 0,0281).

для реализации цели нашей работы был прове-
ден статистический анализ заболеваемости бруцел-
лезом, по данным многолетних наблюдений за пери-
од 2005–2014 гг., в результате которого определены 
фактический и пороговый уровни заболеваемости, а 
также прогноз ежемесячного числа случаев бруцел-
леза на предстоящий период. разработанный подход 
к проведению статистического анализа заболеваемо-
сти бруцеллезом обеспечивается определением цело-
го ряда взаимосвязанных между собой показателей, 
которые характеризуют динамический ряд. анализ 
уровня и структуры заболеваемости бруцеллезом в 
различных регионах рФ проведен для определения 
эпидемиологического и социального значения сре-
ди отдельных инфекций. в силу этих обстоятельств 
оценка актуальности инфекций проведена с учетом 
достаточного числа критериев, отражающих различ-
ные аспекты их значения.

эпидемиологическое значение инфекционной 
болезни определяется, в первую очередь, ее рас-
пространенностью, а также частотой регистрации 
случаев среди населения. показатель заболеваемо-
сти, рассчитанный за год, месяц или другой отрезок 
времени, является средней оценкой интенсивности 
эпидемического процесса в анализируемом периоде. 
кроме суммарного числа заболеваний и относитель-
ной их частоты среди населения, эпидемиологиче-
ское значение инфекции зависит и от особенностей 
распределения заболеваемости на протяжении ана-
лизируемого периода. анализ данных по заболевае-
мости бруцеллезом в рФ за период с 2005 по 2014 
год показал, что первое место занимает северо-
кавказский федеральный округ (скФо), второе и 
третье – сибирский федеральный округ (сФо) и 
Южный федеральный округ (ЮФо) соответственно.

известно, что на эпидемиологическую интер-
претацию показателей инфекционной заболеваемо-
сти влияет клиническое проявление инфекционного 
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процесса у заболевших лиц (соотношение манифест-
ных и бессимптомных форм, наличие латентных, 
хронических форм инфекции) и длительность инку-
бационного периода инфекции. частота регистрации 
случаев инфекции будет существенно зависеть от 
активности выявления больных, носителей и каче-
ства диагностики. в результате изучения структуры 
заболеваемости бруцеллезом в субъектах рФ уста-
новлено, что на скФо приходится 62 %, сибирский 
федеральный округ – 16 % и Южный федеральный 
округ – 13 %, на долю других регионов – 9 %. 

учитывая, что наибольшую значимость в струк-
туре заболеваемости бруцеллезом в российской 
Федерации имеет скФо, нами для прогнозирования 
уровня заболеваемости использован метод линей-
ной регрессии по показателям многолетних наблю-
дений в период с 2005 по 2014 год с применением 
план-графика вальда. результатами проведенных 
исследований установлено, что прогноз в скФо на 
2015 г. составил 230 случаев бруцеллеза. при этом 
ежегодный темп прироста (3,67 случаев) указывает 
на стабилизацию или некоторую тенденцию к сни-
жению уровня заболеваемости (коэффициент досто-
верности – R2 = 0,06). 

для установления порогового уровня заболевае-
мости нами была применена формула «расчета эпиде-
мического порога». применение метода определения 
порогового уровня позволяет более детально проана-
лизировать течение эпидемического процесса. 

анализ динамики заболеваемости, по данным 
многолетних наблюдений и отчетного периода в 
скФо, позволил установить, что показатели сред-
них значений варьировали от 8 до 40 случаев в раз-
ное время года, с наибольшим числом с июня по 
сентябрь. в динамике отчетного 2014 г. подъем за-
болеваемости бруцеллезом отмечался в мае, с пиком 
заболеваемости в июне, что превышает значение по-
рогового уровня заболеваемости на 4 случая.

предложенная методика позволяет определить 
минимальный и максимальный прогностический 
уровень заболеваемости бруцеллезом на предстоя-
щий период в скФо. прогноз минимального числа 
случаев бруцеллеза определяли по начальным точкам, 
а максимального – по конечным. прогнозирование 
ежемесячного числа заболеваний бруцеллезом в ди-
намике анализируемого года, по данным контроль-
ных значений вальда, проводили путем вычисления 
ежемесячного темпа прироста числа случаев. данные 
показатели являются основанием для установления 
минимального и максимального объема мероприя-
тий в лечебно-профилактических учреждениях на 
предстоящий период.

для достоверности примененного нами мето-
да прогнозирования заболеваемости бруцеллезом 
в скФо с использованием план-графика вальда 
введены количественные показатели, которые не-
обходимо учитывать с целью коррекции получен-
ных результатов. прогноз числа случаев заболева-
ний бруцеллезом на предстоящий период определен 
в виде нарастающего итога, при этом минимальный 

ежемесячный прогностический уровень составил  
11 случаев, максимальный – 32. ежемесячный при-
рост числа заболеваний в динамике анализируемого 
года составил 2 случая. проведенные исследования 
позволили спрогнозировать суммарные минимальный 
и максимальный уровни заболеваемости бруцеллезом 
на 2015 г., соответственно 132 и 384 случаев.

следует отметить, что прогноз максимального 
числа заболеваний в 2015 г. превышает значение по-
рогового уровня заболеваемости и свидетельствует 
о возможном ухудшении эпидемиологической об-
становки по бруцеллезу. с целью выявления наи-
большего поражения населения бруцеллезом про-
веден детальный анализ заболеваемости на терри-
тории субъектов северо-кавказского федерального 
округа. наиболее высокая заболеваемость бруцел-
лезом отмечается в республике дагестан – 67 %, 
ставропольском крае – 26 %, республике северная 
осетия и кабардино-балкарской республике – по 
3 % (рис. 1). результаты анализа многолетней дина-
мики с использованием линейной регрессии за пе-
риод 2005–2014 гг. в республике дагестан показали, 
что прогноз на 2015 г. составит 140 случаев бруцел-
леза (рис. 2). при этом ежегодный темп прироста на-
блюдался в 5,11 случаев, что указывает на стабилиза-
цию или некоторую тенденцию к снижению уровня 
заболеваемости в республиках на северном кавказе 
(коэффициент достоверности – R2 = 0,17).

анализ динамики заболеваемости, по данным 
многолетних наблюдений и отчетного периода, по-
зволил спрогнозировать число заболеваний бруцел-
лезом в республике дагестан с использованием гра-
фика вальда (рис. 3). по результатам проведенного 
исследования, пороговый уровень заболеваемости 
бруцеллезом за анализируемый период составил 
15 случаев. показатели средних значений заболе-
ваемости, по данным многолетних наблюдений, ко-
лебались от 2 до 49 случаев в разное время года, с 

рис. 1. структура заболеваемости бруцеллезом в северо-кав-
казском федеральном округе за период 2005–2014 гг.

рис. 2. анализ многолетней динамики заболеваемости бруцел-
лезом в республике дагестан
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наибольшим числом случаев с июня по сентябрь. 
установлено, что в динамике многолетних наблю-
дений подъем числа возникновения бруцеллеза от-
мечался в июне, что на 11 случаев выше значения 
порогового уровня.

прогноз числа заболеваний бруцеллезом в рес-
публике дагестан на 2015 г. определен в виде нарас-
тающего итога. при этом минимальный ежемесячный 
прогностический уровень составил 9 случаев, макси-
мальный – 23; ежемесячный прирост числа заболе-
ваний в динамике анализируемого года составил 1,3 
случая; спрогнозирован максимальный уровень забо-
леваемости бруцеллезом в 2015 г. до 134 случаев. 

таким образом, в дополнение к классическим 
методам анализа предлагается применять план-
график вальда с определением ежемесячного мак-
симального и минимального числа случаев заболе-
ваний. анализ данных по заболеваемости бруцелле-
зом в рФ за период с 2005 по 2014 год показал, что 
первое место занимает скФо (62 %), второе и тре-
тье – сФо (16 %) и ЮФо (13 %) соответственно; на 
долю других регионов приходится 9 %. наибольшая 
доля в структуре заболеваемости в субъектах скФо 
выявлена в республике дагестан – 62 %. при этом 
ежегодный темп прироста определен в количестве 
5,54 случаев, что указывает на стабилизацию или 
некоторую тенденцию к снижению уровня заболе-
ваемости в скФо. прогноз уровня заболеваемости 
в российской Федерации, северо-кавказском феде-
ральном округе и в республике дагестан на 2015 г. 
составил 389, 230 и 134 случая соответственно.

оценка эпидемиологической ситуации по бру-
целлезу в 2015 г. показала, что в рФ зарегистриро-
вано 393 случая, что превысило ожидаемый прогно-
стический уровень всего на 34 случая, в республике 
дагестан – 140 случаев заболеваемости бруцелле-
зом среди людей [3], что существенно не оказыва-
ет влияния на эпидемиологическую обстановку. 
практическое использование прогнозирования за-
болеваемости бруцеллезом с помощью предложен-
ного нами метода дает возможность своевременно 
планировать лечебно-диагностические, профилак-
тические и противоэпидемические мероприятия 
для локализации и ликвидации очагов бруцеллеза. 
прогнозирование заболеваемости с использованием 
план-графика вальда может применяться и для дру-
гих инфекционных болезней.
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рис. 3. динамика заболеваемости бруцеллезом в республике 
дагестан по месяцам
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цель работы – выявление циркуляции возбудителей иксодового клещевого боррелиоза, моноцитарного 
эрлихиоза и гранулоцитарного анаплазмоза человека в пробах от носителей и переносчиков трансмиссивных 
клещевых инфекций методом пцр. материалы и методы. с помощью метода полимеразной цепной реакции 
(пцр) проведено исследование полевого материала на зараженность возбудителями клещевых инфекций (клеще-
вых боррелиозов, эрлихиозов, анаплазмоза) в сочетанных природных очагах на территории ростовской области. 
результаты и выводы. в работе использованы материалы эпизоотологических обследований, проведенные в 21 
административном районе и 10 городах ростовской области, за период с 2014 по 2016 год. результаты исследо-
ваний указывают на спонтанную зараженность иксодовых клещей возбудителем икб на территории ростовской 
области и свидетельствуют о наличии природного очага данного заболевания. с 2013 г. природный очаг икб 
является валентным в связи с выявлением и официальной регистрацией больных. кроме того, на территории 
ростовской области впервые зарегистрирована циркуляция возбудителя мэч и гач и определены территориаль-
но сочетанные очаги мэч и гач с икб. полученные данные позволяют говорить о генезисе очага иксодового 
клещевого боррелиоза и моноцитарного и гранулоцитарного эрлихиозов за счет ежегодного расширения ареала 
зараженных этими возбудителями клещей и их прокормителей. проведение пцр-анализа с целью выявления 
клещевых инфекций важно для оценки их распространения на территории ростовской области, прогнозирования 
эпидемиологической обстановки и проведения профилактических мероприятий в данном регионе. 
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Objective of the study is to detect the circulation of the agents of ixodic tick-borne borreliosis (ITB), human monocytic ehrlichio-
sis (HME), and human granulocytic anaplasmosis (HGA) in samples collected from carriers and vectors of transmissible tick-borne 
infections using PCR-assay. Materials and methods. Field material was studied in PCR for evaluating the rate of infection by caus-
ative agents of tick-borne infections (tick-borne borrelioses, ehrlichioses, anaplasmosis) in combined natural foci on the territory of 
the Rostov Region. Results and conclusions. The data obtained during epizootiological investigations carried out in 21 administrative 
districts and 10 cities of the Rostov Region between 2014 and 2016 were used in the study. The results were indicative of spontaneous 
infection in ixodic ticks by ITB causative agent on the territory of the Rostov Region, as well as of presence of corresponding natural 
focus. Since 2013 the activity of different components of ITB natural focus was confirmed by the detection and official registration of 
patients. Moreover, in the Rostov Region for the first time ever the circulation of HME and HGA causative agents was recorded and 
territorially combined foci of HME and HGA with ITB were identified. The results obtained allow assuming the genesis of a focus of 
ixodic tick-borne borreliosis and monocytic and granulocytic ehrlichioses owing to annual expansion of the areal of ticks, infected by 
these pathogens, and animals on which the ticks are feeding. PCR-analysis is of significant value for assessment of spread of causative 
agents of the “tick-borne” infections in the Rostov Region, forecasting of epidemiological situation, as well as implementation of 
preventive measures in the region. 

Key words: combined natural foci, tick-borne transmissible infections, borreliosis, ehrlichiosis, anaplasmosis, hosts, vectors, 
PCR-analysis, the Rostov Region. 

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

Funding: The authors received no specific funding for this work.
Corresponding author: Ludmila V .Romanova, e-mail: plague@aaanet.ru.
Citation: Romanova L.V., Dvortsova I.V., Moskvitina E.A., Borodina T.N., Pichurina N.L., Savchenko A.P., Zabashta M.V., Orekhov I.V., Zabashta A.V. PCR Results 

of Vector and Carrier Investigations for the Presence of Tick-Borne Borreliosis, Human Monocytic Ehrlichiosis, and Human Granulocytic Anaplasmosis Agents in Natural 
Foci of the Rostov Region. Problemy Osobo Opasnykh Infektsii [Problems of Particularly Dangerous Infections]. 2017; 4:81–85. (In Russ.). DOI: 10.21055/0370-1069-
2017-4-81-85



Проблемы особо опасных инфекций. 2017, вып. 4

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

в современный период при микробиологиче-
ском мониторинге как составляющей эпидемиоло-
гического надзора за природно-очаговыми, в том 
числе трансмиссивными, клещевыми инфекциями 
успешно используется пцр-анализ, основанный 
на детекции специфических участков днк/рнк их 
возбудителей. этот метод, являющийся основным 
в молекулярной эпидемиологии, используется для 
обнаружения возбудителей иксодового клещевого 
боррелиоза (икб), моноцитарного эрлихиоза чело-
века (мэч) и гранулоцитарного анаплазмоза чело-
века (гач). возбудители боррелиоза и эрлихиозов 
являются сочленами природных биоценозов, их 
экология неразрывно связана с экологией позво-
ночных животных и кровососущих членистоногих, 
служащих индикаторами функционирования ука-
занных микроорганизмов в естественных условиях 
[1, 3, 10]. изучение данных инфекций приобретает 
особое значение для регионов с благоприятными 
для их циркуляции климатическими условиями, 
обилием и разнообразием видов членистоногих 
переносчиков и их теплокровных прокормителей. 
по уровню заболеваемости икб занимает одно из 
первых мест среди природно-очаговых инфекций 
и представляет собой актуальную проблему для 
сШа, австралии, ряда европейских стран и россии 
[4, 6, 9, 11, 13, 14]. 

современное неблагоприятное развитие эпи-
демиологической обстановки по иксодовым кле-
щевым боррелиозам в россии выдвигает на пер-
вый план задачу изучения природных очагов этой 
инфекции и проведение мониторинга даже в бла-
гополучных по данному заболеванию территорий. 
по уровню заболеваемости инфекция занимает 
в нашей стране одно из ведущих мест среди всех 
природно-очаговых зоонозов [4, 7, 8]. официальная 
статистическая регистрация мэч и гач в россии 
введена в 2013 г. резервуарные хозяева мэч изуче-
ны недостаточно. ими могут быть различные виды 
мышевидных грызунов, а также некоторые виды ик-
содовых клещей (Ixodes ricinus, Rhipicephalus bursa, 
pодов Haemophysalis, Amblyomma, Dermacentor). 
возбудитель гач (Anaplasma phagocytophilum) 
имеет широкий круг резервуарных хозяев, вклю-
чающий различных млекопитающих (мышевид-
ные и более крупные грызуны, насекомоядные, 
ежи, дикие копытные, хищные, вплоть до медве-
дей, а также лошади, коровы, овцы, собаки) и птиц. 
основными компонентами паразитарной системы 
гач являются клещи I. persulcatus, I. trianguliceps, 
I. ovatus, Haemophysalis concinna, Haem. longicornis, 
Dermacentor silvarum, D. mar ginatus и H. margin-
atum [2, 4]. актуальность проблемы определила 
цель настоящей работы: выявление циркуляции 
возбудителей иксодового клещевого боррелиоза, 
моноцитарного эрлихиоза и гранулоцитарного ана-
плазмоза человека в пробах от носителей и пере-
носчиков трансмиссивных клещевых инфекций ме-
тодом пцр. 

материалы и методы

в работе использованы материалы эпизоото-
логических обследований, проведенные специали-
стами ростовского нипчи в 21 административ-
ном районе и 10 городах ростовской области, в том 
числе на стационарах многолетнего наблюдения. 
при проведении пцр-анализа для выявления днк 
маркеров Borrelia spp. и Ehrlichia spp. исследова-
ли пробы шести видов иксодовых клещей (имаго 
самцы и самки, личинки, нимфы, напившиеся кро-
ви и голодные), 25 видов различных кровососущих 
членистоногих, пробы 12 видов грызунов и мелких 
млекопитающих (в том числе летучих мышей), про-
бы мозга 12 видов птиц.

сбор объектов исследования в открытых стаци-
ях (лесопосадки, балки, овраги и др.) и с прокорми-
телей (крупного рогатого скота, собак) осуществляли 
по общепринятой методике согласно му 3.1.3012-12 
и сп 3.1.3310-15 в период с апреля по сентябрь. 
исследовали как единичные объекты, так и пулы, 
состоящие не более чем из 10 особей. при формиро-
вании пулов учитывали род, вид, фазу развития, дату 
и место сбора. 

при исследовании использовали наборы для 
выявления днк (ооо «лаборатория изоген») и на-
боры реагентов для обнаружения днк возбудителей 
инфекционных болезней методом полимеразной 
цепной реакции (B. burgdorferi; B. garinii; B. afzelii и 
Borrelia spp. (B. burgdorferi + B. garinii + B. afzelii)), 
а также наборы реактивов для амплификации днк 
Ehrlichia spp.; Ehrlichia (Anaplasma) phagocytophilum; 
Ehrlichia murris/yamadaguchi (ооо «лаборатория 
изоген»). амплификацию проводили согласно реко-
мендациям фирмы-производителя. 

результаты и обсуждение

мониторинг трансмиссивных клещевых инфек-
ций, в частности икб, в ростовской области в плане 
научных и прикладных исследований осуществля-
ется с 2007 г., когда впервые была выявлена днк 
Borrelia burgdorferi s.l. в пробах от клещей I. ricinus, 
собранных в весенне-осенний период с последую-
щим установлением геновида B. afzelii [5]. ежегодно 
ростовским нипчи проводится мониторинг объ-
ектов окружающей среды с целью выявления днк 
возбудителей клещевых инфекций – боррелиоза и 
эрлихиозов (мониторинг последних с 2014 г.) с рас-
ширением списка видового разнообразия как пере-
носчиков (клещи, кровососущие членистоногие), так 
и прокормителей (мелкие млекопитающие и птицы). 
в представленной работе приведены данные за по-
следние три года.

в 2014 г. в плане мониторинга природных оча-
гов на выявление днк возбудителей боррелиозов 
исследовано 320 проб (клещи – I. ricinus, R. rossicus, 
D. marginatus, H. punctata; насекомоядные – белозуб-
ка малая; грызуны – полевка обыкновенная, мышь 
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лесная, мышь домовая; птицы – цапля серая, чайка 
озерная, чайка-хохотунья, речная крачка, грач, ворона 
серая, скворец, воробей полевой). положительными 
оказались 17 проб – все содержали днк боррелий, 
принадлежащих к геновиду B. afzelii (5,3 %). днк 
боррелий обнаружена в пробах клещей (имаго и ним-
фы, единичные экземпляры и пулы), насекомоядных, 
грызунов (единичные особи и пулы по 3–5 экз.: бе-
лозубка малая, мышь лесная, мышь домовая) и птиц 
(единичные особи и пулы по 3–5 экз.: чайка озерная, 
грач, ворона серая, воробей полевой). при выявлении 
в пцр днк эрлихий (240 проб), положительными 
оказались 22 пробы, содержащие днк Ehrlichia spp. 
(9,2 %) (имаго клещей, единичные и пулы; комары – 
пулы по 25–50 экз.; грызуны – единичные экземпляры 
и пулы: мышь лесная, мышь домовая, полевка обык-
новенная; птицы – чайка озерная, грач, ворона серая, 
скворец, воробей полевой, воробей домовой). днк 
возбудителей моноцитарного эрлихиоза (E. muris/ya-
modoguchi) и гранулоцитарного анаплазмоза челове-
ка (A. phagocytophilum) не обнаружено.

в 2015 г. исследовано 228 проб (клещи I. ricinus, 
R. rossicus, D. marginatus, комары, мухи-кровососки, 
оводы и др.; насекомоядные – белозубка малая, бу-
розубка обыкновенная; грызуны – полевка обыкно-
венная, мышь лесная, мышь домовая и заяц-русак; 
птицы – баклан большой, цапля серая, чайка озерная, 
чайка-хохотунья, речная крачка, грач, ворона серая, 
галка, сорока, скворец, воробей полевой). при ис-
следовании на боррелиоз 28 проб оказались поло-
жительными. во всех пробах обнаружена днк B. af-
zelii (12,2 %) (имаго и нимфы клещей – все три вида; 
мухи-кровососки – пулы по 50–100 экз.; насекомояд-
ные – белозубка малая; грызуны – полевка обыкно-
венная, мышь лесная, мышь домовая; птицы – чайка 
озерная, грач, ворона серая). при выявлении в пцр 
днк Ehrlichia spp. (2,6 %) положительными оказа-
лись 6 проб (имаго клещей – пулы по 10 экз.; грызу-
ны – мышь домовая; птицы – чайка озерная, ворона 
серая, воробей полевой). в двух пробах обнаружена 
днк A. phagocytophilum (0,9 %) (имаго клещей I. rici-
nus, пулы по 10 экз.). в исследованных пробах днк 
E. muris/yamodoguchi не обнаружено.

в 2016 г. исследовано 469 проб (клещи I. ricinus, 
R. rossicus, D. marginatus, H. marginatus, D. reticula-
tus, комары, мухи-кровососки, оводы и др., всего 25 
видов); насекомоядные – бурозубка обыкновенная, 
белозубка малая; рукокрылые – рыжая вечерница, 
нетопырь-карлик, нетопырь среднеземноморский, 
поздний кожан; грызуны – полевка обыкновенная, 
мышь лесная, мышь домовая, мышь желтогорлая, 
крыса серая и заяц русак; птицы – баклан большой, 
цапля серая, чайка озерная, чайка-хохотунья, речная 
крачка, ласточка деревенская, галка, грач, ворона 
серая, сорока, скворец, воробей полевой. при пцр-
анализе на наличие днк возбудителей боррелиоза 
153 пробы (32,6 %) оказались положительными; все 
возбудители принадлежат к виду B. afzelii. при вы-
явлении в пцр днк эрлихий положительными ока-

зались 100 проб (21,3 %). в десяти из них выявлена 
днк E. muris/yamodoguchi (2,1 %) (имаго клещей – 
все виды; грызуны – мышь лесная). в десяти пробах 
обнаружена днк A. phagocytophilum (2,1 %) (имаго 
клещей; рукокрылые – рыжая вечерница; грызуны – 
мышь лесная, мышь домовая).

таким образом, процент обнаружения днк 
возбудителей клещевых инфекций в среднем за три 
года составил: B. afzelii – 16,7 %; Ehrlichia spp. – 
11,0 %; A. phagocytophilum – 2,4 % и E. muris/ya mo-
do guchi – 0,7 %.

днк B. burgdorferi s.l. геновида B. afzelii выявле-
на в пробах клещей I. ricinus, собранных в открытых 
стациях, лесных биотопах азовского, веселовского, 
матвеево-курганского, куйбышевского, каменского, 
аксайского, усть-донецкого, Шолоховского районов 
и городов каменск-Шахтинский, новошахтинск, 
гуково, зверево, ростов-на-дону; снятых с людей 
в боковском, тарасовском, матвеево-курганском, 
семикаракорском, Шолоховском районах, горо-
дах красный сулин, миллерово, таганрог, сальск; 
с крупного рогатого скота – в Шолоховском, 
кагальницком районах; снятых с других прокорми-
телей (собаки, ежи) в Шолоховском районе и в про-
бах от млекопитающих: белозубки малой, полевки 
обыкновенной, мышей домовой и лесной, крысы 
серой, зайца-русака, что подтверждает существова-
ние природного очага икб на территории области. 
положительный результат получен в пробах от ле-
тучих мышей (кожан поздний, нетопырь-карлик, ве-
черница рыжая), доставленных из азовского района. 
по мнению в.в.кучерука [6], эти находки следует 
расценивать как случайное вовлечение рукокрылых 
в эпизоотии, протекающие в популяциях других мле-
копитающих. положительные результаты проб от ба-
клана большого, цапли серой, чайки озерной, грача, 
вороны серой, сороки, скворца обыкновенного, во-
робья полевого, добытых в азовском, веселовском, 
каменском, мясниковском, аксайском, сальском, 
неклиновском районах, указывают на экологиче-
скую связь боррелий с птицами, которые могут быть 
резервуаром возбудителей и носителями зараженных 
клещей [12]. 

таким образом, с использованием пцр-
диагностики установлено, что переносчиками и ре-
зервуаром B. burgdorferi s.l. геновида B. afzelii в при-
родных очагах преимущественно с интразональны-
ми лесными ландшафтами, а также в антропоурги-
ческих очагах являются иксодовые клещи I. ricinus, 
R. rossicus, D. marginatus, D. reticulatus, H. punctata, 
H. marginatum. 

с учетом векторного и гостального компонен-
тов природного очага икб, а именно инфицирован-
ных клещей, их прокормителей и птиц, установлено, 
что ареал B. burgdorferi s.l. включает 21 администра-
тивный район и 10 городов ростовской области. с 
2013 г. природный очаг икб является валентным в 
связи с выявлением и официальной регистрацией 
больных икб в ростовской области. 
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в 2014 г. впервые проведены с применением 
пцр исследования сочленов паразитарной систе-
мы на спонтанную зараженность возбудителями 
моноцитарного эрлихиоза человека. днк Ehrlichia 
spp. выявлены в пробах клещей – D. marginatus, 
R. rossicus; в пробах мелких млекопитающих – по-
левка обыкновенная, мышь домовая и мышь лесная; 
в пробе от скворца обыкновенного. далее география 
обнаружения (с помощью пцр-анализа) и видовой 
состав переносчиков расширялся. так, по состоянию 
на 2016 г. в паразитарную систему природного оча-
га входят: D. marginatus (азовский, мясниковский, 
веселовский, неклиновский районы, ростов-
на-дону), D. reticulatus (азовский, матвеево-
курганский районы), R. rossicus (веселовский, 
матвеево-курганский районы, ростов-на-дону), 
I. ricinus (ростов-на-дону, азовский, каменский, 
куйбышевский неклиновский районы); полевка 
обыкновенная (ростов-на-дону, неклиновский рай-
он), мыши лесная (куйбышевский, веселовский 
районы, ростов-на-дону) и домовая (веселовский 
район, ростов-на-дону), крыса серая (ростов-на-
дону), заяц-русак (аксайский район и ростов-на-
дону); чайка озерная (неклиновский район), ласточ-
ка деревенская (ростов-на-дону); галка (сальский 
район); грач (аксайский и веселовский районы); во-
рона серая (аксайский район); скворец обыкновен-
ный (азовский район); воробей полевой (аксайский 
район). таким образом, ареал распространения эр-
лихий включает восемь административных районов 
и город ростов-на-дону. 

в 2015–2016 гг. днк возбудителя гранулоцитар-
ного анаплазмоза человека (A. phagocytophilum) об-
наружена в пробах от клещей I. ricinus, собранных в 
маныческом лесу веселовского района и в г. Шахты. 
установлено включение в циркуляцию возбудителя 
гач клещей D. marginatus (мясниковский район), 
D. reticulatus (азовский район) и R. rossicus (ростов-
на-дону, матвеево-курганский район); мелких мле-
копитающих – мышь лесная и рыжая вечерница 
(ростов-на-дону), мышь домовая (мясниковский 
район); птиц – ворона серая (неклиновский район). 

в 2014 г. впервые на территории области прове-
дены исследования сочленов паразитарной системы 
на наличие возбудителя мэч и гач. Ehrlichia spp. 
выявлена в пробах клещей D. marginatus, R. rossi-
cus, H. punctata и I. ricinus; в пробах комаров, кро-
вососущих мух и в пробах мелких млекопитающих 
(в том числе летучих мышей) и птиц. необходимо 
отметить, что территории, где выявлены Ehrlichia 
spp., являются сочетанными с природными очагами 
клещевого вирусного энцефалита [1] и клещевыми 
боррелиозами. 

таким образом, использование пцр-диагно-
стики, используемой в молекулярной эпидемиоло-
гии, позволило установить ежегодное расширение 
ареала боррелий с включением в циркуляцию новых 
видов иксодовых клещей, мелких млекопитающих 
и птиц. на территории области впервые выявлена 

циркуляция возбудителей мэч и гач и определе-
ны территориально сочетанные очаги мэч, гач и 
икб. сложившаяся ситуация требует комплексного 
подхода к профилактике заболеваний клещевыми 
инфекциями и диктует необходимость дальнейше-
го изучения всех компонентов паразитарных систем 
природных очагов. проведение пцр-диагностики 
представляется важным для оценки распростране-
ния возбудителей клещевых инфекций на террито-
рии ростовской области, прогнозирования эпидеми-
ологической обстановки и проведение профилакти-
ческих мероприятий в данном регионе. 

конфликт интересов. авторы подтверждают 
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в пунктах пропуска через государственную 
границу российской Федерации функция исполне-
ния санитарно-карантинного контроля (скк) опре-
делена законодательно статьей 30, п. 3, Фз № 52 

от 30 марта 1999 г.; порядок, сроки и администра-
тивные процедуры проведения скк – санитарно-
эпидемиологическими правилами сп 3.4.2318-08, 
а также регламентированы приказом роспотреб-

Пробл. особо опасных инф. 2017; 4:86–91. DOI: 10.21055/0370-1069-2017-4-86-91

удк 614.3+614.8
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оСоБенноСти проВедения Санитарно-Карантинного Контроля  
В уСлоВиях чреЗВЫчайной Ситуации Социального хараКтера  

на Сопредельной территории
1Управление Роспотребнадзора по Ростовской области, Ростов-на-Дону; 2ФКУЗ «Ростовский-на-Дону  

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

цель работы. исполнение государственной функции санитарно-карантинного контроля в режиме повы-
шенной готовности и в условиях чрезвычайной ситуации на сопредельной с российской Федерацией терри-
тории. материалы и методы. использованы информационные материалы и отчетные данные управления 
роспотребнадзора по ростовской области о работе автомобильных пунктов пропуска через государственную гра-
ницу российской Федерации в режиме повышенной готовности (2013–2016 гг.). рассмотрены особенности про-
ведения санитарно-карантинного контроля (скк) области при чрезвычайной ситуации социального характера 
на сопредельной с российской Федерацией территории. результаты и выводы. показатели работы санитарно-
карантинных пунктов (скп) в плане досмотра транспортных средств и населения свидетельствовали о стабильно 
высоком транспортном потоке мигрирующего населения через многосторонние автомобильные пункты пропуска 
(мапп) (2014–2016 гг.) с последующим перераспределением их между мапп с учетом складывающейся об-
становки. скк в пунктах пропуска через государственную границу осуществлялся в режиме повышенной готов-
ности к выявлению больных с подозрением на инфекционные болезни различной этиологии – полиэтиологиче-
ским факторам риска. показана целесообразность использования «симптомного» подхода для выявления лиц с 
подозрением на инфекционные болезни с максимальным использованием возможностей других государствен-
ных контрольных органов. особенностями режима повышенной готовности в условиях социального конфликта 
на сопредельной территории являлось усиление межведомственного взаимодействия с мчс и организациями 
Федерального медико-биологического агентства россии.

Ключевые слова: санитарно-карантинный контроль, чрезвычайная ситуация, миграция населения, пункт про-
пуска, симптомы.
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Peculiarities of Sanitary and Quarantine control under the Emergency Situation of Social Nature  
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Objective of the work is to perform the sanitary and quarantine control (SQC) in the under emergency situation of on the neigh-
boring with the Russian Federation territory. Materials and methods. Utilized were information materials and report data of the 
Rospotrebnadzor Administration in the Rostov Region on the activities of automobile border-crossing points in high alert regime 
(2013–2016). Considered were some peculiarities of the sanitary and quarantine control (SQC) in the Rostov Region under emergency 
situations of social nature in the neighboring with the Russian Federation territories. Results and conclusions. Performance efficiency 
of the sanitary-quarantine facilities (SQF) in terms of inspection of vehicles and population testify to the consistently high traffic and 
flow of migration through multilateral automobile points of entry (APE) (2014–2016), followed by their redistribution between the 
APE in the context of the unfolding situation. SQC at state border checkpoints was carried out in the high alert regime to identify sick 
persons suspected of infectious diseases of various etiologies – the multi-etiological risk factors. Demonstrated is the expediency of 
“symptomatic” approach for identification of persons with suspected communicable diseases using the maximum of capacities of other 
government control agencies. The main peculiarities of the high alert regime under social conflict in the neighboring areas are the 
strengthening of interdepartmental cooperation with the Ministry of Emergency Situations (MES) and the Federal Medical-Biological 
Agency of Russia.
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надзора от 17 июля 2012 г. № 767. 
необходимо отметить, что различным аспек-

там санитарно-карантинного контроля в между-
народных пунктах пропуска посвящены работы 
а.е.Шияновой и соавт. [10], г.г.онищенко и соавт. 
[6], в.а.вишнякова и соавт. [2]. с вводом ммсп 
(2005 г.) для научной оценки сложившейся прак-
тики осуществления государственного санитарно-
эпидемиологического надзора и скк в пунктах про-
пуска через государственную границу российской 
Федерации был предложен алгоритм и модульный 
принцип подхода при их осуществлении с учетом 
эпидемиологической и санитарно-гигиенической со-
ставляющей [6]. санитарно-карантинный контроль в 
рамках таможенного союза (тс), этапы его форми-
рования с переносом скк на внешнюю границу тс 
и решением вопросов нормативно-правового обеспе-
чения, результаты скк транспортных средств, пас-
сажиров и грузов в 207 пунктах пропуска в 2011 г. 
представлены в монографии [9].

организационные и противоэпидемические 
мероприятия в пунктах пропуска для обеспечения 
санитарно-эпидемиологического благополучия в 
период подготовки и проведения саммита «группы 
двадцати» в санкт-петербурге в 2013 г., массовых 
мероприятий с международным участием – XXVII 
всемирной летней универсиады в городе казани, 
XXII олимпийских зимних игр и XI паралимпийских 
зимних игр в сочи отражены в работах [6, 7, 8].

организация и проведение санитарно-каран-
тинного контроля в условиях чрезвычайной ситуа-
ции (чс) на территории, сопредельной с российской 
Федерацией, являются актуальными и имеют зна-
чение для обеспечения санитарно-эпидемиологи-
ческого благополучия населения, однако в литерату-
ре практически не отражены.

цель работы – оптимизация исполнения госу-
дарственной функции санитарно-карантинного кон-
троля в режиме повышенной готовности и в усло-
виях чрезвычайной ситуации на сопредельной с 
российской Федерацией территории. 

материалы и методы

использованы информационные материалы 
и отчетные данные управления роспотребнадзора 
по ростовской области о работе автомобильных 
пунктов пропуска через государственную границу 
российской Федерации в режиме повышенной го-
товности (2013–2016 гг.). текстовый материал офор-
млен на пк с применением офисного пакета MS 
Office 2010. статистическую обработку осуществля-
ли с использованием электронных таблиц системы 
Microsoft Excel, 2007.

результаты и обсуждение

в 1990–2000 гг. в связи с прекращением суще-
ствования ссср как единого государства, а также 

с учетом международных транспортных сообще-
ний в ростовской области через государственную 
границу российской Федерации с украиной ор-
ганизуются автомобильные и железнодорожные 
пункты пропуска. в соответствии с «соглашением 
между правительством российской Федерации и 
правительством украины о пунктах пропуска че-
рез государственную границу между российской 
Федерацией и украиной» от 08 февраля 1995 г. (с из-
менениями от 15 февраля 2011 г.) в ростовской об-
ласти функционировали 15 пунктов пропуска всех 
видов транспортных сообщений: многосторонних 
автомобильных пунктов пропуска (мапп) – семь, 
двусторонний автомобильный пункт пропуска 
(дапп) – один, морских (мпп) – три, воздуш-
ных (впп) и железнодорожных пунктов пропуска 
(ждпп) – по два. 

в настоящее время ростовская область имеет 
более 600 км сухопутной границы с луганской и 
донецкой областями украины, где в 2013 г. функ-
ционировали восемь автомобильных пунктов про-
пуска, из которых один являлся дапп (чертково) 
и семь – мапп (весело-вознесенка, матвеев-
курган, куйбышево, новошахтинск, донецк, гу-
ково, волошино). в 2013 г. через автомобильные 
пункты пропуска проследовало 961061 транспорт-
ное средство, 2291946 чел., 7180 партий груза. 
кроме того, в соответствии с «соглашением между 
правительством российской Федерации и каби-
нетом министров украины о порядке пересечения 
российско-украинской государственной границы 
жителями приграничных регионов российской Фе-
дерации и украины от 18 октября 2011» на госу-
дарственной границе российской Федерации с 
украиной, на территории ростовской области, в 
2013 г. действовало 10 пешеходных переходов, по 
кото рым жители сопредельных административ-
ных территорий могли переходить границу упро-
щенно, без проведения таможенного, санитарно-
карантинного, фитосанитарного и ветеринарного 
контроля. в соответствии с имеющимся двусторон-
ним соглашением между украиной и россией пла-
нировалось к открытию в течение 2014–2016 гг. 50 
упрощенных пешеходных переходов и не имеющего 
аналогов мапп «куйбышево-2», где предполага-
лось совместное с украиной проведение всех видов 
контроля.

в связи со вспышкой холеры в 2011 г. в донецкой 
области украины [1] был усилен скк с введением 
режима повышенной готовности, который сохранил-
ся в последующие годы, носил сезонный характер и 
связан был с настороженностью относительно воз-
можного осложнения эпидемиологической обста-
новки по этой инфекции в донецкой и луганской 
областях. таким образом, эпидемиологический над-
зор за холерой начинался в пунктах пропуска через 
государственную границу [4].

обстановка коренным образом измени-
лась с марта 2014 г. ситуацию на сопредельной с 
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ростовской областью территории с этого времени 
можно было охарактеризовать, как чрезвычайную 
ситуацию социального характера, причиной которой 
стал внутригосударственный военно-политический 
конфликт. последствиями чс стали разрушение 
инфраструктуры жизнеобеспечения населения (во-
доснабжения и водоотведения, удаления отходов, 
электрообеспечения), здравоохранения, транспорт-
ной инфраструктуры, системы социального обеспе-
чения, что, в свою очередь, привело к активизации 
межгосударственной миграции населения с перехо-
дом от естественной миграции к вынужденной.

на вышеуказанных дапп и мапп положи-
тельное сальдо миграции достигало с мая 2014 г. 
до 3500 чел. в сутки. основной поток беженцев из 
украины с апреля 2014 г. был направлен в россию, 
в частности в ростовскую область, через мапп 
донецк, новошахтинск, куйбышево, матвеев-
курган, весело-вознесенка. в этих пунктах пропу-
ска, помимо существующих направлений движения 
для грузового, пассажирского и индивидуального 
транспорта, отдельно были открыты пешеходные. 
сопредельный пункт пропуска с украинской сторо-
ны с мапп волошино был уничтожен в ходе бое-
вых действий, дорога со стороны украины в мапп 
гуково была значительно повреждена, что привело 
к перераспределению потоков вынужденно мигри-
рующего населения по другим пунктам пропуска с 
максимальной нагрузкой на мапп донецк. через 
дапп чертково осуществлялся пешеходный пере-
ход только жителей донецкой области.

необходимо отметить, что до чс на сопредель-
ной территории через мапп донецк, новошах-
тинск, куйбышево, матвеев-курган, весело-возне-
сенка проследовало в 2013 г. 844399 транспортных 
средств, в 2014–2016 гг. – 460527, 816590, 883160 
и осуществлен скк соответственно. при анали-
зе досмотренных при скк транспортных средств, 
проследовавших по каждому из указанных маап, 
установлено, что доля их увеличилась в пунктах 
пропуска мапп донецк – с 19,8 (2014 г.) до 32,7 % 
(2016 г.); мапп куйбышево – с 8,9 до 15,3 %; 
мапп матвеев-курган – с 5,6 до 16,7 % соответ-
ственно (рис. 1). в маап новошахтинск отмечено 
некоторое снижение досмотренных средств – с 30,4 

до 29,3 % при увеличении потока в 2,8 раза. следует 
отметить снижение удельного веса с 25,3 в 2014 г. 
до 6,0 % в 2016 г. в мапп весело-вознесенка, рас-
положенном на границе с украиной. 

выявлена тенденция роста в динамике про-
следовавшего населения через пункты пропуска и 
проведенного санитарно-карантинного контроля 
(рис. 2). 

показатели работы пунктов пропуска в плане 
досмотра транспортных средств и населения сви-
детельствовали о стабильно высоком транспортном 
потоке и проследовавшего населения через мапп 
(2014–2016 гг.) с последующим перераспределением 
их между мапп с учетом складывающейся обста-
новки. данные обстоятельства объясняются интен-
сивностью военных действий и степенью разруше-
ния инфраструктуры с сопредельной стороны.

необходимо отметить, что среди лиц, пере-
секающих границу, значительно увеличилась доля 
женщин, детей и лиц преклонного возраста (до 86 % 
в отдельные дни). кроме того, регулярно регистри-
ровали движение автомобилей с ранеными и нужда-
ющимися в неотложной квалифицированной меди-
цинской помощи. в то же время из-за разрушенной 
промышленности и закрытого транзита грузопоток 
упал практически до нуля. наибольшее количество 
лиц, перешедших границу через мапп донецк, на-
блюдалось в 2015–2016 гг. в связи с маятниковой ми-
грацией населения по вопросам социального обеспе-
чения (транзит через пункты пропуска в ростовской 
и белгородской областях на территорию других об-
ластей украины и обратно).

учитывая вышеизложенное, в соответствии с 
ммсп (2005 г.), ситуацию на сопредельной терри-
тории можно было охарактеризовать как чрезвычай-
ную в области общественного здравоохранения, а в 
соответствии с сп 3.4.2318-08 – чс в области сани-
тарно-эпидемиологического благополучия или чс 
санитарно-эпидемиологического характера [3, 10].

поэтому с первых дней вооруженного кон-
фликта при отсутствии информации о состоянии 
санитарно-эпидемиологической обстановки на со-
предельной территории и, учитывая на данном фоне 
возможность активизации эпидемического процесса 
не только холеры, но и других, в том числе природно-

рис. 1. численность (а) и санитарно-карантинный контроль (б) 
транспортных средств (%), проследовавших через мапп

рис. 2. численность (а) и санитарно-карантинный контроль (б) 
населения (%), проследовавшего через мапп
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очаговых инфекций, санитарно-карантинные пун-
кты (скп) в пунктах пропуска через государствен-
ную границу стали функционировать в режиме 
повышенной готовности по выявлению больных 
с подозрением на инфекционные болезни различ-
ной этиологии – полиэтиологическим факторам 
риска возникновения инфекционных заболева-
ний, представляющим опасность для санитарно-
эпидемиологического благополучия населения. 
основной задачей работы санитарно-карантинных 
пунктов в режиме повышенной готовности было 
недопущение заноса опасных инфекционных болез-
ней и активное выявление манифестных форм раз-
личных инфекционных болезней. 

скп укомплектован специалистами, имеющими 
среднее медицинское образование. учитывая значи-
тельное увеличение потока беженцев и вынужденных 
переселенцев, формирование нескольких направле-
ний движения через пункты пропуска и ограничен-
ный кадровый ресурс специалистов, осуществляю-
щих скк, обеспечение выполнения поставленной 
задачи было возможно только в условиях формиро-
вания и поддержания настороженности, в том числе 
со стороны представителей других государственных 
контрольных органов (гко – пограничники, тамо-
женники, служащие россельхознадзора), к лицам с 
сигнальными признаками инфекционных болезней 
при осуществлении иных видов контроля. 

достигалось это посредством комплекса органи-
зационных мероприятий, осуществляемых в режиме 
повышенной готовности: направлением информаци-
онных писем по актуальным инфекционным болез-
ням, проведением обучения специалистов государ-
ственных контрольных органов по эпидемиологии, 
сигнальным признакам актуальных болезней и их 
профилактики, вынесением вопросов по актуальным 
инфекциям на координационные советы пунктов 
пропуска, разработкой и выдачей памяток и прове-
дением тактико-специальных учений с отработкой 
функциональных обязанностей каждого звена меж-
ведомственного взаимодействия. необходимо отме-
тить, что при этом учитывалась полиэтиологичность 
возможных факторов риска. внимание сотрудников 
скп и соответственно специалистов гко было на-
правлено на возможное выявление больных с подо-
зрением на холеру, чуму, оспу, полиомиелит, челове-
ческий грипп, вызванный новым подтипом вируса, 
туберкулез, лихорадку западного нила, крымскую 
геморрагическую лихорадку и другие, а также с уче-
том региональной инфекционной патологии. 

количество выявленных больных по основ-
ным автомобильным пунктам пропуска приведено в 
табл.1. 

обращает на себя внимание не только значи-
тельный рост общего количества обнаруженных 
больных во всех пунктах пропуска, но и их высокая 
выявляемость со стороны представителей гко, что 
свидетельствовало об эффективности проведенных 
организационных мероприятий в режиме повышен-

ной готовности. необходимо отметить, что из пред-
ставителей гко больные были выявлены, в основ-
ном, сотрудниками пограничной службы, которые в 
силу своих функциональных (должностных и про-
фессиональных) обязанностей проводят тщатель-
ный визуальный осмотр (контроль) лица человека, 
пересекающего границу, и при наличии должной на-
стороженности, сформированной при выполнении 
мероприятий в режиме повышенной готовности, об-
ращают внимание на внешние проявления болезни, 
сигнальные признаки – симптомы.

при чс санитарно-эпидемиологического харак-
тера, предположительно обусловленной инфекци-
онной болезнью, вызванной патогенным биологи-
ческим агентом, согласно му 3.4.3008-12. порядок 
эпидемиологической и лабораторной диагностики 
особо опасных, новых и возвращающихся инфек-
ционных болезней, предусмотрено использование 
синдромного подхода. в существующем в мапп 
режиме повышенной готовности, при отсутствии 
специалиста лечебного профиля, была применена и 
показала свою эффективность в охарактеризованной 
выше ситуации схема с первоначальным использова-
нием так называемого «симптомного» подхода, ког-
да сотрудники государственных контрольных орга-
нов выявляют возможного инфекционного больного, 
ориентируясь не на комплекс симптомов (синдром), 
а на сигнальный признак (симптом). особенно та-
кой подход актуален для специалистов других гко, 
он показал практическую значимость и для опера-
тивного реагирования специалистов скп в целях 
более раннего разобщения вероятного больного и 
окружающих. при получении информации от со-
трудников других гко о выявлении лица, имеющего 
какой-либо из определенных симптомов инфекци-
онной болезни, сотрудник, осуществляющий скк, 
проводит первичную дифференциацию вероятности 
особо опасной инфекционной болезни, требующей 
проведения мероприятий по санитарной охране тер-
ритории, используя синдромный подход с элемента-
ми эпидемиологического диагноза.

такая организация и проведение скк показала 
его применимость и целесообразность. определены 

Таблица 1

Выявление больных в пунктах пропуска при миграции населения  
с сопредельных с ростовской областью территорий Украины  

в 2013–2016 гг.

наименование 
пункта пропуска

число выявленных больных в пунктах пропуска  
при миграции населения по годам

2013 2014 2015 2016 всего
выявлено  

сотрудниками 
других гко

весело-
вознесенка

17 35 28 15 95 27

донецк 8 27 125 281 441 49

куйбышево 2 7 30 28 67 21

матвеев-курган 17 19 275 282 593 51

новошахтинск 10 36 44 31 121 14

Всего: 54 124 502 637 1317 162
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симптомы (лихорадка, сыпь, тошнота, рвота, понос, 
желтуха, неврологические симптомы), проявление 
которых при сформированной настороженности яв-
лялись основанием для реализации схем информации 
при выявлении больного с подозрением на инфекци-
онную болезнь и проведения других мероприятий, 
предусмотренных межведомственным оператив-
ным планом. распределение выявленных больных 
с подозрением на инфекционную болезнь по ука-
занным симптомам за 2013–2016 гг. в пунктах про-
пуска донецк, весело-вознесенка, матвеев-курган, 
новошахтинск, куйбышево представлено в табл. 2.

показатели выявления больных в мапп на 
основе «симптомного» подхода в 2016 г. более чем в 
11 раз превышали их количество в 2013 г.

при выявлении в пункте пропуска лица с од-
ним из указанных клинических симптомов специ-
алистами скп осуществлялся вызов специалиста 
лечебного профиля (бригады скорой медицинской 
помощи) для оказания первой врачебной помощи, 
проведения дифференциальной диагностики с уче-
том собранного эпиданамнеза, постановки предва-
рительного диагноза. 

в значительной части случаев диагноз инфекци-
онного заболевания при обследовании специалиста-
ми лечебного профиля не подтверждался, а симпто-
матика (повышенная температура, тошнота, рвота, 
диарея, слабость, головная боль) была обусловлена 
внешними неспецифическими факторами и психоэ-
моциональным состоянием лиц, вынужденных по-
кинуть свои дома. 

особенностями режима повышенной готов-
ности в условиях вооруженного социального кон-
фликта на сопредельной территории являлось также 
усиление межведомственного взаимодействия, в том 
числе и со структурами, находящимися вне пунктов 
пропуска. на территории, прилегающей к пунктам 
пропуска, были развернуты полевые лагеря мчс 
россии, осуществляющие в том числе медицинскую 
сортировку беженцев и временных переселенцев. 
налаженное взаимодействие позволило сделать 
санитарно-карантинный контроль лиц в пунктах 

пропуска первым этапом сортировки и в то же время 
обеспечить оперативное реагирование специалистов 
лечебного профиля со стороны мчс на факт выяв-
ления подозрительных на инфекционную болезнь 
в пункте пропуска, оказание первой квалифициро-
ванной медицинской помощи и проведение диффе-
ренциальной диагностики. аналогичное взаимо-
действие налажено с организациями Федерального 
медико-биологического агентства россии.

следует отметить, что одной из основных осо-
бенностей работы скп в этот период являлось 
функционирование их во время боевых действий, 
проходивших в непосредственной близости от пун-
ктов пропуска. сопредельные пункты пропуска не-
сколько раз переходили из рук в руки различных 
вооруженных формирований. украинский пункт 
пропуска красная таловка, сопредельный с мапп 
волошино, был полностью разрушен артиллерией. 
за 2014–2015 гг. специалисты скп в пунктах про-
пуска на российско-украинской границе эвакуиро-
вались 27 раз из-за непосредственной угрозы жиз-
ни. здание скп в мапп новошахтинск было по-
вреждено артиллерийским снарядом, вагончик скп 
в мапп волошино получил пулевые отверстия. 
работники скп осуществляли свою деятельность в 
армейских касках и бронежилетах. 

таким образом, санитарно-карантинный кон-
троль при чрезвычайной ситуации социального ха-
рактера на сопредельной территории проводился 
при значительном увеличении количества населе-
ния, пересекающего границу, и направлений движе-
ния в пунктах пропуска; максимальном сокращении 
и прекращении грузовых перевозок и значительном 
увеличении пешеходных переходов через пункты 
пропуска; полиэтиологичности факторов риска для 
санитарно-эпидемиологического благополучия на-
селения; значительном числе выявленных психоэмо-
циональных реакций у пересекающих границу лиц, 
имеющих внешнее проявление, сходное с симптома-
ми инфекционных болезней; угрозе жизни и здоро-
вью сотрудников скп.

особенности проведения санитарно-карантин-
ного контроля в условиях чс на сопредельной тер-
ритории основаны на межведомственном взаимо-
действии, включающем звенья, не используемые в 
обычном режиме, «симптомном» подходе при выяв-
лении лиц с подозрением на инфекционные болез-
ни, перераспределении сил и средств скк с исполь-
зованием возможностей других государственных 
контрольных органов при соблюдении максимально 
возможных условий безопасности специалистов. 
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туляремия относится к опасным инфекционным 
болезням человека, природные очаги которой широ-
ко распространены в северном полушарии земли. в 

российской Федерации активные эндемичные очаги 
туляремии зарегистрированы от западных границ до 
дальнего востока и от полуострова таймыр до юж-

Пробл. особо опасных инф. 2017; 4:92–96. DOI: 10.21055/0370-1069-2017-4-92-96
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м.В.цимбалистова, н.В.Павлович, н.В.аронова, и.а.Чайка, с.о.Чайка, а.с.Водопьянов

маСС-СпеКтрометричеСКий аналиЗ природнЫх и антиген-иЗмененнЫх  
штаммоВ туляремийного миКроБа

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

цель работы. сравнительное изучение белковых профилей типичных вирулентных и изогенных авирулентных 
лпс-дефектных штаммов туляремийного микроба с помощью масс-спектрометрического анализа. материалы 
и методы. в работе использовали 6 родительских вирулентных (трех основных подвидов) и 8 изогенных авиру-
лентных штаммов Francisella tularensis, имеющих различные повреждения в структуре лпс. получение спек-
тров исследуемых культур методом MALDI-TOF MS проводили с использованием масс-спектрометра Autoflex 
speed III Bruker Daltonics и программного обеспечения Flex Control, идентификацию – с помощью программы 
Biotyper, база данных которой была расширена нами ранее внесением масс-спектров 40 типичных штаммов F. tu-
larensis трех основных подвидов. результаты и выводы. при оценке влияния пробоподготовки образцов на 
качество снимаемых спектров с помощью трех методов (экстракция матрицей, тФу и этиловым спиртом) пока-
зано, что наиболее эффективным является метод обработки бактерий этиловым спиртом и муравьиной кислотой. 
согласно полученным данным, типичные вирулентные штаммы туляремийного микроба трех основных подви-
дов имеют существенные различия в мажорных пиках, что позволяет использовать MALDI-TOF MS для прове-
дения подвидовой дифференциации. вместе с тем при сравнительном изучении белковых спектров вирулентных 
и авирулентных штаммов F. tularensis принципиальных отличий не выявлено. при этом нам удалось обнаружить 
единичные масс-спектры m/z 4673, 6929, характерные для вирулентных, и m/z 7256 – для авирулентных штаммов. 
таким образом, метод MALDI-TOF MS дает возможность достоверно определять подвидовую принадлежность 
штамма, однако не позволяет проводить дифференциацию штаммов разной степени вирулентности. результаты 
выявили, что MALDI-TOF может быть полезным как при идентификации типичных, так и антиген-измененных 
лпс-дефектных штаммов F. tularensis.

Ключевые слова: F. tularensis трех основных подвидов, авирулентные лпс-дефектные мутанты, MALDI-TOF, 
вирулентность.
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Mass Spectrometric Analysis of Natural and Antigen-Modified Strains of Tularemia Agent
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Objective. Comparative study of the protein profiles of typical virulent strains and their isogenic avirulent LPS-defective mutants 
of Francisella tularensis using mass spectrometric analysis. Materials and methods. Six typical virulent strains of F. tularensis of 
three main subspecies and eight isogenic avirulent variants which have different lesions in LPS structure were used in this investi-
gation. Protein spectra were obtained by MALDI-TOF MS using mass spectrometer Autoflex speed III Bruker Daltonics and Flex 
Control software of Biotyper. Earlier we expanded the database by introduction of the mass spectra of 40 typical F. tularensis strains 
of the three main subspecies. Results and conclusions. It was shown that the high quality spectrograms were obtained by means of the 
extraction of bacteria with ethanol supplemented with formic acid, as compared with two other methods (extraction matrix or TFA). 
According to the data received, the typical virulent strains of tularemia agent of the three main subspecies have significant differences 
in the major peaks of protein profiles. This suggests that MALDI-TOF MS can be used for the subspecies differentiation of F. tularen-
sis. However, a comparative study of the protein spectra of virulent and isogenic avirulent F. tularensis strains of the same subspecies 
did not detect any essential differences. We were able to identify only two individual peaks (m/z 4673, 6929) which were characteristic 
of all virulent strains and one peak (m/z 7256) – of all avirulent strains. Thus, MALDI-TOF MS allows for reliable determination of 
the subspecies affiliation of F. tularensis strains but does not allow for evaluation of the strains` virulence. The results indicate that 
MALDI-TOF MS is a useful method for identification of typical and antigen-modified LPS-defective F. tularensis strains.
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ных границ. это определяет необходимость постоян-
ного эпидемиологического контроля за состоянием 
очагов. в то же время полиморфизм клинической 
картины заболевания, отсутствие настороженности 
врачей инфекционистов и снижение иммунной про-
слойки населения увеличивают риск возникновения 
эпидемических осложнений. иллюстрацией может 
служить недавняя вспышка туляремии в ханты-
мансийске, когда на фоне снижения вакцинации на-
селения заболело более 1000 человек [2].

нельзя не учитывать и тот факт, что Francisella 
tularensis может быть использована в биотеррори-
стических целях (список а наиболее опасных ин-
фекционных агентов) [12]. при этом потенциаль-
ным противником возможно применение вариантов 
с измененной антигенной структурой, маркерами 
антибиотикоустойчивости или генетическими моди-
фикациями, что существенно осложнит индикацию 
и идентификацию возбудителя. в связи с вышепере-
численным совершенствование методов лаборатор-
ной диагностики туляремии, которые позволят выяв-
лять не только типичные природные штаммы туля-
ремийного микроба, но и бактерии с измененными 
свойствами, сохраняет свою актуальность.

в настоящее время лабораторная диагностика 
туляремии базируется как на традиционных (бакте-
риологические, биологические, иммунологические, 
аллергические), так и современных молекулярно-
биологических методах (пцр-анализ, иммунохро-
матографические, протеомные). однако выделение 
чистой культуры и идентификация возбудителя тру-
доемки и требуют нескольких дней, иммунологиче-
ские методы эффективны не ранее, чем с 7-го дня за-
болевания. более того, большинство серологических 
методов (ра, рнга, иФа, их-тесты), основанных на 
детекции антител против специфических эпитопов 
лпс, становятся малоинформативными при измене-
нии антигенной структуры туляремийного микроба.

безусловными преимуществами обладают 
молекулярно-биологические методы – пцр- и 
масс-спектрометрический анализ. например, пцр 
позволяет в течение 3 ч определить наличие в про-
бе от 102 до 103 м.к., включая антиген-измененные 
штаммы. вместе с тем присутствие в пробе конта-
минации (днк других бактерий) может приводить 
к ложноположительным результатам или ингибиро-
вать реакцию [8].

MALDI-TOF уже зарекомендовал себя как высо-
коспецифичный и быстрый метод при идентифика-
ции различных микроорганизмов. так, база данных 
MALDI-TOF Biotyper включает белковые профили 
более 4000 видов бактерий. однако в поставляемой 
в российскую Федерацию версии идентификацион-
ной базы отсутствуют данные референсных спек-
тров микроорганизмов I–II групп патогенности, в 
том числе возбудителей чумы, холеры, туляремии, 
бруцеллеза, сибирской язвы [1]. более того, масс-
спектрометрическому изучению возбудителя туля-
ремии посвящено незначительное количество работ, 

которые выполнены, в подавляющем большинстве, 
на ограниченном наборе типичных природных 
штаммов [1, 9, 10]. результаты единичных исследо-
ваний, посвященных белковому профилированию 
антиген-измененных вариантов, не позволяют сде-
лать однозначные выводы о возможности использо-
вания масс-спектрометрии при их идентификации 
и оценке вирулентности. в этой связи представляет 
интерес накопление экспериментальных данных по 
характеристике белковых профилей более широкого 
набора антиген-измененных штаммов, что и опреде-
лило цель настоящего исследования.

целью исследования было сравнительное изу-
чение белковых профилей типичных вирулент-
ных и изогенных авирулентных лпс-дефектных 
штаммов туляремийного микроба с помощью масс-
спектрометрического анализа.

материалы и методы

в работе использовали 6 родительских виру-
лентных (трех основных подвидов) и 8 изогенных 
авирулентных штаммов F. tularensis, имеющих раз-
личные повреждения в структуре лпс, из авторской 
коллекции д.м.н. н.в.павлович. получение и харак-
теристика антиген-измененных вариантов описаны 
нами ранее [4]. все культуры хранились в лиофили-
зированном состоянии в музее живых культур Фкуз 
«ростовский-на-дону научно-исследовательский про-
тивочумный институт» роспотребнадзора. бакте рии 
выращивали на специальной плотной среде т [3].

изучение антигенных свойств штаммов прово-
дили с помощью рнат с туляремийным антигенным 
эритроцитарным диагностикумом (производства 
Фкуз «ставропольский научно-исследовательский 
противочумный институт» роспотребнадзора) со-
гласно рекомендациям мук 4.2.2939-11 «порядок 
организации и проведения лабораторной диагности-
ки туляремии для лабораторий территориального, 
регионального и федерального уровней».

вирулентность бактерий изучали на моде-
ли беспородных белых мышей, зараженных 101–
108 м.к./мышь, по соотношению павших животных 
к выжившим.

получение спектров исследованных культур 
методом MALDI-TOF масс-спектрометрии прово-
дили с использованием масс-спектрометра Autoflex 
speed III Bruker Daltonics (германия) и программного 
обеспечения Flex Control, идентификацию – с помо-
щью программы Biotyper, база данных которой была 
расширена нами ранее внесением масс-спектров 40 
типичных штаммов F. tularensis трех основных под-
видов (государственная регистрация базы данных 
№ 2014621080 от 04.08.2014 г.).

для оценки влияния пробоподготовки на каче-
ство получаемых спектров образцы из авирулентных 
антиген-измененных штаммов экстрагировали с по-
мощью 3 методов: экстракция органическим раство-
рителем (α-циано-гидроксикоричная кислота, мат-
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рица), тФу и этанолом/муравьиной кислотой. во всех 
случаях в качестве матрицы использовали α-циано-
гидроксикоричную кислоту. пробоподготовку образ-
цов вирулентных штаммов (II группа патогенности) 
проводили методом экстракции этиловым спиртом 
и муравьиной кислотой в соответствии с рекомен-
дациями мр 4.2.0089-14 «использование метода 
времяпролетной масс-спектрометрии с матрично-
активированной лазерной десорбцией/ионизацией 
(MALDI-TOF MS) для индикации и идентификации 
возбудителей I–II групп патогенности».

конвертацию полученных raw-файлов прово-
дили с использованием программы ProteoWizard [6], 
нормализацию и выравнивание пик-листов – с по-
мощью программы MassUp [11]. построение ден-
дрограмы проводили с использованием программы 
MALDI-Tree (Фкуз «ростовский-на-дону научно-
исследовательский противочумный институт» рос-
потребнадзора). при этом соседние пики, отлича-
ющиеся на 3 и менее m/z, расценивали как один и 
тот же пик.

результаты и обсуждение

проведенное нами ранее исследование свойств 
антиген-измененных штаммов показало, что, в от-
личие от родительских вирулентных штаммов туля-
ремийного микроба, 6 из 8 вариантов не вступали в 
реакцию с туляремийным антигенным эритроцитар-
ным диагностикумом (рнат) (≥ 108 м.к./мл) и не вы-
зывали гибель лабораторных животных при больших 
дозах заражения (DCL ≥ 106 м.к). эти штаммы синте-
зировали R-лпс, полностью лишенный о-полисаха-
рид ной цепи. два из 8 антиген-измененных штам-
мов взаимодействовали с диагностикумом в рнат 
(107–8 м.к./мл), однако характеризовались снижен-
ной ви рулентностью для белых мышей (DCL – 104– 
105 м.к.). при этом они обладали дефектным S-лпс, 
отличающимся по частотному распределению и 
электрофоретической подвижности от S-лпс роди-
тельских типичных штаммов.

с целью оценки влияния методов пробоподго-
товки на качество снимаемых спектров использова-
ли экстракцию белков из авирулентных вариантов 

с помощью органического растворителя (матри-
ца), тФу или этилового спирта/муравьиной кисло-
ты. сравнительный анализ показал, что наиболее 
качественные спектры получены при спиртовой 
экстракции. в частности, именно этот метод обе-
спечивал максимальное количество четких пиков. 
подтверждением могут служить дендрограммы 
штаммов, обработанных разными методами, когда 
именно экстракция этиловым спиртом приводила к 
четкому распределению штаммов на четыре класте-
ра, соответствующие трем основным подвидам с вы-
соким уровнем достоверности (Score ≥2,3), рисунок. 
интересно, что один штамм, относящийся по биоло-
гическим и биохимическим свойствам к F. tularensis 
subsp. tularensis, образовывал отдельный кластер. в 
случае использования других методов пробоподго-
товки столь четких результатов не получено. наши 
результаты согласуются с данными M.Drevinek 
et al. (2012), которые продемонстрировали, что мак-
симальный выход белков при наилучшем соотноше-
нии уровня сигнал/шум в отношении возбудителей 
чумы, сапа, мелиоидоза, туляремии и бруцеллеза 
обеспечивает именно экстракция этиловым спиртом 
и муравьиной кислотой [7].

следующий этап исследования включал срав-
нительное изучение белковых профилей типичных и 
антиген-измененных штаммов возбудителя туляре-
мии. как установлено, вне зависимости от структуры 
лпс (родительский S-, мутантный R или дефектный 
S-лпс) все исследованные вирулентные и авиру-
лентные штаммы характеризовались идентичными 
белковыми профилями с незначительными индиви-
дуальными различиями по пикам малой интенсивно-
сти. анализ полученных белковых профилей виру-
лентных и авирулентных лпс-дефектных штаммов 
туляремийного микроба суммирован в таблице.

согласно полученным данным, типичные ви-
рулентные штаммы туляремийного микроба трех 
основных подвидов имеют существенные разли-
чия в мажорных пиках, что позволяет использовать 
MALDI-TOF MS для проведения подвидовой диффе-
ренциации. вместе с тем при сравнительном изуче-
нии белковых спектров вирулентных и авирулентных 
штаммов F. tularensis принципиальных отличий не 
выявлено. при этом нам удалось обнаружить единич-

дендрограмма, полученная на основе кластерного анализа об-
разцов с обработкой этиловым спиртом и муравьиной кислотой

сравнительный анализ пиков высокой интенсивности у штаммов 
туляремийного микроба, отличающихся по подвидовой  

принадлежности и уровню вирулентности  
для лабораторных животных

Штаммы F. tularensis  
трех основных подвидов пики, m/z

subsp. tularensis (ае-261 cap+, 
вирулентный)

5767, 5810, 6580, 8104, 11532

subsp. holarctica (503 cap+, 
вирулентный)

2748, 3338, 3438, 4452, 5145, 5243, 5312, 
5555, 6610, 8904, 10289, 13217

subsp. mediasiatica (543 cap+, 
вирулентный)

2030, 2440, 2473, 2553, 3120, 3231, 3274, 
3862, 4393, 4517, 4929, 6707, 7326, 7348, 

8961

Штаммы Cap+ (вирулентные) 4673, 6929

Штаммы Cap– (авирулентные) 7256
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ные масс-спектры m/z 4673, 6929, характерные для 
вирулентных, и m/z 7256 – для авирулентных штам-
мов. нельзя исключить, что они коррелируют со сте-
пенью вирулентности возбудителя туляремии, однако 
это предположение нуждается в подтверждении с ис-
пользованием других программ для анализа белков с 
помощью масс-спектрометрического анализа.

результаты проведенного исследования показа-
ли, что метод MALDI-TOF может быть использован 
при идентификации как типичных, так и антиген-
измененных штаммов туляремийного микроба, име-
ющих повреждения в структуре лпс.

таким образом, в настоящее время отсутствуют 
достоверные сведения о возможности циркуляции 
в природных очагах антиген-измененных вариан-
тов возбудителя туляремии с ослабленной патоген-
ностью. однако активность эндемичных очагов в 
течение длительного времени не позволяет исклю-
чить вероятность существования подобных вари-
антов в природе (например, в межэпизоотийный 
период). при этом использование наиболее широко 
применяемых в эпизоотологических обследованиях 
традиционных методов (бактериологического, се-
рологического или биологического) является мало-
эффективным. поэтому для совершенствования 
эпидемического надзора за туляремией необходимо 
внедрение новых методов, позволяющих идентифи-
цировать как типичные, так и атипичные штаммы 
F. tularensis. одним из таких современных методов 
может быть идентификация бактерий по профилям 
наиболее консервативных рибосомальных белков 
с помощью MALDI-TOF. вместе с тем в литера-
туре мы встретили единственную работу по масс-
спектрометрическому изучению аттенуированных 
мутантов штамма F. tularensis Schu4, дефектных по 
различным генам синтеза лпс. как было показа-
но, такие штаммы имели либо идентичный с роди-
тельским белковый профиль, либо незначительное 
снижение высоты основных пиков в зависимости от 
локализации мутаций [13]. в нашей работе мы про-
вели сравнительный анализ масс-спектров коллек-
ции из 8 изогенных лпс-дефектных (с различными 
повреждениями структуры лпс) и родительских 
вирулентных штаммов трех основных подвидов. 
как установлено, наиболее эффективным методом 
пробоподготовки для возбудителя туляремии яв-
ляется экстракция этиловым спиртом/муравьиной 
кислотой. выявлено, что вне зависимости от подви-
довой принадлежности, степени повреждения лпс 
(дефектный S или R-хемотип) и степени аттенуации 
все измененные варианты возбудителя характеризо-
вались сходным белковым профилем и идентифици-
рованы как F. tularensis соответствующего подвида. 
следовательно, внедрение в практику эпизоотоло-
гического обследования окружающей среды масс-
спектрометрического анализа позволит расширить 
возможность обнаружения антиген-измененных 
культур возбудителя, уклоняющихся от традицион-
ных методов лабораторной диагностики туляремии.

полученные в настоящей работе результаты 
подтверждают сделанные нами ранее выводы о важ-
ной роли лпс в реализации патогенных свойств 
туляремийного микроба [5]. можно предположить, 
что различия у вирулентных и авирулентных штам-
мов касаются не качественной композиции белков, а 
их, по-видимому, различной функциональной актив-
ности. нельзя исключить также, что существенное 
значение при этом имеет полноценный лпс, пред-
ставляющий белки в наиболее функционально ак-
тивной форме. однако этот вывод нуждается в более 
углубленном исследовании.

конфликт интересов. авторы подтверждают 
отсутствие конфликта финансовых/нефинансовых 
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северо-восточная часть центрально-азиатской 
зоны природной очаговости чумы представлена 
на территории россии и монголии забайкальским 
степным и тамсаг-булагским (северокеруленским) 
природными очагами. очаги не имеют между собой 
естественных границ, располагаются в идентичных 
ландшафтно-географических условиях, имеют одно-
родный состав животного мира и разделяются толь-
ко пограничной линией.

рекогносцировочное эпизоотологическое обсле-

дование монгольской части трансграничного забай-
кальского природного очага чумы проводилось с 1 
по 16 августа 2017 г. в ходе обследования установ-
лено, что вдоль границы аймака дорнод (монголия)
с забайкальским краем (российская Федерация) чис-
ленность носителей возбудителя чумы находится на 
среднем и низком уровнях. при этом наиболее значи-
мый в эпидемиологическом отношении монгольский 
сурок (тарбаган) представлен лишь единичными эк-
земплярами. массового размножения мелких млеко-
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цель работы – получение данных о состоянии северокеруленского очага чумы монголии, примыкающего с юга 
к забайкальскому степному очагу. проведено рекогносцировочное обследование по чуме на территории аймака 
дорнод силами совместной российско-монгольской группы специалистов. материал исследовали по расширен-
ной схеме с применением бактериологического, биологического, серологического и молекулярно-генетического 
методов. отрицательные результаты исследований на чуму позволяют констатировать отсутствие рисков разви-
тия здесь интенсивных и экстенсивных эпизоотий и завоза возбудителя на российскую территорию. необходимо 
продолжить обследование на территории аймака хэнтий, где отмечено наличие активных очагов чумы. 
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питающих не зарегистрировано. отмечается неравно-
мерное распределение обитаемых нор суслика даур-
ского и полевки брандта, а также малочисленность и 
разобщенность резерватов пищухи даурской.

исследование полевого материала на наличие 
возбудителя Y. pestis проводилось серологическим, 
молекулярно-генетическим (пцр), бактериологиче-
ским и биологическим методами. всего исследовано 
117 суспензий эктопаразитов 14 видов, в том числе 
две нимфы иксодовых клещей, 43 пробы от мелких 
млекопитающих трех видов, 43 погадки хищных птиц 
и костный мозг павшего верблюда, итого 204 пробы.

в ходе исследования полевого материала в 16 
пробах выявлено превышение сигнала флуоресцен-
ции над пороговыми значениями. детекция специ-
фической днк Y. pestis проводилось по «конечной 
точке» с использованием тест-системы «комплект 
реагентов для пцр-амплификации днк возбудите-
ля чумы (Yersinia pestis). Yersinia pestis pla Yersinia 
pestis caf» производства ооо «днк-технология» – 
по стандартному протоколу для детектора флуорес-
центного «джин» (формат FLASH) (ооо «днк-
технология»). при обнаружении положительных 
находок днк чумного микроба в образцах прово-
дилось их дополнительное исследование с помо-
щью тест-системы «набор реагентов «амплисенс 
Yersinia pestis-FL» (Фкуз «российский научно-
исследовательский противочумный институт 
«микроб») по адаптированной программе амплифи-
кации для четырехканального днк-амплификатора 
«терцик» (ооо «днк-технология»). в связи с тем, 
что полученные по двум тест-системам пороговые 
значения «генопозитивных образцов» не превышали 
показатели положительных контролей, результаты 
исследований интерпретировались как предвари-
тельные и подлежали дальнейшему более углублен-
ному изучению на базе стационарных лабораторий 
национального цента по изучению зоонозных ин-
фекций министерства здравоохранения монголии.

для подтверждения полученных результатов 
полевой материал был исследован группой монголь-
ских и российских специалистов по расширенной 
схеме, включавшей, помимо применения серологи-
ческого и молекулярно-генетического методов, бак-
териологический и биологический.

при серологическом исследовании материала с 
использованием диагностических препаратов про-
изводства ргкп «казахский научный центр каран-
тинных и зоонозных инфекций им. м.айкимбаева» 
кгсэн мз рк (ртнга, рнга, рнат и рнаг) и тест-
системы иммуноферментной для выявления анти-
тел к чумному микробу (иФа-ат-Ф1 Yersinia pestis) 
производства Фкуз «российский научно-исследо-
вательский противочумный институт «микроб» по-
ложительных результатов не зарегистрировано.

для окончательного подтверждения или опро-
вержения результатов полевых пцр исследований 
использовались «тест-система для выявления днк 
Yersinia pestis методом полимеразной цепной реак-

ции (генпест)» и «набор реагентов для выявления 
днк Yersinia pestis методом полимеразной цеп-
ной реакции с гибридизационно-флуоресцентным 
учетом результатов в режиме реального време-
ни (ген Yersinia pestis индикация – ргФ)» (Фкуз 
«российский научно-исследовательский противо-
чумный институт «микроб»). результаты дополни-
тельных молекулярно-генетических исследований 
свидетельствуют об отсутствии в пробах специфи-
ческих участков днк Yersinia pestis. выявлено пре-
вышение сигнала флуоресценции в 16 пробах, полу-
ченных при использовании тест-систем «комплект 
реагентов для пцр-амплификации днк возбудите-
ля чумы (Yersinia pestis). Yersinia pestis pla Yersinia 
pestis caf» и «набор реагентов «амплисенс Yersinia 
pestis-FL» в совокупности с низкими пороговыми 
значениями трактовались нами как детекция неспе-
цифических продуктов реакции.

результаты совместного международного реког-
носцировочного эпизоотологического обследования 
монгольской части забайкальского степного природ-
ного очага чумы свидетельствуют о том, что в слу-
чае обострения эпизоотической ситуации по чуме в 
восточной монголии, развитие эпизоотий разлитого 
типа на данной территории в настоящее время мало-
вероятно, при этом не исключаются потенциальные 
риски возникновения локальных проявлений инфек-
ции. в связи с этим риск завоза возбудителя чумы с 
обследованной территории монголии на прилегаю-
щие приграничные участки российской Федерации в 
данный момент находится на низком уровне. однако 
наличие активных природных очагов чумы на терри-
тории соседнего аймака хэнтий требует продолжения 
обследовательских работ для определения степени их 
активности и возможности обострения эпидемиолого-
эпизоотологической ситуации по чуме.
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Д.а.левченко, В.Д.кругликов, и.В.архангельская, м.и.ежова, Э.а.москвитина, с.В.Титова 

аналиЗ реЗультатоВ мониторинга холернЫх ВиБрионоВ В оБъеКтах  
оКружающей СредЫ на админиСтратиВнЫх территориях роССии С помощью 

гиС «холера 1989–2014»
ФКУЗ «Ростовский-на-Дону научно-исследовательский противочумный институт», Ростов-на-Дону,  

Российская Федерация 

цель настоящей работы заключалась в сравнительном анализе результатов мониторинговых исследований 
штаммов Vibrio cholerae, выделенных на территориях федеральных округов, входящих в них субъектов и из 
конкретных водных объектов в период 2006–2016 гг. на основе методологии с использованием пополняемой 
геоинформационной системы «холера 1989–2014» проведено сравнительное изучение динамики выделения и 
биологических свойств 586 штаммов холерных вибрионов о1, о139 и р-вариантов, изолированных из водных 
объектов окружающей среды на административных территориях россии. в результате установлено, что штам-
мы Vibrio cholerae различных серогрупп обнаруживались на территории всех федеральных округов, но не всех 
субъектов, входящих в них. показано, что за изучаемый период наибольшее количество изолированных штаммов 
было зарегистрировано в Южном федеральном округе. подавляющее количество штаммов холерных вибрио-
нов, выделенных в стране, являлись нетоксигенными. отмечено, что на фоне эпидблагополучия продолжалось 
обнаружение единичных эпидзначимых штаммов (ростовская область). Штаммы ctxA–tcpA+ обнаруживались в 
Южном, дальневосточном и северо-западном федеральных округах. установлено, что до 2013 г. в пяти субъ-
ектах штаммы холерных вибрионов о1 и о139 в водных объектах не обнаруживались. нетоксигенные штаммы 
холерных вибрионов о1 эль тор серовара огава превалировали на территориях Южного и уральского, а серовара 
инаба – на территории остальных федеральных округов. наиболее часто выделялись нетоксигенные штаммы 
Vibrio cholerae о1 с фаготипом 15, а изоляты с фаготипами 4, 5, 10, 14 и 17 встречались только на территории 
Южного федерального округа. полученные данные обозначили подход, способствующий комплексной оценке 
эпидситуации по холере на территории россии, и подчеркнули перспективы применения гис для повышения 
эффективности мониторинга холерных вибрионов в водных объектах окружающей среды.

Ключевые слова: геоинформационная система, федеральные округа россии и их субъекты, объекты окружаю-
щей среды, холерные вибрионы, фено- и генотип. 
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с позиции многофакторной оценки эпидемио-
логической ситуации по холере в нашей стране пред-
ставляется целесообразным проведение выборочно-
го анализа комплексных результатов мониторинга 
холерных вибрионов в объектах окружающей среды 
(оос) на основе административного деления терри-
тории российской Федерации (рФ), в частности, за 
последнее десятилетие. 

цель настоящей работы заключалась в сравни-
тельном анализе результатов мониторинговых ис-
следований по параметрам, характеризующим ко-
личество и биологические свойства штаммов Vibrio 
cholerae различных серогрупп и токсигенности, 
выделенных на территориях федеральных округов 
(Фо), входящих в них субъектов и из конкретных во-
дных объектов в период 2006–2016 гг.

в работе использовано 586 штаммов холерных 
вибрионов с различной фенотипической и генети-
ческой характеристикой, идентифицированных в 
референс-центре по мониторингу холеры на терри-
тории российской Федерации. выборку штаммов 
по заданным параметрам осуществляли с помощью 
авторской пополняемой геоинформационной систе-
мы (гис) «холера 1989–2014» [1, 2]. в гис вош-
ли данные по ретроспективному анализу динамики 
выделения, характеристике фено- и генотипических 
свойств ранее изолированных штаммов, а также по 
количественной динамике обнаружения и результа-
там идентификации вновь выделенных штаммов на 
разных административных территориях нашей стра-
ны в 2015 и 2016 гг. [3]. 

при проведении анализа результатов монито-
ринга холерных вибрионов в оос на территории 
россии, в первую очередь, нами установлено, что 
из 586 штаммов V. cholerae, выделенных из оос за 
изучаемый период, наибольшее их количество (398) 
обнаружено на территории Южного федерального 
округа (ЮФо). обобщение данных по анализу дина-
мики выделения V. cholerae на территории ЮФо по 
субъектам и конкретным оос показало, что с 2006 
по 2016 год изолировано наибольшее количество на 
территории шести субъектов: республик калмыкия 
и крым, краснодарского края, астраханской, 
волгоградской и ростовской областей. в республике 
калмыкия нетоксигенные штаммы холерных ви-
брионов о1 эль тор и р-вариант выделены из девяти 
оос. наибольшее количество культур V. cholerae о1 
El Tor выделено из пр. заячий (79 штаммов). кроме 
того, среди изолированных нетоксигенных штаммов 
холерных вибрионов о1 эль тор обнаружены 18 
штаммов с генетической характеристикой ctx–tcpA+. 
краснодарский край условно занимал второе место 
по количеству выделенных из оос нетоксигенных 
штаммов холерных вибрионов о1 эль тор. так, наря-
ду с выделением трех штаммов V. cholerae о1 Ogawa 
из р. агура в 2007 г. и по одному штамму V. cholerae 
о1 Inaba из р. мацеста в 2007 г. и из азовского моря 
в 2013 г., стоит отметить, что в 2015 г. в референс-
центре идентифицировано 98 нетоксигенных штам-

мов V. cholerae о1 El Tor Inaba одного клона, изо-
лированных из р. агура в течение трех месяцев, что 
связано с созданием на то время благоприятных усло-
вий для роста и размножения этих микроорганизмов. 
в 2016 г. на данной территории штаммов V. cholerae 
о1 El Tor не выделено [3]. ростовская область (ро) 
за исследуемый период занимала третье место по 
количеству выделенных штаммов холерных вибрио-
нов о1 из оос из рек дон и темерник. только на 
территории данного субъекта на фоне эпидемиче-
ского благополучия регистрировалось обнаружение 
токсигенных штаммов V. cholerae о1 El Tor Inaba 
(по одному в 2011 г. – азовское море, таганрогский 
залив пляж «солнечный» и в 2014 г. – р. темерник 
соответственно). а также были установлены слу-
чаи выделения штаммов холерных вибрионов о1 
эль тор с генетической характеристикой ctxA–tcpA+ 
(семь). на территории республики крым из оос вы-
делено четыре нетоксигенных штамма, из которых 
три – V. cholerae O1 El Tor Inaba (р. салгир, 2014 г.) 
и один – V. cholerae O1 El Tor Ogawa (р. водопадная, 
2016 г.). на территории астраханской области изо-
лировано пять нетоксигенных штаммов холерных 
вибрионов о1 инаба эль тор (три – из р. волга и 
два – из р. енотаевка, 2012 г.). в волгоградской об-
ласти – три нетоксигенных штамма V. cholerae O1 
Inaba El Tor (два – из р. сухона и одна – из р. човка, 
2010 г.). 

на территории дФо установлено выделение 
48 нетоксигенных штаммов холерных вибрионов 
о1 эль тор из открытых водоемов трех субъек-
тов рФ: республика саха (якутия), приморский и 
хабаровский края. территория приморского края за-
нимала четвертое место по количественному обнару-
жению штаммов холерных вибрионов о1 и р-вариант 
в оос (40 штаммов). из оос хабаровского края 
изолировано шесть нетоксигенных штаммов холер-
ных вибрионов: два штамма V. cholerae P-вариант из 
р. амур – 2006 г., один штамм V. cholerae O1 El Tor 
Inaba из р. черная – 2006 г., два штамма V. cholerae 
O1 El Tor Ogawa (ctxA–tcpA+) из р. черная – 2013 г. и 
один штамм с такой же характеристикой изолирован 
из стоков – 2016 г. на территории республики саха 
за исследуемый период только в 2009 г. выделено по 
одному штамму холерных вибрионов о1 эль тор 
огава из двух озер (сергилях и хатынг-Юрях).

на территории сибирского федерального окру-
га (сФо), по данным гис, за исследуемый период 
выделено 65 нетоксигенных штаммов холерных ви-
брионов эль тор из оос в шести субъектах, входя-
щих в состав данного округа: республики бурятия, 
алтайский, забайкальский края, иркутская, 
кемеровская, новосибирская области. в иркутской 
области изолировано 24 нетоксигенных штаммов 
холерных вибрионов с различной фенотипической 
характеристикой, а именно: 17 штаммов V. chole-
rae O1 Inaba El Tor обнаружено в следующих оос: 
р. ангара (пять штаммов в 2011 г. и один – в 2015 г.), 
р. ушаковка (один – в 2009 г.), р. сарафановка (че-
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тыре – в 2010 г., два – в 2013 г.), р. иркут (один – в 
2010 г.), р. белая (один – в 2011 г.), а также озеро у 
храма михаила архангела (два – в 2010 г.). одна 
культура V. cholerae O1 Ogawa El Tor была изолиро-
вана из р. ангара в 2009 г. нетоксигенные штаммы 
холерных вибрионов о139 и р-варианта выделены 
из р. ангара в 2006 г. (пять и один соответственно). 
в новосибирской области в 2006 г. из р. обь было 
выделено по одному штамму V. cholerae O1 Ogawa El 
Tor и р-вариант. на территории забайкальского края 
из открытых водоемов изолирован 33 нетоксигенных 
штамма холерных вибрионов. культуры холерных 
вибрионов о1 инаба эль тор изолированы из следу-
ющих оос: р. борзянка (один – в 2008 г.), р. ингода 
(по одному – 2008 и 2015 гг.), р. борзя (десять – в 
2016 г., по два – в 2010 и 2015 гг., по одному – в 2009, 
2011, 2012 гг. соответственно), р. читинка (три – в 
2015 г., один – в 2016 г.), оз. кенон (два – в 2013 г. 
и по одному штамму в 2014 и 2015 гг.), оз. харанор 
(один – в 2012 г.). а также установлено выделение 
штаммов V. cholerae O1 Ogawa El Tor из рек читинка 
(два – в 2009 г.) и борзя (по одному в 2012 и 2013 гг. 
соответственно). на территории алтайского края из 
оос изолировано по одному штамму V. cholerae O1 
El Tor Inaba из р. обь в 2009 г. и V. cholerae O1 El Tor 
Ogawa из р. барнаулка в 2011 г. в кемеровской обла-
сти в 2011 г. выделено два штамма холерных вибрио-
нов о1 инаба эль тор из рек бачат и малый бачат. 
что касается республики бурятия, то за изучаемый 
период из р. селенга выделено два нетоксигенных 
штаммов V. cholerae O1 El Tor Inaba в 2013 г. V. cho-
lerae O1 El Tor Ogawa в 2016 г.

на территории приволжского федерального 
округа (пФо) изолировано 14 штаммов нетоксиген-
ных холерных вибрионов на двух административных 
территориях (республика татарстан и кировская об-
ласть). из оос кировской области выделено девять 
нетоксигенных штаммов холерных вибрионов из 
р. вятка: четыре штамма холерных вибрионов о1 
эль тор инаба в 2002 г. и пять – в 2007 г. на тер-
ритории республики татарстан изолировано пять 
нетоксигенных штаммов холерных вибрионов о1 
инаба эль тор из следующих водоемов рек: меша 
(три штамма – в 2011 г.), волга (один – в 2012 г.), ик 
(один – в 2016 г.).

в центральном федеральном округе (цФо) в 
разные годы выделен 21 штамм холерного вибрио-
на на территории трех субъектов: воронежская, 
липецкая, московская области. наибольшее ко-
личество штаммов V. cholerae (12) изолировано 
в московской области. установлено выделение 
культур холерных вибрионов о139 серогруппы из 
р. москва в 2006 и 2008 гг. (по одному штамму соот-
ветственно). в 2011 г. отмечено выделение штаммов 
V. cholerae O1 Inaba El Tor (один штамм) и V. cholerae 
O1 Ogawa El Tor (шесть штаммов). в 2012 г. выделен 
один штамм холерного вибриона о1 огава эль тор 
из р. москва. обнаружены единичные случаи выде-
ления нетоксигенных культур холерных вибрионов 

о1 инаба эль тор в 2014 г. из курьяновской станции 
аэрации и в г. рыбное. на территории воронежской 
области из оос в 2007 г. изолировано восемь неток-
сигенных штаммов холерных вибрионов о1 эль тор 
инаба из р. битюг. из водоемов липецкой области 
в 2011 г. изолирована одна нетоксигенная культура 
V. cholerae O1 El Tor Ogawa.

на территории уральского федерального окру-
га (уФо) выделено 26 нетоксигенных штаммов хо-
лерных вибрионов на территории трех субъектов 
(свердловская, тюменская и челябинская области). 
из водоемов свердловской области изолировано 
девять штаммов со следующими фенотипическими 
характеристиками: пять культур холерных вибрио-
нов о1 эль тор огава (оз. червяное, 2008 г.), четы-
ре штамма V. cholerae O1 El Tor Inaba (калиновские 
разрезы – 2016 г.). на территории тюменской обла-
сти выделено 14 штаммов, из которых 13 относились 
к V. cholerae O1 Ogawa El Tor (оз. верхнее кривое, 
2012 г.), а одна культура холерного вибриона о1 эль 
тор инаба, которая была выделена из стоков в 2008 г. 
из оос челябинской области изолировано три штам-
ма V. cholerae O1 Inaba El Tor, из пруда пос. кирзавод 
(один – в 2012 г.), оз. курочкино (один – в 2015 г.) и 
мостки (один – в 2016 г.).

на территории северо-кавказского федераль-
ного округа (с-кФо) в 2006 г. в водоемах ставро-
польского края обнаружено четыре нетоксигенных 
штамма холерных вибрионов о1 эль тор инаба: из 
рек подкумок (три) и кума (один).

на территории северо-западного федераль-
ного округа (с-зФо) изолировано десять штаммов 
холерных вибрионов, выделенных на территориях 
пяти субъектов (республика коми, архангельская, 
калининградская, ленинградская, псковская об-
ласти). в оос ленинградской, псковской и 
архангельской областей выделено по одному штам-
му холерных вибрионов о1 эль тор инаба из рек 
нева (2009 г.), великая (2014 г.) и северная двина 
(2009 г.). на территории калининградской области 
изолировано два штамма V. cholerae O1 Inaba El Tor 
из р. неман (2014 г.). в республике коми в 2013 г. 
обнаружены четыре штамма холерных вибрионов 
о1 эль тор инаба (три – из р. вычегда и один – из 
р. сысола). в 2016 г. из р. вычегда выделен штамм 
V. cholerae O1 El Tor Ogawa (ctxA–tcpA+). 

таким образом, в результате проведенного ана-
лиза результатов мониторинга холерных вибрио-
нов из оос на основе административного деле-
ния территории россии установлено, что штаммы 
V. cholerae различных серогрупп обнаруживались на 
территории всех Фо рФ, но не всех субъектов, вхо-
дящих в них. показано, что за период 2006–2016 гг. 
наибольшее количество изолированных штаммов за-
регистрировано в ЮФо. подавляющее количество 
штаммов холерных вибрионов о1, о139 и р-варианта 
являлись нетоксигенными (584 из 586). среди них 
встречались штаммы холерных вибрионов с генети-
ческой характеристикой ctxA–tcpA+ только в ЮФо, 
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дФо и сзФо. холерные вибрионы о139 серогруп-
пы с 2013 по 2016 год из оос на всех администра-
тивных территориях рФ не выделены. полученные 
данные, определившие новизну исследования, обо-
значили подход, способствующий комплексному и 
конкретному отражению эпидситуации по холере 
на территории россии, и подчеркнули перспективы 
применения гис для повышения эффективности 
мониторинга оос на V. cholerae. 
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