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Уважаемые коллеги!

Научно-практический журнал «Проблемы особо опасных инфекций» отмечает свой 
50-летний юбилей – 30 августа 1968 года подписан в печать его первый номер. 

Журнал «Проблемы особо опасных инфекций» стал первым научным периодическим 
изданием, выпускаемым учреждением противочумной системы – Российским научно-
исследовательским противочумным институтом «Микроб» Роспотребнадзора. С самого 
начала своего существования журнал стал платформой для научных дискуссий по широ-
кому кругу вопросов, касающихся изучения особо опасных инфекционных болезней. На его 
страницах публикуют свои статьи и аналитические обзоры как ведущие отечественные и 
зарубежные ученые, так и молодые специалисты противочумных институтов и практиче-
ских учреждений. 

Сегодня журнал востребован и пользуется заслуженным авторитетом у научной и ме-
дицинской общественности. Его читательская аудитория и авторы – это исследователи, 
врачи и специалисты из Российской Федерации и государств-участников СНГ, работающие 
в области микробиологии, эпидемиологии, эпизоотологии, иммунологии, генетики, биотех-
нологии, диагностики и профилактики особо опасных и природно-очаговых инфекций, обес-
печения биологической безопасности и санитарной охраны территории. 

В состав редакционного совета и редакционной коллегии журнала входят ведущие уче-
ные России, стран СНГ и дальнего зарубежья. 

Значительный вклад в успешное решение задач, стоящих перед журналом, принадле-
жит коллективу редакции, сотрудников которой отличает высокий профессионализм и ис-
кренняя заинтересованность в улучшении работы журнала.

Всего за прошедшие 50 лет вышло 136 номеров. За это время изменился формат и ди-
зайн издания, повысилась его информативность, создан современный сайт журнала с ан-
глоязычной версией. 

Журнал «Проблемы особо опасных инфекций» многие годы входит в Перечень ведущих 
рецензируемых научных журналов и изданий Высшей аттестационной комиссии. Он вклю-
чен в Реферативный журнал и базы данных ВИНИТИ, индексируется в Российском индексе 
научного цитирования (РИНЦ) и размещен в Научной электронной библиотеке.

Сердечно поздравляю вас с юбилеем и желаю журналу «Проблемы особо опасных инфек-
ций» долголетия, процветания и новых успехов.

Руководитель Федеральной службы по надзору в сфере защиты прав потребителей и 
благополучия человека, Главный государственный санитарный врач Российской Федерации 

А.Ю. Попова
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в 2018 г. научно-практический журнал «пробле-
мы особо опасных инфекций» отмечает свой 50-
летний юбилей. 

с первых лет существования российский 
научно-исследовательский противочумный инсти-
тут «микроб», старейшее в россии противочумное 
научно-исследовательское учреждение, стал зани-
маться издательской деятельностью – уже в 1922 г. 
начал выходить журнал «вестник микробиологии, 
эпидемиологии и паразитологии». в состав его ред-
коллегии в разные годы входили такие известные 
ученые, как н.н. жуков-вережников, и.г. иофф, 
е.и. коробкова, м.п. покровская, е.н. павловский, 
в.м. аристовский. «вестник микробиологии, эпи-
демиологии и паразитологии» печатался вплоть 
до 1941 г. в дальнейшем издавались тематические 
сборники научных трудов противочумных учрежде-
ний страны. 

журнал «проблемы особо опасных инфекций» 
издается с 1968 г., 30 августа был подписан в печать 
его первый номер. изначально это был рецензируе-
мый периодический сборник, выходивший шесть 
раз в год. первым главным редактором и пред-
седателем редакционного совета был профессор 
н.и. николаев. в редколлегию входили ведущие 
специалисты института «микроб»: а.к. адамов, 
п.и. анисимов, е.э. бахрах, с.н. варшавский, 
м.н. джапаридзе, в.п. козакевич, б.к. Фенюк и 
другие. редакционный совет был представлен со-
трудниками республиканских противочумных стан-
ций и научно-исследовательских институтов проти-
вочумной системы ссср. в обращении к читателям, 
опубликованном в первом выпуске, было отмечено, 
что тематика публикаций будет охватывать вопро-
сы, «… входящие в сферу научной и производ-
ственной деятельности противочумных учрежде-
ний страны». так 50 лет назад было создано первое 
в нашей стране уникальное научное периодическое 
издание, специализирующееся на освещении широ-
кого круга проблем особо опасных инфекционных 
болезней. на его страницах печатались работы как 
известных ученых, основоположников научных те-
орий, ставших классикой отечественной микробио-
логии, эпидемиологии, инфекционной иммуноло-
гии, так и начинающих специалистов, получивших 
возможность публиковать результаты своих первых 
исследований.

всего за прошедшие 50 лет вышло 136 номе-
ров журнала. за это время изменился формат и ди-

зайн издания, создан сайт журнала. коллективом 
редакции и редакционной коллегией журнала про-
водится большая работа по улучшению его научно-
го контента и издательских характеристик. журнал 
зарегистрирован в книжной палате, имеет между-
народный стандартный номер сериальных изданий 
(ISSN), включен в реферативный журнал и базы 
данных винити. сведения о журнале ежегодно 
публикуются в международной справочной систе-
ме по периодическим и продолжающимся изданиям 
«Ulrich’s Directory». с 2001 г. журнал «проблемы 
особо опасных инфекций» входит в перечень веду-
щих рецензируемых научных журналов и изданий 
высшей аттестационной комиссии. он индексиру-
ется в российской национальной библиографиче-
ской базе данных научного цитирования (ринц) 
и размещен на платформе научной электронной 
библиотеки. выпуски журнала имеются в фондах 
национальной медицинской библиотеки сШа. 
журнал распространяется по подписке, подпис-
чиками являются органы, организации и учреж-
дения роспотребнадзора и профильные научно-
исследовательские институты россии.

главный редактор журнала – академик ран, док-
тор медицинских наук, профессор в.в. кутырев. в 
состав редакционного совета и редакционной колле-
гии входят известные ученые и специалисты россии 
и зарубежных стран. 

в журнале «проблемы особо опасных инфек-
ций» публикуются работы ведущих ученых про-
фильных научных учреждений россии и стран снг, а 
также специалистов практического здравоохранения. 
журнал продолжает развиваться и совершенство-
ваться, открывать новые имена ученых, публиковать 
результаты передовых исследований, освещать дис-
куссионные вопросы. сегодня журнал «проблемы 
особо опасных инфекций» является единственным 
в российской Федерации научно-практическим из-
данием, специализирующимся на освещении акту-
альных проблем особо опасных инфекционных бо-
лезней, санитарной охраны территории российской 
Федерации и государств-участников снг, а также 
вопросов обеспечения противоэпидемической защи-
ты населения от биологических угроз. 

Редакционная коллегия и редакционный со-
вет журнал «Проблемы особо опасных инфекций» 
поздравляют авторов и читателей журнала с 
Юбилеем и выражают уверенность в его дальней-
шем успешном развитии.

Уважаемые коллеги!
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вирус марбург впервые выявлен в 1967 г. в 
германии и Югославии у научных сотрудников, 
контактировавших с тканями инфицированных аф-
риканских зеленых мартышек (Cercopithecus aethi-
ops), импортированных из уганды [1]. в настоящее 
время семейство Filoviridae объединяет два рода ви-
русов с однотипной морфологией вирионов и струк-
турой генома – Marburgvirus (MARV) и Ebolavirus 
(EBOV), опасных для человека и приматов, а также 
род Cuevavirus, патогенность которого для людей и 
приматов пока не изучена [2].

в 1988 и 1990 гг. в россии произошло два слу-
чая лабораторного инфицирования MARV (штамм 

Рорр), первый оказался смертельным [3, 4]. крупная 
вспышка лихорадки марбург (лм) зарегистрирована 
в 1998–1999 гг. в восточной провинции республики 
конго, смертность составила 83 %. в ходе вспыш-
ки лм 2005 г. в анголе заболели в основном дети, 
медицинский персонал госпиталя, родственники, 
участвовавшие в традиционных ритуальных проце-
дурах похорон, а также сельские целители. из 252 
заболевших погибло 227 человек (90 %) [5]. случаи 
лм со смертельными исходами зафиксированы в 
2007–2014 гг. [6]. таким образом, с момента откры-
тия MARV от лихорадки погибло более 500 человек 
[7], что кажется немного по сравнению с числом по-
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гибших (11000 человек) в результате самой крупной 
вспышки лихорадки эбола (лэ) африке в 2014–
2015 гг. [8]. однако никто не может гарантировать, 
что вирус марбург в будущем не окажется причиной 
более масштабной вспышки [7].

основной путь инфицирования людей при 
вспышках филовирусных геморрагических лихо-
радок – контактный, через кровь и другие биологи-
ческие жидкости инфицированных животных или 
заболевших людей [4, 9]. экспериментально дока-
занный аэрозольный путь инфицирования приматов, 
морских свинок [10, 11], домашних свиней [12, 13] 
и, возможно, летучих мышей [14] может способство-
вать распространению филовирусов в популяции 
людей, а также стать основой для использования 
этих патогенов в качестве биологического оружия. в 
связи с этим разработка эффективных вакцин против 
филовирусных инфекций актуальна для защиты жи-
телей эндемичных территорий и медицинского пер-
сонала, работающего в очагах эпидемии, а также для 
обеспечения безопасной научной работы в лаборато-
риях BSL-4 [15]. учитывая, что ареалы циркуляции 
филовирусов MARV и EBOV в центральной африке 
перекрываются [16] и, вероятно, имеют один при-
родный резервуар в крыланах Rousettus aegyptiacus 
из семейства Pteropodidae [14, 17], особый интерес 
вызывают работы, направленные на получение би- и 
поливалентных вакцин, содержащих антигены обо-
их видов филовирусов.

учитывая высокую патогенность филовирусов 
для человека, актуальной задачей является выбор экс-
периментальных моделей животных, имитирующих 
развитие филовирусной инфекции у человека. это 
важно как для изучения патогенеза филовирусных 
инфекций, так и для доклинического исследования 
специфической активности и безвредности канди-
датных вакцин. поэтому вопросы оценки эффектив-
ности вакцин против филовирусов, в частности про-
тив вируса марбург, в данном обзоре рассмотрены 
в контексте с существующими экспериментальными 
моделями животных, использующихся для воспро-
изведения патологического процесса, а также с сим-
птомами, которые проявляются у людей, заболевших 
филовирусной инфекцией, вызванной EBOV.

Животные модели. на сегодняшний день не 
изу чена роль домашних животных (собак, кошек и 
свиней) в циклах передачи филовирусов. имеются 
сведения, что, поедая в лесу обезьян, погибших от 
лм и лэ, собаки могут служить источником за-
ражения для людей, при этом у них болезнь может 
протекать бессимптомно [18]. исследование ме-
ханизма проникновения EBOV в чувствительные 
клетки с использованием рекомбинантного вируса 
везикулярного стоматита, содержащего поверхност-
ный гликопротеин (GP) EBOV, показало, что пер-
вичные фибробласты кошек менее восприимчивы 
к GP-опосредованному заражению, чем у человека 
и нечеловекообразных приматов (non-human pri-
mates, NHPs), но более восприимчивы, чем у собак 

[18]. исследование сывороток крови, полученных 
от свиней на двух фермах во время вспышки на 
Филлипинах в 2008 г. филовирусной инфекции, вы-
званной штаммом Reston EBOV, показало наличие 
специфических антител [19]. возможность аэрозоль-
ной передачи EBOV (Zaire) между домашними сви-
ньями подтверждена экспериментально [12]; также 
показана межвидовая аэрозольная передача EBOV 
(Zaire) между домашними свиньями и NHPs [13].

рукокрылые наиболее вероятный носитель воз-
будителя лм, что подтверждается популяционным 
исследованием, показавшим, что процент заражения 
людей, посетивших пещеры (места обитания этих 
животных), выше, чем в среднем по всей популя-
ции местных жителей. недавно продемонстриро-
вана экспериментальная бессимптомная инфекция, 
вызванная MARV (Angola) у Rousettus aegyptiacus. 
начиная с пятых суток, у инфицированных живот-
ных после подкожного заражения наблюдалась ви-
ремия (1,4–3,0 log тцпд50), которая прекращалась 
спустя 12 суток. при помощи пцр в образцах мочи, 
оральных и ректальных мазках, выявили генетиче-
ский материал возбудителя. у здоровых животных, 
подсаженных позже к инфицированным, вирус вы-
являлся в смывах из полости рта, что подтверждает 
гипотезу о персистенции MARV в резервуаре, пред-
ставленном видом Rousettus aegyptiacus [14].

иммунная система кроликов, овец, коз и лоша-
дей в ответ на введение даже больших доз филови-
русов реагируют лишь формированием специфиче-
ских комплементсвязывающих или нейтрализующих 
антител без явных признаков болезни [20–22].

«золотой стандарт» животной модели для лм и 
лэ – нечеловекообразные приматы (non-human pri-
mates, NHPs), так как только эта группа животных 
восприимчива к неадаптированным изолятам фило-
вирусов, а клиническая картина этих инфекций сход-
на с той, которая наблюдается у человека. но из-за 
этических и практических (нет инбредных линий), 
а также и финансовых соображений, более распро-
страненными исследовательскими моделями явля-
ются мелкие инбредные животные (мыши и морские 
свинки), у которых, как правило, болезнь развивает-
ся только при заражении адаптированными штамма-
ми филовирусов [7].

патогенез филовирусов, адаптированных к 
грызунам отличается от патологических состояний, 
развивающихся у человека и NHPs. лихорадка и 
кожная сыпь, которые являются основными клини-
ческими признаками лм и лэ у человека и NHPs, 
отсутствуют у мышей, инфицированных адаптиро-
ванными к ним штаммами филовирусов. у мышей 
так же не всегда развиваются дефекты коагуляции. 
лихорадка появляется у морских свинок, инфици-
рованных адаптированными к ним филовирусами. 
у этих животных отсутствует сыпь, но проявляются 
дефекты коагуляции, включающие снижение коли-
чества тромбоцитов и увеличение времени данного 
процесса.
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из-за этих отличий патогенеза, развивающе-
гося у разных биомоделей, вакцины и терапевти-
ческие препараты, которые продемонстрировали 
эффективность на зараженных адаптированными 
вирусами грызунах, не защищали NHPs, инфици-
рованных вирусами дикого типа. поэтому подбор 
новых моделей грызунов, болезнь у которых луч-
ше бы повторяла симптомы лэ и лм, описанные у 
людей, по-прежнему является актуальной задачей в 
исследовании патогенеза филовирусных инфекций 
и высокопроизводительного скрининга профилакти-
ческих и терапевтических препаратов до их тести-
рования на NHPs [23]. недавно было показано, что 
у сирийских золотистых хомяков, инфицированных 
штаммом Angola MARV, адаптированным к хомякам, 
проявились почти все клинические особенности лм, 
наблюдаемые у людей и NHPs, включая аномалии 
коагуляции, геморрагические проявления, сыпь и на-
рушения иммунного ответа. таким образом, эта био-
модель лм представляет собой подходящий инстру-
мент для дальнейшего анализа патогенеза MARV и 
ускорения разработки терапевтических препаратов 
для лечения заболевших лм людей [24].

Экспериментальные вакцины против ЛМ. 
MARV и EBOV относятся к одному семейству на 
основании строения вирионов и геномной рнк, но 
по антигенной структуре вирусных белков они име-
ют значительные отличия. при этом в 2001 г. появля-
лись сообщения о перекрестной активности антител 
с гетерологичными нативными антигенами в реак-
циях иФа и иммунофлуоресценции. исследования 
с использованием белковых микрочипов показали, 
что антитела сывороток крови людей, переболевших 
лм или лэ, обладают разной степенью перекрест-
ного взаимодействия с гетерологичными инактиви-
рованными MARV и EBOV, а также рекомбинантны-
ми белками GP, NP и VP40 [26].

гликопротеин (GP) формирует шипики на по-
верхности вириона, обеспечивающие проникновение 
филовируса в чувствительные клетки путем рецеп-
торного связывания и слияния с мембраной клеток. 
в составе белка GP выявлено наличие иммуноген-
ных эпитопов, являющихся мишенью нейтрализую-
щих антител. наличие гуморального иммунного от-
вета, направленного на GP, является необходимым и 
достаточным для защиты организма, поэтому усилия 
разработчиков вакцин против филовирусов сконцен-
трированы именно на этом белке [23]. перекрывание 
природных ареалов циркуляции MARV и EBOV за-
ставляют ученых обратить внимание на создание 
двух- (против MARV и EBOV) или трехвалентных 
(против одного штамма MARV и двух штаммов 
EBOV) вакцин [14, 16, 17]. 

Инактивированные вирусные препараты. 
серьезным препятствием для производства вакцин 
против филовирусов на основе инактивированных 
вирусных препаратов для научных сотрудников яв-
ляется высокий риск заражения, вызванный вероят-
ностью неполной инактивации вирусов [26]. кроме 

того, вакцины на основе инактивированных вирусов 
показали противоречивые результаты в отношении 
защиты животных. на основе MARV (штамм Рорр) 
получен вирусный препарат, выращенный на дипло-
идных клетках легкого эмбриона человека (Л68), 
сконцентрированный, очищенный и инактивиро-
ванный 0,05 % раствором формалина или гамма об-
лучением. показано, что двукратная иммунизация с 
интервалом 14 сут при дозе 7 мкг, вызывала форми-
рование специфического гуморального иммунитета 
у морских свинок и обезьян Macaca mulatta, но при 
этом антитела иммунизированных животных не об-
ладали нейтрализующим действием и не защищали 
животных от гибели. более того, зафиксировано усу-
губление патологического процесса у инфицирован-
ных морских свинок, предварительно иммунизиро-
ванных инактивированным MARV. показано также, 
что продолжительность жизни иммунных животных 
была ниже, чем у контрольных животных, заражен-
ных той же дозой вируса [27, 28]. другие исследо-
вания демонстрируют, что иммунизация морских 
свинок цельновирионным MARV (штамм Musoke), 
инактивированным гамма облучением, вызывала на-
работку нейтрализующих антител и обеспечивала 
80 % выживание животных при подкожном и аэро-
зольном заражении летальной дозой вируса [26]. 

ДНК-вакцины. днк-вакцина – генно-инженер-
ная конструкция, кодирующая протективные анти-
гены возбудителя. днк-вакцины дешевле в разра-
ботке и безопасны, в отличие от инактивированных 
вакцин, а также просты в конструировании и могут 
быть быстро приготовлены в ответ на эпидемиче-
скую угрозу. значительным преимуществом являет-
ся стабильность таких препаратов, что может быть 
существенным фактором в африке, где жаркий кли-
мат и слабое развитие инфраструктуры. кроме того, 
иммунизированные лица не имеют иммунитета про-
тив днк-вакцин (как в случае вирусных векторов, 
см. ниже) и из-за профиля безопасности их можно 
вводить иммунодефицитным пациентам, что чрез-
вычайно важно, учитывая высокий процент вич-
инфицированных в странах африки [29]. плазмиды, 
кодирующие GP MARV (Musoke или Ravn), при вве-
дении подкожно в дозе 10 мкг трех- и четырехкратно, 
продемонстрировали эффективную защиту морских 
свинок против летальной дозы каждого гомологично-
го штамма, адаптированного к этим животным. при 
трехкратном подкожном введении по 20 мкг днк-
вакцины, кодирующей GP MARV Musoke, защита 
зафиксирована только в 67 % от числа инфициро-
ванных Cynomolgus macaques [30]. четырехкратное 
введение внутримышечно по 4 мг днк-вакцины, 
кодирующей GP MARV Angola, позволило добиться 
100 % защиты Cynomolgus macaques [31].

проведены исследования безопасности и им-
муногенности трехвалентной днк-вакцины про-
тив MARV (Angola) и EBOV (Zaire и Sudan) на доб-
ровольцах в возрастном диапазоне 18–60 лет. при 
трехразовом внутримышечном введении 4 мг пре-
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парата у всех добровольцев наблюдался анти-GP от-
вет. показано, что уровень CD8+-клеточного ответа 
был выше, чем ответ, обусловленный CD4+ клетка-
ми. важно отметить, что днк-вакцины не вызвали 
у добровольцев серьезных побочных эффектов [32]. 
исследования моно- и трехвалентной днк-вакцины 
против MARV (Angola) и EBOV (Zaire и Sudan) в 
уганде на добровольцах в возрастном диапазоне 
18–50 лет, также показало, что эти вакцины хорошо 
переносятся и вызывают гуморальный и клеточный 
иммунные ответы [33]. 

Иммуногены на основе репликонов вируса 
венесуэльского энцефалита лошадей (Venezuelan 
equine encephalitis virus, VEEV). одним из направ-
лений создания вакцинных конструкций против 
филовирусов является использование конструкций 
на основе репликонов вируса венесуэльского энце-
фалита лошадей, содержащих гены, кодирующие 
гликопротеин (GP) или нуклеопротеин (NP) MARV. 
показано, что подобные конструкции защищали 
морских свинок от летальной дозы адаптированного 
штамма MARV (штамм Musoke). макаки Cynomolgus, 
иммунизированные репликонами VEEV, экспресси-
рующими GP MARV (штамм Musoke), отдельно или 
в сочетании с NP, были защищены от летальной ин-
фекции, вызванной гомологичным штаммом, но не 
гетерологичным MARV (штамм Ravn). кроме того, 
несмотря на наличие виремии, защита наблюдалась 
в случае использования вектора, кодирующего толь-
ко NP MARV. от летальной дозы EBOV и MARV 
были также защищены Cynomolgus macaques, им-
мунизированные трехвалентной вакциной на осно-
ве репликона VEEV, экспрессирующего GP EBOV 
(Zaire и Sudan) и MARV [23]. 

Модифицированный вирус осповакцины 
Анкара (Modified Vaccinia Ankara, MVA). несмотря 
на то, что рекомбинантный вирус осповакцины, коди-
рующий GP EBOV (Zaire) показал свою низкую эф-
фективность при испытаниях на животных [24, 31], 
идут исследования иммуногенности и безопасности 
многовалентной вакцины против филовирусов на 
основе MVA, кодирующий GPEBOV (Zaire и Sudan), 
MARV и NP Tai Forest EBOV на людях. в ходе фазы 
I клинических испытаний задействовано 87 добро-
вольцев. вакцинация препаратами Ad26.ZEBOV или 
MVA-BN-Filo не привела к каким-либо серьезным 
нежелательным последствиям, иммунный ответ на-
блюдался после первой вакцинации [34]. 

Аденовирусный вектор (Adeno-based vaccines, 
AdV). аденовирусы (семейство днк-содержащих 
вирусов позвоночных, лишенных липопротеино-
вой оболочки) – весьма привлекательная система 
для генной терапии из-за их широкого тропизма 
и способности активировать как врожденный, так 
и индуцировать специфичный иммунный ответ у 
млекопитающих. наиболее часто используемая вак-
цинная платформа – рекомбинантный аденовирус 
человека серотипа 5 (rAd5), дефектный по реплика-
ции. двукратная подкожная иммунизация морских 

свинок трехвалентным вектором rAd5, содержащим 
последовательности генов GP трех штаммов MARV 
(Musoke, Ci67 и Ravn) в дозе 5·107–8 бое, защитила 
животных от летальных доз гомологичных вирусов 
на 100 %. единичная внутримышечная иммуниза-
ция вектором rAd5, содержащим последователь-
ность гена GPMARV (Angola) в дозе 1011 вирусных 
частиц, позволила полностью защитить обезьян 
от высокой дозы (1000 бое) гомологичного виру-
са. комплексное использование днк-вакцинации 
и аденовирусного вектора также обеспечило 100 % 
выживаемость обезьян. пятивалентная вакцина 
rAd5, содержащая белки GP трех штаммов MARV 
(Musoke, Ci67 и Ravn), а также двух штаммов EBOV 
(Zaire и Sudan), индуцировала 100 % защиту обезьян 
Cynomolgus macaques от заражения гомологичны-
ми штаммами. однако использование rAd5 имеет 
серьезные препятствия из-за распространенности 
ранее существовавшего иммунитета к природному 
Ad5, который может существенно снизить имму-
ногенность вакцин и их клиническую полезность. 
по оценкам экспертов, распространенность анти-
тел к Ad5 в общей популяции людей составляет до 
60 %, а в африке до 83 %. показано, что у макак, 
предварительно иммунизированных нативным Ad5, 
не вырабатывался защитный иммунитет против ле-
тальной дозы EBOV [23]. наличие антител к натив-
ному Ad5 приводит к индукции более низкого GP-
специфического гуморального и клеточного ответа 
после вакцинации людей rAd5-GP EBOV [35]. тем не 
менее, вакцина на основе rAd5, кодирующая полно-
размерный ген GP EBOV (изолята Makona, выделен-
ного в 2014 г. в гвинее), прошла фазу I клинических 
испытаний в китае. в обсуждении результатов ис-
следования указывается, что высокая доза вакцины 
(1,6·1011 вирусных частиц) позволила снизить у до-
бровольцев негативное влияние предшествующего 
иммунитета к нативному вектору [36]. 

Вектор на основе вируса везикулярного сто-
матита (Vesicular stomatitis virus, VSV). вирус 
везикулярного стоматита является естественным па-
тогеном домашнего скота, вызывая потерю молока, 
везикулярные поражения вокруг сосков, рта и копыт. 
люди могут заразиться при контакте с животными 
в сельской местности. VSV – инфекция, у людей 
обычно протекает бессимптомно, иногда вызывает 
лихорадку с миалгией, головной болью и тошнотой. 
ряд успешно проведенных исследований на живот-
ных позволили разработать эффективную вакцину 
против EBOV (Zaire) на основе рекомбинантного ви-
руса везикулярного стоматита (rVSV). безопасность 
rVSV для людей показана недавно в отношении лэ в 
западной африке в фазе III клинических испытаний 
[37]. получение аналогичной вакцины против MARV 
пока находится на стадии исследования на живот-
ных. однократная внутримышечная иммунизация 
Cynomolgus macaques rVSV, экспрессирующего ген 
GP MARV (Musoke) в дозе 2·107 бое, вызвала силь-
ный иммунный ответ и полную защиту от внутри-



Проблемы особо опасных инфекций. 2018; 3        ОБЗОРЫ

12

мышечного заражения (через 28 дней) дозой 103 бое 
как гомологичного MARV (Musoke), так и гетероло-
гичных штаммов Popp, Angola и Ravn. показано, что 
вакцинная платформа rVSV на 100 % эффективна на 
модели NHPs против аэрозольного заражения MARV 
(Musoke) [38]. в этой же работе продемонстрировано, 
что трехвалентная однократная вакцина, состоящая 
из равных количеств трех векторов rVSV (каждый из 
которых содержал гены GP EBOV (Zaire и Sudan) и 
MARV (Musoke)), защищала Cynomolgus macaques от 
заражения летальными дозами EBOV (Zaire, Sudan и 
Tai Forest) и MARV (Musoke) [38].

с использованием модели NHPs проведена оцен-
ка длительности иммунного ответа после иммуниза-
ции rVSV-GP MARV. иммунизация дозой 2·107 бое 
привела к индукции антител (в титре 1/12800), кото-
рые сохранялись в сыворотке крови у животных через 
год после вакцинации, что позволило обеспечить за-
щиту этих животных при заражении летальной дозой 
MARV (Musoke). при этом уровень нейтрализующих 
антител сохранялся на среднем уровне, что может 
говорить об участии в защите от вирусов механиз-
мов антителозависимой клеточно- или комплемент-
опосредованной цитотоксичности [6].

для снижения побочных явлений, таких как ар-
трит и кожные высыпания, которые наблюдались при 
испытании вакцины против EBOV на основе rVSV, 
для конструирования трехвалентной вакцины про-
тив EBOV (Zaire, Sudan) и MARV (Angola) использо-
вали аттенуированный rVSV. анализ этой вакцины, 
состоящей из равной смеси трех векторов аттенуи-
рованного rVSV, каждый из которых содержал гены 
GP EBOV (Zaire, Sudan) и MARV (Angola), проводи-
ли на мышах и NHPs. у животных, иммунизирован-
ных внутримышечно, на 14-й день развивался силь-
ный гуморальный иммунный ответ, специфичный 
в отношении белка GP всех вирусных штаммов, и 
сбалансированный т-клеточный иммунитет. однако 
специфический иммунный ответ в отношении белка 
GP MARV значительно ниже при иммунизации трех-
валентной вакциной по сравнению с соответствую-
щим моновалентным вариантом, что может быть 
следствием векторной интерференции или иммуно-
логической конкуренции между различными фило-
вирусными белками GP, когда они представлены в 
виде многовалентной вакцины [16]. 

Вирусоподобные частицы (virus-like particle, 
VLPs). VLPs структурно имитируют аутентичные ви-
рионы, но не содержат генетического материала, по-
этому не являются инфекционными и более безопас-
ны, чем репликативные вакцины [23]. матриксный 
белок VP40 филовирусов играет ключевую роль в 
процессе почкования вирионов. экспрессия полно-
размерного гена VP40 EBOV, клонированного в со-
ставе экспрессионного вектора, после трансфекции 
клеток приводит к выходу вирусоподобных частиц, 
состоящих только из одного белка [39]. показано 
также, что белок VP40 не только самостоятельно 
формирует VLPs, но и повышает их выход при ко-

экспрессии с другими генами. комбинация белка 
VP40 с GP или NP в пять раз увеличивала выход 
VLPs. сочетаниеVP40+GP+NP обеспечивало макси-
мальный урожай VLPs EBOV [40]. иммуногенность 
VLPs, состоящих из белков GP и VP40 MARV 
(Musoke), полученных в культуре клеток 293т, оце-
нена на морских свинках и Cynomolgus macaques. 
морские свинки, иммунизированные внутримышеч-
но трехкратно по 50 мкг с адъювантами RIBI или 
QS-21 полностью защищены от заражения адапти-
рованными штаммами Musoke, Ci67 и Ravn. защита 
Cynomolgus macaques также была достигнута при 
внутримышечной иммунизации тремя дозами VLPs 
в концентрации 1 мг в сочетании с адъювантом, QS-
21 [41]. VLPs, полученные с использованием бакуло-
вирусной системы, содержащие белки GP, NP и VP40 
MARV (Angola), защищали макак Cynomolgus от ле-
тальной аэрозольной инфекции MARV (Angola) [42].

на основе представленных литературных дан-
ных можно сделать заключение, что подходящей мо-
делью для дальнейшего анализа патогенеза MARV яв-
ляется сирийский хомяк, демонстрирующий тяжесть 
коагулопатии, отсутствующую у мышей и морских 
свинок, но схожую с картиной нарушения свертывае-
мости крови, наблюдаемой у людей и NHPs.

среди разработанных вакцин – кандидатов про-
тив лэ и лм, самыми успешными оказались вак-
цины на основе вируса везикулярного стоматита. 
безопасность для людей rVSV в качестве вакцинно-
го вектора, псевдотипированного GP EBOV, недав-
но показана в отношении лэ в западной африке в 
фазе III клинических испытаний. возможно, что в 
скором времени появится подобная вакцина и про-
тив MARV.
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в настоящее время практически всеми развиты-
ми странами производятся и используются мобиль-
ные лаборатории биологического профиля, предна-
значенные для индикации и идентификации патоген-
ных биологических агентов (пба) и биологических 
токсинов [14, 17, 19, 22].

это могут быть сборно-разборные модульные 
(перемещаемые любыми видами транспортных 
средств) и мобильные (смонтированные на базе ав-
тошасси) комплексы.

зарубежные образцы специализированных ав-
толабораторий представлены универсальными ав-
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ского профиля в целях осуществления индикации и идентификации патогенных биологических агентов в за-
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толабораториями рхб-разведки (радиационной, хи-
мической, биологической) [13, 15, 21], а также спе-
циализированными машинами биологической раз-
ведки. автолаборатории находятся на вооружении 
специальных подразделений силовых министерств и 
ведомств и предназначены для установления фактов 
преднамеренного применения патогенных биологи-
ческих агентов [10, 16, 20].

Широкое распространение на современном эта-
пе получили и мобильные лаборатории биологиче-
ского профиля гражданских ведомств, предназначен-
ные для индикации и идентификации возбудителей 
опасных инфекционных болезней при возникнове-
нии эпидемий.

Мобильные автолаборатории биологического 
профиля в США. имеется информация о мобиль-
ной рхб-лаборатории «ALS» (Analytical Laboratory 
System) на шасси грузового автомобиля GMC 500 
производства корпорации «дженерал моторс», ис-
пользуемой группами быстрого реагирования на-
циональной гвардии сухопутных войск сШа при 
применении оружия массового поражения [9].

для обнаружения пба в лаборатории «ALS» 
используются флюоресцентный микроскоп; прибор 
для проведения иммунологических исследований 
м1м американской фирмы «BioVeris»; два бокса 
микробиологической безопасности третьего класса 
защиты, универсальный диагностический комплект 
«JBAIDS» (Joint Biological Agent Identification and 
Diagnostic System) для идентификации биологиче-
ских поражающих агентов с помощью полимераз-
ной цепной реакции (пцр).

лаборатория также укомплектована оборудова-
нием для обнаружения химических веществ на осно-
ве масс-спектрометрического анализа. 

известно и о мобильных рхб-лабораториях 
«CALS2» (Common Analytical Laboratory System). 
для министерства обороны и гражданских сило-
вых структур сШа создано несколько типов рхб-
лабораторий: на шасси грузового автомобиля Ml078 
фирмы «Stewart & Stevenson»; на базе двухсторонне-
го контейнера переменного объема; на базе двухосно-
го прицепа, буксируемого седельным тягачом [9]. 

мобильными рхб-лабораториями на шасси 
грузового фургона «GMC» оснащена служба реаги-
рования на чрезвычайные ситуации с применени-
ем опасных химических веществ и биологических 
агентов CBIRF (Chemical and Biological Incident 
Response Force) морской пехоты сШа. лаборатория 
оборудована дизель-генератором мощностью 6 квт,  
хромато-, масс-, гамма- и ик-спектрометрами, уклад-
кой для обнаружения бпа, микробилогическим бок-
сом, амплификатором для детекции нуклеиновых 
кислот с помощью полимеразной цепной реакции и 
другой аппаратурой [3].

мобильные лаборатории различного пред-
назначения производит американская компания 
«Germfree» (USA). выбор платформ для постройки 
лабораторий достаточно широк. к их числу отно-

сятся трейлеры, грузовики и транспортные контей-
неры. платформы для мобильных лабораторий соот-
ветствуют III уровню биологической безопасности. 
лаборатории оснащены автономными системами 
энергоснабжения, фильтровентиляционными систе-
мами с HEPA-фильтрами. 

Мобильные автолаборатории биологического 
профиля в Европе. вооруженные силы германии, 
Швеции и Швейцарии используют мобильную 
рхб-лабораторию производства немецкой фирмы 
«Rheinmetall Land System» [18]. она включает в себя 
четыре отдельных модуля (химический, биологи-
ческий, радиометрический и управления), которые 
могут прибывать в зону заражения своим ходом или 
доставляться авиационным транспортом. модули 
смонтированы на шасси 5-т грузовиков фирмы 
«Daimler AG».

биологический модуль представляет собой ла-
бораторию с уровнем биологической безопасно-
сти BSL-3, оснащенную газовым хроматографом, 
боксом микробиологической безопасности, масс-
спектрометром, пробоотборником, микроскопами 
(люминесцентный, инвертированный и стереоско-
пический), набором питательных сред, центрифу-
гами, миксерами; автоклавом, фотометром, ком-
плектом для проведения пцр-диагностики «Smart 
Cycler» и аппаратурой для проведения иммунофер-
ментного анализа, а также средствами связи (укв-
радиостанция, аппаратура цифровой и спутниковой 
связи) [9].

научно-техническим центром министерства 
обороны Финляндии и фирмой «инвайроникс» раз-
работана химико-биологическая лаборатория на 
базе буксируемого четырехосного автомобильного 
прицепа. лаборатория может транспортироваться 
наземным, железнодорожным и воздушным транс-
портом. запасы расходного имущества и материалов 
обеспечивают ее непрерывную эксплуатацию в тече-
ние 72 ч.

лаборатория включает в себя три модуля – 
биологический, химический и радиологический. 
первый из них укомплектован укладкой для про-
ведения полимеразной цепной реакции «Real-time 
PCR 7300» («Applied Biosystems», сШа), аппара-
турой для идентификации пба «рапид» («Idaho 
Technologies», сШа), прибором для проведения 
иммунологических исследований м1м, а также 
боксом микробиологической безопасности III клас-
са защиты [9].

итальянская фирма «CRISTANINI S.p.A» произ-
водит автономные лаборатории различного профиля 
на базе контейнеров, которые могут транспортиро-
ваться железнодорожным, воздушным, морским, ав-
томобильным транспортом. 

итальянской фирмой «CRISTANINI S.p.A», со-
вместно с «BioTrace Microsafe», разработана биоло-
гическая лаборатория B-LAB/1104, выполненная на 
базе цельнометаллического контейнера из нержаве-
ющей стали (размер 6,1×2,4×2,4 м). 
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лаборатория имеет автономное энергообеспече-
ние, высокий уровень биологической защиты, обе-
спечиваемый наличием фильтровентиляционных 
систем, автономную систему водоснабжения с дву-
мя резервуарами для чистой и загрязненной воды по 
300 л. работы можно проводить в автономном режи-
ме в течение 72 ч. масса полностью снаряженного 
контейнера 8 т.

в состав специального оборудования биологи-
ческой лаборатории входят: бокс микробиологиче-
ской безопасности третьего класса защиты, автоклав, 
холодильная установка, прибор для проведения им-
мунологических исследований, универсальный диа-
гностический комплект «JBAIDS» для идентифика-
ции пба с помощью пцр. стоимость одной такой 
лаборатории 6 млн долларов сШа [11]. 

на оснащении итальянской армии и противопо-
жарной службы находятся автолаборатории на базе 
автошасси, разработанные фирмой Biotrace Microsafe 
(италия) по техническому заданию армии италии и 
логистического агентства нато [16]. лаборатории 
оснащены всеми необходимыми системами жизнео-
беспечения, позволяющими работать в автономном 
режиме, и оборудованием для проведения анализов. 

итальянское отделение организации красный 
крест оснащено мобильными лабораториями кон-
тейнерного типа производства фирмы «R.I. SpA - 
Modular Building System» (италия) [17]. основное 
назначение лабораторий – проведение различных 
диагностических тестов (клинических, биологиче-
ских и др.) у больных непосредственно в зоне чс. 
в их оснащении реализован принцип «laboratory in 
a cartridge» – используются автоматические анализа-
торы, выдающие результат в режиме реального вре-
мени при исследовании 100 мкл крови, сыворотки 
или плазмы. 

Для сил гражданской обороны ФРГ, КНР и 
Республики Корея специалисты германской фир-
мы «Gimax-Schmitz» разработали мобильную рхб-
лабораторию.

для проведения биологического анализа в состав 
специального оборудования лаборатории включены: 
комплект отбора биологических проб, перчаточный 
бокс, автоклав, ламинарный шкаф и комплект для 
проведения пцр-диагностики «Light Cycler».

имеются также отсек для проведения специаль-
ной обработки защитной одежды, средства индиви-
дуальной и коллективной защиты, электрогенератор, 
компрессор, резервуары для чистой и загрязненной 
воды, холодильная установка для хранения образцов 
и реагентов [9].

разработке мобильных лабораторий различного 
типа посвящен европейский проект по мобильным 
лабораториям (European Mobile Laboratory, EMLab). 
он финансировался управлением по сотрудничеству 
генерального директората европейской комиссии по 
развитию и сотрудничеству (EuropeAid) и коорди-
нировался институтом тропической медицины им. 
бернарда нохта в гамбурге (германия). 

в разработке мобильных лабораторий принимали 
участие ведущие научно-исследовательские учреж-
дения здравоохранения стран европейского союза: 
великобритании (служба общественного здравоохра-
нения англии, портон-даун), германии (институт ми-
кробиологии вооруженных сил германии, мюнхен; 
марбургский университет; институт им. роберта коха, 
берлин), италии (национальный институт инфек-
ционных болезней им. ладзаро спалланцани, рим), 
Франции (лаборатория P4 национального институ-
та здравоохранения и медицинских исследований 
(INSERM-P4); институт пастера, лион), Швейцарии 
(лаборатория г. спиз), словении (люблянский уни-
верситет) и венгрии (национальный центр эпидемио-
логии, будапешт) [12].

использовались мобильные лаборатории в 
основном двух типов – сборно-разборные модуль-
ные (перемещаемые любыми видами транспортных 
средств) и мобильные (смонтированные на базе ав-
тошасси) комплексы.

сборно-разборные модульные комплексы в ра-
зобранном виде представляли собой 10–15 коробок 
весом 30 кг каждая, способные перемещаться пасса-
жирским авиатранспортом или двумя грузовиками. 
лаборатория разворачивается в специальной каркас-
ной палатке и укомплектована необходимым совре-
менным оборудованием для проведения исследова-
ний (серологических и молекулярно-генетических). 

Разработка мобильных лабораторий биологи-
ческого профиля в Российской Федерации. на осна-
щении вооруженных сил российской Федерации 
имеются мобильные лаборатории биологического 
профиля для проведения противоэпидемических ме-
роприятий, в том числе индикации пба в объектах 
окружающей среды. 

войска рхб-защиты снабжены мобильным ком-
плексом «сыч». он включает в себя две лаборатории 
с уровнем биологической защиты BSL-3 и штабной 
модуль, смонтированные в специальных контейне-
рах, размещенных на автошасси автомашин камаз. 
лаборатории предназначены для определения нали-
чия в воздухе биологического аэрозоля, проведения 
индикации пба методами пцр и иммунофермент-
ного анализа (иФа). оснащены боксами биологиче-
ской безопасности III класса защиты (в одной лабо-
ратории – 2 бокса, в другой – 1). в каждой лабора-
тории оборудовано по два рабочих места. Фильтро-
вентиляционные системы лабораторий позволяют 
создавать в рабочих помещениях пониженное давле-
ние. есть также возможность создания повышенного 
давления в случае необходимости прохождения очага 
биологического заражения. лаборатории оборудова-
ны шлюзовыми камерами для передачи материала и 
санпропускниками с душем. имеются автономные 
электрогенераторы. 

Штабной модуль оборудован системами связи, 
видеонаблюдения (видеокамеры смонтированы в по-
мещениях лабораторий). для личного состава име-
ются четыре спальных места.
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в состав комплекса входит лаборатория эпидраз-
ведки и индикации на базе автомашины «газель». 
лаборатория укомплектована оборудованием для 
отбора проб из объектов окружающей среды (проб 
воздуха, воды, почвы). имеется установленное на 
виброплатформе оборудование для проведения ин-
дикации методом пцр.

в то же время в гражданской сфере, после соз-
данных в 1973 г. на шасси автомобиля газ-66 ла-
бораторий ал-3 и ал-4, до 2006 г. ничего нового 
не разрабатывалось и мобильные лаборатории для 
диагностики возбудителей инфекционных болезней 
практически не использовались.

Разработка мобильных лабораторий био-
логического профиля в РосНИПЧИ «Микроб» 
Роспотребнадзора. в 2006 г. в роснипчи 
«микроб», совместно с зао «радиан» (саратов), 
на базе полноприводного автомобиля газ 2705 раз-
работана и создана мобильная лаборатория эпиде-
миологической разведки и индикации. разработка 
защищена патентом (кутырев в.в. и соавт. патент 
№ 61209 «мобильная лаборатория эпидразведки и 
индикации»). лаборатория имела автономные систе-
мы энергообеспечения, вентиляции, отопления и кон-
диционирования, а также водоснабжения. наличие 
бокса микробиологической безопасности III класса 
защиты, системы приточно-вытяжной вентиляции с 
фильтрами тонкой очистки высокой эффективности 
обеспечивали достаточно высокий уровень биологи-
ческой безопасности. лаборатория предназначалась 
для проведения исследований (индикации пба) с 
помощью методов экспресс и ускоренной диагно-
стики: пцр, иФа, метода флюоресцирующих анти-
тел (мФа) [2].

в 2007–2008 гг. в роснипчи «микроб» впер-
вые в мировой практике научно обоснован, разрабо-
тан и, совместно с ооо «автоспектр нн» (нижний 
новгород), создан комплекс мобильных лаборато-
рий специализированной противоэпидемической 
бригады (спэб) на базе автошасси камаз 43118 
и спецавтоприцепов. научная новизна инноваци-
онных разработок защищена шестью патентами 
российской Федерации (кутырев в.в. и соавт. патент 
№ 66723 «мобильный противоэпидемический 
комплекс»; кутырев в.в. и соавт. патент № 65434 
«лаборатория санитарно-гигиенических иссле-
дований»; кутырев в.в. и соавт. патент № 65435 
«бактериологическая лаборатория»; кутырев в.в. и 
соавт. патент № 65436 «лаборатория индикации»; 
кутырев в.в. и соавт. патент № 65437 «лаборатория 
особо опасных инфекций»; кутырев в.в. и соавт. 
патент № 65833 «блок поддержки бактериологиче-
ских исследований»). 

комплекс включал шесть модулей: штабной мо-
дуль, лаборатории индикации, особо опасных инфек-
ций, бактериологическую лабораторию, санитарно-
гигиеническую лабораторию и блок поддержки бак-
териологических исследований. структурно-функ-
циональные и технические особенности лабораторий 

мобильного комплекса рассмотрены ранее [6, 7]. 
в лабораториях мобильного комплекса обеспе-

чен высокий уровень биологической безопасности – 
BSL-2-3 в соответствии с критериями всемирной 
организации здравоохранения (воз).

в отличие от мобильных лабораторий на базе 
автошасси зарубежного производства, предназначен-
ных, как правило, только для проведения индикации 
пба, мобильный комплекс спэб позволял выпол-
нить в автономных условиях весь комплекс иссле-
дований, необходимых для оценки эпидемиологиче-
ской и санитарно-гигиенической обстановки в зоне 
чс с использованием практически всего комплекса 
современных методов лабораторного исследования: 
пцр, иФа, мФа, иммуно-хроматографический ана-
лиз (иха), классический бактериологический ме-
тод, постановка биопроб с использованием лабора-
торных животных, использование микробиологиче-
ских автоматических анализаторов, мультилокусное 
секвенирование. лаборатории мобильного комплек-
са спэб (мк спэб) могут перемещаться в зону чс 
как своим ходом по автомагистралям, так и любыми 
видами транспорта, включая авиационный.

такими комплексами в 2008–2009 гг. уком-
плектованы спэб пяти противочумных институтов 
роспотребнадзора.

в ходе разработки данного комплекса научно 
обоснованы 10 основных принципов разработки 
и создания мобильных лабораторий для осущест-
вления лабораторной диагностики инфекционных 
болезней: соответствие структуры мобильной ла-
боратории тем функциям, которые она должна вы-
полнять; автономность; мобильность; соответствие 
требованиям технического регламента о безопасно-
сти колесных транспортных средств и требованиям 
правил дорожного движения; высокая технологич-
ность; биологическая безопасность; компактность и 
эргономичность; комфортность для персонала; эко-
номическая целесообразность; пожарная безопас-
ность [1].

все вышеперечисленные принципы учтены при 
создании еще одной оригинальной разработки, про-
веденной в рамках реализации федеральной целевой 
программы «национальная система химической и 
биологической безопасности российской Федерации 
(2009–2014 гг.)». научно обоснована и создана про-
ектная документация на мобильную лабораторию 
индикации для осуществления эпизоотологическо-
го мониторинга особо опасных и других природно-
очаговых инфекций. 

научная новизна данной разработки защищена 
патентами российской Федерации (кутырев в.в. и 
соавт. патент № 112112 «мобильная лаборатория 
для осуществления эпизоотологического монито-
ринга особо опасных и других природно-очаговых 
инфекций»; кутырев в.в. и соавт. патент № 98369 
«мобильная лаборатория для осуществления эпизо-
отологического мониторинга особо опасных и дру-
гих природно-очаговых инфекций»).
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Практический опыт использования мо-
бильных лабораторий биологического профиля 
в России и за рубежом. лаборатории мк спэб 
роспотребнадзора в последнее десятилетие неодно-
кратно задействовались для обеспечения санитарно-
эпидемиологического благополучия населения в ходе 
проведения массовых мероприятий. это такие мас-
штабные мероприятия, как XXVII всемирная лет-
няя универсиада 2013 г. в казани, саммит «группы 
двадцати» в санкт-петербурге (2013 г.), XXII олим-
пийские и XI паралимпийские зимние игры в сочи 
в 2014 г., саммит стран Шос и государств брикс в 
уфе в 2015 г., XVI чемпионат мира по водным ви-
дам спорта в казани в 2015 г., чемпионат мира по 
футболу 2018 г. при этом задействовались как мк 
спэб в полном составе (казань 2013, сочи), так 
и отдельные модули из состава комплекса (санкт-
петербург, уфа, казань 2015, ростов-на-дону 2018, 
казань 2018) [4, 5].

необходимо отметить, что спэб противочум-
ных институтов роспотребнадзора имеют на осна-
щении и мобильные лаборатории на базе пневмокар-
касных модулей, комплементарные по своему назна-
чению и названию лабораториям мк спэб. данные 
лаборатории также были востребованы в практиче-
ской работе спэб, в частности – при обеспечении 
санитарно-эпидемиологического благополучия в 
зоне вооруженного конфликта в Южной осетии в 
2008 г., при ликвидации последствий масштабного 
наводнения в дальневосточном федеральном округе 
в 2013 г.

наиболее наглядным примером востребованно-
сти мобильных лабораторий биологического профи-
ля стало их широкое использование в 2014–2015 гг. 
в ходе ликвидации эпидемии болезни, вызванной ви-
русом эбола (бввэ) в странах западной африки, в 
которых отсутствовала сеть собственных стационар-
ных лабораторий с соответствующим уровнем био-
логической безопасности. так, во Фритауне (сьерра-
леоне) использовались мобильные лаборатории CDC 
китая на базе автошасси. в либерии находились две 
мобильные лаборатории центра медицинских иссле-
дований военно-морских сил сШа (OIC NMRC); 
в сьерра-леоне – лаборатории службы обществен-
ного здравоохранения великобритании (PH England 
Mobile Lab). в сьерра-леоне и либерию также на-
правили три мобильные лаборатории, произведенные 
компанией Hospitainer по заказу министерства ино-
странных дел нидерландов. в гвинее функциони-
ровала бельгийская мобильная лаборатория B-LiFE 
(Biological Light fieldable laboratory), оборудованная 
на базе контейнеров, которые могут доставляться к 
месту назначения различными видами транспорта.

в гвинее также использовались мобильные 
лаборатории, предоставленные компанией K-Plan 
(лион, Франция). мобильный комплекс в разо-
бранном виде транспортировался в гвинею пасса-
жирским авиатранспортом. лабораторию собрали и 
установили на базе мини-фургона.

с начала эпидемии бввэ в странах западной 
африки функционировали мобильные лаборато-
рии управления министерства обороны сШа по 
снижению угрозы (сьерра-леоне, округ Moyamba), 
национального института биомедицинских исследо-
ваний демократической республики конго (либерия, 
графство Bong), мобильная лаборатория института 
пастера в лионе (гвинея, Macenta). 

в целом на территории пораженных стран 
западной африки было развернуто 26 мобильных 
комплексов.

в борьбе с эпидемией бввэ в гвинейской 
республике задействовали две лаборатории из соста-
ва мобильного комплекса спэб роспотребнадзора. 
работа спэб продолжалась в автономном режи-
ме с 22.08.2014 г. по 22.01.2016 г. вахтовым мето-
дом в гвинее отработало более 40 специалистов 
роспотребнадзора. за этот период проведено более 
13 тыс. исследований на наличие возбудителя эболы 
и широкий спектр других инфекционных болезней.

впервые в новейшей истории российской 
Федерации спэб роспотребнадзора принял участие 
в обеспечении санитарно-эпидемиологического бла-
гополучия на территории зарубежного государства. 
это стало возможным, в том числе, благодаря нали-
чию мобильных лабораторных комплексов спэб на 
базе автошасси.

мобильные лаборатории спэб роспотреб-
надзора впервые прошли валидацию на междуна-
родном уровне – воз включила их в международ-
ную систему ответных мер в борьбе с эпидемией 
лихорадки эбола [8]. 

в дальнейшем две мобильные лаборато-
рии из состава мк спэб передали российской 
Федерацией в дар гвинейской республике, которые 
и по настоящее время продолжают функционировать 
в рамках работы российско-гвинейского научно-
исследовательского центра эпидемиологии и профи-
лактики инфекционных болезней.

Разработка модернизированного мобильно-
го комплекса СПЭБ второго поколения. с учетом 
опыта работы спэб в гвинейской республике, в 
рамках реализации распоряжения правительства 
российской Федерации от 17.12.2015 г. № 2575-р, в 
роснипчи «микроб» разработан модернизирован-
ный мобильный комплекс спэб второго поколения. 
объем финансирования составил 158 млн рублей. 
то есть стоимость одной автолаборатории из состава 
комплекса составила в среднем около 500 тыс. аме-
риканских долларов, что в 12 раз меньше стоимости 
биологической лаборатории итальянского производ-
ства, упомянутой выше.

разработка защищена шестью патентами 
российской Федерации (кутырев в.в. и соавт. патент 
№ 2623367 «мобильный противоэпидемический 
комплекс»; кутырев в.в. и соавт. патент № 171529 
«индикационная лаборатория»; кутырев в.в. и со-
авт. патент № 171530 «бактериологическая лабо-
ратория»; кутырев в.в. и соавт. патент № 171531 
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«лаборатория поддержки бактериологических 
исследований»; кутырев в.в. и соавт. патент № 
171532 «лаборатория особо опасных инфекций»; 
кутырев в.в. и соавт. патент № 171616 «санитарно-
микробиологическая лаборатория»).

модернизированный мк спэб включает: мо-
бильный пункт управления и пять лабораторий раз-
личного профиля – особо опасных инфекций, инди-
кации, санитарно-микробиологическую и бактерио-
логическую лаборатории, а также блок поддержки 
бактериологических исследований с уровнем биоло-
гической защиты BSL- 3.

модернизированный мк спэб второго поколе-
ния обеспечивает:

1. снижение риска биологической опасности за 
счет расширения арсенала инженерно-технических 
средств, обеспечивающих высокий уровень биоло-
гической безопасности, соответствующий мировым 
стандартам в области биологической безопасности, 
в том числе использования модернизированных 
боксов микробиологической безопасности повы-
шенного класса защиты; дополнительной установки 
автоклавов в рабочих помещениях лабораторий; ав-
томатической системы поддержания отрицательного 
давления воздуха во всех лабораториях с визуализа-
цией его величины; оснащения рабочих помещений 
лабораторий системой видеорегистрации;

2. работу персонала, лабораторного и высоко-
технологичного оборудования в экстремальных кли-
матических условиях за счет использования теплои-
золяционных материалов с повышенными характе-
ристиками и увеличения мощности кондиционеров 
в лабораториях; 

3. улучшенные тактико-технические характе-
ристики мк спэб, а именно уменьшение времени 
развертывания мобильного комплекса спэб за счет 
применения современных технических средств; 

4. внедрение новейших и перспективных диа-
гностических технологий, в том числе полногеном-
ного секвенирования; 

5. улучшенные эргономические характеристики.
модернизированный мобильный комплекс 

спэб второго поколения по своему инженерно-
техническому уровню соответствует современным 
зарубежным мобильным лабораториям биологиче-
ского профиля, а по спектру решаемых задач пре-
восходит их.

в рамках реализации распоряжения правитель-
ства рФ от 31.03.2018 г. № 562-р «о предоставле-
нии материально-технической помощи кыргызской 
республике, монголии, республике армения, рес-
публике узбекистан в 2018–2021 годах» планируется 
укомплектование всех противочумных институтов 
роспотребнадзора модернизированными мобильны-
ми комплексами спэб второго поколения.

Использование мобильных лабораторий в рам-
ках оказания Российской Федерацией мате риально-
технической поддержки странам-парт нерам. в 
настоящее время дальнейшее развитие также полу-

чила разработка, связанная с лабораторией эпидраз-
ведки и индикации. в рамках исполнения в 2015–
2016 гг. распоряжения правительства рФ № 1965-р 
от 07.10.2014 г., касающегося оказания российской 
Федерацией материально-техни ческой и методи-
ческой поддержки реализации международных 
медико-санитарных правил (2005 г.) на территории 
государств-участников снг, разработана и создана 
микробиологическая лаборатория экспресс-диагно-
стики на базе автомашины газ-33027 «газель Next» 
повышенной проходимости. разработка защищена 
патентом рФ (кутырев в.в. и соавт. патент № 165046 
«микробиологическая лаборатория экспресс-диагно-
стики»). 

по своим функциям лаборатория аналогична ла-
боратории эпидразведки и индикации, но имеет ряд 
конструктивных особенностей – оснащена боксом 
микробиологической безопасности IIб класса защи-
ты, имеет санитарный пропускник, пониженное дав-
ление в рабочем помещении лаборатории, систему 
стабилизации лаборатории на местности.

в 2015–2016 гг. осуществлена поставка микро-
биологических лабораторий экспресс-диагностики 
на базе автошасси в пять стран снг (по две лабора-
тории в беларусь, казахстан, армению, кыргызстан, 
таджикистан). 

в рамках реализации распоряжения правитель-
ства рФ от 26.05.2017 г. № 1060-р в 2017–2018 гг. 
осуществляются поставки четырех млэд в страны 
снг (казахстан, узбекистан, кыргызстан) и 1 – в 
монголию.

в рамках реализации распоряжения правитель-
ства рФ от 31.03.2018 г. № 562-р планируется разра-
ботка и создание новой, модернизированной лабора-
тории эпидразведки и индикации на базе автошасси, 
а также сборно-разборной лаборатории индикации 
на основе модульного комплекса.

Использование мобильных лабораторий в ходе 
эпидемиологического надзора за чумой. разработка 
упомянутой выше мобильной лаборатории индика-
ции для осуществления эпизоотологического мони-
торинга особо опасных и других природно-очаговых 
инфекций получила дальнейшее развитие в рамках 
реализации распоряжения правительства рФ от 
05.09.2016 г. № 1864-р. разработана и создана мо-
бильная лаборатория мониторинга и диагностики на 
базе автошасси камаз 43118 (кутырев в.в. и соавт. 
патент № 180216 «мобильная лаборатория монито-
ринга и диагностики особо опасных инфекций»).

данная лаборатория, по сути, объединила в себе 
функции трех модулей из состава мобильного ком-
плекса спэб – лаборатории индикации, бактериоло-
гической лаборатории и блока поддержки бактерио-
логических исследований. лаборатория предназна-
чена для укрепления противочумных станций (пчс) 
роспотребнадзора, осуществляющих мониторинг 
трансграничных природных очагов чумы. в 2017 г. 
такие лаборатории установили в астраханской, 
алтайской и тувинской пчс, в 2018 г. будут осна-



Проблемы особо опасных инфекций. 2018; 3        ОБЗОРЫ

22

щены читинская и дагестанская пчс. лаборатория, 
как и лаборатории мк спэб, имеет все необходи-
мые системы жизнеобеспечения и предназначена 
для проведения исследований полевого материала 
как с помощью индикационных методов (пцр, иФа, 
мФа), так и с помощью бактериологического мето-
да. уровень биологической защиты лаборатории – 
BSL-2.

Разработка аэромобильного противоэпидеми-
ческого комплекса. последней, инновационной раз-
работкой, связанной с мобильными лабораториями 
биологического профиля, стал проект аэромобиль-
ного противоэпидемического комплекса, представ-
ляющего собой вертолет типа ка-226т, оснащенный 
двумя съемными модулями: модуль 1 – для эпидеми-
ологической разведки и индикации и модуль 2 – для 
медицинской эвакуации больного особо опасными 
инфекциями.

модуль 1 предназначен для автономного про-
ведения индикации патогенных биологических 
агентов и лабораторной диагностики особо опасных 
инфекционных болезней методами экспресс и уско-
ренной диагностики в зоне чрезвычайных ситуаций, 
непосредственно в очаге инфекционной болезни в 
труднодоступных районах. он оснащен системой 
приточно-вытяжной вентиляции с механическим 
побуждением и кондиционированием приточного 
воздуха, с фильтрами тонкой очистки воздуха высо-
кой эффективности, позволяющей создать понижен-
ное давление в помещении лаборатории.

модуль 2 предназначен для перевозки и достав-
ки транспортировочного изолирующего бокса (пере-
носного изолятора), персонала мобильной лаборато-
рии к месту производства исследований и для эва-
куации больного особо опасными инфекциями при 
ликвидации эпидемиологических последствий сти-
хийных бедствий, техногенных катастроф и чрезвы-
чайных биолого-социальных ситуаций. разработка 
защищена тремя патентами рФ (кутырев в.в. и со-
авт. патент 2656137 «аэромобильный противоэпи-
демический комплекс»; кутырев в.в. и соавт. патент 
на 176563 «модуль вертолетный для эвакуации боль-
ного особо опасными инфекциями»; кутырев в.в. и 
соавт. патент 180617 «модуль вертолетный эпиде-
миологической разведки и индикации»).

Заключение. таким образом, проведенный ана-
лиз показывает, что на сегодняшний день в мире 
практически всеми развитыми странами широко ис-
пользуются мобильные лаборатории биологическо-
го профиля. это могут быть сборно-разборные мо-
дульные комплексы, перемещаемые любыми видами 
транспортных средств, мобильные лаборатории на 
базе транспортируемых контейнеров или мобильные 
лаборатории, смонтированные на базе автошасси.

мобильные лаборатории биологического про-
филя имеются как на оснащении военных ведомств 
стран, так и у гражданских структур противоэпиде-
мического профиля. они могут использоваться как 
для реагирования на масштабные чрезвычайные 

ситуации санитарно-эпидемиологического характе-
ра внутри страны, для усиления территориальных 
противоэпидемических структур, так и для реаги-
рования на чрезвычайные ситуации в области обще-
ственного здравоохранения международного значе-
ния в рамках реализации международных медико-
санитарных правил (2005) в составе международных 
сил реагирования.

в российской Федерации, начиная с 2006 г., в 
рамках деятельности Федеральной службы по над-
зору в сфере защиты прав потребителей и благопо-
лучия человека, активно велись инновационные раз-
работки по проектированию и созданию различных 
мобильных лабораторий биологического профиля на 
базе автошасси. разработаны и созданы мобильные 
комплексы спэб первого и второго поколения, кото-
рые по своему инженерно-техническому уровню со-
ответствуют современным зарубежным мобильным 
лабораториям биологического профиля, а по спектру 
решаемых задач превосходят их. 

научно обосновано десять основных принци-
пов разработки и создания мобильных лабораторий 
на базе автошасси для осуществления лабораторной 
диагностики инфекционных болезней. 

разработан целый ряд автолабораторий, пред-
назначенных для проведения эпидемиологической 
разведки, индикации пба, проведения эпизоотоло-
гического обследования природных очагов особо 
опасных инфекционных болезней. создана иннова-
ционная концепция аэромобильного противоэпиде-
мического комплекса. все разработки защищены 20 
патентами российской Федерации.

основными направлениями использования мо-
бильных лабораторий биологического профиля в 
россии являются:

- реагирование на чрезвычайные ситуации 
санитарно-эпидемиологического характера как в 
россии, так и за рубежом;

- усиление территориальных служб санитарно-
противоэпидемического профиля при проведении 
массовых мероприятий;

- проведение эпизоотологического обследова-
ния природных очагов инфекционных болезней;

- оказание материально-технической поддерж-
ки странам-партнерам российской Федерации в об-
ласти борьбы с инфекционными болезнями.

имеющиеся на оснащении спэб роспотреб-
надзора мобильные лаборатории неоднократно ис-
пользовались для обеспечения санитарно-эпидемио-
логического благополучия на территории россии 
в ходе проведения масштабных спортивных и 
общественно-политических массовых мероприятий. 
мобильный комплекс спэб задействовался в ходе 
ликвидации эпидемии эбола в странах западной 
африки. 

с 2018 г. мобильные лаборатории начали ис-
пользоваться при осуществлении эпизоотологиче-
ского обследования природных очагов чумы и дру-
гих опасных инфекционных болезней.
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применение мобильных лабораторий для инди-
кации и идентификации возбудителей инфекцион-
ных болезней в системе противочумных учреждений 
роспотребнадзора позволило поднять на качественно 
новый уровень готовность к возникновению чрезвы-
чайных ситуаций санитарно-эпидемиологического 
характера и значительно повысить эффективность 
мер реагирования. при этом мобильные лаборатории 
используются в работе как мобильных противоэпиде-
мических формирований (спэб роспотребнадзора), 
так и стационарных противочумных учреждений 
(противочумные станции).

описанные выше российские разработки ак-
тивно используются в ходе реализации российской 
Федерацией различных программ оказания содей-
ствия странам-партнерам по вопросам реализации 
международных медико-санитарных правил (2005) 
и борьбы с опасными инфекционными болезнями.

в целом проводимая в российской Федерации 
в рамках деятельности роспотребнадзора работа по 
проектированию, созданию и использованию мо-
бильных лабораторий биологического профиля пол-
ностью соответствует мировым тенденциям в этой 
области, согласуется с принципами, постулируемы-
ми воз, международными медико-санитарными 
правилами (2005) в отношении борьбы с инфек-
ционными болезнями и реагирования на чрезвы-
чайные ситуации санитарно-эпидемиологического 
характера, способствует целям укрепления между-
народного сотрудничества и международного раз-
вития, повышению эффективности международных 
мер реагирования при чс в области общественного 
здравоохранения международного значения. на этом 
основании можно прогнозировать, что в перспекти-
ве в россии будет расширяться спектр направлений 
использования мобильных лабораторий биологи-
ческого профиля в целях обеспечения санитарно-
эпидемиологического благополучия населения.

конфликт интересов. авторы подтверждают 
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а.В. липницкий, а.м. маркин, Т.н. Шаров, а.В. Топорков, д.В. Викторов

Современная ЭпидемиологичеСКая Ситуация по оСоБо опаСнЫм миКоЗам  
в мире и прогноЗ ее раЗвития

ФКУЗ «Волгоградский научно-исследовательский противочумный институт», Волгоград, Российская Федерация

обзор литературы посвящен эпидемиологическим аспектам распространения в мире особо опасных микозов 
(кокцидиоидомикоз, гистоплазмоз, бластомикоз, паракокцидиоидомикоз). представлен прогноз заболеваемости 
на несколько ближайших лет. из всех эндемических микозов наибольшую опасность представляет кокцидиоидо-
микоз, эндемичный для регионов северной америки, при заражении которыми чаще всего возникают осложне-
ния, вплоть до диссеминации процесса у иммуноослабленных лиц. гистоплазмоз, также относящийся к группе 
особо опасных микозов, поражает как людей, так и животных, эндемичен для северной, центральной и Южной 
америки, а также азии и австралии. наиболее изученные эндемичные регионы заражения бластомикозом на-
ходятся на территории северной америки, а паракокцидиоидомикоз эндемичен в странах латинской америки. 
анализ работ и опубликованных материалов по особо опасным микозам за последние три года свидетельствует 
о повышении заболеваемости ими в мире. подобная картина связана, прежде всего, с увеличением количества 
иммунокомпрометированных субъектов. важным этапом для улучшения диагностики возбудителей особо опас-
ных микозов является внедрение современных методов ранней диагностики микозов, в частности, молекулярно-
генетических и секвенирования генома возбудителя. это также позволило бы обнаруживать больных вне энде-
мических очагов.

Ключевые слова: кокцидиоидомикоз, гистоплазмоз, бластомикоз, паракокцидиоидомикоз, заболеваемость, эн-
демические регионы.
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A.V. Lipnitsky, A.M. Markin, T.N. Sharov, A.V. Toporkov, D.V. Viktorov
Current epidemiological situation on Particularly Dangerous Mycoses around the World 
and Forecast of Its Development
Volgograd research Anti-Plague Institute, Volgograd, Russian Federation

Abstract. The literature review focuses on epidemiological aspects of the spread of particularly dangerous mycoses 
across the world (coccidioidomycosis, histoplasmosis, blastomycosis, paracoccidioidomycosis). Forecast of morbidity 
rates for the next few years is provided too. Out of all endemic mycoses, coccidioidomycosis, endemic for North America 
regions, poses the most dangerous threat. In case of the infection, complications are most likely to arise, including the 
dissemination of the process in immunocompromised persons. Histoplasmosis is also classed as particularly dangerous 
mycosis. It affects both humans and animals. It is endemic for North, Central and South America, as well as Asia and 
Australia. The most studied endemic areas of infection with blastomycosis are in the territory of North America, while 
paracoccidioidomycosis is endemic for Latin America countries. Analysis of academic publications on particularly dan-
gerous mycoses over the last three years testifies to the increase in their morbidity rates around the world. This situation 
is associated, primarily, with the increment in the number of immunocompromised subjects. An important stage in the 
improvement of the agent diagnostics is introduction of advanced methods for early diagnostics of mycoses, in particular, 
molecular-genetic and genome sequencing tools. It could also allow for the detection of patients beyond the limits of 
endemic foci. 
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в последнее время в различных регионах мира 
наблюдается рост числа зарегистрированных слу-
чаев заболевания особо опасными микозами (кок-
цидиоидомикозом, гистоплазмозом, бластомикозом, 
паракокцидиоидомикозом) и расширение их зоны 
эндемичнности, что определяет необходимость ак-
туализации ранее опубликованных сведений о рас-

пространенности возбудителей [1], а также оценки 
рисков их проявления на новых, ранее считавшихся 
неэндемичными, территориях. 

кокцидиоидомикоз (км) – наиболее опасный из 
эндемических микозов. при инфицировании людей 
Coccidioides immitis и Coccidioides posadasii чаще, 
чем при других особо опасных микозах (оом), воз-
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никают тяжелые формы заболевания, включающие 
пневмонию и внелегочную диссеминацию с пора-
жением различных органов. не только длительное 
проживание, но даже кратковременное пребывание в 
гиперэндемичных по кокцидиоидомикозу регионах 
юго-запада сШа (аризона, калифорния) критично 
для развития заболевания с первичными клиниче-
скими симптомами респираторной инфекции [18]. 
у 50–60 % зараженных отмечается субклиническое 
течение болезни [45]. клинические симптомы км 
проявляются как у иммунокомпетентных людей, 
так и у иммунокомпрометированных лиц, однако 
тяжелые формы заболевания и летальные случаи 
чаще связаны с иммуносупрессией. исход обычно 
зависит от развития клеточного иммунного ответа 
т-хелперного типа. 

повышенный риск развития диссеминирован-
ного км отмечают у реципиентов трансплантатов, в 
частности аллогенных гемопоэтических стволовых 
клеток. при исследовании 21 реципиента трансплан-
тированных органов от больных км доноров, у 43 % 
развивалось заболевание в среднем через 30 дней по-
сле трансплантации с летальностью 28,5 %. пятеро 
из семи реципиентов, не подвергнутых профилак-
тической терапии, погибли, тогда как одиннадцать, 
получившие лечение, выжили [4]. ретроспективный 
анализ данных о 30870 больных, госпитализиро-
ванных с диагнозом км в сШа с 2005 по 2012 год, 
выявил заболеваемость км в 46 штатах, но почти 
половина зарегистрирована в аризоне (39,1 %) и 
калифорнии (36,8). наиболее высокий уровень ле-
тальности отмечен в возрастном диапазоне 61–70 
лет. данные последних лет подтверждают извест-
ные факты о более высокой летальности у афроа-
мериканцев по сравнению с другими этническими 
группами.в других группах риска отмечена связь с 
заболеваемостью сахарным диабетом. 

возбудители км инфицируют не только людей, 
но и различные виды млекопитающих, рептилий и 
птиц, однако их роль в качестве резервуаров возбу-
дителей инфекции неизвестна. не подвергался со-
мнению однозначный взгляд на км как на типичный 
сапроноз с почвой в качестве источника инфекции. 
тем не менее, недавно M.Rayes-Montos et al. [38] 
предположили, что животные обеспечивают посто-
янство жизненного цикла возбудителей км в приро-
де, являясь их связующим звеном с внешней средой, 
и способствуют распространению грибов в природ-
ных условиях эндемических очагов. в значительной 
степени выводы авторов основываются на результа-
тах молекулярно-генетических исследований, сви-
детельствующих о том, что экстремальные внешние 
условия приводят к адаптивным изменениям в гено-
ме Coccidioides spp., а именно приобретению новых 
генов, функция которых связана с взаимодействием 
гриба и его животных хозяев [43]. эти генетические 
изменения направлены на использование грибами 
в качестве питательного субстрата тканей живых и 
погибших животных. по мнению авторов это под-

тверждается изоляцией культур Coccidioides spp. 
вблизи нор животных, тогда как в образцах почвы, 
взятых вдали от них, культуры не получены. 

D.M.Simões et al. [44], проводившие ретроспек-
тивное (с 2009 по 2015 год) изучение км у домаш-
них животных в эндемичной зоне сШа, выявили 
системные поражения, вызванные Coccidioides spp. 
у собак (75 %) и кошек (54,8). полагают, что обнару-
жение км у собак может служить индикатором воз-
можного появления случаев заболевания населения, 
а также способствовать уточнению географических 
зон распространения км [21]. при изучении энде-
мичности тех или иных территорий по кокцидиои-
домикозу также важна оценка роли отдельных ви-
дов дикой фауны в поддержании природных циклов 
микромицетов. так, по данным R.Cordeiro et al. [13], 
инфицированные грибом летучие мыши, способные 
мигрировать на большие расстояния, могут быть 
резервуарами и распространителями гриба. они, 
а также броненосцы, формируют жизненный цикл 
Coccidioides путем трансформации паразитических 
структур (сферул) в инфекционные формы (артроко-
нидии). последние с помощью передачи через воз-
дух инфицируют новых хозяев.

в последние годы появились сообщения о рас-
ширении эндемичных по км регионов, прежде всего 
на территории сШа. полагают, что эти изменения 
связаны с глобальным потеплением климата [34], ко-
торое способствует повышению заболеваемости лю-
дей км при ингаляционном инфицировании спора-
ми, попадающими в воздух из почвы. другой меха-
низм может быть связан с увеличением числа наво-
днений. показано, что заполнение водой сухой почвы 
способствует повышенному росту грибов. описана 
сезонность км в аризоне, зарегистрированная меж-
ду июнем–июлем и концом октября–ноябрем, когда 
после влажного периода почва становится сухой и 
способствует образованию пыли, попадающей в воз-
дух вместе с грибами. о сезонности заболевания 
можно судить и по изучению пиков инфицирования 
людей Coccidioides spp. документированные вспыш-
ки км среди людей описаны после инфицирования, 
вызванного естественными пыльными бурями. 

A.P.Litvintseva et al. [31] обнаружили колони-
зацию почвы C. immitis в ранее неэндемичном шта-
те вашингтон, связанную с заболеваниями людей и 
подтвержденную генетической идентичностью изо-
лятов из почвы и от одного из больных км. при про-
ведении эпидемиологических исследований км в 
неэндемичном штате миссури, отмечено, что встре-
чаемость км у людей возросла от 0,05 на 100 тыс. 
населения в 2004 г. до 0,28 в 2013 г. около полови-
ны заболевших посещали эндемичные регионы [49]. 
недавно впервые появились сообщения о возможном 
существовании очагов км вне американского кон-
тинента. культуры гриба получены при вскрытии 
погибших кур в нигерии [30] и от пациента, инфи-
цированного в неэндемичном регионе мексики [15]. 
описан случай легочного км у 24-летнего пациента 
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из эфиопии. хотя культура возбудителя не была по-
лучена, данные гистологического исследования и эф-
фективность лечения противогрибковым препаратом 
кетоконазолом позволили диагностировать км [25]. 

в своей работе A.M.Tortorano et al. [48] приво-
дят данные о новых случаях км у жителей европы 
после посещения известных эндемичных регионов. 
так, первично кожный км диагностирован в италии 
у монахини, ранее проживавшей в аргентине. у жи-
теля испании поражение протезированного коле-
на, вызванное C. immitis, диагностировано спустя 
56 лет после его выезда из эндемичной зоны км в 
калифорнии. в дальнейшем он никогда не покидал 
пределы испании [5]. случай км у ранее здорового 
мужчины после посещения сШа впервые зафикси-
рован в дублине (ирландия) [16]. 

гистоплазмоз, вызываемый Histoplasma cap-
sulatum поражает как людей, так и животных. 
заболевание встречается в северной, центральной 
и Южной америке, африке, индии, китае, Юго-
восточной азии, австралии [8, 24]. в сШа свыше 
40 млн людей заражены гистоплазмозом и ежегодно 
им инфицируются около 500 человек. с 1938 по 2013 
год в сШа описано 105 вспышек в 26 штатах и на 
территории пуэрто-рико. как правило, источниками 
возбудителя инфекции являлась почва в местах скоп-
ления птиц, летучих мышей и их экскременты [9]. 

большинство описанных случаев гистоплазмо-
за в европе связано с иммигрантами, посещавшими 
эндемичные для микромицетов рода Histoplasma ре-
гионы. ранее, по данным рабочей группы, созданной 
европейской конфедерацией медицинской миколо-
гии из представителей 10 стран, достоверные случаи 
гистоплазмоза людей описаны в италии, германии и 
турции [6]. ряд врачей-инфекционистов считает дис-
семинированный гистоплазмоз манифестацией фазы 
спида у вич-инфицированных [27]. при этом ре-
гистрируют высокий (до 25 %) уровень летальности 
[37]. в некоторых странах коинфекция гистоплазмо-
за и туберкулеза у вич-инфицированных составляет 
8–15 % [32]. иммуносупрессия, связанная с транс-
плантацией почки, послужила причиной развития 
гистоплазмоза у 22,7 % реципиентов в бразилии 
[25]. Факторами риска являются также диабет и ау-
тоиммунные заболевания. 

в последние годы сообщения о больных диссе-
минированным гистоплазмозом стали поступать не 
только из регионов с известной эндемичностью. по 
мнению N.C.Bahr et al. [8], наши знания об эндемич-
ности гистоплазмоза неполны, и при диагностике за-
болеваний у пациентов с иммуносупрессией следует 
иметь в виду возможность развития гистоплазмоза 
независимо от места проживания пациента. в отно-
шении обозначения региона как «эндемичный по ги-
стоплазмозу» правильнее использовать термин «не 
известный по эндемичности». недавно вспышка за-
болевания зафиксирована у 13 из 24 туристов после 
кратковременного посещения тропических лесов в 
уганде [14]. несколько клинических случаев описа-

но на ямайке [22]. первый аутохтонный случай ги-
стоплазмоза выявили в Южной корее [29].

наиболее изученные эндемичные регионы 
бластомикоза, обусловленные нахождением в поч-
ве возбудителей – диморфных грибов Blastomyces 
dermatititdis и недавно открытого B. gilchristii, рас-
положены в северной америке по долинам рек 
миссисипи, огайо и святого лоуренса, а также в 
бассейне великих озер. в отличие от других оом, 
клинические формы бластомикоза описываются 
как системные гнойно-гранулематозные поражения 
[41]. первично возникает пневмония, хотя гриб мо-
жет диссименировать в любой орган, прежде всего 
в кожу, кости и суставы, а также урогенитальный 
тракт. поражаются как иммунокомпетентные, так и 
иммунокомпрометированные субъекты, но более тя-
желые формы болезни отмечены у последних [12]. в 
штате индиана при характеристике 14 госпитализи-
рованных больных (с 1985 по 2014 год) 27 % имели 
сахарный диабет, 16 % – нарушения иммунной си-
стемы (из них у 9 % спид), 90 % – пневмонию, в 
48 % случаев – выявлены внелегочные поражения 
[7]. A.E.Seitz et al. [42] изучили факторы риска раз-
вития бластомикоза, обусловившие госпитализацию 
пациентов в 13 эндемичных штатах сШа. к группе 
критериев риска заболевания отнесен возраст свыше 
65 лет, а также ряд внешних факторов – снижение 
максимальных показателей ежегодной температу-
ры воздуха, повышение количества ртути в почве 
и снижение содержания меди. показано, что вре-
менная иммуносупрессия во время беременности 
может способствовать диссеминации инфекции и 
быть связана с риском вертикальной передачи болез-
ни [46]. недавно впервые представлены результаты 
широкомасштабного клинического и эпидемиологи-
ческого исследования бластомикоза у детей в шта-
те висконсин с 1999 по 2014 год [17]. из 114 детей 
с установленным диагнозом бластомикоза у 79 % 
обнаружили изолированные поражения легких, у 
21 % – внелегочные очаги.

в связи с выявлением заболевания бластомико-
зом некоторых видов млекопитающих, в частности, 
широко распространенных в эндемичных регионах 
канады лисиц, полагают, что они могут являться по-
тенциальным показателем нахождения гриба в почве 
[35]. культуры микромицета очень редко выделя-
ют из почвы – основного естественного резервуара 
гриба. однако для более точного определения того, 
насколько важное значение в эпидемиологии бласто-
микоза имеют факты обнаружения микромицета у 
различных видов животных, требуются дальнейшие 
исследования. на сегодняшний день описан первый 
случай системного поражения B. dermatitidis, вклю-
чающего легкие, лимфатические узлы, селезенку, 
почки и печень у лемура [39]. 

паракокцидиоидомикоз (пкм) эндемичен в 
латинской америке, где 10 млн людей инфицирова-
ны его возбудителями – Paracoccidioides brasiliensis 
и P. lutzii. оба возбудителя поражают людей и жи-
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вотных, однако у последних заболевание связано 
преимущественно с P. brasiliensis [26]. большинство 
случаев заболевания людей фиксируется в бразилии, 
где встречаемость на тысячу госпитализирован-
ных для пкм составляет 7,99, при 7,12 – для км 
и 2,19 – для гистоплазмоза [4]. естественные ниши 
обитания возбудителей пкм пока точно не опреде-
лены, однако полагают, что случаи инфицирования 
домашних и диких животных могут быть маркером 
наличия возбудителя в объектах внешней среды эн-
демичных регионах. известные ранее факты о роли 
броненосцев в распространении пкм недавно до-
полнены результатами исследования серологически-
ми и молекулярно-генетическими методами образ-
цов от 38 различных видов грызунов [2]. показано, 
что они инфицируются возбудителями пкм и могут 
быть значимыми эпидемиологическими маркера-
ми наличия гриба в окружающей среде. впервые 
пкм выявлен у грызунов родов Akodon и Oryzomys 
[19]. значительное количество сероположительных 
в отношении пкм собак зафиксировано на юге 
бразилии [40]. исследования генетического матери-
ала двух видов гриба, выделенных из проб почвы и 
воздуха, в сравнении с днк клинических штаммов, 
свидетельствуют о возможных экологических раз-
личиях P. brasiliensis и P. lutzii [47]. культуры грибов 
достаточно часто изолируются от больных. однако 
в связи с миграцией инфицированных людей и дли-
тельным инкубационным периодом болезни, полу-
чение клинических изолятов не всегда отражает их 
связь с конкретным местом заражения. по данным 
R.Bucheri et al. [10], у двух пациентов с достоверно 
точным временем и местом инфицирования первые 
симптомы появились у одного из них через 45 дней, 
а у другого – спустя 4 месяца. 

преобладающей является системная хрониче-
ская форма болезни. клинические проявления в виде 
язв с гранулярной поверхностью отмечены в 70 % 
случаев [3]. подострые формы (ювенальный тип) 
встречаются у молодых людей обоего пола в виде 
лифомоподобной формы и часто приводят к смерти 
[33]. пкм редко возникает у реципиентов транс-
плантатов. в литературе описано всего пять таких 
случаев [20, 36]. встречаемость и тяжесть проявле-
ния пкм у людей может быть обусловлена генеа-
логическими факторами, такими как полиморфизм 
единичных нуклеотидов – single nucleotide polymor-
phisms (SNP), в последовательностях, кодирующих 
цитокины [11]. 

таким образом, анализ публикаций по оом за 
последние три года свидетельствует о повышении 
заболеваемости в мире. этот рост связан в основном, 
с увеличением количества иммунокомпрометиро-
ванных субъектов. помимо вич-инфицированных, 
значительно возросло число медицинских вмеша-
тельств, сопровождающихся развитием иммуносу-
прессии, таких как трансплантация органов, химио-
терапия онкологических и некоторых других сомати-
ческих заболеваний. существенным для улучшения 

диагностики оом, особенно для выявления боль-
ных вне эндемических очагов, является внедрение 
современных методов ранней диагностики микозов, 
в частности пцр в режиме реального времени и 
секвенирование генома возбудителя. это позволяет 
выявить новые регионы распространения оом в 
странах, где существуют благоприятные условия для 
сохранения возбудителей этих микозов во внешней 
среде. можно предположить, что в условиях гло-
бального потепления климата и экологических изме-
нений будет происходить расширение эндемических 
зон особо опасных микозов в мире. 
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руКоКрЫлЫе КаК воЗможнЫй реЗервуар опаСнЫх для человеКа вируСов  
на территории гвинейСКой реСпуБлиКи. чаСть 1
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рукокрылые – один из наиболее многочисленных отрядов млекопитающих, способных выступать в качестве 
природных хозяев и переносчиков различных вирусов, бактерий и патогенных грибов. в период 2007–2013 гг. у 
рукокрылых обнаружено 248 новых вирусов, относящихся к 24 семействам. в последние годы целый ряд новых 
инфекций, которые провоцировали тяжелые заболевания у людей, были связаны с переносчиками – летучими 
мышами. сегодня их рассматривают как возможный источник вирусов эбола, марбург и хендра, возбудите-
лей тяжелого острого респираторного синдрома, а также многих других летальных болезней. особое внимание 
рукокрылым стало уделяться после установления факта их вовлечения в циркуляцию эболавируса заир и их 
возможного участия в формировании природных очагов этой инфекции. в настоящее время природным резер-
вуаром эболавируса заир, а также некоторых других филовирусов (Filoviridae), считаются рукокрылые. помимо 
филовирусов от рукокрылых на африканском континенте выделяли другие значимые для здравоохранения ви-
русы – лиссавирусы (Rhabdoviridae, Lyssavirus), хенипавирусы (Paramixoviridae, Henipavirus) и коронавирусы 
(Coronaviridae, Alphacoronavirus, Betacoronavirus), которые также могут циркулировать среди рукокрылых в 
западной африке. в представленной работе проанализированы имеющиеся в литературных источниках сведения 
о распространении рукокрылых на территории африканского континента, их видовое разнообразие, особенности 
экологии и поведения. представлены сведения о том, для каких инфекций они могут служить потенциальными 
носителями. имеется описание особенностей взаимодействия людей, проживающих на африканском континен-
те, с летучими мышами разных видов. представленный обзор посвящен анализу результатов изучения популяци-
онных, экологических и эпидемиологических факторов, влияющих на поддержание циркуляции ряда наиболее 
опасных для человека вирусов (филовирусов, лиссавирусов, хенипавирусов и коронавирусов) среди африканских 
рукокрылых. обосновывается необходимость изучения вышеперечисленных факторов для популяций рукокры-
лых гвинейской республики.

ключевые слова: рукокрылые, крыланы, спутниковая телеметрия, эболавирус заир, гвинейская республика.
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Chiroptera as a Potential Reservoir of Dangerous for Humans Viruses in the territory  
of the Republic of Guinea. Part 1
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Abstract. Chiroptera is one of the largest in numbers orders of mammals which can take on the role of natural host 
and vector of various viruses, bacteria, and pathogenic fungi. Over the period of 2007–2013, 248 new viruses pertaining 
to 24 families were detected in chiropterans. Lately, a range of novel infections that provoked severe diseases in humans 
were associated with bats-carriers. Presently they are viewed as a potential reservoir of Ebola, Marburg, and Hendra 
viruses, severe acute respiratory syndrome agents, as well as many other lethal diseases. Chiropterans started drawing 
particular attention after establishment of the fact that they are involved in circulation of ebolavirus Zaire and possibly 
participate in the formation of natural foci of this infection. Currently chiropterans are considered to be natural reser-
voirs of ebolavirus Zaire and some other filoviruses (Filoviridae). Accept from filoviruses, other significant for public 
healthcare viruses were isolated from chiropterans on the African continent – lyssaviruses (Rhabdoviridae, Lyssavirus), 
henipaviruses (Paramixoviridae, Henipavirus), and coronaviruses (Coronaviridae, Alphacoronavirus, Betacoronavirus) 
that can also circulate among chiropterans in West Africa. The data available from literature sources on dissemination 
of chiropterans in the territory of the African continent, their species diversity, peculiarities of ecology and behavior are 
analyzed in this paper. The information on the infections for which chiropterans can serve as potential reservoirs is also 
provided. Specifics of interaction between the population residing on African continent and bats of different species are 
described too. The review is devoted to the assessment of results of studies on population, ecological, and epidemiologi-
cal factors contributing to maintenance of circulation of a number of dangerous for humans viruses (filoviruses, lyssavi-
ruses, henipaviruses, and coronaviruses) among African chiropterans. The need for further investigation of the mentioned 
factors affecting chiropteran populations in the Republic of Guinea is substantiated.

Key words: chiropterans, fruit-bats, space telemetry, ebolavirus Zaire, Republic of Guinea.
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рукокрылые (Chiroptera) – отряд млекопитаю-
щих, насчитывающий более 1300 видов, по числен-
ности занимает второе место после грызунов [14]. 
согласно современной систематике отряд делится на 
два подотряда – Yinpterochiroptera и Yangochiroptera 
[5]. рукокрылые распространены повсеместно, за 
исключением полярных широт и высокогорий. они 
способны преодолевать значительные расстояния, 
некоторые виды могут формировать многочисленные 
колонии и становиться частью синантропных биоце-
нозов. для многих видов рукокрылых показано носи-
тельство вирусов, бактерий и патогенных грибов [34]. 
в период 2007–2013 гг. у рукокрылых обнаружено 248 
новых вирусов, относящихся к 24 семействам [41]. 
высказывается также предположение, что имеющи-
еся данные по разнообразию уже известных вирус-
ных агентов у рукокрылых очень ограничены недо-
статочным объемом исследования этих животных. в 
настоящее время рукокрылые считаются природным 
резервуаром эболавируса заир, а также некоторых 
других филовирусов (Filoviridae) [27]. помимо этого 
от рукокрылых на африканском континенте выделя-
ли другие значимые для здравоохранения вирусы – 
лиссавирусы (Rhabdoviridae, Lyssavirus), хенипави-
русы (Paramixoviridae, Henipavirus) и коронавирусы 
(Coronaviridae, Alphacoronavirus, Betacoronavirus), 
которые также могут циркулировать среди данного 
отряда в западной африке (рисунок).

на африканском континенте насчитывается 258 
видов рукокрылых, что составляет приблизительно 
25 % мирового разнообразия этого отряда млеко-
питающих [7]. их фауна в гвинейской республике 
включает 66 видов, из которых к подоторяду 
Yinpterochiroptera относятся 30 (включая 11 видов 
крылановых), а к подоторяду Yangochiroptera – 36 
видов [16]. некоторые рукокрылые (23 вида), обита-
ющие на территории гвинеи, являются редкими или 
находятся под угрозой потери среды обитания [38]. 
в таблице представлены данные по видам рукокры-
лых, встречающихся в гвинейской республике, кото-
рые могут быть потенциальными носителями особо 
опасных вирусных агентов. 

многие из представленных в таблице видов ру-
кокрылых образуют колонии от сотни до сотен ты-
сяч особей, некоторые (R. aegyptiacus, M. schreibersii, 
N. thebaica, E. helvum, N. gambiensis, N. capensis) спо-
собны находить дневные местообитания в населен-
ных пунктах. для R. aegyptiacus и E. helvum доказана 
сезонная миграция в пределах ареала – до 500 км у 
R. aegyptiacus и до 2500 км у E. helvum [8, 33]. с уче-
том особенностей экологии обитающих на терри-
тории гвинейской республики видов рукокрылых, 
потенциальных носителей особо опасных вирусов, 

можно предполагать возможность циркуляции этих 
вирусов и их занос в соседние страны. 

Некоторые особенности циркуляции вирус-
ных патогенов в популяциях рукокрылых. отличи-
тельными чертами рукокрылых, затрудняющими на-
блюдение за этими животными, являются скрытный 
образ жизни, преимущественно ночная активность и 
способность преодолевать значительные расстояния. 
в начале прошлого века для изучения перемещения 
рукокрылых стали применять кольцевание, благода-
ря чему были установлены пути миграции и их се-
зонные перемещения [3]. недостатком этого метода 
мониторинга является необходимость массового по-
вторного отлова животных. с 60-х годов прошлого 
столетия для изучения перемещения различных жи-
вотных стала использоваться радиотелеметрия, что 
позволило вести дистанционное наблюдение [32]. 
этот метод успешно применен для изучения пере-
мещения как насекомоядных, так и плодоядных ру-
кокрылых [32, 11]. позже стала применяться спут-
никовая телеметрия с использованием различных 
спутниковых систем [2]. благодаря этим методам 
установлена дальность миграций пальмового кры-
лана [33]. для использования и накопления данных 
о перемещении животных, полученных с разных 
спутниковых систем, создан банк данных Movebank 
(www.movebank.org), где представлены данные 
спутниковой телеметрии для пальмового крылана в 
гане, буркина-Фасо и замбии. в то же время ни в 
одной стране западной африки, где регистрирова-
лись случаи болезни, вызванной эболавирусом заир, 
в настоящее время нет постоянного наблюдения за 
перемещением и миграциями рукокрылых, потенци-
альными носителями этого вируса. отсутствует си-
стематизированная информация об инфекционных 
заболеваниях, характерных для различных видов 
рукокрылых, в том числе о вспышках заболеваний в 
локальных популяциях этих животных.

вопрос о генетической предрасположенности 
отдельных видов рукокрылых к поддержанию цир-
куляции конкретных видов вирусов остается плохо 
изученным. так, в циркуляцию вируса бешенства 
в бразилии вовлечены рукокрылые 41 вида (насе-
комоядные, плодоядные, гематофаги), относящие-
ся к семействам Phyllostomidae, Vespertilionidae и 
Molossidae, что свидетельствует о восприимчивости 
рукокрылых к этому вирусу независимо от их так-
сономической принадлежности [36]. обнаружение 
антител и рнк филовирусов и хенипавирусов у гене-
тически отдаленных видов рукокрылых также свиде-
тельствует об отсутствии выраженной генетической 
предрасположенности к инфицированию этими ви-
русами [27, 35]. C.C.W. Young и K.J. Olival показали, 

Conflict of interest: The authors declare no conflict of interest.
Corresponding author: Alexander M. Porshakov, e-mail: rusrapi@microbe.ru.
Citation: Porshakov A.M., Kononova Yu.V., Loktev V.B., Boiro M.I. Chiroptera as a Potential Reservoir of Dangerous for Humans Viruses in the Territory of the 

Republic of Guinea. Part 1. Problemy Osobo Opasnykh Infektsii [Problems of Particularly Dangerous Infections]. 2018; 3:32–39. (In Russian). DOI: 10.21055/0370-
1069-2018-3-32-39

Recevied 18.01.18. Accepted 30.01.18.



Проблемы особо опасных инфекций. 2018; 3        ОБЗОРЫ

34

что чаще всего вирусы или их маркеры (антиген и 
рнк/днк) обнаруживались у рукокрылых семейства 
Vespertilionidae (22 вирусных семейства), далее по 
частоте встречаемости следовали Rhinolophidae (19), 
Hipposideridae (17) и Pteropodidae (13), у представи-
телей остальных 10 семейств рукокрылых вирусы 
обнаруживались намного реже [41]. можно предпо-
лагать, что представители некоторых семейств ру-
кокрылых могут обладать предрасположенностью к 
различным видам вирусов. однако недостаточность 
исследований в этой области не позволяет пока де-
лать выводы о наличии строгой генетической пред-
расположенности рукокрылых к сохранению отдель-
ных уже известных видов вирусов, патогенных для 
человека. 

любая популяция животных-носителей виру-
сов характеризуется циклическими изменениями 
численности и размеров ареала, что приводит к из-
менениям в активности природных очагов. для не-
которых природно-очаговых инфекций, в частности, 
клещевого вирусного энцефалита, установлено, что 
активация эпизоотического процесса в очагах часто 
происходит на фоне падения численности лесных 
грызунов, прокормителей основного переносчика 
(Ixodes persulcatus) вируса [6]. вполне вероятно, что 

в основе колебаний напряженности эпизоотическо-
го процесса в природных очагах лежат также есте-
ственные изменения показателей специфического 
иммунитета позвоночных-хозяев [1, 4]. таким об-
разом, колебания численности и демографическая 
структура популяции прокормителя являются важ-
ными показателями для прогнозирования активиза-
ции природного очага.

аналогичная взаимосвязь между зараженно-
стью вирусом марбург и численностью популяции 
наблюдалась у египетских летучих собак в уганде 
после вспышки 2007–2008 гг. непосредственно по-
сле вспышки вирусная рнк выявлялась у 5,1 % этих 
рукокрылых из большой колонии в пещере китака 
[39]. в 2012 г. B.R. Amman et al. выявили ее при-
близительно у 13 % взрослых и молодых особей из 
этой же пещеры. при этом в 2012 г. популяция руко-
крылых находилась в стадии восстановления после 
массового истребления колонии в 2007–2008 гг. и 
составляла на момент исследования приблизительно 
1–5 % от первоначальной численности – 40–100 тыс. 
особей [9]. 

демографическая и социальная структура по-
пуляции также имеет значение для поддержания 
циркуляции вирусов. для марбургвируса было по-

выявление филовирусов, лиссавирусов, 
хенипавирусов и коронавирусов у руко-
крылых африканского континента

Detection of filoviruses, lyssaviruses, heni-
paviruses and coronoviruses in chiropterans 
from African continent
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казано, что наиболее восприимчивыми к инфициро-
ванию являются молодые (6 мес.) особи египетских 
летучих собак независимо от пола, что может быть 
связано с исчезновением протективных материнских 
антител [8, 39]. предполагается, что эффективному 
инфицированию молодых особей способствует их 
социальное положение в колонии, согласно которому 
животные этой возрастной группы выдавливаются из 
центра пещеры к периферии, где формируют неболь-
шие группы с высокой плотностью; при этом наблю-
дается их более тесный контакт с инфицированными 
марбургвирусом экскрементами [8]. при обследова-
нии представителей этого вида на наличие антител 
к эболавирусу заир и марбургвирусу отсутствовала 
разница в доле иммунных животных среди самок и 
самцов, взрослых и молодых особей. исключение 
составили беременные самки, среди которых доля 
серопозитивных к эболавирусу заир существенно 
выше, чем у небеременных. для марбургвируса по-
добного явления не наблюдалось [39].

на активизацию циркуляции вирусов внутри по-
пуляции рукокрылых оказывает влияние сезонное из-
менение численности, связанное с размножением. это 
явление наблюдалось J.F. Drexler et al. в течение трех 
лет в колонии больших ночниц (Myotis myotis) при 
оценке уровня инфицированности коронавирусами 
[13], а также K. Patyk et al. при изучении многолетней 
динамики зараженности американских рукокрылых 
вирусом бешенства [28]. размножение африканских 
рукокрылых, как плодоядных, так и насекомоядных, 
также имеет сезонный характер, зависящий от обе-
спеченности кормовыми ресурсами. брачный период 
и рождение потомства происходят в определенный 

период, с частотой один–два раза в год в зависимости 
от вида. ретроспективный анализ вспышек заболева-
ния, вызванного марбургвирусом у людей, показал 
совпадение начала большинства вспышек с сезонами 
рождаемости у египетских летучих собак [8]. с уче-
том этого, D.T. Hayman была рассчитана модель, со-
гласно которой эффективное поддержание циркуля-
ции филовирусов в популяциях рукокрылых возмож-
но у видов с двумя сезонами рождаемости в течение 
года и высокой численностью локальной популяции 
при 21-дневном инкубационном периоде инфекции. 
предложенная модель хорошо согласуется с экспе-
риментальными данными. так, редкие находки рнк 
эболавирусов и антител к ним отмечались у видов с 
двумя сезонами рождаемости в год, но с небольшой 
численностью популяции (H. monstrosus, E. franqueti, 
Myonycteris torquata (ssp. leptodon)) или с высокой 
численностью популяции, но с одним сезоном рож-
даемости (E. helvum). этим также можно объяснить 
низкую частоту обнаружения рнк марбургвируса 
у рукокрылых рода подковогубов (Hipposideros) с 
одним сезоном рождаемости, обитающих в одних 
пещерах с инфицированными египетскими лету-
чими собаками, несмотря на принадлежность тех и 
других к одному подотряду Yinpterochiroptera [15]. 
численность локальной популяции является также 
принципиальным условием для поддержания цир-
куляции в ней различных вирусов. исходя из этого, 
можно объяснить отсутствие вспышек геморрагиче-
ской лихорадки марбург у людей в северных частях 
ареала R. aegyptiacus – на ближнем востоке и кипре, 
где численность колоний на несколько порядков 
ниже, чем в саваннах и тропических лесах.

рукокрылые Гвинейской республики, потенциальные носители особо опасных вирусов
Chiropterans of the Republic of Guinea, potential carriers of particularly dangerous viruses

виды рукокрылых вирусы (выделение вирусного агента  
или обнаружение вирусной рнк) особенности экологии и поведения рукокрылых

Hypsignathus monstrosus Филовирусы (эболавирус заир),  
хенипавирус [23, 12]

дневки в группах до 5 особей, в густой растительности

Myonycteris torquata  
(ssp. leptodon)

Филовирусы (эболавирус заир),  
хенипавирус [23, 12]

дневки поодиночке или небольшими группами, в густой расти-
тельности

Rousettus aegyptiacus Филовирусы (вирус марбург),  
лиссавирус (лагос бат), хенипавирус [12, 37, 21]

большие колонии до нескольких тысяч особей (десятки тысяч). 
дневки в пещерах, шахтах, тоннелях, открытых скважинах, бунке-
рах, развалинах. миграции в пределах ареала

Miniopterus inflatus Филовирусы (вирус марбург) [37] дневки небольшими группами в пещерах, тоннелях

Miniopterus schreibersii лиссавирус (дювенхейдж) [26, 29] колонии до нескольких сотен особей. дневки в пещерах, тоннелях

Nycteris thebaica лиссавирус (дювенхейдж) [26, 29] колонии до 100 особей. дневки в пещерах, шахтах, тоннелях, в 
дуплах деревьев, под эстакадами дорог

Eidolon helvum лиссавирус (лагос бат), хенипавирус [12, 21] колонии до нескольких сот тысяч особей. дневки на деревьях, в 
т.ч. в городских парках. мигрируют на большие расстояния

Micropteropus pusillus лиссавирус (лагос бат) [21] дневки небольшими группами на растительности

Nycteris gambiensis лиссавирус (лагос бат) [21] колонии от десятков до сотен особей. дневки в пещерах, дуплах 
деревьев, в зданиях

Hipposideros vittatus 
(ранее Hipposideros com-
mersoni) 

лиссавирус (Шимони бат),  
короновирус (SARS-подобный) [20, 31]

колонии до нескольких тысяч особей. дневки в пещерах, на дере-
вьях, в зданиях. мигрируют в пределах основного ареала

Epomophorus gambianus хенипавирус [12] колонии до 100 особей. дневки на растительности

Neoromicia capensis короновирус (MERS-подобный) [17] колонии до 20 особей. дневки под корой деревьев, на чердаках, в 
трещинах стен



Проблемы особо опасных инфекций. 2018; 3        ОБЗОРЫ

36

с помощью корреляционного анализа уста-
новлено, что разнообразие вирусов также зависит 
от статуса вида, определенного IUCN, и генети-
ческой структуры популяции [40]. согласно пред-
положениям авторов, разнообразие вирусов тем 
больше, чем выше экологическая угроза для вида. 
предполагается, что повышенное количество осо-
бей, склонных к вирусоносительству, может быть 
вызвано снижением коллективного иммунитета в 
популяции. недостатком предложенной гипотезы 
является отсутствие данных по численности, рас-
пространению и таксономическому положению не-
которых видов рукокрылых, а также прямых данных 
о состоянии коллективного иммунитета в локальных 
популяциях. 

корреляционный анализ также подтверждает 
предположение, что уровень инфицированности жи-
вотных различными вирусами положительно кор-
релирует с массой тела животного, географически-
ми особенностями (высокая степень фрагментации 
ареала) и количеством обследованных животных 
[24]. это справедливо как для генетически отдален-
ных, так и для генетически близких видов. в то же 
время экспериментальные результаты в ряде случаев 
не согласовывались как с гипотезой A.S. Turmelle и 
K.J. Olival, так и G.D. Maganga et al. согласно обеим 
гипотезам, тип дневных мест обитания рукокрылых 
не должен оказывать влияния на склонность к виру-
соносительсту, однако X. Pourrut et al. показали, что 
доля серопозитивных к марбургвирусу египетских 
летучих собак, отловленных в пещерах, существен-
но выше, чем среди этих животных из других мест 
обитания [30].

анализ доступной литературы показал, что в 
настоящее время нет данных об экологии многих ви-
дов рукокрылых гвинейской республики, направле-
нии и частоте сезонных миграций, а также о количе-
стве участвующих в них видах. отсутствует инфор-
мация о динамике численности различных видов, в 
том числе вследствие эпизоотий или активного вме-
шательства человека. исследования, проводимые в 
ряде африканских стран (в том числе эндемичных по 
эболавирусам и марбургвирусу), выявили опреде-
ленные взаимосвязи между состоянием популяций 
рукокрылых, их экологией и способностью поддер-
живать циркуляцию многих опасных для человека 
вирусов. с учетом влияния экологических и попу-
ляционных факторов на способность рукокрылых 
выступать в качестве резервуаров опасных для че-
ловека вирусных патогенов, представляется целе-
сообразным изучение этих факторов у рукокрылых 
гвинейской республики.

Эпидемиологические особенности контак-
та людей с рукокрылыми в отдельных регионах 
Африки. на основании описанных в литературе слу-
чаев, заражение человека от рукокрылых различны-
ми вирусами происходит, как правило, вследствие 
повреждений кожи и слизистых, нанесенных жи-
вотным человеку [29], либо при посещении закры-

тых мест дневных убежищ рукокрылых (пещеры, 
шахты), во время которых возможен контакт с кон-
таминированными вирусом экскрементами живот-
ных [8]. кроме вышеперечисленных форм контакта 
людей и рукокрылых, в некоторых регионах африки 
плодоядные рукокрылые являются объектом охоты 
с целью потребления в пищу, а также компонентом 
религиозных ритуалов [10, 18]. пальмовые крыланы 
(представители одного из массовых видов африкан-
ских рукокрылых) образуют большие колонии в го-
родских парках, что способствует контакту жителей 
с контаминированной экскрементами животных рас-
тительностью и фруктами [18].

с целью определения рисков для жителей ганы 
от зоонозов, связанных с охотой на пальмового кры-
лана, A.O. Kamins et al. в период 2009–2011 гг. про-
ведено эпидемиологическое исследование среди жи-
телей различных населенных пунктов на юге страны, 
включая столицу [19]. задачами исследования были 
выявление целевых групп для эпиднадзора, потен-
циальных сложностей, актуальных для управления 
вспышками, а также определение социокультурных 
причин этого явления. ими установлено, что для 
добычи животных чаще (особенно в сельской мест-
ности) используются огнестрельное оружие и ро-
гатки, в то время как «бескровные» способы (отлов 
сетями или ручная поимка животных на колониях) 
практикуются значительно реже. все опрошенные 
охотники отмечали контакт с кровью крыланов и на-
несенные ими царапины, при этом ни один из них 
не использовал защитные перчатки во время охоты. 
авторы обнаружили, что мясо крыланов, за редкими 
исключениями, употребляется термически обрабо-
танным. в целом, в южных регионах ганы с целью 
употребления в пищу ежегодно добывается до 128 
тыс. пальмовых крыланов [18].

P. Anti et al. при исследовании различных видов 
взаимодействия между людьми и рукокрылыми в 
трех сельских общинах ганы в период 2011–2012 гг. 
показано, что более 60 % респондентов имели кон-
такт с рукокрылыми, причем только 31–45 % (в за-
висимости от общины) из них контактировали с эти-
ми животными во время целевого посещения пещер, 
в то время как для остальных местами контактов с 
рукокрылыми были жилища, фермы, рабочие поме-
щения и школы [10]. почти половина респондентов 
(46,5 %) употребляли в пищу мясо рукокрылых, и 
более половины из них (60 %) принимали участие в 
охоте. авторами установлен факт широкого потре-
бления мяса рукокрылых – продажа копченых тушек 
на многочисленных общинных рынках и в рестора-
нах, а также продажа охотниками добытых животных 
в другие районы ганы и за ее пределы [10]. в неко-
торых районах демократической республики конго 
(дрк), где практикуется употребление в пищу мяса 
рукокрылых, существует запрет на этот вид пищи 
женщинам детородного возраста, однако им не за-
прещено разделывать тушки и готовить, что заметно 
увеличивает риск инфицирования этой демографи-
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ческой группы различными патогенами, в том числе 
филовирусами [22]. E.M. Leroy et al. в дрк отмечено 
использование во время охоты на крыланов дробо-
виков, рогаток и мачете, что приводило к обширной 
контаминации кровью животных мест охоты и мно-
гочисленным контактам охотников с кровью живот-
ных [22].

в гвинейской республике в районе населенных 
пунктов, где в декабре 2013 г. появились первые за-
болевшие болезнью, вызванной вирусом эбола, 
A. Marí Saéz et al. (апрель 2014 г.) проведены поле-
вые исследования, включавшие также сбор эпиде-
миологических данных. согласно опросам местных 
жителей, часть из них ежегодно принимала участие в 
охоте на крыланов, сообщалось о наличии больших 
колоний крыланов в труднодоступных районах юго-
восточной гвинеи, их ежегодных массовых мигра-
циях, а также о существовании пещер с крупными 
колониями рукокрылых в биосферном заповеднике 
зиама. относительно насекомоядных рукокрылых 
установлено, что их часто ловят дети и поджари-
вают тушки животных на небольших кострах [25]. 
анализ данных по эпидемиологическим аспектам 
контакта человека и рукокрылых, представленных 
в литературе, показал, что исследование подобного 
рода A. Marí Saéz et al. было первым в гвинейской 
республике. 

Заключение. таким образом, для контроля рас-
пространения инфекций, передаваемых рукокрылы-
ми в гвинейской республике, необходимо учитывать 
совокупность популяционных и экологических по-
казателей для разных видов рукокрылых (особенно 
массовых) с использованием современных методов 
дистанционного наблюдения. необходимо также 
создание базы данных по динамике численности и 
сезонным перемещениям животных, что может быть 
использовано органами здравоохранения гвинейской 
республики для организации противоэпидемических 
мероприятий в случаях появления заболевших с сим-
птомами, характерными для переносимых рукокры-
лыми вирусных инфекций. в связи с крайне ограни-
ченными данными о контактах человека с рукокры-
лыми в гвинейской республике, в том числе с учетом 
последствий таких контактов для общественного 
здравоохранения, необходимо проведение широких 
эпидемиологических исследований в разных райо-
нах страны с применением современных методов 
статистического анализа, что позволит определить 
группы риска и разработать схемы предотвращения 
распространения опасных для человека вирусов, но-
сителями которых являются рукокрылые.

конфликт интересов. авторы подтверждают 
отсутствие конфликта финансовых/нефинансовых 
интересов, связанных с написанием статьи.
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К вопроСу о применении в праКтичеСКом Здравоохранении  
гетерологичнЫх препаратов

ФГБУ «Научный центр экспертизы средств медицинского применения» Министерства здравоохранения Российской Федерации, 
Москва, Российская Федерация

в статье проведен анализ востребованности гетерологичных препаратов и показана необходимость их при-
менения в практическом здравоохранении. в настоящее время в российской Федерации зарегистрировано 15 
гетерологичных иммуноглобулинов и сывороток, из них девять – против бактериальных и вирусных инфекций 
(сибирская язва, дифтерия, столбняк, ботулизм, бешенство, противогангренозная), одна – против яда змей, пять – 
иммуноглобулины антитимоцитарные отечественных и зарубежных производителей. анализ данных показал, 
что наиболее востребованы в клинической практике иммуноглобулин антирабический, противодифтерийная и 
противоботулинические сыворотки типов а, в и е. выпуск же других лекарственных препаратов данной группы, 
например, сыворотки противогангренозной, имеет тенденцию к снижению. достаточное обеспечение лечебно-
профилактических учреждений данными препаратами имеет большое значение для оказания своевременной ме-
дицинской помощи при инфекционных заболеваниях, таких как сибирская язва, дифтерия, столбняк, ботулизм, 
бешенство, а также при укусах змей. в профилактике и лечении некоторых заболеваний (экстренная помощь при 
сибирской язве, бешенстве, укусах ядовитых змей) гетерологичные препараты до сих пор зачастую не имеют 
альтернативы. основной проблемой регулирования обращения гетерологичных препаратов является отсутствие 
критериев качества, эффективности и безопасности, предъявляемых к другим иммунобиологическим препара-
там. выработка единых требований к стандартизации гетерологичных сывороток и иммуноглобулинов различ-
ной специфичности, принципов оценки их эффективности и безопасности, необходима для гармонизации дей-
ствующих инструкций по медицинскому применению. разработанные ранее подходы воз для гетерологичных 
сывороток к ядам змей могут использоваться для проведения мониторинга и процесса гармонизации нормативно-
правовых документов по совершенствованию, оценке качества, эффективности и безопасности аналогичных пре-
паратов, находящихся в обращении на фармацевтическом рынке российской Федерации. 

Ключевые слова: гетерологичные сыворотки и иммуноглобулины, бактериальные и вирусные инфекции, ре-
комендации воз.
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Abstract. The paper presents the data on the assessment of the demand for heterologous drugs and highlights the 
need for their use in practical healthcare. Currently, 15 heterologous immunoglobulins and sera are registered in the 
Russian Federation. Nine of them are against bacterial and viral infections (anthrax, diphtheria, tetanus, botulism, ra-
bies, anti-gangrenous), one – against snake venom, five other – anti-thymocyte immunoglobulins produced by domestic 
and foreign manufacturers. Analysis of the data has demonstrated that anti-rabies immunoglobulin, anti-diphtheria and 
anti-botulinic sera, A, B and E type are the most in-demand. Production of other therapeutic drugs from this group, for 
instance, anti-gangrenous serum, tends to decline. Adequate provision of medical curative and preventive institutions 
with these preparations is a significant element in timely treatment of infectious diseases such as anthrax, diphtheria, 
tetanus, botulism, rabies, as well as snake bites. In prophylaxis and treatment of certain diseases (emergency aid in case 
of anthrax, rabies, venomous snake bites) heterologous preparations still oftentimes do not have an alternative. The key 
problem in regulation of heterologous preparation circulation is absence of quality, efficacy and safety criteria applicable 
to other immunobiological preparations. Development of unified requirements to standardization of heterologous sera 
and immunoglobulins of various specificity, principles of efficacy and safety evaluation is necessary for harmonization 
of current guidelines on medical use. Earlier elaborated by WHO approaches to heterologous sera to venoms of snakes 
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efficacy and safety of alternative drugs being in circulation in the pharmaceutical market of the Russian Federation.
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на фармацевтическом рынке для оказания экс-
тренной и профилактической медицинской по-
мощи при инфекционных заболеваниях имеются 
гетерологичные сыворотки и иммуноглобулины. 
гетерологичные препараты, наряду с вакцинами, 
являются одними из первых иммунобиологических 
лекарственных средств, широко использующихся на 
протяжении многих лет в борьбе с инфекционными 
болезнями (сибирская язва, бешенство, ботулизм, 
столбняк, гангрена и др.), при укусах ядовитых змей 
и в трансплантологии. их получают из сыворотки 
крови животных, чаще лошадей, иммунизирован-
ных определенной вакциной или специфическим 
антиге ном. они представляют собой очищенные 
антитоксины, иммуноглобулины или их фрагменты, 
направленные против возбудителей инфекций и их 
токсинов. 

целью работы является анализ востребован-
ности гетерологичных лекарственных препаратов, 
находящихся в обращении в российской Федерации 
(рФ), и применения их в практическом здравоохра-
нении.

Область применения гетерологических сы-
вороток и иммуноглобулинов. гетерологичные сы-
воротки и иммуноглобулины составляют важную 
группу для профилактики и лечения некоторых ин-
фекционных болезней, таких как сибирская язва, 
дифтерия, столбняк, ботулизм. особенно они акту-
альны в странах, расположенных в труднодоступных 
регионах со слабым экономическим развитием или 
при возникновении чрезвычайных ситуаций, когда 
именно сыворотки зачастую являются единствен-
ным средством оказания экстренной медицинской 
помощи [3, 10, 11, 18, 19, 20, 22, 24].

однако область применения гетерологичных 
препаратов не ограничивается только профилакти-
кой инфекционных болезней. в последнее время 
значительный интерес вызывают сыворотки против 
ядов змей, совершенствованию которых уделяется 
большое внимание как со стороны воз, так и со сто-
роны ведущих мировых медицинских агентств [7, 8, 
16, 20, 23, 31, 34]. помимо этого, высоко оценива-
ются по своей эффективности в области трансплан-
тологии препараты антитимоцитарного иммуногло-
булина, полученные из сывороток крови кроликов и 
лошадей [1, 21]. 

вместе с тем, как в россии, так и за рубежом, 
нормативно-правовые акты регулирования обра-
щения гетерологичных препаратов в недостаточ-
ной мере соответствуют современным реалиям. 
отсутствие единых требований к препаратам данной 
группы по показателям оценки качества, эффектив-
ности и безопасности связано с одной стороны с их 
давним применением, а с другой – со снижением в 
последние годы потребности в ряде гетерологичных 
препаратов на фоне использования современных ле-
карственных средств и новых стандартов лечения.

основной проблемой регулирования обращения 
препаратов данной группы является несогласован-

ность критериев качества, эффективности и безопас-
ности с требованиями, предъявляемыми к другим, 
более современным иммунобиологическим препа-
ратам. следует отметить, что на фоне многолетнего 
успешного применения гетерологичных иммуногло-
булинов и сывороток в практическом здравоохра-
нении, отсутствие актуализированной нормативно-
правовой базы значительно затрудняет работу ре-
гуляторных органов в сфере их экспертной оценки, 
регулирования и обращения на рынке. сложившаяся 
ситуация также усложняет проведение работ в об-
ласти совершенствования имеющихся и разработки 
новых препаратов аналогичного назначения.

Анализ востребованности гетерологичных 
иммунобиологических препаратов, зарегистри-
рованных в РФ. в настоящее время в российской 
Федерации зарегистрировано 15 гетерологичных 
иммуноглобулинов и сывороток, из них девять про-
тив бактериальных и вирусных инфекций (сибирская 
язва, дифтерия, столбняк, ботулизм, бешенство, про-
тивогангренозная), один – против яда змей, пять – 
иммуноглобулины антитимоцитарные отечествен-
ных и зарубежных производителей (таблица).

Зарегистрированные в рф препараты гетерологичных сывороток 
и иммуноглобулинов

Registered in RF preparations of heterologous sera  
and immunoglobulins

препараты производитель

Сыворотки

сыворотки противоботулинические 
типа A,  типа в и типа е лошадиные 
очищенные концентрированные жидкие

ао нпо «микроген», рФ

сыворотка противодифтерийная лоша-
диная очищенная концентрированная

сыворотка противостолбнячная лоша-
диная очищенная концентрированная 

сыворотка против яда гадюки обыкно-
венной лошадиная очищенная концен-
трированная жидкая

сыворотка противогангренозная по-
ливалентная лошадиная очищенная 
концентрированная

Иммуноглобулин сибиреязвенный

иммуноглобулин противосибиреязвен-
ный лошадиный

Фгбу «48 центральный 
научно-исследовательский 

институт» мо рФ

Иммуноглобулины антирабические

иммуноглобулин антирабический из 
сыворотки крови лошади жидкий

зао «биолек», украина

иммуноглобулин антирабический из 
сыворотки крови лошади жидкий

Фкуз роснипчи «микроб», 
рФ

Иммуноглобулины антитимоцитарные

тимоглобулин кроличий имтикс-сангстат, Франция
джензайм европа б.в.,  

нидерланды

антилимфолин кроличий Фгу «ргнкц росздрава», рФ

атгам лошадиный Фармация и апджон  
кампани, сШа

атг-Фрезениус с кроличий Фрезениус биотех гмбх, 
германия

графалон кроличий неовий биотех гмбх,  
германия
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высокая востребованность гетерологичных 
лекарственных препаратов, возможно, объясняется 
сложностью иммунизации доноров для получения 
гомологичных иммуноглобулинов против опасных 
инфекций, ботулизма и ядов змей с аналогичными 
показаниями.

анализ доступных литературных данных по-
казывает, что наиболее востребованными в клини-
ческой практике среди гетерологичных препаратов 
являются иммуноглобулин антирабический, проти-
водифтерийная и противоботулинические сыворот-
ки типов а, в и е. выпуск же других препаратов, 
например, сыворотки противогангренозной, значи-
тельно снизился по сравнению с прошлыми годами.

возникший дисбаланс применения гетероло-
гичных препаратов прежде всего связан с интен-
сивным развитием фармации, появлением новых 
более эффективных лекарственных средств, в том 
числе противобактериальных, новых медицинских 
материалов и, соответственно, стандартов лечения. 
в связи со снижением потребности в большинстве 
гетерологичных препаратов и нерентабельности их 
производства, ряд ведущих производителей прекра-
щают их выпуск. 

вместе с тем, заслуживает внимания ситуация, 
возникающая вокруг сывороток против ядов змей. 
компания санофи пастер в 2014 г. выступила с за-
явлением о прекращении выпуска препарата FAV-
Africa – сыворотки против ядов десяти видов змей, 
который широко был востребован в странах африки 
и европы. в россии в последние годы также отме-
чается резкое сокращение производства сывороток 
против ядов змей, в первую очередь, из-за трудности 
иммунизации доноров и их изготовления. 

сложившиеся обстоятельства вызвали допол-
нительный интерес регуляторных органов к данной 
группе препаратов. принято решение о проведении 
мониторинга востребованности зарегистрированных 
гетерологичных препаратов, а также, по мере необхо-
димости, актуализации и гармонизации нормативно-
правовых актов, регулирующих их обращение в со-
временных условиях. 

учитывая вышеизложенное, по инициативе 
воз в 2016 г. подготовлен список необходимых ге-
терологичных препаратов и выработаны критерии 
оценки их эффективности и безопасности с учетом 
современного уровня знаний и подходов [31, 32]. 

в результате проделанной работы экспертными 
группами воз подготовлены документы, определя-
ющие требования к производству, контролю и регу-
лированию обращения сывороток против яда змей. 
помимо этого детально определены критерии и ме-
тоды оценки эффективности препаратов при прове-
дении доклинических исследований. в дальнейшем 
материалы по оценке качества, эффективности и 
безопасности этих препаратов вошли в руководство 
воз по стандартизации биологических препара-
тов [32, 33]. 

важно отметить, что общие принципы оценки 

качества, эффективности и безопасности, разрабо-
танные для препаратов сывороток против ядов змей, 
могут быть использованы при экспертной оценке 
других гетерологичных сывороток и иммуноглобу-
линов. в конечном итоге данный подход позволит 
решить проблемы, связанные с обеспечением жиз-
ненно необходимыми (указанными выше) лекар-
ственными средствами. 

несмотря на достигнутые успехи современной 
медицины, до настоящего времени полностью не 
решены вопросы, традиционно связанные с исполь-
зованием гетерологичных препаратов. в профилак-
тике и лечении опасных инфекционных заболеваний 
(экстренная помощь при сибирской язве, бешенстве, 
укусах ядовитых змей) гетерологичные препараты 
до сих пор зачастую не имеют альтернативы. 

только в российской Федерации существует бо-
лее 35 тыс. стационарно неблагополучных по сибир-
ской язве пунктов, в которых периодически проис-
ходят вспышки заболевания сельскохозяйственных 
животных, что представляет постоянную угрозу за-
ражения, развития эпизоотий и эпидемий сибирской 
язвы [6, 7]. в связи с этим актуальным остается сво-
евременное введение единственного в мире проти-
восибиреязвенного иммуноглобулина лицам, не при-
витым против сибирской язвы и имеющим прямой 
контакт с инфицированным материалом – при уходе 
за больными животными, при убое, разделке туш, 
приготовлении и употреблении в пищу мяса боль-
ных животных [2, 9]. 

Широкое распространение бешенства среди раз-
личных видов животных также представляет опас-
ность заражения для людей. анализ данных воз о 
распространении бешенства в мире и российской 
Федерации за последнее десятилетие свидетельству-
ет о сложившейся неблагоприятной эпидемической 
ситуации. ежегодно в россии в медицинской помо-
щи после укуса дикими или домашними животными 
с применением антирабического иммуноглобулина в 
комбинации с антирабической вакциной нуждаются 
около 500 тыс. человек. 

проведение массовой вакцинации в соответ-
ствии с национальным календарем профилактиче-
ских прививок широких слоев населения способ-
ствовало снижению заболеваемости дифтерией. в 
результате этого значительно снизились потребно-
сти в противодифтерийной сыворотке, которая при-
меняется для экстренной профилактики и лечения в 
практическом здравоохранении уже более 100 лет [4, 
5, 14, 27, 30]. 

в соответствии с рекомендациями воз этот 
препарат включен в список жизненно необходи-
мых лекарственных средств, так как в настоящее 
время на фоне постоянной циркуляции штаммов 
Corynebacterium, широких миграционных процессов 
населения и несогласованности схем вакцинации в 
разных географических регионах мира, регистриру-
ются единичные вспышки дифтерии, даже в неэнде-
мичных странах [14, 30].
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учитывая неблагополучную обстановку по за-
болеваемости дифтерией, воз настоятельно реко-
мендует каждой стране иметь собственный, посто-
янно возобновляемый запас противодифтерийной 
сыворотки, что особенно актуально для тех геогра-
фических регионов, где затруднена организация про-
ведения массовой вакцинации населения [13]. 

среди инфекционных заболеваний присталь-
ного внимания со стороны медицинских служб за-
служивает ботулизм, являющийся одной из наиболее 
тяжелых бактериальных токсикоинфекций, которая 
даже при использовании современных методов те-
рапии, нередко является причиной гибели пациен-
тов. в россии ежегодно регистрируются от 400 до 
500 случаев заболевания людей, употреблявших 
продукты, содержащие ботулотоксин. по данным 
роспотребнадзора, летальность среди больных в 
настоящее время составляет 15–30 %. следует от-
метить, что наряду с патогенетическим и симпто-
матическим лечением, главная роль принадлежит 
противоботулиническим сывороткам, способным 
нейтрализовать ботулинические токсины. 

кроме этого, не исключается возможность ис-
пользования дифтерийного и ботулинического ток-
синов, обладающих высокой биологической актив-
ностью и токсичностью, при проведении террори-
стических актов.

в последние годы сыворотка против газовой 
гангрены рассматривается только с исторической 
точки зрения. вместе с тем, в военное время в ком-
плексе с хирургическими мероприятиями введение 
сыворотки помогло спасти многих пациентов от 
ампутации нижних и верхних конечностей. в то же 
время развитие современной хирургии, в том числе 
военно-полевой, ее высокая мобильность и наличие 
современных лекарственных средств не исключают 
использования гетерологичной сыворотки для пре-
дотвращения газовой гангрены, причинами развития 
которой в мирное время могут быть травмы различ-
ного характера и осложнения после хирургических 
вмешательств [6, 12, 28]. 

Применение гетерологичных сывороток и 
иммуноглобулинов в странах Европы и США. 
необходимо отметить, что во многих странах 
европы и сШа применение гетерологичных сыво-
роток рекомендуется Федеральными медицинскими 
агентствами, что отражено в специальных руковод-
ствах и нормативно-правовых документах. при этом 
существующие стандарты лечения препаратами ге-
терологичных сывороток и иммуноглобулинов мо-
гут значительно отличаться при их использовании в 
разных странах.

в сШа, в соответствии с протоколом центра 
по контролю и профилактике инфекционных заболе-
ваний, лечение сывороткой получают все пациенты, 
которые имеют предполагаемый или подтвержден-
ный диагноз дифтерии [17, 29]. следует отметить, 
что, в отличие от приведенных выше рекомендаций, 
в отечественной инструкции по применению сыво-

ротки противодифтерийной лошадиной очищенной 
не предусмотрено введение сыворотки с профилак-
тической целью до постановки диагноза.

в рекомендациях по применению противобо-
тулинических сывороток различных европейских 
производителей (Novartis Behring и Pasteur Ltd) опи-
сывается несколько терапевтических подходов, от-
сутствующих в инструкции для отечественного пре-
парата, а именно, возможность дробного и повторно-
го введения сыворотки при сохранении симптомов 
интоксикации [15, 26].

на российском рынке представлено несколько 
групп гетерологичных препаратов с различными об-
ластями применения (профилактика и лечение ин-
фекционных заболеваний, экстренная терапия при 
укусах ядовитых змей, трансплантология). оценка 
качества препаратов проводится в соответствии с 
Фармакопейными статьями гФ, а безопасность га-
рантируется соблюдением правил надлежащего про-
изводства (GMP) технологического процесса, а также 
транспортировкой и хранением плазмы животных, 
выполнением современных требований по обеспече-
нию вирусной и прионной безопасности [25]. 

проведенный анализ показывает, что источни-
ком информации и основой для разработки новых 
эффективных подходов к лечению и профилактике 
отечественными иммуноглобулинами и сыворотка-
ми может служить опыт применения гетерологич-
ных препаратов, находящихся в обращении в разных 
странах. однако отсутствие единых требований при-
водит к несогласованности между собой действую-
щих инструкций по медицинскому применению ге-
терологичных сывороток и иммуноглобулинов одно-
го фармакотерапевтического класса, вследствие чего 
медицинские работники не в полной мере информи-
рованы об эффективности и безопасности того или 
иного лекарственного препарата.

Выводы. 
1. обеспечение практических учреждений гете-

рологичными препаратами имеет важное значение 
для оказания своевременной помощи при некоторых 
инфекционных заболеваниях (бешенство, сибирская 
язва, ботулизм, дифтерия), а также укусах ядовитых 
змей. 

2. выработка единых требований к стандартиза-
ции препаратов гетерологичных сывороток и имму-
ноглобулинов различной специфичности, принципов 
оценки их эффективности и безопасности, необходи-
мы для гармонизации действующих инструкций по 
медицинскому применению. 

3. подходы, разработанные воз, для гетероло-
гичных сывороток к ядам змей, могут быть примене-
ны в процессе разработки нормативно-правовых до-
кументов с целью гармонизации вопросов по оценке 
качества, эффективности и безопасности аналогич-
ных препаратов, находящихся в обращении на фар-
мацевтическом рынке российской Федерации.
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с целью профилактики чумы в россии приме-
няют вакцину чумную живую [7, 8, 9], для производ-
ства которой в основном используют питательные 
среды с производными гидролизатов хоттингера 
или казеина.

тактика совершенствования биотехнологии 
производства вакцины чумной осуществляется в на-
правлении дальнейшей стандартизации препарата и 
подбора полноценных питательных сред, имеющих 
низкую себестоимость, что является актуальным для 

выполнения производственных задач [5].
по литературным данным, для выращивания вак-

цинного штамма разработаны различные питатель-
ные среды, основой которых являлись не мясные суб-
страты: соя, кровь животных, кукурузный экстракт, 
рыбокостная мука, кормовые дрожжи и др. [1, 3, 4, 6]. 
главное требование к применяемой в производстве 
вакцины чумной питательной среде – максимальный 
выход жизнеспособной микробной массы, состоящей 
из популяции клеток, обладающих всеми типичными 
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свойствами, присущими исходной культуре. 
в настоящее время в производстве вакцины чум-

ной для накопления биомассы вакцинного штамма и 
на всех этапах контроля используется бульон и агар 
из мясного перевара по хоттингеру. основными не-
достатками традиционно используемых для произ-
водства вакцины питательных сред являются высо-
кая себестоимость и недостаточная стандартность, 
обусловленные дороговизной и качеством исполь-
зуемого сырья животного происхождения, а также 
сложность технологического процесса его перера-
ботки, что указывает на целесообразность использо-
вания альтернативных сырьевых источников.

ранее нами для разработки возможной замены 
дорогостоящих сортов говяжьего мяса, используемых 
при приготовлении питательных сред в производстве 
вакцины чумной, в качестве сырья использовался ги-
дролизат кукурузного экстракта сгущенного [2].

цель исследования – апробация питательной сре-
ды гкэс для масштабированного производства вак-
цины чумной живой и проверка качества полученных 
серий согласно регламентированным показателям.

материалы и методы

в работе использован вакцинный штамм чумно-
го микроба Yersinia pestis EV линии нииэг. 

экспериментальной питательной средой для вы-
ращивания биомассы в процессе производства вак-
цины чумной живой являлась плотная питательная 
среда на основе ферментативного гидролизата куку-
рузного экстракта сгущенного (гкэс), включающая 
соль мора и натрий сернистокислый. 

выращенную на экспериментальной питатель-
ной среде в аппарате для культивирования микроор-
ганизмов Шестеренко (акм-Ш) (технолог, россия) 
биомассу смывали двукратно последовательно ста-
билизатором – средой высушивания. из полученной 
взвеси вакцинного штамма готовили эксперимен-
тальные серии вакцины. после смыва с агара био-
массу фасовали по 2 мл в ампулы и лиофилизиро-
вали на сублимационной установке Lр-30 R (IlShin, 
Южная корея).

качество экспериментальных серий вакцины 
исследовано по основным показателям – жизнеспо-
собность и термостабильность (бактериологический 
метод), потеря в массе при высушивании (весовой 
метод) и иммуногенность (биологический метод) со-
гласно Фсп 42-8654-07. 

статистический анализ проводили с использо-
ванием пакета прикладных программ Statistica 6.0. 

результаты и обсуждение

изменения в биотехнологии производства вак-
цины чумной могут привести к изменению условий 
физиологического развития культуры, поэтому не-
обходимо контролировать сохранение комплекса 
основных свойств препарата. контроль вакцины осу-

ществляли на всех этапах ее изготовления, включая 
готовую лекарственную форму, в строгом соответ-
ствии с утвержденной нормативной документацией.

сконструированная среда использовалась как 
накопительная для выращивания вакцины чумной 
аппаратным методом (акм-Ш) в производствен-
ных условиях. из полученной биомассы вакцинного 
штамма отбирали пробы для определения оптиче-
ской и биологической концентрации.

на данном производственном этапе среднее коли-
чество бакмассы, полученной с 1 мл питательной сре-
ды, составило (4,68±0,28) млрд м.к./мл, что сопоста-
вимо с выходом при использовании агара хоттингера, 
изготовленного из мясного сырья. питательная сре-
да считается пригодной для производства биомассы 
чумного микроба при показателе эффективности не 
менее 4 млрд м.к. с 1 мл среды (табл. 1). 

на этапе розлива (фасовки) полуфабриката пре-
парата вакцины чумной живой проверяются такие 
показатели, как процент живых микробных клеток 
в биомассе и оптический стандарт. средний про-
цент жизнеспособных клеток составил (81,2±4,8) 
(табл. 2). 

разлитые по ампулам экспериментальные об-
разцы замораживали и лиофилизировали по регла-
ментированной методике. получено восемь экспе-
риментальных серий, проверенных на соответствие 
требованиям нормативной документации, а именно: 
чистота вакцины, оптическая и биологическая кон-
центрация (жизнеспособность), термостабильность, 
потеря в массе при высушивании, безвредность, им-
муногенность. при этом наблюдалось закономерное 
снижение оптической и биологической концентраций 
в сериях на каждом биотехнологическом этапе, осо-
бенно после лиофилизации. основные показатели ка-

Таблица 1 / Table 1

Параметры качества биомассы вакцинного штамма  
Yersinia pestis EV на этапе смыва

Characteristics of biomass quality of vaccine strain Yersinia pestis EV  
at the stage of wash-off

акм-Ш

концентрация микробных клеток выход с 1 мл 
питательной 
среды, млрд 

м.к./мл
оптическая, 

млрд/мл
биологическая 
(жизнеспособ-

ность), %

опыт 1 смыв 1 110 96,7 5,2

смыв 2 25 82,0

опыт 2 смыв 1 85 94,7 4,9

смыв 2 30 94,1

опыт 3 смыв 1 60 96,2 4,0

смыв 2 50 103,0*

опыт 4 смыв 1 90 78,8 4,3

смыв 2 50 61,0

опыт 5 смыв 1 100 109,0* 5,0

смыв 2 25 84,9

M±m 62,5±11,75 90,0±4,65 4,68±0,28

* значение показателя, превышающее 100 %, входит в 20 % до-
пускаемой методом погрешности.



Проблемы особо опасных инфекций. 2018; 3          ОРигинальнЫе статьи

48

чества полученной вакцины представлены в табл. 3.
готовая вакцина имела вид белой (кремовой) по-

ристой массы, легко отделяющейся от стенок ампу-
лы, и быстро растворялась в 0,9 % растворе натрия 
хлорида, образуя гомогенную взвесь. 

морфология бактерий в мазках из вакцины, а 
также посевы на плотных и жидких питательных сре-
дах типичны для чумного микроба. при этом на ага-
ре через 48 ч инкубации при температуре (27±1) °с 
культура чумного микроба вырастала в виде колоний 
шероховатого типа с бугристым центром бурого цве-
та и «кружевной» периферией, средний размер коло-
ний превышал 2 мм, данный показатель важен для 
питательных сред, на которых осуществляется под-
счет жизнеспособных микробных клеток. 

все серии вакцины прошли контроль на специ-
фическую стерильность. потеря в массе при высу-
шивании (остаточная влажность) в разных сериях 

вакцины колеблется в пределах 0,2–1,7 %, при нор-
ме не более 4,0 %. жизнеспособность вакцины не-
посредственно после лиофилизации находилась в 
пределах, характерных для производственных серий 
(не менее 25 %). 

величина термостабильности также соответ-
ствовала регламентированным нормам во всех сери-
ях – 10–15 сут (не менее 4 сут).

проверка специфической безопасности полу-
ченных серий вакцины чумной живой была про-
ведена на морских свинках. при подкожном введе-
нии вакцины в дозе 15 млрд м.к. на 6 сут видимых 
патологоанатомических изменений не выявлено, у 
всех подопытных животных отмечено образование 
инфильтратов, небольших кровоизлияний в месте 
введения вакцины, увеличение регионарных лимфа-
тических узлов. у двух из восьми морских свинок 
наблюдалась ограниченная узелковая реакция в се-
лезенке и печени. ни одна из экспериментальных 
серий вакцины не вызывала гибели животного или 
потери веса больше, чем на 1/5, что свидетельствует 
о безопасности препарата. 

что касается иммуногенных свойств, то дан-
ный показатель регистрируется на весьма высоком 
уровне как на белых мышах, так и на морских свин-
ках. величина ED50 для белых мышей составила 
10647 ж.м.к., что не превышает регламентирован-
ную норму 4∙104 ж.м.к. для морских свинок показа-
тель ED50 также был не более допустимого (1∙104) – 
5593 ж.м.к.

проанализированные данные позволяют сделать 
вывод о том, что вакцина чумная, приготовленная на 
питательной среде из ферментативного гидролизата 
кукурузного экстракта сгущенного, по всем иссле-
дованным свойствам (физические, культурально-
морфологические, остаточная влажность, термоста-
бильность, безвредность) идентична вакцине, приго-
товленной на основе гидролизата говяжьего мяса по 
хоттингеру и соответствует требованиям норматив-
ной документации.

среда на основе гкэс дает возможность ис-
пользовать одну партию гидролизата в производстве 
вакцины в течение одного года, что в свою очередь 
облегчает поддержание стандартности этапа произ-
водственного цикла.

использование данной питательной среды при 
промышленном выпуске чумной вакцины взамен 
питательной среды из дорогостоящего и не всегда 
качественного мясного сырья позволит повысить 
стандартность и снизить себестоимость конечной 
продукции при сохранении ее качества.

в плане продолжения исследований – изучение 
долгосрочной стабильности серий, изготовленных 
с использованием экспериментальной питательной 
среды (гкэс), в течение срока годности (3 года).

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

Таблица 2 / Table 2

Параметры качества экспериментальных серий вакцины  
чумной живой на этапе розлива

Quality characteristics of experimental batches of live plague vaccine  
at the stage of bottling

серия

концентрация микробных клеток

оптическая, млрд/
мл

биологическая

% млрд ж.м.к./мл

1 80 97,3 77,8

2 90 74,0 66,6

3 85 81,4 69,2

4 95 85,0 80,8

5 50 101,5 50,1

6 85 60,7 36,4

7 75 74,3 55,7

8 75 75,3 56,5

M±m 76,3±5,3 81,2±4,8 61,6±5,7

Таблица 3 / Table 3

Показатели качества полученных экспериментальных серий  
вакцины чумной живой

Quality characteristics of the obtained experimental series  
of live plague vaccine

серия

показатели качества

оптическая 
концентрация, 

млрд/мл
жизнеспособ-

ность, %
термостабиль-

ность, сут
потеря в массе 
при высушива-

нии, %

1 75 68,2 13,5 1,3

2 80 36,3 5,8 0,2

3 78 26,1 10,6 0,8

4 90 45,0 13,3 0,7

5 50 46,1 9,2 1,7

6 80 27,6 22,0 1,2

7 70 26,7 9,7 1,3

8 70 30,4 4,5 0,8

M±m 74,1±4,1 39,0±5,3 39,0±5,3 1,1±0,1
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В.а. белогрудов2, а.а. Власов2, н.В. цапко1, л.и. белявцева1, д.м. бамматов3

прогноЗирование ЭпиЗоотичеСКой аКтивноСти  
центрально-КавКаЗСКого вЫСоКогорного природного очага чумЫ

1ФКУЗ «Ставропольский научно-исследовательский противочумный институт», Ставрополь, Российская Федерация;  
2ФКУЗ «Кабардино-Балкарская противочумная станция», Нальчик, Российская Федерация;  

3ФКУЗ «Дагестанская противочумная станция», Махачкала, Российская Федерация

с момента открытия в 1971 и до 2007 года центрально-кавказский высокогорный природный очаг чумы харак-
теризовался почти непрерывной эпизоотической активностью. начиная с 2008 г. и вплоть до настоящего времени 
длится межэпизоотический период – из полевого материала не удается выделить штаммы возбудителя чумы. в 
связи с этим является актуальной задача прогнозирования активизации очага, особенно на фоне регистрации в 
российской Федерации случаев заболевания человека чумой в 2014–2016 гг. цель исследования – создать про-
гностическую модель для количественного прогноза возможной активизации очага или продолжения межэпи-
зоотического периода. материалы и методы. использованы архивные данные Фкуз «кабардино-балкарская 
пчс»: журналы вскрытия грызунов, ежегодные отчеты об эпизоотологическом обследовании; метеорологиче-
ские данные по метеостанции «кисловодск» за 1989–2017 гг.; данные Фкуз «ставнипчи» за 2010–2017 гг. 
для статистической обработки использованы методы непараметрического корреляционного анализа спирмена, 
регрессионный анализ, в том числе метод главных компонент, квартильный анализ и непрерывная последова-
тельная статистическая процедура распознавания. результаты и обсуждение. получена статистическая модель, 
позволяющая прогнозировать альтернативу: отсутствие или наличие активности очага чумы с упреждением один 
год, с вероятностью 99 % и выше. модель проверена в течение семи лет на ретроспективном материале. все 
предположения оказались верными. оперативные прогнозы с 2015 по 2017 год также подтвердились. однако 
не исключена возможность быстрого изменения условий существования экологической системы центрально-
кавказского высокогорного природного очага чумы из-за глобального изменения климата. в связи с этим прог-
ностическая модель будет ежегодно проверяться на информативность используемых предикторов и, при необхо-
димости, корректироваться.

Ключевые слова: чума, природный очаг, активность, прогноз.
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Abstract. Central-Caucasian natural plague focus was permanently epizootically active since its discovering in 1971 
till 2007. Inter-epizootic period has been in progress since 2008. It was not possible to isolate agent strains from field 
material. Therefore a forecast for focus activation is a relevant task, especially against the background of registered 
plague cases in humans in 2014–2016. Objective of the study was to create a forecasting model for quantitative predic-
tion of possible activation or maintenance of inter-epizootic period. Materials and methods. We used archival data of 
Kabardino-Balkar Plague Control Station: journals of rodents’ autopsy, annual reports on epizootiological surveillance, 
meteorological data from meteostation “Kislovodsk” over the period of 1989–2017, and our epidemiological data for 
the period 2010 to 2017. We applied Spearman nonparametric correlation analysis, regression analysis, including princi-
pal component method, quarterly analysis, and inhomogeneous sequential pattern recognition procedures for statistical 
processing. Results and discussion. We have designed statistical model which provides for forecasting of plague focus 
epizootic activity proactively, a year in advance and 99 % probability or higher. The model was tested on retrospective 
data over the course of 7 years. All predictions were correct. The operational forecasts from 2015 to 2017 proved right 
too. However there is a possibility of fast changes in the ecology system conditions of the Central-Caucasian natural 
plague focus because of the global warming. Thereby the forecasting model will be annually checked for informative 
value of the predictors and, if necessary, adjusted accordingly.
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с момента открытия в 1971 и до 2004 года 
центрально-кавказский высокогорный природный 
очаг чумы характеризовался непрерывной эпизооти-
ческой активностью. в 2005 г. впервые не выделено 
ни одного штамма чумы, в 2006–2007 гг. очаг вновь 
активизировался. начиная с 2008 г. вплоть до насто-
ящего времени длится межэпизоотический период – 
из полевого материала не удается выделить штаммы 
возбудителя чумы. 

считается, что очаг имеет высокий эпидеми-
ческий потенциал. очаговая территория совпадает 
с районами интенсивного развития рекреационных 
зон. здесь располагаются многочисленные тури-
стические базы и лагеря. кроме того, в летние ме-
сяцы сюда прибывают многочисленные группы 
неорганизованных туристов. маршруты туристи-
ческих групп часто проходят через поселения гор-
ного суслика (Spermophilus musicus Menetries, 1832, 
Rodentia, Sciuridae), то есть через энзоотичную по 
чуме территорию. за границами очага, в непосред-
ственной близости от него, располагаются крупные 
курортные города кавказских минеральных вод: 
кисловодск, ессентуки, пятигорск и железноводск. 
значительная часть отдыхающих в санаториях по-
сещает территорию очага с краткосрочными экс-
курсиями. опасность представляет не только сам 
факт заражения человека чумой, но и возможность 
ее выноса за пределы очага больным в инкубацион-
ном периоде. учитывая современные возможности 
транспорта, больной может оказаться в любом, в том 
числе и не энзоотичном по чуме регионе страны, где 
диагностика заболевания затруднена.

в связи с этим актуальной является задача прог-
нозирования активизации очага, особенно на фоне 
регистрации в российской Федерации случаев забо-
левания человека чумой в 2014–2016 гг. [3, 4]. 

цель исследования – создать модель для коли-
чественного прогноза возможной активизации очага 
или продолжения межэпизоотического периода.

материалы и методы

использованы архивные данные Фкуз 
«кабардино-балкарская пчс»: журналы вскрытия 
грызунов и ежегодные отчеты об эпизоотологиче-
ском обследовании за 1989–2017 гг.; данные Фкуз 
«ставнипчи» за 2010–2017 гг.; метеорологиче-
ские данные по метеостанции «кисловодск» за этот 
же период получены из интернет-источников http://
meteo.ru/ и http://www.pogodaiklimat.ru/monitor.php.

для статистической обработки использованы 
методы непараметрического корреляционного ана-
лиза спирмена и регрессионный анализ, в том числе 
метод главных компонент, квартильный анализ и не-
прерывная последовательная статистическая проце-

дура распознавания [1, 2]. использовался пакет ста-
тистических программ Past (http://folk.uio.no/oham-
mer/past/), пакет анализа Microsoft Excel и программ-
ное обеспечение, разработанное в.м.дубянским.

эпизоотическая активность очага измерялась в 
количестве «зараженных» секторов, то есть секто-
ров, в которых бактериологически подтверждалась 
циркуляция микроба чумы. обоснованность этого 
показателя приведена н.в.поповым и соавт. [4]. мы 
не использовали данные о носителях с антителами 
к микробу чумы в связи с неоднозначностью трак-
товки результатов серологических исследований для 
этого очага, особенно в последние годы.

всего использовано 10 экологических факторов, 
включающих 74 показателя. три биотических фак-
тора включали 12 показателей: численность горных 
сусликов (Spermophilus musicus, Menetries, 1832) на 
1 га по очагу в среднем; численность горных сусли-
ков в баксано-чегемском, верхне-кубанском, кубано-
малкинском и малко-баксанском эпизоотических 
участках; процент взрослых самок от всей популяции; 
процент взрослых самцов от всей популяции; процент 
молодых самок от всей популяции; процент молодых 
зверьков от всей популяции; численность блох на 1 га 
в очаге в целом; численность блох в гнезде горного 
суслика; индекс обилия блох на зверьках.

семь абиотических факторов включали 64 по-
казателя: среднемесячная температура воздуха, сум-
ма осадков за месяц, среднемесячное атмосферное 
давление, количество часов солнечного сияния за 
месяц, отношение температуры к осадкам (средне-
месячные), гидротермический коэффициент (гтк) 
селянинова за 12 месяцев, солнечная активность, 
выраженная числами вольфа-вольфера по годам, 
годовая сумма температур, годовая сумма осадков.

группа обучения включала данные с 1989 по 
2014 год. проверочная группа – 2015–2017 гг.

результаты и обсуждение

учитывая, что распределение изучаемых вре-
менных рядов значительно отличается от нормаль-
ного, для первоначального анализа мы использо-
вали непараметрический корреляционный анализ 
спирмена. достоверную (p≤0,05) корреляцию с «за-
раженностью» секторов показали: численность гор-
ных сусликов на кубано-малкинском участке – 0,69, 
баксано-чегемском – 0,66, по очагу в среднем – 0,61, 
солнечная активность – 0,49, малко-баксанском 
участке – 0,46, осадки в марте – -0,44, температура в 
мае – -0,39, декабре – 0,37, количество часов солнеч-
ного сияния в марте – 0,37.

относительно низкие показатели коэффициен-
тов корреляции не позволяют использовать в пол-
ной мере регрессионный анализ, в том числе метод 
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главных компонент. главные факторы обеспечивают 
только 52,5 % общей дисперсии и, в основном, от-
носятся к показателям численности горного суслика. 
связь показателей с количеством «зараженных» сек-
торов в очаге нелинейная, что также ограничивает 
применение стандартных статистических процедур. 
наилучшие результаты показало применение непре-
рывной последовательной статистической процедуры 
распознавания (нпспр), которая широко использова-
лась для прогнозирования эпизоотической активности 
различных частей среднеазиатского природного пу-
стынного очага чумы [2]. результаты получены в виде 
табличной статистической модели, в которой рассчи-
тана важность каждого экологического показателя для 
экосистемы очага в целом в безразмерной величине 
(информативность кульбака), и диапазоны значений 
каждого показателя с количественной оценкой его 
возможного влияния на эпизоотическую активность 
в каждый конкретный год в безразмерной величине 
(прогностический коэффициент). модель построена 
для распознавания альтернативы: наличие или отсут-
ствие хотя бы одного сектора первичного района, в 
котором эпизоотия подтверждена бактериологически. 
модель выполнена в виде таблицы. для экономии ме-
ста в публикации мы вынесли ее на интернет страни-
цу https://www.researchgate.net/publication/323773279_
Prognosticeskaa_tablica_nalicia_ili_otsutstvia_hota_by_
odnogo_sektora_pervicnogo_rajona. уровень ошибки 
диагноза выбран 0,01.

из 74 доступных нам экологических показате-
лей, информативных относительно будущего состо-
яния очага, по выбранной альтернативе оказалось 
23. из них восемь биотических и 15 абиотических 
(табл. 1); показатели (предикторы) перечислены в 
порядке убывания их информативности.

согласно порядку расчета модели, серии данных 
разделяются на шесть диапазонов. соответственно, 
при использовании серий многолетних данных, же-
лательно, чтобы обучающая группа включала не ме-
нее 18 лет (при равновероятном распределении хотя 
бы по три значения на диапазон). исходя из этого 
условия, предварительная проверка прогнозов сде-
лана с 2008 по 2014 год по ретроспективным дан-
ным, а с 2015 по 2017 год даны оперативные про-
гнозы. результаты ретроспективного и оперативного 
прогнозирования представлены в табл. 2.

мы сделали три оперативных прогноза с веро-
ятностью исполнения не менее 99 %, каждый из них 
оказался верным. как указывают м.а.дубянский и 
соавт. [2], успешный прогноз три раза подряд озна-
чает, что выбранный набор факторов действительно 
дает неслучайный результат с вероятностью 0,93. 
таким образом, созданная нами модель позволяет 
успешно прогнозировать наличие или отсутствие 
регистрируемой эпизоотической активности в очаге. 
расчетная вероятность того, что используемая мо-
дель неверная – 7 %. каждый следующий подтвер-
дившийся прогноз будет уменьшать вероятность 
ошибочности модели, соответственно, не подтвер-

дившийся – увеличивать.
применяя нпспр, мы получили статистиче-

скую модель, позволяющую прогнозировать альтер-
нативу – отсутствие или наличие активности очага 
чумы. группа обучения модели включала оба состо-
яния очага, то есть эпизоотический период в тече-
ние 19 лет, а межэпизоотический – 7 лет. учитывая, 

Таблица 1 / Table 1

Экологические показатели, используемые в качестве предикторов 
для создания прогностической модели

Ecological factors used as predictors for forecasting model designing

наименование показателя информативность
процент взрослых самок в популяции 1,81
численность горных сусликов на га на верхне-
кубанском участке

1,32

численность горных сусликов на га на баксано-
черекском участке

1,29

численность горных сусликов на га в целом по 
очагу

1,08

среднемесячное атмосферное давление в феврале 1,03
отношение температуры к осадкам в октябре 0,91
число часов солнечного сияния в феврале 0,84
число блох на га 0,83
среднемесячная температура воздуха в мае 0,82
солнечная активность (числа вольфа–вольфера) 0,71
сумма осадков в июне 0,69
среднемесячное атмосферное давление в марте 0,69
численность горных сусликов на га на кубано-
малкинском участке

0,64

численность блох в гнезде горного суслика 0,62
численность горных сусликов на га в малко-
баксанском участке

0,62

среднемесячная температура воздуха в июне 0,62
среднемесячное атмосферное давление в мае 0,61
среднемесячная температура воздуха в январе 0,61
число часов солнечного сияние в июне 0,59
сумма осадков в июле 0,56
число часов солнечного сияния в сентябре 0,55
сумма осадков в марте 0,53
среднемесячное атмосферное давление в январе 0,51

Таблица 2 / Table 2

краткосрочный прогноз наличия или отсутствия  
хотя бы одного сектора первичного района,  

в котором эпизоотия подтверждена бактериологически
Short-term projection of the presence or absence of at least one sector  

of the primary region where epizooty was confirmed  
using bacteriological method

год прогноз эпизоотии вероятность  
исполнения

проверка  
прогноза

2008 не регистрируется 99,9 верный 
2009 не регистрируется 99,9 верный
2010 не регистрируется 99,9 верный
2011 не регистрируется 99,7 верный
2012 не регистрируется 99,9 верный
2013 не регистрируется 99,9 верный
2014 не регистрируется 99,9 верный

2015* не регистрируется 99,8 верный
2016* не регистрируется 99,9 верный

*оперативные прогнозы
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что, в основном, распознавание эпизоотического 
и неэпизоотического состояний очага было успеш-
ным с вероятностью 99 % и выше, мы считаем, что 
выявлен достаточный набор факторов обусловли-
вающих эпизоотическую активность центрально-
кавказского природного очага чумы. модель может 
использоваться для прогнозирования наличия или 
отсутствия эпизоотической активности в очаге.

вместе с тем, факт того, что в отдельные годы, 
в которые для распознавания был использован весь 
значимый набор экологических показателей, но, при 
этом, вероятность правильного исхода не поднялась 
выше 0,99 (ошибка прогноза 0,01), указывает на не-
обходимость поиска дополнительных экологических 
факторов и показателей. не исключена возмож-
ность быстрого изменения экологической системы 
центрально-кавказского высокогорного природного 
очага чумы в связи с глобальным изменением клима-
та и перестройки эпизоотической системы под новые 
климатические и биоценотические условия. в этих 
случаях возможна ошибка прогноза. в связи с этим 
прогностическая модель будет ежегодно проверять-
ся на информативность используемых предикторов 
и, при необходимости, корректироваться.

конфликт интересов. авторы подтверждают 
отсутствие конфликта финансовых/нефинансовых 
интересов, связанных с написанием статьи.
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е.В. кравец, З.ф. дугаржапова, В.е. Такайшвили, Т.а. иванова, м.В. Чеснокова, с.В. балахонов 

иЗучение БиологичеСКих и молеКулярно-генетичеСКих СвойСтв штаммов 
Bacillus anthracis, иЗолированнЫх на территории СиБири  

и дальнего воСтоКа (1959–2013 гг.)
ФКУЗ «Иркутский научно-исследовательский противочумный институт Сибири и Дальнего Востока», Иркутск,  

Российская Федерация

цель работы – изучение биологических и молекулярно-генетических свойств культур Bacillus anthracis, вы-
деленных на курируемой территории сибири и дальнего востока с 1959 по 2013 год. материалы и методы. 
в исследование отобрано 39 музейных штаммов B. anthracis, изолированных из материалов различного проис-
хождения в 11 субъектах сибири и дальнего востока во время эпизоотических и эпидемических осложнений 
по сибирской язве и мониторинга почвенных очагов. Штаммы изучены по 16 культурально-морфологическим 
и 23 биохимическим тестам, вирулентности, плазмидному составу, 15 вариабельным VNTR- и 13 SNP-локусам. 
результаты и обсуждение. показана фенотипическая неоднородность и значительная генотипическая гетеро-
генность популяции штаммов сибиреязвенного микроба на курируемой территории. типичными культурально-
морфологическими и биохимическими свойствами обладают 87,2 % изолятов. по результатам молекулярно-
генетического типирования выявлено 20 VNTR-профилей и три канонических SNP кластера, которые отнесены 
к двум глобальным генетическим линиям а и в. полученные результаты могут служить в качестве генетиче-
ского маркера при расследовании случаев сибирской язвы, возможных актов биотерроризма и оценке эпизооти-
ческой активности снп на определенной административной территории. на основе систематизации и анализа 
сведений о происхождении, биологических и молекулярно-генетических свойств штаммов создана база дан-
ных «биологические свойства штаммов Bacillus anthracis, изолированных на территории сибири и дальнего 
востока», а также получено свидетельство о государственной регистрации. структура базы данных пополняема 
и может быть расширена по результатам применения новых технологий и методов. 

Ключевые слова: сибирская язва, Bacillus anthracis, сибирь, дальний восток, биологические свойства, 
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сибирская язва встречается во многих странах 
мира. источником инфицирования людей обычно 
являются больные и павшие сельскохозяйственные 
животные (схж) [8]. основными факторами пере-
дачи сибиреязвенного микроба служат материалы 
животного происхождения – мясо, мясопродукты 
вынужденного убоя и трупы животных. 

болезнь на территории сибири имеет давнюю 
историю. за период 1860–1967 гг. только в восточной 
сибири насчитывалось 1486 стационарно небла-
гополучных по сибирской язве пунктов (снп). в 
статистических материалах «состояние народного 
здравия и организация медицинской помощи в ссср 
за 1921–1933 гг.» в восточно-сибирском регионе за-
регистрировано 13769 случаев заболевания схж и 
228 – среди людей. в 1943–1967 гг. число заболев-
ших животных снизилось в 2,4 раза (5640 голов), а 
людей возросло в 2,0 (454 человека). за 1985–2017 гг. 
зафиксировано 3303 случая сибирской язвы среди не-
привитых схж в 132 снп 12-ти субъектов сибири и 
дальнего востока и 120 случаев заболевания людей 
в 35 снп восьми субъектов этих же регионов стра-
ны [3]. крупнейшая эпизоотия сибирской язвы среди 
оленей (2650 голов), повлекшая заболевания людей 
(36 чел.), произошла в 2016 г. на ямале [7]. вспышки 
и спорадические случаи болезни подтверждены вы-
делением возбудителя – Bacillus anthracis. 

в мировой практике также известно примене-
ние сибиреязвенного микроба в качестве оружия био-
терроризма. разработка и внедрение молекулярно-
генетического типирования в лабораторную диагно-
стику сибирской язвы позволили установить проис-
хождение и источник распространения спор штамма 
сибиреязвенного микроба в 2001 г. при почтовых 
рассылках в сШа [10]. 

таким образом, одним из актуальных направ-
лений в эпидемиологическом надзоре за сибирской 
язвой в рФ является сбор и систематизация данных 
по биологическим и молекулярно-генетическим 
свойствам штаммов B. anthracis различных регио-
нов с комплексной характеристикой изолируемых 
культур.

цель работы – изучение биологических и 
молекулярно-генетических свойств культур B. anthra-
cis, выделенных на курируемой территории сибири 
и дальнего востока с 1959 по 2013 год.

материалы и методы

в исследование взято 39 музейных штаммов 
B. anthracis, изолированных из клинического матери-
ала больных, продуктов животного происхождения и 
объектов окружающей среды во время вспышек, спо-
радических случаев сибирской язвы, мониторинга 
состояния снп и сибиреязвенных захоронений в пе-
риод с 1959 по 2013 год на территории 11 субъектов 
сибири и дальнего востока (таблица). обновлены и 
оформлены паспорта изученных штаммов.

биологические свойства штаммов сибиреяз-

венного микроба изучали в соответствии с требова-
ниями мук 4.2.2413-08 «лабораторная диагности-
ка и обнаружение возбудителя сибирской язвы» и 
му 1.3.2569-09 «организация работы лабораторий, 
использующих методы амплификации нуклеино-
вых кислот при работе с материалом, содержащим 
микроорганизмы I–IV групп патогенности». при 
работе с лабораторными животными руководство-
вались приложением к приказу № 755 мз ссср от 
12.08.1977 г. «правила проведения работ с исполь-
зованием экспериментальных животных», приказом 
№ 708н от 23.08.2010 г. «об утверждении правил 
лабораторной практики» (утратил силу в 2016 г.) и 
приказом № 199н от 01.04.2016 г. «об утверждении 
правил надлежащей лабораторной практики». 

для VNTR-анализа использовалось 15 локу-
сов тандемных повторов в геноме B. anthracis [11, 
14]: vrrA, vrrB1, vrrB2, vrrC1, vrrC2, CG3, pX01aat, 
pX02at, VNTR12, VNTR16, VNTR17, VNTR19, 
VNTR23, VNTR32 и VNTR35. размер получен-
ных ампликонов определяли методом капиллярно-
го электрофореза на днк-анализаторе ABI Prism 
3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, сШа; 
Hitachi, япония) путем сравнения с маркером моле-
кулярного веса GeneScan™ 500 LIZ™ Size Standard 
(кат. № 4322682 Applied Biosystems, сШа). в SNP-
анализе изучали 13 ранее описанных однонуклео-
тидных полиморфизмов (SNP-локусов) [14], условно 
обозначенных как ABr001, ABr002, ABr003, ABr004, 
ABr006, ABr007, ABr008, ABr009, BBr001, BBr002, 
BBr003, BBr004 и ABBr001. детекцию однонуклео-
тидных полиморфизмов осуществляли методом пря-
мого секвенирования при помощи набора SNaPshot 
Multiplex Kit (кат. № 4323159, Applied Biosystems, 
сШа) в соответствии с инструкцией по примене-
нию. регистрацию ампликонов проводили на масс-
спектрометре Microflex™ LT MALDI-TOF (Matrix-
Assisted Laser Desorption/Ionization Time оf 
Flight, MALDI-TоF) (BrukerDaltonics, германия). 

результаты и обсуждение

изученные штаммы B. anthracis выделены из 14 
проб объектов окружающей среды (почва – 13, экс-
кременты лисицы – 1), 11 проб клинического матери-
ала больных и патологического материала умерших 
людей (карбункул – 4, кровь – 3, смыв с кожи – 2, 
по одной – рвотные массы и проба печени трупа), 14 
проб материала от животных (мясо крс – 8, мате-
риалы от больных и павших животных – 6: по три 
от крупного и мелкого рогатого скота). наибольшее 
количество исследованных штаммов (30,7 %) изо-
лированы на территории республики бурятия (рб) 
с 2004 по 2009 год, что обусловлено выраженным 
эпизоотолого-эпидемиологическим неблагополучи-
ем республики, спорадическими случаями и вспыш-
ками сибирской язвы в 1999–2008 гг. 

способность спор сибиреязвенного микроба 
длительное время сохраняться в окружающей среде 
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подтверждена обнаружением культуры B. anthracis в 
пробах почвенных очагов сибирской язвы трех субъ-
ектов сибири и дальнего востока. в республике 
бурятия в течение пяти лет возбудитель сибир-
ской язвы выделяли из почвы урочища гуджертуй 
кяхтинского района, после эпизоотии с эпидемиче-
скими осложнениями, произошедшей в 1999 г. [2]. 
из почвы скотомогильника, перенесенного из зоны 
затопления ложа водохранилища красноярской 
гэс, изолирована культура B. anthracis (и-63), кото-
рая сохранила свои биологические свойства в пес-

чаной материнской породе даже спустя 19 лет после 
вспышки, зарегистрированной в 1947 г. изучение 
данного штамма в 2017 г. показало, что его виру-
лентность для белых мышей (LD50=26,27) за 70 лет 
не изменилась [3]. в приморском крае из пробы поч-
вы предполагаемого сибиреязвенного захоронения 
снп астраханка выделен авирулентный штамм с 
атипичными свойствами (и-375). 

в материалах животного происхождения куль-
туры B. anthracis выделяли как бактериологическим 
методом, так и через биопробу. метод биопробы 

Штаммы B. anthracis, выделенные на территории сибири и дальнего Востока 1959–2013 гг.
B. anthracis strains isolated in the territory of Siberia and Far East between 1959 and 2013

№ штамма год выделения материал (объект) выделения место выделения

и-9 1959 содержимое карбункула человека тувинская асср, г. кызыл

и-19 1959 труп коровы читинская область, борзинский район, с. кайластуй

и-23 1959 кожа барана читинская область, борзинский район, к-з «красный великан»

и-25 1959 ухо павшей телки читинская область, борзинский район, база «аршантуй», скотоимпорт

и-29 1961 содержимое карбункула человека горно-алтайская ао, элекмонарский район, с. чепош

и-34

1965

кожа трупа человека

хабаровский край, вяземский район, с. лермонтовкаи-35 кровь человека

и-36 рвотные массы человека

и-45 1966 почва места падежа схж тувинская асср, эрзинский район, окрестности озера торе-холь

и-47 1966 экскременты лисицы

и-63 1967 почва скотомогильника красноярский край, краснотуранский район, с. байкалово

и-217 1981 содержимое карбункула человека тюменская область, г. тобольск, тобольская биофабрика

и-271 1980 почва с места стоянки стада оленей якутская асср, жиганский район, стоянка на р. муна

и-274 1977 содержимое карбункула человека приморский край, яковлевский район, с. ново-сысоевка

и-275 1979 печень трупа человека приморский край, кавалеровский район, с. устиновка

и-319

1983

кровь человека

омская область, г. омски-321 смыв с мяса

и-323 мясо

и-356 2004 почва силосной ямы р. бурятия, кяхтинский район, урочище гуджертуй 

и-357 2006 почва пастбища

р. бурятия, кяхтинский район, пастбище снп гуджертуйи-358 2006 почва

и-359 2006 почва

и-360 2006 смыв с кожи больного алтайский край, краснощековский район, с. маралиха 

и-361 2007 мясо крс р. бурятия, тункинский район, п. кырен

и-362

2008

мясо крс

р. бурятия, баргузинский район, заимка тогсохо

и-363 биопроба мяса

и-364 ухо павшей овцы

и-365 ноздря павшей овцы

и-366 почва

и-367 2008 почва скотомогильника р. бурятия, кяхтинский район, снп гуджертуй

и-374 2009 почва р. бурятия, баргузинский район, заимка тогсохо

и-368 2010 кровь человека омская область, тюкалинский район,  с. павловка

и-369 2012 почва с места выпаса крс алтайский край, быстроистокский район, с. быстрый исток

и-370 2012 почва с подворья алтайский край, целинный район, с. дружба

и-371

2012

биопроба мяса

алтайский край, быстроистокский район, с. быстрый истоки-372 мясо крс

и-373 мясо крс

и-375 2013 почва предполагаемого  
сибиреязвенного захоронения

приморский край, ханкайский район, с. астраханка
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позволяет восстановить основные биологические 
свойства возбудителя сибирской язвы и провести до-
стоверную идентификацию выделенной культуры. 
например, во время эпизоотии 2012 г. в с. быстрый 
исток быстроистокского района алтайского края из 
пробы мяса вынужденно забитого бычка путем пря-
мого посева методом отпечатков на агар хоттингера 
и заражением биопробных белых мышей взвесью 
нативного материала выделены две субкультуры 
B. anthracis. по результатам трех экспресс-методов 
индикации и десяти основных идентификационных 
бактериологических тестов лабораторной диагно-
стики, выделенный путем прямого посева штамм 
(и-372) не имел генов, локализованных в составе 
обеих плазмид вирулентности (рхо1-/рхо2-), обла-
дал неспецифическим свечением при люминесцент-
ной микроскопии (++) и нехарактерными морфоло-
гическими и культуральными свойствами. у штам-
ма, выделенного биопробным методом (и-373), от-
мечались типичные культурально-морфологические 
свойства и классический плазмидный набор.

предполагаемыми причинами вышеизложен-
ного может являться низкая эффективность ампли-
фикации генов-мишеней из-за большого количества 
ингибиторов полимеразной цепной реакции (пцр) в 
исследуемом материале (белковый фон, сопутствую-
щая микрофлора, автолиз мяса в процессе длитель-
ной транспортировки и т.п.).

атипичными культурально-морфологическими 
и молекулярно-генетическими свойствами обладают 
пять штаммов: и-275, и-323, и-369, и-370, и-375. 
все атипичные штаммы объединяет нетипичный 
рост на плотной (сглаженная «львиная грива») и 
жидкой (мутный бульон, без выраженного осадка в 
виде «комочка ваты») питательных средах, недоста-
точный (со вторичным ростом в зоне воздействия) 
лизис видоспецифичным бактериофагом («гамма 
а-26»), вариабельная биохимическая активность, 
отсутствие капсулы in vivo и in vitro, а также отсут-
ствие патогенности для белых мышей и морских 
свинок, отрицательный результат пцр на наличие 
генов плазмид вирулентности. 

остальные 34 штамма демонстрируют типич-
ные для сибиреязвенного микроба свойства с не-
значительными вариациями – некоторые свежевы-
деленные почвенные изоляты кроме осадка в виде 
«комочка ваты» дают помутнение при росте в бу-
льоне хоттингера, на плотной среде диссоциируют 
и проявляют вариабельные культуральные признаки 
(например, наличие лецитиназной или гемолитиче-
ской активности, отсутствие пенициллиназной ак-
тивности). биохимическая активность большинства 
штаммов практически одинакова и типична. 

по плазмидному профилю подавляющее боль-
шинство штаммов (76,9 %) содержат гены обеих 
плазмид вирулентности (рхо1+/рхо2+), четыре 
штамма – и-25, и-47, и-217, и-356 – только плаз-
миды токсинообразования (рхо1+/рхо2-), пять бес-
плазмидных (рхо1-/рхо2-) атипичных штамма, 

рхо2+ моноплазмидных штаммов не выявлено.
большинство изученных штаммов, за исключе-

нием девяти (25 %, 5 атипичных и 4 моноплазмид-
ных), патогенны для белых мышей и морских сви-
нок. у штаммов сибирского и дальневосточного 
регионов, в связи с длительными сроками их хране-
ния в коллекционных фондах института, отмечается 
умеренная вирулентность (LD50 20–100 спор) для бе-
лых мышей по э.н.Шляхову и е.в.груз [6].

VNTR-анализ 30 штаммов B. anthracis, выде-
ленных на территории сибири и дальнего востока 
(1959–2010 гг.) и штаммов B. anthracis сти-1, 
Ihtiman, Stern 34F2, внииввим 55 из музея жи-
вых культур института показал, что, в целом, по-
пуляция изучаемых штаммов весьма гетерогенна. 
идентифицированы 20 VNTR-профилей, при этом 
12 (60 %) из них уникальны – встречаются только 
у одного штамма в выборке. двадцать профилей 
группируются в восемь кластеров, которые форми-
руют три главных клоновых комплекса. Штаммы, 
изолированные во время и после эпизоотий с эпи-
демическими осложнениями, образуют отдельные 
кластеры, самый крупный из них включает шесть 
изолятов из республики бурятия (2008, 2009 гг.). 
аллельный полиморфизм VNTR-локусов варьи-
ровал в широких пределах – от 0,33 до 0,76. три 
локуса (pXO2at, BaVNTR16 и BaVNTR17) демон-
стрировали наибольший полиморфизм (0,76, 0,71 и 
0,66 соответственно). дискриминирующая способ-
ность 15-локусного VNTR-анализа составила 0,957. 
сравнение полученных результатов с некоторыми 
мировыми данными [9, 11, 12, 13, 14] выявило, что 
возбудитель B. anthracis, выделенный в сибири и на 
дальнем востоке, относится к двум глобальным ге-
нетическим линиям – а и в. большая часть геноти-
пов (85 %) входит в группу а (подгруппы а1 и а3). 
к группе в (подгруппе в1) отнесено три варианта ге-
нотипа десяти штаммов, выделенных в 2008–2012 гг. 
в республике бурятия, омской области, алтайском 
крае и в 1961 г. на территории республики алтай. 
ранее описано, что генотипы штаммов сибиреязвен-
ного микроба из республики бурятия и омской об-
ласти максимально близки к генотипу G17 штаммов 
из грузии и республики дагестан [5]. семь наборов 
ампликонов отличаются от известных генотипов по 
одному или более локусам и не встречаются в лите-
ратурных источниках – изоляты из алтайского края 
(2012), республики бурятия (2004, 2006) и штаммы 
B. anthracis Ihtiman, Stern 34F2, 55 внииввим из 
музея живых культур института.

результаты, полученные методом масс-спектро-
метрического анализа и прямым секвенированием, со-
гласуются с результатами MLVA-генотипирования – 
выявлено основное разделение на ветви а и в. 
изученные штаммы преимущественно относятся 
к трем каноническим SNP кластерам A.Br.001/002 
(республики бурятия, тыва, саха (якутия), омский, 
забайкальский и хабаровский края), A.Br.008/009 
(республика бурятия, краснояр ский и приморский 
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края, тюменская область) и B.Br.001/002 (республики 
бурятия и алтай, алтайский и омский края), при 
этом распределение штаммов по кластерам, пример-
но, одинаковое. примечательно, что штаммы, вы-
деленные на территории республики бурятия, пред-
ставлены во всех трех кластерах, но преимуществен-
но в B.Br.001/002, к которому относятся и изоляты из 
янао 2016 г. [7].

ранее штаммы B. anthracis 55 внииввим и 
сти-1 были отнесены к одному генотипу по 18 ва-
риабельным локусам хромосомной локализации [4], 
однако, примененный нами расширенный протокол 
исследования 28 локусов сибиреязвенного микроба 
позволил дифференцировать их [1], что еще раз до-
казывает необходимость применения расширенного 
протокола типирования B. anthracis.

таким образом, изучение 39 штаммов, выде-
ленных в 11 субъектах сибири и дальнего востока 
(1959–2013 гг.), показало незначительную вариа-
бельность их биологических и выраженную гете-
рогенность молекулярно-генетических свойств. 
типичными культурально-морфологическими свой-
ствами обладают 87,2 % изолятов. атипичность 
12,8 % штаммов проявляется в нехарактерных 
культурально-морфологических свойствах и отсут-
ствии генов плазмид вирулентности. все штаммы 
B. anthracis сибирского и дальневосточного регио-
нов отнесены к двум глобальным генетическим ли-
ниям а и в.

на основе полученных и систематизирован-
ных результатов исследований создана база данных 
«биологические свойства штаммов Bacillus anthracis, 
изолированных на территории сибири и дальнего 
востока» (свидетельство о государственной реги-
страции № 2016620321 в реестре баз данных от 
10.03.2016 г. Федеральной службы по интеллекту-
альной собственности), состоящая из двух условных 
модулей. первый модуль собран из восьми блоков, 
которые включают данные о происхождении штам-
мов (номер штамма, вид материала, место и дата вы-
деления, метод выделения, кем и где выделен) и наи-
менования основных индикационных и идентифика-
ционных тестов лабораторной диагностики (обнару-
жение методом пцр фрагментов структурных генов 
плазмид токсино- (рхо1) и капсулообразования 
(рхо2); результаты бактериоскопии и люминесцент-
ной микроскопии; культурально-морфологические 
свойства по 16 идентификационным тестам; по-
казатели LD50 для белых мышей и морских свинок 
и оценка степени вирулентности; биохимические 
свойства по 23 дополнительным тестам). второй мо-
дуль содержит молекулярно-генетическую характе-
ристику штаммов B. anthracis, изученных методами 
MLVA и прямого секвенирования по 15 вариабель-
ным VNTR- и 13 SNP-локусам. 

структура базы данных пополняема и может 
быть расширена по результатам применения новых 
технологий и методов. сведения из базы могут слу-
жить в качестве генетического маркера при рассле-

довании случаев сибирской язвы, возможных актов 
биотерроризма и оценке эпизоотической активности 
снп на определенной административной террито-
рии с использованием гис-технологий. внедрение 
базы будет способствовать информационному обе-
спечению при идентификации культур для и совер-
шенствования эпизоотологического и эпидемиологи-
ческого надзора за сибирской язвой. 
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раЗраБотКа иммуноферментнЫх моноКлональнЫх теСт-СиСтем  
для вЫявления воЗБудителей Сапа и мелиоидоЗа

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

цель. создание лабораторных образцов иммуноферментных моноклональных тест-систем для выявления 
возбудителей сапа и мелиоидоза. материалы и методы. в работе использованы микробные культуры и гибрид-
ные клеточные линии, полученные из государственной коллекции микроорганизмов филиала Фгбу «48 цнии» 
минобороны россии (г. киров). клетки гибридом культивировали в перитонеальной полости мышей линии 
BALB/с. препараты сапных и мелиоидозных моноклональных антител выделяли из асцитных жидкостей осажде-
нием сульфатом аммония и очисткой ионообменной хроматографией. специфические компоненты создаваемых 
тест-систем подвергали сублимационному высушиванию в соответствующих защитных средах. исследование 
диагностических свойств разработанных тест-систем проводили методом непрямого твердофазного иммунофер-
ментного анализа. результаты и обсуждение. в результате работы получены препараты моноклональных анти-
тел in vivo, а также выделены и очищены иммуноглобулины из асцитных жидкостей. подобраны пары монокло-
нальных антител для изготовления специфических компонентов. изготовлены лабораторно-экспериментальные 
серии иммуноферментных моноклональных тест-систем, позволяющие специфически выявлять возбудителей 
сапа и мелиоидоза в концентрации 0,5·106 м.к./мл и более. показано отсутствие перекрестных реакций с близ-
кородственными сапрофитами и гетерологичными микроорганизмами в концетрации 1,0·108 м.к./мл. показана 
принципиальная возможность проведения дифференциации Burkholderia mallei и Burkholderia pseudomallei мето-
дом иммуноферментного анализа. тест-системы перспективны для последующей регистрации в качестве меди-
цинских изделий для диагностики in vitro.
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среди представителей рода Burkholderia особое 
место занимают B. mallei и B. pseudomallei, которые 
относятся к микроорганизмам второй группы пато-
генности (опасности), а вызываемые ими заболева-
ния признаны самостоятельными нозологическими 
единицами. 

в россии последние вспышки сапа зарегистри-
рованы в период второй мировой войны. на терри-
тории ссср данная болезнь считалась полностью 
ликвидированной. однако в 1985 г. сотрудниками 
волгоградского научно-исследовательского противо-
чумного института в г. улан-удэ бурятской асср вы-
делили возбудитель сапа от ввезенной из монголии 
лошади. в настоящее время эндемичными по этому 
заболеванию являются страны ближнего востока, 
африки и латинской америки, а также индия, китай, 
монголия, Филиппины и северная австралия [6]. 

мелиоидоз впервые описан в 1911 г.  A. Whitmore 
и его ассистентом C.S. Krishnaswami как подоб-
ное сапу заболевание («glanders-like») в таиланде 
и северной австралии первые случаи мелиоидоза 
диагностированы в 1947 и 1950 гг. соответственно. 
в настоящее время в этих странах отмечаются самые 
высокие показатели заболеваемости, а эти два регио-
на являются гиперэндемичными по мелиоидозу [5].

актуальность создания эффективных средств 
диагностики заболеваний сапом и мелиоидозом 
определяется угрозой их занесения на территорию 
россии из эндемичных стран в связи со значитель-
ным ростом транспортных связей, а также возрос-
шими грузо- и пассажиропотоками.

иммунологические методы исследования, в 
силу своей высокой чувствительности и специфич-
ности, относительной методической простоты и 
невысокой себестоимости, являются эффективным 
способом решения задач индикации и идентифика-
ции патогенных микроорганизмов.

современные подходы к разработке и совершен-
ствованию иммунодиагностических средств детек-
ции патогенов методом твердофазного иммунофер-
ментного анализа (тиФа) базируются на широком 
использовании моноклональных антител (мкат) 
заданной специфичности. 

возможность применения мкат для идентифи-
кации возбудителей сапа и мелиоидоза и их диффе-
ренциации от близкородственных видов буркхольде-
рий показана отечественными учеными [2, 3, 4].

в волгоградском научно-исследовательском 
противочумном институте в 1996–1998 гг. на осно-
ве мкат разработана и апробирована эксперимен-
тальная иммуноферментная тест-система для вы-
явления гликопротеина (аг8) в составе капсульной 
субстанции B. pseudomallei. с помощью этой тест-
системы подтверждена гетерогенность штаммов 
В. pseudomallei по признаку экспрессии антигенных 
детерминант, в частности, по содержанию аг8 в су-
точных культурах буркхольдерий [7]. в настоящее 
время это учреждение осуществляет коммерческую 
реализацию наборов реагентов для диагностики in 

vitro, в том числе иммуноглобулины диагностиче-
ские флуоресцирующие мелиоидозные и сапные 
моноклональные для выявления соответствующих 
возбудителей в окружающей среде и биоматерале. 
за рубежом мкат к антигенам B. pseudomallei ис-
пользуют в ряде традиционных иммунодиагности-
ческих тестов, которые применяются в эндемичных 
регионах распространения инфекции для иденти-
фикации выделяемых культур буркхольдерий и их 
дифференциации от других представителей рода [2]. 
в 2011 г. опубликованы данные, полученные спе-
циалистами нескольких организаций сШа при уча-
стии института патологий вооруженных сил сШа 
(Armed Forces Institute of Pathology), в которых опи-
сано изучение бактерицидной активности более 100 
моноклональных антител в отношении патогенных 
буркольдерий [11].

цель работы состояла в создании лаборатор-
ных образцов иммуноферментных моноклональных 
тест-систем для выявления возбудителей сапа и ме-
лиоидоза.

для достижения поставленной цели представ-
лялось необходимым решить следующие задачи: на-
работать препараты специфических мелиоидозных 
и сапных моноклональных антител; выбрать пары 
мкат, обеспечивающие наименьшую минимально 
выявляемую концентрацию бактерий в иммунофер-
ментном анализе; приготовить готовые к примене-
нию лабораторные серии иммуноферментных тест-
систем и оценить их диагностические возможности.

материалы и методы

препараты специфических моноклональных 
антител к антигенам возбудителя сапа получали, 
используя культуры гибридных клеточных линий 
301е5F10, 258F12H11, 298с11е11 и 292G4D4; к 
антигенам возбудителя мелиоидоза – 255A6F5, 
255B6E1, 253B4D4, 283B5H2 и 298E9B4. все ги-
бридные клеточные линии получены в филиале 
Фгбу «48 центральный научно-исследовательский 
институт» (г. киров). клетки гибридом вводили вну-
трибрюшинно мышам линии BALB/с в дозах от 1 до 
2 млн. для поддержания роста гибридом за 10 дней 
до инокуляции культур гибридных клеток мышам-
реципиентам в брюшную полость вводили по 0,3 мл 
минерального масла пристана (Sigma-Aldrich, сШа). 
контроль приживления клеток осуществляли через 
10 сут после введения. в случае развития у мышей 
выраженного асцита производили забор перитоне-
ального экссудата.

иммуноглобулины из асцитных жидкостей вы-
деляли методом двукратного осаждения насыщен-
ным раствором сульфата аммония с последующим 
диализом против 0,15 м натрия хлорида с добав-
лением 20 мм фосфатного буферного раствора с 
рн 7,5, образовавшийся после диализа осадок уда-
ляли центрифугированием. раствор иммуноглобули-
нов фильтровали через шприцевую фильтрующую 
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насадку (MillexGP, Merck, Millipore, германия) с диа-
метром пор 0,22 мкм. окончательную очистку имму-
ноглобулинов осуществляли методом ионообменной 
хроматографии на колонке с дэаэ-сефацелем (GE 
Healthcare, Швеция) [1].

синтез конъюгатов иммуноглобулинов с перок-
сидазой хрена (Sigma-Aldrich, сШа) осуществляли 
по методу P.K. Nakane и A.J. Kawaoi [8]. рабочее раз-
ведение конъюгатов определяли методом «шахмат-
ного титрования» [1].

постановку «сэндвич-варианта» иФа вы-
полняли в следующем порядке: сенсибилизация 
планшета (Nunc, дания) препаратами мкат в 
50 мм карбонатно-бикарбонатном буферном рас-
творе (кбб) в течение 1 ч при температуре 37 °с, 
трехкратная отмывка лунок фосфатно-солевым бу-
ферным раствором с добавлением 20 % твина 20 
(Sigma-Aldrich, сШа) (далее отмывка), инкубация 
взвеси микробных культур (исследуемые образцы) 
в течение 30 мин при температуре 37 °с, отмывка, 
инкубация иммуноферментного конъюгата в тече-
ние 30 мин при температуре 37 °с, отмывка, инку-
бация субстратно-индикаторной смеси на основе 
о-фенилендиамина (Sigma-Aldrich, сШа) в течение 
20 мин в темноте при комнатной температуре, оста-
новка реакции 1 м раствором серной кислоты, опре-
деление оптической плотности при длине волны 
492 нм (оп492). результаты принимали к учету в том 
случае, если фоновые значения иммуноферментных 
конъюгатов не превышали величину оп492, равную 
0,15. в лунках с исследуемыми образцами результат 
считали положительным при величине оп492, равной 
0,3 и более.

для приготовления готовых форм тест-систем 
специфические компоненты переводили в защитную 
среду высушивания до концентрации, в 11 раз пре-
вышающей рабочее разведение, фасовали в ампулы и 
лиофилизировали. для иммуноферментного конъю-
гата использовали защитную среду следующего со-
става: 5 % сахарозы, 10 мг/мл бычьего сывороточно-
го альбумина в 0,5 м трис-нсl с рн 7,4; в качестве 
среды высушивания для иммуноглобулинов при-
меняли 5 % раствор сахарозы в 0,5 м кбб с рн 9,6. 
лиофилизацию специфических компонентов прово-
дили в установке для сублимационного высушивания 
«алсу» (ооо окб «Фармбиомаш», россия).

оценку минимальной выявляемой концентра-
ции (чувствительности) и специфичности тест-
систем в отношении близкородственных патоген-
ных буркхольдерий проводили с использованием 
микробных культур B. mallei (штаммы ц-5, 10230, 
11) и B. pseudomallei (Dalat, Duc-V, с-141), для сап-
ной и мелиоидозной тест-систем соответственно. 
для оценки специфичности тест-систем в отноше-
нии близкородственных сапрофитов и гетероло-
гичных микроорганизмов использовали культуры: 
Burkholderia cepacia (штаммы атсс 25416, 8237, 
ав-1934, 3181, р-5812); Pseudomonas putida (вкмв-
901); Pseudomonas aeruginosa (PQO-1); Pseudomonas 

fluorescens (а-4125); Bacillus anthracis (сти-1, Sterne-
34F2, ихтиман); Bacillus cereus (96); Bacillus megate-
rium (654); Bacillus subtilis (36); Brucella abortus (544, 
870, 19BA, Tulya, с-68); Brucella melitensis (145, 
16M, 706, яг-56); Brucella suis (1330); Escherichia 
сoli (нв101); Francisella tularensis (15 нииэг, 503, 
543, Schu); Legionella pneumophila (Philadelphia-1, 
Pontiak, Flint); Yersinia enterocolitica (124, 134, 383); 
Yersinia pestis (EV); Yersinia pseudotuberculosis (147, 
326, 681); Vibrio cholerae (569-в). приготовление 
микробных взвесей с заданной концентрацией про-
водили визуально с помощью стандартных образцов 
мутности (осо 42-28-85, россия).

воспроизводимость результатов иФа оцени-
вали путем определения относительного значе-
ния вариации оптической плотности субстратно-
индикаторной смеси. расчет коэффициента вариации 
проводили по результатам изучения положительных 
и отрицательных контрольных проб для семи образ-
цов каждой серии обеих тест-систем.

на этапах работы с животными исследования 
соответствовали международным этическим нор-
мам, законодательству российской Федерации и нор-
мативным документам учреждения.

результаты и обсуждение

для выбора мкат, обеспечивающих специфи-
ческое выявление патогенных буркхольдерий и наи-
более высокую чувствительность иммунофермент-
ного анализа, исследованы различные комбинации 
антител, используемые для сенсибилизации план-
шетов и в составе конъюгата с пероксидазой хре-
на. в качестве контроля использовали смесь штам-
мов, взятых в равных соотношениях – B. mallei ц-5, 
10230, 11 и B. pseudomallei Dalat, Duc-V, с-141 для 
сапной и мелиоидозной тест-систем соответственно. 
полученные результаты представлены в табл. 1 и 2.

в серии предварительных экспериментов уста-
новлено, что сапные иммуноглобулины гибридных 
клеточных линий 292G4D4 и 301е5F10, а также 
мелиоидозные иммуноглобулины, полученные от 
линий 283B5H2 и 298E9B4, при использованиии 
как в качестве сенситина, так и в составе конъюга-
та, обладают низкой специфической активностью в 
отношении соответствующих возбудителей, поэто-
му данные моноклональные антитела исключены из 
дальнейших исследований.

различные сочетания моноклональных антител 
гибридных клеточных линий, используемые в каче-
стве сенситина и в составе иммунопероксидазного 
конъюгата, позволяют выявлять микробные клет-
ки B. mallei в концентрациях от 0,25·106 м.к./мл до 
16,0·106 м.к/мл. при этом наибольшую чувствитель-
ность анализа обеспечивали моноклональные анти-
тела, продуцируемые гибридной клеточной линей 
258F12H11 в составе как сенситина, так и иммуно-
пероксидазного конъюгата. антитела, продуцируе-
мые указанной гибридомой, использованы для изго-
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товления лабораторно-экспериментальных образцов 
иммуноферментной тест-системы.

данные, представленные в табл. 2, свидетель-
ствуют, что минимальная выявляемая концентрация 
B. pseudomallei у всех исследуемых пар иммуногло-
булинов не превышала 8,0∙106 м.к./мл. при этом мак-
симальную чувствительность обеспечивало сочета-
ние моноклональных антител гибридных клеточных 
линий 255A6F5 в составе сенситина и 255B6E1 в 
составе иммунопероксидазного конъюгата. мкат, 
продуцируемые перечисленными гибридомами, 
использованы для комплектации лабораторно-
экспериментальных образцов иммуноферментной 
тест-системы. 

по результатам исследований изготовлено по 
три лабораторно-экспериментальные серии иммуно-
ферментных моноклональных тест-систем для выяв-
ления возбудителей сапа и мелиоидоза.

комплектация разработанных тест-систем 
унифицирована в соответствии с аналогами, изго-
тавливаемыми в филиале Фгбу «48 центральный 
научно-исследовательский институт» (г. киров). в 
их состав включены в готовом виде или в виде по-
луфабрикатов все иммунохимические реагенты, не-
обходимые для постановки твердофазного иммуно-
ферментного анализа в планшетах, за исключением 
дистиллированной воды. тест-системы включали 
в себя следующие компоненты: иммуноглобулины 
(мкат) против антигенов сапного (мелиоидозного) 

микроба; конъюгат иммунопероксидазный против 
антигенов сапного (мелиоидозного) микроба; взвесь 
убитой культуры сапного (мелиоидозного) микроба 
(положительный контрольный образец) с концентра-
цией 1 млрд м.к./мл; навеска солей для приготовле-
ния фосфатно-солевого буферного раствора; 20 % 
раствор твин-20; концентрат цитратно-перекисного 
раствора; навеска о-фенилендиамина; 1 м раствор 
серной кислоты; планшет полистироловый для по-
становки иммуноферментного анализа (96 лунок); 
инструкция по применению. 

после приготовления готовых форм проведе-
на оценка минимальной выявляемой концентрации 
микробных клеток, специфичности тест-систем в от-
ношении близкородственных буркхольдерий, сапро-
фитов и гетерологичных микроорганизмов, а также 
воспроизводимость результатов анализа. результаты 
определения чувствительности тест-систем пред-
ставлены в табл. 3.

представленные в табл. 3 данные свидетель-
ствуют о том, что изготовленные иммуноферментные 
тест-системы позволяют специфически выявлять 
возбудителей сапа и мелиоидоза в концентрациях 
0,5·106 м.к./мл и выше, а также дифференцировать 
патогенные буркхольдерии представленных штам-
мов в концентрациях от 1,0·107 м.к./мл и ниже.

при оценке специфичности установлено, что 
обе тест-системы не давали ложно-положительных 
результатов при изучении культур близкородствен-

Таблица 1/ Table 1

Чувствительность иммуноферментного анализа при выявлении микробных клеток возбудителя сапа с использованием  
различных комбинаций мкаТ

Sensitivity of enzyme immunoassay in glanders microbe cell detection using various combinations of monoclonal antibodies

наименование мкат,  
используемых  

для сенсибилизации планшетов

минимальная выявляемая концентрация микробных клеток B. mallei c использованием  
иммунопероксидазного конъюгата на основе мкат гибридной клеточной линии …,  ·106 м.к./мл

258F12H11 292G4D4 298с11е11 301е5F10

258F12H11 0,25 16,0 0,5 8,0

292G4D4 16,0 16,0 16,0 8,0

298с11е11 2,0 16,0 1,0 4,0

301е5F10 16,0 4,0 8,0 8,0

примечание :  результаты анализа являются полуколичественными

Таблица 2 / Table 2

Чувствительность иммуноферментного анализа при выявлении микробных клеток возбудителя мелиоидоза с использованием  
различных комбинаций мкаТ

Sensitivity of enzyme immunoassay in melioidosis microbe cell detection using various combinations of monoclonal antibodies

наименование мкат,  
используемых  

для сенсибилизации планшетов

минимальная выявляемая концентрация микробных клеток B. pseudomallei c использованием  
иммунопероксидазного конъюгата на основе мкат гибридной клеточной линии …,  ·106 м.к./мл

255A6F5 255B6E1 253B4D4 283B5H2 298E9B4

255A6F5 1,0 0,5 1,0 2,0 8,0

255B6E1 1,0 2,0 2,0 4,0 8,0

253B4D4 1,0 1,0 2,0 4,0 8,0

283B5H2 8,0 8,0 4,0 4,0 4,0

298E9B4 8,0 8,0 1,0 8,0 4,0

примечание :  результаты анализа являются полуколичественными
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ных сапрофитов и гетерологичных бактерий в кон-
центрации 1,0·108 м.к./мл и ниже.

по результатам изучения воспроизводимости 
установлено, что коэффициент вариации для поло-
жительных результатов составил 7,8 %, для отрица-
тельных – менее 7 %.

таким образом, в результате работы получены 
препараты моноклональных антител in vivo; из ас-
цитных жидкостей выделены иммуноглобулины, 
которые фракционированы методом ионообменной 
хроматографии; подобраны пары моноклональных 
антител, обеспечивающие максимальный уровень 
чувствительности при использовании в составе им-
муноферментного конъюгата и для сенсибилизации 
планшетов, перспективные для создания иммуно-
ферментных тест-систем.

изготовлены лабораторно-экспериментальные 
серии иммуноферментных моноклональных тест-
систем для выявления возбудителей сапа и ме-
лиоидоза, позволяющие специфически выявлять 
микробные клетки B. mallei и B. pseudomallei в кон-
центрации 0,5∙106 м.к./мл, которые не давали лож-
ноположительных результатов при исследовании 
близкородственных сапрофитов и гетерологичных 
микроорганизмов в концентрации 1,0·108 м.к./мл. 

разработанные серии иммуноферментных тест-
систем для выявления возбудителей сапа и мелиои-
доза по детекционным характеристикам не уступают 
параметрам зарубежных иммунодиагностических 
тестов на основе моноклональных антител [9, 10].

показана принципиальная возможность про-
ведения дифференциации B. mallei и B. pseudomal-
lei с помощью моноклональных антител 255A6F5, 
255B6E1 и 258F12H11.

тест-системы перспективны для последующей 
регистрации в качестве медицинских изделий для 
диагностики in vitro.

конфликт интересов. авторы подтверждают 
отсутствие конфликта финансовых/нефинансовых 
интересов, связанных с написанием статьи.
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Таблица 3 / Table 3

Чувствительность образцов лабораторно-экспериментальных серий иммуноферментных моноклональных тест-систем для выявления  
возбудителей сапа и мелиоидоза

Sensitivity of samples of laboratory-experimental series of immune-enzymatic monoclonal test-systems for melioidosis  
and glanders agents detection 

тест-система  
(№ серии)

минимальная выявляемая концентрация культуры...

B. mallei штамма…, ·106 м.к./мл B. pseudomallei штамма …, ·106 м.к./мл

ц-5 10230 11 Dalat Duc-V с-141

сап (0115) 0,25 0,5 0,5 100,0 10,0 10,0

сап (0215) 0,5 0,5 0,5 100,0 10,0 10,0

сап (0315) 0,5 0,25 0,5 100,0 10,0 10,0
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мелиоидоз (0215) 10,0 10,0 10,0 0,5 0,5 0,5

мелиоидоз (0315) 10,0 10,0 10,0 0,5 0,5 0,5

примечание :  результаты анализа являются полуколичественными.
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эпидемические осложнения на территории горно-алтайского высокогорного природного очага чумы, свя-
занные с ростом численности носителей и переносчиков этого опасного заболевания, потребовали усиления 
профилактической направленности эпиднадзора. цель – оценка эффективности дезинсекции и дератизации при 
проведении противоэпидемических мероприятий. материалы и методы. исследования проводились в 2014–
2017 гг. на территории кош-агачского района республики алтай на основе архивных и оперативных материалов 
алтайской противочумной станции, управления роспотребнадзора по республике алтай, собственных данных. в 
качестве инструмента использовалась «интерактивная карта по управлению оздоровительными мероприятиями 
в горно-алтайском высокогорном природном очаге чумы». результаты и обсуждение. наиболее радикальными 
разделами комплекса профилактических мероприятий по чуме остаются дезинсекция и дератизация. применение 
современных методов и средств контроля численности носителей и переносчиков инфекции свидетельствует о 
высокой противоэпидемической их эффективности. проведение инсектицидных и родентицидных обработок на 
стоянках животноводов, располагающихся на эпизоотических участках, дезинсекция и дератизация в крупных 
населенных пунктах на территории очага позволило снизить риск инфицирования населения. техническая эф-
фективность полевой дезинсекции составила 96,7 %, поселковой дератизации и дезинсекции – от 91,6 до 100 %. 
проведение экстренных инсектицидных и родентицидных обработок, наряду с другими мероприятиями, обеспе-
чило эпидемиологическое благополучие по чуме. 

Ключевые слова: природный очаг чумы, профилактика чумы, дезинсекция, дератизация, противоэпидемическая эффектив-
ность.
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Effectiveness of Disinsection and Deratization in Gorno-Altai High-Mountain Natural Plague Focus
1Russian Research Anti-Plague Institute “Microbe”, Saratov, Russian Federation; 2Rospotrebnadzor Administration in the Republic 
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Abstract. Epidemic complications in the territory of Gorno-Altai high-mountain natural plague focus, associated 
with increase in numbers of carriers and vectors of the dangerous diseases, entailed strengthening of preventive ele-
ment in the system of epidemiological surveillance. Objective of the study was to assess the efficiency of disinsection 
and deratization during anti-epidemic campaign. Materials and methods. Investigations were performed in 2014-2017 
in the territory of Kosh-Agach district of the Republic of Altai, based on the archival and operational records from 
Altai Plague Control Station, Rospotrebnadzor Administration in the Republic of Altai, and our own data. “Interactive 
Map on Management of Health Promotion Measures in Gorno-Altai high-mountain natural plague focus” was used as 
an assessment tool. Results and conclusions. The most hard-hitting sections of preventive complex as regards plague 
are still disinsection and deratization. Application of advanced methods and means of control over numbers of carriers 
and vectors of the infection testify to their high anti-epidemic effectiveness. Insecticide and rodenticide treatments of 
encampments situated in epizootic areas, disinsection and deratization in major population centers in the territory of the 
focus allowed for the reduction in risk of population infection. Technical efficiency of the field disinsection amounted 
to 96.7 %, community deratization and disinsection varied from 91.6 to 100 %. Emergency insecticide and rodent treat-
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эпидемиологические осложнения в горно-
алтайском высокогорном природном очаге чумы в 
2014–2016 гг., обусловленные циркуляцией основ-
ного подвида чумного микроба в поселениях серого 
сурка, потребовали разработки и проведения цело-
го комплекса противоэпидемических мероприятий 
на территории кош-агачского района республики 
алтай [1, 9, 12]. в разделе неспецифических мер 
борьбы с чумой дератизация и дезинсекция занима-
ют важное место [10, 16–20]. в 2014–2017 гг. с уче-
том особенностей современной биоценотической 
структуры горно-алтайского очага чумы и на осно-
вании оперативных данных о численности и распре-
делении серого сурка-носителя высоковирулентного 
основного подвида микроба чумы, дезинсекционные 
и дератизационные обработки были обоснованы и 
проводились в природных биотопах и населенных 
пунктах [11]. 

в настоящее время под оздоровлением при-
родных очагов зоонозов понимают предупреждение 
развития экстенсивных и интенсивных эпизоотий, 
которые могут привести к инфицированию населе-
ния. снижение численности грызунов и их эктопа-
разитов подавляет, а в ряде случаев останавливает 
развитие эпизоотий чумы. многолетний опыт ис-
требительных мероприятий в популяциях носителей 
и переносчиков чумы и других зоонозов свидетель-
ствует о необходимости учитывать внутрипопуля-
ционные механизмы, влияющие на восстановление 
поголовья зверьков и их блох после воздействия. это 
может сопровождаться повышением интенсивности 
размножения, миграционной активности животных, 
перераспределением и сменой фауны кровососу-
щих членистоногих норовых микробиотопов [2, 14, 
15]. по данным эпидемиологов, путем истребления 
носителей чумы можно снизить эпидемический 
потенциал природного очага лишь на 15 %, блох-
переносчиков возбудителя – на 20–40 % [8]. данные 
о борьбе с сурками в природных очагах чумы одно-
значно свидетельствуют о низкой ее эффективности. 
это связано с отсутствием привлекательных при-
манок для этих зеленоядных грызунов, их высокой 
миграционной подвижностью и осторожностью [2, 
7]. освободившиеся норы с блохами при гибели сур-
ков посещаются другими зверьками этого вида или 
других видов мелких млекопитающих, вследствие 
чего эпизоотии чумы могут продолжаться. кроме 
того, массовое истребление охраняемых промысло-
вых видов пушных зверей недопустимо. вместе с 
тем, дезинсекционные обработки против блох сур-

ков и других носителей чумы оказываются более эф-
фективными [6, 10]. в прошлом насекомые в норах 
сурков уничтожались с помощью бромистого мети-
ла и хлорорганических препаратов (хлорпикрина, 
дустов ддт, гхцг), что обеспечивало длительный 
пулецидный эффект – эпизоотии не развивались до 
10 лет [2, 8]. высокая токсичность хлорорганиче-
ских инсектицидов привела к их запрету. на смену 
пришли более активные и менее токсичные синте-
тические пиретроиды [13]. их пулецидная эффек-
тивность менее продолжительна, чем у хос препа-
ратов, но в аридных зонах эффект пролонгируется 
до 2–3 месяцев, а при использовании современных 
микрокапсулированных препаратов – до 6 месяцев 
[4]. показаниями к организации и проведению де-
ратизационных и дезинсекционных мероприятий в 
населенных пунктах и их окрестностях служат вы-
сокая численность синантропных и экзоантропных 
видов носителей и переносчиков, выявление эпизоо-
тий в популяциях синантропных грызунов и эпиде-
миологические осложнения по чуме. целью настоя-
щего исследования ставилась оценка эффективности 
дезинсекции и дератизации, осуществляемых в ком-
плексе санитарно-профилактических мероприятий. 

материалы и методы

материалы исследований собирались в про-
цессе проведения противоэпидемических меро-
приятий в горно-алтайском высокогорном при-
родном очаге чумы в 2013–2017 гг., осуществляе-
мых Фкуз «алтайская противочумная станция», 
управлением роспотребнадзора по республике 
алтай и Фбуз «центром гигиены и эпидемиоло-
гии в республике алтай». при обработке и анали-
зе полученных данных использовались архивные, 
оперативные материалы станции (обзоры, отче-
ты, донесения и др.) и литературные источники. 
планирование и организацию работ осуществляли 
в соответствии с годовыми «комплексными пла-
нами мероприятий учреждений роспотребнадзора 
по оздоровлению горно-алтайского высокогорно-
го природного очага чумы в кош-агачском районе 
республики алтай». основанием к их проведению, 
определению содержания, дислокации и объемов 
обработок служили результаты эпизоотологическо-
го и эпидемиологического обследования в очаге. в 
качестве инструмента в работе использовалась элек-
тронная «интерактивная карта по управлению оздо-
ровительными мероприятиями в горно-алтайском 

ments in epizootic areas alongside other measures provided for epidemiological welfare on plague. 
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высокогорном природном очаге чумы» (ик), раз-
работанная на основе геоинформационных систем 
(гис) специалистами алтайской противочум-
ной станции, роснипчи «микроб» и иркутского 
нипчи. пополняемая ик содержит многослойное 
картографическое web-приложение (25 слоев, более 
1500 объектов), выполненное на платформе ArcGIS 
Application Builder for Flex. 

результаты и обсуждение

площадь горно-алтайского высокогорного при-
родного очага чумы составляет 11597 км2. ежегодно 
с учетом эпидемиологической направленности в гра-
ницах очага обследуется территория около 9000 км2 
(78 %). на остальной части очага, в соответствии с 
действующим регламентом, осуществляют реког-
носцировочное обследование с частотой один раз в 
три года. в настоящее время поселения серого сур-
ка, носителя основного подвида возбудителя чумы, 
располагаются в зоне горных полупустынь на высо-
тах от 2000 до 2700 м над у.м. носителем низковиру-
лентного алтайского подвида чумного микроба явля-
ется монгольская пищуха, обитающая в зоне горной 
степи и полупустыне на высотах от 1800 до 2300 м. 
длиннохвостый суслик также является фоновым ви-
дом, включающимся в эпизоотии чумы: границы его 
поселений располагаются на высотах 1900–2200 м. 
в скальниках обычна и многочисленна плоскоче-
репная полевка, охотно заселяющая строения на 
стоянках животноводов. средняя плотность жилых 
бутанов сурка составляет 0,6 на 1 га, различаясь по 
участкам от 0,1 до 0,8 бут./га. к 2017 г. наметилось 
снижение численности сурка на большей части его 
ареала. уровень численности монгольской пищухи 
снизился с 8,1 обитаемых колоний на 1 га в 2012 г. 
и 3,7 кол./га в 2017 г., что было вызвано неблагопри-
ятными условиями зимовок. более стабильной отме-
чена численность длиннохвостого суслика – варьи-
ровала за последние 5 лет в пределах 3,2–5,5 особей/
га, но его поселения здесь мозаичны и локальны. 
численность плоскочерепной полевки в природных 
биотопах весной в среднем составляла 6,1 % попа-
дания, осенью – 23,0 %. заселенность этим видом 
стоянок животноводов составляла 9 %, численность 
весной – 2,6, осенью – 6,1. численность домовой 
мыши в населенных пунктах невелика: весной – 2,5, 
осенью – 3,7 % попадания. 

Фауна блох (основных переносчиков возбудите-
ля чумы) представлена 47 видами, из которых доми-
нируют 20 видов, паразитирующих на сурке, суслике 
и пищухах. основными переносчиками возбудителя 
чумы основного подвида в очаге являются блохи 
Oropsylla silantiewi, O. alascensis. кроме блох в эпи-
зоотический процесс активно включаются иксодо-
вые клещи и вши. численность блох, в 2014–2017 гг. 
была относительно высока. индекс их обилия (ио) 
на сурках составлял в среднем 1,3, на монгольской 
пищухе – 6,9, на длиннохвостом суслике – 1,3, на 

плоскочерепной полевке – 1,5. при отсутствии вы-
раженной миграции блох во входы нор в смешан-
ных поселениях горной полупустыни норовый ио 
по многолетним данным в среднем составлял 0,07, 
варьируя от 0,01 до 0,19. блох в жилье человека в 
крупных населенных пунктах не регистрируют. на 
полевках, отлавливаемых на стоянках, обычны их 
специфические блохи. 

динамика численности блох характеризуется ко-
лебаниями по месяцам и годам. в поселениях серо-
го сурка пик их численности приходится на май, пи-
щух – на май и октябрь, длиннохвостого суслика – на 
май, плоскочерепной полевки – на октябрь. во входах 
нор наибольшая численность также отмечается в мае. 
в этот период следует отметить регулярность встреч 
нор с гнездами птиц-норников: прежде всего камен-
ки плясуньи – многочисленного вида в очаге. обилие 
блох в гнездовых норах каменки может быть доста-
точно высоким – до 320 экз. блох в одной норе при 
среднем значении ио=80,6. специфическими бло-
хами каменки являются Citellophilus styx avicitelli и 
Frontopsylla frontalis, охотно паразитирующие на гры-
зунах и способные передавать чумной микроб [3, 5]. 

в 2012–2017 гг. на территории горно-алтайского 
высокогорного очага чумы выделено 218 штаммов 
основного и неосновного (алтайского) подвидов 
чумного микроба на территории общей площадью 
1512 км2. из 130 культур Y. pestis pestis большая 
доля – 118 (90,8 %) изолирована от серого сурка и 
его эктопаразитов, 11 (8,5 %) – от длиннохвостого 
суслика и его эктопаразитов, 1 – от степного хорька.

планирование, организация и проведение всех 
мероприятий по дезинсекции и дератизации в очаге 
осуществлялись с учетом экологии, фенологии, чис-
ленности и характера распределения носителей и пе-
реносчиков возбудителя чумы, оперативных данных 
эпизоотологического мониторинга (рисунок). при 
этом обязательно учитывали эпидемиологическую 
направленность мероприятий. первоочередное вни-
мание уделяли участкам высокой плотности населе-
ния, местам сезонных кочевок животноводов, разме-
щению поголовья верблюдов. основным критерием 
оценки качества проведенных мероприятий являлась 
их противоэпизоотическая и техническая эффектив-
ность. техническая эффективность вычислялась при 
сравнении численности зверьков и их эктопаразитов 
до и после истребительных обработок.

основное внимание уделяли инсектицидным и 
родентицидным обработкам в населенных пунктах 
всех типов, а также барьерной дезинсекции в норах 
зверьков вокруг стоянок животноводов (таблица). 

в комплексе эффективных мер профилактики 
заболеваний чумой в современный период наибо-
лее радикальными методами борьбы с носителями 
и переносчиками чумы являются дезинсекцион-
ные обработки. борьба с блохами – хранителями и 
переносчиками возбудителя, позволяет прерывать 
эпизоотический процесс и снижать риск зараже-
ния человека чумой при контакте с переносчиками. 
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инсектицидные обработки менее затратны, более 
целесообразны и эффективны в сравнении с роден-
тицидными. это особенно актуально в очагах, где 
носители – охраняемые или ценные промысловые 
виды млекопитающих [14]. 

в 2014–2017 гг. все участки инсектицидных 
обработок располагались в поясе горных степей 
и полупустынь на высотах в диапазоне от 2000 до 
2600 м над у.м. на этой территории осуществляется 

интенсивная хозяйственная деятельность, основное 
направление которой – отгонное животноводство. 
цель дезинсекции вокруг стоянок животноводов – 
подавление (ликвидация) эпизоотий чумы в смешан-
ных поселениях серого сурка, длиннохвостого сус-
лика и монгольской пищухи в оптимальные сроки 
(в период выхода молодняка на поверхность и его 
расселения) методом пропыливания нор инсектици-
дами. следует отметить, что инфицирование людей 
в очаге чумы происходило при разделке тушек сурка. 
в этой связи истребительные обработки против блох 
и других эктопаразитов не могут исключить повто-
рения таких событий, однако снижение численности 
переносчиков чумного микроба приводит к затуха-
нию эпизоотий, что уменьшает риск заболевания на-
селения, занимающегося промыслом сурка по месту 
проживания на временных стоянках. 

в 2013–2016 гг. основной объем работ осу-
ществлялся в мае–июне, наращиваемый в августе–
сентябре. для усиления профилактической группы 
при ташантинском сезонном противоэпидемическом 
отряде в 2017 г. были сформированы три группы по 
пять человек (специалисты алтайской противочум-
ной станции, роснипчи «микроб», иркутского и 
ставропольского нипчи), осуществляющие обсле-

объемы и эффективность дезинсекции и дератизации  
в Горно-алтайском высокогорном природном очаге чумы  

в 2013–2017 гг.
The scope and effectiveness of disinsection and deratization  

in Gorno-Altai high-mountain natural plague focus in 2013–2017

годы

дезинсекция дератизация  
поселковаяполевая поселковая

км2 эф., % тыс. м2 эф., % тыс. м2 эф., %

2013 1,5 - 5,6 - 60,4 86,2

2014 0,2 - 12,6 - 270,6 84,7

2015 18,4 90,0 6,6 - 82,2 ≈ 100,0

2016 30,4 86,0 75,2 ≈ 100,0 105,3 94,9

2017 43,5 96,7 13,8 ≈ 100,0 99,1 92,0

Итого: 94,0 90,9 113,8 ≈ 100,0 617,6 91,6

дезинсекция и дератизация в населенных пунктах на территории горно-алтайского высокогорного природного очага чумы в 2014–
2017 гг.:
1 – стоянки животноводов; 2 – стоянки животноводов и крупные населенные пункты, где проведена дезинсекция и дератизация; 3 – ареал серого 
сурка; 4 – эпизоотические секторы

Disinsection and deratization in residential areas in the territory of Gorno-Altai high-mountain natural plague focus in 2014–2017:
1 – livestock keepers’ encampments; 2 – livestock keepers’ encampments and other large residential sites where disinsection and deratization was conducted; 
3 – grey marmot areal; 4 – epizootic sectors
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дование и дезинсекционные обработки в крупных 
населенных пунктах и на стоянках животноводов. 
всего за 2013–2017 гг. обследовано и обработано 
около ста стоянок, а также восемь сел. площадь по-
селковой дезинсекции варьировала по годам от 5,6 
до 75,2 тыс. м2, полевой – от 0,2 до 43,5 км2. при 
оценке их эффективности использовали данные уче-
тов численности блох на зверьках и во входах нор. 
эффективность поселковой дезинсекции оказалась 
близкой к 100 % – блохи на отловленных зверьках и 
в помещениях стоянок не обнаруживались. до про-
ведения полевой дезинсекции в норах зверьков ин-
декс встречаемости (ив) составлял 19,4 %, индекс 
обилия (ио) блох – 0,19 при колебаниях от 0,025 до 
0,39. после проведенных обработок (по истечении 
срока ожидания пулецидного действия) численность 
блох сокращалась в 20–40 раз – насекомые отлавли-
вались в норах на единичных стоянках. при этом ив 
снижался до 0,7 %, а ио блох в норах – до 0,006. 
при выявлении низкой эффективности дезинсекции 
(ниже 80 %) на двух стоянках проводилась повтор-
ная обработка. в целом по очагу эффективность по-
левой дезинсекции составила 96,7 %. при оценке 
противоэпидемического эффекта работ следует учи-
тывать, что большая часть стоянок (летовки) обра-
ботаны до их заселения животноводами. кочевки на 
летние пастбища начались в начале–середине июня, 
когда численность норовых блох была искусствен-
но снижена до уровня, при котором эпизоотический 
процесс не развивается. 

при проведении дератизационных мероприятий 
основное внимание уделяли обработкам в населен-
ных пунктах. в противоэпидемических целях они 
проводятся даже при низкой численности синан-
тропных грызунов [10]. в крупных поселках доми-
нирует домовая мышь, в то время как серая крыса 
на территории очага не регистрируется. строения на 
стоянках животноводов в высокогорьях заселяются 
плоскочерепной полевкой. поселковая дератизация 
в селах выполнялась силами зоогрупп алтайской 
противочумной станции и профилактического де-
зинфекционного отдела филиала Фбуз «центр 
гигиены и эпидемиологии в республике алтай» в 
кош-агачском районе. в качестве родентицидных 
средств использовались готовые приманки на основе 
антикоагулянтов второго поколения. объемы обра-
боток варьировали по годам от 60,4 до 270,6 тыс. м2. 
средняя эффективность поселковой дератизации 
составила 91,6 %. при этом в крупных населенных 
пунктах, по данным учетов после обработок, грызу-
ны не отлавливались вовсе. на отдельных стоянках 
животноводов, располагающихся вблизи скальников, 
попадались единичные экземпляры плоскочерепной 
полевки. 

при проведении обработок в качестве инсекти-
цидных средств использовали порошковидные пре-
параты из группы синтетических пиретроидов (сп), 
а также смесевые композиции фосфорсодержащих 
(Фос) и сп-инсектицидов: дусты «Фенаксин», 

«каприн-Ф», «абсолют», «Фас-дубль», «зеленый 
дом». при проведении поселковой дератизации 
применяли механические средства (давилки геро) 
или химические родентицидные готовые приманки 
на основе антикоагулянтов «блокада» и «цифокс». 
дезинсекцию в полевых условиях высокогорий осу-
ществляли с помощью ранцевых дустеров Twister, 
на стоянках при поселковой дезинсекции – дусте-
ров Polmax. поселковую дезинсекцию в крупных 
населенных пунктов проводили влажным способом 
пиретроидными растворами c помощью опрыскива-
теля Kvazar. 

в результате проведения комплекса санитарно-
профилактических противочумных мероприятий, 
включая дезинфекцию и дератизацию, на террито-
рии горно-алтайского высокогорного природного 
очага в 2017 г. удалось сохранить эпидемиологиче-
ское благополучие по чуме. истребление зверьков- 
носителей и эктопаразитов-переносчиков возбуди-
теля чумы (блох, иксодовых клещей и вшей) на вы-
являемых эпизоотических участках приводит к раз-
рыву эпизоотической цепи и затуханию эпизоотий. 
в настоящее время эпизоотии чумы развиваются в 
поселениях серого сурка на высокогорных участ-
ках, мало пригодных для проживания людей и вы-
паса скота. таким образом, регулярное проведение 
инсектицидных и родентицидных обработок на эпи-
зоотических участках, осуществляемых в комплексе 
с другими мерами профилактики, может обеспечить 
эпидемиологическое благополучие по этой опасной 
инфекции в очаге. 
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е.В. монахова, и.В. архангельская, р.В. Писанов, с.В. Титова

оСоБенноСти первичной СтруКтурЫ цитотоКСина MARTX  
нетоКСигеннЫх штаммов ViBrio cholerae раЗнЫх Серогрупп

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

целью исследования явился сравнительный биоинформационный анализ продуктов трансляции генов rtxA 
штаммов V. cholerae разных серогрупп, выделенных от больных и из объектов окружающей среды. материалы 
и методы. использовано 32 штамма из коллекции ростовcкого противочумного института. секвенирование днк 
проводили на платформе MiSeq (Illumina), для анализа и идентифицации генов использовали программы BioEdit 
7.2.5, BLASTN 2.2.29, Blastp, Vector NTI Advance 11. результаты и обсуждение. гены rtxA изученных штаммов 
представлены множеством аллелей. AlignX-анализ продуктов их трансляции позволил разделить 32 белка на три 
отдельных кластера. первый включал близкие прототипу белки штаммов о1 и нео1/нео139, второй – только 
нео1/нео139, третий – о139. Blastp-анализ показал, что белки первого кластера сохранили все характерные для 
MARTX домены – ACD (актин-связывающий), RID (инактивирующий гтФазу), CPD (цистеиновой протеазы) и 
ABH (альфа-бета гидролаз), что свидетельствует о вероятности проявления ими типичной активности. у трех 
штаммов обнаружен новый домен Hia (предполагаемого фактора адаптации). в белках второго кластера отсут-
ствовал ACD, но сформировался дополнительный RID; в двух из них отсутствовал и ABH, но у одного появился 
домен VIP2 (модификатора G-актина), а у второго – Hia. эти данные согласуются с предположением J. Dolores, 
K.J.F.Satchell (2013) о возможном «преображении» актимодулятора MARTX в токсины с иными механизмами 
действия. белки вибрионов о139 серогруппы имели все специфичные домены, кроме ACD. для ряда выявленных 
нами измененных белков в NCBI найдены полные гомологи, принадлежащие штаммам из других регионов мира. 
присутствие сходных детерминант в геномах штаммов различного происхождения указывает на неслучайный ха-
рактер их сохранения. не исключено, что отдельные штаммы «специально» изменяют эти гены либо полностью 
выключают синтез высокомолекулярного токсина в целях энергосбережения.
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Abstract. Objective of the investigation was a comparative bioinformatics analysis of rtxA gene translation prod-
ucts of Vibrio cholerae strains isolated from patients and environmental objects. Materials and methods. 32 Vibrio 
cholerae strains from the Rostov-on-Don Research Anti-Plague Institute collection were used. DNA sequencing was 
conducted on the MiSeq platform (Illumina), gene identification and analysis was carried out by means of BioEdit 
7.2.5, BLASTN 2.2.29, Blastp, Vector NTI Advance 11 software programs. Results and conclusions. The rtxA genes of 
the studied strains were represented by multiple alleles. AlignX-analysis of their deduced products divided 32 proteins 
into 3 separate clusters. The first one included proteins of O1 and nonO1/nonO139 strains similar to the prototype, the 
second – nonO1/nonO139 only, the third – O139. Blastp-analysis revealed that the proteins of the first cluster retained 
all domains characteristic of MARTX – ACD (actin cross-linking), RID (Rho GTFase inactivation), CPD (cysteine 
protease) and ABH (alpha-beta hydrolase) which evidences the probability of manifestation of the typical activity. In 3 
strains a new Hia domain (of putative adaptation factor) was detected. The proteins of the second cluster lacked ACD 
but formed an additional RID; two of which lacked ABH too, but in one, VIP2 domain (of actin modification) appeared 
and in another – Hia. These data are in accordance with the presumption of J. Dolores, K.J.F. Satchell (2013) on the pos-
sible converting of actinomodulator MARTX into toxins with other mechanisms of action. The proteins of O139 vibrios 
shared all specific domains except from ACD. For a number of altered proteins revealed by us full homologues were 
found in NCBI gene bank, belonging to isolates from other regions of the world. The presence of similar determinants 
in the genomes of strains of different origin points to non-occasional character of their conservation. It is possible that 
certain strains “deliberately” alter those genes or switch off the synthesis of the high-molecular toxin completely with a 
view to energy-saving.

Key words: Vibrio cholerae, MARTX, bioinformatics analysis, rtxA gene alleles, active domains 

Conflict of interest: The authors declare no conflict of interest.
Corresponding author: Elena V. Monakhova, e-mail: monakhova_ev@antiplague.ru.
Citation: Monakhova E.V., Arkhangel’skaya I.V., Pisanov R.V., Titova S.V. Peculiarities of Primary MARTX Cytotoxin Structure in Non-Toxigenic Vibrio cholerae 

Strains of Different Serogroups. Problemy Osobo Opasnykh Infektsii [Problems of Particularly Dangerous Infections]. 2018; 3:73–77. (In Russian). DOI: 10.21055/0370-
1069-2018-3-73-77

Received 07.06.18. Accepted 18.06.18.



Проблемы особо опасных инфекций. 2018; 3          ОРигинальнЫе статьи

74

высокомолекулярный цитотоксин MARTX 
(multifunctional autoprocessing repeats-in-toxin), ко-
дируемый геном rtxA в составе RTX-кластера, яв-
ляется одним из факторов патогенности холерных 
вибрионов, обездвиживающим макрофаги и спо-
собствующим колонизации кишечника [6, 7, 11, 12]. 
молекула MARTX содержит ряд активных доменов, 
необходимых для проявления биологической актив-
ности: ACD (актин-связывающий), RID (инактиви-
рующий гтФазу), CPD (цистеиновой протеазы) и 
ABH (альфа-бета гидролаз) [5–7]. ранее J.Dolores, 
K.J.F.Satchell [6] показали, что ген rtxA имеет не-
сколько аллелей даже у токсигенных штаммов, а у 
нетоксигенных отличается крайней гетерогенно-
стью, заключающейся в огромном количестве нукле-
отидных полиморфизмов (SNP). среди продуктов 
измененных генов выявлено два утративших ACD, 
но в результате генных перестроек у одного сформи-
ровался домен аденилат-циклазы (ExoY), у второго – 
потенциальный домен адФ-рибозилазы (Vip2), что 
могло привести к «преображению» актимодулятора 
MARTX в токсины с иными механизмами действия. 
известно также, что распространившиеся в послед-
нее время наиболее эпидемически опасные штаммы 
(такие как гаитянские) содержат укороченный за 
счет образования преждевременного стоп-кодона ал-
лель rtxA4, продукт которого лишен биологической 
активности по отношению к эукариотическим клет-
кам [6]. напротив, у нетоскигенных штаммов он мо-
жет выступать в качестве самостоятельного фактора 
патогенности [6, 11].

в россии и ряде бывших республик ссср возбу-
дителями острых кишечных инфекций (оки) чаще 
являются штаммы нео1/нео139 серогрупп (наг-
вибрионы). в частности, на протяжении полувека 
они периодически вызывают оки на территории 
ростовской области, а в текущем столетии – и в ре-
спублике калмыкия [2]. реже регистрируются слу-
чаи оки, вызываемые нетоксигенными штаммами 
о1 серогруппы [4], а из объектов окружающей среды 
(оос) они выделяются постоянно на всей террито-
рии страны [1, 4]. изучение отдельных факторов па-
тогенности и персистенции позволит выявить среди 
них наиболее значимые и оценить их потенциаль-
ную опасность, а также способность к сохранению 
и распространению.

целью настоящего исследования явился срав-
нительный бионформационный анализ продуктов 
трансляции генов rtxA штаммов V. cholerae разных 
серогрупп, выделенных от больных и из объектов 
окружающей среды.

материалы и методы

объектами исследования служили 24 клини-
ческих штамма V. cholerae (22 nonо1/неO139 и два 
о1 серогруппы); четыре штамма о1 и два – о139 
серогрупп, выделенные из водных оос. их получи-
ли из коллекции музея живых культур ростовского 

противочумного института. гены rtxA иденти-
фицировали 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. трансляцию генов осуществляли в про-
грамме Vector NTI Advance 11 (Invitrogen), начиная с 
кодона ATG (40-43), а не с начального GTG, посколь-
ку экспериментально доказано, что именно ATG яв-
ляется истинно стартовым в rtxA [6]. для анализа бел-
ков использовали программы AlignX (Vector NTI) и 
Blastp (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov). прототипом слу-
жила аминокислотная последовательность MARTX 
референс-штамма N16961; в ходе анализа добавлена 
таковая штамма наг-вибриона не-09 (EGS58021). 
список штаммов и номера (ID) нуклеотидных по-
следовательностей rtxA, депонированных нами в 
NCBI GenBank, представлены в таблице.

результаты и обсуждение

у изученных штаммов ген rtxA представлен 
множеством аллелей, существенно отличающихся 
от прототипа. несмотря на то, что далеко не все SNP 
оказались миссенс-мутациями, продукты также раз-
личались по аминокислотному составу вследствие 
наличия в генах вставок, делеций и замен целых 
групп нуклеотидов разной длины, иногда сопрово-
ждающихся сдвигом рамки считывания. на рис. 1 
показана дендрограмма, отражающая это разнообра-
зие. на ней 32 белка сгруппировались в три доста-
точно далеко отстоящих друг от друга кластера.

в первый попали белки всех шести штаммов о1 
серогруппы и 14 наг-вибрионов, более или менее 
близких прототипу (продукту rtxA1), из них четы-
ре (три нетоксигенных штамма о1 и единственный 
токсигенный наг-вибрион 16150) были с ним осо-
бенно сходны, отличаясь лишь отдельными замена-
ми аминокислотных остатков (аа). согласно клас-
сификации J.Dolores, K.J.F.Satchell [6], два штамма 
о1 серогруппы 13169 и 18963 – содержали аллель 
гена rtxA8, 16150 – rtxA6, 17920 – отличный от всех 
известных. при этом (таблица) у всех штаммов о1 
и девяти нео1/нео139 серогрупп продукты имели 
«нормальную» длину 4545 аа, у одного содержали 
один и у трех два «лишних» аа, а еще у одного белок 
был укорочен до 4030 аа вследствие образования в 
гене «преждевременного» стоп-кодона. у штамма 
17751 в результате делеции 16 п.н. (2015–2030) обра-
зовалось две ORF – первая (1980 п.н.) представляла 
собой усеченный из-за «преждевременного» стоп-
кодона rtxA; вторая (11640 п.н.), локализованная на 
2 п.н. ниже первой, начиналась с GTG и была на 
98 % идентична дистальной части прототипа. 

MARTX семь штаммов наг-вибрионов обра-
зовали значительно удаленный кластер. из них пять 
белков (таблица) состояли из 4525 аа, два еще силь-
нее укорочены (4343 и 4407 аа) за счет нескольких 
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протяженных делеций и вставок внутри кодирую-
щих генов. при этом у штамма 19260 наблюдалась 
картина, аналогичная таковой 17751: первая ORF 
усечена до 453 п.н., вторая (13032 п.н., ниже первой 
на 183 п.н.) начиналась с GTG. поскольку резко уко-
роченные продукты первых ORF обоих штаммов не 
могли сохранить какую-либо активность, при анали-
зе мы использовали продукты вторых (дистальных) 
ORF, хотя их способность к экспрессии пока неиз-
вестна. идентичные белки двух штаммов о139 серо-
группы были ближе таковым наг-вибрионов, хотя и 
образовали на дендрограмме отдельный кластер.

результаты Blastp-анализа показали, что белки 
всех штаммов первой группы сохранили все харак-
терные для MARTX домены, хотя и не полностью 
идентичные прототипу. один из них (штамма 950) 
показан на рис. 2. это свидетельствует в пользу воз-
можности проявления ими актиномодулирующей 
активности, кроме MARTX штамма 19093, потеряв-
шего 516 с-концевых аа. это заключение следует из 
того факта, что MARTX некоторых геновариантов 
V. cholerae о1 (продукт аллеля rtxA4), укороченный 
всего на 12 аа, несмотря на сохранение интактных 
доменов полностью утрачивает биологическую ак-
тивность по отношению к эукариотическим клеткам 
[6]. у одного штамма наг-вибриона (12250) и двух 
о1 серогруппы (434 и 19308) также сформировался 
новый домен Hia (рис. 2), ранее не выявленный у 
холерных вибрионов и характерный для поверхност-
ных белков, в частности, для адгезинов иерсиний и 
моракселл (факторов патогенности) и сходных с ними 
белков множества других бактерий, выделяемых как 
из клинического материала, так и из оос, что послу-
жило основанием для предположения об их значимо-

сти как факторов адаптации к разным экологическим 
нишам [8]. интересно, что один из этих штаммов 
(434) был представителем клонального комплекса, 
распространившегося в поверхностных водоемах 
сочи и его окрестностей в 2015 г., а второй, практи-
чески идентичный первому (19308) – его вероятным 
предшественником, занесенным с другой террито-
рии. ранее нами показано, что оба обладают гена-
ми таких факторов персистенции как Cholix-токсин 
(ChxAI) и уникальный вариант CHO-удлиняющего 
фактора CefE3 [3, 4]. возможно, с их продукцией и 
связано необычно широкое распространение и до-
вольно длительное существование указанного клона 
в оос (как и трехлетнее сохранение штамма 19308). 
обнаружение в MARTX нового домена Hia позво-
ляет предположить, что токсин приобрел дополни-
тельные свойства фактора персистенции, хотя это 
предположение требует экспериментальной провер-
ки. представленные в NCBI штаммы с точно таким 
же белком MARTX (OEJ09502, OFI90406, OFI95037, 
OFJ06666, OFJ11820) выделены в гуаме и сШа из 
водных оос в 1974, 1977 и 1986 гг. как показал 
дополнительно проведенный Blastp-поиск, все они 
обладали ChxA и Cef, высоко гомологичными либо 
идентичными таковым наших штаммов.

в молекулах белков всех семи наг-вибрионов 
второго кластера отсутствовал ACD и появился до-
полнительный RID. утрата ACD свидетельствует 
в пользу соответствующей потери типичной для 
MARTX активности; смысл формирования второго 
RID неясен, хотя в прототипном белке он сдвигает 
равновесие между F- и G-актином (соответственно 
полимерной и мономерной формы) в пользу послед-
него, который затем ковалентно связывается за счет 

рис. 1. дендрограмма, построенная по ре-
зультатам AlignX-анализа продуктов гена 
rtxA холерных вибрионов

Fig. 1. Tree diagram constructed on the basis 
of AlignX-analysis of Vibrio cholerae rtxA 
gene products
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активности ACD, что делает процесс деполимери-
зации необратимым [10]. с другой стороны, не ис-
ключено, что и в отсутствие ACD этот сдвиг может 
привести хотя бы к временному обездвиживанию 
клеток-мишеней, способствуя развитию патологи-
ческого процесса. кроме того, у одного из штаммов 
этой группы (19260) отсутствовал и ABH, но при-
сутствовал вышеупомянутый домен Hia, у другого 
(19261), также лишенного ABH, идентифицирован 
домен VIP2 (рис. 2) – один из выявленных J.Dolores, 
K.J.F.Satchell [6] в MARTX штамма наг-вибриона 
не-09, выделенного из внешней среды на гаити 
(2010 г.). авторы полагают, что мишенью этого до-
мена являются липиды мембран. он также имеет 
высокий уровень гомологии с таковым токсина VIP2 
(адФ-рибозилтрансферазы) Bacillus cereus – моди-
фикатором G-актина. мы провели дополнительный 
Blastp-анализ RtxA не-09 (EGS58021) и обнаружи-
ли, что он содержит такие же домены, как иденти-
фицированные у штамма 19161, с очень сходной 
локализацией, даже несмотря на то, что существен-
но усечен с N-конца аналогично MARTX штамма 
19260. мы включили его в AlignX-анализ и на ден-
дрограмме он сгруппировался с MARTX 19161, хотя 
и был значительно короче (рис. 1).

что касается MARTX водных штаммов о139 
серогруппы, то они также лишились ACD и имели 
один RID. в его гене выявлена протяженная делеция, 
затрагивающая кодирующую последовательность 
именно ACD. не исключено, что такие белки не об-
ладают какой-либо биологической активностью, а их 
возможное участие в персистенции неясно. в послед-
нее время нетоксигенные штаммы о139 выделяются 
из оос довольно редко, а за все время их выделения 
(с 90-х годов хх в.) в россии не зарегистрировано 
ни одного случая инфицирования ими людей. тем не 
менее, в NCBI найдено два полностью идентичных 
белка MARTX (WP_084998501, ORP10868), один их 
которых принадлежал клиническому штамму о1 се-
рогруппы, выделенному в мозамбике в 2008 г. [9].

таким образом, белки MARTX нетоксигенных 

холерных вибрионов крайне вариабельны, хотя часть 
из них, вероятно, сохраняет актимодулирующую ак-
тивность. другая же часть, возможно, приобретает 
иные свойства, характерные для факторов патоген-
ности либо персистенции. полученные нами данные 
позволяют лишь сделать предположения на этот счет 
и требуют экспериментальной проверки, поскольку 
идентификация in silico потенциальных доменов в 
первичной структуре белков еще не является дока-
зательством их формирования в конечном трехмер-
ном продукте и проявления какой-либо связанной с 
ними активности. однако присутствие сходных по 
своей структуре детерминант в геномах штаммов, 
выделенных в разное время на разных территориях, 
указывает на неслучайный характер их сохранения и 
наличие определенного биологического смысла. мы 
также не исключаем, что отдельные штаммы «спе-
циально» изменяют эти гены с сохранением функ-
ций их продуктов или без сохранения (как это имеет 
место у геновариантов, содержащих аллель rtxA4 
[6]), либо полностью выключают синтез высокомо-
лекулярного токсина в целях энергосбережения и ис-
пользуют для реализации патогенетического потен-
циала другие факторы, продукция которых требует 
меньших энергетических затрат.
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сибиреязвенная инфекция остается актуальной 
проблемой. это обусловлено периодически возника-

ющими эпизоотическими вспышками, а также нали-
чием на территории российской Федерации много-
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Филиал ФГБУ «48 Центральный научно-исследовательский институт» Министерства обороны, Киров, Российской Федерации

цель. создание иммуноферментной тест-системы для выявления спор Вacillus anthracis. материалы и мето-
ды. в работе использованы штаммы из государственной коллекции микроорганизмов филиала Фгбу «48 цнии» 
минобороны россии (г. киров) и мыши линии BALB/c. гибридизацию в-лимфоцитов и миеломных клеток SP2/0-
Ag14 проводили по методике G. Kohler и C. Milstein в модификации De St. Fazekas и P. Scheidegger. клетки гибри-
дом культивировали в перитонеальной полости мышей линии BALB/с. моноклональные антитела выделяли из 
асцитных жидкостей осаждением сульфатом аммония и очисткой ионообменной хроматографией. исследование 
специфической активности супернатантов гибридом, асцитных жидкостей, очищенных моноклональных анти-
тел проводили «сэндвич»-методом иммуноферментного анализа. специфические компоненты создаваемых 
тест-систем подвергали сублимационному высушиванию в соответствующих защитных средах. результаты и 
выводы. получены гибридные клеточные линии, продуцирующие специфические моноклональные антитела к 
споровым антигенам В. anthracis, и асцитные жидкости, из которых выделены иммуноглобулины. подобраны 
оптимальные сочетания моноклональных антител в качестве сенситина и в составе иммуноферментного конъю-
гата. наибольшую чувствительность иммуноферментного анализа при выявлении споровых антигенов сибиреяз-
венного микроба обеспечила пара сенситин–конъюгат: 272E10G1–272F7A10. определена оптимальная концен-
трация иммуноглобулинов для сенсибилизации планшета. разработана иммуноферментная тест-система для вы-
явления спор В. anthracis с пределом обнаружения 5,0·105 спор/мл. показано отсутствие перекрестных реакций с 
близкородственными сапрофитами и гетерологичными микроорганизмами в концентрации 1,0·108 м.к./мл.
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Abstract. Objective of the study was to develop enzyme-immunoassay test-kit for the detection of Bacillus anthra-
cis spores. Materials and methods. Microbial cultures from the State Collection of Microorganisms at the premises 
of Affiliated Branch of the «48th Central Research Institute» of the Ministry of Defense of the Russian Federation and 
BALB/c mice were used in the research. Hybridization of B-lymphocytes with SP2/0-Ag14 myeloma cells was performed 
according to G. Kohler and C. Milstein procedure in De St. Fazekas and P. Scheidegger modification. Hybridomas were 
cultured in the peritoneal cavity of BALB/c mice. Ascitic fluids were isolated from mice, precipitated with ammonium 
sulfate and purified by means of ion-exchange chromatography for preparation of monoclonal antibodies. Specific ac-
tivity of hybridoma’s supernatants, ascitic fluids, purified monoclonal antibodies was studied by «sandwich» ELISA. 
Specific components of test-kit were lyophilized in suitable cryoprotective medium. Results and conclusions. We have 
obtained new hybrid cell lines producing specific monoclonal antibodies against Bacillus anthracis spore antigens and 
ascitic fluids from which immunoglobulins were isolated. Optimum combinations of monoclonal antibodies as a sensitiz-
er and a component of immunoperoxidase conjugates have been selected. Monoclonal antibodies 272E10G1-272F7A10 
provide the highest sensitivity of ELISA for the detection of anthrax microbe spore antigens. Our enzyme-immunoassay 
test allows for identification of Bacillus anthracis spores in concentrations up to 5,0·105 spores per milliliter. No cross 
reaction with closely related saprophytes and other heterologous microorganisms in concentrations of 1,0·108 CFU per 
milliliter is observed.

Keywords: anthrax, monoclonal antibodies, enzyme-linked immunosorbent assay.

Conflict of interest: The authors declare no conflict of interest.
Corresponding author: Denis V. Pechenkin, e-mail: 23527@mil.ru.
Citation: Pechenkin D.V., Fomenkov O.O., Eremkin A.V., Elagin G.D., Kuklina G.V., Baramzina G.V., Ipatov S.S. Development of Enzyme-Immunoassay for Bacillus 

anthracis Detection. Problemy Osobo Opasnykh Infektsii [Problems of Particularly Dangerous Infections]. 2018; 3:78–82. (In Russian). DOI: 10.21055/0370-1069-2018-
3-78-82

Received 06.06.18.  Revised 19.06.18. Accepted 16.08.18.



Problemy Osobo Opasnykh Infektsii [Problems of Particularly Dangerous Infections]. 2018; 3          Original articles

79

численных захоронений павших от сибирской язвы 
животных. крупнейшая за последнее время вспыш-
ка зарегистрирована в ямало-ненецком автономном 
округе в 2016 г., в ходе которой диагностировано 
36 случаев заболевания людей, в том числе один с 
летальным исходом. наибольшую опасность пред-
ставляют споры сибирской язвы, которые способны 
неопределенно долго пребывать в почве, служащей 
резервуаром инфекции. заражение происходит пре-
имущественно в результате контакта с больными 
животными, их трупами или продуктами животно-
водства [1, 6].

в связи с высокой актуальностью вопросов 
специфической индикации сибиреязвенных бацилл 
в россии и в мире в целом активно ведутся рабо-
ты по совершенствованию существующих, а так-
же разработке новых средств и методов выявления 
В. anthracis [4, 7, 13]. Широкое применение находят 
иммуноферментные наборы реагентов, используе-
мые в настоящее время в лабораторной практике и 
доказавшие свою надежность и эффективность. для 
создания современных средств иммунодиагности-
ки часто используются моноклональные антитела 
(мкат), применение которых значительно повыша-
ет чувствительность, специфичность и воспроизво-
димость результатов анализа.

в рамках настоящей работы проведен комплекс 
исследований по получению специфических мкат 
к споровым антигенам В. anthracis, созданию на их 
основе иммуноферментной тест-системы для вы-
явления возбудителя сибирской язвы, а также ее 
лабораторно-экспериментальному изучению.

материалы и методы

при получении гибридом-продуцентов моно-
клональных антител к споровым антигенам сибире-
язвенного микроба проводили иммунизацию мышей 
линии BALB/c путем подкожного введения живот-
ным сорбированной на геле гидроокиси алюминия 
смеси спор В. anthracis штаммов сти-1, ихтиман, 
Sterne-34F2, гиэв-III, трехкратно в возрастающих 
дозах (2,0·108; 4,0·108; 8,0·108 спор на животное) с 
интервалом 21 день. заключительную иммуниза-
цию осуществляли внутрибрюшинным введени-
ем 800 млн спор вышеуказанной смеси штаммов 
В. anthracis в 0,9 % растворе натрия хлорида через 
20 дней после окончания циклической схемы имму-
низации.

гибридизацию в-лимфоцитов мышей линии 
BALB/c и клеток миеломы SP2/0-Ag14 проводили 
на четвертые сутки после заключительной имму-
низации по методике G. Kohler и C. Milstein [10] в 
модификации De St. Fazekas и P. Scheidegger [9] с 
использованием 50 % раствора полиэтиленгликоля с 
молекулярной массой 1450 (Sigma-Aldrich, сШа).

скрининг первичных гибридных культур прово-
дили трижды, начиная с 10-х суток после гибридиза-
ции, с интервалом три дня в «сэндвич»-варианте им-

муноферментного анализа (иФа). для тестирования 
использовали 96-луночные планшеты (Nunc, дания), 
сенсибилизированные спорами В. anthracis в кон-
центрации 3,0·107 спор в 1 мл в 50 мм карбонатно-
бикарбонатном буфере (кбб) с рн 9,6, кроме того, 
второе и третье тестирование всех позитивных куль-
тур проводили с использованием гетерологичных 
сапрофитов Вacillus cereus, Вacillus subtilis, Вacillus 
megaterium, взятых в концентрации 100 млн спор в 
1 мл. супернатанты исследуемых гибридных кле-
ток вносили в сенсибилизированные лунки план-
шетов в объеме 100 мкл. в рабочем разведении 
применяли конъюгат кроличьих иммуноглобулинов 
с пероксидазой хрена против иммуноглобулинов 
мыши (Sigma-Aldrich, сШа). в качестве субстра-
та использовали о-фенилендиамин (Sigma-Aldrich, 
сШа). оптическую плотность измеряли на фото-
метре Multiskan (Labsistems, сШа) при длине волны 
492 нм (оп492). пробу считали положительной, если 
оп492 в лунке с исследуемыми пробами в два и более 
раза превышала оп492 раствора в лунке с отрица-
тельным контролем. 

клонирование культур гибридных клеток про-
водили методом лимитирующих разведений из рас-
чета одна клетка на лунку. продуцирующую актив-
ность отдельных клонов определяли методом иФа 
(«сэндвич»-вариант), начиная с 10-х суток дважды с 
интервалом в три дня.

для получения асцитных жидкостей мышам 
гисто совместимой линии интраперитонеально вво-
дили клонированные гибридные клетки в дозе 2 млн 
клеток на животное. для поддержания роста гибридом 
за 10 дней до инокуляции культур гибридных клеток 
мышам-реципиентам внутрибрюшинно вводили по 
0,3 мл минерального масла пристана (Sigma-Aldrich, 
сШа). извлечение асцитной жидкости, содержащей 
мкат, проводили на 15–20 сут. иммуноглобулины 
из асцитных жидкостей выделяли путем осаждения 
40 % раствором сульфата аммония с последующей 
очисткой методом ионообменной хроматографии [2].

синтез конъюгатов мкат с пероксидазой хре-
на (Sigma-Aldrich, сШа) осуществляли методом 
перйодатного окисления [12]. рабочее разведение 
конъюгатов определяли методом «шахматного ти-
трования» [2]. субкласс иммуноглобулинов уста-
навливали методом иммунохроматографического 
анализа с использованием набора для изотипирова-
ния IsoQuick (Sigma-Aldrich, сШа), а концентрацию 
белка в очищенных препаратах иммуноглобулинов – 
по методу лоури [11].

с целью выбора препаратов мкат, обеспечива-
ющих наибольшую чувствительность иммунофер-
ментного анализа при выявлении споровых антиге-
нов В. anthracis, в качестве сенситина и основы для 
приготовления иммунопероксидазного конъюгата 
опробованы различные комбинации специфических 
иммуноглобулинов, продуцируемых полученными 
гибридными клонами. для этого планшет сенсиби-
лизировали очищенными мкат к споровым анти-
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генам сибиреязвенного микроба в концентрации 
20,0 мкг/мл в 50 мм кбб с рн 9,6. после отмывки 
в лунки планшета вносили микробные культуры 
В. anthracis в концентрации от 8,0·106 спор в 1 мл и 
проводили двукратное разведение до концентрации 
6,25·104 спор/мл. на следующем этапе, после от-
мывки, вносили приготовленные иммуноперокси-
дазные конъюгаты в рабочем разведении. реакцию 
учитывали определением оптической плотности 
при длине волны 492 нм через 20 мин после вне-
сения субстратно-индикаторной смеси. результат 
считали положительным, если оп492 в лунках с 
исследуемыми пробами превышала величину 0,3. 
при этом фоновые значения иммунопероксидазных 
конъюгатов не должны превышать величину оп492 
равную 0,15.

для определения оптимальной концентрации 
иммуноглобулинов для сенсибилизации в лунки 
планшета вносили раствор мкат в 50 мм кбб в 
концентрации от 20,0 мкг/мл до 0,625 мкг/мл с ша-
гом два. планшет инкубировали в течение 60 мин 
при температуре 37 °с.

для приготовления готовых форм иммунофер-
ментных тест-систем специфические компонен-
ты переводили в защитную среду высушивания до 
концентрации, в 11 раз превышающей рабочее раз-
ведение, фасовали в ампулы и лиофилизировали. 
для иммуноферментного конъюгата использовали 
среду высушивания, состоящую из 10 % сахарозы, 
5,0 мг/мл нормальных мышиных иммуноглобулинов 
в 0,5 м трис-нсl с рн 7,4. в качестве защитной 
среды высушивания для иммуноглобулинов при-
меняли 5 % раствор сахарозы в 0,5 м кбб с рн 9,6. 
лиофилизацию проводили на установке для су-
блимационного высушивания «алсу» (ооо окб 
«Фармбиомаш», россия).

оценку минимальной выявляемой концентра-
ции (чувствительности) проводили с использовани-
ем микробных культур B. anthracis штаммов сти-1, 
55-внииввим, ихтиман, Sterne-34F2, гиэв-III 
и ч-7. для оценки специфичности тест-систем в 
отношении гетерологичных микроорганизмов ис-
пользовали культуры: Вacillus cereus (2 штамма), 
Вacillus subtilis (2), Вacillus megaterium (2), Burk-
holderia mallei (3), Burkholderia pseudomallei (3), 
Brucella abortus (4), Brucella melitensis (2), Brucella 
suis (2), Escherichia сoli (1), Francisella tularensis (3), 

Legionella pneumophila (3), Yersinia enterocolitica (3), 
Yersinia pestis (1), Yersinia pseudotuberculosis (3), 
Vibrio cholerae (1) в концентрации 1,0·108 м.к./мл. 

концентрацию спор В. anthracis определяли 
подсчетом в камере горяева [3, 5].

приготовление микробных взвесей с заданной 
концентрацией проводили визуально с помощью от-
раслевых стандартных образцов мутности (осо 42-
28-85, россия).

работы с лабораторными животными проводи-
лись в соответствии с международными этическими 
нормами, законодательством российской Федерации 
и нормативными документами учреждения.

результаты и обсуждение

в ходе исследований проведено два экспери-
мента по гибридизации клеток мышиной миеломы и 
в-лимфоцитов иммунизированных мышей гистосов-
местимой линии. в результате тестирования гибрид-
ных культур выявлено 149 первично-позитивных 
гибридных линий клеток, продуцирующих антитела 
к споровым антигенам возбудителя сибирской язвы. 
из дальнейшей работы исключено 136 клеточных 
культур (91,3 %), дающих перекрестную реакцию с 
гетерологичными сапрофитами. из оставшихся кло-
нировали три первичные культуры с лучшими росто-
выми и секреторными свойствами. характеристики 
мкат, полученных в результате культивирования 
клонов гибридных клеточных линий in vitro и in vivo, 
представлены в табл. 1.

полученные мкат характеризовались титрами 
антител в иФа в культуральной и асцитной жидко-
стях на уровне 1:1280–1:2560 и 1:320000–1:1280000 
соответственно. специфическая активность в пре-
паратах иммуноглобулинов находилась на уровне 
титров антител в иФа 1:640000 и выше, а концен-
трация белка – на уровне 8,6 мг/мл и более.

результаты исследований по экспериментально-
му выбору моноклональных антител для сенсибили-
зации планшетов и использования в составе иммуно-
пероксидазных конъюгатов представлены в табл. 2. 

представленные результаты свидетельствуют 
о том, что различные сочетания мкат гибридных 
клеточных линий 272E10G1, 272F7A10, 278H4A7, 
используемые для сенсибилизации планшетов и в 
составе иммунопероксидазного конъюгата, позволя-

Таблица 1 / Table 1

характеристики моноклональных антител к споровым антигенам В. anthracis
Characteristics of monoclonal antibodies to spore antigens of В. anthracis

наименование мкат
титр антител в иФа  

в культуральной  
жидкости

титр антител в иФа  
в асцитной жидкости

субкласс  
иммуноглобулинов

титр антител в иФа  
в препаратах  

иммуноглобулинов

концентрация белка  
в препаратах иммуно-

глобулинов, мг/мл

272E10G1 1:2560 1:1280000 G1 1:3200000 17,0

272F7A10 1:1280 1:320000 G1 1:640000 8,6

278H4A7 1:2560 1:640000 G2а 1:3200000 15,3

примечание :  в таблице представлены медианы титров антител (n=5)
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ют методом иФа выявлять споровые антигены вак-
цинного штамма сти-1 сибиреязвенного микроба 
в концентрации 1,25·105 спор в 1 мл и более. пары 
«сенситин–конъюгат», обеспечивающие в иФа наи-
больший порог чувствительности, изучены с рас-
ширенной панелью штаммов возбудителя сибирской 
язвы. результаты проведенных исследований пред-
ставлены в табл. 3.

в результате проведенных исследований уста-
новлено, что наибольшую чувствительность иФа 
при выявлении различных штаммов В. anthracis 
обеспечивает пара сенситин–конъюгат: 272E10G1–
272F7A10. продуцируемые этими гибридомами ан-
титела использованы в качестве специфических ком-
понентов при конструировании иммуноферментной 
тест-системы.

в результате определения влияния сенсибили-
зирующей дозы мкат на чувствительность и вос-
производимость иФа установлено, что оптимальная 
концентрация иммуноглобулинов для сенсибилиза-
ции планшета в течение одного часа при температу-
ре 37 °с составляет 5,0 мкг/мл. 

на специально оборудованной аппаратурно-

технологической линии был осуществлен выпуск 
трех лабораторных серий тест-системы для вы-
явления В. anthracis и проведено ее лабораторно-
экспериментальное изучение. при оценке чувстви-
тельности и специфичности образцов тест-системы 
различных серий установлено, что она обеспечива-
ет выявление различных штаммов сибиреязвенного 
микроба в концентрации 1,25·105 спор в 1 мл и бо-
лее, при этом не дает ложноположительных резуль-
татов при изучении культур гетерологичных микро-
организмов в концентрации 1,0·108 м.к./мл. 

таким образом, в результате проведенных ис-
следований, реализован комплекс мероприятий по 
получению моноклональных антител к споровым 
антигенам возбудителя сибирской язвы. разработана 
иммуноферментная тест-система для выявления 
спор В. anthracis, которая по своим индикационным 
характеристикам не уступает отечественным и зару-
бежным аналогам на основе моноклональных анти-
тел [5, 8].

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

Таблица 2 / Table 2

данные по различным сочетаниям моноклональных антител при выявлении В. anthracis штамма сТи-1,  
полученные в результате проведения иммуноферментного анализа

The data on various combinations of monoclonal antibodies in case of B. anthracis STI-1 indication based on enzyme immunoassay

наименование мкат,  
используемых для сенсибилизации 

планшетов

минимальная выявляемая концентрация микробной культуры В. anthracis штамма сти-1, с использованием 
иммунопероксидазного конъюгата на основе мкат гибридной клеточной линии …, ·105 спор в 1 мл

272E10G1 272F7A10 278H4A7

272E10G1 10,0 1,25 2,5

272F7A10 5,0 10,0 2,5

278H4A7 10,0 10,0 20,0

примечания :  результаты анализа являются полуколичественными; в таблице представлены медианы минимальных выявляемых концентра-
ций (n=5).

Таблица 3 / Table 3

Чувствительность иммуноферментного анализа при выявлении споровых антигенов возбудителя сибирской язвы
Sensitivity of enzyme-linked immunoassay in case of B. anthracis spore antigens detection

наименование мкат,  
используемых  

для сенсибилизации планшетов

наименование мкат  
в составе иммунопероксидазного 

конъюгата

минимальная выявляемая концентрация микробной культуры 
В. anthracis штамма …, ·105 спор в 1 мл

55-внииввим ихтиман Sterne-34F2 гиэв-III ч-7

272E10G1
272F7A10 1,25 1,25 2,5 1,25 5,0

278н4а7 2,5 2,5 2,5 2,5 5,0

272F7A10 278н4а7 1,25 1,25 5,0 2,5 10,0

примечания :  результаты анализа являются полуколичественными; в таблице представлены медианы минимальных выявляемых концентра-
ций (n=5).
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в 2017 г. с 15 октября по 21 ноября в г. алматы зарегистрировано пять завозных случаев холеры – три боль-
ных и два вибриононосителя. заболевания людей закончились выздоровлением. цель работы – характеристика 
завозных случаев холеры в г. алматы в 2017 г.; изучение свойств штаммов холерного вибриона, выделенных 
от больных и вибриононосителей. материалы и методы. проанализированы истории болезни; исследованы 
сыворотки крови и испражнения от больных и контактных, изучен спектр чувствительности к антибактериаль-
ным препаратам выделенных штаммов холерных вибрионов согласно «методическим указаниям по лаборатор-
ной диагностике холеры» от 27.09.2010 г. № 252. применены эпидемиологический, микробиологический, им-
мунологический и молекулярно-генетический методы исследования. результаты и обсуждение. в результате 
молекулярно-генетических исследований в пробах материала от трех больных и двух контактных обнаружены 
гены специфичности холерного вибриона wbeN и гены эпидемической значимости ctxА и tcpА. выделенные 
штаммы в двух случаях идентифицированы как Vibrio cholerae O1 Eltor Inaba, а в одном – Vibrio cholerae O1 
Eltor Hykoshima, I группы хейберга, токсигенные, гемолизнегативные, в пробе грейга – вирулентные, высоко-
чувствительные к ципрофлоксацину, доксициклину, эритромицину, тетрациклину и средней чувствительности к 
левомицетину. установлено, что страна выноса болезни во всех случаях – индия. проведены соответствующие 
противоэпидемические и профилактические мероприятия по локализации и ликвидации очагов с целью преду-
преждения возможной угрозы эпидемического распространения инфекции среди населения.

Ключевые слова: холера, вибриононоситель, штаммы, антибиотики, контактные, профилактика.

Корреспондирующий автор: Сагиев Заурбек Акимханович, e-mail: zaurbeksagiyev@gmail.com.
Для цитирования: Сагиев З.А., Мусагалиева Р.С., Абдирасилова А.А., Аязбаев Т.З., Кульбаева М.М., Молдагасимова А.Б., Жунусова А.С., Утепова И.Б., 

Бегимбаева Э.Ж., Избанова У.А., Омашева Г.M., Турлиев З.С., Иманбекова Ж.Ж., Ниязбеков Н.Ш. О завозных случаях холеры в город Алматы в 2017 г., 
Казахстан. Проблемы особо опасных инфекций. 2018; 3:83–87. DOI: 10.21055/0370-1069-2018-3-83-87

Z.а. Sagiev1, R.S. Musagalieva1, а.а. аbdirasilova1, Т.Z. Ayazbaev1, м.м. Kul’baeva1, 
а.B. моldagasimova3, а.S. Zhunusova1, I.B. Utepova1, E.Zh. Begimbaeva1, U.а. Izbanova1, 
G.M. оmasheva2, Z.S. Turliev2, Zh.Zh. Imanbekova3, N.Sh. Niyazbekov4
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Abstract. In 2017, from October 15 to November 21, 5 cholera cases imported from India – 3 patients and 2 car-
riers of V. cholerae – were recorded in Almaty. The patients recovered from the disease. Objective of the study was to 
characterize the imported cases of cholera and investigate the properties of cholera vibrio strains isolated from patients 
and carriers of V. cholerae. Materials and methods. Revised were the medical records; blood sera, feces from patients 
and contact persons were assayed. Studied were sensitivity spectrum to antibacterial preparations of isolated V. cholerae 
strains according to the “Methodological guidelines on laboratory diagnosis of cholera”, dated September 27, 2010; No 
252. Epidemiological, microbiological, immunological and molecular-genetic methods were applied for investigation. 
Results and conclusions. Consequently to molecular genetic studies, genes of specificity, wbeN and toxicity (epidemic 
significance), ctxA, tcpA were detected in samples from 3 patients and 2 contact persons. The isolated strains were identi-
fied as Vibrio cholerae O1 Eltor Inaba in two cases, and in one case – as Vibrio cholerae O1 Eltor Hykoshima, Heiberg 
group I, toxigenic, hemolysis negative in Greig test, virulent, highly sensitive to ciprofloxacin, doxycilin, erythromycin, 
tetracycline and moderately sensitive to levomycetin. It was established that the country of export in all the cases was 
India. Relevant anti-epidemic and preventive measures were undertaken to localize and eradicate the foci in order to 
prevent possible threat of epidemic spread of infections among the population.
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по оценке всемирной организации здравоох-
ранения (воз), ситуация по холере в мире остается 
недооцененной [12]. при том, что официально ре-
гистрируемые цифры составляют несколько сотен 
случаев холеры в год, оценочная заболеваемость 
холерой в мире показывает около 2,9 млн случаев в 
год, четверть из них приходится на индию [11]. как 
показано э.а.москвитиной и соавт. [6], при наличии 
стойких эндемичных районов в 25 странах продол-
жается формирование в мире новых эндемичных 
территорий; основным эпидемиологическим риском 
в распространении холеры авторы выделяют за-
носы инфекции. среди импортированных случаев 
холеры преобладают межгосударственные заносы 
в азии (70 % всех завозных случаев) [7]. стойкое 
неблагополучие в мире по холере обусловило не-
обходимость разработки и запуска стратегии воз 
по контролю холеры – глобальной дорожной карты 
до 2030 г. своевременный и полноценный обмен 
информацией является важным моментом при гло-
бальном эпиднадзоре и контроле инфекционных бо-
лезней, способствующим эффективному предотвра-
щению и сдерживанию эпидемий, это особенно под-
черкивается в международных медико-санитарных 
правилах (2005 г.) [4].

казахстан является территорией, которая нахо-
дится под реальной угрозой завоза холеры, т.к. еже-
дневно ввозятся грузы и прибывают пассажиры из 
стран с неблагополучной по данной инфекции ситу-
ацией. климатические условия не препятствуют ее 
распространению.

цель данной работы – характеристика случаев 
холеры в алматы в 2017 г.; изучение свойств штам-
мов холерного вибриона, выделенных от больных и 
вибриононосителей.

материалы и методы

в работе использованы данные, полученные в 
ходе проведенного расследования случаев холеры у 
людей. микробиологические исследования проводи-
ли согласно «методическим указаниям по лаборатор-
ной диагностике холеры» от 27.09.2010 г. № 252 [5].

изучение спектра чувствительности штаммов 
холерных вибрионов к антибактериальным препа-
ратам определяли диско-диффузионным методом 
европейского комитета по определению чувстви-
тельности к антимикробным препаратам (European 
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing – 
EUCAST) [2].

для изучения агглютинабельности вибрионов 
использовали следующие сыворотки: диагностиче-
ская «о» холерная адсорбированная сухая (серия 222) 
и диагностическая холерная «огава» адсорбирован-
ная сухая (серия 186) – обе производства иркутского 

нипчи; диагностическая холерная «инаба» (серия 
79) и адсорбированная кроличья диагностическая 
холерная о139 (серия 86) – производства Фкуз 
роснипчи «микроб».

Фаголизабельность культур изучали по методу 
грациа, использовали бактериофаги диагностиче-
ские холерные классический и «эльтор» производ-
ства Фкуз роснипчи «микроб» (серия 52).

серологическое исследование сывороток боль-
ных проводили в рнга с антигенным эритроцитар-
ным диагностикумом (кнцкзи, с010416 к № 401).

для молекулярно-генетической идентификации 
штаммов, обнаружения маркеров токсигенности и 
принадлежности к биовару Eltor и серогруппам о1 
и о139 (ctxA, tcpA, hly, wbeT, wbfR) использовали: 
набор тест-системы «амплисенс V. cholerae-FL» 
производства Фбун цнии эпидемиологии (серия 
№ 12.10.07); экспериментальные тест-системы, раз-
работанные казахским научным центром карантин-
ных и зоонозных инфекций им. м.айкимбаева для 
детекции генов wbfR, ompA, wbeN. исследование 
проводилось методом пцр.

результаты оценивались по следующей схеме: 
наличие гена wbeN свидетельствует о присутствии в 
пробе днк V. cholerae серогруппы о1, генов ctxA и 
tcpA – о токсигенности и эпидемической значимости 
штаммов.

результаты и обсуждение

в последние десятилетия случаи холеры в 
республике казахстан регистрировались в 1993, 1994, 
1995, 1997, 1998, 2000, 2001, 2005, 2008 и 2014 гг. 
проведенный ранее анализ данных эпидемических 
осложнений по холере в республике казахстан в этот 
период выявил их непосредственную связь с завоза-
ми извне, в основном, из сопредельных республик 
(узбекистан, таджикистан и др.) и таких стран как 
пакистан и индия. лица, инфицированные возбуди-
телем холеры, прибывали преимущественно авиа-
транспортом (пакистан – 6, турция – 2, индия – 2, 
индонезия – 1, сингапур – 1), за исключением 
одного случая, когда больной из ирана прибыл мор-
ским транспортом. с сопредельными государствами 
связаны 10 случаев завоза холеры (узбекистан – 7, 
таджикистан – 1, кыргызстан – 1, туркменистан – 1) 
[1, 3, 8, 10].

в 2017 г., в период с 15 октября по 21 ноября, в 
алматы зарегистрировано три случая холеры и два 
случая вибриононосительства.

первый случай холеры выявлен у гражданина 
казахстана Ш.а. (43 года), руководителя спортивной 
группы, жителя алматы, вернувшегося из индии. в 
нью-дели вместе с женой Ш.о. он принимал уча-
стие в спортивном фестивале, проживал в отеле. 
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заболевание связывают с употреблением в рестора-
не 14 октября блюда «ролл с рыбой». 15 октября у 
мужчины появилось урчание в животе и повышен-
ное газообразование, затем профузный понос до 20 
раз, многократная рвота, судороги. в индии, до вы-
лета в алматы, лечился антибиотиками. в алматы 
17.10.2017 г. вместе с женой госпитализирован в 
городскую клиническую инфекционную больни-
цу им. и.жекенова (гкиб) с диагнозом «острый 
гастроэнтероколит, тяжелое течение, гиповолеми-
ческий шок 2 степени, острое поражение почек. 
предположительный случай холеры». состояние 
больного при поступлении классифицировалось как 
тяжелое, за счет дегидратации 3 степени и выражен-
ного эксикоза. заболевание закончилось выздоров-
лением.

материал для исследования от больного и 
контактной с ним жены 18.10.2017 г. доставлен в 
нпцсээим, где методом пцр обнаружены гены 
ctхA/tcpA. при исследовании сывороток в рнга вы-
явлены антитела к холерному вибриону в титрах 
1:160. 20.10.2017 г. в материале от больного Ш.а. и 
23.10.2017 г. от его жены выделены штаммы холер-
ного вибриона V. cholerae о1 Eltor Inaba. 

с 19.10.2017 г. установлено медицинское на-
блюдение за прибывшими пассажирами авиарейса 
нью-дели – алматы и контактировавшими с боль-
ным холерой работниками аэропорта. новых случа-
ев заболевания не выявлено.

в кнцкзи проведена полная идентификация 
культур. в реакции агглютинации с «о» холерной 
сывороткой получены положительные результаты 
в титрах 1:1600, с холерной сывороткой «инаба» 
титр составил 1:400. при микроскопии выявлены 
изогнутые палочки, подвижные, оксидазоположи-
тельные; отмечен рост микроорганизма на среде 
меллера с лизином, орнитином, отсутствовал рост 
на среде с аргинином. Штаммы лизировались фа-
гом «эльтор» до титра 10–2, отмечены рост на среде 
с полимиксином и положительная реакция Фогес-
проскауэра. Штаммы были гемолизнегативные, 
разжижали желатину, ферментировали глюкозу на 
среде хью-лейфсона. установлена высокая чув-
ствительность штаммов к левомицетину, тетраци-
клину, ципрофлоксацину, гентамицину, эритроми-
цину и доксициклину.

таким образом, выделенные от больного Ш.а. 
и контактной с ним Ш.о. (вибриононосителя) штам-
мы идентифицированы как Vibrio cholerae O1 Eltor 
Inaba, I группы хейберга, имеющие ген специфично-
сти wbeN, ген холерного токсина ctxА и ген токсинко-
регулируемых пилей tcpА; гемолизотрицательные; в 
пробе грейга – вирулентные; высокочувствительные 
к ципрофлоксацину, доксициклину, эритромицину, 
тетрациклину и средней чувствительности к левоми-
цетину. в сыворотке крови больного Ш.а. титр анти-
тел к холерному вибрионы составил 1:2560.

второй случай холеры выявлен у гражданки р.к. 
(37 лет), неработающей жительницы алматы, кото-

рая заболела 14.11.2017 г. в индии (г. гургаон), где 
находилась в период с 5 по 15 ноября 2017 г. со слов 
больной, 14.11.2017 г., через час после употребления 
яичницы, появился жидкий стул до 30 раз, водяни-
стый, обильный, тошнота, жар в теле, холодный пот. 
за медицинской помощью в индии не обращалась, 
прилетела в алматы 15.11.2017 г. и в тот же день 
гос питализирована в гкиб с диагнозом «вероятный 
случай холеры». заболевание закончилось выздо-
ровлением.

материал для исследования 16.11.2017 г. до-
ставлен в кнцкзи, где методом пцр обнаружены 
гены wbeN, ctхA/tcpA; в сыворотке крови методом 
рнга с холерным эритроцитарным антигенным диа-
гностикумом выявлены специфические антитела в 
титрах 1:320.

установлено медицинское наблюдение за 144 
контактными, прибывшими с больной холерой авиа-
рейсом нью-дели – алматы, сотрудниками аэропор-
та и других служб. проведено профилактическое ле-
чение. новых случаев заболевания не выявлено.

третий случай заболевания холерой выяв-
лен у больной R., гражданки индии, которая за-
болела 21.11.2017 г. в индии, а прибыла в алматы 
22.11.2017 г. рейсом нью-дели – алматы в качестве 
туриста. R. госпитализирована в гкиб с диагнозом 
«предположительный случай холеры». состояние 
больной при поступлении было средней тяжести, с 
признаками обезвоживания. заболевание больной 
закончилось выздоровлением.

нативный материал от больной R., гражданки 
индии, и от контактного с ней Ш.р., мужа больной, 
доставлен в кнцкзи 23.11.2017 г.

в результате проведения пцр обнаружены гены 
wbeN, ctхA, tcpA. при микроскопии материала вы-
явлены изогнутые палочки, подвижные, оксидазо-
положительные, гемолизнегативные; отмечен рост 
микроорганизма на среде меллера с лизином, ор-
нитином, отсутствовал рост на среде с аргинином. 
отмечен лизис фагом «эльтор» до титра 10–2, рост 
на среде с полимиксином, положительная реакция 
Фогес-проскауэра, разжижение желатины, фермен-
тация глюкозы на среде хью-лейфсона. в разверну-
той реакции агглютинации с «о» холерной сыворот-
кой получены положительные результаты в титрах 
1:1600, с холерной сывороткой «огава» – агглютина-
ция до титра 1:1600, с холерной сывороткой «инаба» 
титр составлял 1:400. в сыворотке крови методом 
рнга с холерным эритроцитарным антигенным диа-
гностикумом выявлены специфические антитела в 
титрах 1:5120.

выделенные штаммы от больной R. и ее мужа 
(вибриононоситель) идентифицированы как Vibrio 
cholerae O1 Eltor Hykoshima, I группы хейберга. 
Штаммы имеют ген специфичности wbeN, ген холер-
ного токсина ctxА и ген токсинкорегулируемых пилей 
tcpА, гемолизотрицательные, в пробе грейга – виру-
лентные, высокочувствительные к ципрофлоксацину, 
доксициклину, эритромицину, тетрациклину.
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за 86 прибывшими в алматы контактными с 
больной холерой пассажирами рейса авиакомпании 
эйр астана установлено медицинское наблюдение. 

таким образом, в 2017 г. в период с 15 октября 
по 21 ноября в алматы зарегистрировано три эпи-
демиологически не взаимосвязанных случая холеры, 
завезенных из индии (гг. нью-дели и гургаон про-
винции Jaipur), и два случая вибриононосительства 
у лиц, контактировавших с больными. больные и 
контактные госпитализированы. в результате ис-
следований в материале от трех больных и двух 
контактных обнаружены ген специфичности wbeN, 
ген холерного токсина ctxА и ген токсинкорегулируе-
мых пилей tcpА. выделенные штаммы в двух слу-
чаях идентифицированы как Vibrio cholerae O1 Eltor 
Inaba, а в одном случае Vibrio cholerae O1 Eltor I 
группы хейберга, токсигенные, гемолизнегативные 
в пробе грейга, вирулентные, высокочувствитель-
ные к ципрофлоксацину, доксициклину, эритроми-
цину, тетрациклину и средней чувствительности к 
левомицетину. выделенные токсигенные штаммы не 
характерны для казахстана (характеристика водных 
штаммов V. cholerae, выделенных на территории 
казахстана в период с 2013 по 2015 год, показана 
и.б.утеповой и соавт. [9]), что подтверждает занос-
ной характер инфекции.

своевременно и адекватно проведенные меро-
приятия – ранняя постановка клинического диагно-
за, подтверждение его экспресс-методами, изоляция 
больных и лиц, подвергшихся наибольшему риску 
инфицирования, незамедлительное выявление дру-
гих лиц, подвергшихся риску заражения и медицин-
ское наблюдение за ними с проведением экстренной 
специфической профилактики по показаниям, про-
ведение дезинфекционных мероприятий, в том чис-
ле в аэропорту, самолетах, местах проживания – по-
зволили не допустить эпидемических осложнений 
на территории казахстана. по схеме оповещения 
информировались соответствующие должностные 
лица санитарно-эпидемиологической службы.

на основании постановления главного 
государственного санитарного врача № 21 от 
27.11.2015 г. «о санитарно-противоэпидемических 
и санитарно-профилактических мероприятиях в 
республике казахстан по холере на 2016–2020 гг.» 
проведены:

- оценка готовности к работе в случае возник-
новения холеры лечебно-профилактических учреж-
дений, клинико-диагностических и бактериологиче-
ских лабораторий, городской инфекционной больни-
цы;

- проверка оснащенности, обеспеченности анти-
биотиками, средствами регидратации, питательными 
средами и диагностическими препаратами, степени 
подготовленности медицинских работников, нали-
чия схем оповещения и т.д. на случай возникновения 
очага холеры.

в настоящее время ежедневно в южную сто-
лицу прибывают и выбывают рейсом нью-дели – 

алматы и алматы – нью-дели около 150 человек. 
миграционной полицией города алматы проводится 
регистрация всех прибывающих из индии иностран-
ных граждан.

в связи с возросшим риском завоза холеры 
усилен контроль за лицами, прибывающими из не-
благополучных по холере стран (индия, пакистан, 
турция, иран, оаэ, китай, монголия и стран ближ-
него зарубежья). проведены обследования на холеру 
объектов окружающей среды и лиц с дисфункцией 
кишечника, с легкими, средними и тяжелыми фор-
мами гастроэнтеритов. в полном объеме проведены 
все противоэпидемические и профилактические ме-
роприятия.

помимо настороженности эпидемиологической 
службы, необходимо участие в комплексе профи-
лактических и противоэпидемических мероприятий 
других служб и ведомств. в целях предупреждения 
распространения холеры среди населения г. алматы 
принято постановление главного государственно-
го санитарного врача города «о введении ограни-
чительных мероприятий по холере и другим особо 
опасным инфекциям», которым предписано про-
водить соответствующие профилактические меры 
также акимату алматы и алматинскому отделенче-
скому управлению общественного здравоохранения 
на транспорте, управлению здравоохранения города, 
руководителям гостиниц и туристических фирм.

на современном этапе цель, задачи и основные 
принципы эпидемиологического надзора за холерой, 
санитарной охраны территории в казахстане согла-
суются с международными медико-санитарными 
правилами (2005 г.) и отвечают международным тре-
бованиям и нормам. 

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

список литературы
1. гражданов а.к., кожанова о.и., топорков а.в., аязбаев 

т.з., матвеева н.и., карнаухов и.г., попов н.в., раздорский 
а.с., архипова г.н. сравнительный анализ проявлений опас-
ных инфекций в саратовской и западно-казахстанской об-
ластях в целях современной оценки эпидемиологических ри-
сков. Проблемы особо опасных инфекций. 2013; 4:16–23. DOI: 
10.21055/0370-1069-2013-4-16-23.

2. европейский комитет по определению чувствительно-
сти к антимикробным препаратам (EUCAST). пограничные зна-
чения минимальных подавляющих концентраций и диаметров 
зон подавления роста для интерпретации результатов опреде-
ления чувствительности. версия 8.0, действует с 01.01.2018. 
[электронный ресурс] URL: http://www.antibiotic.ru/iacmac/ru/
docs/eucast/eucast-clinical-breakpoints-bacteria-8.0-rus.pdf (дата 
обращения: 20.06.2018).

3. кульбаева м.м., исмаилова а.о., сагиев з.а., алыбаев 
с.д., мусагалиева р.с. чувствительность к антибактериаль-
ным препаратам штаммов V. cholerae, выделенных от людей 
и объектов окружающей среды в казахстане в 1982–2015 гг. в 
кн.: актуальные вопросы современной медицины: материалы 
II международной конференции прикаспийских государств (г. 
астрахань, 5–6 октября 2017 г.). астрахань: изд-во астраханского 
гму; 2017. 238 с.

4. международные медико-санитарные правила. 3-е изд. 
воз; 2016. 92 с. [электронный ресурс]. http://www.who.int/ihr/
publications/9789241580496/ru/ (дата обращения 15.06.18).

5. методические указания по лабораторной диагности-
ке холеры. приложение к приказу председателя комитета 
государственного санитарно-эпидемиологического надзора 



Problemy Osobo Opasnykh Infektsii [Problems of Particularly Dangerous Infections]. 2018; 3          Original articles

87

министерства здравоохранения республики казахстан от 27 
сентября 2010 г. № 252. [электронный ресурс]. URL: http://
online.zakon.kz/Document/?doc_id=31084558#pos=0;294.3999938
964844 (дата обращения 13.06.18).

6. москвитина э. а., тюленева е.г., кругликов в.д., 
титова с.в., водопьянов а.с., куриленко м.л., пакскина н.д., 
иванова с.м., анисимова г.б., водопьянов с.о., олейников 
и.п. холера: оценка эпидемиологической обстановки в мире и 
россии в 2008–2017 гг. прогноз на 2018 г. Проблемы особо опас-
ных инфекций. 2018; 1:36–43. DOI: 10.21055/0370-1069-2018-1-
36-43.

7. москвитина э.а., тюленева е.г., самородова а.в., 
кругликов в.д., титова с.в., иванова с.м., ковалева т.в., 
анисимова г.б. эпидемиологическая обстановка по холере в 
мире и россии в 2007–2016 гг., прогноз на 2017 г. Проблемы осо-
бо опасных инфекций. 2017; 1:13–20. DOI: 10.21055/0370-1069-
2017-1-13-20.

8. мусагалиева р.с., атшабар б.б., сагымбек у.а., 
жолшоринов а.ж., жумадилова з.б., сагиев з.а., касенова 
а.к., исмаилова а.о., жунусова г.с., жолдасбекова а.с., 
сайлаубек р.с., рахимов к.р., атовуллаева л.м., алиев д.с., 
медетов ж.б. эпидемиологическая обстановка по холере в ре-
спублике казахстан за 2011 г. Бюллетень ВСНЦ СО РАМН. 2012; 
5(87):106–8.

9. утепова и.б., сагиев з.а., алыбаев с.д., кульбаева 
м.м., исмаилова а.о., абдирасилова а.а., жунусова 
а.C., Aлдибекова а.A., карымсакова н.т., исмакова а.м. 
характеристика штаммов холерных вибрионов, выделенных 
на территории казахстана. Acta Biomedica Scientifica. 2017; 
2(5):100–5. DOI: 10.12737/article_59e8597494f893.97278235.

10. Aikimbayev A.M., Bekenov J.Y., Meka-Mechenko T.V., 
Temiraliyeva G.A. The Epidemiological Surveillance of Highly 
Pathogenic Diseases in Kazakhstan. In: O'Connell K.P., Skowronski 
E.W., Bakanidze L., Sulakvelidze A., editors. Emerging and Endemic 
Pathogens. Springer Science + Business Media B.V.; 2010. P. 15–20 
DOI 10.1007/978-90-481-9637-1_2 www.springer.com/cda/content/
document/cda.

11. Ending Cholera – A Global Roadmap to 2030. [электронный 
ресурс]. URL: http://www.who.int/cholera/publications/global-
roadmap/en/ (дата обращения 18.06.2018).

12. World health statistics 2018: monitoring health for the 
SDGs, sustainable development goals. WHO; 2018. 86 p. ISBN 978-
92-4-156558-5.

References 
1. Grazhdanov A.K., Kozhanova O.I., Toporkov A.V., Ayazbaev 

T.Z., Matveeva N.I., Karnaukhov I.G., Popov N.V., Razdorsky A.S., 
Arkhipova G.N. [Comparative analysis of particularly dangerous 
infections manifestations in the territory of the Saratov and West-
Kazakhstan Regions with a view to advanced epidemiological risk 
assessment]. Problemy Osobo Opasnykh Infektsii. 2013; 4:16–23. 
DOI: 10.21055/0370-1069-2013-4-16-23. 

2. European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing 
(EUCAST). Breakpoints of minimum inhibitory concentrations and 
growth inhibition zone diameters for interpretation of results of tests 
for susceptibility. Version 8.0, in place since January 01, 2018 (Cited 
20 Jun 2018). [Internet]. Available from:: http://www.antibiotic.ru/iac-
mac/ru/docs/eucast/eucast-clinical-breakpoints-bacteria-8.0-rus.pdf.

3. Kul’baeva M.M., Ismailova A.O., Sagiev Z.A., Alybaev 
S.D., Musagalieva R.S. [Sensitivity to anti-microbial preparations 
of V. cholerae strains isolated from humans and ambient environ-
ment objects in Kazakhstan in 1982-2015]. In: Relevant Issues of 
Modern Medicine: Proceedings of the II International Conference 
of the Caspian Sea Region countries (Astrakhan, October 5-6, 
2017). Astrakhan: Publishing House of the Astrakhan State Medical 
University, 2017. 238 p. 

4. [International Health Regulations]. 3rd Edition. WHO; 2016. 
92 p. (Cited 15 Jun 2018). [Internet]. Available from: http://www.
who.int/ihr/publications/9789241580496/ru/ 

5. [Methodological Regulations on Laboratory Diagnostics of 
Cholera]. Supplement to the Order of the Chairman of the Committee 
for State Sanitary-Epidemiological Surveillance, Ministry of Health 
of the Republic of Kazakhstan, dated September 27, 2010. No 252. 
(Cited 13 Jun 2018). [Internet]. Available from: http://online.zakon.
kz/Document/?doc_id=31084558#pos=0;294.3999938964844.

6. Moskvitina E.A., Tyuleneva E.G., Kruglikov V.D., Titova 
S.V., Vodop’yanov A.S., Kurilenko M.L., Pakskina N.D., Ivanova 

S.M., Anisimova G.B., Vodop’yanov S.O., Oleynikov I.P. [Cholera: 
assessment of epidemiological situation on cholera around the world 
and in Russia in 2008–2017. Forecast for 2018]. Problemy Osobo 
Opasnykh Infektsii. 2018; 1:36–43. DOI: 10.21055/0370-1069-2018-
1-36-43

7. Moskvitina E.A., Tyuleneva E.G., Samorodova A.V., 
Kruglikov V.D., Titova S.V., Ivanova S.M., Kovaleva T.V., Anisimova 
G.B. [Epidemiological situation on cholera across the globe and in 
the Russian Federation in 2007–2016. Forecast for 2017]. Problemy 
Osobo Opasnykh Infektsii. 2017; 1:13–20. DOI: 10.21055/0370-
1069-2018-1-36-43.

8. Musagalieva R.S.Atshabar B.B., Sagymbek U.A., 
Zholshorinov A.Zh., Zhumadilova Z.B., Sagiev Z.A., Kasenova A.K., 
Ismailova A.O., Zhunusova G.S., Zholdasbekova A.S., Sailaubek 
R.S., Rakhimov K.R., Atovullaeva L.M., Aliev D.S., Medetov Zh.B. 
[Epidemiological situation on cholera in the Republic of Kazakhstan 
in 2011]. Bulletin of the East-Siberian Scientific Center of Siberian 
Branch, RAMS. 2012; 5(87):106–8. 

9. Utepova I.B., Sagiev Z.A., Alybaev S.D., Kul’baeva M.M., 
Ismailova A.O., Abdirasilova A.A., Zhunusova A.S., Aldibekova 
A.A., Karymsakova N.T., Ismakova A.M. [Characteristics of cholera 
vibrio strains isolated in the territory of Kazakhstan]. Acta Biomedica 
Scientifica.  2017; 2(5):100–5. DOI: 10.12737/article_59e8597494f
893.97278235.

10. Aikimbayev A.M., Bekenov J.Y., Meka-Mechenko T.V., 
Temiraliyeva G.A. The Epidemiological Surveillance of Highly 
Pathogenic Diseases in Kazakhstan. In: O'Connell K.P., Skowronski 
E.W., Bakanidze L., Sulakvelidze A., editors. Emerging and Endemic 
Pathogens. Springer Science + Business Media B.V.; 2010. P. 15–20. 
DOI: 10.1007/978-90-481-9637-1_2 www.springer.com/cda/con-
tent/document/cda.

11. Ending Cholera – A Global Roadmap to 2030. (Cited 18 
Jun 2018) [Internet]. Available from: http://www.who.int/cholera/
publications/global-roadmap/en/.

12. World health statistics 2018: monitoring health for the 
SDGs, sustainable development goals. WHO; 2018. 86 p. ISBN 978-
92-4-156558-5.

Authors:
Sagiev Z.А., Musagalieva R.S., Аbdirasilova А.А., Ayazbaev Т.Z., 

Kul’baeva, М.М. Zhunusova А.S., Utepova I.B., Begimbaeva E.Zh., Izbanova 
U.А. M.Aikimbayev Kazakh Scientific Center for Quarantine and Zoonotic 
Infections. 14, Kapalskaya St., Almaty, 050054, Republic of Kazakhstan. 
E-mail: zaurbeksagiyev@gmail.com.

Оmasheva G.M., Turliev Z.S. Scientific and Practical Center for 
Sanitary-Epidemiological Expertise and Monitoring. 84, Auezova St., 
Almaty, Republic of Kazakhstan. E-mail: Omasheva_g@mail.ru, zangar-
turliev@mail.ru.

Моldagasimova А.B., Imanbekova Zh.Zh. Department of Public 
Healthcare in Almaty city. 5, Zhibek Zholy St., Almaty, 050002, Republic of 
Kazakhstan. E-mail: doozalmaty@mz.gov.kz, Zh.imanbekova@mz.gov.kz.

Niyazbekov N.Sh. Taldykorgan Plague Control Station, Almaty Plague 
Control Department. 82, 70th Crossing, SMU Village, Almaty region, Republic 
of Kazakhstan. E-mail: nartainsh@bk.ru.

об авторах:
Сагиев З.А., Мусагалиева Р.С., Абдирасилова А.А., Аязбаев Т.З., 

Кульбаева М.М., Жунусова А.С., Утепова И.Б., Бегимбаева Э.Ж., 
Избанова У.А. казахский научный центр карантинных и зоонозных ин-
фекций им. м.айкимбаева. республика казахстан, 050054, г. алматы, 
ул. капальская, 14. E-mail: zaurbeksagiyev@gmail.com.

Омашева Г.M., Турлиев З.С. научно-практический центр 
санитарно-эпидемиологической экспертизы и мониторинга. республика 
казахстан, г. алматы, ул. ауэзова, 84. E-mail: Omasheva_g@mail.ru, 
zangarturliev@mail.ru.

Молдагасимова А.Б., Иманбекова Ж.Ж. департамент охраны об-
щественного здоровья г. алматы комитета охраны общественного здо-
ровья мз рк. республика казахстан, 050002, алматы, ул. жибек жолы, 
5. E-mail: doozalmaty@mz.gov.kz, Zh.imanbekova@mz.gov.kz.

Ниязбеков Н.Ш. талдыкорганская противочумная станция, 
алматинское противочумное отделение. республика казахстан, 
алматинская область, 70 разъезд, пос. сму, 82. E-mail: nartainsh@
bk.ru.

поступила.10.07.18.
отправлена на доработку 31.07.18.

принята к публ. 30.08.18.



Проблемы особо опасных инфекций. 2018; 3          ОРигинальнЫе статьи

88

род Brucella объединяет девять самостоятель-
ных видов, вызывающих заболевание у различных 
видов животных и человека. так, в данный род вхо-
дят следующие биологические виды: B. melitensis, 

B. abortus, B. suis, B. neotomae, B. ovis, B. canis, 
B. ceti, B. pinnipedialis и B. microti [4]. обнаружение 
в скотоводческом хозяйстве B. abortus, овцеводче-
ском хозяйстве и на козьих фермах B. melitensis, на 

DOI: 10.21055/0370-1069-2018-3-88-93

удк 616.98:576.841.93

н.и. хаммадов1, к.а. осянин1, к.В. Усольцев1, Т.х. фаизов1, а.В. хаммадова2, Э.а. Шуралев1,2,3

марКернЫе лоКуСЫ генома Бруцелл для дифференциальной пцр индиКации 
патогеннЫх штаммов

1ФГБНУ «Федеральный центр токсикологической, радиационной и биологической безопасности», Казань, Российская Федерация; 
2ФГАОУ ВО «Казанский (Приволжский) федеральный университет», Казань, Российская Федерация; 3Казанская государственная 

медицинская академия – филиал ФГБОУ ДПО РМАНПО Минздрава России, Казань, Российская Федерация

цель работы направлена на разработку алгоритмов дифференциальной пцр индикации бактерий рода 
Brucella с использованием баз данных их геномов. материалы и методы. в работе использовались ресурсы 
национального центра биотехнологической информации (NCBI) и программные утилиты «BLAST» и «Vector 
NTI 9.1.0». для пцр амплификации использовались нуклеиновые кислоты B. suis, B. abortus, B. melitensis, а так-
же плазмидная днк с маркерными вставками. результаты и обсуждение. проанализированы последователь-
ности генов бруцелл, одни из которых имеются у бактерий рода Brucella, другие лишь у представителей вида 
B. melitensis, третьи лишь у представителей вида B. abortus. в результате дизайна праймеров и зондов для инди-
кации бактерий рода Brucella и представителей видов B. melitensis и B. abortus установлены критерии, позволяю-
щие амплифицировать маркерные последовательности этих бактерий, с одновременной их дифференциацией в 
условиях одной реакции. определение штаммовых различий в пределах одного вида бруцелл описано в методике 
мультилокусного VNTR анализа, а профили тандемных повторов различных штаммов B. melitensis и B. abortus 
имеются в открытом доступе. для контроля хода амплификации разработан положительный контроль, имеющий 
нуклеотидную последовательность всех маркерных областей. по тексту статьи указаны все нуклеотидные после-
довательности праймеров, зондов и положительного контроля, что предоставляет возможность самостоятельно-
го их приобретения в компетентных организациях.
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свинокомплексе B. suis является причиной неблаго-
получия по бруцеллезу (сп 3.1.7.2613-10). 

особую актуальность представляет индикация 
особо опасного вида B. melitensis, представляюще-
го опасность для человека. при этом наиболее вы-
сокий уровень заболеваемости по россии, вызван-
ный B. melitensis, отмечается в северо-кавказском 
и Южном федеральных округах [1, 5]. ограничения, 
накладываемые на продукцию животноводства при 
бруцеллезе, а также подходы к его ликвидации, зави-
сят от биологического вида возбудителя [8]. быстрая 
и точная индикация вида возбудителя возможна при 
использовании пцр, основу которой составляет био-
информационный анализ [2]. мультипраймерный 
подход при постановке пцр позволяет идентифи-
цировать не только виды, но и штаммы различных 
патогенов [3]. кроме видовой и родовой индикации 
бруцелл есть методики дифференциации различных 
штаммов одного вида, наиболее информативной ме-
тодикой является анализ «вариабельного количества 
тандемных повторов» – внтр или VNTR (variable 
number tandem repeats) [13, 14]. цель исследования 
направлена на разработку алгоритмов дифференци-
альной пцр индикации бактерий рода Brucella с ис-
пользованием баз данных их геномов.

материалы и методы

использованная в данной работе методология 
биоинформационного анализа геномов различных 
видов и штаммов бактерий рода Brucella с последую-
щим дизайном праймеров и зонда имеет общие прин-
ципы, которые используются и для других микроор-
ганизмов [6, 11]. нуклеотидные последовательности 
бруцелл определены путем поисковых запросов 
баз данных ресурсов NCBI (национального центра 
биологической информатизации). специфичность 
и видовое (штаммовое) разнообразие выявляемых 
бруцелл (с применением анализируемого генетиче-
ского маркера) определяли в программной утилите 
«BLAST», а дизайн нуклеотидных последовательно-
стей праймеров и зондов проводили используя про-
грамму «Vector NTI 9.1.0» (Invitrogen Corporation). 
при этом учитывали возможность амплификации 
видовых и родовых днк-маркеров в одной реакции. 
в ходе дизайна праймеров и зондов конструировали 
также нуклеотидную последовательность, содержа-
щую видовые и родовые днк-маркеры для контроля 
их амплификации. 

для пцр амплификации использовались нукле-
иновые кислоты положительной плазмидной днк и 
днк, выделенной из бактериальных культур B. suis, 
B. abortus, B. melitensis. выделение нуклеиновых 
кислот производили набором «магно-сорб» ва-
риант 100-200 согласно инструкции производителя. 
пцр осуществляли на амплификаторе C1000 с опти-
ческим блоком CFX96 (BioRad). методика проведе-
ния пцр амплификации аналогична описанной ра-
нее [11], со следующими модификациями: зонд для 

пцр, прямой и обратный праймеры применялись ин-
дивидуально (специфично) для каждого вида пцр; 
реакционная смесь для MLVA содержала 10x буфера 
для пцр с красителем EvaGreen. температура от-
жига праймеров при определении видовой/родовой 
принадлежности составляла 60 и 51 °C для VNTR 
анализа, при этом детекция результата пцр (флуо-
ресценции) происходит на каждом цикле пцр, при 
60 °C по каналам FAM, Rox и R6G, для VNTR анали-
за при 51 °C по каналу FAM.

результаты и обсуждение

для подбора генов и локусов днк, пригодных 
для использования при индикации различных ви-
дов штаммов бруцелл, анализировали геномы сле-
дующих микроорганизмов: B. abortus, B. melitensis, 
B. suis, B. ovis, B. canis и B. microti. результатом тако-
го анализа было определение следующих генов: ло-
кус «BSCP31» (шифр на сайте NCBI – KX529834) – 
для индикации рода Brucella; локус «BAW_20982» 
(расположен во второй хромосоме в позиции с 
1003355 по 1004575 bp штамм Wisconsin) – для ин-
дикации B. abortus; локус «C0R52_12390» (локали-
зован во второй хромосоме в позиции с 906042 по 
906524 bp штамм B3) – для индикации B. melitensis.

в пределах представленных выше локусов про-
изведен дизайн праймеров и зондов для пцр (табли-
ца), при этом предъявлялись следующие требова-
ния: одинаковая температура плавления праймеров 
(±0,5 °с); минимум димеров и вторичных структур; 
минимум GC на 3' конце; для зонда – отсутствие G 
на 5' конце (первый нуклеотид). 

локусы, применяемые при VNTR анализе бру-
целл, имеются в открытом доступе на сайте http://
mlva.u-psud.fr/mlvav4/genotyping/query.php, нуклео-
тидная последовательность этих локусов определена 
в базах данных NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
nuccore), основой такого поиска являлись нуклеотид-
ные последовательности праймеров, использован-
ных для VNTR анализа [7]. для удобства постанов-
ки реакции выполнен редизайн праймеров, которые 
представлены в таблице с обозначением «Bru».

разработанные праймеры для родовой и видо-
вой индикации бруцелл имеют температуру плав-
ления (59,73±0,23) °с, а праймеры для определения 
количества тандемных повторов имеют температуру 
плавления (50,83±0,27) °с, это позволяет проводить 
амплификацию каждой группы праймеров при еди-
ных условиях реакции (60 °с – отжиг праймеров при 
индикации бруцелл и 51 °с – отжиг праймеров при 
VNTR анализе). 

первым этапом работы при индикации вида 
и штамма бруцелл является определение видо-
вой принадлежности исследуемого образца, после 
чего можно осуществить MLVA (мультилокусный 
VNTR анализ) для определения штаммов B. abortus 
и B. melitensis. повторяющиеся последовательности 
днк могут содержать точечные замены. размер ам-
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плифицируемого продукта складывается из «размера 
ампликона без повторов» и числа повторов «разме-
ра вариабельного участка», содержащегося в гено-
ме конкретного штамма. анализ количества таких 
повторов осуществляли путем определения размера 
ампликона (по результатам электрофореза). MLVA 
профиль (характеристика количества тандемных 
повторов по нескольким VNTR локусам) штаммов 

и изолятов B. abortus и B. melitensis представлен по 
ссылке http://vnivi.ru/images/mlva.xls. кроме того, в 
данном файле имеется возможность установления 
количества тандемных повторов по каждому из ло-
кусов анализируемого образца. определение коли-
чества тандемных повторов в анализируемом локусе 
опирается на информацию о размере амплифици-
руемого фрагмента. использование вышеуказанного 
документа сводится к введению установленного в 
результате электрофореза размера ампликона в соот-
ветствующую строку (строка соответствует анализи-
руемому локусу, название локуса указано в столбце 
«D») столбца «F», количества тандемных повторов в 
анализируемом локусе документ рассчитает без уча-
стия пользователя (автоматически), результат расчета 
будет представлен в соответствующей строке (строка 
соответствует анализируемому локусу, название ло-
куса указано в столбце «D») столбца «G». получив 
данные о количестве тандемных повторов по каждо-
му локусу, будет составлен MLVA профиль для ана-
лизируемого образца, а сопоставив его с имеющими-
ся в том же документе MLVA профилями известных 
штаммов B. abortus и B. melitensis, можно установить 
MLVA-тип штамма в исследуемом образце. 

для контроля результата амплификации был соз-
дан положительный контроль, представляющий со-
бой специфическую вставку (содержащую все мар-
керные локусы) в плазмидной днк. нуклеотидная 
последовательность вышеупомянутой вставки, с на-
правлением молекулы 5'→3' «5'tcgaatggctcggttgccagc
aatcgtcgtattgccactataatcattgcttggcacctcggaaacaccgatcaa
gtcgggcgctctggaccgaaaggatcagcgtgccagaatgaagcgctgca
gacaaattttgacttccttctggcgacgctttacccgttgttcgagaactgcgcc
gtctcaaactctatcggctttcgggaatg3'» визуально представ-
лена на рис. 1, с отображением маркерных участков 
каждого праймера и зонда. пцр с таким контролем 
инициирует синтез ампликона 162–164 bp, на каж-
дый из выявляемых маркеров.

сконструированный в итоге плазмидный вектор 
«pAL2-T» с разработанной вставкой синтезирован по 
нашему заказу в зао «евроген». данную плазмиду 
и днк бруцелл амплифицировали с разработанными 
выше праймерами и зондами. результат амплифика-
ции олигонуклеотидов для индикации бактерий рода 
Brucella и определения их принадлежности к видам 
B. melitensis и B. abortus изображен на рис. 2 а, а 
рис. 2 в демонстрирует амплификацию днк бру-
целл с праймерами для VNTR анализа в присутствии 
красителя EvaGreen.

амплификация с праймерами для индикации 
рода Brucella и видов B. abortus, B. melitensis и днк 
положительного контроля среагировала положи-
тельно, что подтверждает правильность составле-
ния реакционной смеси и корректность режимов 
пцр. в результате амплификации с днк B. suis по-
ложительный результат установлен лишь с родовы-
ми праймерами и зондом (по каналу FAM), так как 
в геноме данного микроорганизма нет маркерных 
участков характерных для B. abortus и B. melitensis. 

нуклеотидная последовательность разработанных праймеров  
и зондов для Пцр

Nucleotide sequence of the designed primers and probes for PCR

определяе-
мый патоген /  
VNTR маркер

кодировка 
праймера / 

зонда
нуклеотидная последовательность 5'→3'

род Brucella Bru F tcgaatggctcggttgcca

Bru R cgggtaaagcgtcgccagaa

Bru P (Fam)cgatcaagtcgggcgctctgga(BHQ1)

B. abortus Bru abortus F gcaatcgtcgtattgccactataatcat

Bru abortus R gacggcgcagttctcgaacaa

Bru abortus P (ROX)ccgaaaggatcagcgtgccagaa(BHQ2)

B. melitensis Bru meli F tgcttggcacctcggaaacaс

Bru meli R attcccgaaagccgatagagtttga

Bru meli P (R6G)tgaagcgctgcagacaaattttgacttcc(BHQ2)

Bru4 VBru4F ctgacgaagggaaggcaa

VBru4R aggcgatctggagattatcg

Bru6 VBru6F gggatgtggtagggtaatcg

VBru6R gcgtgacaatcgactttttg

Bru7 VBru7F agctgacggggaagaacat

VBru7R cctttttcagtcaaggcaaat

Bru8 VBru8F attattcgcaggctcgtga

VBru8R caaacagaaggttttccagct

Bru9 VBru9F catggcggattcgttctt

VBru9R gggagtatgttttggttgtacatag

Bru11 VBru11F gctgttgatctgaccttgca

VBru11R ccagacaacaacctacgtcct

Bru16 VBru16F ggagtttttgttgctcaatgtt

VBru16R gccatgtttccgttgatttat

Bru18 VBru18F atgttagggcaatagggcag

VBru18R gatggttgagagcattgtgaag

Bru19 VBru19F cgacccggaccatgtct

VBru19R tcaccgtaacgtcgtggat

Bru21 VBru21F gctcatgcgcaaccaaa

VBru21R atctcgtggtcgataatctcatt

Bru30 VBru30F tgaccgcaaaaccatatcc

VBru30R aatatgtgcagagcttcatgttc

Bru42 VBru42F tcgcctcaactataccgtca

VBru42R accgcaaaatttacgcatc

Bru43 VBru43F tcaagcccgatatggagaat

VBru43R tccgcctgcccataaac

Bru45 VBru45F tcatccttgcctctccctac

VBru45R gggtaaatatcaatggcttgg

Bru55 VBru55F aggctgtttcgtcatgtcttt

VBru55R tctggcgttcgagttgttc
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амплификация с днк B. abortus и B. melitensis реа-
гировала положительно по маркерам рода Brucella, 
и со специфическими, предназначенными для инди-
кации данных бактерий, праймерами и зондами (по 
каналу Rox и R6G соответственно). специфическая 
амплификация происходила лишь с искомой днк. 
амплификация днк бактерии вида B. melitensis 
штамм Rev.1 с праймерами для VNTR анализа 
(рис. 2 в) проходила в присутствии интерколирую-
щего агента «EvaGreen», что позволило контролиро-
вать успешность прохождения реакции в пцр-рв. 
для интерпретации количества повторов в каждом 
локусе необходимо ввести в алгоритм проведение 
электрофореза амплифицированной днк.

в литературе описывается множество примеров 
индикации бруцелл, при этом в большинстве случа-
ев дифференциация вида биопатогена основывается 
на определении размера ампликона в таких локу-

сах как: IS711, BME2, BME1 r02, omp 31, omp 25b, 
wbo A и других [9, 10, 12], в указанных публикациях 
представлена успешная индикация бактерий рода 
Brucella и дифференциация вида бактерии данного 
рода. однако изложенная в этих публикациях мето-
дика исследований имеет ряд недостатков, связан-
ных с риском контаминации (из-за электрофореза), 
трудности исполнения (много разных пцр, электро-
форез) и интерпретации результата (сличение раз-
меров продуктов амплификации с днк-маркером по 
каждому ампликону). предложенная нами методика, 
в сочетании с высокой специфичностью маркерных 
локусов к искомым патогенам, позволяет избежать 
указанных недостатков.

исходя из нуклеотидной последовательности 
геномов бруцелл определены локусы днк пригод-
ные для индикации бактерий рода Brucella (BSCP31) 
и выявления видов B. abortus (BAW_20982) и 

рис. 1. нуклеотидная последовательность 
положительного контрольного образца
примечание :  кроме последовательности днк 
на данном рисунке представлена комплементар-
ность праймеров и зондов для индикации бакте-
рий рода Brucella, видов B. abortus и B. melitensis 
к нуклеотидной последовательности положи-
тельного контроля

Fig. 1. Nucleotide sequence of positive con-
trol sample 
No te :  Except from DNA sequence, the figure 
shows primers and probes’ complementarity for 
indication of Brucella genus bacteria, B. melitensis 
and B. abortus species, to nucleotide sequence of 
positive control

рис. 2. амплификация маркерных локусов 
бруцелл: 
А – пцр с праймерами для индикации рода 
Brucella и видов B. abortus и B. melitensis; днк 
положительного контроля (1, 2, 3), днк B. suis 
(4), днк B. abortus (5, 7), В – днк B. melitensis 
(6, 8); амплификация с праймерами для VNTR 
анализа

Fig. 2. Amplification of Brucella marker loci: 
A – PCR with primers for indication of Brucella 
genus and B. melitensis and B. abortus species; 
positive control DNA (1, 2, 3), В. suis DNA (4), 
В. abortus DNA (5, 7), В – B. melitensis DNA (6, 
8); amplification with primers for VNTR analysis
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B. melitensis (COR52_12390). в пределах этих локу-
сов произведен дизайн праймеров и зондов для пцр. 
точность амплификации днк-маркеров для инди-
кации бактерий рода Brucella и подтверждения их 
принадлежности к указанным видам определялась с 
использованием контрольной плазмиды.

для удобства учета количества VNTR повто-
ров по различным локусам и сличения полученных 
MLVA профилей с аналогичными профилями раз-
личных штаммов и изолятов B. abortus и B. melitensis 
рекомендуется использовать сформированную в 
ходе выполнения данной работы базу данных, нахо-
дящуюся в открытом доступе по ссылке http://vnivi.
ru/images/mlva.xls.

конфликт интересов. авторы подтверждают 
отсутствие конфликта финансовых/нефинансовых 
интересов, связанных с написанием статьи.
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цель. оценка эпизоотологической и эпидемиологической активности природных очагов туляремии в 
республике татарстан для дальнейшего прогнозирования ситуации, выработки тактики проведения профилак-
тических и противоэпидемических мероприятий. материалы и методы. в работе использованы статистиче-
ские данные, отчеты Фбуз «центр гигиены и эпидемиологии в республике татарстан» и литературные источ-
ники. результаты и обсуждение. с 1995 г. в республике татарстан не регистрируется заболеваемость туляре-
мией среди людей. на территории республики расположены природные очаги в 19 энзоотичных по туляремии 
административных районах. эпизоотологический мониторинг природных очагов позволяет сделать вывод, что 
за последние четыре года произошла их активизация. в связи с этим остается актуальным проведение комплекса 
противоэпидемических мероприятий, регламентируемых действующими нормативно-методическими докумен-
тами, своевременная и качественная диагностика туляремии, в том числе среди пациентов, имеющих сходную с 
данным заболеванием симптоматику.
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Abstract. Objective of the study was to assess epidemiological and epizootiological activity of natural tularemia foci 
in the Republic of Tatarstan for further forecasting of the developments and working out the tactics for implementation 
of preventive and anti-epidemic measures. Materials and methods. We utilized statistical data, reports of the Center of 
Hygiene and Epidemiology in the Republic of Tatarstan, and literature sources for the analysis. Results and conclusions. 
Since 1995, the incidence among the population in Tatarstan has not been registered. Natural tularemia foci are situated in 
19 enzootic as regards the infection administrative districts in the territory of the Republic. Epizootiological monitoring 
of the natural foci suggests that over the last four years their activation occurred. In this contest realization of complex 
anti-epidemic measures, regulated by the current normative-methodological documents remains relevant, as well as 
timely and effective diagnostics, including among the patients with a similar to tularemia symptoms. 
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в работе использованы статистические дан-
ные по заболеваемости туляремией в республике 
татарстан в период с 1949 по 1995 год, а также ма-

териалы эпизоотологического обследования при-
родных очагов этой инфекции, выполненных Фбуз 
цгиэ в республике татарстан в 1979–1998 гг.
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официальная регистрация больных туляре-
мией в республике татарстан началась в 1949 г., 
когда выявили 459 больных (показатель заболе-
ваемости на 100 тыс. населения составил 17,2) в 
казани, актанышском, агрызском, алексеевском, 
елабужском, менделеевском, мензелинском, 
муслюмовском, нижнекамском и тукаевском райо-
нах с максимальным числом заболевших в мае и 
июне. эту эпидемическую вспышку заболеваемости 
принято считать промысловой, связанной с заготов-
кой шкурок водяной полевки. в 1950 г. на террито-
рии республики зарегистрировано 149 заболевших 
(показатель заболеваемости на 100 тыс. населения – 
5,6). с 1951 по 1955 год, на фоне начавшейся имму-
низации населения против туляремии, заболевания 
не регистрировались. в последующие годы заболе-
ваемость приобрела спорадический характер в виде 
единичных случаев: 1956 г. – 2 случая, 1957 г. – 1, 
1978 г. – 1, 1992 г. – 2, 1994 г. – 1, 1995 г. – 2. доля 
городского населения среди заболевших туляремией 
составляла 61 %, что связано с посещением горо-
жанами природных очагов туляремии при выезде за 
город, в лес, на дачные участки и др. заболевания, 
в основном, регистрировались в летние месяцы. 
наибольшую часть среди заболевших составляли 
лица в возрасте 29–49 лет. среди типов заражения 
преобладали контактный, алиментарный и аспира-
ционный. заболевали непривитые лица.

на сегодняшний день в республике татарстан 
насчитывается 19 энзоотичных по туляремии адми-
нистративных районов: агрызский, актанышский, 
алексеевский, альметьевский, высокогорский, 
верхнеуслонский, елабужский, зеленодольский, 
лаишев ский, мамадышский, менделеевский, мен-
зелинский, нижнекамский, пестречинский, рыбно-
слободский, спасский, тетюшский, тукаев ский и 
чистопольский. 

энзоотичная по туляремии территория диффе-
ренцирована на три типа нозоочагов – лесной, луго-
полевой и пойменно-болотный. 

наиболее эпидемически активными, в про-
шлом, являлись очаги пойменно-болотного типа, 
расположенные по долинам и поймам рек волга, 
кама, вятка, свияга, иж, ик, кандыз, зай, уратьма 
и др. их площадь составляет 4,42 тыс. км2. очаги 
лесного типа занимают более 12 тыс. км2 и распро-
странены, в основном, на разрозненных участках 
сохранившихся темнохвойных и широколиственных 
лесов. природные очаги луго-полевого типа занима-
ют значительные площади луговых степей и сель-
скохозяйственных земель на месте бывших лесов. в 
настоящее время наибольшее значение в поддержа-
нии природных очагов в поймах рек на территории 
республики имеют ондатра, водяная, рыжая и обык-
новенная полевки, а также клещи родов Dermacentor 
и Ixodes.

плановая профилактическая иммунизация в 
республике татарстан ежегодно проводится среди 
работников зерно- и овощехранилищ, сахарных заво-

дов, спиртзаводов, животноводческих и птицеводче-
ских ферм, работающих с зерном, соломой, фуражом, 
работников меховых фабрик, занятых первичной об-
работкой шкурок, охотников. так, в 2017 г. плановой 
вакцинацией охватили 394, а ревакцинацией 110 че-
ловек. выполнение плана составило 118 и 92,4 % со-
ответственно. однако количество лиц, подлежащих 
плановой иммунизации, ежегодно снижается.

в рамках дифференциальной диагностики еже-
годно лабораторно обследуются на туляремию 250–
350 заболевших с клиническими проявлениями не 
исключающими туляремию. 

за период 1979–1998 гг. проведены бактерио-
логические исследования зоопаразитологического 
материала с островов и побережья куйбышевского и 
нижнекамского водохранилищ. из 54194 особей ик-
содовых клещей (р.р. Ixodes и Dermacentor) выделено 
три культуры туляремийного микроба. исследования 
органов 10573 особей грызунов (ондатра, водяная и 
обыкновенная полевки, прочие виды) не дали поло-
жительных результатов. в то же время серологиче-
ским методом исследовано 5030 проб погадок хищ-
ных птиц, из них положительных проб – 68 (1,3 %), и 
экскрементов млекопитающих 276, положительных – 
13 (4,7 %). за последние восемь лет (2010–2017 гг.) 
при исследовании проб полевого материала (объекты 
внешней среды, животные) получено 57 положитель-
ных результатов на наличие туляремийного антиге-
на, в том числе: из  воды открытых водоемов – 3,3 %, 
от мелких млекопитающих – 1,5, погадок хищных 
птиц – 2,8, экскрементов грызунов – 0,6. при иссле-
довании кровососущих членистоногих положитель-
ных результатов не получено.

следует отметить, что количество положитель-
ных находок в 2014–2017 гг., по сравнению с пред-
ыдущими годами, значительно возросло. в связи с 
этим для обеспечения эпидемиологического благо-
получия по туляремии в условиях прогностического 
обострения эпизоотической обстановки на террито-
рии республики татарстан необходимо обеспечить 
выполнение требований действующих нормативно-
методических документов по организации эпидеми-
ологического надзора  в природных очагах. 
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