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коллекционная деятельность направлена на со-
хранение и рациональное использование биологиче-
ского разнообразия микроорганизмов – возбудителей 
инфекционных заболеваний человека и животных. 
целью коллекционной деятельности является цен-
трализованный сбор и хранение входящих в коллек-
ционный фонд биологических ресурсов с гарантией 
их воспроизводства и неизменности – природных, 
генетически модифицированных штаммов микро-
организмов I–IV групп патогенности, непатогенных 
штаммов с фрагментами генома I–II групп патогенно-
сти (опасности), а также штаммов микроорганизмов, 
используемых в биотехнологическом производстве 
медицинских иммунобиологических препаратов.

действующая в настоящее время нормативно-
правовая база, регламентирующая работу коллекций 
патогенных микроорганизмов, включает в себя за-
конодательные акты как национального, так и меж-
дународного значения. на международном уровне 
коллекционная деятельность в отношении микроор-
ганизмов регулируется будапештским договором от 
28.04.1977 г. о международном признании депониро-
вания микроорганизмов для целей патентной проце-
дуры (российская Федерация (правопреемник ссср) 
участница договора с 22.04.1981), в котором заложе-
ны основные принципы депонирования штаммов ми-
кроорганизмов в авторизированных коллекциях для 
целей патентной процедуры, а также конвенцией о 
биологическом разнообразии от 05.06.1992, (ратифи-
цирована российской Федерацией 17.02.1995 года), 
направленной на сохранение биологического разноо-
бразия, устойчивое использование его компонентов 
и совместное получение на справедливой и равной 
основе выгод, связанных с использованием генети-
ческих ресурсов, в том числе путем предоставления 
необходимого доступа к генетическим ресурсам и 
путем надлежащей передачи соответствующих тех-
нологий с учетом всех прав на такие ресурсы и тех-
нологии, а также путем должного финансирования.

в российской Федерации коллекционная деятель-
ность, связанная с использованием патогенных для 
человека микроорганизмов, осуществляется в соот-
ветствии с действующей нормативно-правовой базой. 

общие положения, связанные с правом на 
осуществление коллекционной деятельности, ре-
гулируются: Федеральным законом российской 
Федерации «о санитарно-эпидемиологическом бла-
го получии населения» от 30 марта 1999 г. № 52-
Фз; постановлениями правительства российской 
Федерации «о мерах по сохранению и рациональ-
ному использованию коллекций микроорганизмов, 
культивируемых клеток высших растений, пере-
виваемых соматических клеток позвоночных» от 
24.06.1996 г. № 725-47 и «о разграничении полно-
мочий федеральных органов исполнительной вла-
сти в области обеспечения биологической и химиче-
ской безопасности российской Федерации от 16 мая 
2005 г. № 303 (с изменениями от 23 марта 2006 г. и 13 
марта 2008 г.).

биологическая безопасность работы с микро-
организмами I–II групп патогенности регламентиро-
вана Федеральным законом российской Федерации 
«о лицензировании отдельных видов деятельно-
сти» от 8 августа 2001 г. № 128-Фз; постановлением 
правительства российской Федерации «об утверж-
дении положения о лицензировании деятельности, 
связанной с использованием возбудителей инфекци-
онных заболеваний» от 22 января 2007 г. № 31, а так-
же санитарными правилами «безопасность работы 
с микроорганизмами I–II групп патогенности (опас-
ности)» (сп 1.3.1285-03) и «безопасность работы 
с микроорганизмами III–IV групп патогенности и 
гельминтами» (сп 1.3.2518-09).

обращение штаммов микроорганизмов I–IV 
групп патогенности, их хранение и передача на 
территории российской Федерации и за ее преде-
лы осуществляется согласно Федеральному закону 
российской Федерации «об экспортном контроле» 

удк 616.91/98

Г.Г.онищенко1, В.В.кутырев2, а.В.Топорков2, а.В.осин2

СоВреМенное СоСТоЯние КоЛЛеКЦионноЙ деЯТеЛЬноСТи,  
СВЯЗанноЙ С иСПоЛЬЗоВаниеМ ВоЗБУдиТеЛеЙ инФеКЦионнЫХ БоЛеЗнеЙ  

I–II ГрУПП ПаТоГенноСТи

1Федеральная служба по надзору в сфере защиты прав потребителей и благополучия человека, Москва; 
2ФГУЗ «Российский научно-исследовательский противочумный институт «Микроб», Саратов

в обзоре представлена нормативно-правовая база, регламентирующая коллекционную деятельность, связан-
ную с использованием возбудителей инфекционных болезней I–II групп патогенности. рассмотрены приоритет-
ные направления деятельности, которые должны быть реализованы ведущими коллекциями патогенных микро-
организмов. предложены перспективные подходы к совершенствованию работы коллекционных центров, тре-
бующие решения на современном организационно-правовом, техническом и научно-методическом уровне. 

Ключевые слова: коллекции патогенных микроорганизмов, штаммы микроорганизмов, технологии хранения, 
таксономия, молекулярная биология, паспортизация штаммов, каталоги микроорганизмов.
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от 19 июля 1999 г. № 183-Фз; указу президента 
российской Федерации «об утверждении списка ми-
кроорганизмов, токсинов, оборудования и техноло-
гий, подлежащих экспортному контролю» от 20 ав-
густа 2007 г. № 1083; постановлению правительства 
российской Федерации «о внесении изменений в по-
становление правительства российской Федерации» 
от 29 августа 2001 г. № 634 «об утверждении 
положения об осуществлении контроля за внешнеэ-
кономической деятельностью в отношении возбуди-
телей заболеваний (патогенов) человека, животных 
и растений, генетически измененных микроорганиз-
мов, токсинов, оборудования и технологий» от 11 
сентября 2007 г. № 580, а также санитарным прави-
лам «порядок учета, хранения, передачи и транспор-
тирования микроорганизмов I–IV групп патогенно-
сти» (сп 1.2.036-95).

защита интеллектуальной собственности в об-
ласти использования патогенных микроорганизмов 
регулируется Федеральным законом российской 
Федерации «о введении в действие части четвертой 
гражданского кодекса российской Федерации» (раз-
дел VII. права на результаты интеллектуальной дея-
тельности и средства индивидуализации) от 18 дека-
бря 2006 г. № 231-Фз.

таким образом, в российской Федерации су-
ществует обширная нормативно-правовая база, ре-
гламентирующая коллекционную деятельность, 
связанную с использованием патогенных микроор-
ганизмов, тем не менее необходимо ее дальнейшее 
совершенствование. совершенствование должно 
быть направлено на формирование единых подхо-
дов к ранжированию коллекций микроорганизмов, 
созданию единых алгоритмов их функционирования 
и направлений деятельности, принятию мер по го-
сударственной поддержке ведущих коллекционных 
центров микроорганизмов. 

Формирование коллекций микроорганизмов 
является важнейшим этапом в развитии микробио-
логии. впервые «живая» коллекция культур была 
создана Франтишеком кралом в 1890 г. на медицин-
ском факультете института гигиены в праге. эта 
частная коллекция содержала несколько сотен куль-
тур и препаратов, фиксированных на предметных 
стеклах, большая часть которых после смерти крала 
была вывезена в сШа и впоследствии включена в 
американскую коллекцию типовых культур [29]. 
другие коллекции, созданные в эти же годы в раз-
личных странах европы отдельными лицами или 
научными организациями, а также коллекция, соз-
данная в японии в 1884 г. [34], на сегодняшний день 
утрачены. в 1920 г. в великобритании была основана 
национальная коллекция типовых культур (NCTC), 
в состав которой вошли более 5000 бактериальных 
штаммов. созданная в сШа пятью годами позже 
американская коллекция типовых культур (ATCC) 
считается в настоящее время крупнейшим в мире 
биоресурсным центром по хранению и изучению 
микроорганизмов. коллекция располагает 18000 бак-

териальных штаммов, принадлежащих к 750 родам. 
в атсс хранится более 3600 типовых штаммов, за-
кладывающих основу для изучения систематики 
бактерий. Формирование микробных коллекций в 
россии началось в 30-е годы прошлого века, а пик 
их организации приходится на 50–60-е годы, когда 
были образованы в общей сложности 36 коллекций 
[7]. одними из первых коллекций патогенных микро-
организмов бактериальной природы с официально 
закрепленным статусом (приказ минздрава ссср 
№ 205/а от 30 апреля 1955 г.) являются коллекции па-
тогенных микроорганизмов I–II групп патогенности 
в российском научно-исследо ва  тель ском противо-
чумном институте «микроб» и III–IV групп патоген-
ности при государственном институте стандартиза-
ции и контроля им. л.а.тарасевича. согласно этому 
приказу официальный статус коллекций получили 
музеи живых культур института эпидемиологии и 
микробиологии им. н.Ф.гамалея, института виру-
сологии им. д.и.ивановского, иркутского противо-
чумного института и ряда других учреждений. в 
настоящее время в российской Федерации наиболее 
значимые коллекции микроорганизмов I–II групп 
патогенности находятся в подведомственных учреж-
дениях Федеральной службы по надзору в сфере за-
щиты прав потребителей и благополучия человека, 
российской академии наук, российской академии ме-
дицинских наук, министерства обороны российской 
Федерации, министерства сельского хозяйства 
российской Федерации, российской академии сель-
скохозяйственных наук.

в последнее время значение коллекции микро-
организмов расширяется, переходя от функций про-
стых хранилищ штаммов возбудителей инфекцион-
ных болезней к формированию центров («государ-
ственных коллекций»), обеспечивающих хранение, 
комплексное изучение с помощью современных ме-
тодов и использование коллекционных штаммов.

в связи с этим основными задачами таких цен-
тров являются: 

- поддержание, пополнение и учет коллекцион-
ного фонда патогенных микроорганизмов и их стан-
дартных образцов;

- осуществление номенклатурной ревизии 
штаммов коллекции на основе традиционных и со-
временных молекулярно-генетических методов ис-
следования;

- проведение таксономических исследований, 
направленных на выявление и комплексный анализ 
новых видов и новых патогенных штаммов, сформи-
ровавшихся внутри вида;

- уточнение таксономического положения куль-
тур с атипичным фено- и генотипом;

- совершенствование методов консервации, раз-
работка и внедрение новых технологий, направлен-
ных на сохранение коллекционных штаммов в жиз-
неспособном исходном состоянии;

- обеспечение научных, практических учреж-
дений и производств микробиологического профи-
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ля качественными образцами эталонных штаммов 
микроорганизмов, полностью соответствующих за-
являемым свойствам;

- осуществление деятельности в качестве наци-
онального органа по депонированию микроорганиз-
мов; проведение процедуры патентного и авторского 
депонирования штаммов микроорганизмов;

- ведение баз данных и каталогов коллекцион-
ных штаммов;

- консультативная и научно-методическая по-
мощь по вопросам систематики и номенклатуры, по-
иску штаммов.

важная роль в осуществлении коллекционной 
деятельности отводится проведению микробиоло-
гической, молекулярно-генетической и эпидемиоло-
гической паспортизации природных и генетически 
измененных коллекционных штаммов микроорга-
низмов, а также формированию панелей типовых и 
референтных штаммов микроорганизмов для научно-
исследовательских работ, производственных работ 
микробиологического профиля и учебного процесса. 

 одной из основных целей микробиологиче-
ской коллекции является формирование и поддер-
жание фонда культур в условиях, исключающих их 
утрату, морфологические изменения, изменение или 
утрату биохимических, серологических и токсиче-
ских свойств, или изменение чувствительности к 
антибиотикам [4, 31]. в связи с этим любые, вклю-
чаемые в коллекцию штаммы, должны неизменно 
содержаться в тех же условиях, в которых они были 
изначально выделены в виде чистой культуры, а для 
этих целей необходимо использование современных 
методов, позволяющих сохранять микроорганизмы 
в неизмененном виде. поддержание бактериальных 
культур методом постоянного пересева способствует 
накоплению генетических мутаций и, как следствие, 
изменению свойств бактериальной клетки. кроме 
того, с увеличением коллекционного фонда процесс 
постоянных пересевов становится трудоемким. для 
предотвращения накопления мутационных измене-
ний в геноме бактериальных штаммов разработан 
ряд методов стабилизации свойств и длительного 
хранения коллекционных микроорганизмов: лиофи-
лизация, хранение при низких температурах и крио-
консервация. 

метод лиофилизации заключается в высушива-
нии культур под вакуумом при низких температурах 
(-20, -50 °C). лиофилизированные культуры могут со-
храняться в течение длительного времени (30 и более 
лет), если их хранить без доступа кислорода, влаги и 
света при пониженных температурах. лиофилизация 
обеспечивает для широкого круга микроорганизмов 
большую стабильность, по сравнению с обычными 
способами высушивания и периодических пере-
севов. использование этого подхода имеет преиму-
щество перед иными способами консервации еще и 
в том, что позволяет хранить большое число ампул 
каждой культуры, увеличивая тем самым сохран-
ность коллекционного фонда, а также удобный, не 

требующий дополнительных затрат, способ транс-
портировки штаммов микроорганизмов [10]. 

другим вариантом длительного сохранения жиз-
неспособных клеток микроорганизмов является хра-
нение при низких температурах. многие микроорга-
низмы могут храниться при температуре ниже -60 °с 
с сохранением высокого содержания жизнеспособ-
ных клеток в течение многих лет. преимущества 
данного метода консервации состоят в его простоте 
и удобстве, минимуме подготовительной работы, бы-
стром извлечении хранимого материала для восста-
новления после замораживания, большей безопасно-
сти при возможном размораживании материала. при 
использовании этого метода консервации довольно 
редки генетические изменения, а культуры микро-
организмов, сохраняемые таким методом, оказыва-
ются менее поврежденными и имеют более высокий 
уровень жизнеспособности, чем при высушивании 
и лиофилизации. в то же время надежность метода 
низкотемпературной консервации связана с безотказ-
ной работой холодильников и требует постоянного 
энергопитания [13]. 

известен также способ длительного хранения 
биоматериала в жидком азоте – криоконсервация. 
криоконсервация предназначена для длительного 
сохранения биологических объектов. при хранении 
материала в температурном режиме -196 °с удается 
получить высокий уровень жизнеспособных клеток, 
титр которых при длительном хранении в жидком 
азоте сохраняется на исходном уровне, что делает 
практически неограниченным возможное время хра-
нения. определенную сложность представляет под-
бор условий такого хранения, поскольку универсаль-
ных способов криоконсервации не существует. тем 
не менее, к настоящему времени отработаны режи-
мы криоконсервации для целого ряда видов и штам-
мов микроорганизмов [23]. несмотря на все описан-
ные выше преимущества, данный способ хранения 
микроорганизмов не стал доминирующим, посколь-
ку для консервации большого числа коллекционных 
штаммов требуется организация автоматизированно-
го криогенного хранилища и выделение отдельного 
помещения для его установки, кроме того, стоимость 
доставки хранящегося таким способом материала до 
сторонних организаций выше, чем у лиофилизиро-
ванных культур.

в настоящее время основным регламентиро-
ванным методом консервации патогенных бактерий 
является лиофильное высушивание [3]. однако в 
последние годы разработан широкий спектр совре-
менного высокотехнологичного оборудования для 
сохранения в неизменном виде штаммов микроорга-
низмов. в связи с этим для стандартизации и уни-
фикации методов консервации патогенных микро-
организмов требуется создание регламента и единых 
правил хранения штаммов возбудителей инфекци-
онных заболеваний в государственных коллекциях 
российской Федерации.

одним из важнейших аспектов коллекционной 
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деятельности, связанной с пополнением, хранением 
и изучением микроорганизмов, является составление 
каталогов поддерживаемых штаммов. в российской 
Федерации работы в этом направлении велись в 
институте биохимии и физиологии микроорганиз-
мов им. г.к.скрябина ран – всероссийской коллек-
ции микроорганизмов (вкм). часть каталогов вкм 
2003 была представлена в формате XML (от англ. 
Extensible Markup Language) [22]. 

в рамках государственной программы «био-
разнообразие» (1999–2001 гг.) был подготовлен в 
электронном виде объединенный каталог рос сий-
ских коллекций немедицинского профиля. базовой 
организацией по выполнению данного проекта 
была всероссийская коллекция микроорганизмов 
(вкм ибФм ран), а в качестве соисполнителей 
выступали 17 российских коллекций, в том числе 
и государственная коллекция патогенных бакте-
рий роснипчи «микроб». окончательный вари-
ант электронной версии объединенного каталога 
(Consolidated Catalogue of Microbial Cultures Held in 
Russian Non-medical Collections. CD version, release 
1.0 (Fall 2002) был размещен в интернете на Web-
сайте вкм [22], в формате электронной книги MS 
eReader в 5 томах на английском языке [21]. из ино-
странных каталогов, находящихся в открытом до-
ступе, наиболее детально представлены каталоги 
немецкой коллекции микроорганизмов и клеточных 
культур (DSMZ) и NCTC, расположенные в сети 
интернет [16, 18]. 

однако форма этих каталогов удобна лишь с 
точки зрения поиска микроорганизмов по номеру 
штамма, но не позволяет подбирать их по интере-
сующим характеристикам. создание полноценной 
базы данных как инструмента для проведения мно-
гофакторного анализа коллекционных штаммов яв-
ляется одной из приоритетных задач коллекционной 
деятельности. 

разработки по созданию такой базы данных ми-
кроорганизмов велась в институте микробиологии 
ран. созданная база данных UNIQEM (UNIQue and 
Extremophilic Microorganisms) позволяла накапли-
вать и поддерживать списочную информацию о ши-
роком спектре микроорганизмов – каталожная бд, а 
также осуществлять сбор, обработку и публикацию 
самой разнообразной информации по этим микроор-
ганизмам и их характеристикам – бд свойств. при 
этом UNIQEM была изначально ориентирована на 
сбор любой микробиологической информации. в ре-
зультате проведенной работы, авторами был создан 
программный комплекс, реализующий возможности 
хранения, обработки и опубликования информации о 
1000 и более штаммов, характеризующихся не более 
чем по 1000 групп монофункциональных свойств; 
хранения связанной графической информации; хра-
нения текстовой информации, включающей состав 
сред, секвенсы, текстовые описания штаммов [1]. в 
литературе отсутствуют сведения по разработкам баз 
данных подобной структуры, направленных на ката-

логизацию патогенных микроорганизмов, что ука-
зывает на высокую актуальность и приоритетность 
разработок, ведущихся в этом направлении. 

другим не менее важным направлением коллек-
ционной деятельности является установление принад-
лежности штаммов к той или иной таксономической 
группе. традиционно такие исследования проводятся 
с использованием культурально-морфо ло гических, 
физиологических и серологических методов. тем не 
менее, с развитием приборной базы большое значение 
приобретают методики, связанные с изучением гено-
ма коллекционных штаммов. для определения генти-
ческих детерминант вирулентности и патогенности, 
видоспецифичных маркеров широкое применение по-
лучила полимеразная цепная реакция (пцр) [5]. 

в настоящее время имеется широкий спектр 
молекулярно-генетических методов, позволяющих 
проводить типирование возбудителей инфекцион-
ных заболеваний с целью уточнения их таксономи-
ческой принадлежности и определения происхожде-
ния. при этом полностью универсального подхода 
к молекулярному типированию всех возбудителей 
особо опасных инфекций не существует. кроме 
того, использование одного методического приема 
связано с риском получения недостоверных резуль-
татов. поэтому требуется разработка комплексного 
алгоритма молекулярного типирования для каждого 
из возбудителей особо опасных инфекций, который 
включал бы не менее 2–3 методов, дополняющих 
друг друга. наиболее перспективными подходами 
для типирования возбудителей чумы, холеры, туляре-
мии, бруцеллеза, сапа и мелиоидоза являются муль-
тилокусное секвенирование (MLST – от англ. Multi 
Locus Sequence Typing), риботипирование, мультило-
куснный VNTR анализ (MLVA – от англ. Multiple Loci 
VNTR Analysis) [9, 11, 12, 14, 24, 25, 26, 27, 30, 32]. 
для микроорганизмов, изучаемых с помощью MLST 
и MLVA, созданы базы данных http://www.mlst.net/ 
и http://minisatellites.u-psud.fr/MLVAnet/, соответ-
ственно. также для создания геномных «портретов» 
штаммов V. cholerae хорошо зарекомендовал себя 
метод риботипирования. этот подход представляет 
собой вариант полиморфизма длин рестрикционных 
фрагментов и основан на анализе генов рибосомаль-
ной рнк, обладает хорошей воспроизводимостью и 
простотой обработки результатов. с его помощью 
можно дифференцировать штаммы холерных вибри-
онов, сформировавшиеся на различных эндемичных 
по холере территориях [28, 35]. одним из примеров 
практического применения молекулярного типиро-
вания является расследование источника случаев 
«почтового» терроризма в сШа в 2001 г. изучение 
молекулярно-генетических свойств (в частности, ме-
тод MLVA) используемого для этих целей штамма и 
сравнение полученных характеристик с соответству-
ющими характеристиками набора коллекционных 
штаммов возбудителя сибирской язвы позволило 
установить название штамма, источник и автора рас-
сылки сибиреязвенных спор [33]. 
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применение систем молекулярного типирования 
для определения таксономического положения кол-
лекционных штаммов используется в ряде зарубеж-
ных коллекций. в коллекции атсс для определения 
аутентичности штаммов используется комплекс ме-
тодов, включающий в себя классические микробио-
логические подходы и генотипирование, основанное 
на секвенировании генов и рибопринтинге [20]. в 
национальной коллекции типовых культур (NCTC) 
применяют методы изоферментного анализа, днк 
фингерпринтинга и микросателлитного генотипиро-
вания, основанного на пцр [19]. для идентифика-
ции бактериальных штаммов и их принадлежности 
к таксономическим группам в немецкой коллекции 
микроорганизмов и клеточных культур (DSMZ) ис-
пользуют секвенирование 16S рднк, рибопринтинг, 
VNTR-анализ и днк-днк гибридизацию [15]. в 
российской Федерации молекулярно-генетические 
методы идентификации и филогенетического род-
ства штаммов проводят в таких коллекциях неме-
дицинского профиля, как всероссийская коллекция 
микроорганизмов (вкм) и всероссийская коллекция 
промышленных микроорганизмов (вкпм) [17, 22]. 
для патогенных микроорганизмов, в частности воз-
будителей I–II групп патогенности, решение этого 
вопроса пока остается открытым. 

таким образом, одной из важных задач в из-
учении таксономии патогенных бактерий явля-
ется выработка единого алгоритма применения 
молекулярно-генетических методов исследования и 
создание баз данных, позволяющих анализировать 
полученные сведения. реализация этого направле-
ния в деятельности коллекционных центров необхо-
дима как для уточнения таксономического положе-
ния коллекционных штаммов, так и для выявления 
происхождения и путей распространения возбуди-
телей инфекционных болезней как в случае эпиде-
мических вспышек, так и при актах биотерроризма. 
кроме того, необходимо разработать документацию, 
нормативно закрепляющую комплексные подходы в 
изучении возбудителей инфекционных заболеваний, 
для их стандартизации и унификации в коллекциях 
патогенных микроорганизмов.

приказом Федеральной службы по надзору в 
сфере защиты прав потребителей и благополучия 
человека «о мерах по совершенствованию монито-
ринга за возбудителями инфекционных и паразитар-
ных болезней» от 17.03.2008 г. № 88 регламентиро-
вано создание национальных центров верификации 
диагностической деятельности и национальных 
центров, осуществляющих функции государ-
ственных коллекций, на базе четырех учреждений 
роспотребнадзора: Фгун гнц вб «вектор», Фгун 
«гнц пмб», Фгуз роснипчи «микроб» и Фгун 
гиск им. л.а.тарасевича. 

в настоящее время в рамках Федеральной целе-
вой программы «национальная система химической 
и биологической безопасности (2009–2013 гг.)» осу-
ществляется финансирование мероприятий, направ-

ленных на укрепление материально-технической 
базы и изучение штаммов микроорганизмов веду-
щих коллекционных центров.

принципиальной функцией коллекционных 
центров является комплексный подход к пополнению 
коллекционного фонда микроорганизмов, в основе 
которого лежит депонирование штаммов микроор-
ганизмов, обеспечивающее их сохранность в жизне-
способном состоянии. обычно различают три формы 
депонирования, принимаемых на хранение штаммов, 
включающие ряд требований: свободное хранение, 
когда информация о поступивших штаммах общедо-
ступна, а их выдача осуществляется по заявкам заин-
тересованных лиц без получения разрешения от де-
позитора; гарантированное хранение, обеспечиваю-
щее сохранность информации о поступивших штам-
мах, и их выдача возможна только по письменному 
разрешению депозитора; патентное депонирование, 
осуществляемое в уполномоченных коллекциях, 
когда на депонируемый штамм планируется подать 
заявку на оформление патента, включающее нацио-
нальное и международное патентное депонирование. 
депонирование для целей патентной процедуры счи-
тается осуществленным, если штамм, линия клеток 
или консорциум помещены в международный орган 
по депонированию, предусмотренный будапештским 
договором о международном признании депони-
рования для целей патентной процедуры [2], или в 
уполномоченную на их депонирование российскую 
коллекцию, гарантирующую поддержание жизне-
способности объекта в течение, по меньшей мере, 
срока действия патента и удовлетворяющую другим 
установленным требованиям к коллекциям, осущест-
вляющих депонирование для целей патентной про-
цедуры [6]. согласно последним данным, опублико-
ванным Федеральным институтом промышленной 
собственности (Фипс), в российской Федерации к 
коллекциям, уполномоченным осуществлять депо-
нирование патогенных для человека микроорганиз-
мов, относятся: государственная коллекция пато-
генных бактерий при Фгуз роснипчи «микроб», 
коллекция микроорганизмов государственного науч-
ного центра вирусологии и биотехнологии «вектор» 
и коллекция Фгун гиск им. л.а.тарасевича [8]. 

подводя итог обзору коллекционной деятельно-
сти, связанной с использованием патогенных для че-
ловека микроорганизмов, следует отметить основные 
перспективные направления развития ведущих кол-
лекций возбудителей инфекционных болезней, тре-
бующих государственной поддержки. во-первых, это 
разработка и введение единого положения о коллек-
ционной деятельности, связанной с использованием 
микроорганизмов I–II группы патогенности (опасно-
сти) в российской Федерации, формирование переч-
ня коллекций с нормативно закрепленным статусом 
«государственная» и правом по осуществлению охра-
носпособного депонирования с целью осуществления 
национальной патентной процедуры. во-вторых, соз-
дание комплексных унифицированных и нормативно 
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закрепленных алгоритмов анализа штаммов пато-
генных микроорганизмов и внедрение молекулярно-
генетической паспортизации штаммов возбудителей 
инфекционных болезней с использованием современ-
ных методов исследований. и, наконец, модернизация 
материально-технической базы «государственных» 
коллекций с целью совершенствования существую-
щих методов консервации, разработки и внедрения 
новых технологий, направленных на сохранение кол-
лекционных штаммов в жизнеспособном и исходном 
состоянии и применение современных информацион-
ных подходов каталогизации, паспортизации и учета 
движения патогенных штаммов.
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практика депонирования микроорганизмов 
в коллекционных центрах получила признание во 
всем мире. под депонированием понимают переда-
чу в коллекцию микроорганизмов для регистрации, 
хранения и выдачи их образцов. целью депонирова-
ния является сохранение в признанных коллекциях 
наиболее ценных штаммов микроорганизмов, вы-
деленных из природных источников или созданных 
исследователями в процессе научной деятельности, 
для обеспечения их доступности научному сообще-
ству при соблюдении прав депозиторов. 

формы депонирования микроорганизмов. в 
соответствии со сложившейся практикой коллекции 
осуществляют депонирование по трем основным 
формам – депонирование для открытого доступа или 
хранение (public deposit), сохранное депонирование 
или гарантированное хранение (safe deposit), патент-
ное депонирование (patent deposit) [10, 13, 15, 16]. от 
формы депонирования зависят правила обращения с 
депозитами, в первую очередь, правила выдачи об-
разцов и информации о них третьим лицам. 

депонирование для открытого доступа рассма-
тривается как услуга депозитора научному сообще-
ству. депозитор передает в коллекцию штаммы, выде-
ленные из природных источников, либо полученные 
в лабораторных условиях, для свободного использо-
вания в исследовательских или иных видах микро-
биологической деятельности, получая при этом, как 
правило, льготное право на приобретение других 
штаммов из коллекции. коллекция выполняет роль 
посредника в передаче штаммов от депозитора науч-
ному сообществу, принимая на себя обязательства за 
сохранение не только жизнеспособности микроорга-
низмов, как в случае других видов депонирования, 
но и аутентичности свойств. данный вид депониро-
вания является одним из источников формирования 
общедоступных коллекционных фондов сервисных 
коллекций. международный кодекс номенклатуры 
бактерий обязывает исследователей, описавших но-

вые виды или подвиды микроорганизмов, передавать 
типовые и референтные штаммы в признанные кол-
лекции культур, чтобы сделать их доступными для 
всех заинтересованных лиц. в случае депонирования 
для открытого доступа коллекции самостоятельно 
разрабатывают правила и критерии, предъявляемые 
к депозитам, принимают решение о целесообразно-
сти депонирования новых штаммов согласно свое-
му профилю, статусу, техническим возможностям, 
направлению собственных научных исследований. 
критерии приема штаммов на рассматриваемый вид 
депонирования в некоторые сервисные европейские 
коллекции приведены в таблице.

если исследователю необходимо сохранить 
штамм и при этом полностью ограничить доступ 
к нему третьих лиц, выбирается форма сохранного 
депонирования. микроорганизмы, принимаемые на 
сохранное или патентное депонирование, могут не 
отвечать критериям, предъявляемым к доступным 
депозитам, и должны соответствовать только типу 
специализации коллекции. данный вид депонирова-
ния осуществляется на период, оговоренный двух-
сторонним соглашением, на коммерческой основе. 
коллекция не имеет права распоряжения штаммом 
без разрешения депозитора, сохраняет конфиден-
циальность информации о факте депонирования и 
принимает на себя обязательства только за поддер-
жание жизнеспособности и чистоты сохраняемой 
культуры. 

третья форма депонирования – патентное де-
понирование, как следует из названия, тесно свя-
зана с процедурой получения патента на изобрете-
ние, предметом которого является микроорганизм. 
требование раскрытия сущности изобретения с 
полнотой, достаточной для его воспроизведения спе-
циалистами в данной области, заложены в патентные 
законодательства многих стран. для выполнения 
этого требования в отношении микробиологических 
изобретений был создан институт патентного депо-
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нирования микроорганизмов в коллекциях культур. 
Факт депонирования подтверждает существование 
жизнеспособной культуры микроорганизма, а обяза-
тельства, которые принимает на себя депонирующая 
коллекция, гарантируют доступность штамма и воз-
можность осуществления связанного с ним изобре-
тения третьими лицами. 

первое депонирование штамма микроорганиз-
ма в связи с регистрацией изобретения микробио-
логического характера было проведено в 1949 г. в 
сельскохозяйственной коллекции культур для ис-
следовательских целей был депонирован штамм 
Streptomycces aureofaaciens Duggar A-377 – проду-
цент антибиотика хлортетрациклина. в настоящее 
время патентные законодательства большинства 
стран мира предусматривают перед регистрацией 
изобретений, связанных с микроорганизмами, депо-
нирование последних в уполномоченной коллекции, 
как механизм передачи обществу микробиологиче-
ского изобретения [1, 2 , 12, 17]. 

согласно национальным правилам, депонирова-
нию в уполномоченной коллекции подлежат микро-
организмы, под которыми понимают биологические 
организмы микроскопических размеров, в частности, 
бактерии, вирусы, микроводоросли, микроскопиче-

ские грибы, бактериофаги, консорциумы микроорга-
низмов, а также клеточные линии [1]. в последнее 
время расширяется перечень биологических объек-
тов, на которые может быть получен охранный до-
кумент. кроме общепринятых объектов изобретений, 
патентная охрана предоставляется нуклеотидным по-
следовательностям, пептидам, плазмидам, векторам. 
поэтому в международных документах, касающихся 
вопросов патентования биотехнологических изобре-
тений, в частности в директиве 98/44 европейского 
союза (статья 2.1), вместо термина «микроорга-
низм», используется термин «биологический мате-
риал», под которым понимают любой материал, со-
держащий генетическую информацию и способный 
к самовоспроизводству или воспроизводству в био-
логической системе [7].

выделяют две основные формы патентного 
депонирования – международное и национальное. 
депонирование по форме «международное» прово-
дится в случае испрашивания патента на биотехно-
логическое изобретение в нескольких зарубежных 
странах. евразийское патентное депонирование явля-
ется разновидностью международного и проводится, 
если планируется подача заявки в евразийское па-
тентное ведомство на получение патента, действую-
щего на территории стран содружества независимых 
государств.

патентное депонирование имеют право прово-
дить только специально уполномоченные коллекции. 
международное патентное депонирование признает-
ся состоявшимся, если проведено в коллекции, опре-
деленной в качестве международного органа по де-
понированию (далее мод) всемирной организацией 
интеллектуальной собственности [5]. статус мод в 
соответствии с будапештским договором к настоя-
щему времени приобрели три коллекции российской 
Федерации: всероссийская коллекция промышлен-
ных микроорганизмов (вкпм), всероссийская кол-
лекция микроорганизмов (вкм), всероссийский на-
учный центр антибиотиков (внца) [2]. коллекции, 
уполномоченные осуществлять национальное па-
тентное депонирование определенных видов биоло-
гического материала, устанавливаются государствен-
ными органами страны. 

нормативно-методические документы, регла-
ментирующие патентное депонирование микро-
организмов. основным документом, регламенти-
рующим международное патентное депонирование, 
является будапештский договор (далее договор) о 
международном признании депонирования микро-
организмов для целей патентной процедуры и 
инструкция к нему. договор и инструкция, которые 
определяют круг обязанностей мод, меру их ответ-
ственности, правила обращения с микроорганизма-
ми, позволяют унифицировать процедуру междуна-
родного патентного депонирования в уполномочен-
ных коллекциях разных стран [5]. выполнение ста-
тей инструкции и договора является обязательным 
для всех коллекций, имеющих статус мод. 

критерии, предъявляемые к депозитам  
для открытого доступа, в зарубежных коллекциях культур [16]

Belgian coordinated 
collections of micro-
organisms (Вссм)  

(бельгия)

Centraal bureau voor 
schimmelcultures 

(CBS) (нидерланды)

Deutsche sammlung  
von mikroorganismen 

und zellkulturen 
(DSMZ) (Германия)

1. бактерии 1-й и 
2-й групп риска по 
европейской системе 
классификации

2. грибы 1-й группы 
риска, имеющие значе-
ние для биомедицины, 
окружающей среды, 
сельского хозяйства, 
промышленности.

3. типовые и референт-
ные штаммы

4. Штаммы, используе-
мые в национальных 
и международных 
процедурах контроля 
(например, референс-
штаммы для контроля 
качества или определе-
ния чувствительности 
к антибиотикам

5. Штаммы, используе-
мые в важных исследо-
вательских проектах

6. плазмиды 1-й 
и 2-й категорий 
по классификации 
консультативного 
комитета по генетиче-
ским манипуляциям 
великобритании

1. таксон не представ-
лен в коллекции, либо 
представлен единствен-
ным штаммом, либо 
материал, сохраняемый 
в коллекции, больше не 
считается типичным

2. Штамм может рас-
сматриваться как рефе-
рентный, по мнению 
таксономической рабо-
чей группы, по данным 
влиятельной статьи 
либо тестовых проце-
дур (контроль качества, 
тесты на чувствитель-
ность к антибиотикам)

3. Штамм был ис-
пользован в важных 
таксономических, 
биомедицинских или 
биотехнологических 
исследованиях

4. Штамм имеет эконо-
мическое значение

5. Штамм был выделен 
из интересного геогра-
фического источника 
или экологической 
ниши

6. Штамм важен для 
текущих научных ис-
следований CBS

7. к культуре штамма 
должна прилагаться 
достаточная и надлежа-
щая информация

1. все виды микроорга-
низмов, кроме принад-
лежащих к 3-й группе 
риска по европейской 
системе классификации

2. генетически модифи-
цированные организмы 
принимаются, если с 
ними можно работать 
с уровнями безопас-
ности 1 и 2 по класси-
фикации директивы от 
23.04.1990 г. о безопас-
ности использования 
гмо

3. депонируемые штам-
мы должны использо-
ваться в работе, которая 
уже опубликована или 
готовится к печати

4. к депозиту должна 
прилагаться информа-
ция, достаточная для 
определения риска
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однако анализ практической деятельности кол-
лекций со статусом мод показал, что инструкция 
к договору не регулирует ряд вопросов частного 
характера, с которыми коллекции сталкиваются в 
практической работе, и не дает абсолютно точных 
указаний для всех возможных случаев [3]. это при-
водит к тому, что каждая коллекция проводит депо-
нирование по несколько различающимся схемам. в 
целях гармонизации и унификации международного 
патентного депонирования был проведен ряд сове-
щаний представителей различных депозитариев под 
эгидой всемирной федерации коллекций культур, 
разработан практический кодекс (далее кодекс) для 
международных органов по депонированию, опубли-
кованный в 1998 г. под редакцией м.Bosscherts [3]. 
кодекс не является нормативным документом. он 
рекомендован в качестве практического руководства 
в сложных ситуациях, позволяющего применять для 
всех мод сходные принципы и схемы проведения 
процедуры депонирования. 

учитывая возрастающую роль биотехнологий 
в промышленном развитии европейского союза, 
европейским парламентом и советом разработа-
на директива 98/44 ес «о правовой охране био-
технологических изобретений» [7]. основная цель 
директивы – скоординированная и эффективная пра-
вовая охрана биотехнологических изобретений во 
всех государствах евросоюза. статьи 13, 14 раздела 
4 директивы регулируют депонирование биологиче-
ского материала, относящегося к заявке на получе-
ние европейского патента. статьи посвящены наи-
более спорным вопросам, возникающим в контексте 
депонирования: о необходимости депонирования, 
крайней дате на которую должен быть депонирован 
биологический материал, правила доступа третьих 
лиц к депозиту. 

в ссср депонирование микроорганизмов в 
определенной коллекции при подаче заявок на изо-
бретение было законодательно закреплено с 1976 г. 
[11]. государство установило коллекции-депо зи та-
рии, уполномоченные осуществлять депонирова-
ние определенных видов микроорганизмов для це-
лей национальной патентной процедуры. в 1990 г. 
были опубликованы методические рекомендации 
«правила депонирования микроорганизмов в связи с 
патентной процедурой» (далее правила в редакции 
1990 г.), разработанные комитетом по изобретениям 
[10]. основные положения методических рекоменда-
ций в части даты, процедуры первоначального и по-
вторного депонирования, обязательного срока хране-
ния, критериев отказа в приеме на депонирование, 
соответствуют статьям инструкции к договору.

с января 2008 г. нормативно-правовое регули-
рование в сфере охраны изобретений осуществля-
ется частью 4 гражданского кодекса российской 
Федерации (далее гк рФ), административным ре-
гламентом по организации приема заявок на изобре-
тения (далее регламент) [1, 6]. планируется разра-
ботка дополнительных документов для детализации 

частных вопросов в данной сфере. Федеральным 
институтом промышленной собственности прово-
дится ревизия перечня коллекций, уполномоченных 
осуществлять национальное патентное депониро-
вание разных видов микроорганизмов, подготовлен 
проект правил по порядку и условиям депонирова-
ния микроорганизмов для целей национальной па-
тентной процедуры [14]. цель документа, во-первых 
унификация правил патентного депонирования 
во всех уполномоченных коллекциях российской 
Федерации, во-вторых, приведение их в соответ-
ствие с действующими документами. 

Депонирование патогенных бактерий в 
Государственной коллекции патогенных бак-
терий «микроб». государственная коллекция па-
тогенных бактерий «микроб» (гкпб «м»), суще-
ствующая с 1955 г., проводит депонирование пато-
генных бактерий I–IV групп с 1976 г. по двум фор-
мам: авторское и охраноспособное депонирование 
[9]. депонированию в качестве авторских подлежат 
штаммы «с выявленными или наделенными новы-
ми свойствами, имеющие научно-практическое или 
теоретическое значение, заслуживающие освещения 
в печати, но не представляющие предмет изобрете-
ния» [9]. авторское депонирование является одной 
из форм внедрения исследователем в практику ре-
зультатов научных разработок. депонирование про-
водится с правом выдачи образцов штаммов третьим 
лицам, поэтому оно может рассматриваться анало-
гом депонирования для открытого доступа. решение 
о приеме или отказе в депонировании новых штам-
мов принимает постоянно действующая экспертная 
комиссия. через 10 лет хранения штамма на основа-
нии анализа спроса коллекция имеет право решать 
вопрос о его перспективности и целесообразности 
дальнейшего хранения [9]. 

гкпб «м» вошла в список коллекций российской 
Федерации, уполномоченных осуществлять депони-
рование определенных видов микроорганизмов для 
целей национальной патентной процедуры [8,14]. 
приказом руководителя федеральной службы по над-
зору в сфере защиты прав потребителей и благополу-
чия человека № 88 от 17.03.2008 г. она определена в 
качестве национальной коллекции с правом охрано-
способного депонирования всех патогенов I–II групп 
бактериальной природы по национальной системе 
классификации. 

при разработке первых методических реко-
мендаций по депонированию патогенных бактерий 
были приняты во внимание основные положения 
инструкции к договору, ввиду отсутствия нацио-
нальных документов, регулирующих депонирование 
микроорганизмов. на современном этапе представ-
ляется закономерным и необходимым переработ-
ка нормативно-методической базы, регулирующей 
депонирование штаммов патогенных бактерий в 
коллекции, с учетом накопленного опыта, приве-
дение ее в соответствие с гк рФ, регламентом и 
проектом правил. в практической работе по депо-
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нированию коллекция сталкивается с вопросами, 
которые детально не проработаны в существующих 
нормативно-методических документах и по которым, 
в отсутствие четких норм, могут приниматься разные 
решения. поэтому разработке новых правил должно 
предшествовать обсуждение проблемных вопросов, 
возникающих в контексте депонирования, в первую 
очередь патентного, принципиальные положения 
которого регулируются на национальном уровне, и 
возможных вариантов их решения. к наиболее про-
блемным в деятельности нашей коллекции относятся 
вопросы, связанные с целесообразностью депониро-
вания вновь поступающих штаммов и условиями вы-
дачи образцов депозитов третьим лицам. 

целесообразность депонирования штаммов 
микроорганизмов в коллекционных центрах. 
необходимость существования практики депони-
рования микроорганизмов в коллекциях культур не 
подвергается сомнениям. решение о целесообраз-
ности депонирования нового штамма для открытого 
доступа или авторском депонировании принимает 
коллекция, исходя из критериев, предъявляемых к 
депозитам, стоящих перед коллекцией задач, направ-
ления научных исследований и потребности в штам-
ме обслуживаемого круга лиц. 

в случае патентного депонирования коллекция 
не наделена правом решать вопрос об охраноспособ-
ности микроорганизма, относящегося к изобрете-
нию, и необходимости его депонирования. данный 
вопрос входит в область компетенции патентного 
ведомства. международные и национальные доку-
менты однозначно обязывают коллекцию, получив-
шую статус уполномоченного депозитария, принять 
на патентное депонирование любой штамм, соответ-
ствующий ее профилю, и быть доступной для всех 
на равных условиях [5, 12]. определены ситуации, 
когда депозитарий имеет право отказать в приеме 
штамма на патентное депонирование: а) депозит не 
соответствует типу депонируемых в данном депози-
тарии микроорганизмов; б) свойства микроорганиз-
ма настолько исключительны, что депозитарий тех-
нически не способен выполнить свои обязанности по 
поддержанию образцов; в) микро организм получен в 
нежизнеспособном состоянии; г) при контаминации 
предоставленных образцов; д) не предоставлены все 
документы, предусмотренные правилами (прави ло 
6.4 инструкции к договору, п. 5.5 проекта правил). 

поэтому решение о депонировании штамма в 
связи с подачей заявки на получение патента всегда 
принимает автор изобретения. при принятии реше-
ния он должен руководствоваться принципом целе-
сообразности, который заложен в документы, имею-
щие отношение к депонированию биологического 
материала. 

так, согласно п. 1 статьи 13 директивы ес 98/44, 
«если изобретение предусматривает использование 
или касается биологического материала, не доступ-
ного для широкой публики, и который не может быть 
описан в заявке на патент таким образом, чтобы это 

изобретение могло быть воспроизведено специали-
стом в данной области техники, то описание считает-
ся неадекватным для целей патентного закона за ис-
ключением случаев, когда биологический материал 
был депонирован не позднее даты, на которую заявка 
на патент была подана в признанный депозитарный 
институт» [8] .

принцип целесообразности депонирования 
микроорганизмов заложен и в национальные норма-
тивные документы. в пункте 10.3 регламента указы-
вается, что «к заявке на изобретение, относящееся 
к штамму микроорганизма, линии клеток растений 
или животных либо к средству с использованием 
неизвестных штаммов микроорганизма или линии 
клеток, содержащей указание на их депонирование 
в уполномоченной на это коллекции микроорганиз-
мов, прилагается документ о депонировании» [1]. 
толкования термина «неизвестные» не приводится, 
но под ним, вероятно, понимаются штаммы неиз-
вестные и недоступные для специалистов в данной 
области. согласно статье L.612-5 кодекса по ин-
теллектуальной собственности Франции «если изо-
бретение касается использования микроорганизма, 
который не является общедоступным, то описание 
изобретения не будет считаться раскрывающим изо-
бретение настолько, чтобы позволить осуществить 
его, за исключением, если культура микроорганизма 
не была депонирована в уполномоченном для депо-
нирования учреждении» [4].

правила в редакции 1990 г. предусматривали не-
сколько конкретных ситуаций, когда депонирование 
штамма микроорганизма не являлось необходимым 
и обязательным [11]. так п. 1.6 гласит, что патент-
ное депонирование нецелесообразно в отношении 
типовых, неотиповых, референтных или иных штам-
мов, которые могут быть без ограничения получе-
ны заинтересованными лицами, ввиду их широкого 
распространения в микробиологической практике. 
в качестве критерия доступности штамма указы-
вается наличие его не менее чем в двух коллекциях 
российской Федерации, одна из которых уполномо-
ченная. поскольку такие штаммы могут быть без 
ограничений (за исключением ограничений по выда-
че патогенных микроорганизмов) получены третьи-
ми лицами, то необходимости в закладке на хранение 
культуры такого штамма нет и депонирование в этом 
случае теряет свой изначальный смысл – сделать 
штамм, являющийся собственностью автора, до-
ступным научному сообществу, поместив его в при-
знанную коллекцию.

когда депонируется генетически измененный 
штамм, депозит, как правило, является собственно-
стью автора, поскольку получен им в ходе выполне-
ния определенных исследований и поэтому неизве-
стен и недоступен для общества. часто получение 
штамма является следствием ряда случайных собы-
тий (мутагенеза, селекции) и поэтому трудно вос-
производимо. если изобретение связано конкретно 
с таким штаммом, а он является собственностью ав-
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тора, то депонирование, безусловно, целесообразно 
и необходимо за одним исключением. в регламент 
введен пункт, согласно которому в отношении реком-
бинантных штаммов, которые могут быть сконструи-
рованы генно-инженерными методами на основании 
сведений, приведенных в описании изобретения, 
депонирование не является обязательным (факульта-
тивное) [1].

природный штамм микроорганизма, т.е. вы-
деленный из окружающей природной среды, может 
являться предметом патента, если отвечает критери-
ям охраноспособности: новизне, изобретательскому 
уровню и промышленной применимости [6, 7]. 

наша практика показывает, что исследователь, 
выявив природные штаммы, которые соответствуют 
требованиям к патентоспособным изобретениям или 
критериям к авторским депозитам, передает в кол-
лекцию на депонирование их образцы, не учитывая 
наличие штамма в общедоступном фонде коллек-
ции и распространенность в микробиологической 
практике. следствием этого является закладывание 
на хранение образцов штаммов, уже имеющихся в 
коллекционном фонде, и регистрация их под новы-
ми номерами. ревизия коллекции показала, что более 
44 % депонированных штаммов имеются в общедо-
ступном фонде. 

распространенность обсуждаемой ситуации в 
нашей коллекции, безусловно, связана с особенно-
стями обращения бактерий, высокопатогенных для 
человека, которое регулируется санитарными пра-
вилами сп 1.2.036-95, специальными приказами, 
распоряжениями. в соответствии с этими особенно-
стями исследователь, как правило, получает штаммы 
для работы из общедоступного фонда специализи-
рованных коллекций, в том числе и уполномочен-
ной проводить патентное депонирование. Фонд 
специализированных коллекций высокопатогенных 
микроорганизмов формируется главным образом за 
счет штаммов, выделенных при диагностических ис-
следованиях, поступивших на идентификацию, по-
лученных из других коллекций на основании обмена 
или покупки. 

к дублированию штамма и регистрации его в 
коллекции более чем под одним номером приводит 
депонирование штамма дважды, не связанное с про-
цедурой повторного депонирования [5, 11]. может 
быть выявлена новая область применения или неиз-
вестные свойства у ранее депонированного штамма. 
поскольку в требованиях к новым депозитам нет 
критерия – отсутствие штамма в коллекции, вновь 
поступающие образцы регистрируются под новым 
номером и закладываются на хранение. 

строго говоря, в обсуждаемой ситуации, в пер-
вую очередь при авторском депонировании, депо-
нируется не новый штамм, а новая информация о 
штамме, поддерживаемом в коллекции, и области его 
применения. депонирование штаммов, уже имею-
щихся в коллекции, регистрация одного штамма под 
несколькими номерами приводит, на наш взгляд, к не 

рациональному использованию коллекции как хра-
нилища микробиологических ресурсов.

введение пошлин за услуги по патентному де-
понированию, которое сегодня проводится без фи-
нансовых затрат для депозиторов, безусловно, по-
высило бы их ответственность при решении вопроса 
о целесообразности депонирования и частично спо-
собствовало урегулированию проблемы. 

Правила выдачи штаммов, депонированных 
по форме «патентное» третьим лицам. наиболее 
проблемными традиционно являются вопросы, свя-
занные с правилами выдачи образцов депозитов и 
информации о них третьей стороне, поскольку депо-
зиторы, как правило, с трудом соглашаются на выда-
чу своих штаммов. эти вопросы решаются неодина-
ково при разных формах патентного депонирования. 
в случае международного патентного депонирова-
ния коллекции обязаны выдавать образцы депозитов 
в строгом соответствии с правилом 11 инструкции 
к договору. правила выдачи штаммов, депониро-
ванных по форме «национальное», могут иметь свои 
особенности. в любом случае, правила доступа к де-
позитам всегда ставятся в зависимость от этапа па-
тентной процедуры [5, 7, 10, 11, 13].

до подачи заявки на получение патента на изо-
бретение, относящееся к депонированному биоло-
гическому материалу, образцы могут быть выданы 
только депозитору или по его письменному разреше-
нию. после подачи заявки и до первой ее публикации 
образец микроорганизма дополнительно может быть 
выдан ведомству промышленной собственности, в 
которое подана заявка на патент, содержащая ссылку 
на депонирование микроорганизма, при условии его 
использования исключительно для целей патентной 
процедуры. в период между публикацией заявки и 
выдачей патента, несмотря на временную охрану 
изобретения, микроорганизмы, как правило, не вы-
даются третьим лицам. однако, согласно директиве 
98/44 ес, биологический материал, депонирован-
ный в связи с получением европейского патента, на 
этом этапе уже может быть выдан любому, кто об 
этом просит, при определенных условиях [7]. под 
определенными условиями понимается принятие по-
лучателем штамма обязательств в течение срока, ког-
да патент, относящийся к депозиту, остается в силе 
в государствах-участниках европейской патентной 
конвенции, использовать его исключительно для це-
лей эксперимента и не передавать третьим лицам, о 
чем заявляется в ходатайстве. ходатайство заинтере-
сованного лица направляется в европейское патент-
ное ведомство (далее епв), которое подтверждает 
факт подачи заявки на патент и право ходатайствую-
щего лица на доступ к этому материалу. епв направ-
ляет заверенную копию ходатайства в учреждение 
по депонированию, которое выдает образец штамма. 
вместе с тем директива дает возможность изобрета-
телю ограничить доступ к биологическому материа-
лу на этом этапе и передавать его только через неза-
висимого эксперта [7]. 
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после выдачи патента на изобретение, относя-
щийся к нему биологический материал может быть 
выдан любому, кто об этом ходатайствует, но либо по 
разрешению ведомства промышленной собственно-
сти, в которое подана заявка на патент, либо по разре-
шению депозитора, при соблюдении запрашивающей 
стороной вышеуказанных условий. в первом случае 
патентное ведомство удостоверяет депозитарий, что 
ходатайствующее лицо имеет право на получение 
образца микроорганизма в соответствии с законода-
тельством, регулирующим патентную процедуру в 
данном ведомстве [4,5].

директива ес 98/44 дает депозитору право огра-
ничить доступ к депонированному материалу в течение 
20 лет от даты подачи заявки на европейский патент, 
в случаях получения отказа или отзыва последней [7]. 
такая норма представляется оправданной, поскольку 
после депонирования согласно договору депозит не 
подлежит отзыву из уполномоченной коллекции в те-
чение обязательного срока хранения [3, 11] . 

после прекращения действия патента изобрете-
ние попадает в общественную сферу. что касается 
биологического материала, относящегося к патенту, 
то доступ разрешен любому, кто об этом ходатай-
ствует и никакие ограничения в отношении доступа к 
депозиту, в том числе и использование его в коммер-
ческих целях, не могут действовать [7]. после окон-
чания обязательного периода хранения депозитарий, 
по согласованию с депозитором, обеспечивает либо 
уничтожение материала, либо возвращение его депо-
зитору, либо переводит его в разряд общедоступных. 
в случае отсутствия соглашения с депозитором кол-
лекция использует третий вариант [3].

правилам выдачи образцов микроорганизмов, 
депонированных по форме «патентное», посвящен 
раздел 7 проекта правил. в соответствии с ним в пе-
риод действия патента образцы депозитов могут быть 
выданы третьим лицам только по письменному раз-
решению депозитора, независимо от цели их исполь-
зования, при соблюдении третьими лицами ст. 1358 и 
1359 гк рФ. вместе с тем в проекте правил недоста-
точно четко определены полномочия депозитария в 
части доступа третьих лиц к депозитам, относящихся 
к патентам, действие которых прекращено досрочно. 
согласно гк рФ срок действия патента на изобрете-
ние ограничен во времени и составляет 20 лет, при 
условии его поддержания [6]. действие патента мо-
жет быть прекращено досрочно, например, в случае 
неуплаты ежегодной пошлины за поддержание.

анализ коллекционного фонда гкпб «м» пока-
зывает, что в настоящее время поддерживается менее 
5 % патентов, относящихся к штаммам, депонирован-
ным по форме «охраноспособное». важность данного 
вопроса и реальная ситуация, складывающаяся при 
патентном депонировании в коллекции, когда дей-
ствие исключительного права патентообладателя на 
распоряжение изобретением в большинстве случаев 
прекращается через 3–5 лет после выдачи патента по 
причине неуплаты пошлины, требуют детализации 

правил выдачи образцов депонированного материала. 
при этом необходимо учитывать два обстоятельства. 
во-первых, предоставление гк рФ возможности вос-
становления патента. во-вторых, стимулирование гк 
рФ активного использования третьими лицами изо-
бретений, патент на которые не поддерживается в со-
ответствии с законодательством. 

согласно проекту правил, уполномоченная кол-
лекция прекращает выполнение своих обязательств 
в отношении депозитов после истечения срока дей-
ствия патента (вероятно, и досрочного). при этом не 
указывается какие это обязательства – ограничения 
на выдачу, сохранение депозита в течение опреде-
ленного периода хранения. на наш взгляд, после 
прекращения действия исключительного права па-
тентообладателя на распоряжение изобретением, 
должны меняться и правила выдачи связанных с ним 
депозитов заинтересованным лицам. в тоже время 
коллекция должна продолжать выполнение обяза-
тельства по сохранению штамма, депонированного в 
связи с получением патента, в течение обязательного 
периода хранения. 

что касается обязательного периода хранения 
депозита, то в соответствии с разделом 2 проекта 
правил он определен как срок действия патента. 
согласно инструкции к договору (правило 9.1) и 
правилам в редакции 1990 г. (п. 2.2) он составляет 
не менее 5 лет после последней выдачи образцов 
и в любом случае не менее 30 лет, считая от даты 
депонирования. на наш взгляд, норма сохранения 
депозитов в течение определенного периода после 
окончания действия патента является приемлемой и 
в случае национального патентного депонирования, 
поскольку обеспечивает практическую реализацию 
статьи 1364 гк рФ. 

полностью прекратить свои обязанности в от-
ношении депозитов, т.е. аннулировать патентное 
депонирование, коллекция имеет право только если 
депозитор в течение определенного срока не подал 
заявку на изобретение, относящееся к депонирован-
ному материалу. новый проект правил предоставля-
ет коллекции право самостоятельно устанавливать 
такой срок. 

в практической деятельности уполномоченные 
коллекции сталкиваются и с другими ситуациями, 
по которым могут приниматься разные варианты 
решений, при отсутствии установленных правил. 
нормирование патентного депонирования на нацио-
нальном уровне, разработка руководящих принципов 
для решения спорных ситуаций, во-первых, позволит 
коллекциям-депозитариям сформировать свою нор-
мативную базу, полностью адекватную националь-
ному патентному законодательству, во-вторых, при-
менять коллекциями при решении спорных ситуаций 
сходные принципы, и в целом унифицировать дан-
ную процедуру во всех уполномоченных коллекциях 
российской Федерации. нормативно-методическая 
база патентного депонирования должна защищать, 
с одной стороны, имущественные и авторские инте-
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ресы депозитора, с другой – способствовать рацио-
нальному использованию коллекций как хранилищ 
микроорганизмов и более эффективному использо-
ванию коллекционных фондов для фундаментальных 
и прикладных научных исследований. актуальность 
этой проблемы повышается на современном этапе в 
связи с увеличением количества патентов в области 
генетической инженерии и медицинской биотехно-
логии в целом, связанных с производством диагно-
стических и профилактических препаратов.

выражаем благодарность главному специалисту 
Фгуз «роснипчи «микроб» белозерцевой о.г. за 
обсуждение нашей работы и высказанные критиче-
ские замечания.
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холера – тяжелая острая инфекционная болезнь, 
вызываемая токсигенными штаммами холерного ви-
бриона о1 и о139 серогрупп [19, 22, 34, 42]. в усло-
виях продолжающейся седьмой пандемии холеры 
активные миграционные процессы и существова-
ние современных высокоскоростных транспортных 
средств создают постоянную угрозу заноса инфек-
ции в любую точку земного шара в кратчайшие сро-
ки. противоэпидемические мероприятия по недопу-
щению распространения этой особо опасной инфек-
ции во многом зависят от того, насколько быстрые 
и точные методы используются для обнаружения 
холерного вибриона. поэтому сохраняется актуаль-
ность совершенствования имеющихся и разработки 
новых средств лабораторной диагностики холеры и, 
в частности, иммунодиагностики как одного из наи-
более технически простых и экспрессных методов 
детекции бактериальных патогенов.

иммунодиагностика холеры включает в себя 
комплекс иммунологических реакций, различаю-
щихся по регистрируемому эффекту и технике по-
становки, основанных на взаимодействии специфи-
ческих антигенов холерного вибриона и гомоло-
гичных антител [3, 42]. иммунологические методы 
диагностики холеры используются как в рамках бак-
териологического исследования (ускоренные методы 
обнаружения возбудителя и идентификации культур) 
[3, 14, 42], так и самостоятельно – для индикации 
холерного вибриона в материале, зараженном этим 
возбудителем [31, 47], и при проведении серологиче-
ских исследований с целью ретроспективного выяв-
ления переболевших и вибриононосителей, а также 
оценки эффективности вакцинопрофилактики [3, 14, 
20, 42, 48, 55].

как известно, все представители вида Vibrio 
cholerae имеют сходные культурально-морфоло ги-
че ские и биохимические свойства, но отличаются 
структурой липополисахарида (лпс), а именно его 
о-полисахаридных цепей (о-антигена), определяю-
щей серологическую специфичность вибрионов 
[34, 42]. поскольку к возбудителям холеры относят 
V. cholerae только двух – о1 и о139 – серогрупп [14, 
22, 34, 42], а с вибрионами остальных известных к 
настоящему времени серогрупп связывают только 
спорадические случаи диарейных и экстраинтести-

нальных инфекций [34, 42], ключевым диагностиче-
ским моментом является определение сероваропри-
надлежности холерного вибриона, осуществляемое в 
современных условиях преимущественно с примене-
нием иммунологических реакций.

для определения принадлежности холерных 
вибрионов к о1 серогруппе наиболее часто приме-
няется реакция агглютинации (ра) на стекле (слайд-
агглютинация) или в пробирках (объемная или раз-
вернутая ра), а также разные модификации ее поста-
новки микрометодом с использованием как выделен-
ной культуры, так и материала от больного [3, 17, 28, 
42]. в сравнении с развернутой ра микрометод менее 
трудоемок, экономичен и экспрессен [28]. при этом в 
92–95 % случаев результаты постановки ра в микро-
объемах и в пробирках совпадают [28]. представляет 
интерес методика постановки ра микрометодом в 
полистироловых панелях с применением красителя – 
щелочного метиленового синего леффлера, к досто-
инствам которой можно отнести демонстративность 
и простоту объективного учета [17].

ра была одним из первых методов, предложенных 
для идентификации холерного вибриона о139, впер-
вые описанного в начале 90-х годов прошлого столе-
тия [19, 22, 34, 42]. в многочисленных исследованиях 
показана эффективность слайд-агглю ти на ции и объ-
емной ра с серовароспецифической поликлональной 
сывороткой [12, 16, 27, 52] или мка [5, 39, 46]. 

несмотря на то, что ра представляет собой 
наиболее простой и широко применяемый метод 
определения сероваропринадлежности V. cholerae, 
регламентированный методическими указаниями 
(мук) по лабораторной диагностике холеры [14], он 
имеет отдельные недостатки, к которым относятся 
невысокая чувствительность, субъективность оцен-
ки результатов, возможность ложноположительных 
реакций в случае спонтанной агглютинации или 
вследствие остаточной перекрестной реактивности 
при использовании поликлональных адсорбирован-
ных сывороток [3]. кроме того, из объектов внеш-
ней среды и от людей нередко выделяются штаммы 
холерных вибрионов со сниженной агглютинабель-
ностью [3, 42], что не исключает вероятности полу-
чения ложноотрицательного результата в ра. это, в 
частности, подтверждается результатами экспери-
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ментов о.и.сальниковой с соавт. [21], получившими 
инагглютинабельные мутанты природных штаммов 
V. cholerae о139, нереакционноспособные в ра, но 
сохранившие активность в других использованных в 
работе серологических реакциях. 

другим агглютинационным тестом, используе-
мым для обнаружения холерного вибриона, является 
реакция коагглютинации (ркоа). простота постанов-
ки, отсутствие необходимости в специальном обо-
рудовании и дорогостоящих материалах, быстрота 
получения ответа позволяют рекомендовать ркоа 
в качестве высокочувствительного экспресс-метода 
определения соматического антигена V. сho le rae о1 
[49]. антительный коагглютинирую щий диагности-
кум на основе коммерческой холерной о1 сыворотки 
(саратов) оказался эффективным для определения со-
держания о-антигена в надосадочной жидкости хо-
лерных вибрионов и контроля чистоты получения пре-
парата энтеротоксина [7]. хотя ркоа характеризуется 
большей наглядностью, чем ра, она не лишена других 
присущих последней недостатков, особенно если для 
приготовления диагностикума применяют поликло-
нальные иммуноглобулины. так, коагглютинирую-
щий диагностикум на основе антител, выделенных 
из поликлональной сыворотки против холерного ви-
бриона о139 серогруппы, был с успехом использован 
для серологической идентификации возбудителя, но 
не для его индикации [11]. моноклональные коагглю-
тинирующие тесты, вследствие большей специфично-
сти использованного иммунореагента, оказались эф-
фективными для быстрого выявления возбудителя в 
образцах клинического материала и пробах воды, хотя 
и их чувствительность и специфичность не всегда до-
стигали 100 % [36, 47]. 

к экспрессным методам иммунодиагностики 
холеры относится реакция иммобилизации вибрио-
нов (рив), которая дает возможность бактериоско-
пически обнаружить возбудитель в течение несколь-
ких минут при его концентрации не менее 1·105 м.
кл./мл при исследовании нативного материала или 
культуры вибрионов [14]. при наличии в образце 
возбудителей холеры добавление к исследуемой ка-
пле о-агглютинирующей холерной сыворотки [14, 
19, 42] или мка [14, 42, 46] вызывает обездвижи-
вание отдельных микробных клеток и образование 
неподвижных микроагглютинатов немедленно или 
в течение 1–2 мин [14]. хотя данный метод, буду-
чи, как и ра, официально рекомендованным мук 
«лабораторная диагностика холеры» [14], отличает-
ся быстротой получения результата и позволяет дать 
первый сигнальный ответ уже через 15–20 мин от 
начала исследования материала, при его проведении 
возможны неспецифические взаимодействия, а отри-
цательный результат в рив не исключает диагноза 
холеры [14]. 

эритроцитарные антигенные и антительные 
препараты давно широко и успешно применяются 
для диагностики различных бактериальных инфек-
ций, в том числе холеры. постановка реакции не-

прямой гемагглютинации (рнга) с использованием 
диагностикума эритроцитарного холерного имму-
ноглобулинового предусмотрена действующими 
методическими указаниями по лабораторной диа-
гностике холеры [14]. экспериментальный холерный 
о-иммуноглобулиновый эритроцитарный диагно-
стикум позволяет выявлять в рнга вибрионы о1 се-
рогруппы серотипов огава и инаба в концентрации 
1,5·105 и 7,5·105 м.кл. соответственно, а также гомо-
логичные антитела к ним в реакции нейтрализации 
антигена (рнаг) [24]. 

ряд эритроцитарных диагностикумов предложен 
и для обнаружения холерных вибрионов о139. на 
основе лизата, полученного из ацетонвысушенных 
клеток V. cholerae MO45, сконструирован специфич-
ный холерный диагностикум для идентификации чи-
стых культур V. cholerae о139 как в рнга, так и в ре-
акции нейтрализации антител (рнат) с порогом чув-
ствительности 2,5·107 – 1,5·106 м.к./мл [15]. следует, 
однако, отметить, что хотя гемагглютинационные 
тесты достаточно эффективны, их применение имеет 
определенные ограничения, поскольку входящие в 
состав диагностикумов реагенты нестабильны, а по 
показателю чувствительности они уступают совре-
менным иммунодиагностическим методам [13]. 

одно из ведущих мест в экспресс-диагностике 
холеры занимает метод флюоресцирующих антител 
(мФа). имеются сообщения об использовании тех-
ники флуоресцирующих антител для детекции воз-
будителя холеры в образцах стула и в пробах воды 
[30, 42]. иммунофлуоресцентный метод на основе 
поликлональных антител к белкам внешней мембра-
ны V. cholerae о1 был эффективен при выявлении со-
ответствующего микроорганизма при концентрации 
240 кое/мл в образце [35]. 

для детекции V. cholerae о139 в прямом мФа 
сконструирован диагностический препарат на осно-
ве поликлональных адсорбированных кроличьих им-
муноглобулинов к о-антигену холерного вибриона 
гомологичной серогруппы [2]. продемонстрирована 
также высокая чувствительность и специфичность 
моноклональных иммунофлуоресцентных препара-
тов как при идентификации чистых культур V. chole-
rae о139, так и индикации возбудителя в различном 
инфицированном материале [4, 36, 46]. не отрицая 
безусловной диагностической ценности мФа, необ-
ходимо отметить, что при его применении возможны 
ложноположительные результаты, особенно в случае 
использования поликлональных флуоресцирующих 
иммуноглобулинов за счет их кросс-реактивности, 
обусловливающей неспецифическое свечение по-
сторонней микрофлоры [14], и ложноотрицательные 
результаты – при наличии в материале атипичных 
форм V. cholerae или концентрации микроорганиз-
мов ниже порога чувствительности анализа. 

при обнаружении холерного вибриона хорошо 
зарекомендовал себя иммуноферментный анализ 
(иФа) или ELISA (от англ. enzyme-linked immuno-
sorbent assay) как высокочувствительный, воспроиз-
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водимый и наглядный современный иммунодиагно-
стический метод. детекция V. cholerae в различных 
вариантах иФа основывается на применении поли- 
и моноклональных антител к различным антигенам 
микроорганизма, например, кроличьих иммуногло-
булинов к гликопротеину возбудителя холеры [10], 
белкам внешней мембраны V. cholerae о1 огава, о1 
инаба и V. cholerae о139 [43], лпс V. cholerae о139 
[25]. быстрым и чувствительным способом обнару-
жения возбудителя в материале от больных пред-
ставляется дот-ELISA на основе мка к лпс V. chol-
erae о139, однако в единичных случаях были за-
фиксированы ложноположительные результаты [31]. 
использование иФа является перспективным также 
и при диагностике глубоко измененных по антиген-
ной структуре штаммов холерных вибрионов [26], а 
также некультивируемых форм V. cho le rae [23].

принцип непрямого сэндвич-ELISA был ис-
пользован при разработке амперометрического им-
муносенсора для быстрой детекции V. cholerae о1 
на основе высокоспецифичных поликлональных 
антител [50]. чувствительность метода составила 
1·105 м.кл./мл, а продолжительность анализа 55 мин. 
сообщается также о конструировании иммуносенсо-
ра на основе мка к V. cholerae о1 с чувствительно-
стью 1·105 – 1·109 м.кл./мл [40]. 

весьма перспективным методом экспресс-
диагностики холеры является применение иммуно-
хроматографических дипстиков [41, 45, 54]. чувстви-
тельность и специфичность данного метода, однако, 
не всегда удовлетворительны – в зависимости от 
использованного теста, исследуемого материала и 
навыков персонала, осуществляющего постановку 
анализа, они колеблются от 58 и 67 до 95 и 97 % со-
ответственно [41, 54], редко достигая 100 % [45].

наряду с принадлежностью V. cholerae к о1 или 
о139 серогруппе, маркером эпидемического потен-
циала холерного вибриона является его токсиген-
ность [19, 34]. в связи с этим, большое внимание 
уделяется конструированию иммунодиагностикумов 
для определения холерного токсина (хт). в соответ-
ствии с принятой схемой лабораторной диагности-
ки холеры заключение о холерогенности V. cholerae 
основывается на результатах внутрикишечного за-
ражения крольчат-сосунков или оценке гемолити-
ческой активности и чувствительности к специфи-
ческим фагам, а также результатах полимеразной 
цепной реакции (пцр) [14]. поскольку продолжи-
тельность бактериологических анализов составляет 
не менее 18–20 ч с момента поступления материала 
на исследование, а применение генодиагностических 
методов имеет ряд ограничений, продолжают разра-
батываться альтернативные способы обнаружения 
хт, обеспечивающие получение результата в более 
короткий срок. с этой целью создан целый ряд экс-
периментальных иммунодиагностикумов.

так, Ю.а.белой и соавт. [7] предложен антитель-
ный коагглютинирующий диагностикум, обнаружива-
ющий очищенный холерный энтеротоксин в растворах 

в количестве 1–10 нг/мл. высокой чувствительностью 
и специфичностью обладал тест латекс-агглютинации, 
разработанный R.J.Almeida et al. [29].

оригинальный иммунофлуоресцентный метод 
с использованием ганглиозид-содержащей DASS-
системы (или системы шарообразных субстратов 
для определения антигенов) и люминесцирующей 
холерной антитоксической сыворотки оказался весь-
ма эффективным при определении холерогена [8]. с 
помощью специфических мка к в-субъеди нице хт 
методом непрямой иммунофлуоресценции удалось 
обнаружить гомологичный антиген непосредственно 
на поверхности вибрионов на ранних этапах культи-
вирования [6].

при определении холерогена за рубежом широ-
ко применяются методы иммуноферментного анали-
за [42]. отечественными учеными на основе мка 
к в-субъединице хт разработан прямой и сэндвич-
вариант диа для идентификации токсигенных 
штаммов V. cholerae, обеспечивающие обнаружение 
хт в культуральной жидкости и микробных клетках. 
более эффективным оказался сэндвич-вариант диа, 
в котором регистрировалось 2,4·106 – 4,9·106  м.кл./
мл, что соответствовало 16 нг/мл хт. длительность 
анализа составляла не более 1–1,5 ч для сэндвич-
варианта и 40–50 мин – для прямого диа [9].

S.L.Mousavi et al. [44] сообщают об успешной 
попытке применения сочетанного метода пцр-иФа 
для выявления токсигенных штаммов V. cho le rae о1. 
предел чувствительности метода составлял 0,5 пг 
днк и 5 бактериальных клеток.

учеными из тайваня разработан оригинальный 
иммуносенсор, основанный на комбинированном ис-
пользовании GM1-липосом и антител к хт в проточ-
ной системе с регистрацией сигнала специфической 
флуоресценции, позволяющий выявлять 6,6·10–17 г/мл 
холерного токсина в образцах объемом 200 мкл [37].

для одновременной детекции токсигенных и не-
токсигенных штаммов V. cholerae о1, о139, не о1 
и не о139 в клинических образцах и образцах воды 
индийскими учеными предложен дипстик-ELISA на 
основе поли- и моноклональных антител к двум ре-
комбинантным белкам – в-субъединице холерного 
токсина и белку внешней мембраны OmpW [53].

наряду с индикацией и идентификацией возбу-
дителя, лабораторная диагностика холеры предусма-
тривает проведение серологических исследований 
по определению в сыворотках больных, переболев-
ших, вибриононосителей и вакцинированных людей 
специфических антител [14, 20, 42, 48, 55]. хотя се-
рологической диагностике холеры отводится вспо-
могательная роль, она остается незаменимой при 
проведении ретроспективных исследований и в ка-
честве ориентира для проведения дополнительных 
бактериологических анализов с целью выявления 
вибриононосителей [14, 19, 42].

для обнаружения в сыворотке крови антител, об-
ладающих свойствами агглютининов, методически-
ми указаниями по лабораторной диагностике холеры 
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рекомендуется постановка развернутой реакции аг-
глютинации, рнга с диагностикумом эритроцитар-
ным холерным антигенным, рнаг с диагностикумом 
эритроцитарным холерным иммуноглобулиновым 
[14]. при этом целесообразно тестировать парные 
сыворотки, взятые с 7–10-дневным интервалом, по-
скольку диагностическое значение имеет нарастание 
специфических титров в 4 и более раз. результат ис-
следования первой сыворотки является ориентиро-
вочным и считается положительным, начиная с титра 
1:40 [3, 14, 19]. быстрое определение противохолер-
ных антител в сыворотке крови можно проводить по 
методу н.и.гивенталь и з.в.ермольевой с примене-
нием фазово-кон траст ного микроскопа [18].

при проведении серологических исследований 
применяется также реакция определения вибрио-
цидных антител, в присутствии которых происходит 
гибель холерных вибрионов [14, 18, 19]. по данным 
в.н.савельева и соавт. [20], в группе лиц с бактерио-
логически подтвержденным диагнозом холеры или 
вибриононосительства вибриоцидные антитела вы-
являются в 100 % случаев, тогда как у лиц, не имев-
ших отношения к очагу холеры, вибриоцидины не об-
наруживались. для выявления антител, обладающих 
вибриоцидной активностью, применяют также мето-
дики, основанные на ферментации углеводов, в част-
ности, сахарозы [14]. копроантитела можно обнару-
жить с использованием непрямого люминесцентно-
серологического метода [3].

антитоксические антитела, которые длительно 
циркулируют в крови после перенесенной инфекции 
[14, 19, 42], выявляются в реакции непрямой гемаг-
глютинации с диагностикумом эритроцитарным хо-
лерным энтеротоксическим [14], а также по их ней-
трализующей активности в отношении энтеротокси-
на на кроликах [19]. 

в целом, можно отметить, что существующие 
способы определения антител, обладающих агглю-
тинирующими и вибриоцидными свойствами, не от-
личаются экспрессностью, особенно если принимать 
во внимание необходимость исследования парных 
сывороток. кроме того, они предполагают проведе-
ние манипуляций с живым инфекционным агентом 
и обладают всеми недостатками, присущими соот-
ветствующим иммунологическим реакциям. для вы-
явления антитоксических антител также не применя-
ются современные иммунодиагностические методы. 
это обусловливает необходимость дальнейшего со-
вершенствования серодиагностики холеры.

среди оригинальных экспериментальных мето-
дик, о которых сообщается в литературе последних 
лет, следует упомянуть реакцию блокирования теста 
LAL (Lymulus amebocyte lysate), предназначенную для 
определения сывороточных антител к лпс V. cholerae 
о139. титры в указанной реакции сравнимы с титра-
ми вибриоцидных антител, что делает ее перспектив-
ной для серологических исследований [32]. группа 
исследователей из бангладеш в качестве «долгосроч-
ного» маркера иммунного ответа к холере предложила 

определять в стандартном дот-ELISA в-клетки памя-
ти, специфичные к холерному токсину [38].

кроме вибриоцидных антител, в качестве им-
мунологических маркеров, ассоциированных с хо-
лерной инфекцией, зарубежными исследователями 
предлагается рассматривать сывороточные IgA к 
в-субъединице холерного токсина, лпс и антигену 
токсин-корегулируемых пилей адгезии тсра V. cho-
le rae о1 [51]. при клиническом изучении иммунного 
ответа у взрослых и детей в бангладеш были установ-
лены определенные закономерности в продукции ан-
тител к вышеперечисленным антигенам в разных воз-
растных группах при инфекции и вакцинации [33].

из вышеизложенного становится очевидным, 
что, несмотря на более чем столетнюю историю раз-
вития методов лабораторной диагностики холеры, 
проблема ее совершенствования по-прежнему оста-
ется в поле внимания исследователей. хотя в настоя-
щее время предложено большое количество самых 
разнообразных способов иммуно- и серодиагности-
ки холеры, большая их часть – экспериментальные 
разработки. в россии выпускаются лишь несколько 
имеющих государственную регистрацию препаратов 
старого поколения, в частности диагностические хо-
лерные адсорбированные сухие сыворотки о, инаба, 
огава, ро и о139, предназначенные для идентифи-
кации чистых культур, и иммуноглобулины диагно-
стические флуоресцирующие холерные адсорбиро-
ванные, позволяющие выявлять и идентифицировать 
V. cholerae о1 в мазках из различных материалов и 
чистых культур. современные высокочувствитель-
ные и экспрессные тест-системы, в том числе для ре-
троспективной диагностики, не внедрены в практику 
отечественного здравоохранения.

в последние годы все более широкое примене-
ние в микробиологии и эпидемиологии находят гено-
диагностические методы. однако, несмотря на высо-
кую чувствительность и специфичность, они облада-
ют рядом недостатков, к наиболее значительным из 
которых следует отнести необходимость использова-
ния дорогостоящего оборудования, реактивов и осо-
бой организации помещений для проведения анали-
за, что ограничивает возможность их использования 
в полевых условиях и в слабо оснащенных лаборато-
риях. кроме того, в пробах из внешней среды и об-
разцах стула нехолерных больных иногда содержатся 
примеси, ингибирующие пцр [1, 42]. 

в наибольшей степени требованиям экспресс-
ности, относительно невысокой стоимости, просто-
ты технического исполнения и учета результатов 
отвечают именно иммунологические методы обна-
ружения холерного вибриона. следует особо под-
черкнуть, что эффективность последних главным 
образом зависит от качества используемых специ-
фических иммунореагентов, в связи с чем очевидна 
необходимость оптимизации технологии их полу-
чения. способствовать решению этой задачи может 
практическое использование достижений современ-
ной фундаментальной иммунологии и молекулярной 
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иммунобиологии, подразумевающее целенаправлен-
ное влияние на иммунный ответ биопродуцента за 
счет применения расширенной панели антигенов для 
иммунизации, в частности, изолированных с помо-
щью современных и классических биохимических 
методов, позволяющих максимально сохранить им-
мунореактивность специфических эпитопов, выбора 
оптимальных условий иммунизации, использования 
биомоделей с определенными свойствами иммунной 
системы, закрепленными генетически. несомненна 
перспективность использования гибридомной био-
технологии, позволяющей получать высокоаффин-
ные антитела уникальной специфичности к отдель-
ным антигенным детерминантам диагностически 
значимых антигенов V. cholerae. применение указан-
ных подходов позволит получить поли- и монокло-
нальные антитела, пригодные для конструирования 
более совершенных тест-систем для диагностики хо-
леры, включая иммуносенсоры и биочипы.
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в 2009 г. эпизоотии чумы выявлены на террито-
рии алтайского горного (42 культуры), тувинского 
горного (23 культуры), восточно-кавказского вы-
сокогорного (5 культур), прикаспийского песча-
ного (7 культур) природных очагов. на территории 
центрально-кавказского высокогорного природного 
очага развитие локальных эпизоотий чумы подтверж-
дено результатами иммунодиагностических исследо-
ваний. общая площадь эпизоотий в 2009 г. составила 
1257,5 кв. км (в 2008 г. – 1096 кв. км). в 2009 г. от 
грызунов и их эктопаразитов изолировано 77 культур 
чумного микроба (в 2008 г. – 157). при исследовании 
полевого материала иммунологическими методами 
получено 85 положительных на чуму результатов 
(в 2008 г. – 58). полученные результаты подтвер-
дили, в целом, прогноз эпизоотической активности 
природных очагов чумы на территории российской 
Федерации на 2009 г. [2]. согласно прогнозу в 2009 г. 
имело место сохранение меж эпизоотического пе-
риода в прикаспийском северо-западном степном, 
волго-уральском степном, забайкальском степном, 
волго-уральском песчаном, дагестанском равнинно-
предгорном, терско-сунженском низкогорном при-
родных очагах чумы. произошло снижение эпизоо-
тической активности восточно-кавказского высо-
когорного, тувинского горного природных очагов 
чумы. высокая эпизоотическая активность зареги-
стрирована в алтайском горном природном очаге 
чумы. в качестве отклонения от содержания крат-
косрочного эпизоотологического прогноза [2] отме-
тим выявление в 2009 г., после 2-летнего перерыва, 
локальной эпизоотии чумы в центральной части 
прикаспийского песчаного природного очага чумы. 
выявление эпизоотии в условиях низкого уровня 
численности носителей и переносчиков указывает, 
косвенно, на недостаточную изученность механизма 
энзоотии, обусловливающего локальные проявле-
ния чумы в периоды низкой эпизоотической актив-
ности ее природных очагов. существенно, что воз-

можность повышения эпизоотической активности 
прикаспийского песчаного очага в 2008–2009 гг. 
(минимум солнечной активности текущего 11-летне-
го солнечного цикла № 24) предусматривалась ранее 
соответствующим долгосрочным прогнозом [1].

вследствие негативного влияния климатических 
факторов произошло дальнейшее снижение числен-
ности длиннохвостого суслика в тувинском горном 
природном очаге. в восточно-кавказском высоко-
горном природном очаге произошел резкий спад чис-
ленности блох обыкновенной полевки. напротив, на 
территориях дагестанского равнинно-предгорного, 
прикаспийского песчаного, волго-уральского пес-
чаного очагов отмечена тенденция восстановления 
численности носителей и переносчиков чумы. в 
алтайском горном природном очаге отмечено сохра-
нение высокой фоновой численности монгольской 
пищухи. все это в целом послужило основанием для 
краткосрочного прогноза на развитие в 2010 г. ло-
кальных эпизоотий чумы на территории горных, вы-
сокогорных и равнинных природных очагов.

общая характеристика эпизоотического со-
стояния 11 природных очагов чумы на территории 
российской Федерации в 2009 г. и прогноз их актив-
ности на 2010 г. представлены ниже.

Природные очаги чумы сусликового типа
Центрально-Кавказский высокогорный при-

родный очаг чумы (01). в 2009 г. в центрально-
кавказском высокогорном природном очаге чумы 
возбудитель не выделен. последние находки зара-
женных чумой животных зарегистрированы здесь 
в 2007 г. при исследовании 1638 экз. грызунов им-
мунодиагностическими методами (в системе рпга-
рнаг) получено 57 положительных результатов. 
переболевшие чумой горные суслики с низкими ти-
трами антител к чумному микробу зарегистрирова-
ны в 9 секторах. в границах эпизоотического участ-
ка 2007 г. (у. перк) отловлены переболевшие чумой 
зверьки с высоким содержание антител (с превыше-
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нием титра в рнаг над рпга). площадь эпизоотиче-
ского участка составляет 2,5 кв. км. 

в связи с глобальным изменением климата и 
антропогенной трансформацией ландшафтов общая 
площадь, заселенная горным сусликом, сократилась 
до 60 тыс. га (против 85 тыс. га в 1976 г.). средняя 
численность зверьков в 2009 г. была практически на 
уровне прошлого года (20,2 против 19,3) и не превы-
шала средней многолетней величины (20–25 экз. на 
1 га). увеличения площади поселений горного сус-
лика не отмечено.

показатели численности основного переносчи-
ка – блохи Citellophilus tesquorum изменялись незна-
чительно как в сторону увеличения, так и снижения. 
на участках многократного в прошлом истребления 
блох (малко-баксанский лэр) отмечена тенденция 
восстановления их численности. в населенных пун-
ктах блох не обнаружено.

общий показатель численности мышевидных 
грызунов составил 5,2 % попадания в орудия лова 
(2008 г. – 4,6 %). показатель численности обыкно-
венной полевки составил в среднем 5,7 % попадания 
в орудия лова. численность лесной и домовой мы-
шей крайне низка. в населенных пунктах верхне-
кубанского района средняя численность мышевид-
ных составила осенью 8,5 % попадания в орудия 
лова, при колебаниях 2,0–9,0 %; в малко-баксан ском 
и баксано-черекском районах численность мыше-
видных колебалась в пределах 5,0–11,0 % при сред-
нем показателе 9,0 % попадания в орудия лова. 

в 2010 г. прогнозируется сохранение численно-
сти горного суслика на уровне среднемноголетних 
значений (20 экз. на 1 га). к весне в горной степи (в 
границах кубано-малкинского лэр) и в альпийских 
лугах (в границах малко-баксанского лэр) ожидает-
ся снижение численности блох вида Cit. tesquorum. 
рост численности блох возможен в альпийских лугах 
и горной степи в границах верхне-кубанского лэр. 
на остальных территориях очага численность основ-
ного переносчика чумы останется на уровне 2009 г. 
на освободившихся от горного суслика территори-
ях вероятно повышение численности и расширение 
ареала обыкновенной и водяной полевок. ожидается 
сохранение низкой эпизоотической активности оча-
га, возможны единичные находки зараженных чумой 
грызунов и блох.

Терско-Сунженский низкогорный природный 
очаг чумы (02). с 1992 г. регулярное эпизоотологи-
ческое обследование очаговой территории не про-
водится. в 2000 г. выявлена эпизоотия чумы среди 
малых сусликов в малгобекском районе республики 
ингушетия (выделено 3 штамма чумного микроба). 
в последующем, вплоть до 2009 г. включительно, 
территорию очага не обследовали. в 2010 г. обнару-
жение зараженных чумой животных маловероятно.

Дагестанский равнинно-предгорный очаг чумы 
(03). последняя эпизоотия выявлена в 2003 г. на 
территории бабаюртовского района республики 
дагестан. в 2006–2007 гг. отмечены находки пере-

болевших чумой грызунов. в 2008–2009 гг. возбуди-
тель чумы в очаге не выделен. 

в равнинной зоне очага средняя плотность ма-
лого суслика составила 1,8 экз. на 1 га. (в 2008 г. – 
1,3). в предгорной зоне численность мало различа-
лась по годам (13,6 и 13,9 соответственно), оставаясь 
значительно выше среднемноголетних показателей 
(норма – 6,8 экз. на 1 га). на всей территории оча-
га отмечен рост численности блох малого суслика. 
в равнинной части запас блох увеличился до 23, в 
предгорной зоне – до 394–653 экз. на 1 га, намного 
превысив среднемноголетнюю норму.

средняя плотность гребенщиковой песчанки 
весной не превышала 1,6 экз. на 1 га, что в 4 раза 
ниже нормы и в 2 раза – показателя прошлого года 
(2008 г. – 3,3 экз. на 1 га, норма – 6,4). увеличение 
плотности песчанок к осени до 3,6 экз. на 1 га не 
превысило среднемноголетнюю норму (7,6 экз.). 
численность блох гребенщиковой песчанки сохра-
нилась на низком уровне.

весной численность мышевидных грызунов со-
ставила в среднем в равнинной зоне 0,6 %, в предгор-
ной – 1,9 % попадания в орудия лова, оставаясь ниже 
многолетней нормы (2,1 и 3,4 % соответственно). 
осенние показатели, несмотря на их увеличение до 
4,6 % в равнинной и 6,9 % в предгорной зонах, также 
не достигли многолетних значений (8,3 и 10,3 % со-
ответственно). в закрытых биотопах отмечен низкий 
уровень численности мышевидных грызунов. блохи 
на домовой мыши как на равнине, так и в предгорной 
зоне встречаются крайне редко и индексы их обилия 
не превышают сотых долей единицы.

в 2010 г. прогнозируется сохранение числен-
ности малого суслика на уровне 2009 г. численность 
блох малого суслика превысит многолетнюю норму. 
прогнозируется увеличение численности гребен-
щиковой песчанки весной при сохранении низкого 
уровня численности ее блох. численность мыше-
видных грызунов не превысит среднемноголетнюю 
норму. в равнинной части на участках комплексного 
поселения малого суслика, гребенщиковой песчанки 
и мышевидных грызунов возможны единичные на-
ходки зараженных чумой грызунов и блох.

Прикаспийский Северо-Западный степной при-
родный очаг (14). с 1991 г. очаг находится в состоя-
нии межэпизоотического периода. в 2009 г. возбуди-
тель чумы в очаге не выделен. на территории очага 
сохраняется низкая фоновая численность носителей 
и переносчиков чумы. общая фоновая численность 
малого суслика в центральных и западных районах 
очага не превышает 5,0 экз. на 1 га; в восточных со-
храняется рост численности этого грызуна. при этом 
на севере черных земель встречаются участки, где 
численность этого зверька достигает 20 экз. на 1 га.

относительно высокие индексы обилия блох 
(ио) в шерсти малого суслика отмечаются в западной 
части очага (1,1–5,4), а также в его восточных и юго-
восточных районах (2,3–2,5). на остальной террито-
рии они составляют 0,1–0,7. обилие блох в гнездах 
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суслика в центральной части ергеней невысокое – 
38,3. миграционная активность (ио во входах нор) в 
разных частях очага изменялась от 0,03 до 0,6.

численность мышевидных грызунов в открытых 
биотопах повсеместно возрастала от весны к осени. 
наиболее высокие показатели (% попадания в орудия 
лова) отмечались в северных ергенях (7,9 весной и 
11,7 осенью) и в Южных (9,5 и 25,7 соответственно). 
на остальной территории они изменялись в пределах 
от 3,8–6,3 % весной до 8,6–11,3 % осенью. в насе-
ленных пунктах численность мышевидных изменя-
лась от 2,8 % весной до 8,8 % осенью.

в 2010 г. в центральной и западной частях 
ергенинской возвышенности, на черных землях и 
низменно-солонцеватых степях ожидается продол-
жение восстановления численности малого сусли-
ка, но в целом по очагу его плотность останется на 
уровне 5 экз. на 1 га. показатели численности блох 
существенно не изменятся. сохранится низкий уро-
вень численности песчанок. показатели весенней 
численности мышевидных грызунов возможно не-
значительно возрастут. ожидается сохранение меж-
эпизоотического периода.

Волго-Уральский степной природный очаг чумы 
(15). на территории российской Федерации по-
следние эпизоотии чумы в очаге выявлены в 1975 г. 
в харабалинском районе астраханской области 
(ур. тугай-худук) в смешанных поселениях мало-
го суслика и песчанок. в 2009 г. возбудитель чумы в 
очаге не выделен. популяция малого суслика нахо-
дятся в глубокой депрессии. запас блох малого сус-
лика повсеместно низкий.

показатель численности мышевидных грызунов 
в открытых биотопах в среднем составил 16,3 %, в 
населенных пунктах – 4,0 % попадания в орудия 
лова. блох в жилье человека не обнаружено.

в 2010 г. в очаге сохранится низкий уровень 
численности малого суслика и его блох. ожидается 
сохранение межэпизоотического периода.

Тувинский горный природный очаг чумы (37). в 
2009 г. эпизоотическая активность очага значительно 
снизилась. эпизоотии чумы были зарегистрированы 
в монгун-тайгинском районе республики тыва на 
площади 43 кв. км (2008 г. – 457 кв. км). выделено 23 
культуры чумного микроба (2008 г. – 62). все куль-
туры чумы выделены от эктопаразитов, в том числе: 
от блох Cit. tesquorum – 18, от блох Oropsylla alasken-
sis – 1, от блох Paradoxopsyllus scorodumovi – 1, от 
блох Frontopsylla elatoides – 2, от вшей с суслика – 1. 
эпизоотические проявления зарегистрированы на 
участках: верховье р. узун-хем (1 культура), верховье 
р. оюк-хем (19 культур) и чал-ыяш (3 культуры). при 
проведении иммунодиагностических исследований 
получен один положительный результат от длинно-
хвостого суслика (рпга отр.; рнаг 1:320). 

в весенний период средняя численность длиннох-
востого суслика в целом по очагу составляла 2,3 экз. 
на 1 га. благодаря хорошей выживаемости сеголе-
ток в летний период показатели плотности возросли 

на отдельных участках до 22 экз. на 1 га.  в монгун-
тайгинском мезоочаге численность зверьков достига-
ла 7,3; в саглинском – 2,9 экз. на 1 га. средний индекс 
обилия блох на сусликах достигал 4,4 (в 2008 г. – 4,2), 
во входах нор – 0,53 (в 2008 г. – 0,63). 

численность тарбагана на большей части 
монгун-тайгинского и саглинского мезоочагов низ-
кая или очень низкая – ее показатели ниже 1 жило-
го бутана на 1 га. популяции монгольской пищухи 
находятся в стадии глубокой депрессии. ее числен-
ность в монгун-тайгинском мезоочаге сократилась 
по сравнению с прошлым годом с 6,9 до 0,28 жилых 
колоний на 1 га. в кара-бельдырском участке очаго-
вости численность монгольской пищухи также резко 
снизилась. поселения пищух средней плотности со-
хранились только в южной части каргинского участ-
ка очаговости на площадках с пересеченным релье-
фом в зоне сухих степей, а на большей части очаго-
вой территории они отсутствует. 

весной 2009 г. на большей части очаговой тер-
ритории отмечено также заметное снижение числен-
ности даурской пищухи. в летний период показатель 
ее численности равнялся 0,37 жилых колоний на 1 га. 
попадаемость плоскочерепной полевки в орудия 
лова составила 3,0–12,0 %. на чабанских стоянках 
численность мышевидных грызунов низкая.

в 2010 г. прогнозируется увеличение численно-
сти длиннохвостого суслика, монгольской пищухи, 
плоскочерепной полевки. численность тарбагана и 
даурской пищухи остается низкой. высокая числен-
ность блох сохранится на каргинском, барлыкском, 
эльды-хемском, борошайском участках очаговости, 
а также в моген-буренской и верхнебарлыкской 
популяциях длиннохвостого суслика; низкая – на 
саглинском участке очаговости. эпизоотическая ак-
тивность очага ожидается низкой. 

Забайкальский степной природный очаг чумы 
(38). с 1971 г. очаг находится в состоянии межэпи-
зоотического периода. в 2009 г. эпизоотологическое 
обследование проведено на площади 8305,0 кв. км 
(45,8 % площади очага). возбудитель чумы при 
бактериологическом и серологическом поисках  
не выявлен.

на территории очага сохраняется низкий уро-
вень численности носителей и переносчиков чумы. 
поселения монгольского сурка отмечены лишь вдоль 
государственной границы и на охраняемой террито-
рии. показатель плотности зверьков не превышает 
0,1–1,5 жилых бутанов на 1 га. плотность даурского 
суслика составляет 0,1–1,0 экз. на 1 га. лишь в ан-
тропогенных биотопах плотность зверьков достига-
ет 1,2–4,0 экз. на 1 га. общий запас блох даурского 
суслика остается на низком уровне (значительно 
ниже среднемноголетних значений). продолжается 
спад численности даурской пищухи. вместе с тем 
отмечен рост численности даурского и джунгарского 
хомячков, а также стадной полевки. средние показа-
тели численности мышевидных грызунов обычно не 
превышали 2,8 % попадания в орудия лова и лишь на 
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отдельных участках достигали 22,0 %.
в 2010 г. на территории очага сохранится низ-

кий уровень численности носителей и переносчиков. 
прогнозируется дальнейшее сохранение межэпизоо-
тического периода.

Природные очаги чумы песчаночьего типа
Волго-Уральский песчаный природный очаг 

чумы (16). в 2009 г. возбудитель чумы не выде-
лен. последняя эпизоотия выявлена в 2005 г. в 
красноярском районе астраханской области. 

на территории очага отмечен незначительный 
рост численности основных носителей возбудителя 
чумы. плотность песчанок возросла в среднем до 
10,9 экз. на 1 га, на территории газоконденсатно-
го месторождения – до 13,0 экз. на 1 га. запас блох 
песчанок остается на низком уровне: весной – 26, 
осенью – 158 экз. на 1 га. индексы обилия блох 
как в шерсти, так и в норах повсеместно низкие. 
численность мышевидных грызунов в песках и в за-
крытых стациях не превышала 5–6 % попадания в 
орудия лова. блох в жилье человека и надворных по-
стройках не обнаружено.

в 2010 г. плотность песчанок в весенний период 
останется на уровне 5–8 экз. на 1 га. сохранится низ-
кий уровень численности блох. численность мыше-
видных грызунов в открытых стациях не превысит 
10 %, в населенных пунктах – 5 % попадания в ору-
дия лова. тем не менее, нельзя исключить возмож-
ности обнаружения единичных зараженных чумой 
животных.

Прикаспийский песчаный природный очаг чумы 
(43). в 2009 г. установлено наличие локальных эпи-
зоотий чумы. эпизоотии чумы выявлены в лаганском 
районе республики калмыкия на площади 500 кв. км. 
всего выделено 7 штаммов чумного микроба, в том 
числе: от полуденных песчанок – 3, от гребенщико-
вых песчанок – 2, от блох Nosopsyllus laeviceps, сче-
санных с полуденной песчанки – 1, от блох Cit. tes-
quorum, собранных из нор малого суслика – 1.

в северной части очага на территории волго-
кум ского междуречья сохраняется низкая числен-
ность малого суслика и песчанок. популяция малого 
суслика находится в состоянии глубокой депрессии, 
и фоновая плотность зверьков не превышает 5 экз. на 
1 га. в ильменно-придельтовом районе и на черных 
землях отмечен рост численности этого грызуна. 
индексы обилия и запас блох малого суслика значи-
тельно снизились. показатели численности песчанок 
сохранились на низком уровне. весенний запас блох 
песчанок на черных землях и в приморском районе 
не превышал 16–22 экз. на 1 га. к осени запас блох 
резко снизился. 

численность мышевидных грызунов в откры-
тых стациях различных ландшафтно-эпизоото ло ги-
че ских районов севернее р. кума колебалась в пре-
делах 3,9–16,0 % попадания в орудия лова. лишь в 
ильменно-придельтовом районе отмечались участки 
с высокой плотностью мышей – до 62 % попадания. 
численность общественной полевки снизилась до 

0,5 %. в закрытых стациях численность домовой 
мыши составила 2,6–6,7 % попадания в орудия лова, 
при заселенности объектов 10–15 %. эктопаразитов 
грызунов в населенных пунктах не обнаружено.

в южной части очага на территории терско-
кум ского междуречья наметилась тенденция роста 
численности песчанок и малого суслика. средняя 
плотность песчанок достигла здесь 1,2 экз. на 1 га. в 
песчаных массивах кумо-маныческого междуречья 
ставропольского края уровень численности песчанок 
возрос до 6,4 экз. на 1 га. запас блох песчанок на терри-
тории терско-кумского междуречья снизился и соста-
вил порядка 1,0 экз. на 1 га. в кумо-маныческом меж-
дуречье запас блох увеличился в среднем до 10,0 экз. 
на 1 га. плотность малого суслика в ногайской степи 
составила 0,2 экз. на 1 га. средний показатель числен-
ности мышевидных грызунов в терско-кумском меж-
дуречье возрос до 5,8 % попадания в орудия лова. в 
кумо-манычском междуречье показатели составили 
7,2–12,4 %, что значительно выше среднемноголетних 
значений. в закрытых биотопах в кумо-манычском 
междуречье численность мышевидных достигала 
среднего и высокого уровней; в терско-кумском меж-
дуречье оставалась низкой. в населенных пунктах на 
территории кумо-ма ныч ско го междуречья отмечено 
наличие блох Pulex irritans.

в 2010 г. в очаге сохранится низкий уровень 
численности носителей и переносчиков чумного ми-
кроба. на территории терско-кумского междуречья 
продолжится рост численности песчанок и малого 
суслика. возможно выявление локальных эпизоотий 
чумы в различных районах очага.

Природный очаг чумы полевочьего типа
Восточно-Кавказский высокогорный природный 

очаг чумы (39). в 2009 г. на территории кулинского 
района республики дагестан, в границах эпизоо-
тического участка 2008 г., зарегистрирована эпи-
зоотия чумы на кокмадагском участке очага. общая 
площадь эпизоотии составила 100 кв. км. в июне и 
августе выделено 5 штаммов чумного микроба (в 
2008 г. – 23), в том числе: от обыкновенной полев-
ки – 1, от блох Ctenophthalmus intermedius – 4. 

средняя плотность обыкновенной полевки в 
горной зоне весной составила 3,7 экз. на 1 га. к осе-
ни плотность зверьков достигла 12,4 экз. на 1 га. в 
предгорной зоне численность полевок снизилась до 
9,0 экз. на 1 га. осенью показатель численности про-
чих мышевидных грызунов в горной зоне в откры-
тых биотопах составил в среднем 4,3 % попадания в 
орудия лова, в закрытых биотопах их численность не 
превысила 0,3–1,1 %.

весной 2009 г. в горной зоне отмечено резкое 
снижение запаса блох полевок – до 5,2 экз. на 1 га 
против 26,0 в 2008 г. осенние показатели численно-
сти блох не превышали 43,0 экз. на 1 га при средне-
многолетней норме 231,0 экз. в предгорной части 
очага численность блох полевок, напротив, увеличи-
лась до 128,0 экз. на 1 га, хотя и не достигла средне-
многолетней нормы – 161,0 экз. на 1 га. в населен-
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ных пунктах блох не обнаружено.
в 2010 г. прогнозируется дальнейший рост чис-

ленности обыкновенной полевки в предгорной и 
горной зонах. уровень численности блох полевок не 
превысит среднемноголетнюю норму. на территории 
кокмадагского участка очага ожидается продолже-
ние эпизоотий чумы.

Природный очаг чумы пищухового типа
Алтайский горный природный очаг чумы (36). 

в 2009 г. эпизоотии чумы выявлены на территории 
кош-агачского района республики алтай на площа-
ди 612 кв. км. эпизоотии чумы выявлены в 14 секто-
рах. всего выделено 42 культуры чумного микроба: 
от монгольских пищух – 7 (в т.ч. 1 от трупа), от блох 
с монгольских пищух – 23, от блох из входов нор 
монгольских пищух – 9, от блох с плоскочерепной 
полевки – 2, от иксодовых клещей – 1. зараженность 
основного носителя по всем пробам на эпизоотиче-
ских участках составила порядка 1–5 %, заражен-
ность блох – порядка 0,1–2,0 %. при иммунодиаг-
ностическом исследовании грызунов получено 27 
положительных результатов (в апреле – 19, в сентя-
бре – 8). антитела к Ф1 чумного микроба выявлены 
в пробах от монгольской пищухи – 20, плоскочереп-
ной полевки – 6, даурской пищухи – 1.

локальные эпизоотии протекали на фоне высокой 
численности основного носителя. показатели числен-
ности монгольской пищухи составляли в среднем 5,8–
8,9 жилых нор на 1 га, даурской пищухи – 0,8–1,9 жи-
лых нор на 1 га. показатель плотности алтайского сур-
ка не превышал в среднем 0,4 жилого бутана на 1 га. 
средняя плотность длиннохвостого суслика весной 
и осенью составляла 2,7–3,4 экз. на 1 га. показатель 
численности плоскочерепной полевки к осени возрос 
до 33,7 % попадания в орудия лова. 

общий индекс обилия блох на монгольской пи-
щухе за год составил 6,0; что ниже показателя про-
шлого года (7,5), но выше среднемноголетнего значе-
ния (5,2). ио блох во входах ее нор – 0,11.

в 2010 г. прогнозируется сохранение высокой 
численности монгольской пищухи и плоскочерепной 
полевки. численность даурской пищухи, длиннох-
востого суслика, алтайского сурка и основных пере-
носчиков сохранится на уровне 2009 года. на фоне 
высокой численности монгольской пищухи и ее блох 
прогнозируется развитие эпизоотий чумы в различ-
ных частях очага.

краткосрочный прогноз. итоговый про-
гноз на развитие эпизоотий чумы или сохранение 
меж эпизоотического периода в природных очагах 
чумы российской Федерации в 2010 г. представлен  
на рисунке.

в 2010 г. развитие локальных эпизоотий чумы 
ожидается на территории горных и высокогорных 
природных очагов – алтайского горного и восточно-
кавказского высокогорного. сохранится низкая 
эпизоотическая активность тувинского горного 
природного очага чумы. в центрально-кавказском 
высокогорном очаге возможны единичные находки 
зараженных чумой животных. в равнинных и низ-
когорных природных очагах чумы – прикаспийском 
северо-западном степном, волго-уральском степ-
ном, забайкальском степном, терско-сунженском 
низкогорном ожидается сохранение межэпизооти-
ческих периодов. на территории прикаспийского 
песчаного природного очага ожидается развитие ло-
кальных эпизоотий чумы; в дагестанском равнинно-
предгорном и волго-уральском песчаном природных 
очагах вероятны единичные находки зараженных чу-
мой животных.

природные очаги чумы российской Федерации, на территории которых в 2010 г.  
прогнозируется развитие локальных эпизоотий чумы (1) и сохранение межэпизоотического периода (2)
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эпидемические проявления чумы в аридных об-
ластях монголии известны со времен средневековья 
[8]. энзоотичные по чуме территории к настоящему 
времени выявлены в 132 сомонах 18 аймаков и охва-
тывают более 28 % площади страны, что составляет 
443 тыс. кв. км [3]. причем наиболее высокоактивные 
природные очаги чумы расположены в юго-западной 
части страны (рис. 1). 

в разные годы преобладали мнения о выделе-
нии от 6 до 12 природных очагов чумы различного 
типа и степени автономности [5, 7, 12].  согласно 
первой классификации ж.дэмбэрэла [5], выделе-
ны очаги двух типов: «сурчиные горно-степные» и 
«песчаночно-пищуховые». основным носителем 
в «сурчиных» очагах является монгольский сурок 
(Marmota sibirica) или тарбаган – промысловый 
зверек, а переносчиком – его специфическая блоха 
Oropsylla silantiewi. в очагах этого типа циркулирует 

возбудитель чумы основного подвида – Yersinia pestis 
subsp. pestis, обладающий высокой вирулентностью. 
поэтому очаги сурочьего типа имеют высокий эпиде-
мический потенциал и выраженную сезонность эпи-
зоотического процесса: июнь – август – сентябрь, что 
определяется высотным поясом расположения очага 
и, соответственно, периодом активности основного 
носителя чумы. 

в эпизоотический процесс в «сурчиных» очагах 
вовлекаются второстепенные и случайные носители 
(суслики, пищухи, полевки) и их эктопаразиты – бло-
хи, иксодовые клещи (Ixodes crenulatus, Dermacenter 
nuttalli), вши (Neohaemata pinus palearcticus tar-
bagani) [8].       

«песчаночно-пищуховые» очаги приурочены к 
горно-степным, опустыненным и пустынным ланд-
шафтам. биоценотическая структура их недоста-
точно изучена. следует отметить, что в отдельных 
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рис. 1. эпизоотическая активность природных очагов чумы в монголии:
А – высокая, В – умеренная, С – низкая
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очагах может численно преобладать один из видов 
носителей – или монгольская пищуха (Ochotona pri-
cei), или полевка брандта (Lasiopodomys brandtii). в 
очагах этого типа в эпизоотический процесс также 
могут вовлекаться алтайский сурок (M. вaibacina), 
длиннохвостый суслик (Citellus undulatus), песчанки 
нескольких видов (Meriones unguiculatus, M. meridi-
anus, Rhombomys opimus). по-видимому, большин-
ство очагов этого типа полигостальны и поливектор-
ны. в них циркулирует возбудитель чумы алтайского, 
улэгейского и основного подвидов с характерными 
для отдельных очагов инфраподвидовыми гено- и фе-
нотипическими отличиями [1, 2, 4, 8, 9, 10, 11, 13]. 

эпидемический потенциал очагов «песчаночно-
пищухового» типа нельзя оценить однозначно. на 
участках очаговости, где циркулирует возбудитель 
чумы основного подвида в популяциях монгольско-
го, алтайского сурков, длиннохвостого суслика, он 
довольно высокий. менее опасны очаги с циркуля-
цией Y. pestis subsp. altaica и Y. pestis subsp. ulegeica.

по последней классификации ж.дэмбэрэла [6], 
природные очаги монголии характеризуются иерар-
хической структурой, основанной на географических, 
экологических, эпидемиологических и эпизоотологи-
ческих данных. он выделяет 3 типа очагов: лесостеп-
ной горный, степной и гобийский, которые включают 
12 региональных, 50 мезоочагов и 164 локальных оча-
га с определенными носителями и переносчиками.

в настоящее время в монголии установлена 
естественная зараженность чумным микробом мле-
копитающих и птиц 19 видов, блох 28 видов и под-
видов, вшей 2 видов, клещей 4 видов. при этом бо-
лее 50 % всех изолятов возбудителя чумы получено 
от монгольского сурка, 27 % штаммов – от эктопа-

разитов, из них 91,5 % от блох (преимущественно от 
O. silantiewi –  64 %).

ежегодно (с 1998 г.) специалисты национального 
центра изучения природно-очаговых инфекций и 
его 14 филиалов на основании результатов эпизоо-
тологического обследования определяют «террито-
рии риска» и вероятность заражения людей – очень 
высокая, умеренная, низкая (рис. 2). как видно из 
представленных данных, наиболее эпидемиологи-
чески значимыми регионами являются аймаки, рас-
положенные в пределах монгольского и гобийского 
алтая, хангая и хэнтея.

официальная регистрация заболеваемости лю-
дей чумой в монголии ведется с 1931 г. анализ дина-
мики заболеваний, проведенный за 70 лет, свидетель-
ствует о локальном характере вспышек с преимуще-
ственно единичными (до 10) случаями заболеваний, 
хотя отмечаются колебания числа больных по годам 
и уменьшение индекса очаговости [14, 15]. 

на рис. 3 приведена заболеваемость чумой с 
1940 по 2009 год. за этот период  зарегистрировано 
528 случаев заболевания людей чумой с летально-
стью 69,3 %.

основным источником инфекции является мон-
гольский сурок – промысловый грызун,  мясо кото-
рого употребляется в пищу, шкурка является ценным 
мехом, а жир, как считает местное население, явля-
ется целебным, а также применяется в парфюмерной 
промышленности. вторым по частоте источником 
инфекции является больной легочной формой чумы. 
как показывают данные эпидемиологического анам-
неза, заражение происходит в основном контактным 
путем при разделке тушек тарбагана, трансмиссив-
ным – через укусы блох и воздушно-капельным (от 

рис. 2. степень риска заражения человека чумой в природных очагах монголии:
А – высокая, В – умеренная, С – низкая
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больного человека).
в данном сообщении также представлен сравни-

тельный анализ заболеваемости чумой в монголии 
за два десятилетия: 1986 –1995 и 1996–2005 гг. в 
1986–1995 гг. зарегистрировано 86 больных чумой. 
в 66,3 % случаев источником инфекции был тар-
баган (его трупы, зверьки, отловленные капканом, 
принесенные собаками), причем в 10,3 % случаев 
заражение произошло через укусы блох. в 29 случа-
ях (33,7 %) источником инфекции являлись больные 
чумой люди. в ряде случаев отмечена вспышечная 
заболеваемость с числом больных от 2 до 9 человек. 
кроме того, отмечен факт заражения 14 человек от 
одного источника инфекции. клинические формы 
первичных случаев чумы (57) следующие: бубон-
ная – 47 (82,5 %), первичная пневмония (первично-
легочная – 4 (6 %), первично-септическая 6 (10,5 %)). 
у 25,8 % больных бубонная чума осложнилась вто-
ричной пневмонией. как отмечено выше, у 29 чело-
век (33,7 %) была первичная пневмония при инфици-
ровании от больных людей. летальность составила 
36,04 % (31 человек), что значительно превышает 
среднемировые показатели за эти годы. по локали-
зации бубоны преобладали в подмышечной области 
(77,1 %), преимущественно в левой (50 %), что свя-
зано с традиционным способом разделки тушек сур-
ков и вероятным укусом оставшихся в шкурке блох. 
единичные бубоны наблюдали в области шеи, под 
ключицей, а также в подчелюстной области. 

заболевания регистрировались с апреля по 
октябрь с преобладанием в августе (40,0 %), сентя-
бре (28 %). процент больных мужского пола соста-
вил 85,9.

в 1996–2005 гг. зарегистрировано 65 больных 
чумой. также, в основном, источником инфекции 
был монгольский сурок (отстрелянные, трупы, при-

несенные собаками, отловленные капканами и даже 
руками). в 15 случаях (23,0 %) отмечалось инфици-
рование через укусы блох. в 9 случаях (13,8 %) ис-
точником инфекции явились больные чумой люди. 
следует отметить специфические в эпидемиологиче-
ском отношении единичные случаи заражения – при 
употреблении сырого мяса и печени тарбагана, при 
кормлении охотничьих орлов-беркутов мясом сурка 
и складировании шкурок тарбаганов.

в этом десятилетии возросло число случаев 
бубонной формы до 92,8 %, первичная легочная и 
первично-септическая формы составили по 3,6 % 
(по 2 случая). отмечено 5 случаев расположения бу-
бонов в паховой области, что дает основание пред-
полагать увеличение числа случаев инфицирования 
через укусы блох. необходимо также отметить воз-
росшее число больных детей, в возрасте от 4 до 16 
лет заболели 20 человек (30,7 %), из них 9 инфици-
рованы через укусы блох.

в 1996–2005 гг. зарегистрированы две вспышки, 
во время которых заболели 9 человек первичной ле-
гочной чумой, заразившись от больного. летальность 
составила 41,53 % (умерли 27 человек), что превыси-
ло уровень предыдущего десятилетия на 5,49 %.

представляет интерес случай заражения трех че-
ловек от одного источника – тарбагана, но с различной 
клинической картиной заболевания: первичную легоч-
ную чуму, закончившуюся летальным исходом, наблю-
дали у беременной женщины, бубонную – у 40-летней 
женщины и первично-септическую – у 10-летней де-
вочки. последние два  случая закончились выздоров-
лением больных. летальные исходы заболевания у 
беременных наблюдали и ранее (1963, 1979, 1986 гг.), 
что должно настораживать врачей-инфекционистов в 
плане прогноза при лечении таких пациентов.

важной особенностью заболеваемости чумой в 

рис. 3. заболевания людей чумой в монголии (1940–2009 гг.)
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период 1996–2005 гг. является регистрация больных 
в центрах аймаков, где велика вероятность возник-
новения вспышек из-за высокой плотности населе-
ния. также при этом увеличивается риск быстрого 
распространения инфекции за пределы первичного 
очага. обусловлено это увеличением числа личных 
легковых автомобилей, способных к передвижению 
в отдаленные районы энзоотичной по чуме терри-
тории. так, эпидочаги в этом десятилетии отмечены 
в аймачных центрах – арвайхээре убурхангайского 
аймака (5), улиастае завханского аймака (3). число 
сомонов, где зарегистрированы заболевания людей 
чумой, увеличилось на 8 и достигло 34.

при анализе сезонности установлено, что забо-
левания регистрировали с июня по октябрь с пиком 
в августе (41,2 %), сентябре (43,0 %), что в сумме 
составляет 84,2 %. процент больных мужского пола 
снизился и составил 66,0.

с 2006 по 2009 год зарегистрировано 6 случаев 
заболевания чумой, из них 2 с летальным исходом. 

таким образом, сравнительный анализ заболе-
ваемости чумой в монголии в 1986–1995 и 1996–
2005 гг. свидетельствует о том, что снизилось чис-
ло больных чумой в последнем десятилетии (с 86 
до 65). основным источником инфекции является, 
как и ранее, монгольский сурок. отмечено сниже-
ние первично-легочной формы чумы с 6,9 до 3,2 %, 
преобладание бубонной (82,7 и 92,8 % соответствен-
но), в том числе с регистрацией бубонов в паховой 
области. заражение через укусы блох также имеет 
тенденцию к росту (10,3 и 23 %). уменьшается чис-
ло вспышек чумы, по-видимому, за счет снижения 
случаев заражения первичной легочной чумой непо-
средственно в природном очаге. в последнем деся-
тилетии увеличилась доля женщин (до 34 %) в забо-
леваемости чумой, высока доля детей при заражении 
через укусы блох. пик заболеваемости приходился 
на август–сентябрь.

следовательно, учитывая большую площадь эн-
зоотичной по чуме территории монголии, высокий 
эпидпотенциал «сурчиных» очагов, обусловленный 
циркуляцией высоковирулентного возбудителя чумы 
и промыслом сурков, высокую вероятность осложне-
ний бубонной чумы вторичной легочной или вторич-
ной септической, рост числа личного автотранспор-
та у жителей, что способствует транспортированию 
больного на большие расстояния, необходимо со-
вершенствовать эпиднадзор за чумой в монголии и 
продолжать научные исследования по изучению ме-
ханизмов природной очаговости чумы.
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The analysis of clinical-epidemiological features of plague in Mongolia 
in 1986–2009 demonstrated the decrease of the number of primary pulmonary 
plague cases, prevalence of bubonic plague, increase of the morbidity in wom-
en and children in the last decade. Considering the high epidemiologic poten-
tial of foci of the marmot’s type, where the marmots are captured illegally by 
poachers, considerable probability of the bubonic plague being complicated 
with pneumonia or sepsis, it is necessary to improve plague epidemiologic 
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в последние десятилетия наблюдается устой-
чивая тенденция роста различных угроз в области 
санитарно-эпидемиологического благополучия на-
селения, из которых главными являются: появление 
новых особо опасных инфекционных болезней (1 бо-
лезнь в год), возвращение старых (известных) нозо-
логических форм [3, 9], непредвиденные аварийные 
сбои на современных биотехнологических произ-
водствах, аварии, обусловленные не санкциониро-
ванным использованием патогенных биологических 
агентов, биотеррористические угрозы [5]. 

поскольку исследования, посвященные раз-
работке программного обеспечения (базы данных, 
компьютерные программы), для оценки степени 
биологических опасностей в субъектах российской 
Федерации (рФ) имеют особую значимость [4, 5, 7, 8, 
12], в 2009 г. в рамках Федеральной целевой програм-
мы «национальная система химической и биологи-
ческой безопасности российской Федерации (2009–
2013 гг.)» был разработан эскизный проект структу-
ры базы данных по рискам в области биологической 
безопасности на уровне субъекта рФ как компонент 
автоматизированной информационно-аналитической 
системы обеспечения биологической безопасности в 
субъекте российской Федерации на основе географи-
ческих информационных систем (гис) (рис. 1).

цель работы – разработка структуры унифи-
цированной базы данных по рискам в области био-
логической безопасности в субъекте российской 
Федерации, ориентированной на использование и 
работу в среде ArcGIS. 

распространенный подход к формированию баз 
данных предполагает сбор и внесение значений по 
всем показателям в отдельные таблицы, связанные 
между собой [1, 2, 6, 10, 11]. однако при сборе боль-
шого количества показателей возникают трудности, 
связанные с временными и финансовыми затратами. 
при чем в ряде случаев данные затраты представля-
ются не оправданными по причине потери актуаль-
ности данных к моменту проведения анализа. кроме 
того, такой подход приводит к многочисленному 
дублированию данных. так, например, показатель 
численности населения может использоваться для 

определения плотности населения, экстенсивных 
показателей заболеваемости, количества населения, 
подвергающегося риску заражения той или иной 
инфекционной болезнью и др. в таких условиях це-
лесообразным является формирование «справочни-
ков», содержащих первичные данные, и автоматиза-
ция вычисления максимального числа показателей. 
использование справочников упрощает структуру 
базы данных, исключает дублирование и позволя-
ет повысить оперативность и надежность системы 
в целом.

следует особо отметить принципиальную важ-
ность пространственной составляющей эпидемио-
логических данных наряду с временной. в совре-
менных условиях наиболее оптимальным подходом 
к пространственному анализу данных является ис-
пользование баз географических данных (бгд) и гео-
графических информационных систем.

в 2008–2009 гг. был проведен анализ системы 
информационного обмена между учреждениями 
Федеральной службы по надзору в сфере защиты 
прав потребителей и благополучия населения по 
вопросам мониторинга и контроля угроз биологи-
ческой безопасности, а также системный анализ дей-
ствующих форм отчетности по регистрации больных 
инфекционными болезнями. на основании результа-
тов проведенного анализа, с привлечением экспертов 
эпидемиологов, впервые был разработан перечень 
критериев оценки риска возникновения и развития 
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рис. 1. схема базы данных в составе гис
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чрезвычайных ситуаций в области санитарно- эпиде-
миологического благополучия населения российской 
Федерации. данные, собранные с использованием 
этого перечня критериев в различных субъектах рФ, 
выбранных нами в качестве модельных террито-
рий, – астраханская, московская, новосибирская, 
саратовская области, приморский, ставропольский 
края, санкт-пе тер бург стали основой разработанно-
го проекта базы данных.

разработанная структура базы данных состоит 
из двух частей – пространственной и атрибутивной. 
обе части логически связаны друг с другом по уни-
кальному идентификатору, атрибутивные данные не 
дублируются.

в пространственной части хранится геометрия 
таких объектов, как административно территори-
альное деление, пробы воды и полевого материа-
ла, различные органы, учреждения и потенциально 
опасные объекты, скотомогильники, территория эпи-
демий, эпизоотий и природных очагов заболевания, 
необходимых для дальнейшего пространственного 
анализа.

сформированный перечень критериев прошел 
экспертную оценку сертифицированными инжене-
рами программистами. в результате чего структура 
базы данных была значительно упрощена за счет 
автоматизации вычисления ряда показателей и адап-
тирована для использования в географических ин-
формационных системах с учетом пространственной 
составляющей эпидемиологических данных.

данные в бгд хранятся в связанных реляцион-
ных таблицах. некоторые таблицы являются сово-
купностями объектов, другие – отвечают за отно-
шения между этими объектами, а также за правила 
проверки корректности и домены атрибутов. ArcGIS 
управляет целостностью таблиц, и с помощью объ-
ектов доступа к географическим данным предостав-
ляет пользователям объектно-ориенти ро ван ную мо-
дель данных. ключевыми особенностями базы гео-
графических данных являются следующие.

Унифицированное хранилище данных. данные 
могут храниться на сервере, что позволяет всем поль-
зователям обращаться к ним (естественно, приори-
теты доступа может задать администратор), а также 
локально на вашем компьютере. при этом локальная 
бгд сохранит всю структуру данных и наследует 
правила и свойства всех объектов, заданные в бгд 
на сервере.

Организация процесса редактирования и ввода 
новой информации. при моделировании бгд пользо-
ватель может ввести правила, которые в дальнейшем 
позволят избежать многих ошибок и неточностей, а 
специальные инструменты проверки корректности 
ввода данных позволят выявить ошибки, допущен-
ные ранее.

Работа с интеллектуальными объектами. 
поль зователь работает не просто с обычными точ-
ками, линиями и полигонами, информация о кото-
рых хранится в таблицах. в бгд пользователь может 

оперировать такими понятиями, как объекты реаль-
ного мира, устанавливать и настраивать свойства и 
взаимоотношения объектов. например, вместо то-
чек можно работать с трансформаторами, а вместо 
линий – с трубами. при этом каждая труба будет 
«знать», через какой переходник она соединяется с 
трубой другого типа.

Объекты имеют более богатый контекст. 
пользователь может через топологические отноше-
ния определить не только качества объектов, но и 
их взаимосвязь между собой. определенные поль-
зователем отношения объектов, как обычные, так и 
пространственные, позволяют, например, узнать, что 
произойдет с пространственными объектами, если 
переместить связанный с ними пространственный 
объект, и как изменится содержание объекта (атрибу-
тивная информация), если изменить характеристики 
связанного с ним другого объекта.

Пространственные объекты могут отобра-
жаться на картах динамически. отображение объ-
екта может изменяться по результатам анализа или 
взаимодействия с другими объектами. отслеживая 
состояние соседних объектов, с каждым типом или 
даже каждым из объектов можно связывать свой соб-
ственный инструментарий, который позволит более 
точно смоделировать характер природного явления, 
или отображать сложные схемы городских коммуни-
каций, используя при этом свои методы для их ото-
бражения.

Наборы пространственных данных непрерывны. 
бгд позволяет хранить очень большие объемы дан-
ных. например, листы топографических карт можно 
хранить не полистно, как в случае модели данных 
покрытий, где рационально каждый лист топокарты 
записывать в отдельное покрытие, а в виде общего 
тематического слоя, сшитого из многих листов. при 
этом множество операторов могут обращаться к та-
ким тематическим слоям карты и редактировать их 
одновременно. конфликты, возникающие при изме-
нении одних и тех же данных, можно разрешить, не 
вставая со своего рабочего места.

многие функции, описанные выше, можно реа-
лизовать и с помощью стандартных гис-при ло же ний. 
но в большинстве случаев пользователю придется 
писать большой объем кода. используя бгд, вы полу-
чаете базу, где уже заложен принцип построения ин-
теллектуальных пространственных объектов, которые 
могут имитировать поведение реальных объектов.

атрибутивная часть базы данных содержит описа-
ние каждого пространственного объекта или события.

логическая структура базы данных включает в 
себя более 100 показателей объединенных в 7 групп: 
социально-демографические показатели, эпиде-
миологические показатели, показатели внутренних 
угроз, показатели внешних угроз, потенциально-
опасные химические объекты, критерии биологиче-
ской безопасности субъекта рФ, внутренние и внеш-
ние качественные критерии оценки биологической 
опасности (рис. 2).
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таким образом, впервые создан эскизный про-
ект базы данных по рискам в области биологиче-
ской безопасности на уровне субъекта российской 
Федерации, основанный на использовании крите-
риального подхода к построению структуры базы 
данных, что обеспечивает единообразие подходов к 
сбору данных в субъектах рФ с учетом максималь-
ного использования пространственных данных на 
платформе ArcGIS. 

работа выполнена по государственному контрак-
ту № 108-д от 11.06.2009 г. в рамках Федеральной 
целевой программы «национальная система хими-
ческой и биологической безопасности российской 
Федерации (2009–2013 годы)».
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рис 2. общая логическая модель базы данных
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предприятия и лаборатории микробиологиче-
ского профиля, выполняющие работы с инфекцион-
ными материалами, иначе патогенными биологиче-
скими агентами (пба), в том числе микроорганиз-
мами I–II групп патогенности, относят к опасным 
производственным объектам [1]. 

согласно действующим санитарным правилам 
[2] к работе с объектами и материалами, содержащи-
ми или подозрительными на содержание микроорга-
низмов I–II групп патогенности, относят: диагности-
ческие исследования, включая пцр-диагно сти ку; все 
виды экспериментальных работ с использованием 
микроорганизмов, токсинов и ядов биологического 
происхождения; работы по производству медицин-
ских иммунобиологических препаратов с использо-
ванием микроорганизмов и продуктов их микробио-
логического синтеза; зоолого-энтомоло ги че ские ис-
следования; сбор полевого материала на территориях 
природных очагов инфекций и его транспортирова-
ние; содержание диких позвоночных животных и 
членистоногих; работы в инфекционных очагах забо-
леваний, эвакуация больных особо опасными инфек-
циями; работы в больницах (госпиталях), изоляторах 
и обсерваторах; вскрытие трупов людей и павших 
животных; исследования по контролю качества про-
дукции на наличие санитарно-показательных микро-
организмов. в выполнении задействованы специали-
сты противочумных учреждений (противочумный 
центр, 5 нии, 12 станций, 11 отделений), других 
научно-исследовательских институтов министер-
ства здравоохранения, министерства обороны, об-
разовательных учреждений медико-биологического 
профиля, лечебно-профи лакти ческих учреждений 
инфекционного и других профилей, центров гигие-
ны и эпидемиологии роспотребнадзора, организаций 
дезслужбы, гражданской обороны, по чрезвычайным 
ситуациям и др. приведенный широкий перечень ра-
бот и исполнителей определяет масштабность про-
блемы обеспечения их биобезопасности для персо-
нала, населения и окружающей среды.

обеспечение безопасной эксплуатации является 

основным условием получения лицензии и функцио-
нирования данных учреждений [18, 19, 22, 24, 30, 31, 
33, 34]. при этом ведущая роль в обеспечении надеж-
ности работ отводится персоналу – «человеческому» 
фактору [4, 8, 11, 15, 28]. 

манипуляции с пба требуют четкого соблюде-
ния правил техники безопасности, точного выполне-
ния технологии работ, адекватности и скорости при-
нятия решений при возникновении аварийной или 
чрезвычайной ситуации. при осуществлении всех 
видов деятельности с пба всегда присутствует риск 
заражения персонала, а также непреднамеренного или 
преднамеренного выхода инфекционных агентов за 
пределы учреждения с последующим инфицировани-
ем населения и окружающей среды. причинами, при-
водящими к реализации рисков, могут послужить:

1. Нарушения штатной деятельности (инци-
денты, аварии с ПБА) в результате сбоя в работе 
инженерно-технических защитных устройств, либо 
непреднамеренных и/или неквалифицированных дей-
ствий сотрудников. 

изучение причин аварий на предприятиях с по-
тенциально опасными технологиями показывает, что 
от 20 до 80 % (в зависимости от вида производств) 
обусловлены ошибками персонала [абрамова, 1993, 
цит. по 11], т.е. являются антропогенными. вместе 
с тем в 70 % случаев именно квалифицированные и 
своевременные действия сотрудников предупрежда-
ли катастрофу. в разных странах в разные периоды в 
силу различий в законодательстве и экономическом 
уровне эти цифры могут существенно колебаться, 
но во всех странах исключить полностью риск ан-
тропогенных аварий нельзя. причины возникнове-
ния антропогенного риска заложены в объективных 
условиях труда и его организации, а также в степени 
соответствия условий и содержания труда психоло-
гическим особенностям и функциональным воз-
можностям каждого работника и всего персонала в 
целом. необходима разработка и совершенствование 
теории и практики оценки антропогенного риска ин-
цидентов на потенциально опасных объектах. 
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на данный момент в россии отсутствует офици-
альная статистика аварий, аварийных ситуаций, тех-
нических неисправностей на инженерно-техни че ских 
системах, произошедших в учреждениях (организа-
циях), использующих в своей деятельности пба. в 
единичных исследованиях анализ данных, получен-
ных из открытой печати и отчетов учрежденческих 
комиссий по биобезопасности, показал, что количе-
ство аварий с внутрилабораторным заражением пер-
сонала микроорганизмами I–II групп патогенности 
не превышало четырех десятков за период с 1898 по 
2006 год) [3, 12, 16, 41, 42, 45]. вместе с тем ликви-
дация последствий каждой аварийной ситуации или 
аварии в соответствии с положениями действующих 
нормативных документов [2, 7] требует существен-
ных материальных затрат. в качестве примера, при-
ведем результаты произведенного нами расчета сто-
имости ликвидации аварии с разбрызгиванием пба 
[2] при условии работы двух сотрудников с вирулент-
ными штаммами возбудителей чумы или сибирской 
язвы в бактериологическом боксе площадью 10 м2. 
общий ущерб для организации в результате ликви-
дации аварий с вирулентным штаммом возбудителя 
чумы при изоляции работников, проведении диагно-
стики и курса экстренной профилактики составит 
65383 руб.; в случае проведения обследования и ле-
чебных мероприятий –147829 руб. при ликвидации 
аварии с вирулентным штаммом возбудителя сибир-
ской язвы общий ущерб для организации составит 
соответственно – 64925 и 155563 руб.

2. Преднамеренные несанкционированные дей-
ствия работников с последующей утечкой ПБА, воз-
можно с террористическими целями. 

существует много литературных свидетельств 
об использовании пба I–II групп в качестве агентов 
для биотеррористических актов [6, 29, 38]. некоторые 
из них, например, события 2001 г. в сШа, связанные 
с рассылкой по почте конвертов, содержавших спо-
ры возбудителя сибирской язвы, продемонстрирова-
ли реальность подобной угрозы, а поиски источника 
получения возбудителя опасной инфекционной бо-
лезни подтверждают реальность утечки пба из ор-
ганизаций, использующих их в своей деятельности. 
подобные действия могут вызывать не только пси-
хологический стресс у персонала учреждения, насе-
ления, социальные и экологические потери, но и зна-
чительные экономические потери, связанные с лик-
видацией последствий. например, моделирование 
и анализ оценки сценария возникновения эпидемии 
на примере натуральной оспы в результате теракта 
в наукограде пос. кольцово показали ряд моментов, 
которые отрицательно скажутся на экономике регио-
на, в том числе колоссальные затраты на ликвидацию 
последствий теракта – более 10 млрд рублей [42].

в настоящее время широко признается, что 
наибольшую опасность для использования пба в 
преступных целях представляют люди, имеющие 
разрешенный доступ к ним [37]. в ходе моделиро-
вания было показано, что сценарии самого высшего 

и высокого риска представляют попытки сотрудни-
ков организации, и в меньшей степени посетителей 
и внешних работников с ограниченным допуском, 
скрытно украсть пба или секретную информацию 
о них. следовательно, надежность персонала имеет 
главное значение для эффективной программы по 
биобезопасности в любом учреждении и в любой 
стране. 

учитывая возможные неблагоприятные послед-
ствия для общества неквалифицированных, непред-
намеренных или преднамеренных несанкциониро-
ванных действий персонала, имеющего допуск к 
работе с пба, актуальным и приоритетным направ-
лением становится разработка общих критериев, по-
зволяющих регламентировать влияние человеческого 
фактора на техногенную сферу. 

такими критериями могут быть показатели про-
фессиональной надежности работника и риска ее 
снижения.

Профессиональная надежность – это динами-
ческая социально-биологическая характеристика 
работающего человека, количественно отражающая 
реализуемую им в профессиональной деятельности 
способность выполнять предписанные должностные 
функции в штатных и нештатных условиях проте-
кания технологического процесса своевременно и с 
заданным качеством при условии сохранения своего 
профессионального здоровья в социально заданных 
границах [11]. 

анализ действующих нормативных и методиче-
ских документов, регламентирующих обеспечение 
биобезопасности работ с пба в режиме штатной дея-
тельности стационарных лабораторий и в мобильных 
лабораториях специализированных противоэпиде-
мических бригад при ликвидации чрезвычайных си-
туаций [2, 21, 23, 30, 31, 34], показал наличие опреде-
ленных требований к лицам, допускаемым к работе, 
в том числе уровень образования, переподготовка на 
специализированных курсах; ряда требований к про-
фессиональному здоровью. отдельные положения 
косвенно определяют необходимость наличия у ра-
ботников конкретных профессионально важных ка-
честв (пвк). вместе с тем в национальных нормати-
вах отсутствуют требования, методология и методы 
количественной оценки надежности «человеческого 
фактора» при работе с пба. полученные сведения 
позволяют сформулировать комплексный подход к 
подготовке специалистов, который должен базиро-
ваться на отборе кандидатов при приеме на работу, 
профессиональной подготовке, мониторинге про-
фессионального здоровья и медицинских профилак-
тических мероприятий, а также оценке надежности 
деятельности каждого сотрудника и коллектива в це-
лом [8, 15]. причем оценка надежности профессио-
нальной деятельности определена как интегральный 
показатель, для которого в качестве профессиональ-
ных характеристик предполагается использование 
базисных компонент «профессиональная подготов-
ленность» (пп или бк1), «профессиональная успеш-
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ность» (пу или бк2), «профессиональное здоровье» 
(пз или бк3). 

Профессиональная подготовленность работни-
ка – подготовленность работника, характеризующая-
ся совокупностью показателей, определяющих нали-
чие профессиональных знаний и навыков, необходи-
мых для безопасного, качественного и эффективного 
выполнения должностных обязанностей. 

в структуру профессиональной подготовленно-
сти входит теоретическая подготовка, приобретение 
практических навыков выполнения манипуляций с 
пба в соответствии с должностными обязанностя-
ми, культура безопасности. показателем является от-
несение работника к определенному классу профес-
сиональной подготовленности (табл. 1). 

Профессиональная успешность работника – 
свойство работника, определяющее его способность 
обеспечивать выполнение возложенных на него 
функций на рабочем месте, в течение рабочего вре-
мени в определенных условиях.

в структуру профессиональной успешности вхо-
дит совокупность пвк, обеспечивающих эффектив-
ную профессиональную деятельность. показателем 
является отнесение работника к определенному 
классу профессиональной успешности (табл. 1). 

профессиональная подготовленность и профес-
сиональная успешность работающих с пба оценива-
ются с использованием тестов и анкеты экспертной 
оценки профессиональной адаптации, разработан-
ной сотрудниками Федерального медицинского био-
физического центра им. а.и.бурназяна с учетом про-
фессиографического описания деятельности и пвк 
врачей-бактериологов, научных сотрудников, лабо-
рантов, дезинфекторов, руководителей подразделе-
ний, имеющих допуск к работе с пба, выделенных 
сотрудниками отдела образовательных программ и 
подготовки специалистов роснипчи «микроб».

Профессиональное здоровье работника – здо-
ровье работника, оцениваемое соответствием его 
медицинских и психофизиологических показателей 
требованиям профессиональной деятельности [11].

в структуру профессионального здоровья вхо-
дят рабочее актуальное состояние, психическая 
адаптация, профессионально значимые заболевания 

и длительность временной утраты трудоспособно-
сти. показателем является отнесение работника к 
определенному классу профессионального здоровья 
(табл. 1). 

актуальность оценки надежности профессио-
нальной деятельности персонала в настоящее время 
возросла в связи с: 

- увеличением сложности и большей интенсив-
ностью диагностической и экспериментальной дея-
тельности с использованием пба; 

- увеличением объема научных и прикладных ис-
следований в области биотехнологии, получением и 
широким использованием в различных сферах генно-
инженерно-модифицированных микроорганизмов; 

- внедрением в учреждениях медико-биоло ги че-
ского профиля современного защитного оборудова-
ния и средств индивидуальной защиты [2, 3, 5, 14];

- риском возникновения антропогенных аварий 
при осуществлении работ с пба, увеличением за по-
следние годы случаев внутрилабораторных зараже-
ний, в т.ч. с летальным исходом [3, 12, 16, 41, 42, 45];

- нарушением преемственности поколений в 
коллективах за последние 15 лет вследствие сниже-
ния престижности работы в учреждениях медико-
био логического профиля, в т.ч. по причине низкой 
оплаты труда и отмены ранее существующих льгот; 

- регистрацией случаев нарушения правил и по-
рядка обеспечения физической защиты, хранения, 
обращения, утилизации опасных объектов и мате-
риалов [10, 31].

в условиях, требующих повышенной готовно-
сти противодействия угрозе биотерроризма, задача 
оценки надежности деятельности персонала потен-
циально опасных объектов приобретает еще и несо-
мненную профилактическую направленность. 

рассмотрение проблемы надежности персонала, 
допускаемого к работам с пба, определяет необхо-
димость оценки риска (вероятности) ее снижения. в 
настоящее время во многих странах разрабатывается 
идеология противодействия катастрофам и государ-
ственная стратегия управления ими, основным ин-
струментарием которой является оценка рисков. в 
россии концепция оценки рисков, как приоритетное 
направление в обеспечении безопасности учрежде-
ний, осуществляющих деятельность с использова-
нием пба, была отражена в законодательных доку-
ментах [18, 19], проблемных статьях [26–28, 40] и 
федеральных целевых программах [43, 44]. 

в целях предупреждения опасных нарушений и 
аварий, снижения неблагоприятных последствий в 
случае возможных аварий на объектах, использую-
щих в своей деятельности пба, предусмотрена си-
стема инженерно-технических средств защиты [2, 
8, 14]. выбор уровней, их числа и барьеров в этой 
системе осуществляется на основе детерминистиче-
ских и вероятностных подходов с учетом существую-
щих неопределенностей в оценке состава исходных 
событий, аварийных последовательностей, частот 
событий и последствий аварий [9]. проводится боль-

Таблица 1

Градации базовых компонент профессиональной надежности  
и их оценка

градации базовой компоненты 
бкi

*
ранг 

(баллы)

высокий 1

выше среднего 2

средний 3

ниже среднего 4

низкий 5

* где i – 1, 2, 3 и соответственно бк1 – профессиональная подготов-
ленность, бк2 – профессиональная успешность, бк3 – профессиональное 
здоровье.



Проблемы особо опасных инфекций, вып. 103, 2010

40

шая работа по совершенствованию нормативно-
правовой базы по обеспечению безопасности учреж-
дений [2, 13, 17–25, 30–36, 39, 44]. однако все это 
касается надежности инженерно-технических си-
стем, организационных и контрольных мероприятий. 
методологические вопросы антропогенных рисков 
при работах с пба в настоящее время находятся в 
стадии разработки.

риск – это вероятность причинения вреда жиз-
ни или здоровью граждан, имуществу физических 
или юридических лиц, государственному или муни-
ципальному имуществу, окружающей среде, жизни 
или здоровью животных и растений с учетом тяже-
сти этого вреда [22]. данное понятие является меж-
дисциплинарным, но трактуется по-разному в силу 
исторически сложившихся взглядов на эту проблему 
в конкретных (технической, гуманитарной, право-
вой, экономической, естественно-научной и др.) об-
ластях человеческих знаний. подобное отношение 
распространяется и на связанные с ним производные 
понятия. по нашему мнению, риск нарушения про-
фессиональной надежности работающего с ПБА – 
это количественная характеристика угрозы безопас-
ности предприятию со стороны работника в процес-
се профессиональной деятельности, обусловленная 
несоответствием его социально-биологи че ских ха-
рактеристик требованиям профессиональной дея-
тельности, антропогенной уязвимости оборудования 
и технологических процессов. 

в приведенном определении отражены основ-
ные характеристики риска: наличие источника ри-
ска – несоответствие, даже кратковременное (на пе-
риод смены), социально-биологических характери-
стик работника требованиям деятельности, наличие 
путей воздействия источника риска на какой-либо 
объект – профессиональная деятельность с исполь-

зованием пба, уязвимость объекта деятельности – 
уровень защищенности оборудования и технологи-
ческих процессов, не обеспечивающий абсолютную 
их безопасность. 

оценку риска нарушения профессиональной 
надежности работающих с пба предлагается про-
водить с использованием классификационных при-
знаков, приведенных в табл. 2.

величина риска нарушения каждой из базовых 
компонент профессиональной надежности определя-
ется через индекс риска (ир): 

иP_пп = пп⋅ P1, баллы
иP_пу = пу⋅ P2, баллы
иP_пз  = пз⋅ P3, баллы,

где р1, р2, р3 – вероятность реализации риска при 
их нарушении.

индексы риска строятся исходя из существую-
щих представлений, согласно которым они пред-
ставляют собой произведение величины ущерба на 
вероятность возникновения неблагоприятного собы-
тия, с обязательной адаптацией к условиям работ с 
пба. в общем случае ущерб для профессиональной 
надежности работника определяется потерей (нару-
шением) профессиональной подготовленности, про-
фессиональной успешности и профессионального 
здоровья. эти характеристики являются первыми 
сомножителями в индексах риска. вторые сомно-
жители – характеристики того, насколько близка к 
реализации возможность появления нерегламенти-
рованных действий работника при нарушениях пп, 
пу и пз. введенные таким образом индексы риска 
повышаются при увеличении потерь (что достига-
ется выбором ранговых оценок базовых компонент 
профессиональной надежности согласно табл. 1) и 

Таблица 2

общая классификация рисков нарушения профессиональной надежности работающих с Пба

классификационный признак виды рисков 

вид риска риск нарушения профессиональной подготовленности 
риск нарушения профессиональной успешности 
риск нарушения профессионального здоровья 
риск нарушения профессиональной надежности

уровни риска игнорируемый
незначительный
умеренный
существенный
критический

классы базовых компонент профессиональной надежности  
(бк1, бк2, бк3)

высокий
выше среднего
средний
ниже среднего
низкий

вероятность реализации риска игнорируемая
слабо вероятная
мало вероятная
вероятная
почти возможная

уровень социальной допустимости риска приемлемый
социально допустимый
недопустимый
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вероятности реализации риска. вероятность реали-
зации рисков оценивается экспертным путем, исходя 
из табл. 3.

оценка выставляется экспертом с учетом степе-
ни влияния на безопасность эксплуатации учрежде-
ния выполняемых конкретным сотрудником видов 
работы, прямых или косвенных данных о допущен-
ных им ранее нарушениях. в качестве экспертов вы-
ступают: при оценке профессиональной подготовлен-
ности – специалисты подразделений, занимающиеся 
подготовкой специалистов, члены учрежденческой 
комиссии по биобезопасности или непосредственные 
руководители работника; профессиональной успеш-
ности – непосредственные руководители работника; 
профессионального здоровья – сотрудники медицин-
ского подразделения учреждения (здравпункт, мед-
санчасть и др.).

оценку риска нарушения базовых компонент 
профессиональной надежности работника предпо-
лагается проводить с использованием матрицы ри-
сков (табл. 4), позволяющей по сочетанию характе-
ристик «базовая компонента профессиональной на-
дежности – вероятность реализации риска» оценить 
уровень риска нарушения базовой компоненты. в 
ячейках матрицы риска стоят уровни риска (ур): 1 – 
игнорируемый, 2 – незначительный, 3 – умеренный, 
4 – существенный, 5 – критический.

например, если профессиональная подготов-
ленность работника оценивается как вышесредней 
(пп = 2 балла), вероятность возникновения наруше-
ний в профессиональной деятельности как игнори-

руемая (р1 = 1 балл), то по матрице риска это соот-
ветствует игнорируемому риску нарушения профес-
сиональной подготовленности (ур=1). если при той 
же профессиональной подготовленности у эксперта 
есть свидетельства о случаях не реализации работ-
ником полученных знаний и навыков в практической 
деятельности (р1=4 балла), то это повышает риск на-
рушения до существенного (ур=4).

поскольку любой риск должен оцениваться с 
позиций его социальной допустимости, то для ра-
ботающего с пба уровни риска 1 (игнорируемый), 
2 (незначительный) можно считать приемлемыми 
(ур ≤ 2). это соответствует изменению базовой ком-
поненты от среднего до высокого уровней и вероят-
ности реализации риска от игнорируемой до мало-
вероятной. при уровне риска 3 (умеренный риск) 
уровень социальной допустимости риска является 
социально допустимым (ур = 3). при этом базовая 
компонента может изменяться от высокого до ни-
жесреднего уровня, а вероятность реализации риска 
от игнорируемой до вероятной. уровни риска 4 (су-
щественный) и 5 (критический) являются социаль-
но недопустимыми (4 ≤ ур ≤ 5). это соответствует 
уровню изменения базовой компоненты от низкого 
до нижесреднего и вероятности реализации риска от 
вероятной до почти возможной.

для оценки риска нарушения профессиональной 
надежности работника вычисляется средневзвешен-
ный индекс риска (свр):

свр=0,25⋅ир_пп+0,3⋅ир_пу+0,45⋅ир_пз, баллы 

Таблица 3

Градации вероятности реализации рисков, их описание и оценка

вероятность реализации
оценка вероятности реализации риска (рi

*)

ранг р 
(баллы) качественное описание

игнорируемая 1 событие** не может произойти 

слабо вероятная 2 событие может произойти в исключительных случаях

мало вероятная 3 наличие неявных косвенных свидетельств о возможности возникновения события

вероятная 4 наличие явных косвенных свидетельств о возможности возникновения события

почти возможная 5 событие скорее всего произойдет

* где i – 1, 2, 3.
** под событием понимается возникновение какого-либо нарушения по вине работника.

Таблица 4

матрица рисков

вероятность реализации риска (рi
*)

уровни базовой компоненты профессиональной надежности (бкi
*)

высокий  
(1 балл)

выше среднего  
(2 балла)

средний  
(3 балла)

ниже среднего  
(4 балла)

низкий  
(5 баллов)

игнорируемая (1 балл) 1 1 2 3 4

слабо вероятная (2 балла) 1 2 3 4 4

мало вероятная (3 балла) 2 3 3 4 4

вероятная (4 балла) 3 4 4 4 5

почти возможная (5 баллов) 4 4 4 5 5

* где i – 1, 2, 3.
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в свр наибольший вес (0,45) имеет индекс ри-
ска нарушения профессионального здоровья (ир_пз) 
как наиболее лабильный из всех базовых компонент 
профессиональной надежности. далее по значимо-
сти располагаются индекс риска нарушения профес-
сиональной успешности (вес 0,3) и индекс риска на-
рушения профессиональной подготовленности (вес 
0,25). значения весовых коэффициентов определяли с 
использованием метода анализа иерархий. чем мень-
ше вес индекса риска, тем меньше вклад компоненты 
в нарушение профессиональной надежности. пп и 
пу конкретного работника достаточно стабильные 
характеристики, а пз (особенно такая его состав-
ляющая как актуальное состояние) – лабильная ха-
рактеристика, и именно ею во многом определяется 
допустит человек ошибку в работе или нет. 

«точечные» границы разделения уровней риска 
приведены в табл. 5.

согласно приведенным данным, риск наруше-
ния профессиональной надежности является игно-
рируемым при 1 ≤ Cвр ≤ 6,3, незначительным – при 
6,3 < Cвр ≤ 11,3, умеренным – при 11,3 < Cвр ≤ 16, 
существенным – при 16 < Cвр ≤ 20,5, критическим – 
при Cвр > 20,5 баллов.

игнорируемый и незначительный уровень риска 
являются социально приемлемыми, умеренный – 
социально допустимым, существенный и критиче-
ский – социально недопустимыми.

таким образом, в данной работе продемонстри-
рована возможность введения количественной меры 
оценки надежности профессиональной деятельности 
специалиста, работающего с пба, и риска ее сниже-
ния. результатом является определение для каждого 
работника уровня риска (вероятности) снижения на-
дежности профессиональной деятельности, выявле-
ния определенной бк как вероятной причины про-
цесса и разработка алгоритма действия для предот-
вращения реализации риска. 

в заключении необходимо отметить, что степень 
потребности общества в прогнозировании професси-
ональной надежности работающих во многом опре-
деляется складывающейся конъюнктурой: состояни-
ем социально-экономического и политического раз-
вития, характеристикой людского ресурса и наличи-

ем контингента для выбора, потребностью общества 
в тех или иных специалистах и профессиях, ролью 
«личного» фактора в профессиональной деятельно-
сти и т.д. поэтому, как показывает история, интерес к 
проблеме оценки профессиональной пригодности, ее 
прогнозированию, а также к масштабам исследова-
ний и практического применения психодиагностики 
способностей переживает периодические подъемы и 
спады. однако это не должно относится к оценке на-
дежности персонала и организации, использующей в 
своей деятельности (экспериментальной, диагности-
ческой, лечебной, производственной) возбудители 
инфекционных заболеваний, представляющие опас-
ность для окружающих [25]. разработка и внедрение 
оценки риска нарушения профессиональной надеж-
ности работника/коллектива, осуществляющего дея-
тельность с пба, в частности I–II групп, актуальна 
и приоритетна для совершенствования системного 
обеспечения профессиональной подготовки (подбор 
и обучение кадров, медицинские мероприятия, про-
фессиональная адаптация) с целью увеличения безо-
пасности функционирования организации, сведения 
к минимуму вероятности появления ошибок, приво-
дящих к авариям, сохранения профессионального 
здоровья, а также санитарно-эпиде мио логического 
благополучия населения и окружающей среды.
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в последнее десятилетие (1999–2008 гг.), несмо-
тря на отсутствие заболеваний чумой (с 1979 г.), в ре-
гионе северо-западного прикаспия имеет место спо-
радическая заболеваемость туляремией, крымской 
геморрагической лихорадкой (кгл), астраханской 
пятнистой лихорадкой (апл), лихорадкой западного 
нила (лзн). в отдельные годы отмечена групповая 
(2005–2008 гг. по кгл) и вспышечная (1999 г. – по 
лзн) заболеваемость [4, 5, 6, 8]. 

на территории региона северо-западного 
прикаспия в границах астраханской, волгоградской, 
ростовской областей, ставропольского края, 
республики калмыкия и республики дагестан рас-
полагаются прикаспийский северо-западный степ-
ной (14) и прикаспийский песчаный (43) природ-
ные очаги чумы [7]. для прикаспийского северо-
западного степного природного очага чумы (14), 
площадь которого составляет 65500 кв.км, харак-
терна периодическая эпизоотическая активность 
(индекс эпизоотичности – 0,31). в период с 1913 по 
1938 год эпизоотии регистрировались здесь прак-
тически ежегодно. в 1932–1934 гг. эпизоотии чумы 
также отмечались в популяциях домовых мышей в 
пойме волги в осенне-зимний период. после 35-лет-
него перерыва в 1972–1973 гг. в центральной части 
ергенинской возвышенности вновь зарегистрирова-
ны эпизоотии чумы среди малых сусликов. в 1988–
1991 гг. на границе с прикаспийским песчаным 
очагом на территории яшкульского и Юстинского 
районов калмыкии регистрировали единичные на-
ходки зараженных чумой грызунов и их блох. с 
1991 г. прикаспийский северо-западный степной 
природный очаг чумы находится в состоянии ме-
жэпизоотического периода. за период наблюдений 
1913–2009 гг. в целом по очагу эпизоотическая пло-
щадь составила 1554 тыс. га (23,7 % территории). 

повторные проявления чумы отмечены только на 
ергенинской возвышенности (3 сектора, составля-
ющие 0,4 % от общей площади очага). в недалеком 
прошлом очаг характеризовался высокой эпидеми-
ческой активностью. заболевания чумой среди лю-
дей регистрировали здесь с 1878 по 1935 гг. всего 
за этот период отмечен 1441 больной с первичными 
заражениями (охота, сельхозработы в степи) в 193 
пунктах и 174 заносных случая (десятки киломе-
тров) в 19 пунктах. большое число больных наблю-
далось на территории волгоградской, ростовской 
областей и ставропольского края на удалении до 
100 км от современных границ очага [12]. в настоя-
щее время вследствие глубокой многолетней де-
прессии численности малого суслика и отсутствия 
эпизоотий чумы на территории прикаспийского 
северо-западного степного природного очага (с 
1991 г.) исчезли факторы (высокая численность 
сусликов и их блох, развитие эпизоотий чумы), обу-
словливающие в прошлом столетии его высокий 
эпидемический потенциал. последнее служит аргу-
ментом в пользу того, что в сложившейся ситуации 
эпидемические события прошлых лет (20–30-е годы 
XX века) не определяют уровень современной эпи-
демической опасности отдельных участков этого 
очага. учитывая, что ранее выделение территорий с 
высоким и очень высоким уровнем эпидемической 
опасности выполнено на основании эпидемиоло-
гических данных прошлого столетия, в настоящее 
время значение их эпидемического статуса снижено 
до среднего уровня [10]. 

прикаспийский песчаный очаг (43) в качестве 
самостоятельного выделен в юго-восточной части 
энзоотичного по чуме региона северо-западного 
прикаспия в 1987 г. очаг является самым крупным 
в российской Федерации и расположен на террито-
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рии, примыкающей к северо-западному побережью 
каспийского моря от волги до терека, площадью 
71950 кв. км. административно территория очага 
охватывает часть калмыкии, астраханской области, 
ставропольского края, дагестана и чечни.

очаг со средней эпизоотической активностью 
(иэ – 0,53). наиболее крупные волны проявлений 
чумы на грызунах отмечались в 1923–1925, 1928–
1929, 1935–1936, 1946–1954, 1979–2000 гг. с 1979 г. 
по настоящее время эпизоотии регистрируются, 
с кратковременным перерывом в 2007–2008 гг., в 
разных частях очага. эпизоотическая площадь до-
стигает 1962 тыс. га, что составляет 27,3 % его об-
щей площади. общая площадь зоны со стойким 
сохранением возбудителя чумы в разные эпизоо-
тические циклы оценивается в 260 тыс. га (3,4 %). 
эпидемические проявления в современных границах 
прикаспийского песчаного очаге регистрировались в 
1923–1924, 1935–1936, 1947–1948 и 1979 гг. число за-
болевших чумой составило 82 человека в 13 населен-
ных пунктах. большинство вспышек наблюдалось в 
центральных и восточных районах прикаспийского 
песчаного очага, и их происхождение было связано с 
развитием эпизоотий чумы среди песчанок и мыше-
видных грызунов. 

в последние десятилетия в различных частях 
энзоотичной по чуме территории северо-западного 
прикаспия отмечена активизация природных очагов 
туляремии, крымской геморрагической лихорадки, 
лихорадки западного нила, астраханской пятни-
стой лихорадки. в текущем десятилетии этот про-
цесс протекал на фоне потепления климата, которое 
способствовало во многом расширению видового 
спектра и численности иксодовых клещей, в первую 
очередь, Hyalomma marginatum – основного пере-
носчика возбудителя ккгл [8, 10]. повсеместный 
рост численности иксодовых клещей обусловлен 
также резким снижением объемов проводимых 
здесь акарицидных мероприятий. в условиях сни-
жения антропогенной нагрузки на первичные при-
родные комплексы, вследствие резкого сокращения 
поголовья мелкого и крупного рогатого скота, здесь 
отмечена тенденция восстановления первичного 
растительного покрова и, как следствие, увеличение 
численности мышевидных грызунов в открытых 
биотопах. отмечаемая трансформация биоцено-
тических комплексов способствовала формирова-
нию общей паразитарной системы бактериальных 
и вирусных инфекций, привела к формированию 
сочетанных природных очагов чумы, туляремии, 
кгл на всей территории региона северо-западного 
прикаспия. на территориях, прилегающих к пойме 
волги и ахтубы, сформировались, дополнительно, 
сочетанные природные очаги лзн и апл. имеются 
все условия для формирования природных очагов 
лзн на территории кумо-манычской впадины.

в современный период наиболее выраженные 
негативные эпидемиологические последствия ро-
ста численности иксодовых клещей и мышевидных 

грызунов отмечены в зонах орошаемого земледелия, 
где также имеет место интенсивное расселение та-
марисковой песчанки [14]. в частности, в 80–90-х 
годах прошлого столетия на территории республики 
калмыкия, вследствие ирригации территорий 
сарпинской низменности и черных земель, произо-
шло возникновение новых участков природной очаго-
вости туляремии. причем наиболее стойкий характер 
проявления инфекции отмечен в северных районах 
ергенинской возвышенности (малодербетовский, 
сарпинский районы), в сарпинской низменности 
(октябрьский район), на черных землях и в долинах 
восточного (черноземельский, яшкульский райо-
ны) и западного маныча (городовиковский, яшал-
тин ский, приютненский районы). продолжающие 
функционировать на северо-западе и юго-западе 
республики калмыкия участки степного очага также 
изменили свою биоценотическую структуру, в пер-
вую очередь за счет расширения видового спектра 
иксодовых клещей [10]. кроме того, вследствие ир-
ригации территорий произошло внедрение многих 
видов грызунов и их эктопаразитов, характерных 
для степных зон, в полупустынные и пустынные 
районы. в то же время пустынные и полупустын-
ные виды, являющиеся основными носителями 
чумы, – малые суслики и песчанки стали принимать 
активное участие в эпизоотиях туляремии. все это 
в целом привело к расширению и активизации при-
родных очагов туляремии на энзоотичных по чуме 
территориях республики калмыкия. при этом вы-
сокая численность мышевидных грызунов в зонах 
ирригации и орошения, в первую очередь синан-
тропных видов, значительно увеличивает здесь риск 
заражения человека особо опасными инфекцион-
ными болезнями. наличие сочетанных природных 
очагов чумы и туляремии отмечено также на тер-
ритории ставропольского края (апанасенковский, 
арзгирский, буденовский, кировский, курский, 
левокумский, советский, туркменский районы).

как уже отмечалось выше,  вследствие увели-
че ния численности и площади распространения 
иксодо вого клеща Hyalomma marginatum – основ-
ного переносчика возбудителя ккгл [8], эпиде-
мическая обстановка по кгл резко обострилась на 
энзоотичных по чуме территориях астраханской 
области, ставропольского края и республики 
калмыкия. в частности, в 1999–2008 гг. на всей 
территории астраханской области зарегистри-
рованы заболевания кгл (118 случаев), с наибо-
лее высоким уровнем заболеваемости населения в 
енотаевском, харабалинском и приволжском райо-
нах. на территории калмыкии (городовиковский, 
яшалтинский, приютненский, целинный, г. элиста, 
ики-бурульский, кутченеровский, сарпинский, 
яш кульский, черноземельский, лаганский, мало-
дербетовский районы) в 2000–2008 гг. зарегистри-
рован 241 случай заболевания кгл. к террито-
риям с наиболее высокой потенциальной эпиде-
мической опасностью по кгл отнесены террито-
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рии ергенинской возвышенности, восточного и 
западного маныча. на территории ставропольского 
края (апанасенковский, арзгирский, буденовский, 
курский, левокумский, нефтекумский, советский, 
степновский, туркменский районы) – 270 случа-
ев заболевания кгл. причем наиболее напряжен-
ная эпидемическая обстановка по кгл сложилась в 
нефтекумском районе (88 случаев).

 антигены вируса ккгл выявлены при ис-
следовании фоновых видов иксодовых клещей на 
всей рассматриваемой энзоотичной по чуме терри-
тории. существенно, что в период 1999–2008 гг. в 
прикаспийском песчаном очаге (43) неоднократно 
регистрировали одновременную циркуляцию воз-
будителей чумы и ккгл в лиманском районе (2002, 
2003, 2006 гг.).

в период 1997–2006 гг. на территории 
астраханской области также зарегистрирован 341 
случай лихорадки западного нила. наиболее высо-
кий риск заражения лзн отмечен для территорий 
астрахани, наримановского и приволжского райо-
нов. результаты исследования комаров, клещей и 
грызунов, добытых на территории астраханской 
области в 2000 –2003 гг., также подтверждают на-
личие здесь природных очагов лзн. в период 
1997–2006 гг. на территории прикаспийского пес-
чаного очага чумы (43) отмечена одновременная 
циркуляция возбудителей чумы и лзн в лиманском 
районе (2000–2002, 2004, 2005 гг.). кроме того, в 
1997–2006 гг. на территории астраханской области 
выявлено 29 случаев других лихорадок – тягиня, 
инко, синдбис, батаи, бханджа [1, 2]. на террито-
рии ставропольского края антиген вируса лзн не-
однократно регистрировали в пробах полевого ма-
териала с территорий нефтекумского, советского, 
степновского районов. кроме того, антитела к 
вирусу лихорадки западного нила обнаруже-
ны в сыворотках крови доноров, проживающих в 
апанасенковском и туркменском районах.

 в 2000–2008 гг. на территории прикаспийского 
песчаного природного очага чумы (лиманский, 
харабалинский, икрянинский районы) отмечена 
спорадическая заболеваемость астраханской пят-
нистой лихорадкой (апл). переносчиком возбуди-
теля апл является клещ Rhipicephalus pumilio. для 
этого вида иксодовых клещей естественная зара-
женность риккетсиями подтверждена результатами 
исследования их гемолимфы, равно как и изолиро-
вания штаммов из клещей, собранных с собак, ко-
шек и ежей [1, 11]. 

представленные выше материалы однозначно 
свидетельствуют о том, что в настоящее время на 
территории региона северо-западного прикаспия 
существуют сочетанные природные очаги бактери-
альных (чума, туляремия), риккетсиозных (апл) и 
вирусных (ккгл, лзн) инфекционных болезней [1, 
2, 3, 10, 13]. причем в границах астраханской об-

ласти расположены сочетанные природные очаги 
чумы, туляремии, кгл, лзн, апл; на территории 
республики калмыкии и ставропольского края – 
чумы, туляремии и кгл (рисунок). существенно, 
что для каждой из этих инфекций характерно на-
личие участков стойкой очаговости, на террито-
рии которых в последние десятилетия многократно 
имело место обнаружение зараженных животных и 
регистрация заболеваний людей. однако на боль-
шей части рассматриваемой энзоотичной по чуме 
территории эпизоотические и эпидемические про-
явления этих инфекционных болезней разделены 
в пространстве и времени. в настоящее время об-
щая площадь участков, на которых зарегистрирова-
ны находки животных, зараженных возбудителями 
чумы, туляремии, ккгл, лзн и апл, относительно 
невелика. однако по мере активизации сочетанных 
природных очагов этих инфекций площадь таких 
территорий будет неизменно расти. в современный 
период наиболее оптимальные условия для одно-
временного проявления бактериальных, риккетси-
озных и вирусных инфекционных болезней сложи-
лись на территории астраханской области, в пер-
вую очередь в границах прикаспийского песчаного 
природного очага чумы. 

распространение сочетанных природных очагов  
инфекционных болезней бактериальной, риккетсиозной  
и вирусной этиологии в северо-западном прикаспии:

1 – шифр природного очага чумы: прикаспийский северо-западный 
степной (14), прикаспийский песчаный (43), волго-уральский степной 
(15), волго-уральский песчаный (16); 2 – сочетанные природные очаги 

чумы, туляремии, кгл; 3 – сочетанные природные очаги чумы,  
туляремии, кгл, лзн, апл
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работа выполнена по государственному контрак-
ту № 110-д от 11.06.2009 г. в рамках Федеральной 
целевой программы «национальная система хими-
ческой и биологической безопасности российской 
Федерации (2009–2013 годы)».
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развитие любого инфекционного процесса на-
чинается с прикрепления возбудителя к клеткам-
мишеням макроорганизма, за которым следует его 
проникновение в органы и ткани с последующим 
проявлением патогенных свойств. поэтому исследо-
ванию адгезивных свойств микроорганизмов, явля-
ющихся возбудителями инфекционных заболеваний, 
придается большое значение. 

в настоящее время выявлены и изучены по-
верхностные структуры Y. pestis, ответственные за 
процесс прикрепления к клеткам хозяина [1, 10, 11]. 
однако определение адгезивных свойств чумных 
бактерий проводилось с помощью реакции гемагглю-
тинации (рга) или по методике в.и.брилис и соавт. 
[3]. вместе с тем известно, что в рга определяется 
только один вид адгезинов – гемагглютинины [2], а 
метод в.и.брилис достаточно субъективен и трудое-
мок, что значительно снижает информативность по-
лучаемых результатов.

для оценки адгезивной способности бактерий в 
отношении эритроцитов нами предложен фотоколо-
риметрический метод [7]. ранее с его помощью был 
изучен процесс прикрепления клеток Y. pestis EV 
нииэг к эритроцитам человека [8]. в настоящей 
работе приведены результаты оценки адгезии данно-
го микробного штамма к эритроцитам разных видов 
животных. учитывая различную чувствительность 
животных к инфицированию Y. pestis и принимая во 
внимание трансмиссивный путь передачи возбудите-
ля при чуме, выбранное направление исследований 
представлялось весьма актуальным.

 
материалы и методы

в исследованиях использовали вакцинный 
штамм Y. pestis EV линии нииэг, полученный из 
Фгу «48 цнии минобороны рФ». микробную куль-
туру, выращенную на плотной питательной среде на 
основе гидролизата рыбной муки с добавлением ген-
цианвиолета, суспендировали в 0,9 % растворе хло-

рида натрия. оптическую плотность (оп) суспензии 
доводили до 1,0 усл. ед. при длине волны 540 нм. для 
измерения оп применяли фотоэлектроколориметр 
кФк-2 и кюветы длиной оптического пути 5 мм.

пробы венозной крови людей получали из Фглу 
«кировская областная станция переливания крови», 
пробы крови от животных – из питомника Фгу «48 
цнии минобороны рФ», Фгуп учхоз вятской 
гсха «чистые пруды», Фгу «кировская областная 
станция по борьбе с болезнями животных». в каче-
стве антикоагулянтов при взятии крови применяли 
3,8 % раствор лимонно-кислого натрия (1:10) или ге-
парин (3 ед на 1 мл). в день взятия крови эритроци-
ты трижды отмывали десятикратным объемом 0,9 % 
раствора хлорида натрия путем центрифугирования 
при 1000 об/мин в течение 5 мин и ресуспендирова-
ли в этом же растворе. конечную концентрацию эри-
троцитов доводили до 1,0·1012/л.

в пробирках смешивали по 1,0 мл суспензии эри-
троцитов и по 2,5 мл суспензии бактерий. в качестве 
контроля использовали пробы, содержащие:  2,5 мл 
суспензии микробных клеток и 1,0 мл 0,9 % раство-
ра хлорида натрия; 1,0 мл суспензии эритроцитов и 
2,5 мл 0,9 % раствора хлорида натрия. пробы вы-
держивали в статических и динамических условиях 
(вращающаяся платформа) при (20±1) °с и (37±1) °с 
в течение 5, 10, 20, 30, 40 и 50 мин, после центри-
фугировали при 1000 об/мин в течение 3,0 мин для 
осаждения эритроцитов. затем из проб отбирали на-
досадочную жидкость в объеме 2,0 мл и на кФк-2 
определяли значение ее оп.

адгезивную способность бактерий оценивали 
по введенному нами показателю адгезии (па), кото-
рый рассчитывали по формуле: 

где па – показатель адгезии, Дк1 – оп надоса-
дочной жидкости в контрольной пробе 1, Дк2 – оп 
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надосадочной жидкости в контрольной пробе 2, Доп – 
оп надосадочной жидкости в опытной пробе.

в каждой серии опытов выполняли по три не-
зависимых определения; статистическую обработку 
полученных данных проводили с помощью компью-
терной программы для обработки медицинской ин-
формации «Biostat 4.03».

результаты и обсуждение

известно, что при изучении адгезивных свойств 
бактерий важным является определение оптимальных 
условий их взаимодействия с клетками-мишенями [2, 
3, 5]. поэтому на первом этапе исследований изучено 
влияние продолжительности инкубации проб на уро-
вень адгезии клеток Y. pestis EV нииэг к эритроци-
там различных видов животных. для этого эритро-
циты морской свинки, белой мыши, барана, лошади 
и свиньи инкубировали на вращающейся платформе 
при температуре (37±1) °с в течение различного вре-
мени, после чего определяли значения па (рис. 1).

как видно из рис. 1, степень адгезии бактерий 
зависела как от видовой принадлежности эритро-
цитов, так и от продолжительности совместной ин-
кубации микробных клеток с эритроцитами. в про-
веденном эксперименте высокие значения па отме-
чались в отношении эритроцитов домашней свиньи, 
белой мыши, морской свинки. в меньшей степени 
адгезия бактерий проявлялась к эритроцитам бара-
на, и незначительно – к эритроцитам лошади. па 
Y. pestis EV нииэг к эритроцитам свиньи дости-
гал максимального значения уже после 5 мин инку-
бации. увеличение продолжительности инкубации 
микроорганизмов с эритроцитами других животных 
до 30 мин приводило к существенному повышению 
уровня адгезии. при дальнейшем увеличении срока 
инкубации роста па не регистрировали. поэтому в 
последующих исследованиях учет результатов адге-
зии предложили проводить после 30-минутной инку-
бации проб.

далее изучили влияние условий совместной ин-
кубации бактерий с эритроцитами на па (рис. 2). 
при этом пробы выдерживали в статических и ди-

намических условиях при различных температурных 
режимах.

адгезия клеток Y. pestis EV нииэг к эритроци-
там домашней свиньи не зависела от температуры 
и условий инкубации. в то же время, прикрепление 
бактерий к эритроцитам других видов животных 
(морской свинки, белой мыши, барана и лошади) 
наиболее интенсивно происходило при (37±1) °с на 
вращающейся платформе. следовательно, данные 
условия инкубации являются наиболее подходящи-
ми для оценки адгезии клеток Y. pestis EV нииэг к 
эритроцитам животных. 

выбрав оптимальные режимы инкубации (вы-
держивание проб в динамических условиях при 
(37±1) °с в течение 30 мин), определили значения 
па в отношении эритроцитов, более широкой видо-
вой принадлежности. результаты этих исследований 
приведены в таблице. 

анализируя данные таблицы, эритроциты раз-
личной видовой принадлежности можно разделить 
на 3 группы в зависимости от степени адгезии к ним 
клеток Y. pestis EV нииэг. к первой группе относят-
ся эритроциты белых крыс, домашних свиней, белых 
мышей, морских свинок, а также людей, для которых 
па составляет свыше 60 %. вторая группа эритро-
цитов (золотистые хомячки, собаки, козы, овцы и ко-
ровы) имеет па в пределах 40–60 %, третья (лошади, 
кошки) – ниже 30 %. при сопоставлении результатов 
определения па Y. pestis EV нииэг к эритроцитам 
людей и различных видов животных, с данными ли-
тературы по их восприимчивости и чувствительности 
к инфицированию Y. pestis выявляется следующая 
закономерность: чем выше па, тем восприимчивее 
и чувствительнее к заражению возбудителем чумы 
является вид. так, у людей и животных, обладающих 
высокой восприимчивостью и чувствительностью к 
инфицированию Y. pestis, па превышает 60 %, а жи-
вотные с высокой восприимчивостью, но низкой и 
средней чувствительностью па находится на уровне 
40–60 %. в то же время, у животных, имеющих па 
ниже 30 % отмечается низкая восприимчивость или 
чувствительность к инфицированию возбудителем 
чумы. исключение составляют собаки, которые за-

рис. 1. динамика изменения па Y. pestis EV нииэг  
к эритроцитам животных при различной продолжительности 

инкубации проб

рис. 2. динамика изменения па Y. pestis EV нииэг  
к эритроцитам животных при различных условиях  

инкубации проб
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нимают промежуточное положение между первой и 
второй группой, так как у них па ниже 60 %, но они, 
являясь восприимчивыми к заражению, обладают 
низкой чувствительностью.

таким образом, проведенные исследования по-
казали, что клетки Y. pestis EV нииэг обладают 
способностью прикрепляться к эритроцитам людей 
и животных. при этом установлено, что уровень ад-
гезии бактерий зависит от видовой принадлежно-
сти эритроцитов и от условий их взаимодействия. 
выявлено, что эритроциты ряда животных прояв-
ляют свою способность фиксировать бактерии в 
определенных условиях, что может быть обусловле-
но как морфологическими, так и функциональными 
различиями рецепторного аппарата эритроцитов раз-
личных видов млекопитающих. экспериментальным 
путем выбраны оптимальные условия, позволяющие 
выявлять потенциальную способность эритроцитов 
фиксировать на своей поверхности бактерии иссле-
дуемого штамма. 

сравнение полученных результатов с данными 
литературы по восприимчивости и чувствительности 
к заражению возбудителем чумы человека и разных 
видов животных позволяет сделать предположение 
о том, что эритроциты играют определенную роль в 
восприимчивости к инфицированию Y. pestis и реа-
лизации инфекционного процесса при чуме.
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Analysis of Adhesion of Yersinia pestis Vaccine Strain EV  
to Erythrocytes of the Animals Using Photocolorimetric Method 
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The adhesive properties of Y. pestis vaccine strain EV as regards the 
erythrocytes of laboratory, domestic and agricultural animals were studied 
using photocolorimetric method. The level of bacteria adhesion was shown 
to depend upon erythrocytes species as well as upon incubation conditions 
of bacterial and eukaryotic cells. The received data suggested interaction of 
erythrocytes and Y. pestis to be significant in the development of infectious 
process caused by plague agent. 
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Уровень адгезии бактерий Y. pestis EV нииЭГ к эритроцитам людей и животных и данные литературы  
по восприимчивости и чувствительности к инфицированию возбудителем чумы

группа вид млекопитающих количество 
обследованных па, % восприимчивость / чувствительность 

к инфицированию [4, 6, 9, 12]

1 белые крысы 8 83,97±5,01 высокая / высокая
домашние свиньи 6 76,94±4,01 средняя / средняя
люди 12 76,37±7,15 высокая / высокая
белые мыши 12 70,70±3,61 высокая / высокая
морские свинки 12 61,12±2,82 высокая / высокая

2 собаки 6 57,08±3,88 высокая /низкая
золотистые хомячки 10 47,09±4,361 высокая / низкая 
козы 8 51,28±7,361 высокая / средняя
коровы 8 45,31±3,121 высокая / средняя
овцы 5 43,38±3,741 высокая / средняя

3 лошади 6 30,59±1,881,2 низкая / низкая
кошки 6 22,11±5,531,2 высокая / низкая 

примечание: 1 – различия с группой 1; 1,2 – различия с группами 1 и 2 достоверны (р<0,05) по критерию стьюдента.
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все вакцины против натуральной оспы (но), 
которые разрабатываются на сегодняшний день за 
рубежом, в основном нацелены на парентеральное 
применение (скарификационное, внутрикожное) [6, 
14, 15 и др.], которое имеет ряд существенных не-
достатков: низкая производительность при массовой 
вакцинации людей, риск попутного инфицирования 
в процессе вакцинации другими вирусными агента-
ми (вич, вирус т-клеточного лейкоза, вирус гепати-
та с и др.), выделение вируса осповакцины (вов) в 
окружающую среду (неконтролируемая передача его 
непривитым людям). в связи с этим на основе ранее 
полученного в гнц вб «вектор» рекомбинантного 
штамма b7,5S2-S вов [2] в настоящее время нами 
разрабатывается эмбриональная живая вакцина про-
тив но орального применения («ревакс-вт»), кото-
рая будет лишена этих недостатков за счет создания 
ее таблетированной формы [8]. увеличение безопас-
ности такой вакцины для организма по сравнению с 
накожной оспенной вакциной связано с использова-
нием в ее основе штамма b7,5S2-S вов, полученно-
го путем выключения одного из генов вирулентности 
(ген-тимидин ки назы) штамма ливп вов за счет 
встройки фрагмента днк вируса гепатита в (гв), 
кодирующего синтез белков HBs и preS2 [13]. 

в проведенных нами ранее исследованиях [9, 
10] в рамках клинических испытаний препарата 
«ревакс-вт» была отмечена значительная его реак-
тогенность при однократном применении в больших 
дозах (3,9·107 оспообразующих едениц – оое) на 
добровольцах, ранее невакцинированных и вакцини-
рованных против но (в 50 и 40 % случаев соответ-
ственно). тогда как волонтеры, ранее вакцинирован-
ные против оспы и привитые малой дозой вакцины 
«ревакс-вт» (7,6·106), имели лишь слабую местную 
и общую реакции [9]. учитывая это обстоятельство 
и то, что в малой дозе данный препарат оказался сла-

боиммуногенным, нами была предпринята попытка 
двукратной вакцинации вакциной «ревакс-вт» (ма-
лой дозой и через 7, 14, 30, 90 и 180 дней большой) 
добровольцев, ранее (в детстве) привитых против 
оспы, чему и посвящена данная работа. 

материалы и методы

Вакцина. использовали две серии вакцины 
«ревакс-вт» с иммунизирующими дозами 7,6·106 и 
3,9·107 оое, приготовленные в соответствии с ранее 
описанным методом [8].

Пробы. от каждого добровольца ежедневно в 
течение 14 сут производили отбор слюны и мочи и 
один раз в неделю в течение 4 недель отбирали про-
бы плазмы и сыворотки для вирусологических и се-
рологических исследований.

Вирусологические исследования. полученные от 
привитых добровольцев пробы (моча, слюна, плаз-
ма) анализировали на наличие в них рекомбинант-
ного вов. для предупреждения бактериального и 
грибкового пророста в пробы слюны и мочи добав-
ляли нистатин (20 ед./мл), стрептомицина сульфат  
(100 мкг/мл) и бензилпенициллина натриевую соль 
(100 ед./мл) и проводили центрифугирование при 
2000 оборотах в течение 10 мин. полученный таким 
образом супернатант титровали на культуре клеток 
4647 по методу бляшек [4] с той лишь разницей, что 
инфицированные клетки инкубировали в течение 
3 сут и в качестве красителя использовали 0,001 % 
раствор генциана фиолетового, приготовленного на 
фиксирующем растворе.

Серологические исследования. сыворотки кро-
ви людей исследовали с целью определения уровня 
антител к вирусу вов (штамм ливп), HBs Ag и 
Hвсor Ag и выявления в них HBs Ag. титры анти-
тел к вов оценивали в реакции нейтрализации (рн) 
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у ранее привитых (в детском возрасте) против оспы добровольцев при проведении оральной иммунизации 
вакциной «ревакс-вт» сначала малой дозой и через 7, 14, 30, 90 и 180 дней большой иногда наблюдалась слабая 
реактогенность после первой вакцинации малой дозой, тогда как ревакцинация большой дозой не давала каких-
либо клинических проявлений. при этом наиболее эффективным был метод двукратной иммунизации этим пре-
паратом с интервалом в 1–2 недели, что приводило к формированию у 90–100 % добровольцев защитного уровня 
вируснейтрализующих антител к вирусу осповакцины (вов) через месяц после вакцинации, в то время как через 
6 мес. этот показатель снизился до 70 %. ни в одном случае при двукратной иммунизации добровольцев вакци-
ной не зарегистрировано наличие рекомбинантного вов в исследуемых от них пробах крови, слюны, мочи.
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на культуре клеток 4647 по методу бляшек по обще-
принятой методике, используя при этом разведения 
исследуемых сывороток 1:5, 1:25, 1:125 [15]. при 
этом за титр сыворотки принимали максимальное ее 
разведение, которое вызывало снижение количества 
бляшкообразующих единиц (бое) более чем в два 
раза по сравнению с контролем. за рабочее разведе-
ние вируса принимали такое его разведение, которое 
при подсчете бое давало образование от 40 до 60 
бляшек. общепринято, что защитные титры антител 
к вов, определяемые в рн, в сыворотке крови чело-
века составляют ≥1:25.

выявление антител к HBsAg и HBCorAg и на-
личия HBsAg в сыворотках крови людей проводили 
с помощью сертифицированных в мз россии им-
муноферментных тест-систем «векто HBs Ag-ан-
ти тела-стрип», «векто нвc Ag-антитела-стрип» и 
«рекоматгеп в-стрип» соответственно (производ-
ство зао «вектор-бест», новосибирская область, 
п. кольцово). чувствительность последней тест-
системы по осо гиск – 0,2 нг/мл. общепринято, 
что защитные концентрации антител к HbsAg, опре-
деляемые методом иммуноферментного анализа, в 
сыворотках крови человека составляют ≥10 мме/мл.

Исследования клеточного иммунитета. оценку 
реакции эффекторов гиперчувствительности замед-
ленного типа (гзт-эффекторов) на специфические 
антигены (аг) к вов и гв проводили согласно опи-
санной методике c помощью определения измене-
ния интенсивности миграции лейкоцитов in vitro [7]. 
предварительно была исследована активность гзт-
эффекторов у здоровых доноров и у вакцинирован-
ных вов и HBsAg. на основании полученных дан-
ных была выбрана доза, ингибирующая миграцию 
лейкоцитов, для каждого антигена (агвов и HBsAg) 
и рассчитаны соответствующие параметры нормы 
для индекса ингибирования миграции (иим) лей-
коцитов крови. оценку активности специфических 
гзт-эффекторов in vitro у каждого человека, вакци-
нированного вакциной, проводили по иим, характе-
ризующему активность гзт-эф фекторов, по формуле: 
иим=б/а, где а – количество клеток в контрольных 
лунках, б – количество клеток в опытных лунках с 
ингибирующей дозой соответствующего аг. данный 
показатель для каждого вакцинированного сравнива-
ли с соответствующими параметрами нормы и со сво-
им исходным показателем. таким образом, чем выше 
активность гзт-эффекторов, тем ниже иим для со-
ответствующего аг после вакцинации вакциной. в 
случае выраженного специфического клеточного им-
мунного ответа на HвsAg или агвов иим должен 
быть ниже параметров нормы и своего исходного по-
казателя. пробы цельной крови для постановки этой 
реакции использовали сразу после ее взятия.

Общее и лабораторное обследование доброволь-
цев. оценку общего состояния здоровья и лаборатор-
ных показателей проб от добровольцев до и после их 
иммунизации вакциной проводили общепринятыми 
методами в условиях клиники, сертифицированной 

для проведения соответствующих клинических ис-
следований (ежедневный мониторинг клинического 
состояния испытуемых с ежедневной двукратной 
термометрией, ежедневными осмотрами узкими спе-
циалистами и еженедельным биохимическим и кли-
ническим анализом периферической крови и мочи).

исследования проводили с соблюдением прин-
ципов добровольности и конфиденциальности в со-
ответствии с «основами законодательства рФ об 
охране здоровья граждан» (указ президента рФ от 
24.12.1993 т2288, Федеральные законы N 30-Ф3 от 
02.03.98, N 214-Ф3 от 20.12.99). опрос респондентов 
и взятие крови проводили после получения письмен-
ного информированного согласия. порядок прове-
дения исследований одобрен этическим комитетом 
IRB 00001360.

Статистическая обработка результатов. 
статистическую обработку полученных результатов 
проводили общепринятыми методами [1].

результаты и обсуждение

после получения из мз россии разрешения 
на проведение клинических испытаний вакцины 
«ревакс-вт» на первом этапе при двукратном приме-
нении проводили подбор добровольцев, ранее вакци-
нированных против оспы.

критериями отбора претендентов в добро-
вольцы являлись: наличие оспенных вакцинальных 
знаков при визуальном осмотре и анамнестические 
данные (возраст претендентов – старше 26 лет, от-
сутствие заболеваний вирусными гепатитами и вак-
цинации против гв).

на основании предварительного медицинского 
обследования претендентов в добровольцы комиссия 
в составе: руководитель исследования, врач-терапевт, 
врач-стоматолог, врач-кардиолог, лор-врач, врач-
невропатолог проводила отбор добровольцев, у ко-
торых не выявлено соматических и других заболева-
ний, являющихся противопоказанием к проведению 
вакцинации.

по результатам проведенных серологических 
исследований на наличие маркеров гв и антител к 
вов были сформированы 4 группы добровольцев 
(а, б, в, г) для проведения клинического испытания 
вакцины. при этом отмечено, что титры противоо-
спенных антител, выявленные в сыворотках крови 
ранее (в детстве) вакцинированных против оспы 
добровольцев на начало проведения исследований, 
были достаточно низкими(≤1:5), не достигающие за-
щитной величины (1:25).

в группу а вошли 10 волонтеров в возрасте 
34–40 лет. эти добровольцы были иммунизированы 
малой дозой вакцины (7,6·106 оое) и через 1 неде-
лю – большой (3,9·107 оое).

в группу б вошли 10 волонтеров в возрасте 
31–38 лет. эти добровольцы были иммунизированы 
малой дозой вакцины (7,6·106 оое) и через 2 неде-
ли – большой (3,9·107 оое).
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в группу в вошли 11 волонтеров в возрасте 28– 
34 года. эти добровольцы были иммунизированы 
малой дозой вакцины (7,6·106 оое) и через 1 месяц – 
большой (3,9·107 оое).

в группу г вошли 4 волонтера в возрасте 32 – 
35 лет. они были иммунизированы малой дозой вак-
цины (7,6·106 оое) и через 3–6 месяцев – большой 
(3,9·107 оое).

обобщенные результаты проведенных исследова-
ний представлены в табл. 1. исследования реактоген-
ности вакцины у двукратно вакцинированных волон-
теров показали наличие только слабых местных и об-
щих реакций у волонтеров после введения препарата 
лишь в малой дозе. ревакцинация же большой дозой 
вакцины во всех исследованных группах не вызывала 
какой-либо реактогенности. отсутствие реактогенно-
сти при оральной ревакцинации противооспенными 
вакцинами отмечали ранее и другие авторы [3].

выраженный гуморальный иммунный ответ к 
вов был получен у волонтеров из групп а и б через 
1 месяц после двукратной иммунизации вакциной 
с интервалом между введениями 7 и 14 дней, и при 
этом уровень сероконверсии составил 100 и 90 % со-
ответственно. в то время как двукратная иммуниза-
ция вакциной с интервалом 1 или 3–6 месяцев вызва-
ла формирование иммунной прослойки к вов лишь 
у 55 и 50 % привитых в группах в и г соответствен-
но. Факт формирования низкого уровня иммунной 
прослойки к вов среди двукратно вакцинированных 
препаратом добровольцев этих двух групп может 

быть, скорее всего, обусловлен использованием от-
носительно невысокой дозы вакцины при повторном 
введении (всего лишь в пять раз большая, чем при 
первичной вакцинации). вероятно, такая доза вак-
цины была практически полностью нейтрализована 
сформировавшимся базовым иммунным ответом, по-
лученным (к моменту повторной вакцинации) через 1 
или 3–6 месяцев после первичной вакцинации малой 
дозой препарата. в то же время потенциальной воз-
можности получать таблетки с существенно более 
высоким содержанием рекомбинантного вов для 
ревакцинации практически не существует, если не 
вводить в технологию приготовления этого препарата 
дополнительных трудоемких и дорогостоящих про-
цедур по концентрированию рекомбинантного вов. 
в случае же двукратного введения препарата с ин-
тервалом 1–2 недели полного формирования базово-
го иммунного ответа после первичной иммунизации 
малой дозой вакцины не успело произойти к момен-
ту повторной вакцинации большой дозой препарата. 
поэтому, вероятно, действующее начало вакцины 
«ревакс-вт» при повторном введении существенно 
в меньшей степени (чем в группах в и г) было ней-
трализовано антителами, сформировавшимися после 
первичной вакцинации, что и привело к более актив-
ной стимуляции гуморального звена иммунитета у 
добровольцев групп а и б на вов. Факт повышения 
титров противооспенных антител при ревакцинации 
у людей, иммунизированных аналогичной вакциной 
только накожного применения, также был показан и 

Таблица 1

обобщенные результаты клинических испытаний вакцины «ревакс-ВТ» при двукратной оральной вакцинации  
малой дозой (7,6·106 оое) и затем большой (3,9·107 оое) добровольцев (группы а, б, В и Г),  

в детском возрасте привитых против оспы

оцениваемый показатель

группа добровольцев / количество испытуемых

а / 10 б / 10 в / 11 г / 4

иммунизирующая доза, оое

7,6·106 и через  
1 неделю 3,9·107

7,6·106 и через  
2 недели 3,9·107

7,6·106 и через  
1 месяц 3,9·107

7,6·106 и через  
3–6 месяцев 3,9·107

введение малой 
дозы (первичная 
иммунизация)

местные реакции  
в максимальном варианте1:

число 2 2 1 1
выраженность слабая2 слабая2 слабая2 слабая2

общие реакции  
в максимальном варианте1:

число 2 2 2 0
выраженность слабая3 слабая3 слабая3 слабая3

введение  
большой дозы  
(вторичная 
 иммунизация)

местные реакции  
в максимальном варианте:

число 0 0 0 0
выраженность - - - -

общие реакции  
в максимальном варианте:

число 0 0 0 0
выраженность - - - -

наличие вируса в пробах в течение 14 сут  
наблюдения после вакцинации:

слюна отсутствует отсутствует отсутствует отсутствует
плазма отсутствует отсутствует отсутствует отсутствует
моча отсутствует отсутствует отсутствует отсутствует

процент добровольцев, имеющих значимый 
гуморальный иммунный ответ через месяц после 
вакцинации на вирус:

вакцины 100 90,0 55,6 50
гепатита в 0 204 0 254

процент добровольцев с выраженными 
показателями клеточного иммунитета через 
месяц после вакцинации к вирусу:

вакцины 20 10 9 0
гепатита в 10 0 0 0

примечания: 1 – общие и местные реакции имели место, как правило, в период с 7-х по 13-е сутки после вакцинации; 2 – легкая гиперемия 
зева, увеличение подчелюстных лимфоузлов до 0,8 см; 3 – повышение температуры тела до 37,2 °с; 4 – зарегистрировано появление антител, но их 
концентрация была минимальной защитной (10 мме/мл).
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другими исследователями [12].
в табл. 2 приведены данные по динамике титров 

антител в вов через 1, 3, 6 и 9 месяцев после двукрат-
ной оральной вакцинации малой и большой дозами 
препарата «ревакс-вт» с интервалом между введе-
ниями 1 и 2 недели у добровольцев, ранее (в детском 
возрасте) привитых против оспы. видно, что через 1 
и 3 месяца после вакцинации происходит увеличение 
титра вируснейтрализующих антител к вов у более 
90 % добровольцев. через 6 месяцев иммунная про-
слойка составляет 70 % среди привитых волонтеров 
из групп а и б, тогда как при однократном введении 
вакцины происходит существенное уменьшение ти-
тров антител к вов уже через 6 месяцев после вак-
цинации, и иммунная прослойка среди привитых во-
лонтеров уменьшается до 20 % [9].

значимого же уровня клеточного иммунного 
ответа на вов при двукратном введении препарата 
не зарегистрировано, как и при однократной вакци-
нации [9], что, возможно, связано с низкой чувстви-
тельностью использованного нами метода оценки 
клеточного иммунитета.

учитывая то обстоятельство, что разрабаты-
ваемая вакцина «ревакс-вт» была приготовлена на 
основе штамма b7,5S2-S вов, полученного путем 
выключения одного из генов вирулентности (ген-
тимидинкиназы) штамма ливп вов за счет встройки 
фрагмента днк вируса гв, кодирующего синтез бел-
ков HBs и preS2, было проведено также изучение фор-
мирования гуморального иммунного ответа на HBs 
Ag (так же, как и клеточного) у двукратно вакциниро-
ванных волонтеров. при этом уровень специ фических 
сывороточных антител во всех случаях был низким: 
иммунная прослойка среди привитых добровольцев 

была существенно ниже 70 %. другие исследователи 
[12] также отмечали отсутствие антител к HBs Ag по-
сле двукратного введения аналогичной рекомбинант-
ной вакцины, но накожного применения.

все образцы плазмы, слюны, мочи от двукратно 
вакцинированных добровольцев проверены на содер-
жание рекомбинантного вов. при этом ни в одном 
случае не зарегистрировано наличие вов в иссле-
дуемых пробах, что свидетельствует о крайне низкой 
вероятности выделения вируса в окружающую сре-
ду при течении вакцинального процесса и соответ-
ственно исключает возможность неконтролируемой 
передачи инфекции, вызванной оральной двукратной 
иммунизацией препаратом.

ревакцинацию (повторную вакцинацию) для 
профилактики натуральной оспы начали применять 
еще в 19 веке [14]. в первую очередь, это было свя-
зано с тем, что прививка против оспы обеспечивает 
надежную защиту в среднем на протяжении 3 лет, в 
дальнейшем протективный эффект постепенно осла-
бевает [6]. так заболеваемость оспой среди привитых 
1–3 года назад составила 0,3 %, 3–5 лет – 0,9 %, 5–10 
лет – 8,3 % и более 10 лет – 10,7 % [5]. сроки ревак-
цинаций и их количество варьировали в зависимости 
от задач, стоящих перед медиками и исследователями. 
в ссср перед отменой оспопрививания предусма-
тривалась двукратная ревакцинация в возрасте 8 и 
16 лет [6]. при ревакцинации вируснейтрализующие 
противооспенные антитела выявляются раньше (на 
7-е сутки) и в более высоких титрах по сравнению с 
первичной вакцинацией (на 10–14-е сутки). это об-
стоятельство позволяет использовать ревакцинацию 
как средство экстренной профилактики в первые дни 
после контакта с оспенным больным [6]. полученные 

Таблица 2

Данные по динамике титров вируснейтрализующих антител к вирусу осповакцины через 1, 3, 6 и 9 месяцев  
после двукратной оральной вакцинации малой и большой дозами препарата «ревакс-ВТ»  

с интервалом между введениями 1–2 недели у добровольцев, в детском возрасте привитых против оспы

номер добровольца 
(группа)

титр противооспенных вируснейтрализующих антител через различные сутки наблюдения после вакцинации:

0 30 90 180 270

1 (б) 1:5 1:125 1:125 1:125 нд

2 (б) 1:5 1:5 1:25 1:5 нд

3 (б) сн 1:125 1:25 1:125 нд

4 (б) сн >1:125 1:125 >1:125 нд

5 (б) 1:5 1:25 1:25 1:25 нд

6 (а) 1:5 1:25 1:25 1:125 нд

7 (а) сн 1:25 1:25 >1:125 нд

8 (а) сн 1:25 1:25 1:125 нд

9 (а) 1:5 1:125 >1:125 1:5 нд

10 (а) сн 1:125 >1:125 сн нд

11 (б) сн 1:125 нд нд >1:125

12 (а) сн 1:125 нд нд 1:125

13 (а) сн 1:125 нд нд 1:125

14 (б) сн 1:125 нд нд 1:125

примечания: приведены данные по добровольцам, имеющим через месяц после вакцинации протективные значения титров вируснейтрали-
зуюших антител к вов, и которые наблюдались 6–9 месяцев; нд – нет данных; сн – серонегативный результат в реакции нейтрализации, в которой 
были использованы разведения исследуемых сывороток 1:5, 1:25, 1:125.
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нами результаты также позволяют сделать заключение 
о возможности и перспективности двукратного введе-
ния вакцины «ревакс-вт» для вакцинопрофилактики 
оспы у людей, ранее иммунизированных против но. 
для этого предлагается оральная вакцинация людей 
сначала малой дозой вакцины и через 7–14 дней боль-
шой. это позволит при отсутствии реактогенности 
получить уровень сероконверсии к вов до 100 % у 
привитых. результаты, полученные нами при клини-
ческих испытаниях вакцины в условиях двукратной 
оральной вакцинации добровольцев, в детском возрас-
те иммунизированных против оспы, свидетельствуют 
о перспективности применения этого подхода также 
для волонтеров, ранее не иммунизированных против 
оспы [11]. при этом для ослабления реактогенности 
предполагается уменьшить в несколько раз первую 
(малую) дозу вакцины.

таким образом, у ранее привитых (в детском 
возрасте) против оспы добровольцев при проведе-
нии двукратной оральной иммунизации вакциной 
«ревакс-вт» сначала малой дозой (7,6·106 оое) и 
через 7, 14, 30, 90 и 180 дней большой (3,9·107 оое) 
иногда наблюдалась лишь слабая реактогенность по-
сле первой вакцинации малой дозой, тогда как ревак-
цинация большой дозой не давала каких-либо кли-
нических проявлений. при этом наиболее эффектив-
ным был метод двукратной иммунизации этим пре-
паратом с интервалом в 1–2 недели, что приводило к 
формированию у 90–100 % добровольцев защитного 
уровня вируснейтрализующих антител к вов через 
месяц после вакцинации, в то время как через 6 ме-
сяцев этот показатель снизился до 70 %. уровень же 
клеточного иммунитета к вов, оцененный с помо-
щью реакции гзт-эффекторов был низким (до 20 %). 
двукратная иммунизация оральной вакциной добро-
вольцев в условиях отдаленной вакцинации не при-
водила к формированию значимого уровня гумораль-
ного и клеточного иммунного ответа на маркер гв 
(иммунная прослойка среди вакцинированных была 
существенно менее 70 %). ни в одном случае при 
двукратной иммунизации добровольцев вакциной не 
зарегистрировано наличие рекомбинантного вов в 
исследуемых от них пробах крови, слюны, мочи.

работа выполнена по государственному контрак-
ту № 104-д от 11.06.2009 г. в рамках Федеральной 
целевой программы «национальная система хими-
ческой и биологической безопасности российской 
Федерации (2009–2013 годы)».
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Clinical Studies of Vaccine Against Smallpox on the Base  
of Recombinant Vaccinia b7,5S2-S Strain under the Conditions  

of Double Oral Vaccination

State Research Center of Virology and Biotechnology “Vector”, Koltsovo

Volunteers who had been vaccinated against smallpox in their child-
hood were orally immunized with “Revax–BT” vaccine – initially with a 
small dose, then (in 7, 14, 30, 90 and 180 days) with a large one. Slight re-
actogenicity was observed after the first vaccination whereas revaccination 
induced no clinical manifestation. Double immunization with this preparation 
with 1–2 weeks interval proved to be the most effective method: the protec-
tive level of virus-neutralizing antibodies to vaccinia virus (VV) was formed 
in 90–100 % volunteers in a month after vaccination, and 6 months later this 
index decreased up to 70 %. The recombinant VV was not registered in the 
samples of blood, saliva and urine taken from the volunteers after double im-
munization.
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al immunity, reactogenicity, safety. 
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используемая в странах снг живая чумная 
вакцина на основе штамма Yersinia pestis EV линии 
нииэг обеспечивает напряженный иммунитет от 
бубонной и легочной чумы за счет стимуляции как 
гуморального, так и клеточного звеньев иммунитета 
[2, 5], но обладает рядом существенных недостатков. 
ревакцинация живой вакциной с интервалом менее 
6 месяцев индуцирует иммунный ответ, достаточ-
ный для быстрой элиминации бактерий вакцинного 
штамма из организма. это препятствует развитию 
полноценного процесса ревакцинации и не обеспе-
чивает поддержания напряженного иммунитета на 
уровне, достаточном для защиты от последующего 
заражения вирулентными штаммами. кроме того, 
живая вакцина может вызывать у части иммунизиро-
ванных сторонние реакции различной степени тяже-
сти, а также генерализованный инфекционный про-
цесс у лиц с нарушениями иммунного статуса [1, 2, 
5, 10]. в последнее время многие исследователи ра-
ботают над конструированием «химических» (субъе-
диничных) чумных вакцин. эти вакцины позволяют 
за счет введения в их состав только индивидуальных 
иммунодоминантных антигенов Y. pestis значительно 
снизить реактогенность препарата в целом; эффек-
тивны для ревакцинации; могут быть использованы 
на фоне экстренной профилактики антибиотиками и 
исключают возможность возникновения инфекци-
онного процесса у лиц с нарушениями иммунного 
статуса. основным их недостатком является то, что 
большинство индивидуальных антигенов, в отличие 
от бактериальных клеток, индуцируют преимуще-
ственно гуморальный иммунитет [3, 7, 8, 10]. 

решающим критерием профилактической цен-
ности вакцин у людей является их эпидемиологи-
ческая эффективность, которую проводят на основе 
анализа снижения уровня заболеваемости среди вак-
цинированного населения. оценка эффективности 
вакцинации против чумы затруднена в связи с тем, 
что в последние годы отмечаются лишь спорадиче-
ские вспышки этой инфекции. до последнего вре-

мени косвенную оценку эффективности вакцинации 
проводили путем определения поствакцинальных 
титров антител к использованным для иммунизации 
антигенам (F1 и V) [10, 11]. однако в целом ряде слу-
чаев серонегативные животные обладали напряжен-
ным иммунитетом к чуме [8].

вышеизложенные факты указывают на необходи-
мость разработки эффективных и воспроизводимых 
косвенных методов оценки напряженности клеточно-
го звена поствакцинального иммунитета к чуме.

одним из методов оценки активации лимфоцитов 
является скрининг экспрессии поверхностных марке-
ров клеток. CD69 рецептор – маркер ранней активации 
появляется на поверхности антиген- или аллерген-
специфически активированных in vitro лимфоцитов 
[4, 9]. экспрессируясь на поверхности клетки рецеп-
тор CD69 действует как костимулирующая молекула 
т-клеточной активации и пролиферации [4, 12].

Цель исследования – оценить способность анти-
генов чумного микроба F1 и V специфически активи-
ровать в системе in vitro субпопуляции т-лимфоцитов 
мышей линии BALB/c, иммунизированных против 
чумы. 

материалы и методы

мышей линии BALb/c (5 групп по 5 животных) 
иммунизировали подкожно двукратно с интервалом 
4 недели 0,9 % раствором натрия хлорида, гидрокси-
дом алюминия – контрольные группы; антигенами 
Y. pestis, сорбированными на гидроокиси алюминия: 
V, F1, или смесью F1 и V антигенов. на 28-е сутки 
после второй иммунизации у мышей отбирали сыво-
ротку крови и спленоциты.

Определение титра антител. для определения 
титра антител использовали твердофазный имму-
ноферментный анализ. сыворотки тестировали на 
планшетах, сенсибилизированных раздельно антиге-
нами V и F1. в качестве контролей использовали сы-
воротки не иммунизированных мышей и сыворотки 
животных, которым вводили суспензию гидроокиси 
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алюминия без антигенов.
F1 и V антигены сорбировали на планшеты в 

течение 1 ч при 37 °C в 0,1 м карбонатном буфере, 
рн 9,6. после каждого этапа планшеты промывали 
10 мм трис-буфером, содержащим 0,15 м NaCl и 
0,05 % твина-20, рн 7,2. начиная с разведения 1:1000, 
антитела разводили с шагом в 2,5 раза. каждую сы-
воротку тестировали на трех различных планшетах. 
продолжительность инкубации с рабочими раствора-
ми на всех этапах составляла 1 ч при 37 °C. конъюгаты 
антимышиных антител с пероксидазой хрена разводи-
ли 1:3000. в качестве субстрата использовали ортофе-
нилендиамин, ферментативную реакцию останавли-
вали через 15 мин 1 м раствором серной кислоты и 
определяли оптическую плотность растворов в лун-
ках при 490 нм. при измерении использовали функ-
цию автоматического вычитания фона.

Определение поверхностных маркеров лимфо-
цитов. спленоциты (5·105 кл/мл) каждой группы 
мышей выделяли и инкубировали в лунках 96-лу-
ночного планшета по 200 мкл 24 ч при 37 °с, во 
влажной атмосфере, 5 % со2 в присутствии F1 (1 и  
10 мкг/мл) или V антигена (1 и 10 мкг/мл) чумного 
микроба. в качестве положительного контроля слу-
жили лимфоциты иммунных и интактных мышей, 
активированные ConA (5 мкг/мл), в качестве отрица-
тельного – лимфоциты иммунных и интактных мы-
шей без стимуляции in vitro. по окончании инкуби-
рования спленоциты отмывали и окрашивали моно-
клональными антителами к поверхностным марке-
рам CD3 PerCP (BD Biosciences Farmigen), CD4 APC, 
CD8 PE, CD69 FITC (Caltag, Invitrogen). 

анализ проводили на проточном цитофлюори-
метре FACSCalibur (Becton Dickinson) в объеме, ука-
занном фирмой-производителем, и инкубировали в 
темноте в течение 15 мин при 20 °с. 

лимфоциты гейтировали – выделяли для ана-
лиза клетки с общими физическими параметрами 
светорассеяния и интенсивностью флюоресценции. 
анализировали 10 тысяч событий каждого образ-
ца. после этого клетки отмывали и фиксировали. 
готовые пробы хранили при 4 °с до проведения ци-
тометрического исследования. 

процент клеток, несущих маркер CD69, опре-
деляли с помощью трехцветного цитометрического 
анализа в программе «Cell Quest». 

Определение напряженности иммунитета. 
оценку вирулентности проводили на мышах в усло-
виях лаборатории уровня биологической безопас-
ности BSL3. мышей заражали подкожно 10-кратно 
возрастающими дозами суспензии 28-градусных 
культур Y. pestis 231 в 0,9 % растворе натрия хлорида 
в объеме 0,2 мл на животное (заражающая доза со-
ставляла от 2·100 до 2·105 кое). каждой заражающей 
дозой иммунизировали группу, состоящую из 5 жи-
вотных. наблюдение за зараженными животными 
проводили в течение 21 сут, погибших животных 
вскрывали и подвергали бактериологическому ис-
следованию. вычисление величин LD50 проводили по 

методу кэрбера в модификации [6]. напряженность 
иммунитета (индекс иммунитета (ии)), т.е. способ-
ность вакцинного препарата предохранять животное 
от заражения массивными дозами вирулентной куль-
туры, определяли по величине заражающей дозы, 
выраженной в LD50 вирулентного штамма для ин-
тактных животных, при заражении которой на 21-е 
сутки выживает не менее 50 % животных, определя-
ли по формуле: 

           LD50имм              ии =               LD50инт

где ии – индекс иммунитета; LD50имм – LD50 
для животных, иммунизированных исследуемым 
препаратом препаратом, кое; LD50инт – LD50 для 
интактных животных, кое.

все эксперименты с животными, описанные в 
данной работе, одобрены комитетом по биоэтике 
государственного научного центра прикладной ми-
кробиологии и биотехнологии.

результаты и обсуждение

на рис. 1 отображен порядок гейтирования 
лимфоцитов (логическое ограничение клеток по за-
данным параметрам), который позволяет выявить 
функционально-активированные субпопуляции т-хел -
перов и цитотоксических лимфоцитов, несущих на 
поверхности CD69 рецептор. 

в отрицательных контролях (клетки иммунных 
и интактных мышей, инкубированные 24 ч в полной 
среде RPMI) количество CD69-позитивных т-хел пе-
ров и т-супрессоров составляло 3–8 %. в положи-
тельных контролях (клетки иммунных и интактных 
мышей, инкубированные 24 ч в полной среде RPMI 
с ConA) появлялось до 90 % активированных CD69-
клеток у интактных животных и 40–60 % CD69-
позитивных лимфоцитов у животных, иммунизи-
рованных гидроксидом алюминия или антигенами 
чумного микроба, сорбированными на гидроокиси 
алюминия. снижение способности лимфоцитов им-
мунных мышей экспрессировать ранний маркер ак-
тивации CD69 в ответ на митогенный стимулятор 
ConA обусловлено развитием неспецифической им-
мунодепрессивной реакции за счет формирования 
иммунного ответа на антигены чумного микроба. 

стимуляция лимфоцитов интактных животных 
in vitro антигенами чумного микроба F1 или V в дозах 
1 или 10 мкг/мл не приводила к усилению экспрессии 
на поверхности клеток CD69 рецептора (рис. 2).

выраженное увеличение активированных 
т-хелперов (60,69 %) и цитотоксических лимфоцитов 
(58,95 %) в ответ на стимуляцию спленоцитов in vitro 
F1 чумного микроба обнаружено в группе мышей, 
иммунизированных смесью антигенов чумного ми-
кроба F1 и V. сыворотки крови этой группы мышей 
характеризуются высокими титрами антител к F1 и 
V антигенам чумного микроба (таблица). по сравне-
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нию с фоном, средние значения которого составляли 
0,02 оптических единицы против фосфатно-солевого 
буфера с твином 20, достоверное повышение вели-
чины оптических плотностей для группы животных, 
иммунизированных смесью антигенов чумного ми-
кроба F1 и V, отмечалось при разведении сывороток 
5·10−6. у мышей, иммунизированных смесью анти-

генов чумного микроба F1 и V, формировался выра-
женный противочумный иммунитет (ии = 22241). 

достоверно-значимое увеличение CD69-пози-
тив ных лимфоцитов (18,61 % т-хелперов и 23,25 % – 
ци тотоксических лимфоцитов) в ответ на стимуля-
цию in vitro F1 чумного микроба отмечено также в 
группе мышей, иммунизированных F1 антигеном 

рис. 1. экспрессия раннего маркера активации CD69 на т-хелперах (CD3+CD4+)  
и цитотоксических лимфоцитах (CD3+CD8+) интактных и иммунных мышей 

на рисунках показана последовательность выявления активированных популяций т-лимфоцитов.  
по боковому SSC и прямому FSC светорассеиванию гейтируют клетки различного размера без гранул – гейт (область) R1.  

из гейта R1 выбирают позитивные по CD3+ рецептору лимфоциты R2. внутри популяции CD3+ лимфоцитов (правая верхняя цитограмма) выделяют 
т-хелперы CD3+CD4+ (R3) и цитотоксические лимфоциты CD3+CD8+ (R4). в каждой субпопуляции CD3+CD4+ и CD3+CD8+ клеток  определяют про-

цент CD69+ лимфоцитов. на линейных графиках (второй и третий ряд цитограмм) CD69-позитивные лимфоциты расположены под отрезком м1. 
положительный контроль – клетки интактных и иммунных мышей, стимулированные ConA; отрицательный – лимфоциты без стимуляции. 

рис. 2. процент т-хелперов (CD3+CD4+) и цитотоксических лимфоцитов (CD3+CD8+) интактных и иммунных мышей,  
экспрессирующих ранний маркер активации CD69, после стимуляции их in vitro антигенами чумного микроба

левая диаграмма отображает процентное содержание CD69+ т-хелперов, правая – CD69+ цитотоксических лимфоцитов. 
по оси абсцисс указано наличие стимуляторов в среде. высота столбца отображает процент CD69-позитивных клеток в субпопуляции 

т-лимфоцитов. узор столбца идентифицирует группы мышей, иммунизированных одним и тем же препаратом
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оценка протективности поствакцинального противочумного иммунитета в экспериментальных группах мышей

группа мышей LD50, кое ии
CD69+, %* разведение сывороток1

CD3+CD4+ CD3+CD8+ F1 V

интактные 1 
(0,1–1,4)**

1 9,19 8,32 0 0

иммунизированные Al(OH)3 1 
(0,1–2)**

1 6,66 2,7 0 0

иммунизированные V 222  
(56–885)**

222 9,29 1,34 - 5·10–6

иммунизированные F1 2224 
(558–88544)**

2224 18,61 23,45 10–4 -

иммунизированные F1 + V 22241  
(7033–88543)**

22241 60,69 58,95 2·10–5 5·10–6

примечания:  1 – максимальное разведение сывороток, при котором выявляются антитела к антигенам чумного микроба; ии – индекс имму-
нитета; * n = 5 (спленоциты пулированы от 5 мышей); ** пределы колебаний LD50.

чумного микроба. максимальное разведение сыво-
роток, при котором выявляли антитела к F1 антигену 
чумного микроба, составило 10−4. индекс иммуните-
та составил 2224.

V антиген чумного микроба в дозах 1 или  
10 мкг/мл не обладал способностью индуцировать 
in vitro усиление экспрессии CD69 рецептора на по-
верхности лимфоцитов мышей. максимальное раз-
ведение сывороток, при котором выявляли антитела 
к V антигену чумного микроба, составило 5·10−6, ин-
декс иммунитета – 2224.

титры сывороток против антигена F1 у мышей, 
иммунизированных смесью антигенов, заметно пре-
вышали те же параметры у животных, которым вво-
дили только F1, то есть при введении двух белков, 
антиген V усиливал гуморальный иммунный ответ 
на антиген F1. титры антител против V антигена у 
мышей, иммунизированных только одним белком V 
и смесью белков, практически совпадали. 

увеличение невосприимчивости к заражению 
чумной инфекцией у мышей, иммунизированных 
смесью антигенов чумного микроба (F1 и V), корре-
ли ровало с появлением значительного количества 
CD69-позитивных т-хелперов и цитотоксических 
лимфоцитов в ответ на стимуляцию их in vitro F1 
антигеном чумного микроба.

таким образом, экспрессия раннего маркера ак-
тивации CD69 в субпопуляциях т-хелперов и цито-
токсических лимфоцитов в ответ на стимуляцию in 
vitro F1 Y. pestis коррелировала с напряженностью по-
ствакцинального иммунитета к чуме, индуцированно-
го иммунизацией F1 или смесью F1 и V антигенов. 

работа выполнена по проекту рФФи 08-04-
00405-а и государственному контракту № 119-д от 
11.06.2009 г. в рамках Федеральной целевой про-
граммы «национальная система химической и био-
логической безопасности российской Федерации 
(2009–2013 годы)».

список литературы
1. Белов Л.Г., Дальвадянц С.М. в кн.: микробиологическая 

лабораторная диагностика и специфическая профилактика ка-
рантинных инфекций. саратов; 1987. с. 84–90. 

2. Дальвадянц С.М., Дробышева Т.М. сравнительное изуче-

ние напряженности противочумного иммунитета у белых мы-
шей, привитых «химической», убитой и живыми чумными вак-
цинами. пробл. особо опасных инф. 1977; 6(58):31–3. 

3. Коробкова Е.И. живая противочумная вакцина. м.: 
медгиз, 1956. 208 с.

4. Мейл Д. иммунология. м.: логосфера; 2007. 568 с. 
5. Наумов А.В., Ледванов М.Ю., Дроздов И.Г. иммунология 

чумы. саратов; 1992. 172 с. 
6. статистические методы в микробиологических исследо-

ваниях. л.: государственное издательство медицинской литера-
туры, 1962. с. 85–104. 

7. Anisimov A.P., Lindler L.E., Pier G.B. Intraspecific diversity 
of Yersinia pestis. Clin. Microbiol. Rev. 2004; 17(2):434–64. 

8. Smiley S.T. Cell-mediated defense against Yersinia pestis in-
fection. Adv. Exp. Med. Biol. 2007; 603:376–86. 

9. Testi R., D’Ambrosio D., De Maria R., Santoni A. The CD69 
receptor: a multipurpose cell-surface trigger for hematopoietic cells. 
Immunol. Today. 1994; 15(10):479–83. 

10. Titball R.W., Williamson E.D. Yersinia pestis (plague) vac-
cines. Expert. Opin. Biol. Ther. 2004; 4(6):965–73. 

11. Williamson ED, Flick-Smith HC, Lebutt C, Rowland CA, et 
al. Human immune response to a plague vaccine comprising recom-
binant F1 and V antigens. Infect. Immun. 2005; 73(6):3598–608. 

12. Ziegler S.F., Ramsdell F., Alderson M.R. The activation an-
tigen CD69. Stem Cells. 1994; 12(5):456–65.

V.V.Firstova, I.V.Bakhteeva, G.M.Titareva, E.V.Zyrina, S.A.Ivanov, 
N.V.Kisseleva, P.Kh.Kopylov, A.P.Anisimov, I.A.Dyatlov

Determination of the Expression of CD69 Marker  
of Early Activation in the Immune Mice Lymphocytes  

after their Stimulation with Plague Agent Antigens

SSC of Applied Microbiology and Biotechnology, Obolensk

Evaluated was the ability of plague microbe antigens F1 and V to ac-
tivate specifically in the in vitro system subpopulations of T-lymphocytes of 
BALB/c mice immunized against plague. The level of CD69 expression at the 
lymphocytes surface was proposed to be evaluated as the marker of lympho-
cytes activation. Expression of CD69 early marker of activation in subpopu-
lations of T-helpers and cytotoxic lymphocytes, reciprocated by the in vitro 
stimulation with Y. pestis F1, correlated with the intensity of the anti-plague 
postvaccinal immunity induced by immunization with F1 or F1and V antigens 
mixtures.

Key words: plague, postvaccinal immunity, CD69 marker.

об авторах:
Фирстова В.В., Бахтеева И.В., Титарева Г.М., Зырина Е.В., 

Иванов С.А., Киселева Н.В., Копылов П.Х., Анисимов А.П., Дятлов И.А.  
государственный научный центр прикладной микробиологии и биотех-
нологии. оболенск. E-mail: firstova@obolensk.org

Authors:
Firstova V.V., Bakhteeva I.V., Titareva G.M., Zyrina E.V., Ivanov 

S.A., Kisseleva N.V., Kopylov P.Kh., Anisimov A.P., Dyatlov I.A. State 
Research Center for Applied Microbiology and Biotechnology. Obolensk.  
E-mail: firstova@obolensk.org

поступила 21.10.09.



Проблемы особо опасных инфекций, вып. 103, 2010

60

в естественных условиях каждый вид, а отча-
сти, и биотип возбудителей бруцеллеза, имеет строго 
очерченный круг восприимчивых хозяев, что в до-
статочной степени усложняет выбор универсальной 
экспериментальной модели для воспроизведения 
данной инфекции [1, 2]. в частности, для этих целей 
предлагалось использовать морских свинок, белых 
мышей, белых крыс, кроликов, обезьян, овец, телят 
и коров [3, 11]. несмотря на возможность воспро-
изведения бруцеллеза на большей части указанных 
животных, предпочтение отдается морским свинкам 
и белым мышам, как наиболее хорошо изученным, 
доступным и удобным моделям.

в настоящее время для сравнительной количе-
ственной характеристики патогенных свойств куль-
тур штаммов бруцелл традиционно используется ме-
тодика определения ид50 в опытах на морских свин-
ках. результаты исследования в этом случае учиты-
ваются исходя из совокупности данных, полученных 
как при бактериологическом, так и серологическом 
обследовании животных, инфицированных различ-
ными дозами микробов. при этом в равной степени 
положительными результатами считаются получае-
мые в опыте генерализованные, регионарные и даже 
субклинические формы инфекции, сопровождаю-
щиеся лишь серологической перестройкой организ-
ма при отрицательных результатах бактериологиче-
ского обследования. указанное обстоятельство спо-
собно повлиять на конечные результаты испытаний, 
поскольку одинаковые величины показателя ид50 об-
наруживаются для культур, обусловливающих разви-
тие как острых диссеминированных форм инфекции, 
так и для вызывающих регионарные и стертые его 
варианты. кроме того, высоковирулентные культуры 
различных видов бруцелл практически не отличают-
ся и не могут быть дифференцированы по величине 
показателя ид50.

в то же время, по данным ряда авторов [5, 6, 9, 
10], патогенность для лабораторных животных мо-
жет во многом зависеть от вида бруцелл. согласно 

результатам бактериологического, серологического 
и аллергологического исследований, способность 
прижиться и вызвать генерализацию инфекции в 
организме животных у культур вирулентных штам-
мов Brucella abortus значительно ниже, чем B. meli-
ten sis и B. suis. кроме того, они вызывают меньшие 
деструктивные изменения во внутренних органах, 
маскирующие патоморфологические проявления за-
болевания. 

следует учитывать, что белые мыши в отличие 
от морских свинок более резистентны к заражению 
возбудителями бруцеллеза и отличаются значитель-
ными колебаниями индивидуальной реактивности. 
для них характерны высокие значения величины 
ид50 и низкий индекс высеваемости из органов. по 
данным литературы [7], парентеральное заражение 
белых мышей удается осуществить лишь при ис-
пользовании дозы возбудителя не менее 100 живых 
микробов. при этом заболевание развивается, как 
правило, только у 80 % животных, а генерализован-
ная форма – у 92 % из них.

имеются указания [4], что вирулентные характе-
ристики культур возбудителей бруцеллеза возможно 
также оценивать при внутрибрюшинном введении 
белым мышам высоких (свыше 100 млн) доз микро-
бов с последующим наблюдением за животными в 
течение 7–14 сут. подобный методический прием 
обеспечивает воспроизведение практически у всех 
взятых в опыт животных специфического острого 
септицемического процесса, позволяющего просле-
дить у них гибель. 

исход заболевания в данном случае определяет-
ся сочетанным механизмом его развития. в первую 
очередь, гибель белых мышей наступает в результате 
прямого летального воздействия липополисахарида 
бруцелл, находящихся в инокуляте. в дальнейшем 
она является следствием нарастающей септицемии, 
возникающей в ходе массивного обсеменения вну-
тренних органов и приводящей к их тяжелым де-
структивным поражениям. показателями вирулент-
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ности служат величины летальных доз микробов, а 
также динамика гибели мышей. 

с использованием указанного метода проведены 
исследования по сравнительному изучению леталь-
ных свойств основных патогенных для человека ви-
дов возбудителей бруцеллеза. при этом белых мышей 
заражали внутрибрюшинно двухсуточными агаровы-
ми культурами вирулентных штаммов B. melitensis 
16M, 565, B. abortus 544 и B. suis 1330 и вакцинных 
штаммов  B. melitensis Rev-1 и B. abortus 19BA в до-
зах от 100 млн до 10 млрд микробов. гибель живот-
ных учитывали в течение 7 сут с момента заражения 
с подтверждением ее специфичности бактериологи-
ческим методом. величины показателя лд50 рассчи-
тывали на 1-е и 7-е сутки наблюдения (табл. 1). 

как следует из данных табл. 1, на 1-е сутки на-
блюдения между культурами бруцелл отсутствуют 
значительные различия по величине показателя ле-
тальности для животных. это, вероятно, связано с тем, 
что гибель животных в течение 1 сут после заражения 
обусловлена, в первую очередь, токсическим действи-
ем липополисахарида введенных бактерий, который 
по данным свойствам близок для бруцелл разных ви-
дов. не случайно летальный эффект при введении жи-
вотным убитой культуры возбудителя был сопоставим 
с таковым при введении живых микробов.

к 7-м суткам наблюдения обнаруживаются раз-
личия величин показателя лд50 между исследуемыми 
штаммами бруцелл, обусловленные их способностью 
вызывать поражения органов и тканей. закономерно, 
что меньшие значения получены для культур вакцин-
ных штаммов B. melitensis Rev-1, B. abortus 19ва, а 
также вирулентного штамма B. abortus 544, который, 
согласно данным литературы [9, 10], вследствие сво-
ей видовой принадлежности вызывает менее выра-
женные патоморфологические повреждения органов 
в ходе заболевания. значение показателя лд50 для 
убитой культуры к 7-м суткам осталось практически 
на исходном уровне.

обращают на себя внимание результаты иссле-
дования авторов, указывающих на значительное воз-
растание летальности при бруцеллезе на фоне сни-
жения защитных функций организма [4, 8]. в связи 

с этим на следующем этапе исследований было оце-
нено летальное действие культур возбудителя бру-
целлеза при внутрибрюшинном заражении белых 
мышей на фоне блокады иммунной системы. в опы-
тах использовали цитостатик из группы алкилирую-
щих соединений циклофосфан, характеризующийся 
достаточно быстрым развитием эффекта даже при 
однократном ведении. так, показано, что введение 
данного препарата животным в дозе 200 мг∙кг–1 уже 
через 24–48 ч обеспечивает выраженную иммуносу-
прессию [4].

в ходе экспериментов белым мышам вводили 
антибиотик в дозе 4 мг парентерально. через 24 ч 
животных заражали двухсуточными агаровыми куль-
турами штаммов: типовых B. melitensis 16M, B. abor-
tus 544, B. suis 1330; природных  B. melitensis 565, 
21, 145 и вакцинных B. melitensis Rev-1 и B. abortus 
19BA в нарастающих дозах от 100 тыс. до 1 млрд ми-
кробов. гибель животных учитывали в течение 7 сут 
с момента заражения с подтверждением ее специ-
фичности бактериологическим методом. величины 
показателя лд50 рассчитывали на 1-е и 7-е сутки на-
блюдения (табл. 2).

анализ данных табл. 2 свидетельствует, что им-
муносупрессия значительно усиливает летальный 
эффект культур возбудителя бруцеллеза как на 1-е, 
так и в значительной степени на 7-е сутки. при этом 
отчетливо проявляется разница в величинах показа-
теля лд50 для культур разных видов бруцелл. более 
низкие значения показателя отмечались для культур 
видов B. melitensis и B. suis. минимальной данная 
величина была для природного штамма B. meliten-
sis 145. среди прочих вирулентных культур сравни-
тельно менее патогенной оказалась культура штамма 
B. abortus 544. в то же время по данным оценки ид50 
традиционным методом при внутрибрюшинном за-
ражении белых мышей и подкожном заражении мор-
ских свинок культуры всех вирулентных штаммов 
характеризовались близкими значениями показателя 
ид50, и различия между ними не выявлялись. как и 

Таблица 1

Вирулентность (лД50) культур штаммов возбудителей бруцеллеза 
при внутрибрюшинном заражении белых мышей (х ×

:  I95, n=3)

культура штамма
величина показателя лд50 на … сутки 

наблюдения,  живые микробы

1 7

B. melitensis 16м (2,6 ×
:  1,4)∙1010 (0,9 ×

:  0,9)∙1010

B. melitensis 565 (2,0 ×
:  1,1)∙1010 (0,6 ×

:  1,5)∙1010

B. melitensis Rev-1 (6,3 ×
:  1,4)∙1010 (3,9 ×

:  1,5)∙1010

B. abortus 544 (4,1 ×
:  1,8)∙1010 (1,9 ×

:  1,3)∙1010

B. abortus 19ва (4,2 ×
:  1,9)∙1010 (3,0 ×

:  1,6)∙1010

B. suis 1330 (3,9 ×
:  1,1)∙1010 (0,1 ×

:  1,1)∙1010

инактивированная  
нагреванием культура штамма 
B. melitensis  16м (контроль)

(6,2 ×
:  1,3)∙1010 (6,0 ×

:  1,6)∙1010

Таблица 2

Вирулентность (лД50) культур штаммов возбудителей бруцеллеза 
при внутрибрюшинном заражении белых мышей  

с блокированными циклофосфаном функциями (х ×
:  I95, n=3)

культура штамма
величина показателя лд50 на … сутки 

наблюдения, живые микробы

1 7

B. melitensis 16м (3,9 ×
:  1,2) ∙109 (1,5 ×

:  1,1)∙108

B. melitensis 565 (1,6 ×
:  1,4)∙1010 (1,6 ×

:  1,4)∙108

B. melitensis 145 (1,6 ×
:  1,2)∙109 (7,9 ×

:  1,1)∙107

B. melitensis 21 (7,9 ×
:  1,2)∙109 (3,2 ×

:  0,9)∙108

B. melitensis Rev-1 (1,6 ×
:  1,5)∙1010 (3,2 ×

:  1,2)∙109

B. abortus 544 (6,6 ×
:  1,5)∙109 (6,9 ×

:  1,5)∙108

B. abortus 19ва (6,3 ×
:  1,7)∙1010 (4,0 ×

:  1,1)∙108

B. suis 1330 (3,2 ×
:  1,5)∙109 (1,5 ×

:  1,5)∙108

инактивированная  
нагреванием культура штамма 
B. melitensis  16м (контроль)

(3,9 ×
:  1,9)∙1010 (3,8 ×

:  1,7)∙1010
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следовало ожидать, меньший летальный эффект был 
характерен для культур вакцинных штаммов. 

на следующем этапе исследований представ-
лялось целесообразным оценить влияние имму-
носупрессии на характеристики показателя ид50. 
поскольку величины данного показателя для виру-
лентных культур и в обычных условиях оказываются 
низкими, в опытах использовались культуры вакцин-
ных штаммов B. abortus 19 ва и B. melitensis Rev-1, 
изменение величин ид50 у которых можно достовер-
но зарегистрировать в более широких пределах. 

белым мышам за сутки до заражения вводили 
циклофосфан в дозе 4 мг. величины показателя ид50 
определяли при внутрибрюшинном инфицировании 
животных по общепринятой методике. в качестве 
контроля служила группа мышей без введения цито-
статика (табл. 3).

согласно полученным данным (табл. 3) на фоне 
иммуносупрессии вирулентность культур вакцинных 
штаммов для белых мышей при внутрибрюшинном 
заражении увеличилась в несколько раз.

на основании вышеизложенного можно сде-
лать заключение о значительном влиянии на течение 
бруцеллеза сопутствующего иммунодефицитного 
состояния. в данном случае отмечается не только 
более быстрое и интенсивное развитие инфекцион-
ного процесса, но также и вероятность повышения 
летальности вызываемого возбудителем бруцеллеза 
заболевания. особо необходимо отметить отрица-
тельное воздействие предшествующей иммуносу-
прессии на течение вакцинального процесса, так как 
при этом создаются благоприятные условия для реа-
лизации остаточной вирулентности культур вакцин-
ных штаммов. 

 полученные данные свидетельствуют о целе-
сообразности использования методического приема, 
связанного с созданием искусственной иммуносу-
прессии, с целью первичной сравнительной оценки 
патогенных свойств различных штаммов бруцелл. 
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Таблица 3

Вирулентность (иД50) культур вакцинных штаммов  
B. abortus 19 Ва и B. melitensis Rev-1  

при внутрибрюшинном заражении белых мышей  
с блокированными циклофосфаном функциями (х ×

:  I95, n=3)

группа животных
величина показателя ид50  

для культуры штамма …, живые микробы

B. abortus 19 ва B. melitensis Rev-1

получивших  
циклофосфан

4720,2 ×
:  1,4 3388,4 ×

:  1,7

контрольная 11200,0 ×
:  1,5 9025,6 ×

:  1,4
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бешенство, в связи с абсолютной летально-
стью и необходимостью проведения курса лечебно-
профилактических прививок по жизненным показа-
ниям, является серьезной проблемой практического 
здравоохранения. эпизоотическая и эпидемическая 
ситуация в большинстве регионов россии по бешен-
ству чрезвычайно сложна, и поэтому организации 
мер борьбы с опасной болезнью, общей для человека 
и животных, придается особое значение [3, 10, 14]. 
ежегодно в российской Федерации за антирабической 
помощью обращаются около 500 тыс. чел., примерно 
половина из них получает направление на специфи-
ческое антирабическое лечение [10]. для экстренной 
профилактики заболевания людей гидрофобией при 
тяжелых укусах бешеными или подозрительными на 
бешенство животными применяют антирабический 
иммуноглобулин в сочетании с антирабической вак-
циной [12, 19].

при производстве гетерологичного антирабиче-
ского иммуноглобулина уровень активности антира-
бических сывороток и готового препарата определя-
ют in vivo в реакции нейтрализации (рн) вируса бе-
шенства на белых мышах [8]. однако данный метод 
трудоемок, требует большого количества животных, 
длительного времени наблюдения (14 дней) и пред-
полагает использование инфекционного агента. в 
связи с этим актуальной представляется разработка 
альтернативных методов определения специфиче-
ской активности антирабических гипериммунных 
сывороток и иммуноглобулина, что неоднократно 
подчеркивал в своих документах комитет экспертов 
воз [24, 25]. 

в производстве антирабических препаратов 
для обнаружения специфических антител в иммун-
ных сыворотках in vitro применяют следующие ме-
тоды: реакция непрямой гемагглютинации (рнга) 
[21], недостатками которой являются использование 
для конструирования диагностикума нестабильных 
биологических компонентов и трудоемкость по-
становки; тест ингибиции фокусов флуоресценции 

(тиФФ) [13], который является трудоемким, до-
рогостоящим, требующим наличия квалифициро-
ванных специалистов и специального оборудова-
ния для работы с перевиваемой культурой клеток, 
использования токсичных реагентов для фикса-
ции клеток; реакция диффузионной преципитации 
(рдп) [19], реакция связывания комплемента (рск) 
[20], недостатками которых является их низкая чув-
ствительность; иммуноферментный анализ (иФа) 
[5, 17], при постановке которого применяют токсич-
ные, канцерогенные хромогены, а учет результатов 
предусматривает использование спектрофотоме-
трического анализатора. последний из вышепере-
численных методов наиболее распространен в био-
технологической практике. 

указанные недостатки методов обусловили не-
обходимость разработки безынструментальных тест-
систем с использованием неферментных диагности-
кумов для определения уровня специфических анти-
тел [16]. на наш взгляд, оптимальным решением дан-
ной задачи является применение дот-иммуноанализа 
с использованием конъюгата на основе наночастиц 
коллоидного золота (кз). до настоящего времени 
дот-иммуноанализ не находил широкого применения 
в производстве антирабического иммуноглобулина в 
связи с отсутствием соответствующих коммерческих 
диагностикумов для исследования активности им-
мунных сывороток.

в последние годы возрастает количество публи-
каций, посвященных применению наночастиц кз и 
его конъюгатов в твердофазном иммуноанализе для 
экспресс-диагностики инфекционных заболеваний 
человека и животных [4, 9, 23]. на сегодняшний день 
наночастицы кз, используемые в качестве метки, яв-
ляются важным компонентом современных иммуно-
химических тест-систем [5, 7]. процедура получения 
кз и его комплексов с антигенами экспрессна, пред-
усматривает использование одноэтапной методики 
приготовления. использование в качестве маркера 
кз исключает целый ряд дополнительных процедур, 
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свойственных иФа, кроме того, чувствительность 
тест-систем с использованием золотосодержащих 
маркеров превосходит чувствительность методов с 
использованием ферментных меток [4].

целью настоящего исследования явилось кон-
струирование диагностикума на основе наночастиц 
кз для определения специфической активности ан-
тирабических сывороток и иммуноглобулина в дот-
иммуноанализе и изучение возможности применения 
диагностикума при производстве антирабического 
иммуноглобулина.

материалы и методы

использовали инактивированную кроличью 
вируссодержащую 10 % мозговую суспензию и 
осажденный из суспензии путем сахарозо-аце то но-
вой экстракции фиксированный вирус бешенства 
штамма «москва-3253» [2]. работы по получению и 
инактивации вируссодержащей мозговой суспензии 
проводили в соответствии с му 3.3.1.1099-02 [11] и 
сп 1.3.2322-08 [18]. 

раствор кз с диаметром частиц 15–17 нм получа-
ли по методу г.Френса из золотохлористоводородной 
кислоты [22]. для максимального удаления балласт-
ных частиц ткани мозга инактивированный вируссо-
держащий материал центрифугировали при 3000 об/
мин в течение 10 мин и фильтровали через нитроцел-
люлозный фильтр с размером пор 0,22 мкм. «золотое 
число» определяли по методу р.жигмонди [6]. для 
оптимальных условий стабилизации увеличивали рн 
коллоидного раствора золота 0,2 м раствором угле-
кислого калия (0,2 м к2со3) до рн 7,0. далее в рас-
твор коллоидного золота с оптимальным значением 
рн 7,0 добавляли необходимое количество антигена в 
соотношении по объему маркера к антигену от 10:1 
до 320:1 в соответствии с выявленным «золотым чис-
лом». с целью блокировки свободных сайтов поверх-
ности наночастиц золота и вторичной стабилизации 
конъюгата к нему добавляли 0,5 % раствор высоко-
молекулярного полимера пэг-20м до конечной кон-
центрация 0,02 %. затем полученный диагностикум 
выдерживали при температуре 3–5 °с не менее 1 ч, по 
истечении которого конъюгат брали в работу.

в качестве твердой фазы при постановке прямо-
го варианта дот-иммуноанализа применяли расчер-
ченную на квадраты нитроцеллюлозную мембрану с 
размером пор 0,45 мкм. в микротитровальных план-
шетах готовили последовательные двукратные раз-
ведения исследуемых образцов на деионизованной 
воде 1/20, 1/40, 1/80 и т. д. по 20 мкл. исследуемый 
образец сыворотки или иммуноглобулина наноси-
ли на нитроцеллюлозную мембрану аликвотами по 
2 мкл. полоску мембраны с нанесенными образцами 
выдерживали до полного высушивания. для блоки-
ровки свободных сайтов связывания мембрану по-
гружали в 0,5 % раствор пэг-20м или 1–3 % рас-
твор бса, приготовленные на деионизованной воде, 
и инкубировали в течение 15 мин при температуре 

20–22 °с. после инкубации мембрану промывали де-
ионизованной водой и помещали в пакет-камеру из 
пленки типа «Parafilm», куда добавляли 400 мкл диа-
гностикума. мембрану выдерживали до появления 
красных пятен. для повышения чувствительности 
метода проводили процедуру усиления цветового сиг-
нала, для чего мембрану погружали в раствор физи-
ческого проявителя. трехкомпонентный проявитель 
готовили непосредственно перед использованием, 
для чего к 600 мкл деионизованной воды добавляли 
400 мкл 0,5 % раствора лимонной кислоты, 1000 мкл 
0,2 % раствора метола и 40 мкл 0,2 % раствора ни-
трата серебра. после процедуры усиления мембрану 
отмывали в деионизованной воде и высушивали.

за титр сыворотки или иммуноглобулина прини-
мали то наибольшее разведение, при котором визу-
ально регистрировали четко различимое пятно. 

результаты и обсуждение

при исследовании специфической активности 
препарата гетерологичного антирабического имму-
ноглобулина (аиг) методом in vitro положительный 
результат регистрировали в разведении 1:5000 – 
1:10000, у отдельных серий – до 1:20000. для выяв-
ления корреляции результатов дот-имму но анализа и 
рн проводили сравнительное изучение активности 
препарата аиг серий № 34–46 (таблица). 

титры специфических антител, выявленные 
в реакции нейтрализации на мышах, колебались в 
пределах от 1:2576 до 1:13772, титры специфиче-
ских антител, определенные методом дот-имму но-
ана лиза, – от 1:2500 до 1:20000. показана линейная 
корреляция между результатами рн и дот-имму но-
ана лиза, коэффициент корреляции r = 0,9 [1]. 

уровень активности гипериммунных антираби-
ческих лошадиных сывороток, выявленный мето-
дом дот-иммуноанализа, соответствовал значениям 
1:320 – 1:640, у отдельных сывороток – до 1:1280. 

на рисунке представлены результаты опреде-
ления активности препарата гетерологичного имму-
ноглобулина различных серий (а) и антирабических 
гипериммунных сывороток (б) методом дот-имму-
но ана лиза. кз, входящее в состав диагностикума, 
обеспечивает интенсивное розовое или красно-
коричневое окрашивание пятен, соответствующих 
положительной реакции последовательных разведе-
ний исследуемых образцов с конъюгатом. 

несомненный научный и практический интерес 
представляло изучение возможности применения 
сконструированного на основе наночастиц кз диа-
гностикума при определении активности сывороток 
людей, прошедших специфическое антирабическое 
лечение в связи с укусом подозрительных на бе-
шенство животных. в работе была исследована сы-
воротка пациента с., прошедшего курс вакцинации 
концентрированной культуральной антирабической 
вакциной. материал для изучения был взят через ме-
сяц после окончания вакцинации. при определении 
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уровня содержания вируснейтрализующих антител в 
крови вакцинированного выявлен титр 1:1280. 

таким образом, для определения активности 
антирабических гипериммунных сывороток и гото-
вого препарата иммуноглобулина предложен прямой 
вариант дот-иммуноанализа, рассматриваемый как 
альтернативный методу in vivo – реакции нейтра-
лизации на белых мышах, особенно актуальный на 
этапе иммунизации лошадей-продуцентов, когда 
необходимо оценить активность иммунных сыворо-
ток в короткие сроки с целью определения тактики 
эксплуатации лошади. результаты дот-иммуно ана-
лиза коррелируют с таковыми в реакции нейтрали-
зации. предлагаемый метод прост и экономичен как 
в отношении трудозатрат, так и времени, не требует 
применения инфекционного агента, лабораторных 
животных и специального оборудования для учета 
результатов. применение неферментного конъюгата 
при постановке дот-имму но анализа безопасно для 

пользователя, поскольку коллоидное золото неток-
сично и неаллергенно. 

работа выполнена по государственному контрак-
ту № 115-д от 11.06.2009 г. в рамках Федеральной 
целевой программы «национальная система хими-
ческой и биологической безопасности российской 
Федерации (2009–2013 годы)».
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для изготовления тест-систем иммунофермент-
ных, магноиммуносорбентных, иммуноглобулинов 
диагностических флуоресцирующих, диагностику-
мов эритроцитарных требуются преципитирующие 
антитела (ат), которые получают при гипериммуни-
зации животных растворимыми антигенами (аг). это 
можно объяснить тем, что при использовании кор-
пускулярных антигенов титры ат при первичном и 
вторичном иммунном ответе мало различаются. при 
введении животным растворимых аг увеличивается 
синтез ат при вторичном иммунном ответе [10, 11].

в процессе иммунизации необходимо учитывать 
целый ряд факторов: физико-химическое состояние 
аг, дозы, способы, интервалы и кратность введения 
аг, общую продолжительность цикла иммунизации, 
применение адъювантов и иммунокорректоров, кото-
рые в совокупности должны обеспечивать получение 
иммунных сывороток с достаточно высоким титром 
специфических ат за сравнительно короткий проме-
жуток времени при минимальном расходовании анти-
генного и другого материала и не приводить к состоя-
нию иммунологической толерантности животного.

цель исследования – разработка эффективной 
схемы иммунизации животных для получения вы-
сокоактивных, специфичных гипериммунных сы-
вороток, являющихся качественным биологическим 
сырьем для производства медицинских иммунобио-
логических препаратов.

материалы и методы

водорастворимые аг получали из стерильных 
микробных биомасс возбудителей чумы, бруцеллеза, 
сибирской язвы, туляремии, холеры, лептоспироза, 
легионеллеза, кампилобактериоза методом водно-
солевой экстракции с последующей ультразвуковой 
дезинтеграцией.

в опытах были использованы 500 кроликов обое-
го пола породы шиншилла массой 3–3,5 кг. в процессе 
содержания животных поддерживали рекомендуемый 
режим питания согласно приказу № 1179 [5]. 

количественное определение белка проводи-
ли методом сравнения поглощения белков при 280 и 
260 нм на спектрофотометре сФ-46 [13]. титр спец-
ифических ат в сыворотках крови определяли в не-
прямой реакции иммунофлуоресценции (рниФ) [14]. 
специфическую активность аг и полученных иммун-
ных сывороток определяли в реакции иммунодиф-
фузии (рид) в 1 % агаровом геле (Difco, USA) [12]. 
лиофилизацию сывороток проводили в камере LZ-9c 
(чехия). для подтверждения воспроизводимости и 
достоверности результатов, полученных при исследо-
вании, применяли методы вариационной статистики, 
изложенные в работе [8]. при оценке доверительного 
коэффициента исходили в каждом случае из степени 
числа свобод выбранной нами точности 95 %.

результаты и обсуждение

для получения гипериммунных сывороток при-
меняли белковые антигенные комплексы из микроб-
ных биомасс, адъюванты и имунокорректоры, обла-
дающие разнообразным биологическим действием. 

попытки иммунизации кроликов по схеме, со-
стоящей из последовательных многоточечных вну-
трикожных введений аг с полным адъювантом 
Фрейнда, приводили к иммунному ответу лишь у 
25–30 % иммунизируемых животных, при этом дли-
тельность иммунизации составляла 2,5–3 мес., а у 
кроликов развивалась адъювантная болезнь, которая 
выражалась в возникновении множественных опу-
холевидных образований на месте введения с после-
дующими изъявлениями.

в дальнейшем в качестве иммуномодулирующе-
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го вещества мы применили феракрил (смесь желез-
ных (II, III) солей полиакриловой кислоты), который 
способен вызывать выраженное увеличение антите-
лообразующих т- и в-клеток [3]. разработана схема 
иммунизации: грундиммунизация включала пять 
последовательных парентеральных введений смеси 
аг с 3% водно-спиртовым раствором феракрила с 
интервалами в 3–7 дней. через 30 сут после послед-
ней инъекции аг у животных брали из краевой вены 
уха кровь и отделяли не менее 4 мл иммунной сыво-
ротки, в которую добавляли аг с целью получения 
комплекса аг – ат. основной цикл иммунизации со-
стоял из четырех внутривенных инъекций комплекса 
аг – ат через каждые 3–4 дня тому же животному, 
от которого была получена иммунная сыворотка. 
при такой схеме иммунизации получили кроличьи 
гипериммунные сыворотки с высокой специфиче-
ской активностью в иммунологических реакциях. 
при этом иммуностимулирующий эффект при от-
сутствии токсического воздействия на животное, без 
возникновения адъювантной болезни, достигался у 
95 % кроликов. что же касается продолжительности 
цикла иммунизации, то она не всегда приемлема, по-
скольку конечные результаты достигались не ранее 
49–54 дней [6].

с учетом накопленного опыта и теоретических 
предпосылок предложена и экспериментально обо-
снована новая схема иммунизации животных: анти-
генный материал пятикратно вводили внутривенно, 
одновременно внутримышечно в качестве иммуно-
модулятора инъецировали тималин, в третью инъ-
екцию дополнительно вводили внутримышечно 
циклофосфан. использование в качестве иммуномо-
дулятора тималина способствовало значительному 
повышению титров специфических сывороточных 
ат за счет увеличения числа антителообразующих 
клеток в результате стимуляции функции макрофа-
гов и хелперных т-клеток. циклофосфан, являясь 
классическим иммуносупрессором, также активизи-
ровал макрофаги, стимулируя фагоцитарную, цито-
токсическую и супрессивную (в отношении главным 
образом т-лимфоцитов) функции [4]. такая избира-
тельность в действии иммуностимулятора, с одной 
стороны, и определенная селективность в действии 
иммуносупрессора, с другой, служили оптимальной 
комбинацией препаратов обеих групп и режимов их 
использования для активации одних механизмов им-
мунитета и выключения других. при данном способе 
продолжительность цикла иммунизации составляла 
31–35 дней, расход антигенного материала – 7550 мкг 
на одного кролика. титры специфических ат в сыво-
ротках животных при определении в рид достигали 
показателей 1:15,4 ± 1,25 – 1:28,8 ± 2,5, а в нриФ – 
не ниже 1:13926,4 ± 1372,16. такие характеристики 
соответствовали требованиям оценки сырья для про-
изводства иммунобиологических препаратов [7]. 

дальнейшее проведение исследований позво-
лило предложить новую схему гипериммунизации 
кроликов с одним иммунокорректором – тимогеном, 

при этом удалось значительно снизить антигенную 
нагрузку при иммунизации. применение тимогена 
сопровождалось мобилизацией регуляторных и эф-
фекторных механизмов адаптации организма к воз-
действию ксенобиотических факторов. согласно 
концепции пептидного регуляторного каскада, после 
его экзогенного введения в организме происходило 
освобождение других пептидов, для которых ис-
ходный пептид служит индуктором. биологическое 
действие тимогена реализовалось на уровне предше-
ственников т-клеток. эффекты препарата на клеточ-
ном уровне включали в себя специфическое связы-
вание с мембраной лимфоцитов, активацию систем 
вторичных посредников и регуляцию функциональ-
ного состояния лимфоидных клеток через цамр-
зависимые протеикиназы [9]. 

схема иммунизации состояла из следующих 
манипуляций: кроликам вводили внутривенно каж-
дые пять дней белковый антигенный комплекс в 
увеличивающихся дозах. в эти же сроки внутри-
мышечно инъецировали по 10 мкг тимогена. на 
7–10-й день после последнего введения иммуногена 
животных кровопускали. активность гипериммун-
ных сывороток, полученных по этой схеме, в рид 
составляла 1:28,8 ± 2,5 – 1:53,3 ± 5,01, в нриФ – 
1:13926,4 ± 1372,16 – 1:24576 ± 2744,32.

благодаря применению иммунокорректора ти-
могена, обладающему полифункциональным дей-
ствием, значительно сокращены дозировки вводи-
мого антигенного материала (с 7550 мкг до 450 мкг), 
иммунокорректора – в 500 раз, длительность процес-
са иммунизации с 35 до 22 дней, при этом повышен 
выход целевого продукта за счет увеличения антите-
лообразования у животных-продуцентов с одновре-
менным уменьшением трудозатрат.

обнадеживающие результаты получены при ис-
пользовании иммунокорректора иммунофана – син-
тетического гексопептида (C36H61O10N12), способного 
резко увеличивать титры и длительность циркуляции 
специфических ат. после пятикратного внутривен-
ного введения аг на фоне внутримышечных инъ-
екций иммунофана удалось получить относительно 
сходные результаты практически у 100 % животных.

для повышения специфичности полученных им-
мунных сывороток необходимо проведение сорбции 
антител, дающих перекрестные реакции с гетероло-
гичными антигенами. как показал наш собственный 
опыт, истощение сывороток микронными клетками, 
широко применяемое в сывороточном производстве, 
существенно понижает специфические титры анти-
тел, зачастую приводя к полной непригодности сырья. 
использование твердофазных полиакриламидных 
сорбентов на основе водорастворимых антигенов из 
гетерологичных микроорганизмов приводит к повы-
шению специфичности сывороток, при этом титры 
антител снижаются незначительно. однако техно-
логия приготовления полиакриламидных сорбентов 
включает использование высокотоксичных импорт-
ных реактивов и трудоемка. этих недостатков ли-
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шен аффинный сорбент с магнитными свойствами на 
основе кремнезема – алюмосиликата, примененный 
нами. наличие у иммуносорбента магнитных свойств 
дает возможность его сепарации с помощью постоян-
ного магнита, исключая этап центрифугирования, что 
упрощает и ускоряет процесс сорбции, при этом сор-
бент можно регенерировать 3м раствором роданисто-
го калия и многократно использовать [1, 2]. 

таким образом, разработаны новые, эффектив-
ные подходы для получения чумных, бруцеллезных, 
сибиреязвенных, туляремийных, холерных, лептоспи-
розных, легионеллезных, кампилобактериозных гипе-
риммунных сывороток, которые являются высокока-
чественным биологическим сырьем для производства 
различных иммунобиологических препаратов.
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анализ заболеваемости природно-очаговыми и 
зооантропонозными инфекциями в 2007 г. показал 
лишь незначительное уменьшение случаев сибирской 
язвы у людей по сравнению с предыдущим годом 
[3]. возможность заражения человека возбудителем 
этого особо опасного инфекционного заболевания 
поддерживается существованием множественных 
почвенных очагов и периодически возникающими 
эпизоотиями. кроме того, B. anthracis относится к 
категории а агентов биотерроризма [12]. 

наиболее действенным способом профилак-
тики сибирской язвы является вакцинация людей 
групп риска и сельскохозяйственных животных. 
применяемые в россии живые сибиреязвенные вак-
цины, несмотря на свою эффективность, облада-
ют относительно высокой реактогенностью. более 
безопасные химические вакцины состоят главным 
образом из протективного антигена (па), выделен-
ного из аттенуированных штаммов B. anthracis [11, 
14]. входящий в состав сибиреязвенного экзотокси-
на па обладает ярко выраженными иммуногенными 
свойствами, однако две другие его составляющие – 
отечный и летальный факторы, участвуют в реали-
зации патогенного действия микроорганизма [5, 15]. 
существующая технология получения па из атте-
нуированных культур не позволяет добиться полно-
го разделения компонентов токсина, ввиду близких 
значений их молекулярных масс. с помощью ре-
комбинантных технологий возможно создание про-
дуцентов па, лишенных генов, детерминирующих 
синтез основных факторов патогенности возбудите-
ля сибирской язвы. в то же время, с позиции биоло-
гической безопасности в производстве химических 
вакцин предпочтительнее использование бактери-
альных штаммов, не образующих спор. 

в роснипчи «микроб» сконструирован  аспо-
рогенный продуцент па сибиреязвенного микроба 
[2]. генно-инженерный штамм содержит структур ный 
ген pag в составе гибридного репликона pUB110PA-1 
и продуцирует около 100 мкг/мл па, что в 4–5 раз 

больше значений, определенных для B. anthracis 
сти-1 и B. anthracis 55. по биологическим характе-
ристикам синтезируемый штаммом па претендует 
на роль основного компонента в усовершенствован-
ной химической вакцине. целью настоящего иссле-
дования было определение условий культивирования 
рекомбинантного продуцента па, обеспечивающих 
высокий выход белкового продукта. 

материалы и методы

в работе использован рекомбинантный 
штамм B. anthracis 55∆тпа-1(Spo–) (км97, па-
тент рФ № 2321629) [Cap–(pXO2–),Tox–(pXO1–), 
кмr(pUB110PA-1), Spo–]. 

для выращивания использовали бульон 
хоттингера, казеиновый бульон, L-бульон, S-бульон 
[4], содержащий (г/л): триптон – 33,0; дрожже-
вой экстракт – 20,0; L-гистидин – 2,0; NaCl – 7,4; 
Na2нро4 – 8,0; кн2ро4 – 4,0 (pH 7,4). в готовую сре-
ду при необходимости добавляли: глюкозу – 2,0 г/л; 
канамицин – 25 мкг/мл. 

чистоту культуры B. anthracis контролировали 
бактериоскопически и бактериологически. 

оценку биокинетических показателей роста 
проводили с использованием морфометрических и 
биокинетических методов анализа. Физиологическое 
состояние популяции оценивали по следующим по-
казателям:

1) выход биомассы (Σ)

Σ=Vжф×X/Vжф+Vтф,

где Vжф – объем жидкой фазы, Vтф – объем 
твердой фазы, X – концентрация биомассы.

2) удельная скорость роста клеток (μ)

μ=2,3 (logX-logX0) / t-t0,

где X0 и X – начальная и конечная концентрации, 
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t0 и t – начальный и конечный момент времени.
3) удельная скорость образования антигена (qp)

qp=P-P0 / X(t-t0),

где P0 и P – начальная и конечная концентрации 
антигена, X – концентрация биомассы, t0 и t – началь-
ный и конечный момент времени.

протеолитическую активность штамма B. ant-
h ra cis исследовали на по лу син те ти че ской сре де 
сле дую ще го со ста ва (г/л): бакто-агар – 15,0; дрож-
же вой экс тракт – 4,0; ка зе ин (аль бу мин) – 2,0; 
трис-нCl – 1,21; к2HPO4 – 0,5; MnSO4 · H2O – 0,03; 
MgSO4 · 7H2O – 0,4; Ca Cl2 – 0,08; ZnSO4 · 7H2O – 
0,005; CuSO4 · 5H2O – 0,005; (NH4)2SO4 – 2,0 (pH 7,4). 
изолированные колонии суточной агаро вой культу-
ры B. anthracis наносили на поверхность пластинки 
агара (не более 16 клонов на чашку), ин кубировали 
при температуре 37 °с в течение 24 ч. на среде с ка-
зеином или альбумином вокруг колоний штамма с 
высокой активностью протеолитических ферментов 
на мутном фоне среды образовывались зоны про-
светления шириной до 10 мм. через 48 ч инкубации 
на этой же среде регистрировали синтез желтого 
диффундирующего пигмента по возникновению во-
круг посева желтой радиальной зоны на беловатом 
общем фоне. 

постановку реакции радиальной диффузионной 
преципитации осуществляли на казаминовой среде, 
содержащей кроличьи анти-па антитела, переносом 
уколом изолированных колоний штаммов. посевы 
инкубировали в течение 16 ч при температуре 37 °с, 
а затем в течение 24 ч при комнатной температуре. 

наличие гибридной плазмиды в штамме B. an-
thracis 55∆тпа-1(Spo–) подтверждали данными 
электрофоретического разделения выделенной днк, 
а наличие клонированного гена pag – результатами 
пцр-анализа с олигонуклеотидными праймерами на 
основе нуклеотидных последовательностей, фланки-
рующих тандемные повторы днк в составе pag-гена 
плазмиды pXO1 B. anthracis (роснипчи «микроб»). 
реакцию проводили с препаратами плазмидных днк 
(концентрация днк – 100 нг/мкл), выделенных из 
рекомбинантных бациллярных штаммов, а также из 
контрольного штамма B. anthracis сти-1. 

экспрессию гена pag исследовали с помощью 
комплекса биохимических и иммунохимических ме-
тодов. концентрацию белка определяли по методу 
лоури [9] с применением набора реактивов «Bio-
Rad DC Protein Assay» (сШа). чистоту препаратов 
па контролировали в SDS-PAGE электрофорезе по 
U.K.Laemmli, а иммуноспецифичность – в иммуно-
блоте по методу H.Towbin [8, 13]. в иммунохимиче-
ских реакциях использовали кроличьи поликлональ-
ные антитела к па. для определения продукции па 
использовали непрямой твердофазный иммунофер-
ментный анализ (тиФа). в каждом ряду 96-луночно-
го планшета титровали культуральные фильтраты, в 
последнем ряду – очищенный белок, начиная от уста-

новленной концентрации. меченные пероксидазой 
видоспецифические антитела (Sigma, сШа) исполь-
зовали в рабочем разведении 1:20000. хромогенными 
субстратами служили ортофенилдиамин или ABTS 
(Sigma, сШа). учет результатов проводили при длине 
волны 492 или 405 нм соответственно. 

результаты и обсуждение

в качестве продуцента протективного анти-
гена сибиреязвенного микроба использовали аспо-
рогенный рекомбинантный штамм B. anthracis 
55∆тпа-1(Spo–). данный штамм, сочетающий вы-
сокую продукцию протективного антигена с низкой 
активностью протеолитических ферментов, получен 
в результате генетической передачи гибридной плаз-
миды pUB110PA-1 со встроенным геном pag [2] в 
аспорогенный и протеазодефицитный реципиентный 
штамм B. anthracis 55∆т [1]. 

в течение более 30-суточных пассажей штамма 
B. anthracis 55∆тпа-1(Spo–) на питательных средах 
с добавлением селективного антибиотика случаев 
элиминации плазмиды pUB110PA-1 не отмечено. 
элиминации плазмиды pUB110PA-1 не происходило 
и при условии непродолжительного выращивания 
штамма B. anthracis 55∆тпа-1(Spo–) в жидкой пита-
тельной среде без селективного антибиотика. однако 
продление времени культивирования рекомбинант-
ного аспорогенного продуцента па в отсутствие ка-
намицина более 3 сут, а также увеличение количества 
суточных пассажей (более 3), приводило к резкому 
нарастанию темпов утраты гибридного репликона. 
аспорогенность культур подтверждали через каждые 
5–7 пересевов. на промежуточных этапах и по окон-
чании всех схем пассирования реверсии к спороо-
бразующему фенотипу не происходило. кроме того, 
тестировали протеолитическую активность штамма. 
при исследовании на среде с казеином у всех тести-
рованных клонов отсутствовали зоны деградации 
белкового субстрата вокруг посевов. 

по данным белкового электрофореза и имму-
ноблота, продукция па у аспорогенного рекомби-
нантного штамма была выше, чем у контрольного 
вакцинного штамма B. anthracis 55. результаты ре-
акции преципитации на среде с анти-па антителами 
подтвердили преимущество B. anthracis 55∆тпа-
1(Spo–) в способности к синтезу па. зоны ради-
альной диффузии антигена вокруг посевов клонов 
аспорогенного рекомбинанта достигали 10 мм, в то 
время как у вакцинного штамма B. anthracis 55 они 
были не более 2 мм. с использованием тиФа осу-
ществили количественную оценку уровня продукции 
па рекомбинантным штаммом – около 100 мкг/мл. 
продукция па вакцинными штаммами B. anthracis 
сти-1 и B. anthracis 55 составила 15 и 20 мкг/мл со-
ответственно.

технология выделения па из аттенуированных 
штаммов B. anthracis предполагает выращивание 
бактериальных культур в атмосфере с повышенным 
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содержанием со2. в нашем случае моделирование 
указанных выше условий секреции па оказалось из-
лишним. продукция па рекомбинантным штаммом 
с pUB110PA-1 весьма эффективно происходила и в 
обычной атмосфере. сконструированный штамм с 
клонированным геном pag выгодно отличается от 
аттенуированных продуцентов, ввиду отсутствия у 
него области, детерминирующей синтез со2-зави-
си мого транскрипционного регулятора – AtxA. в 
штаммах сибиреязвенного микроба область AtxA 
локализована в составе высокомолекулярного ре-
пликона pXO1. как известно, экспрессия гена pag 
в составе pXO1, находится под строгим контролем 
со2-зависимого транскрипционного регулятора – 
AtxA [7]. повышение содержания со2 является пу-
сковым моментом для осуществления координиро-
ванной регуляции синтеза па, оФ, лФ, капсулы, 
белков S-слоя и, возможно, других факторов [6, 7, 
10]. в штамме с клонированным геном pag область 
AtxA отсутствует, что объясняет со2-не за ви симый 
синтез па.

для определения возможного влияния состава 
среды на секрецию па, культуру штамма B. anthra-
cis 55∆тпа-1(Spo–) выращивали на средах, различа-
ющихся по содержанию питательных ингредиентов 
(в порядке убывания): S-бульоне, L-бульо не, бульо-
не хоттингера с добавлением триптона (20 мг/мл), 
бульоне хоттингера, казеиновой среде. одинаковое 
количество микробной взвеси B. anthra cis 55∆тпа-
1(Spo–) засевали во флаконы с равным объемом пере-
численных сред, добавляли канамицин в селектив-
ной концентрации и выращивали в течение 18 ч при 
температуре 37 °C с аэрацией. протеины, секретиру-
емые в среду культивирования, осаждали сульфатом 
аммония и разводили равными объемами буфера для 
электрофореза. после электрофоретического раз-
деления протеинов сравнивали продукцию белка с 
молекулярной массой 83 кда. иммунореактивность 

и специфичность данного белка подтверждали ре-
зультатами реакции иммуноблота, дот-анализа, 
тиФа с антителами к па. во всех случаях отмеча-
ли образование окрашенных иммунных комплексов. 
двукратная иммунизация кроликов дозой 50 мкг па 
приводила к формированию адаптивного иммуните-
та с высокими значениями титров анти-па антител – 
1:8000 и 1:16000 (по результатам тиФа). в случаях 
иммунизации культурой B. anthracis сти-1 титры 
составляли 1:1000 – 1:2000. 

наилучшие условия для роста и секреции па 
обеспечивал S-бульон. при выращивании на казеино-
вой среде продукция па была минимальной. бульон 
хоттингера и казеиновая среда могут быть использо-
ваны в технологии получения па только после до-
бавления в них триптона. 

на следующем этапе тестировали влияние 
продолжительности выращивания в жидких пита-
тельных средах разного состава на секрецию па. 
уровень продукции па и рост биомассы сравнивали 
в поздней логарифмической или в ранней стацио-
нарной фазе роста (через 16, 18 и 24 ч культивиро-
вания). использовали следующие среды: S-бульон, 
казеиновый бульон (140 мг% амминного азота), бу-
льон хоттингера (200 мг% аминного азота), а так-
же последние две среды с добавлением триптона  
(20 мг/мл). триптон (Difco) вводили в состав сре-
ды или непосредственно перед высевом культуры 
штамма-продуцента, или через 4 (16) часов роста в 
объемном соотношении 1/10 (2 мл штокового рас-
твора на 20 мл бульона). культивирование проводи-
ли при температуре 37 °с в колбах (250 мл) на тер-
мостатируемой качалке RC-TK (сШа) с аэрацией  
(130 об/мин). объем среды во всех случаях состав-
лял 20 мл. для создания селективных условий в 
среды вносили канамицин (25 мкг/мл). посевной 
материал готовили из 18-часовой агаровой (LB-
агар) культуры B. anthracis 55∆тпа-1(Spo–) 4-й 

сравнительный анализ выхода биомассы и продукции Па штаммом B. anthracis 55∆ТПа-1(Spo–) на различных средах

среда

концентрация, через

16 ч 18 ч 24 ч

культуры  
в процессе роста,  

млрд м.к./м
па, мг/мл

культуры  
в процессе роста, 

млрд м.к./мл
па, мг/мл

культуры  
в процессе роста, 

млрд м.к./мл
па, мг/мл

S-бульон 15 5,0 15 4,48 20 2,0

казеиновый бульон с добавлением  
триптона перед началом выращивания

20 18,0 22 2,60 20 1,0

бульон хоттингера с добавлением  
триптона перед началом выращивания

20 21,0 20 4,80 25 1,20

казеиновый бульон  
с добавлением триптона через 4 ч  
от начала выращивания

18 0,80 20 0,60 18 0,24

бульон хоттингера  
с добавлением триптона через 4 ч  
от начала выращивания

20 0,64 20 0,60 28 0,32

казеиновый бульон  
с добавлением триптона через 16 ч  
от начала выращивания

15 0,24 12 0,12 23 0,06

бульон хоттингера  
с добавлением триптона через 16 ч  
от начала выращивания

17 0,96 18 0,64 27 0,12
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генерации. инокулят добавляли в объеме 0,5 мл 
до конечной концентрации в питательной среде –  
1,5·109 м.к./мл. концентрацию па в культураль-
ных фильтратах рассчитывали с помощью тиФа. 
ростовые качества среды оценивались по концентра-
ции микробных клеток, определяемой по стандарту 
мутности гиск им. л.а.тарасевича. 

накопление биомассы наиболее интенсив-
но происходило на средах с высоким содержанием 
триптона, постепенно достигая максимума к 24 ч ин-
кубации (таблица). 

содержание па в культуральных фильтратах за-
висело от наличия триптона в составе питательных 
сред, времени его внесения, продолжительности вы-
ращивания. в условиях культивирования на богатых 
питательных средах способность к синтезу па ре-
комбинантного аспорогенного штамма возрастала во 
много раз (рис. 1).

по результатам эксперимента к 16 ч от нача-
ла культивирования концентрация па оказалась 
самой низкой в культуральном фильтрате штамма 

B. anthracis 55Δтпа-1Spo– , выращенного на ка-
зеиновой среде. несколько более высокие показа-
тели отмечались при культивировании на бульоне 
хоттингера без добавления триптона и с добавле-
нием триптона через 4 ч от начала выращивания. 
концентрация па в условиях роста аспорогенного 
рекомбинантного продуцента в S-бульоне ожидаемо 
была выше в несколько раз. самые высокие значения 
уровня продукции па зарегистрированы при росте 
B. anthracis 55Δтпа-1(Spo–) в бульоне хоттингера 
или казеиновой среде с добавлением триптона перед 
началом выращивания. 

на всех средах максимальные концентрации 
па отмечались к 16 ч (рис. 2). в дальнейшем про-
исходило постепенное снижение содержания па в 
культуральных фильтратах. минимальные значения 
оказались через 24 ч выращивания. особенно четко 
данная тенденция прослеживалась при использо-
вании бульона хоттингера или казеиновой среды с 
добавлением триптона. вероятно, после 16 ч культи-
вирования синтезируемый па начинает постепенно 
разрушаться под действием активизирующихся про-
теолитических ферментов штамма-продуцента. 

таким образом, установлено, что продукция па 
рекомбинантным штаммом B. anthracis 55∆тпа-
1(Spo–) не зависит от содержания со2 в атмосфере. для 
лучшей секреции па предпочтительнее выращивание 
культуры генно-инженерного продуцента на среде с 
высоким содержанием триптона и дрожжевого экс-
тракта. в качестве альтернативы S-бульону возможно 
использование бульона хоттингера или казеиновой 
среды с добавлением триптона в высокой концен-
трации. во избежание возможной протеолитической 
деградации па продолжительность роста культуры 
штамма-про ду цен та не должна превышать 16 ч. 

работа выполнена по государственному контрак-
ту № 124-д от 11.06.2009 г. в рамках Федеральной 
целевой программы «национальная система хими-
ческой и биологической безопасности российской 
Федерации (2009–2013 годы)».

рис. 1. зависимость удельной скорости роста (μ)  
штамма-продуцента B. anthracis 55Δтпа-1(Spo–)  

и скорости образования па (qp) от среды культивирования  
на 16 ч от начала выращивания: 

1 – S-бульон, 2 – бульон хоттингера с добавлением триптона  
перед началом культивирования, 3 – казеиновый бульон с добавлением 

триптона перед началом культивирования. □ – удельная скорость роста штамма; ■ – удельная скорость  
образования па

рис. 2. результаты тиФа с антителами к па. цифрами обозначены разведения культуральных фильтратов  
аспорогенного продуцента B. anthracis 55Δтпа-1Spo–, выращенного на: 

1 – S-бульоне, 2 – бульоне хоттингера с добавлением триптона, 3 – казеиновом бульоне с добавлением триптона.  
в последних рядах 2-кратные разведения очищенного препарата па, начиная с концентрации 320 мкг/мл
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роль факторов патогенности Yersinia рestis в фор-
мировании инфекционного процесса и, соответствен-
но, в развитии полиморфизма клинических прояв-
лений чумной инфекции интенсивно исследуется на 
протяжении многих лет на молекулярно-клеточном, 
тканевом, органном и системном уровнях [2, 3, 4].

как известно, ведущая роль в патогенезе чумы 
принадлежит эндотоксину Y. pestis, высокоактивным 
компонентом которого является липополисахарид 
(лпс) [2, 3, 5, 6].

в результате рецепции лпс клетками-ми ше ня-
ми (полиморфно-ядерными лейкоцитами, моноци-
тами, макрофагами, клетками эндотелия и другими) 
происходит активация ряда клеточных функций, 
обеспечивающих фагоцитоз, презентацию анти-
генов на мембране моноцитарно-макрофа галь ных 
клеточных элементов, усиление продукции NO, ак-
тивных форм кислорода, ряда низкомолекулярных и 
других медиаторов воспаления, в частности, груп-
пы провоспалительных цитокинов: IL-1, IL-2, IL-6, 
IL-18, TNF и т.д. [6, 7, 8]. 

до настоящего момента остаются в значитель-
ной степени не изученными характер и механизмы 
изменений цитокинового статуса при бактериальном 
эндотоксикозе, свойственном чумной инфекции и 
интоксикации, в частности, не подтверждена способ-
ность эндотоксина чумного микроба к дозозависи-
мой индукции изменения уровня IL-1.

целью данной работы явилась сравнительная 
оценка изменений содержания в сыворотке крови IL-
1α и молекул средней массы в крови белых мышей 
при введении возрастающих доз лпс Y. рestis.

лпс эндотоксина чумного микроба вводили 
беспородным белым мышам обоего пола массой 18–
20 г внутрибрюшинно в дозах, эквивалентных лд25, 
лд50 и 2лд50. лпс получен из Фгуз «роснипчи 
«микроб» роспотребнадзора.

концентрацию IL-1α определяли в сыворотке 
крови с использованием тест-систем для иммуно-

ферментного анализа (ооо «цитокин», санкт-пе-
тер бург). 

тяжесть аутоинтоксикации оценивали по уров-
ню молекул средней массы (мсм) сыворотки крови 
экспериментальных животных общепринятым спек-
трофотометрическим методом [1]. 

результаты проведенных экспериментов показа-
ли, что через 4 ч после введения лпс белым мышам, 
то есть в период выраженных клинических проявле-
ний интоксикации (адинамия, лихорадка, одышка, 
цианоз, летальные исходы у части животных), про-
исходило увеличение концентрации IL-1α (р<0,001). 
одновременно имело место нарастание уровня мсм 
в сыворотке крови мышей (р<0,001), что свидетель-
ствовало о развитии аутоинтоксикации. в данной 
модификации лпс-интоксикации выявлена положи-
тельная корреляционная взаимосвязь между увели-
чением содержания в крови мсм (р<0,001) и уров-
нем IL-1α, который оставался стабильно высоким. 

анализ полученных результатов позволяет вы-
сказать предположение, что лпс Y. pestis является 
одним из индукторов образования IL-1α клетками-
продуцентами с последующей реализацией его ло-
кальных и системных полимодальных эффектов. 
этот вывод аргументируется и результатами после-
дующей серии экспериментальных исследований.

так, при использовании эндотоксина в боль-
шей дозе (лд50) в аналогичные сроки наблюдения, 
характеризующиеся дозозависимым утяжелением 
кли ни ческой картины и гибелью части эксперимен-
тальных животных, уровень IL-1α значительно пре-
вышал показатели контроля (р<0,001), как и в серии 
экспериментов с использованием лпс в дозе, экви-
валентной лд25. 

увеличение дозы лпс Y. pestis до 2лд50, вы-
зывающее формирование эндотоксинового шока 
и массовую гибель животных, характеризовалось 
значительным увеличением тяжести интоксикации 
и сопровождалось прогрессирующим накоплением 
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мсм в сыворотке крови выживших белых мышей 
(р<0,001). в то же время содержание в сыворотке 
крови IL-1α оставалось стабильно высоким по срав-
нению с таковыми показателями контрольной серии 
(р<0,001), как и в экспериментах с использованием 
доз лпс, эквивалентных лд25 и лд50.

таким образом, результаты проведенных экс-
периментов с моделированием лпс-интоксикации 
в диапазоне доз от лд25 до 2лд50 указывают на от-
сутствие дозозависимых эффектов возрастания уров-
ня IL-1α в крови под воздействием лпс Y. pestis и 
корреляции их со степенью выраженности аутоин-
токсикации, поскольку однотипное увеличение со-
держания IL-1α отмечено в различных вариантах мо-
делирования лпс-интоксикации с использованием 
возрастающих доз эндотоксина.

касаясь значимости выявленного нами феноме-
на, следует отметить, что IL-1 – это полипептидный 
провоспалительный цитокин, выполняющий регуля-
торные и эффекторные функции в иммунном ответе, 
участвующий в процессах взаимодействия иммун-
ной и нейроэндокринной систем. IL-1 выступает в 
роли индуктора активации т- и в-лим фо ци тов, про-
цессов клеточной пролиферации, экспрессии на эн-
дотелиальных клетках молекул адгезии, активирует 
процессы эмиграции гранулоцитов, моноцитов, уси-
ливает их фагоцитарную функцию, продукцию ими 
супероксидных и нитрооксидных радикалов и других 
цитокинов (IL-2, IL-4, IL-6, γ-ин терферона, колоние-
стимулирующих факторов). нейротропные эффекты 
IL-1 включают в себя индукцию лихорадки, аналге-
тическое действие, а также активацию гипоталамо-
гипофизарно-над по чеч ни ковой системы [5, 8]. 

таким образом, обнаруженная нами закономер-
ность возрастания уровня IL-1α в крови при чумной 
лпс-интоксикации различной степени тяжести, 
безусловно, свидетельствует об адаптивной роли вы-
соких концентраций указанного цитокина, обеспечи-
вающих активацию иммуногенеза. 

следует отметить и другой механизм адапта-
ции, который реализуется под влиянием IL-1α. как 
известно, IL-1α преодолевая гематоэнцефалический 
барьер, стимулирует продукцию кортикотропин-
рилизинг гормона и глюкокортикоидов, то есть опо-
средует развертывание острой фазы биологического 
стресса в условиях чумной инфекции и интоксика-
ции [5, 8]. таким образом, механизмы адаптации, 
обеспечиваемые IL-1α, остаются стабильными даже 
при прогрессировании тяжести клинических прояв-
лений эндотоксикоза вплоть до развития эндотокси-
нового шока.

однако объективная оценка значения избыточ-
ной продукции IL-1α может быть сформулирована 
лишь при исследовании нарушения динамического 
взаимодействия про- и противовоспалительных ци-
токинов в динамике чумной интоксикации.

таким образом, липополисахарид (лпс) Y.pestis 
выступает в роли индуктора образования IL-1α 
клетками-продуцентами данного цитокина с после-
дующей реализацией его локальных и системных по-
лимодальных эффектов; в динамике чумной интокси-
кации, индуцируемой введением возрастающих доз 
лпс Y. pestis, имеет место стабильно высокое содер-
жание в крови IL-1α; механизмы адаптации, формиру-
ющиеся на фоне высоких концентраций IL-1α в кро-
ви экспериментальных животных при чумной лпс-
интоксикации различной степени тяжести клиниче-
ских проявлений интоксикации, довольно стабильны, 
поскольку уровень указанного цитокина не снижается, 
даже при развитии эндотоксинового шока.
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гов, микробиологов и паразитологов, входил в состав 
координационного научного совета по санитарно-
эпидемиологической охране территории российской 
Федерации, двух диссертационных советов. 

в памяти коллег александр семенович навсегда 
останется талантливым ученым, мудрым педагогом, 
добрым товарищем и прекрасным человеком.

ПаМЯТи КоЛЛеГи

ПаМЯТи аЛеКСандра СеМеноВиЧа МараМоВиЧа 
(1937–2009)

22 декабря 2009 г. скончался 
александр семенович марамович, 
доктор медицинских наук, про-
фессор, заведующий отделом эпи-
демиологии иркутского научно-
исследовательского противочумного 
института сибири и дальнего востока. 
ушел из жизни известный ученый-
эпидемиолог, видный деятель про-
тивочумной системы нашей страны, 
автор многих фундаментальных на-
учных трудов, внесший значительный 
вклад в развитие эпидемиологической 
науки и обеспечение санитарно-эпи де-
мио логического благополучия терри-

эндемичности и эпидемичности чумы 
и холеры. он неоднократно участвовал 
в ликвидации эпидемических вспы-
шек опасных инфекционных болезней 
на территории российской Федерации, 
работал в качестве консультанта воз 
в монголии.

научно-общественная дея-
тельность александра семеновича 
марамовича была многогранной. 
он был членом редколлегий и ре-
дакционных советов ряда известных 
журналов, возглавлял иркутское от-
деление всероссийского научно-
практического общества эпидемиоло-

тории си би ри и дальнего востока. а.с.марамович 
обосновал прин ци пиально важные положения по ак-
туальным и дискуссионным вопросам современной 
эпидемиологии: возможность сапрофитической фазы 
существования патогенных микроорганизмов, роль 
экологических и эпидемиологических взаимосвязей 
в формировании эндемичных очагов, закономерности 



Прайс-лисТ
медицинских иммунобиологических препаратов, производимых фГУЗ росниПЧи «микроб» на 2010 г.

Тел./факс (8452)51-49-81, 27-86-78, 51-52-12, 51-69-65.  е-mail: microbe@san.ru

№  
п.п. наименование препарата ед. изм. цена без 

ндс (руб)
Препараты для диагностики чумы

1. сыворотка диагностическая чумная антифаговая сухая 1 мл N 10 484,20*
2. иммуноглобулины диагностические флуоресцирующие чумные сухие 1 мл N 10 1074,00*
3. иммуноглобулины диагностические агглютинирующие чумные сухие 1 мл N 10 925,50*
4. бактериофаг диагностический чумной л-413с сухой 1 мл N 10 447,00*
5. бактериофаг диагностический чумной покровской сухой 1 мл N 10 447,00*
6. бактериофаг диагностический псевдотуберкулезный сухой 1 мл N 10 447,00*
7. иммуноглобулины диагностические флуоресцирующие псевдотуберкулезные сухие 1 мл N 10 1074,00*
8. иммуноглобулины диагностические агглютинирующие псевдотуберкулезные сухие 1 мл N 10 925,50**

Препараты для диагностики холеры
9. сыворотка диагностическая холерная о1 адсорбированная сухая 1 мл N 10 843,00*

10. сыворотка диагностическая холерная огава адсорбированная сухая 1 мл N 10 843,00*
11. сыворотка диагностическая холерная инаба адсорбированная сухая 1 мл N 10 843,00*
12. сыворотка диагностическая холерная RO адсорбированная сухая 1 мл N 10 843,00*
13. иммуноглобулины диагностические флуоресцирующие холерные сухие 1 мл N 10 1074,00*
14. иммуноглобулины диагностические флуоресцирующие холерные кроличьи о139 сухие 1 мл N 10 960,00**
15. бактериофаги диагностические холерные хдФ-3,4,5 сухие набор 1 мл N 9 464,40*
16. бактериофаги диагностические холерные тэпв(1-7) жидкие набор 2 мл N 7 693,00*
17. Фаг дифференциально-диагностический ддФ сухой 1 мл N 10 504,00*
18. сыворотка диагностическая холерная о139 адсорбированная кроличья сухая 1 мл N 10 490,50*
19. бактериофаги диагностические холерные классический и эльтор сухие набор 1 мл N 10 510,00*
20. бактериофаги диагностические холерные эльтор ctx+, ctx– жидкие 2 мл N 10 984,00*

Препараты для профилактики холеры
21. вакцина холерная бивалентная химическая таблетированная 1 ч/д 57,00*

лечебные препараты общеклинического назначения
22. иммуноглобулин антирабический из сыворотки крови лошади жидкий – 5 ампул по 5 мл + 

иммуноглобулин разведенный 1:100 – 5 ампул по 1 мл
1 компл.
1 литр 

2160,00*
86400,00*

кровь
23. кровь гемолизированная 5 мл N 10 375,00*
24. эритроциты барана 1 л 4500,00**
25. сыворотка нормальная лошадиная флак. 100 мл 720,00**

Препараты для контроля стерилизации
26. индикаторы биологические в комплекте с питательной средой шт. 24,30*

5 мл амп. 6,00*
Генодиагностические препараты

27 тест-система для выявления днк чумы методом пцр «генпест» (на 100 определений) компл. 4680,00*
28. тест-система для выявления днк холеры методом пцр «ген хол» (на 100 определений) компл. 4680,00*
29. тест-система для выявления днк сибирской язвы методом пцр «ген сиб»  

(на 50 определений)
компл. 4680,00*

30. тест-система для выявления днк бруцеллеза методом пцр «ген бру»  
(на 50 определений)

компл. 4680,00*

31. тест-система для выявления днк туляремии методом пцр «ген тул»  
(на 100 определений) для лабораторных исследований

компл.  4680,00**

32. набор для выделения днк набор 2415,00**
33. набор для электрофореза (на 200 определений) набор 540,00**

* ндс по ставке 10 %; ** ндс по ставке 18 %


