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международные медико-санитарные правила 
(2005 г.), далее ммсп (2005 г.), принятые 58-й сес-
сией всемирной ассамблеи здравоохранения (ваз), 
вступили в силу 15 июня 2007 г., заменив ммсп 
1969 г. (с изменениями 1973 и 1981 гг.).

всемирной организацией здравоохранения 
(воз) разработаны направления поэтапного внедре-
ния ммсп (2005 г.) [8] – до 14 июня 2009 г. и 2012 г. 
(+2 года  2014; +2 года  2016). основное назна-
чение разработок – приведение национальных воз-
можностей по противодействию чрезвычайным си-
туациям в области общественного здравоохранения 
(чс), имеющим международное значение, к уровню, 
соответствующему основным требованиям ммсп 
(2005 г.). при этом оценка национальных возмож-
ностей и выбор решений, требующих времени, вло-
жений и готовности к изменениям, предоставлены 
самим странам.

рекомендации воз [7, 8] имеют общий харак-
тер, не затрагивая методологические аспекты вне-
дрения ммсп (2005 г.) на национальном уровне. 
лаконичный характер формулировок в стратегии 
воз до 2016 г., не раскрывающих весь спектр ком-
понентов концептуальной новизны ммсп (2005 г.), 
не позволяет использовать их для разработки уни-
фицированной методологической основы системы 
обеспечения санитарно-эпидемиологического благо-
получия населения на национальном уровне, ориен-
тированной, как известно, на ранее действовавшие и 
утратившие силу ммсп (1969 г.).

вместе с тем замена методологической базы 
ммсп (1969 г.) на методологическую базу ммсп 

(2005 г.), имеющую продолжение в национальной 
нормативно-методической базе, носит, в связи с их 
принципиальным отличием, опытный характер и поэ-
тому требует научного сопровождения при постоянной 
оценке адекватности новых национальных докумен-
тов современным эпидемиологическим, социально-
экономическим и геополитическим реалиям.

в работах отечественных и зарубежных иссле-
дователей [9, 10, 11, 26, 27, 28, 33, 36, 37] охарактери-
зованы преимущества ммсп (2005 г.). причем сде-
лано это как на этапе разработки проекта документа, 
так и после его принятия ваз в 2005 г. и вступления 
в силу в 2007 г. принципиально новые концепту-
альные основы проекта ммсп прошли успешную 
апробацию в 2003 г. в процессе борьбы с SARS, что 
в немалой степени способствовало их принятию на 
национальном и международном уровне. в 2009 г. 
ммсп (2005 г.) успешно были применены в проти-
водействии распространению пандемического грип-
па а/H1N1/-09.

приводимые воз обзоры по реализации ммсп 
(2005 г.) на национальном уровне [2, 3, 12, 13, 35] но-
сят в основном технический характер, не имея отно-
шения к методологии реализации ммсп (2005 г.) с 
точки зрения многокомпонентности их концептуаль-
ной новизны, и касаются в основном:

- формирования сети национальных координа-
торов и контактных пунктов воз; 

- статистики событий, регистрируемых в стра-
нах и сообщаемых в воз (на февраль 2010 г. 1242 
события);

- функционирования защищенного веб-сайта и 

удк 614.3(471)
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и технического исполнения. внедрению подлежат существенно измененные и принципиально новые концеп-
туальные основы данного международного документа по отношению к ранее действовавшим ммсп (1969 г.). 
с учетом этого реализация ммсп (2005 г.) носит в известной мере опытный (исследовательский) характер. 
следовательно, функционирование ммсп (2005 г.) процедурно требует мониторирования и перманентной оцен-
ки со стороны воз (в докладах генерального директора) относительно адекватности документа современным 
эпидемиологическим, социально-экономическим и геополитическим реалиям. 

реализация ммсп (2005 г.) на территории российской Федерации потребовала разработки определенной ме-
тодологии и специального алгоритма действий, включающих дифференцирование спектра компонентов концеп-
туальной новизны данного документа, их интеграцию в содержание, принципы санитарной охраны, совершен-
ствование ее 3-уровневой системы на основе структурно-функционального укрепления сети мониторинга воз-
будителей инфекционных и паразитарных болезней, подготовку специалистов по ммсп (2005 г.) и санитарной 
охране территории российской Федерации.
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рии российской Федерации.
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пополнения базы данных (877 пользователей, пред-
ставляющих 178 государств); 

- укрепления межведомственных связей и со-
трудничества национальных координаторов по 
ммсп с другими правительственными и неправи-
тельственными организациями1;

- технической помощи со стороны воз в укре-
плении национального потенциала2;

- деятельности глобальной сети оповещения о 
вспышках болезней и ответных мер.

опытный характер внедрения ммсп (2005 г.) 
на национальном уровне требует соответствующего 
последовательного научно-методического сопрово-
ждения этого процесса, поскольку речь идет о поэ-
тапной интеграции компонентов новизны данного 
документа в национальную правовую, нормативную 
и методическую базу, ориентированную на ммсп 
(1969 г.). сам факт создания и реализации концеп-
туально новых ммсп (2005 г.) – это в известной 
мере международный эксперимент, проводимый в 
целях повышения надежности выявления, скринин-
га, мониторинга и контроля наиболее опасных угроз 
санитарно-эпидемиологического характера. мо-
делью противоэпидемической готовности на между-
народном уровне может служить «глобальный план 
воз по подготовке к борьбе с гриппом» (2005 г.) и 
принятие в 2006 г. резолюции ваз 59.2 по примене-
нию ммсп (2005 г.), до официального вступления 
их в силу (в 2007 г.), в отношении предупреждения 
гриппа птиц и пандемии гриппа.

из опубликованных материалов, отражающих 
опыт различных стран по внедрению ммсп (2005 г.) 
[6, 25, 29, 30, 31, 32, 34, 36], можно выделить такие 
общие черты, как использование законодательного 
подхода3, разработка более детализированных на-
циональных руководств, технических стандартов4, 
назначение в качестве национального координатора 
органа (министерства, ведомства), ответственного за 
вопросы здравоохранения. вместе с тем можно кон-

статировать, что страны находятся на разных этапах 
внедрения ммсп (2005 г.), и подход к решению воз-
никающих вопросов также неоднозначен. так, в ряде 
стран с федеральным устройством потребовались 
определенные политические меры, направленные на 
преодоление негативного влияния децентрализации 
на своевременный и эффективный национальный от-
вет на чс [36]. в австралии, канаде и сШа решение 
предложено на основе гармонизации законодатель-
ства, создания меморандумов о взаимопонимании. 
при этом в сШа и австралии в сферу внедрения 
ммсп (2005 г.) включены силы безопасности, зако-
нодательно надзор в области общественного здраво-
охранения увязан с системой национальной безопас-
ности. регламентирование межведомственного со-
трудничества при выявлении и противодействии чс 
представлено в формате соглашений между прави-
тельствами федерального и территориального уров-
ней (канада, австралия).

вступление в силу ммсп (2005 г.) на террито-
рии российской Федерации произошло без оговорок 
или каких-либо условий, поскольку все предложения 
российской Федерации принципиального характера 
были приняты воз в рабочем порядке и учтены еще 
на этапе разработки проекта указанного междуна-
родного документа.

некоторые аспекты существа новой идеологии 
противодействия современным угрозам и вызовам, 
ориентированной на устойчивую тенденцию появле-
ния новых и возвращающихся инфекционных болез-
ней, а также на предотвращение массовых неинфек-
ционных заболеваний (отравлений), обстоятельно 
проанализированы в работах г.г.онищенко и соавт. 
[9, 10, 11]. в этих работах соединены решения самми-
тов стран G8 (2006, 2007, 2008 гг.) и ммсп (2005 г.) 
в рамках единой стратегии борьбы с инфекционны-
ми болезнями. в настоящем исследовании, в отличии 
от предшествовавших работ, рассматривается весь 
комплекс компонентов новизны ммсп (2005 г.), 

1данные в воз представили 119 государств, во всех приняты меры 
по информированию о требованиях ммсп различных ведомств, среди 
которых чаще всего (более 85 %) упоминаются секторы здравоохране-
ния, политики и лица, принимающие решения, персонал, участвующий 
в обеспечении готовности к чрезвычайным ситуациям, персонал сектора 
безопасности пищевых продуктов. ведомства, с которыми национальные 
координаторы по ммсп чаще всего (более 80 %) устанавливают сотруд-
ничество – сектор здравоохранения, секторы безопасности пищевых 
продуктов, сельского хозяйства, рыболовства и лесного хозяйства, сек-
тор лекарственных средств и химической безопасности.

2предоставление технических стандартов, технических средств, 
укрепление систем обеспечения качества лабораторий посредством про-
грамм внешней оценки микробиологического качества, двусторонних 
лабораторных программ, подготовки по лабораторной безопасности, ла-
бораторной сертификации для транспортировки инфекционных субстан-
ций, региональных сетей по эпидемиологическому надзору, подготовки 
по полевой эпидемиологии, в области передачи информации о рисках, 
технических руководств и поддержки в отношении определенных аэро-
портов, портов и наземных транспортных узлов, представление через би-
блиотеку по ммсп многоязычных онлайновых материалов и учебных 
модулей.

3например, в Швеции ммсп были внедрены в национальную за-
конодательную систему новым актом по защите от международных угроз 
общественному здравоохранению, предложенным правительственным 
биллем (законопроектом) взамен существовавшего карантинного акта. 

данный законодательный акт дополняет регулирование относительно 
контроля инфекционных болезней и управления химическими и радио-
активными угрозами. правительством китайской народной республики 
был пересмотрен «закон о медико-санитарном контроле и карантине 
при пересечении границы» в связи с применением положений ммсп. 
в королевстве тонга обеспечение законодательного соответствия с 
ммсп (2005 г.) связано с рассмотрением закона об общественном здра-
воохранении 1992 г. в республике беларусь в связи с принятием ммсп 
(2005 г.) внесены изменения и дополнения в закон республики беларусь  
«о санитарно-эпидемиологическом благополучии населения» (1993 г.). 
в индии предложена новая законодательная база, которая предоставляет 
федеральному правительству полномочия в отношении чс, объявленной 
воз как имеющая международное значение.

4в частности, в кнр – разработка технических стандартов по эпид-
надзору, отчетности, оценке, выявлению и уведомлению в отношении 
чс. примером нормативного документа сШа может быть акт о готов-
ности к пандемиям и всевозможным угрозам. в республике беларусь – 
это «порядок оценки и уведомления воз о событиях, которые могут 
представлять собой чс». в Швеции национальным советом здравоох-
ранения и благосостояния выпущены правила в целях внедрения акта 
по защите от международных угроз общественному здравоохранению, 
а также правила относительно болезней, сообщения о которых должны 
быть переданы ответственными властями национальному координатору 
(список содержит болезни, указанные в приложении 2 ммсп (2005 г.), 
и содержания данных сообщений.
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предопределивших методологию и алгоритм их реа-
лизации на территории российской Федерации.

с внедрением ммсп (2005 г.) на территории 
российской Федерации основной задачей стало науч-
ное и материально-техническое обеспечение их ин-
теграции в методологию эпидемиологического над-
зора и контроля инфекционных болезней, в содер-
жание и принципы санитарной охраны, в развитие 
межведомственного взаимодействия, в укрепление 
национальной лабораторной сети, осуществляющей 
мониторинг возбудителей инфекционных болезней, 
подготовку специалистов. 

решение этой задачи стало возможным при про-
ведении отдельного исследования, целью которого 
являлась разработка унифицированной методологи-
ческой основы поэлементной реализации концепту-
альной новизны ммсп (2005 г.), складывающей-
ся в типовой алгоритм внедрения этого документа 
на национальном уровне на примере российской 
Федерации. в рамках исследования проведена ин-
вентаризация и систематизация всех аспектов кон-
цептуальной новизны ммсп (2005 г.) с учетом 
комплексной оценки недостатков ммсп (1969 г.), с 
выделением элементов, подлежащих реализации на 
национальном уровне.

из положений ммсп (1969 г.), а также аспек-
тов  их смысловой нагрузки, которые утратили акту-
альность в современных условиях, можно выделить 
следующие:

- регламентация только трех карантинных ин-
фекционных болезней и мероприятий против них в 
основном тексте документа;

- сложная процедура корректировки перечня ре-
гламентируемых болезней;

- требование неотложного уведомления воз со 
стороны национальных органов управления здраво-
охранением о каждом случае карантинной болезни 
вне зависимости от его значимости для международ-
ных сообщений (например, бубонная чума);

- уведомление воз о случаях карантинной бо-
лезни только после расшифровки этиологического 
агента на национальном уровне и отсутствие проце-
дуры неотложного уведомления на основе клинико-
эпидемиологических признаков;

- отсутствие процедуры коммуникации воз с 
государствами-членами на основе сообщений в сред-
ствах массовой информации;

- общение воз на страновом уровне только с 
официальными структурами государственного здра-
воохранения и зависимость при принятии решения 
от уведомления из страны;

- недооценка устойчивой тенденции появления 
новых инфекционных болезней;

- отсутствие в учетной номенклатуре событий 
угроз санитарно-гигиенического (токсикологическо-
го) порядка;

- приоритет национального эпидемиологическо-
го надзора за карантинными инфекционными болез-
нями в глобальном его осуществлении.

новизна ммсп (2005 г.), как известно из при-
веденных выше работ, складывается из ряда принци-
пиально новых положений, начиная с формулировки 
целевого назначения этого документа, определения 
основного объекта надзора и контроля и завершая 
приложениями 1 и 2, в которых регламентирован 
алгоритм скрининга, мониторинга и контроля чс. 
внедрению на национальном уровне подлежат пере-
численные новые положения (схема), конкретизиру-
ющие концептуальные основы ммсп (2005 г.).

при внедрении приведенных на схеме новых 
положений необходимо учитывать особенности 
санитарно-эпидемиологической обстановки, между-
народных связей и состояния служб здравоохранения 
в конкретных странах.

в настоящем исследовании проанализирован, 
охарактеризован и систематизирован весь спектр 
научно-практических задач по реализации ммсп 
(2005 г.) в российской Федерации, решение которых 
позволило создать методологию и соответствующий 
алгоритм действий, принципиально применимых на 
национальном уровне. научное обеспечение реали-
зации ммсп (2005 г.) на территории российской 
Федерации является составной частью данного алго-
ритма.

на момент вступления в силу ммсп (2005 г.) в 
российской Федерации сложились следующие усло-
вия для их внедрения:

1. наличие в стране восприимчивой к концеп-
туальной новизне ммсп (2005 г.) законодательной 
основы, в качестве которой выступает Федеральный 
закон от 30 марта 1999 г. № 52-Фз «о санитарно-
эпидемиологическом благополучии населения», 
статья 30 которого трактует содержание санитарной 
охраны территории страны, близкое к основным по-
ложениям ммсп (2005 г.).

2. действие в стране пакета подзаконных право-
вых, нормативных и методических документов (актов 
правительства российской Федерации, санитарно-
эпидемиологических правил, методических указа-
ний), достаточно, с точки зрения ммсп (1969 г.), 
регламентирующих надзор и контроль инфекцион-
ных болезней. 

3. наличие в стране исходных структур здраво-
охранения – государственной санитарно-эпидемио-
ло гической службы и лечебно-профилактической 
сети, включая службу медицины катастроф, и опреде-
ляющих их функции законодательной и нормативно-
методической баз, играющих ключевую роль в про-
фильном противодействии чс и организации межве-
домственного взаимодействия на территориальном, 
региональном и национальном уровнях.

4. создание в результате административной ре-
формы в стране Федеральной службы по надзору в 
сфере защиты прав потребителей и благополучия 
человека (роспотребнадзор) с закреплением за ней 
функции обеспечения санитарно-эпидемио логи-
ческого благополучия населения, обеспечения био-
логической безопасности [14], организации и ко-
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новая цель и сфера их применения, направленные на 
предотвращение международного распространения бо-
лезней, предохранение от них, борьбу с ними и принятие 
ответных мер на уровне общественного здравоохране-
ния, которые соизмеримы с рисками для общественного 
здравоохранения и ограничены ими и которые не создают 
излишних препятствий для международных перевозок и 
торговли

новый объект надзора и контроля, в качестве которого 
определена чрезвычайная ситуация в области обществен-
ного здравоохранения, имеющая международное значение 
(чс)

новый, существенно расширенный спектр инфек-
ционных болезней, подлежащих мониторингу и контро-
лю в рамках ммсп (2005 г.), вынесенный из основного 
текста документа в приложение (приложение 2 к ммсп, 
2005 г.)

новая, гибкая система верификации чс, учитывающая 
неуклонную тенденцию появления новых инфекционных 
болезней

новая, гибкая система верификации чс, учитывающая 
возникновение массовых неинфекционных заболеваний 
(отравлений), обусловленных международными перевоз-
ками товаров и грузов

новые требования к эпиднадзору на территории страны 
и в пунктах въезда, необходимые для обеспечения выяв-
ления события, ассоциируемого с чс, прямой оператив-
ной внутри- и межведомственной связи, адекватных мер 
контроля, необходимых для предупреждения внутренне-
го и международного распространения (приложение 1 
ммсп, 2005)

новые основы глобального и национального партнерства 
(здравоохранение, сельское хозяйство, транспорт, торгов-
ля, образование, оборона) для технической поддержки эф-
фективного осуществления ммсп

новый, расширенный функциональный спектр сани тар-
но-карантинного контроля на границе, включающий био-
логические агенты, химические вещества, радиоактивные 
материалы, другие грузы

новые научные предпосылки совершенствования 
санитарно-карантинного контроля путем специализации 
пунктов пропуска через государственную границу по ви-
дам транспортируемых товаров и грузов

новые научные предпосылки для целенаправленной 
модернизации технологии санитарно-карантинного кон-
троля, организационного и материально-технического 
укрепления лабораторной сети, осуществляющей мони-
торинг возбудителей инфекционных и паразитарных бо-
лезней

новые предпосылки для внедрения современных инфор-
мационных технологий в алгоритм всего спектра государ-
ственного контроля на границе, укрепления и корректи-
ровки межведомственного взаимодействия с принятием 
управленческих решений в режиме реального времени

новая организационная процедура реагирования на 
чс по схеме: национальный координатор по ммсп, 
координатор воз по ммсп, генеральный директор 
воз, комитет по чс, эксперты воз, комитет по обзору 
ммсп

предпосылки для отношения к ммсп (2005 г.) как к 
международному стандарту при оценке существующих, 
совершенствующихся и создаваемых новых систем преду-
преждения и противодействия современным угрозам и вы-
зовам в рамках реализации глобальной стратегии борьбы 
с инфекционными болезнями, постулируемой в решениях 
саммитов стран «группы восьми» (2006, 2007, 2008 гг.)

Концептуальная новизна ММСП (2005 г.) 

паспортизация субъектов и эпиде-
миологическое районирование терри-
тории рФ по степени выраженности 
внешних и внутренних угроз в области 
биологической безопасности

разработка и определение 
вариационного ряда событий 
(инфекционных и неинфек-
ционных болезней), ассоции-
руемых с чс на национальном 
уровне

определение перечня подлежащих 
переработке (разработке) и перера-
ботка ориентировавшихся на ммсп 
1969 г. правовых, нормативных и мето-
дических документов в области надзо-
ра, лабораторной диагностики и реаги-
рования на инфекционные болезни

разработка новой технологии опера-
тивного реагирования на чс с приме-
нением модернизированных специали-
зированных противоэпидемических 
бригад (спэб) на национальном и 
международном уровне

пересмотр оперативных и комплекс-
ных планов санитарно-противо эпи-
деми че ских (профилактических) ме-
роприятий

Алгоритм реализации ММСП в РФ

Функциональные связи элементов концептуальной новизны ммсп (2005 г.),  
методологических аспектов и алгоритма реализации данного документа в российской Федерации

инвентаризация спектра 
инфекционных болезней, ас-
социируемых с чс

определение порядка по-
следовательных действий по 
верификации чс

разработка шкалы террито-
риальной, региональной и на-
циональной значимости чс, 
вызываемых инфекционными 
болезнями, составление об-
зоров и эпидемиологических 
прогнозов в отношении ин-
фекционных болезней, их вы-
зывающих

разработка и определение 
интегрального объекта скри-
нинга, мониторинга и контро-
ля на национальном уровне

переработка ориентировав-
шейся на ммсп 1969 г. пра-
вовой, нормативной и методи-
ческой базы в области надзора, 
лабораторной диагностики и 
реагирования на инфекцион-
ные болезни, с включением 
элементов концептуальной но-
визны ммсп (2005 г.)

укрепление межведомствен-
ного сотрудничества на основе 
современных информацион-
ных технологий

расширение функционально-
го спектра санитар но-каран-
тин ного контроля с учетом 
угроз биологического, хими-
ческого и радиологического 
характера

профилизация пунктов про-
пуска через государственную 
границу 

укрепление и модернизация 
стационарной лабораторной 
сети на основе функциональ-
ной корректировки в области 
мониторинга возбудителей ин-
фекционных болезней

разработка программы и под-
готовка кадров по вопро сам 
применения ммсп (2005 г.) 
и осуществления санитарной 
охраны территории

Методология реализации 
ММСП (2005 г.)

издание нормативно-право вого акта 
отраслевого уровня о реализации 
ммсп (2005 г.) на территории страны

Постановление Главного  
государственного санитарного врача РФ

разработка и определение интеграль-
ного объекта скрининга, мониторинга и 
контроля – чрезвычайной ситуации в об-
ласти санитарно-эпидемиологического 
благополучия населения

Санитарно-эпидемиологические  
правила

определение порядка представления 
внеочередных донесений органами и 
учреждениями роспотребнадзора, в 
том числе в ответ на сообщения сми 
об эпидемических вспышках
Постановление Главного государствен-

ного санитарного врача РФ, письмо 
Руководителя Роспотребнадзора

разработка шкалы территориальной, 
региональной и национальной значи-
мости чс, вызываемых инфекционны-
ми болезнями

Санитарно-эпидемиологические  
правила

специализация пунктов пропуска че-
рез государственную границу

Постановления Правительства РФ

материально-техническое и техноло-
гическое укрепление надзора, лабора-
торной диагностики, профилактики и 
реагирования на чс

Распоряжение Правительства РФ,  
приказ Минздравсоцразвития

административное регламентирова-
ние осуществления санитарно-каран-
тинного контроля в пунктах пропуска 
через государственную границу

Приказ Минздравсоцразвития

внедрение современных технологий 
в методологию эпидемиологического 
надзора, санитарной охраны

ФЦП, распоряжение Правительства РФ
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ординации взаимодействия на межведомственном 
уровне в рамках созданной системы государственно-
го санитарно-эпидемиологического надзора.

5. наличие в стране обновленной после админи-
стративной реформы нормативной базы, определяю-
щей межведомственное взаимодействие при пред-
упреждении и ликвидации чс. координирующей 
структурой при взаимодействии на основе ммсп 
(2005 г.) являются санитарно-противо эпи де мические 
комиссии (спк), возглавляемые руководителями ор-
ганов исполнительной власти субъектов российской 
Федерации.

реализация ммсп (2005 г.) включает как фор-
мальные процедуры организационного и нормативно-
методического плана, так и содержательную, мето-
дологическую часть – интеграцию в национальную 
нормативно-методическую базу нового содержания 
и новых принципов в области эпидемиологического 
надзора, санитарной охраны, корректировок терми-
нологического плана, программы подготовки специ-
алистов, укрепление лабораторной сети и межведом-
ственного взаимодействия (схема).

точки приложения ммсп (2005 г.) были опре-
делены уже на первом этапе нормативно-правовым 
актом отраслевого уровня о реализации нового меж-
дународного документа на территории страны [16]:

- функции национального координатора по 
ммсп возложены на Федеральную службу по над-
зору в сфере защиты прав потребителей и благопо-
лучия человека;

- предусмотрена необходимость корректировки 
комплексных планов по эпидемиологическому над-
зору с целью адаптирования их к ммсп (2005);

- определены направления межведомственного 
взаимодействия при осуществлении ммсп на на-
циональном уровне: администрация территорий, 
пограничная служба Фсб россии, Федеральная та-
моженная служба, органы управления здравоохране-
нием, органы и учреждения роспотребнадзора, а так-
же органы и учреждения россельхознадзора, ветери-
нарные органы и учреждения субъектов российской 
Федерации, министерство транспорта и связи, мвд, 
мчс, минобороны россии (в рамках деятельности 
спк).

на основе анализа правовых, нормативных и ме-
тодических документов в области эпидемиологиче-
ского надзора, санитарной охраны территории опре-
делен перечень документов, подлежащих переработ-
ке с учетом новых концептуальных основ ммсп 
(2005 г.) [15].

на принципиально новой основе разрабо-
таны санитарно-эпидемиологические правила 
«санитарная охрана территории российской Фе де-
рации» (сп 3.4.2318-08), в которых нормативно за-
креплены концептуальные основы новизны ммсп 
(2005 г.) и, по существу, методологические аспекты 
их реализации:

- определен унифицированный объект эпиде-
мио  логического надзора, санитарной охраны – чрез-

вычайная ситуация в области санитарно-эпиде мио-
логического благополучия населения, имеющая на-
циональное значение; определение данному терми-
ну дано в энциклопедическом словаре-справочнике 
«профилактическая медицина и эпидемиология» [1];

- адаптирован к условиям российской Федерации 
алгоритм верификации чс, приведенный в ммсп 
(2005г.);

- скорректирован перечень инфекционных болез-
ней и в целом определен вариационный ряд событий, 
требующих проведения мероприятий по санитарной 
охране территории российской Федерации;

- разработана шкала территориальной, регио-
нальной и национальной значимости чс, вызывае-
мых инфекционными болезнями, получившая нор-
мативное закрепление в санитарно-эпидемио ло ги-
ческих правилах сп 3.1.7.2492-09 «профилактика 
чумы» и методических указаниях «организация и 
проведение эпидемиологического надзора в при-
родных очагах чумы на территории российской 
Федерации». му 3.1.3.2355-08.

при реализации ммсп (2005 г.) воз акценти-
рует внимание стран на системообразующие свой-
ства этого документа при осуществлении глобаль-
ного и национального эпидемиологического надзора 
[8]. по мнению K.Wilson et al. [36], на основе реали-
зации ммсп (2005 г.) возможно создание всеобъем-
лющей, полностью интегрированной системы выяв-
ления и реагирования на чс. 

в порядке реализации ммсп (2005 г.) в 
российской Федерации в условиях создания инно-
вационной атмосферы и технологической модерни-
зации в области биологической безопасности прове-
дено укрепление стационарной лабораторной сети и 
мобильных формирований. 

в соответствии с приказом роспотребнадзора от 
17 марта 2008 г. № 88 «о мерах по совершенствова-
нию мониторинга за возбудителями инфекционных и 
паразитарных болезней» в российской Федерации на 
функциональной основе создана система, включаю-
щая 5 видов центров [5]:

- референс-центры по мониторингу за возбуди-
телями инфекционных и паразитарных болезней с 
функциями в рамках ммсп (2005 г.); 

- национальные центры верификации диагно-
стической деятельности; 

- национальные центры, осуществляющие функ-
ции государственных коллекций роспотребнадзора;

- региональные центры по мониторингу за воз-
будителями инфекционных и паразитарных болез-
ней II–IV и I–II групп патогенности; 

- центры индикации и диагностики возбудите-
лей опасных инфекционных болезней.

осуществлен четырехлетний инновационный 
цикл в совершенствовании деятельности специали-
зированных противоэпидемических бригад (спэб) 
роспотребнадзора, заключающийся в:

- модернизации материально-технической базы 
как самих бригад, так и инфраструктуры противо-
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чумных институтов, позволившей вывести работу по 
обеспечению санитарно-эпидемиологического бла-
гополучия населения в условиях чс на современный 
высокотехнологический уровень;

- интегрировании и масштабировании (от патен-
тов до создания и тиражирования мобильных ком-
плексов спэб) современных технологий с модуль-
ным принципом укомплектования на базе пневмокар-
касных палаток и автошасси, повышающих уровень 
мобильности и автономности функционирования; 

- создании гибкой структурно-функциональной 
организации спэб, позволяющей в режиме реаль-
ного времени варьировать силами и средствами, так-
тическими приемами практического использования в 
зависимости от масштаба чс и условий возникнове-
ния (стихийные бедствия, гуманитарные катастрофы, 
техногенные аварии, акты биотерроризма), объема и 
профиля помощи территориальным структурам здра-
воохранения; тактически спэб используют в виде 
отдельных эпидемиолого-диагностических групп 
(полевые эпидемиологические группы), модулей, в 
полном составе или одновременно несколько спэб.

завершенный инновационный цикл совершен-
ствования деятельности спэб, а по существу, соз-
данная новая технология оперативного реагиро-
вания на чс, была продемонстрирована в рамках 
международного салона «комплексная безопас-
ность – 2010», проведенного на полигоне мчс россии 
в ногинске московской области 21 мая 2010 г., и на 
экспозиции на всероссийском выставочном центре в 
москве 18–21 мая. 

в рамках реализации новых требований к эпи-
демиологическому надзору приведено к адекватно-
му уровню информационное обеспечение данной 
области. определен порядок внутриведомственного 
поуровневого оперативного представления инфор-
мации в электронном виде [17, 24], оперативного 
предоставления официальных данных в ответ на по-
явление сообщений об эпидемических вспышках в 
средствах массовой информации [4].

новая сфера применения ммсп (2005 г.) пред-
полагает расширение функционального спектра 
санитарно-карантинного контроля в пунктах пропу-
ска через государственную границу с учетом угроз 
биологического, химического и радиологического 
характера. это, в свою очередь, потребовало решения 
вопросов нормативного и материально-технического 
обеспечения его проведения, укрепления межведом-
ственного сотрудничества, в том числе на основе со-
временных информационных технологий. 

постановлениями правительства российской 
Федерации [18, 19] в развитие положений законо-
дательной базы установлена очередность осущест-
вления всех видов государственного контроля в пун-
ктах пропуска через государственную границу при 
функциональном разделении санитарно-карантин-
ного контроля: в отношении лиц – до проведения 
иных видов контроля, в отношении товаров и гру-
зов – после пограничного и таможенного контролей. 

определены принципы межведомственного взаимо-
действия, установлена специализация пунктов про-
пуска через государственную границу по видам пе-
ремещаемых грузов [20, 21]. 

в рамках осуществления федеральной целевой 
программы «государственная граница российской 
Федерации» и реализации положений ммсп 
(2005 г.) осуществляется технологическая модерни-
зация санитарно-карантинных пунктов (в соответ-
ствии с приказом роспотребнадзора от 18.09.2006 г. 
№ 320 [25]) и Фгуз «цгиэ», участвующих в обе-
спечении осуществления санитарно-карантинного 
контроля. осуществлено административное регла-
ментирование процедуры санитарно-карантинного 
контроля с учетом требований ммсп (2005 г.) [22].

проблемы технологической модернизации и 
усовершенствования межведомственного взаимо-
действия с учетом поэтапного внедрения ммсп 
(2005 г.) комплексно решаются в рамках федераль-
ной целевой программы «национальная система хи-
мической и биологической безопасности российской 
Федерации (2009–2013 годы)». 

при этом создается интегрированная система 
эпидемиологического и санитарно-гигиенического 
мониторинга и контроля на основе гис-технологии 
и поэтапно осуществляется паспортизация субъектов 
российской Федерации и эпидемиологическое райо-
нирование территории страны по степени выражен-
ности внешних и внутренних угроз биологической 
безопасности, способных создать чрезвычайную си-
туацию санитарно-эпидемиологического характера, с 
разработкой компьютерных программных продуктов 
для поддержки принятия управленческих решений.

важным звеном в методологии осуществления 
ммсп (2005 г.) является разработка программы и 
подготовка кадров по вопросам применения ммсп 
(2005 г.) и осуществления санитарной охраны тер-
ритории. на курсах и семинарах в 2008–2010 гг. 
подготовлено 540 специалистов из всех субъек-
тов российской Федерации и регионов республики 
беларусь в порядке сотрудничества в рамках 
таможенного союза.

в процессе реализации концептуальной но-
визны ммсп (2005 г.) на территории российской 
Федерации переработаны и разработаны вновь распо-
рядительные документы: правительства российской 
Федерации – 6,  минздравсоцразвития россии – 1,  
роспотребнадзора – 11, а также санитарно-эпиде-
миологические правила – 2, методические указа-
ния – 2, другие методические документы федераль-
ного уровня. в целом в российской Федерации разра-
ботан и осуществляется план поэтапной реализации 
ммсп (2005 г.) с учетом разработанной воз страте-
гии до 2016 г.

таким образом, в процессе научного сопрово-
ждения реализации ммсп (2005 г.) на территории 
российской Федерации создана методология (сово-
купность тактических и методических подходов), 
основанная на поэлементном учете внедрения их 
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концептуальной новизны и, следовательно, оценке 
полноты реализации на национальном уровне со-
временной стратегии предупреждения и борьбы с 
чрезвычайными ситуациями санитарно-эпидемио ло-
гического характера. в замене утративших актуаль-
ность положений ммсп 1969 г. на новые положения 
ммсп (2005 г.) состоит универсальность подхода к 
перезагрузке готовности страны к предупреждению 
и ликвидации чрезвачайных ситуаций в области 
санитарно-эпидемиологического благополучия на-
селения. эта методология может быть рекомендо-
вана воз для использования в обзорах, касающихся 
имплементации ммсп (2005 г.) на национальном и 
международном уровнях.

разработанная методология оценки внедре-
ния ммсп (2005 г.) на территории российской 
Федерации, имеющая принципиально унифициро-
ванный характер для национального и международ-
ного уровня, в том числе формата снг, евразэс, 
Шос, атэс и др., рекомендуется к использованию в 
рамках таможенного союза с целью оценки готовно-
сти к осуществлению мониторинга и контроля чрез-
вычайных ситуаций в области санитарно-эпидемио-
ло ги ческого благополучия населения.
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in the Territory of the Russian Federation
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of Consumer Rights Protection and Human Wellfare, Moscow;  
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Implementation of IHR (2005) in the territory of Russian Federation is 
beyond the scope of formal admission and technical execution. Fundamentally 
amended and principally new conceptual essentials of the present internation-
al document in relation to previously valid IHR (1969) are to be implemented. 
In view of above-mentioned, the realization of IHR (2005) is of experimental 
(research) character to a certain extent. In connection with this, the proce-

dure of functioning of IHR (2005) demands the monitoring and permanent 
evaluation by the WHO (in the reports of Director-General) with regards to 
correspondence of the document to the modern epidemiological, social and 
economic, and geopolitical realities.

The IHR (2005) realization  in the territory of the Russian Federation 
demands the development of  a certain methodology and special algorithm of 
activity which include the differentiation of a range of components of con-
ceptual originality of this document, their integration into the content, prin-
ciples of sanitary protection, improvement of its 3-levels system on the basis 
of structural and functional strengthening of the network for monitoring of 
infectious and parasitic diseases agents, training of specialists on IHR (2005) 
and sanitary protection of the Russian Federation territory.

Key words: International Health Regulations (IHR 2005), sanitary pro-
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Vibrio cholerae вызывает опасное заболевание че-
ловека – холеру, известное человечеству с 1817 г., когда 
была зафиксирована первая пандемия. всего известно 
7 пандемий холеры, вызванных холерными вибриона-
ми о1 серогруппы разных биоваров. предполагается, 
что возбудителями первых шести пандемий азиатской 
холеры (с 1817 по 1926 год) были вибрионы V. choler-
ae классического биовара. причиной седьмой панде-
мии (с 1961 г. по настоящее время) являются холерные 
вибрионы другого биовара – эльтор, отличающиеся 
от классических вибрионов по ряду фенотипических 
и генетических свойств. появившийся в 1992 г. но-
вый возбудитель холеры о139 серогруппы вызывает 
локальные вспышки заболевания. эльтор вибрионы 
являются менее вирулентными, чем классические, 
но они отличаются большей устойчивостью к дей-
ствию неблагоприятных факторов внешней среды и 
могут длительное время находится в воде открытых 
водоемов. установлено, что при нахождении во внеш-
ней среде холерные вибрионы выработали несколько 
стратегий для выживания – переход в некультивируе-
мое состояние, формирование биопленки и образо-
вание ругозных колоний [11, 17, 19, 28, 47, 48]. два 
последних процесса зависят от способности V. chol-
erae синтезировать экзополисахарид или EPS (от англ. 
exopolysaccharide), или VPS (от англ. Vibrio polysac-
charide) [9, 37, 47]. необходимо отметить, что холер-
ные вибрионы синтезируют три вида поверхностных 
структур, включающих полисахариды, – липополиса-
харид (LPS), капсула и EPS. предполагают, что липо-
полисахарид и капсула в основном защищают V. chol-
erae в организме человека, а EPS – во внешней среде 
[17]. продукция экзополисахарида является важным 
этапом при формировании биопленки. синтезируясь 
на конечном этапе формирования биопленки, EPS 
окружает клетки защитным чехлом и способству-
ет формированию сложной трехмерной структуры с 

каналами, через которые поступают питательные ве-
щества к бактериям и вымываются продукты их жиз-
недеятельности [12, 13, 52]. повышенная продукция 
экзополисахарида на поверхности отдельных клеток 
приводит к изменению морфологии колоний и фор-
мированию ругозных (морщинистых) или ρ колоний 
(рис. 1). при этом переключение «гладкие-ругозные» 
варианты у холерного вибриона классифицируется 

оБзоры

удк 616.932

с.П.Заднова, н.и.смирнова

ролЬ внеКлеточноГо ЭКзополиСахарида в адаптации возБудителЯ холеры  
во внеШней Среде

ФГУЗ «Российский научно-исследовательский противочумный институт «Микроб», Саратов

в обзоре представлены литературные данные об участии внеклеточного экзополисахарида в формировании 
морфологически измененных ругозных вариантов холерного вибриона, отличающихся большей устойчивостью 
к действию неблагоприятных факторов внешней среды, а также генетическим контролем синтеза ругозного эк-
зополисахарида. кроме того, приведены собственные экспериментальные данные об обнаружении в популяции 
Vibrio cholerae классического биовара клонов с измененной морфологией колоний (мутные) в результате про-
дукции внеклеточного экзополисахарида и координированным изменением синтеза некоторых важных факторов 
патогенности (холерного токсина, растворимой гемагглютинин/протеазы, подвижности). полученные данные по-
зволили высказать предположение о выявлении нового механизма адаптации холерных вибрионов классического 
биовара при смене среды обитания. 

Ключевые слова: Vibrio cholerae, ругозные варианты, экзополисахарид, адаптация. 

рис. 1. морфология колоний V. cholerae и электронно-
микроскопическое выявление экзополисахаридного слоя 

(окраска рутением красным) [Yildiz F.H. et al., 2001]:
А – ругозная морфология колоний. стрелками слева отмечен  

экзополисахаридный слой, окружающий бактерии.  
Б – гладкая морфология колоний 
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как фазовые вариации [8, 11, 15, 31, 34, 36, 37, 42, 45, 
47, 49]. 

состав и функция экзополисахарида ругоз-
ных вариантов

ругозные варианты впервые описаны I.Balteneau 
в 1926 г. впоследствии они были выявлены и други-
ми исследователями в популяции как клинических 
штаммов V. cholerae, так и штаммов, выделенных 
из внешней среды. очень часто холерные вибрионы, 
имеющие ругозную морфологию колоний, обнаружи-
ваются в составе биопленки. необходимо учитывать, 
что ругозные варианты не растут на TCBS (от англ. 
thiosulfate citrate bile salts) агаре, который использу-
ется для выделения природных изолятов V. cholerae. 
так как в состав данной среды входит сахароза, нали-
чие которой, как и других сахаров (декстрозы, фрук-
тозы, мальтозы, арабинозы) в среде выращивания, 
приводит к резкому снижению продукции экзополи-
сахарида. в связи с этим холерные вибрионы в ругоз-
ной форме не обнаруживаются при мониторинговых 
исследованиях [9, 27]. 

при смене морфологии колоний вирулентность 
штаммов V. cholerae не изменяется, ругозные вари-
анты сохраняют полную вирулентность. ругозные 
формы обнаружены не только у холерных вибрионов 
о1 серогруппы, но и у V. cholerae о139 серогруппы, 
а также у вибрионов нео1/нео139 серогрупп, V. vul-
nificus, V. parahaemolyticus, что указывает на общий 
процесс, характерный для рода Vibrio. кроме того, 
эти формы выявлены и у других патогенных бакте-
рий (Salmonella, Pseudomonas) [8, 20, 32, 34]. 

в лабораторных условиях ругозные варианты 
получают при длительном культивировании штам-
мов на агаре LB при 37 °с, в щелочной пептонной 
воде, пептонной воде с 0,05 % цитрата железа, мини-
мальной среде м9 при 16 °с или при 4 °с с аэраци-
ей. для эпидемических штаммов эльтор вибрионов, 
выделенных от больных, переход гладких вариантов 
в ругозные и обратно является довольно частым яв-
лением [8, 15, 34]. 

кроме морфологии колоний, ругозные варианты 
отличаются от гладких сниженной подвижностью, 
что связано с изменением экспрессии генов, необхо-
димых для хемотаксиса и биосинтеза жгутика [8, 49]. 
однако, несмотря на незначительную подвижность, 
которая является одним из необходимых составляю-
щих при формировании биопленки, ругозные вариан-
ты лучше прикрепляются к абиотической поверхно-
сти и образуют более значительную биопленку, чем 
варианты с гладкой морфологией колоний. толщина 
биопленки, образованной ругозными колониями, со-
ставляет более 35 мкм, а гладкие варианты форми-
руют биопленку толщиной менее 25 мкм [8, 11, 47]. 
это связано, во-первых, с повышенной продукцией 
EPS в ругозных вариантах, во-вторых, с увеличенной 
экспрессией генов, кодирующих хитиназу, участвую-
щую в прикреплении вибрионов к абиотической по-
верхности, и, в-третьих, с уменьшением в ругозных 
вариантах синтеза аутоиндукторов, что имитирует 

условия низкой плотности клеточной популяции и 
стимулирует процесс формирования биопленки [40, 
49, 51]. 

ругозные варианты в меньшей степени подвер-
жены истреблению простейшими, обладают большей 
устойчивостью к действию сывороток, комплемента 
и различных повреждающих факторов внешней сре-
ды (хлор, кислая реакция среды, ультрафиолетовое 
излучение, осмотический и оксидативный стрессы), 
чем гладкие варианты [12, 31, 35, 36, 37, 42, 45, 47, 
49]. устойчивость ругозных вариантов к неблагопри-
ятным факторам связана со способностью клеток к 
агрегации и образованию защитного полисахарид-
ного матрикса [35, 37]. при этом сахара, входящие в 
состав экзополисахарида, способны инактивировать 
некоторые агенты, например хлор. необходимо от-
метить, что сохранение патогена в хлорированной 
воде имеет очень важное эпидемиологическое значе-
ние, так как вспышки холеры чаще всего развивают-
ся при водном пути заражения [49]. 

при химическом анализе экзополисахарида, 
выделенного из различных штаммов холерного ви-
бриона эльтор биовара, были обнаружены незна-
чительные отличия в составе моносахаридов. так 
EPS штамма V. cholerae а1552 состоял в основном 
из глюкозы и галактозы и небольшого количества 
N-ацетил-D-глюкозамина, маннозы и ксилозы [47]. 
в то же время в экзополисахариде штамма V. cho-
lerae TSI-4 глюкоза не обнаружена, но выявлены 
N-ацетилглюкозамин, D-манноза, 6-дезокси-D-гала-
кто за и D-галактоза [42]. экзополисахаридный слой 
холерного вибриона, как и других грамотрицатель-
ных и грамположительных бактерий, выявляется ме-
тодом электронной микроскопии при окраске бакте-
рий поликатионными красителями (рис. 1). 

Генетическая детерминированность синтеза 
экзополисахарида

продукция экзополисахарида кодируется генами 
vps (30,7 т.п.н.) (от англ. Vibrio polysaccharide synthe-
sis), расположенными на большой хромосоме в двух 
кластерах – vpsI (vpsA-K) и vpsII (vpsL-Q) (рис. 2). 
с одной стороны, данный участок ограничен геном 
acrD, ответственным за синтез белка, определяюще-
го устойчивость холерных вибрионов к лекарствен-
ным средствам, а с другой – геном glyA, кодирую-
щим серин гидроксиметил трансферазу [7, 47, 49]. 
мутация в любом гене из vps кластера приводит к 
образованию гладких колоний и формированию ви-
брионами незначительной биопленки [7, 47, 48, 50]. 
в межгенном регионе находятся пять rbmA-F (от 
англ. rugosity and bioflm structure modulators) генов, 
участвующих в формировании ругозных колоний и 
поддержании архитектуры биопленки (рис. 2). при 
этом секретируемый белок RbmA (от англ. for rugos-
ity and biofilm structure modulation), кодируемый пер-
вым геном, выполняет одновременно структурную 
и регуляторную функции, участвуя в стабилизации 
структуры экзополисахарида, а также контролируя 
содержание в клетке важной сигнальной молекулы – 
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вторичного мессенжера 3´,5´-циклического дигуа-
нинмонофосфата или c-di-GMP [21].

позитивными регуляторами транскрипции ге-
нов vps являются белки VpsR (от англ. Vibrio poly-
saccharide regulator) и Vpsт, которые гомологичны 
белкам двухкомпонентных регуляторных систем 
(рис. 3). кроме генов vps, белок VpsR позитивно кон-
тролирует экспрессию еще 118 белков и репрессиру-
ет 173, причем функция половины из них не изучена. 
данный белок принадлежит к транскрипционным 
регуляторам семейства NtrC, для которых характер-
но взаимодействие с альтернативными сигма факто-
рами [14, 36, 48, 49]. при активации транскрипции 
генов vps белок VpsR взаимодействует с альтерна-
тивным сигма-фактором σ54 или белком RpoN, кото-
рый сам выполняет роль глобального регулятора, так 
как контролирует транскрипцию более 20 % генов 
холерного вибриона. установлено, что в ругозных ва-
риантах RpoN позитивно регулирует транскрипцию 
379 генов и негативно – 429 [26, 48, 49]. экспрессия 
VpsR позитивно контролируется еще одним глобаль-
ным белком-регулятором – CRP (от англ. cyclic AMP 
receptor protein) [27]. белки VpsR и Vpsт являются не 
только позитивными регуляторами продукции экзо-
полисахарида, но и белков, например RbmA, а также 
позитивно контролируют собственную транскрип-
цию (рис. 3) [49]. 

в 2004 г. F.H.Yildiz и соавторы высказали пред-
положение, что регуляторная система, участвую-
щая в синтезе экзополисахарида и формировании 
биопленки, функционирует не только при нахож-
дении холерного вибриона во внешней среде, но и 
в организме человека и взаимосвязана с системой, 
контролирующей продукцию факторов патогенно-
сти (рис. 3). впоследствии и другие исследователи, 
подтвердили данное предположение. B.W.Lim и со-

авторы [28], установили, что c-di-GMP, являющийся 
положительным регулятором транскрипции генов 
vps и увеличивающий синтез экзополисахарида и 
формирование биопленки, контролирует также про-
дукцию факторов вирулентности у V. cholerae. как 
известно, синтез и деградация c-di-GMP в клетках 
микроорганизмов контролируется белками с ди-
гуанилат циклазной (DGC) и фосфодиэстеразной 
активностью (PDE) и содержащих соответственно 
GGDEF и EAL домены. у холерного вибриона в на-
стоящее время выявлено 72 белка, обладающих дан-
ными активностями, синтез 7 из которых увеличен в 
ругозных вариантах [11, 17, 28, 29, 41, 50]. первым 
идентифицированным белком, положительно кон-
тролирующим продукцию ругозного экзополисаха-
рида посредством регуляции содержания с-di-GMP 
в клетках, был белок RocS (от англ. regulation of 
cell signaling). данный белок содержит оба GGDEF 
и EAL домена и регулирует у V. cholerae не только 
продукцию EPS, но и подвижность [8, 36]. в 2010 г. 
исследования, проведенные M.Yang и соавт., показа-
ли, что важный белок регуляторного каскада – AphA 
(рис. 3), участвующий в активации транскрипции 
генов вирулентности, является в то же время и по-
ложительным регулятором гена vpsT [46].

кроме позитивных, существуют и негативные 
регуляторы генов vps – белки CytR, RpoS и HapR. 
белок CytR контролирует экспрессию генов, уча-
ствующих в катаболизме нуклеотидов. при мута-
ции в гене сytR увеличивается уровень нуклеоти-
дов, что является сигналом для планктонных клеток 
к формированию биопленки и синтезу экзополиса-
харида. белок RpoS (альтернативный сигма фактор 
σs) участвует в адаптации бактерий к различным 
стрессам, контролируя экспрессию большого коли-
чества генов в экспоненциальной и стационарной 
фазах роста. в том числе RpoS негативно регулиру-
ет экспрессию VpsT, но позитивно HapR, что при-
водит к снижению синтеза экзополисахарида [24, 
49]. транскрипционный регулятор HapR является 
центральным белком-регулятором в системе «quo-
rum sensing» (QS), в которой координированная 
экспрессия различных генов зависит от плотности 
клеточной популяции и синтеза особых сигнальных 
молекул – аутоиндукторов. методом транспозонно-
го мутагенеза было показано, что HapR негативно 
регулирует формирование ругозных вариантов эль-
тор вибрионов, репрессируя продукцию и секрецию 
экзополисахарида. причем, HapR, с одной стороны, 
уменьшает экспрессию генов vps, непосредственно 
блокируя промотор генов vpsI и уменьшая экспрес-
сию vpsR и vpsT (рис. 3), а с другой – увеличивает 
экспрессию негативного регулятора cytR [23, 33, 
49, 52]. недавно установлено, что нарR также яв-
ляется непосредственным негативным регулятором 
транскрипции гена сdgA, кодирующего белок с ди-
гуанилат циклазной активностью. в hapR мутантах 
продукция белка CdgA увеличена, что приводит к 
повышению концентрации c-di-GMP и стимулирует 

рис. 2. генетическая организация локуса хромосомы,  
содержащего гены vps [Fong J.C.N., Yildiz F.H., 2007]

рис. 3. схема регуляторной сети V. cholerae, контролирующей 
экспрессию генов вирулентности и vps [Yildiz F.H. et al., 2004]
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процесс формирования ругозных колоний [11, 43].
предполагается, что смена морфологии колоний 

от гладких к ругозным и наоборот является следстви-
ем изменения регуляторных процессов под влиянием 
определенных сигналов внешней среды, в том числе 
голодания. в то же время изменения рн и осмоляр-
ности не оказывают влияние на данный процесс [9]. 
методом транспозонного мутагенеза между гладки-
ми и ругозными вариантами выявлена дифференци-
альная экспрессия 124 генов, из которых в ругозных 
вариантах индуцируется 77 и репрессируется 47. все 
обнаруженные гены объединены в один регулятор-
ный сет, обозначенный как S/R-pvr (от англ. smooth-
to-rugose phase variation regulated gene). в связи с тем, 
что для формирования ругозных колоний необходи-
ма продукция экзополисахарида, у данных вариантов 
обнаружена повышенная экспрессия генов vps опе-
рона. при этом важная роль принадлежит генам vpsA 
из первого кластера и vpsL из второго, кодирующих 
продукцию ферментов, участвующих в биосинтезе 
полисахаридов. при мутации в этих генах бактерии 
формируют гладкие колонии [48, 49]. необходимо 
отметить, что S/R-pvr гены участвуют не только в 
фазовых вариациях «гладкие-ругозные», но и в вы-
полнении других функций клетки – формировании 
биопленки, регулировании подвижности, изменении 
гидрофобности поверхности и т.д. [27, 49]. так, на-
пример, в ругозных вариантах увеличена продукция 
белков, входящих в систему секреции II типа и ко-
дируемых eps (от англ. extracellular protein secretion) 
опероном. как известно, через систему секреции II 
типа транспортируются холерный токсин, раство-
римая гемагглютинин/протеаза, хитиназа, нейрами-
нидаза, липаза, белки внешней мембраны и т.д. [39, 
49]. для формирования ругозных колоний особенно 
необходима экспрессия двух генов секреторной си-
стемы – epsD и epsE, кодирующих соответственно 
белок-порин, участвующий в формировании пор во 
внешней мембране, и атФ-азу, ответственную за 
энергетические процессы [6]. 

таким образом, механизмы адаптации эльтор 
вибрионов во внешней среде, связанные с повышен-
ной продукцией экзополисахарида и способностью 
к формированию биопленки и ругозных вариантов, 
изучены достаточно подробно. однако, несмотря на 
широкое распространение эльтор вибрионов, клас-
сические вибрионы не исчезли совсем. они выде-
лялись в бангладеш в 1979–1981 гг., а в 1982 г. вы-
звали большую вспышку холеры в данном регионе. 
в 2006 г. классические вибрионы наряду с эльтор 
были выделены в ираке из реки куфа. в настоящее 
время в разных регионах мира обнаружены штаммы 
V. cholerae eltor, содержащие в геноме профаг стх 
классического типа. как известно, в состав данного 
профага входят гены ctxAB, кодирующие продукцию 
холерного токсина, который является одним из клю-
чевых факторов вирулентности и отвечает за разви-
тие диареи. данные штаммы продуцируют холерный 
токсин первого типа (классического) и отличают-

ся повышенной вирулентностью, что выражается в 
увеличении числа спорадических случаев холеры и 
утяжелении клиники заболевания. предполагается, 
что приобретение генома фага CTX классического 
биовара могло произойти в процессе трансформа-
ции при нахождении эльтор вибрионов на хитиновом 
субстрате в составе биопленки во внешней среде [5, 
10, 22, 30, 38]. принято считать, что холерные вибри-
оны классического биовара образуют естественный 
резервуар генов вирулентности. однако механизмы, 
способствующие выживанию V. cholerae классиче-
ского биовара во внешней среде, почти не изучены. 
к тому же, учитывая, что процент выделения ругоз-
ных вариантов эльтор вибрионов из водоемов даже 
на эндемичной по холере территории (бангладеш) 
довольно низкий (3,5 %) [17], можно предположить, 
что существуют и другие механизмы, способствую-
щие адаптации V. cholerae во внешней среде. 

Выявление и фенотипический анализ клонов 
V. cholerae классического биовара с координиро-
ванной продукцией экзополисахарида и факторов 
патогенности 

нами при изучении популяционного соста-
ва 105 природных штаммов холерного вибриона 
классического биовара было обнаружено 25 штам-
мов (23,8 %), в популяции которых присутствова-
ли мутные (опалесцирующие) колонии в S форме. 
выявленные варианты согласно данным литерату-
ры были обозначены как о (от англ. оpaque) в от-
личие от типичных т (от англ. translucent) колоний. 
при дальнейшем изучении т и о клонов классиче-
ских вибрионов было обнаружено 12 штаммов, у 
которых вариабельность морфологии колоний со-
провождалась изменением продукции 2–3 факторов 
вирулентности. наибольшее внимание привлекли 4 
штамма (V. cholerae 9361, дакка 35, B-1307, 49520), 
у которых два варианта колоний четко отличались 
друг от друга по трем фенотипическим призна-
кам – продукции холерного токсина, растворимой 
гемагглютинин/протеазы, а также подвижности. о 
варианты были менее токсигенны, чем т клоны, 
продуцировали большее количество растворимой 
гемагглютинин/протеазы и были более подвижны-
ми. как известно, растворимая гемагглютинин/про-
теаза и подвижность необходимы как для патоге-
неза, так и для выживания холерного вибриона во 
внешней среде [16, 44]. необходимо отметить, что 
о колонии в штаммах холерного вибриона исследо-
ватели обнаруживали и ранее. при этом было вы-
явлено, что т и о варианты эльтор вибрионов отли-
чались по вирулентности и продукции гемолизина 
[3, 4, 18]. в то же время сведения о свойствах о ва-
риантов классических вибрионов отсутствовали, не 
были установлены также поверхностные структу-
ры, участвующие в изменении морфологии колоний 
о вариантов, не выявлены сигналы внешней среды, 
способствующие появлению о вариантов класси-
ческих вибрионов, и не изучена их биологическая 
функция.
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для установления причины изменения морфо-
логии колоний в штаммах холерного вибриона про-
ведено электронно-микроскопическое и биохимиче-
ское изучение двух вариантов модельного штамма 
V. cholerae дакка 35 классического биовара. в ре-
зультате было установлено, что изменение морфоло-
гии колоний у о клонов связано с синтезом допол-
нительного экзополисахаридного слоя [1]. изучение 
моносахаридного состава экзополисахарида мето-
дом тонкослойной хроматографии показало наличие 
в нем рамнозы, глюкозы, галактозы, гексозамина. 
сравнение состава EPS классических вибрионов с 
эльтор выявило, что в составе EPS ругозных коло-
ний штаммов V. cholerae биовара эльтор входят так-
же глюкозамин и манноза [47], не обнаруженные в 
EPS классических вибрионов. для выяснения функ-
циональной роли экзополисахарида был проведен 
сравнительный анализ резистентности о и т кло-
нов к действию неблагоприятных факторов внешней 
среды, в качестве которых использовались высокие 
концентрации соли (2,5 м раствор NaCl) и перекиси 
водорода (20 мм). в результате было обнаружено, 
что о варианты более устойчивы к действию осмоти-
ческого и оксидативного стрессов по сравнению с т 
клонами. полученные нами результаты согласуются 
с данными литературы и подтверждают, что синтез 
экзополисахарида на поверхности клеток холерного 
вибриона способствует их устойчивости к действию 
этих факторов [8]. 

поскольку у холерных вибрионов координиро-
ванная экспрессия факторов вирулентности и перси-
стенции контролируется несколькими глобальными 
регуляторными системами, то изменение активности 
данных генов может сопровождаться изменением 
уровня экспрессии генов, кодирующих белки с дру-
гими функциями. в этой связи проведен двумерный 
форез белковых экстрактов клеток двух фенотипиче-
ски разных вариантов штамма V. cholerae дакка 35. 
при сопоставлении протеомных профилей обнару-
жена дифференциальная экспрессия 57 различных 
белков, из которых в о клетках репрессировался син-
тез 26 белков и индуцировался синтез 31. при этом в 
продуцирующих экзополисахарид о вариантах выяв-
лена повышенная экспрессия мембранных – OmpU и 
TolC и цитоплазматических – с метилтрансферазной 
и антиоксидантной активностью белков, обеспечи-
вающих защиту клетки от воздействия неблагопри-
ятных факторов внешней среды [2]. 

при выявлении сигналов внешней среды, спо-
собствующих повышению экспрессии экзополиса-
харида, а также изменению других свойств клеток 
в штаммах холерного вибриона классического био-
вара, было установлено, что только при культивиро-
вании на средах с pH 9,0 в популяции т вариантов с 
частотой 80–85 % происходило появление клонов с 
координированным изменением уровня экспрессии 
генов, определяющих продукцию экзополисахарида, 
холерного токсина, растворимой гемагглютинин/про-
теазы, а также подвижности, что приводило к смене 

их фенотипа. из этого следует, что pH окружающей 
среды является одним из сигналов, вызывающих пе-
реключение активности данных генов. необходимо 
отметить, что водоемы с подобной щелочной реакци-
ей среды во множестве присутствуют на эндемичной 
по холере территории, где и обнаруживаются класси-
ческие вибрионы [25]. 

при проведении модельных экспериментов 
по изучению популяционного состава т клонов 
модельного штамма после их пребывания в небла-
гоприятных условиях внешней среды и о клонов 
после пребывания в организме крольчат-сосунков 
было установлено, что биологическая функция вы-
явленного одновременного изменения нескольких 
свойств холерного вибриона классического биовара 
заключается, по-видимому, в том, что благодаря ра-
боте переключающего механизма популяция вибри-
онов получает возможность сохраняться при изме-
нении окружающих ее условий. поскольку о клет-
ки штамма дакка 35 продуцируют такие факторы 
персистенции, как экзополисахарид и белок OmpU, 
именно это тип клонов должен, по-видимому, доми-
нировать в популяции т вариантов при попадании 
их во внешнюю среду. в организме чувствительно-
го животного селективное преимущество должны 
иметь клетки, продуцирующие основной фактор 
вирулентности – холерный токсин, т.е. т варианты. 
действительно, изучение популяционного состава 
т клона, находившегося в течение 6 сут в 0,9 % рас-
творе натрия хлорида при комнатной температуре, 
показало, что среди 96 проверенных изолированных 
колоний у 54 (или 56,3 %) одновременно снизился 
синтез холерного токсина в 2,5–10 раз, но возросла 
продукция растворимой гемагглютинин/протеазы 
и экзополисахарида, а также увеличилась подвиж-
ность. в то же время изучение популяционного со-
става о клонов после их пребывания в тонком и 
толстом кишечнике кроликов-сосунков в течение 
24–48 ч показало, что среди 775 изолированных ко-
лоний, полученных после рассева содержимого ки-
шечника на плотные среды, 50,8 % колоний стали 
продуцировать холерный токсин, и у них снизилась 
подвижность. кроме того, фенотип 47 колоний (что 
составляет 6,0 % от общего числа проверенных ко-
лоний) был сходен с таковым т клонов. эти данные 
показывают, что смена популяционного состава мо-
дельного штамма дакка 35 действительно опреде-
ляется различными факторами окружающей сре-
ды. кроме того, обнаруженные нами в популяции 
холерных вибрионов клоны, не продуцирующие 
холерный токсин, но имеющие высокий уровень 
биосинтеза экзополисахарида и растворимой ге-
магглютинин/протеазы, содержат в хромосоме весь 
набор ключевых генов вирулентности, т.е. по свое-
му генотипу они не отличались от эпидемически 
опасных штаммов. обнаружение таких штаммов 
в окружающей среде может служить указанием на 
возможность эпидемических осложнений, посколь-
ку при их попадании в организм человека состав 
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популяций может достаточно быстро измениться 
вследствие селективного отбора в макроорганизме 
клонов, продуцирующих основные факторы виру-
лентности.

таким образом, можно предположить, что нами 
обнаружен новый механизм, способствующий повы-
шению адаптационных свойств клеток холерного ви-
бриона классического биовара при попадании из ор-
ганизма хозяина во внешнюю среду, заключающийся 
в координированном уменьшении под действием 
определенных сигналов продукции холерного токси-
на, но увеличении синтеза экзополисахарида и дру-
гих факторов персистенции. возможно, благодаря 
работе данного переключающего механизма, популя-
ция штаммов V. cholerae классического биовара по-
лучает возможность сохраняться во внешней среде.
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в последнее десятилетие второго тысячелетия 
в области разработки и усовершенствования вакцин 
появилась неординарная идея, с реализацией ко-
торой связывают большие надежды на повышение 
эффективности профилактики не только инфекцион-
ных заболеваний бактериальной, вирусной и парази-
тарной этиологии, но и аллергических, аутоиммун-
ных и даже онкологических болезней. обнаружено, 
что развитие адаптивного иммунитета возможно не 
только в ответ на введение аттенуированных, инак-
тивированных микроорганизмов или изолирован-
ных протективных антигенов, но и «голой» (naked) 
днк со встроенными генами, детерминирующими 
синтез иммуногенных молекул. J.Wolff и Ph.Felgner 
зарегистрировали экспрессию измеримых количеств 
белка при инъекции в ткани мыши, кодирующих его 
синтез нуклеотидных последовательностей, находя-
щихся под сильным промотором цитомегаловируса 
[37]. доставку днк в макроорганизм первоначально 
осуществляли в комплексе с катионными липидами, 
однако эффект от введения препарата чистой нуклеи-
новой кислоты оказался более выраженным. 

пионерскими исследованиями, определяющими 
точку отсчета днк-вакцинологии, следует считать 
работу D.Tang et al., показавшую способность плаз-
мидной днк, детерминирующей экспрессию гормо-
на роста человека, индуцировать выработку антител, 
преимущественно IgG и IgE [30], а также исследо-
вание J.Ulmer et al., продемонстрировавшее форми-
рование приобретенного иммунитета, в частности 
образование цитотоксических лимфоцитов, после 
внутримышечного введения плазмид, кодирующих 
нуклеопротеин вируса гриппа [31].

генетические вакцины представляют собой 
генно-инженерные конструкции, состоящие из мо-
лекул днк (или их фрагментов), содержащих детер-
минанты синтеза иммуногенных молекул (или их ча-
стей). при введении генетической вакцины в клетки 
и ткани эукариотических организмов осуществля-
ется сопряженная транскрипция/трансляция струк-

турных генов и индукция иммунного ответа. более 
широко используемый термин «днк-вакцина», на 
наш взгляд, менее точен, поскольку молекулой, вы-
зывающей иммунный ответ является не нуклеиновая 
кислота, хотя она и обладает иммуногенными свой-
ствами. к тому же, генетические вакцины можно 
получать и на основе рнк. в частности, рнк-вак-
ци ны разрабатывались для профилактики спида 
[10]. подобные препараты не имеют бластогенного 
эффекта, но лабильны, дороги и вызывают кратков-
ременный иммунитет [2]. несмотря на некоторую 
условность термина «днк-вакцина», он остается 
наиболее употребляемым. 

первая конференция по днк-вакцинам в 1995 г. 
прошла с большим энтузиазмом и надеждой на то, 
что новая методология революционизирует получе-
ние вакцин нового поколения [32]. в 1997 г. были 
разработаны рекомендации воз по созданию и кон-
тролю днк-вакцин. содержащиеся в них положения 
получили развитие в различных методических посо-
биях, описывающих способы очистки сверхскручен-
ной плазмидной днк, в том числе организованные 
в соответствии с требованиями GMP технологиче-
ские линии, особенности лиофилизации препаратов 
и другие аспекты конструирования и использования 
генетических вакцин [7, 28]. 

в состав днк-вакцин входят: фрагмент вектор-
ной молекулы днк, содержащий участок инициации 
репликации в бактериальной клетке; интронная после-
довательность, стимулирующая транскрипцию гена в 
эукариотических клетках; линкер, содержащий сайты 
рестрикции для встраивания чужеродной информа-
ции; сигнал полиаденилирования; сильный промотор; 
встроенный ген, кодирующий целевой белок. 

средствами доставки днк-вакцин в ткани эука-
риот являются плазмидные векторы или вирусные ге-
номы. пример плазмидных векторов – производные 
серии pUC. из числа вирусных векторов, обеспечи-
вающих более высокий уровень экспрессии целевого 
антигена [20], чаще всего используются дефектный 
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по репликации аденовирус серотипа 5 и ортопок-
свирусы, как правило, модифицированные вирусы 
осповакцины. аденовирусный вектор обладает вы-
сокой эффективностью трансфекции – до 100 %, в 
него можно включать до 8 kb генетического мате-
риала. отрицательный момент – синтез собственных 
белков, способных индуцировать иммунный ответ. 
исправить этот недостаток можно, в частности, по-
крытием аденовирусных карпускул полиэтиленгли-
колем [26]. 

самые используемые осповакцинные модифи-
кации – Ankara (MVA) и New York Vaccinia strain 
(NYVAC). первая получена в результате 56-крат но-
го пассирования вируса в куриных эмбриональных 
фибробластах. в этом производном утрачено около 
30 kb, что составляет примерно 15 % всей днк. в 
геноме NYVAC делетировано 18 открытых рамок 
считывания, ассоциированных с диапазоном хозя-
ев и вирулентностью. в каждый из перечисленных 
векторов можно встроить до 50 kb наследственной 
информации. чужеродные белки подвергаются тем 
же посттрансляционным изменениям, что и в есте-
ственной системе. однако для вирусов осповакцины 
характерна сильная собственная иммуногенность и, 
как следствие, снижение иммунного ответа к чуже-
родным экспрессируемым антигенам. кроме того, 
сконструированные на их основе препараты имеют 
ограничения использования у лиц, страдающих ал-
лергией или иммунодефицитом. в качестве средств 
доставки днк-вакцин могут служить и другие виру-
сы, например, вирус венесуэльского энцефаломиели-
та лошадей.

существуют различные пути переноса генети-
ческих вакцин в клетки макроорганизма. самыми 
распространенными являются внутримышечные 
инъекции. однако следует учитывать, что мышеч-
ные клетки слабо экспрессируют продукты генов 
главных комплексов гистосовместимости (гкг) I и 
II класса, которые необходимы для представления 
антигена т-клеткам. инъекционный способ инду-
цирует, в основном, воспалительный ответ, поэтому 
прямая инъекция днк в скелетные мышцы мало-
эффективна. более высокую иммунологическую эф-
фективность обеспечивают методы электропорации 
и «генного ружья» [35]. преимущество электропо-
рации особенно выражено в случаях иммунизации 
днк вакцинами крупных биомоделей [28, 33]. 

среди подкожных и внутрикожных способов 
доставки перспективно внедрение в эпидермальные 
клетки покрытых молекулами днк золотых микроча-
стиц. важно, при этом, что для индукции клеточного 
и гуморального иммунного ответа требуется транс-
фекция небольшого количества клеток. введенная 
таким образом вакцина непосредственно попадает в 
профессиональные антиген-презентирующие клетки 
и кератиноциты кожи [6]. с целью повышения эффек-
тивности иммунизации путем внутрикожной инъек-
ции предложено использование покрытых поли-L-
ли зи ном наночастиц [24]. для инфекций дыхатель-

ного, кишечного и мочеполового трактов актуальна 
доставка днк на поверхность слизистых оболочек. 
такая вакцинация индуцирует не только системный 
ответ, но и мукозальный, и приемлема для различных 
возрастных групп [23]. введение днк-вакцин в во-
ротную или печеночную вену приводит к высокому 
уровню экспрессии антигена даже у крупных биомо-
делей – собак и приматов [38].

свои преимущества есть и у орального пути до-
ставки генетических вакцин. обычно в этих случаях 
плазмидную днк инкапсулируют в микрочастицы 
или бактериальные клетки [14]. показана способ-
ность аттенуированных штаммов сальмонелл, ши-
гелл, Yersinia enterocolitica, Listeria monocytogenes, 
инвазивных Escherichia coli переносить in vivo и in 
vitro экспрессирующиеся в эукариотах плазмиды в 
клетки млекопитающих. при введении препарата per 
os днк доставляется непосредственно к иммунитет-
индуцирующим сайтам на слизистых оболочках, 
а в конечном итоге – к антиген-презентирующим 
клеткам [21, 39]. получен аттенуированный штамм 
Shigella flexneri, с делецией в гене asd. мутантные 
бактерии растут in vitro, на среде с диаминопимели-
новой кислотой, они могут проникать в эукариоти-
ческие клетки, не размножаясь в них, так как отсут-
ствует упомянутая кислота, и продуцируют плазмид-
кодируемые антигены [26]. перспективным вектором 
для днк-вакцин являются микобактерии, персисти-
рующие в макрофагах и обладающие адъювантными 
свойствами [25].

недавно предложена оригинальная система до-
ставки днк с помощью «теней» – неживых клеток 
грамнегативных бактерий, лишенных цитоплазмати-
ческого содержимого, но сохраняющих морфологию 
и антигенные структуры, включая адгезивные свой-
ства [34]. «тени» обладают тропностью к антиген-
презентирующим клеткам макроорганизма и адъю-
вантными свойствами, усиливающими иммунный 
ответ. кроме того, в лиофильно-вы су шен ном состоя-
нии препараты «теней» хранятся при комнатной тем-
пературе неопределенно долгое время и их производ-
ство дешево [22].

механизмы иммунного ответа при генетической 
вакцинации еще не окончательно выяснены [3]. в 
трансфицированной эукариотической клетке ген, де-
терминирующий фактор иммуногенности, экспрес-
сируется длительное время, от нескольких недель до 
нескольких месяцев, индуцируя развитие адаптив-
ного иммунитета. характеры иммунного ответа на 
введенный обычным образом антиген и синтезирую-
щийся с матрицы днк-вакцины отличаются. в част-
ности, днк-вакцинация приводит к так называемому 
т-хелперному ответу с секрецией интерферона. при 
обычной иммунизации т-хел перы секретируют толь-
ко интерлейкины, но не интерферон. генетическая 
вакцина вызывает выработку нейтрализующих анти-
тел, т-хелперный ответ и продукцию цитотоксиче-
ских т-лимфоцитов (цтл). одновременно генери-
руется CD4+ опосредованная продукция цитокинов 
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и CD8+ т-клеточный ответ [15]. предполагают, что 
днк распознается антиген-презентирующими клет-
ками и, проникая внутрь, попадает в условия, способ-
ствующие образованию комплексов антигена с про-
дуктами генов гкг и представления их т-хелперам и 
цитотоксическим т-лимфоцитам [2, 4]. 

существует множество факторов, влияющих на 
тип иммунного ответа. например, инъекция днк в 
мышечные ткани вызывает образование Th1 хелпер-
ных лимфокинов (иФγ и ил2) и комплементзависи-
мых антител, а инокуляция в кожу или мышцы при 
помощи «генного ружья» преимущественно усили-
вает выработку Th2-хелперных лимфокинов и ком-
плементнезависимых антител [4, 5, 6, 10]. степень 
выраженности адаптивного иммунитета зависит не 
только от способа доставки днк-вакцин (внутримы-
шечный, подкожный, внутривенный, интраназаль-
ный и т.д.), но и от кратности иммунизаций, доз вво-
димого препарата и внутриклеточной локализации 
детерминируемого антигена. 

предложены различные гипотезы возникно-
вения иммунного ответа на введение днк-вакцин. 
согласно одной из них миоциты, конститутивно 
экспрессирующие компоненты гкг I, индуцируют 
развитие иммунных реакций с участием CD8+ цтл. 
на матрице днк, проникшей в скелетные мышцы, 
синтезируются белки, которые процессируются про-
теосомами и презентируются клеткам иммунной си-
стемы. таким образом, введение днк, содержащей 
гены иммуногенности, моделирует естественную 
инфекцию, когда белки продуцируются клетками па-
тогенных микроорганизмов. этот эндогенный белко-
вый синтез приводит к развитию иммунного ответа с 
участием цитотоксических т-лим фо цитов путем вза-
имодействия с молекулами гкг I. параллельно бел-
ки высвобождаются во внеклеточное пространство 
и вызывают индукцию гуморального ответа, так как 
захватываются антиген-презентирующими клетка-
ми, участвующими в иммунном ответе посредством 
взаимодействия с хелперными т-лимфоцитами. но 
миоциты не вырабатывают важных костимулирую-
щих молекул (CD8, CD4), которые нужны CD8+ цтл 
для цитотоксического эффекта. поэтому маловероят-
но, что миоциты могут эффективно презентировать 
антиген т-лим фоцитам.

две другие гипотезы основаны на участии в им-
мунном процессе моноцитов/макрофагов или ден-
дритных клеток. они являются «профессиональны-
ми» антиген-презентирующими клетками, поскольку 
экспрессируют гкг I и гкг II, а также костимули-
рующие молекулы. небольшое количество антиген-
презентирующих клеток напрямую трансфицируется 
днк, затем они попадают в региональные лимфати-
ческие ткани, где могут активировать CD4+ и CD8+ – 
т-клетки, а также в-клетки. эта цепь событий более 
вероятна при подкожной иммунизации, так как кожа 
содержит большое число клеток лангерганса. в мы-
шечной ткани редко встречаются дендритные клетки 
и моноциты/макрофаги. предполагают, что при вну-

тримышечном способе иммунизации антиген, синте-
зированный в миоцитах, попадает в профессиональ-
ные антиген-презентирующие клетки, являющиеся 
участниками воспалительного процесса, в момент 
инфильтрации мышечной ткани в месте инъекции. в 
пользу последних двух гипотез свидетельствует тот 
факт, что антиген-специфические антитела и цито-
токсические лимфоциты длительно циркулируют в 
организме биомоделей. 

генетические вакцины обладают множеством 
достоинств. в отличие от химических средств спец-
ифической профилактики инфекционных заболева-
ний они индуцируют как гуморальный, так и кле-
точный ответы с образованием большого пула кле-
ток иммунологической памяти. при использовании 
генетических вакцин отсутствует присущий живым 
вакцинам риск реверсии вирулентности. важно, что 
технология конструирования днк-вакцин позволяет 
сочетать в одном поливалентном препарате детер-
минанты, кодирующие синтез различных гомо- и 
гетерологичных антигенов. кроме того, существует 
возможность модификации генов путем сайт-специ-
фи ческого мутагенеза. достоинством днк-вакцин 
является также рентабельность их производства. 
дешевизна конечного продукта обусловлена от-
носительной простотой конструирования рекомби-
нантной днк и технологичностью ее накопления. к 
преимуществам относится и устойчивость подобных 
препаратов к воздействию неблагоприятных факто-
ров. термостабильность днк-вакцин обеспечивает 
сохранение биологической активности в отсутствие 
«холодовой» цепи. генетические вакцины эффектив-
ны при различных способах введения, в том числе в 
случае применения per os.

наряду с перечисленными положительными 
моментами, днк-вакцинация вызывает небезосно-
вательные сомнения в ее эффективности особенно 
при экстраполяции на крупных млекопитающих и 
человека [18]. так, для получения напряженного им-
мунитета в ряде случаев требуется дополнительная 
одно- или двукратная иммунизация лабораторных 
животных препаратами белков, кодируемых днк-
вакциной. до сих пор не решена проблема эффектив-
ной доставки днк-вакцин в антигенпрезентирую-
щие клетки. нельзя исключить атипичный процес-
синг бактериальных антигенов в клетках эукариот. 
недостатком вакцинации с применением вирусных 
систем доставки является также ослабление иммун-
ного ответа на целевой антиген за счет активности 
обладающих иммуногенностью вирусных белков. 

тот факт, что днк-препараты уступают в эф-
фективности живым вакцинам [8, 26], поддерживает 
интерес ученых к поиску путей усиления иммунного 
ответа на геновакцинацию. один из перспективных 
подходов – разработка оптимальных систем доставки 
днк и подбор адъювантов. как правило, с этой це-
лью используют эмульсии, липосомы, липоспермин 
и микрочастицы других веществ, нейтрализующих 
заряд и стимулирующих трансмембранный перенос. 
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возможен выбор из иммуностимуляторов – липопо-
лисахарид, монофосфориллипиды, мурамилпептиды, 
фла геллины, хитозан. хорошо зарекомендовали себя 
такие вещества, как левамизол, интерферон-гамма, 
локальный анестетик бапивакаин, а также коинъеци-
руемый с днк поливинилпирролидон [27]. показано 
усиление эффекта геновакцинации за счет примене-
ния микрочастиц полилактид-ко-гликолипида, уве-
личивающих поглощение антигена и его процессинг 
[13]. недавно установлено, что CpG-участки моле-
кул днк могут до 500 раз ускорять и усиливать вы-
работку антиген-специфических антител [17, 19]. 
неметилированные CpG-мотивы, названные имму-
ностимулирующими последовательностями, способ-
ствуют продукции T1-хелперов и провоспалительных 
цитокинов, а также индуцируют созревание и акти-
вацию профессиональных антиген-презентирующих 
клеток. предлагается искусственно обогащать век-
торные плазмидные днк CpG-мотивами [36]. 

для усиления иммуногенного действия исполь-
зуют совместное введение днк-вакцин и плазмид, 
экспрессирующих цитокины, хемокины и другие 
иммуностимуляторные молекулы, например, ил-12 
и ил-15 [11]. предложен специальный термин «ге-
нетические адъюванты», то есть векторы, экспрес-
сирующие гены цитокинов или хемокинов [9]. в по-
следние годы большое внимание уделяется усилению 
вакцинирующего эффекта при помощи прайминг-
бустерных систем. в одних случаях для первичной 
иммунизации и бустирования используются гетеро-
логичные векторы, кодирующие одни и те же целе-
вые антигены, в других – днк-вакцина цию «под-
держивают» иммунизацией белковым препаратом [5, 
16]. оригинальный подход к повышению эффектив-
ности геновакцинации – направленные модификации 
кодонов для усиления транскрипции/трансляции.

необходимо отметить, что разработка и внедре-
ние днк-вакцин сталкиваются с серьезной пробле-
мой обеспечения безопасности. до сих пор остаются 
неизученными те последствия, к которым приводит 
длительная экспрессия в макроорганизме чужерод-
ной генетической информации. не получено одно-
значного ответа на вопрос, может ли введенная днк 
встраиваться в геном клетки человека и вызывать 
развитие онкологических заболеваний. несмотря на 
оптимистичную точку зрения некоторых авторов, 
считающих риск инсерционного мутагенеза при ге-
новакцинации минимальным ввиду малого количе-
ства экзогенной днк [10, 29], теоретически не ис-
ключена вероятность возникновения нежелательных 
перестроек и изменений наследственной информа-
ции [12]. кроме того, вследствие пролонгированной 
экспрессии антигена в макро организме возможны 
неожиданные иммунологические реакции в виде 
хронических воспалительных процессов или генера-
лизованной иммуносупрессии. в некоторых случаях 
синтез антител против инъецированной чужерод-
ной днк приводит к аутоиммунным реакциям [1]. 
дополнительный риск возникает при использовании 

генов, кодирующих цитокины или костимулирую-
щие молекулы. показано, в частности, что избыток 
цитокинов (IFN-γ, IL-4) стимулирует ответ одних 
т-хелперных клеток при явной супрессии других, что 
провоцирует развитие воспаления. геновакцинация 
иногда сопровождается изменениями метаболизма. 
например, в крови мышей, иммунизированных экс-
периментальной днк-вак ци ной против гепатита в, 
обнаруживались молекулы-био мар керы, свидетель-
ствующие о стимуляции синтеза в печени сфинголи-
пидов. доказана способность этих веществ менять 
структуру циркулирующих липопротеинов и вызы-
вать атерогенез [40].

несмотря на некоторые недостатки днк-вак цин 
и сомнения по поводу безопасности, потенциальные 
преимущества их использования очевидны и весьма 
значительны. разработки в области генетических вак-
цин проводятся широко во многих странах мира. в на-
стоящее время сконструированы экспериментальные 
днк-вакцины для профилактики инфекционных за-
болеваний паразитарной, бактериальной и вирусной 
природы. в этом перечне присутствуют: туберкулез, 
хламидиоз, токсоплазмоз, шистосомоз, лейшманиоз, 
клостридиоз, чума, сибирская язва, а также инфек-
ции, вызванные микоплазами, боррелиями, стрепто-
кокками и пиогенными стафилококками. на разных 
стадиях доклинических и клинических испытаний 
находятся генетические вакцины против вирусов 
гриппа, гепатитов а и в, герпеса, кори, геморраги-
ческих лихорадок (в том числе, глпс), вич, торс, 
оспы, бешенства, лихорадок западного нила, эбола, 
сендай; собачьей чумы, ящура, папилломавирусов, 
цитомегаловирусов, вируса коксаки, вирусов, вы-
зывающих небактериальный гастроэнтерит, лимфо-
цитарный хориоменингит, болезнь ньюкастла. столь 
интенсивное развитие данной отрасли вакцинологии, 
вероятно, уже в ближайшей перспективе обеспечит 
реальный выход в виде эффективных и безопасных 
вакцинных препаратов, рекомендованных для при-
менения в здравоохранении и ветеринарии. 
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вирусные гепатиты продолжают оставаться 
одной из главных проблем здравоохранения как в 
нашей стране, так и в большинстве стран мира. это 
определяется высокой заболеваемостью и леталь-
ностью, развитием хронического гепатита, цирро-
за печени и первичного рака печени; социальными 
проблемами, связанными с вирусными гепатитами; 
с гигантскими экономическими затратами, которые 
необходимы для полноценной борьбы с этими ин-
фекциями [2, 5]. для саратовской области проблема 
парентеральных гепатитов также весьма актуальна, 
что обусловлено не только их регистрацией на всех 
административных территориях области, но и высо-
ким уровнем заболеваемости людей. [1].

цель работы – выяснение закономерностей 
эпидемического процесса при остром гепатите в в 
саратовской области в современных условиях.

материалы и методы

эпидемиологическому анализу были подвер-
гнуты данные министерства здравоохранения и 
управления роспотребнадзора по саратовской обла-
сти за 1977–2008 гг., 9781 заболевший гепатитом в, и 
материалы о заболеваемости острым гв в россии и 
саратовской области за это время.

основные методы исследования – эпидемиоло-
гический и статистический. в 2000–2008 гг. наблю-
дался 721 больной острым гв, в том числе 469 муж-
чин (65 %) и 252 женщины (35 %). анкетирование 
населения проведено в соответствии с разработан-
ным нами «листом исследования случая гепати-
та в». анкетировано 437 человек, в том числе 258 
больных острым гв, 179 – контрольная группа. 
статистический анализ полученных при анкетиро-
вании больных данных проведен с использованием 
тетрахорического показателя связи и критерия χ2 
(хи-квадрат) [4]. 

эпидемиологическое районирование саратов-

ской области по гв проведено в соответствии с 
разработанными нами методическими рекоменда-
циями [3].

 
результаты и обсуждение

анализ многолетней динамики эпидемическо-
го процесса при остром гв в саратовской области 
(1977–2008 гг.) позволил установить наличие двух 
статистически достоверно (р<0,05 ) отличающихся 
периодов – до 2001 г. неуклонный рост заболеваемо-
сти, после 2000 г. – снижение заболеваемости (рис. 1). 
в настоящий период уровень заболеваемости острым 
гв в саратовской области не отличается от аналогич-
ного показателя в российской Федерации. 

основными причинами значительного снижения 
заболеваемости острым гв в саратовской области в 
2001–2008 гг. были: стабилизация экономической 
обстановки в стране, резкое усиление профилактиче-
ских мероприятий – внедрение в широкую медицин-
скую практику одноразовых шприцев и других меди-
цинских инструментов одноразового использования, 
возрастающие масштабы вакцинации контингентов 
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рис. 1. динамика заболеваемости острым гв в саратовской 
области и российской Федерации в 1977–2008 гг.
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риска населения против гепатита в, улучшение де-
зинфекционных мероприятий в медицинских учреж-
дениях, усиление информационно-разъяснительной 
работы среди населения. 

анализ структуры заболеваемости выявил сле-
дующее. бессимптомные формы острого гв встреча-
ются значительно чаще по сравнению с манифестной 
формой болезни (средний многолетний показатель 
носительства HBsAg составляет 54,7 на 100 тыс. 
населения, а показатель уровня заболеваемости за 
1992–2000 гг. – 27,3 на 100 тыс. населения. разница 
статистически значима с высокой степенью досто-
верности (р<0,01). 

в 2001–2008 гг. произошло значительное сни-
жение уровня выявляемости носительства HBsAg 
по сравнению с 1992–2000 гг. – на 31,7 %, что сви-
детельствует о значительном недоучете носителей 
HBsAg в саратовской области. 

в последние годы максимальный показатель 
уровня заболеваемости острым гв регистрируется в 
возрастной группе 20–29 и 15–19 лет (соответствен-
но 53,0 и 41,8 на 100 тыс. населения), что статисти-
чески достоверно выше по сравнению с другими воз-
растными группами (р<0,05). 

снижение уровня заболеваемости острым гв в 
саратовской области обусловлено ее падением в воз-
растных группах населения 15–19, 20–29 и 30–39 лет.

как в период подъема, так и в период спада за-
болеваемости острым гв в саратовской области 
наибольший удельный вес в общей структуре забо-
леваемости падает на две группы населения – рабо-

чих, служащих и неработающих. в сумме на эти две 
группы населения приходится соответственно 77,1 и 
77,5 % от общего числа больных

установлено отсутствие сезонности эпидемиче-
ского процесса при остром гв в саратовской области 
(р>0,05).

при изучении основных путей передачи острого 
гв в саратовской области установлено: значитель-
ное улучшение расшифровки способов инфициро-
вания, резкое снижение удельного веса заражений, 
связанных с лечебными и диагностическими вме-
шательствами, значительный рост инфицирования 
вирусом гв при половых контактах и внутривенным 
введением психоактивных препаратов, на долю кото-
рых в период 1991–2008 гг. приходится 79,3 % всех 
установленных случаев инфицирования. 

анкетирование и опрос больных острым гв 
(258 – больные острым гв, 179 – контрольная груп-
па) в 2000–2008 гг. с использованием специально раз-
работанного листа исследования случаев гв и стати-
стическая обработка полученных данных полностью 
подтвердили сделанные заключения. в высшей степе-
ни достоверная связь (р<0,001) заболевания острым 
гв была отмечена при наличии в анамнезе больного 
переливания крови (χ2 = 30,9), контакта с больными 
гв за 45–120 дней до заболевания (χ2 = 16,9), про-
ведении лечебно-диагно сти че ских вмешательств (χ2 
= 77,9), внутривенном введении наркотиков (χ2 = 
18,8), наличии бытового (χ2 = 16,5) и сексуального 
контакта (χ2 = 28,9). отсутствие достоверной связи 
(р>0,999) заболевания острым гв было установлено 

рис. 2. эпидемиологическое районирование территории саратовской области по гв



ЭПИДЕМИОЛОГИЯ

27

при выезде больных за пределы саратовской области 
(χ2 = 0,04) и вакцинации против гв (χ2= 0). 

заключительным этапом настоящих исследо-
ваний стало эпидемиологическое районирование 
саратовской области по острому гв, проведенное с 
использованием следующих показателей: число лет 
регистрации болезни за анализируемый период, доля 
(%) от общего числа заболеваний, приходящаяся на 
конкретный административный район, количество 
населения (тыс. человек), частота выявления HBsAg 
у доноров, частота обнаружения HBsAg у населения, 
доля (%) больных наркоманиями от общего числа 
наркоманов, приходящаяся на конкретный админи-
стративный район (рис. 2).

как в период роста, так и в период снижения за-
болеваемости показатель эпидемической опасности 
был наиболее высок в городах саратове, энгельсе, 
балаково и вольске, а также в балашовском, 
марксовском, ртищевском и советском районах. в 
остальных районах области он средний (22 района) 
или низкий (12 районов).

таким образом, в результате проведенных ис-
следований установлены основные закономерности 
эпидемического процесса острого гв в современных 
социально-экономических условиях в саратовской 
области, причины значительного снижения забо-
леваемости, особенности путей передачи острого 
гв, проведено эпидемиологическое районирование 
саратовской области по гепатиту в, что позволило 
определить адекватные для региона первоочередные 
меры профилактики данного заболевания, о чем убе-
дительно свидетельствуют официальные данные о 
заболеваемости острым гв в саратовской области. 
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с начала 20 века в эпидемиологии получили ши-
рокое распространение математические модели, по-
строенные на феноменологии эпидемического про-
цесса типа SIR и различных его модификациях, ко-
торые можно в известной мере отнести к детермини-
рованным моделям. [1] начиная с работ о.а.ба рояна, 
л.а.рвачева и Ю.г.иванникова [2, 3, 6], в практику 
отечественной эпидемиологии вошли математические 
модели, построенные на основе феноменологии эпи-
демического процесса типа SEIRF (S – восприимчи-
вые, E – индивидуумы, находящееся в инкубации,  – 
индивидуумы с клиническими проявлениями инфек-
ционной болезни, R – выздоровевшие, F – умершие). 
данный подход был успешно применен для модели-
рования эпидемии и пандемии гриппа на территории 
ссср и современной россии [2, 3, 4, 6]. современные 
математические модели на основе указанного фено-
менологического подхода претерпели ряд изменений 
математического аппарата и были адаптированы для 
других видов инфекционных болезней. 

известно, что назначение систем математиче-
ского моделирования и прогнозирования с феноме-
нологией типа SEIRF состоит в получении количе-
ственного прогноза развития эпидемического про-
цесса, что обеспечивает:

- оценку эффективности различных ком-
плексов мер противодействия развитию эпиде-
мического процесса при чс в области санитарно-
эпидемиологического благополучия населения, вклю-
чая террористические акты с применением патогенных 
биологических агентов, по различным сценариям;

- научно-обоснованную оперативную оценку 
возможного экономического ущерба при возникно-
вении эпидемии особо опасных болезней с учетом 
мер противодействия эпидемическому процессу при 
различных начальных условиях;

- оценку готовности медицинских служб к лик-
видации последствий чрезвычайных ситуаций в об-
ласти санитарно-эпидемиологического благополучия 
населения, включая расчет необходимого количества 
средств индивидуальной защиты, лекарственных 
препаратов, средств экстренной профилактики, ла-
бораторной базы и др.

в роснипчи «микроб» совместно с гу нииэм 
им. н.Ф.гамалеи рамн были разработаны математи-

ческие модели эпидемии с феноменологией эпидеми-
ческого процесса типа SEnImRF, вызванной возбуди-
телем чумы в условиях крупного города с учетом мер 
противодействия развитию эпидемического процесса 
[5]. математические модели реализованы в комплексе 
компьютерных программ. опираясь на анализ архив-
ных и литературных данных, разработаны наиболее 
вероятные сценарии развития эпидемического про-
цесса в условиях крупного города. расчеты, прово-
димые по этим программам, позволяют оперативно, 
опираясь на минимальные исходные данные, дать 
количественный прогноз развития эпидемической си-
туации, оценку возможному экономическому ущербу, 
возможности ликвидации эпидемии силами и сред-
ствами местного здравоохранения. например, рассма-
тривая возможность применения возбудителя чумы 
в качестве биологического агента при террористиче-
ском акте в крупном городе, можно оперативно прове-
сти расчеты динамики количества заболевших людей 
с учетом таких мер противодействия эпидемическому 
процессу, как изоляция и экстренная профилактика, а 
также расчеты количества необходимых препаратов 
для экстренной профилактики населения (рис. 1).

математические модели с феноменологией 
эпидемического процесса типа SIR и SEIR c учетом 
пространственной взаимосвязи были использова-
ны в разработке программного обеспечения STEM 
(Spatiotemporal Epidemiological Modeler) корпора-
цией IBM (рис. 2). пространственные и временные 
взаимосвязи реализованы при помощи математиче-
ского аппарата и теории графов [7]. с учетом числен-
ности населения на каждой из территорий, геогра-
фических и макроэкономических данных, дорожных 
карт, расположения аэропортов, транспортной систе-
мы, маршрутов миграции птиц программа состав-
ляет графическую презентацию возможных путей 
и динамики распространения инфекции. основным 
преимуществом является возможность интеграции 
в разработанную IBM стандартизованную инфра-
структуру Public Health Affinity Domain (PHAD).

программа STEM разработана IBM в рамках 
международной инициативы по борьбе с возникно-
вением эпидемий вроде птичьего гриппа, в которой 
участвуют более двадцати организаций здравоохра-
нения по всему миру. STEM подходит для работы с 
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любой операционной системой и построена на от-
крытом исходном коде, поэтому программу можно 
«подгонять» для работы с распространением самых 
разных вирусов, а результаты расчетов визуализиро-
вать при помощи, например Google Earth [9].

развитие информационных технологий в послед-
ние годы, использование в научных исследованиях 
технологий распределенных вычислений, использо-
вание «суперкомпьютеров» позволили пересмотреть 
подходы к моделированию эпидемий. один из таких 
подходов в моделировании и прогнозировании эпи-

демического процесса использовался в эпидемиоло-
гической модели EpiSims [8].

EpiSims в качестве основы использует разрабо-
танную ранее TRANSIMS – модель оценки послед-
ствий реорганизации транспортной инфраструктуры 
города портленд штат орегон. анализируя официаль-
ные данные, на карте выделили 180 тыс. узловых то-
чек и составили картину повседневной жизни 1,6 млн 
виртуальных жителей портленда. это позволило соз-
дать адекватную картину физических контактов меж-
ду людьми в больших населенных пунктах (рис 3).

рис. 1. результаты вычислений  
в программном комплексе,  

визуализированных при помощи  
графиков и таблиц

рис. 2. структура модели типа SIR. 
интерфейс программы. визуализация 

пространственных связей
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в созданной модели, на протяжении 100 дней, 
была промоделирована вспышка оспы по несколь-
ким сценариям с учетом мер противодействия и без. 
результаты моделирования показали, что опреде-
ляющим фактором противодействия распростране-
нию инфекции является время начала мероприятий. 
также результаты расчетов показали, что массовая 
вакцинация населения в данном случае нецелесоо-
бразна. гораздо более эффективна избирательная 
вакцинация при условии ранней регистрации эпиде-
мии. важно также и введение карантина.

чтобы оценить стоимость и результативность 
различных мероприятий, авторы смоделировали 
преднамеренное распространение легочной чумы 
в чикаго. оказалось, что отслеживание контактов 
инфицированных, прекращение занятий в учебных 
заведениях, введение в городе закрытого режима 
сопряжено с миллиардными убытками и дает мало 
преимуществ по сравнению с таким относительно 
недорогим мероприятием, как массовый прием анти-
биотиков [10].

таким образом, анализ доступных литературных 
источников показал, что в эпидемиологии исполь-
зуются самые различные методы математического 
моделирования. в зависимости от целей можно ис-
пользовать достаточно простые детерминистические 
или стохастические модели и сложные имитацион-
ные компьютерные. современное развитие инфор-
мационных технологий позволило использовать 
чрезвычайно сложный математический аппарат для 
моделирования эпидемического процесса. тем не 
менее, имеющиеся модели либо находятся в стадии 
разработки, либо требуют серьезной адаптации и до-
работки для решения вопросов практической эпиде-
миологии. на данный момент из отечественных раз-
работок для решения задач, поставленных в рамках 
Федеральной целевой программы «национальная 
система химической и биологической безопасности 
российской Федерации (2009–2013 годы)», наиболее 
применимы математические модели с феноменоло-
гией эпидемического процесса типа SEnImRF, разра-
ботанные в гу нииэм им. н.Ф.га ма леи рамн со-
вместно с учреждениями роспотреб надзора по ряду 
инфекционных заболеваний.

работа выполнена по  государственному кон-

тракту № 116-д от 11.06.2009 г. в рамках федераль-
ной целевой программы «национальная система хи-
мической и биологической безопасности российской 
Федерации (2009–2013 годы)».

список литературы
1. Андерсон Р, Мэй Р. инфекционные болезни человека. 

динамика и контроль: пер. с англ. м.: мир, научный мир; 2004. 
с. 784. 

2. Бароян О.В., Рвачев Л.А. Иванников Ю.Г. моделирование 
и прогнозирование эпидемий гриппа для территории ссср. м.; 
1977. с. 546.

3. Бароян О.В., Рвачев Л.А. математика и эпидемиология 
м.: знание; 1977. с. 63.

4. Боев Б.В. новые информационные технологии в эпиде-
миологии: системное моделирование процессов инфекционной 
патологии [автореф. дис. … д-ра тех. наук]. м.; 1992. 43 с.

5. Кутырев В.В., Куклев Е.В. Храмов В.Н., Лопатин А.А. 
математическое моделирование и прогнозирование эпидемий 
(вспышек) чумы в чрезвычайных ситуациях природного и тех-
ногенного характера. в кн.: противочумные учреждения россии 
и их роль в обеспечении эпидемиологического благополучия на-
селения страны. м.; 2004. с. 24–6.

7. Рвачев Л.А. моделирование медико-биологических про-
цессов в обществе как раздел механики сплошных сред. докл. 
ан ссср. 1972; 203(3):540–2.

8. Татт У. теория графов. пер. с англ.  м.: мир; 1988. 
424 с.

9. http://www.ccs.lanl.gov/ccs5/apps/epid.shtml.
10. http://www.ij-healthgeographics.com/content/5/1/4#IDA 

XGFYC.
11. http://www.sciam.ru/2005/6/inform.shtml.

A.A.Lopatin, V.A.Safronov, A.S.Razdorskiy, E.V.Kouklev

Current State of Problem of Mathematical Modeling  
and Prognosis of the Epidemic Process

Russian Research Anti-Plague Institute “Microbe”, Saratov

Short systematic review on the modeling methods in medicine and epi-
demiology is presented. In particular, special native and foreign examples of 
application of mathematical modeling and prognosis of epidemic process are 
described.

Key words: mathematical models, mathematical and computer model-
ing of the epidemics.

об авторах:
Лопатин А.А., Сафронов В.А., Раздорский А.С., Куклев 

Е.В. российский научно-исследовательский противочумный 
институт «микроб». 410005, саратов, ул. универ си тет ская, 46.  
E-mail: microbe@san.ru

Authors:
Lopatin A.A., Safronov V.A., Razdorskiy A.S., Kouklev E.V. Russian 

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

поступила 02.11.09.

рис. 3. иллюстрация построения  
социальной сети в EpiSims



ЭПИДЕМИОЛОГИЯ

31

в период с 2006 по 2009 год в российской 
Федерации ежегодно регистрировалось от 300 до 500 
больных бруцеллезом преимущественно на админи-
стративных территориях с развитым животновод-
ством. этому способствовало ослабление контроля за 
проведением противобруцеллезных мероприятий на 
животноводческих объектах вследствие социально-
экономических преобразований, происходящих с 
90-х годов и приведших к существенному превали-
рованию частного сектора животноводства [1, 3]. 

наибольший уровень заболеваемости людей 
бруцеллезом (73,8 %), превышающий общероссий-
ские показатели более чем в 5 раз, постоянно реги-
стрируется на территории Южного федерального 
округа (ЮФо) российской Федерации [2, 4].

указанные обстоятельства, а также наличие не-
благополучных по бруцеллезу хозяйств крупного и 
мелкого рогатого скота, не всегда эффективно кон-
тролируемое перемещение скота с сопредельных 
территорий, приводит к увеличению возможности 
контакта людей с больными животными, что, в свою 
очередь, требует оценки риска возникновения эпи-
демических проявлений бруцеллеза на различных 
административных территориях ЮФо и внесения 
корректив в существующую систему эпидемиологи-
ческого надзора за бруцеллезом.

целью работы была оценка состояния эпиде-
миологического надзора за бруцеллезом в ЮФо на 
основе анализа сведений о заболеваемости людей 
бруцеллезом, влияния социально-экономических 
факторов на эпидемический и эпизоотический по-
тенциал очагов бруцеллезной инфекции.

материалы и методы

в качестве источников информации исполь-
зовались статистические данные официальной ре-
гистрации заболеваемости бруцеллезом в 13 ад-
министративных регионах ЮФо за 2006–2009 гг. 
эпидемиологические проявления бруцеллеза оцени-
вали на основе общепринятых методов ретроспек-
тивного эпидемиологического анализа с позиции си-
стемного подхода [5].

результаты и обсуждение

административные территории ЮФо характе-
ризуются разнообразием климато-географических 
условий, национального и экономического уклада, 
однако общим для всех является интенсивное раз-
витие животноводства, преимущественно мелкого и 
крупного рогатого скота. 

Факторами, способствующими высокой заболе-
ваемости бруцеллезом людей и животных в Южном 
Федеральном округе, являются: наличие высокораз-
витого животноводства крупного и мелкого рогатого 
скота; длительно сохраняющееся эпизоотологиче-
ское неблагополучие по бруцеллезу; бесконтрольная 
миграция сельскохозяйственных животных между 
административными территориями без надлежащего 
санитарно-ветеринарного контроля; преобладающее 
количество скота в индивидуальных и фермерских 
хозяйствах, в которых затруднен учет поголовья и 
проведение противобруцеллезных мероприятий.

анализ заболеваемости бруцеллезом с впервые 
установленным диагнозом в административных тер-
риториях Южного федерального округа показал не-
равномерность ее распределения по отдельным ре-
гионам (табл. 1). 

более половины всех зарегистрированных боль-
ных приходится на республику дагестан (56,3 %, 
интенсивный показатель на 100 тыс. населения – 
6,0) и ставропольский край (17,8 %, интенсивный 
показатель на 100 тыс. населения – 1,8). в 2009 г. в 
республике дагестан было изолировано от больных 
бруцеллезом людей 5 культур B. melitensis.

заболеваемость бруцеллезом в республике 
калмыкия составляет 8,3 % от общей заболеваемо-
сти в ЮФо, однако интенсивный показатель забо-
леваемости на 100 тыс. населения (7,97) самый вы-
сокий в регионе. в 2008 г. от больных бруцеллезом 
людей было изолированно 4 культуры B. melitensis. 
эпидемиологическая обстановка по бруцеллезу в дру-
гих регионах ЮФо характеризуется преимуществен-
но спорадической заболеваемостью, интенсивные по-
казатели которых на протяжении изучаемого периода 
колебались от 0,07 до 3,28 на 100 тыс. населения. 

удк 616.981.42:616.9.036.2(471)
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особенное беспокойство вызывает высокая за-
болеваемость бруцеллезом в ЮФо среди детей, 
которая составляет 58,6 % от случаев заболевания 
детей в российской Федерации. из всех регионов 
ЮФо наиболее неблагополучная обстановка сло-
жилась в республике дагестан. за анализируемый 
период заразились 60 детей, что составляет 74 % от 
заболевших детей на территории ЮФо. в остальных 
административных территориях ЮФо регистриру-
ются единичные (1–4) случаи заражения детей бру-
целлезом. высокая заболеваемость детей бруцел-
лезом в республике дагестан обусловлена широко 
практикующимся вовлечением детей в процесс ухо-
да за животными (особенно мелким рогатым скотом) 
в индивидуальных хозяйствах и употреблением в 
пищу кисло-молочных продуктов без термической 
обработки. 

заболеваемость людей бруцеллезом в ставро-
польском крае не имеет стойкой тенденции к сниже-
нию. так, в 2006 г. был зарегистрирован 61 больной 
бруцеллезом, интенсивный показатель на 100 тыс. 
населения – 2,27. в 2007 г. произошло значительное 
снижение заболеваемости – до 35 человек, интенсив-
ный показатель на 100 тыс. населения – 1,29. однако в 
2008 г. заболеваемость увеличилась на 25,5 % по срав-
нению с 2007 г. и составила 1,7 на 100 тыс. населения. 
в 2009 г. заболело 56 человек, показатель на 100 тыс. 
населения составил 2,07. наиболее высокие показате-
ли заболеваемости среди населения регистрировались 
в районах, прилегающих к республикам дагестан 
и калмыкия (арзгирский, курский, нефтекумский, 
левокумский, апанасенковский, туркменский райо-

ны). это объясняется усилением интенсивности ми-
грации населения на постоянное и особенно времен-
ное место жительства в юго-восточные районы края из 
соседних неблагополучных по бруцеллезу регионов. 
мигрантами завозится личный скот без соблюдения 
санитарно-ветеринарных правил, что в значительной 
степени способствует ухудшению эпизоотической, а 
в последующем и эпидемической обстановки по бру-
целлезу. 

анализ динамики удельного веса мелкого и 
крупного рогатого скота как источника заражения 
людей бруцеллезом в ЮФо позволил установить, 
что в регионе наблюдается увеличение роли мелкого 
рогатого скота в инфицировании людей. это связано 
с бесконтрольным перемещением животных из не-
благополучных по бруцеллезу районов. в результате 
резко растет заболеваемость людей бруцеллезом при 
непосредственных контактах с животными (табл. 2). 

основным источником заражения людей бру-
целлезом является мелкий рогатый скот – около 34 % 
случаев, в 27 % случаев заражение происходило при 
контакте с крупным рогатым скотом. у 24 % заболев-
ших бруцеллезом источник заражения не установлен, 
что свидетельствует о серьезных недостатках в рабо-
те по эпидемиологическому расследованию случаев 
заболевания людей бруцеллезом на местах. 

в краснодарском крае в 2008 г. выявлено 3 не-
благополучных пункта по бруцеллезу мелкого рога-
того скота. это первый случай выявления заражен-
ных бруцеллезом овец за последние 50 лет. 

в ростовской области в 2009 г. также выявле-
ны неблагополучные пункты по бруцеллезу мрс, 

Таблица 1
Заболеваемость людей бруцеллезом в Южном федеральном округе по административным территориям (2006–2009 гг.)

административные  
территории

зарегистрировано заболеваний по годам

2006 2007 2008 2009

всего/показ. на 
100 тыс. нас.

дети до 14 
лет/ показ. на 
100 тыс. нас.

всего/показ. на 
100 тыс. нас.

дети до 14 
лет/ показ. на 
100 тыс. нас.

всего/показ. на 
100 тыс. нас.

дети до 14 
лет/показ. на 
100 тыс. нас.

всего/показ. на 
100 тыс. нас.

дети до 14 
лет /показ. на 
100 тыс. нас.

Южный Федеральный 
округ

332/1,46 25/0,48 240/1,05 17/0,33 256/1,13 19/0,38 290/1,26 20/0,38

республика дагестан 181/6,87 18/2,10 124/4,71 12/1,43 145/5,51 15/1,83 180/6,8 15/1,83

кабардино-балкарская  
республика

20/2,22 1/0,44 19/2,11 - 10/1,11 - 7/0,44 -

республика калмыкия 25/8,60 - 22/7,56 - 19/6,53 1/1,39 27/9,2 1/1,39

карачаево-черкесская  
республика

1/0,23 - - - - - 1/0,23 -

республика  
северная осетия –  
алания

18/2,53 2/1,23 23/3,24 1/0,74 7/0,98 - 8/1,13 -

ставропольский край 61/2,23 2/0,36 35/1,28 4/0,74 47/1,74 2/0,38 56/2,07 4/0,72

астраханская обл. 4/0,4 - 2/0,2 - 9/0,9 1/0,48 4/0,4 -

волгоградская обл. 7/0,26 1/0,2 5/0,19 - 16/0,61 - 4/0,15 -

ростовская обл. 15/0,34 1/0,12 10/0,23 - 3/0,06 - 3/0,06 -

чеченская республика - - - - - - - -

республика ингушетия - - - - - - - -

республика адыгея - - - - - - - -

краснодарский край - - - - - - - -
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что связано с увеличением поголовья овец в част-
ном секторе и бесконтрольном их перемещении 
из пограничных районов республики калмыкия и 
ставропольского края. 

большую часть больных с впервые выявленным 
бруцеллезом в ЮФо составляли мужчины (69,7 %). 
больные чаще инфицировались контактным (25,4 %) 
и алиментарным (16,9 %) путем. у 27,5 % больных 
путь передачи инфекции установить не удалось.

при анализе профессионального состава самая 
высокая заболеваемость бруцеллезом регистриро-
валась среди работников, обслуживающих мелкий 
рогатый скот (чабаны, сакманщики и др. – 67,6 %) и 
ветеринарных работников (17,1 %), табл. 3.

 в связи с отмеченным, актуальными явля-
ются оценка эпидемического потенциала очагов раз-
ных типов и прогнозирование эпизоотологической и 
эпидемиологической ситуации на отдельных терри-
ториях. особого внимания требует совершенствова-
ние системы эпиднадзора за бруцеллезом, основным 
принципом которого является комплексный медико-
ветеринарный подход к его организации, поскольку 
источником инфекции являются, в основном, сель-
скохозяйственные животные, а заражение человека 
связано с работой в животноводстве и производством 
животноводческой продукции.

анализ показал, что основной причиной за-
болеваемости людей бруцеллезом в ЮФо явилось 
широкое распространение бруцеллезной инфекции 
среди крупного и мелкого рогатого скота. создание 
животноводческих хозяйств различных форм соб-
ственности (акционерные, фермерские, индивиду-
альные) значительно ослабили ветеринарный надзор 
за животными. кроме того, ежегодные перегоны зна-
чительной части овец на отгонные пастбища, а также 
осуществление миграции животных из одного реги-
она в другой по экономическим соображениям, без 

карантинизации и предварительного комплексного 
обследования на бруцеллез, отсутствие биркования 
животных в индивидуальных хозяйствах создают 
благоприятные условия для распространения бру-
целлеза среди сельскохозяйственных животных. 

таким образом, в современных условиях для 
обеспечения и поддержания эпидемиологического 
благополучия населения по бруцеллезу необходимы 
объективная оценка сложившейся эпизоотической и 
эпидемической ситуации и принятие действенных 
мер по своевременному проведению санитарно-
ветеринарных, санитарно-профилактических и про-
тивоэпидемических мероприятий в соответствии с 
действующими инструктивно-методическими доку-
ментами. 

с учетом анализа динамики заболеваемости бру-
целлезом людей и животных в ЮФо за последние 
годы можно прогнозировать на 2010 год увеличение 
ее на 5–10 % от средних многолетних величин.
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источники инфицирования людей бруцеллезом в Юфо  

(2006–2009 гг.)

административные 
 территории

источники инфицирования

крс мрс
пищевые  
продукты  
животно-
водства

не  
уста нов лен

республика дагестан 127 299 102 102
кабардино-балкарская 
республика

27 2 18 9

республика калмыкия 40 32 2 19
республика северная 
осетия – алания

37 1 15 -

ставропольский край 23 24 39 113
астраханская обл. 12 - - 7
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чеченская республика - - - -
краснодарский край - - - -
Всего по ЮФо (%) 301  

(26,9)
373  

(33,36)
179  

(15,2)
265 

(23,7)

Таблица 3

Профессиональный состав лиц, заболевших бруцеллезом в Юфо 
в 2006–2009 гг.

административные 
территории

категория заболевших бруцеллезом  
работников сельского хозяйства

работники 
мтФ

чабаны, 
сакманщи-

ки и др.

ветери-
нары,  

зоотехники

рабочие  
перераба-
тывающих  
предприя-

тий

республика дагестан 17 87 10 -

кабардино-балкарская 
республика

1 1 1 -

республика калмыкия 2 38 16 -

республика северная 
осетия – алания

1 - 2 2

ставропольский край 7 18 23 1

астраханская обл. 3 - 2 -

волгоградская обл. 15 1 8 1

республика адыгея - - - -

республика ингушетия 1 - - -

карачаево-черкесская 
республика

1 - - -

чеченская республика - - - -

ростовская область - 9 2 6

краснодарский край - - - -

Всего по ЮФо 48 253 64 10
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Presented is the analysis of dynamics of brucellosis morbidity in peo-
ple and animals. Evaluation of epizootiological and epidemiological situation 

on brucellosis in the Southern federal district of the Russian Federation for 
2006–2009 is given. It is shown that unfavorable epidemic situation on brucel-
losis persists in the number of regions of the Southern federal district of RF 
that gives the basis to predict the preservation of morbidity at a high level.
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на территории астраханской области имеются 
активные в эпидемическом и эпизоотическом от-
ношении сочетанные природные очаги крымской 
геморрагической лихорадки (кгл), лихорадки 
западного нила (лзн) и астраханской пятнистой 
лихорадки (апл). за 1999–2008 гг. в области за-
регистрировано 2044 больных апл, 118 – кгл и 
238 – лзн. в отдельные годы спорадическая забо-
леваемость перерастала в эпидемические вспышки 
(лзн –1999 г., кгл – 2005–2008 гг.) с превышением 
средних показателей заболеваемости по российской 
Федерации [2]. данные о территории риска, факто-
рах риска, времени и контингентах риска получены 
при выделении возбудителей природно-очаговых ин-
фекционных болезней от грызунов, членистоногих, 
из объектов окружающей среды, а также по резуль-
татам серологических исследований крови больных 
[3]. интегрированным выражением категорий эпиде-
миологического риска является инфекционная забо-
леваемость.

изложенные данные свидетельствуют о том, 
что современная эпидемиологическая конъюнктура 
определяет необходимость постоянного интенсив-
ного эпидемиологического надзора за природно-
очаговыми инфекционными болезнями на террито-
рии астраханской области.

эпидемиологический надзор за указанными ин-
фекционными болезнями ориентирован на категории 
риска, обусловленные конкретной нозологической 
формой [1]. вместе с тем в современных условиях 
требуется проведение эпидемиологического райо-
нирования территории и оптимизация эпидемиоло-
гического надзора, санитарно-профилакти ческих и 
противоэпидемических мероприятий с учетом со-
четанности категорий риска. таким образом, эпи-
демиологический статус будет учтен в полной мере 
при дифференциации территорий на основе интегри-
рованных показателей сочетанности эпидемических 
проявлений, что позволит сконцентрировать силы и 

средства на сравнительно небольших территориях, 
характеризующихся высоким риском заболевания 
людей.

цель работы – совершенствование эпидемиоло-
гического надзора за природно-очаговыми инфекци-
онными болезнями на основе использования методов 
пространственного анализа сочетанности эпидеми-
ческих проявлений средствами географических ин-
формационных систем (гис).

материалы и методы

в качестве материалов для исследования исполь-
зованы данные, из первичных учетных документов 
(форма 058/у и форма № 060/у за 10-летний период), 
представленные управлением роспотребнадзора по 
астраханской области. за топографическую основу 
взята электронная карта астраханской области в мас-
штабе 1:1 млн, дополненная информация о точной 
численности населения во всех официально зареги-
стрированных населенных пунктах.

на этапе планирования исследования был опре-
делен порядок оцифровки данных путем ручного 
внесения обезличенных персонифицированных зна-
чений из первичных документов в электронные та-
блицы с заранее обозначенными полями и допусти-
мыми значениями. всего обработана и внесена в ис-
ходную таблицу в виде отдельных строк информация 
по 2147 больным.

для обеспечения достоверности анализа были 
использованы критерии внесения случаев регистра-
ции инфекционных больных в рабочую выборку. 
информация о больном исключалась из дальнейшей 
обработки, если для соответствующей записи выпол-
нялось любое из 3 перечисленных условий: отсут-
ствует адрес проживания больного и/или название 
населенного пункта и района для жителей области; 
не указана дата заболевания; нет информации о ла-
бораторном подтверждении и/или окончательном 
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диагнозе. по указанным критериям отсеяно 4,9 % 
(n=103) записей исходной таблицы, что отражает 
уровень случайных ошибок при ведении журнала 
учета по форме 060/у.

геокодирование (определение географических 
координат всех точек, соответствующих зарегистри-
рованным больным, на основании адреса постоянно-
го места жительства, указанного в учетном докумен-
те) проводилось на основе атрибутивной информации 
электронных карт астраханской области и поисково-
информационных картографических служб «Google.
maps» и «яндекс.карты». создание базы географиче-
ских данных и пространственный анализ проводился 
при помощи компьютерной программы ArcGIS 9.3. 
перед проведением пространственного анализа вся 
выборка была поделена на рабочую (90 % случаев) и 
тестовую (10 % случаев) части. рабочая часть была 
подвергнута дальнейшей обработке, а тестовая ис-
пользована на последнем этапе исследования для 
проверки прогностической ценности.

результаты и обсуждение

картирование случаев регистрации больных 
кгл, лзн и апл при помощи гис выявило их не-
равномерное пространственное распределение. 
пространственный анализ эпидемических проявле-
ний перечисленных инфекционных болезней позво-
лил уточнить географическое положение очагов, а 
также установить пространственную динамику рас-
пространения данных инфекционных болезней на 
территории астраханской области.

для выявления территорий приуроченности 
эпидемических проявлений кгл, лзн и апл по 
точкам, обозначающим места проживания зареги-

стрированных больных, были построены буферные 
зоны радиусом 3 км, размер которых выбран, ис-
ходя из средней протяженности населенного пункта 
астраханской области. 

рабочая гипотеза исследования состояла в том, 
что на территории астраханской области существу-
ют сравнительно небольшие участки (менее 5 % от 
общей площади), в пределах которых регистриру-
ется повышенная заболеваемость тремя природно-
очаговыми инфекционными болезнями (кгл, лзн 
и апл), имеющими близкие эпидемиологические 
характеристики. выделение таких зон устойчиво-
сти, многолетних сочетанных эпидемических про-
явлений, выявленных при помощи гис, является 
научным основанием для оптимизации эпидемиоло-
гического районирования и контроля за природно-
очаговыми инфекционными болезнями. 

для проверки указанной рабочей гипотезы сред-
ствами гис было проведено пространственное со-
поставление территорий повышенного риска инфи-
цирования кгл, лзн и апл (рис. 1).

рис. 1. диаграмма территориальной сочетанности  
эпидемических проявлений лзн (лихорадки западного нила), 

апл (астраханской пятнистой лихорадки)  
и крымской геморрагической лихорадки (кгл)

рис. 2. Фрагмент территории астраханской области с обозначенными участками сочетанных эпидемических проявлений  
и нанесенными названиями населенных пунктов
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пространственный анализ выявил наличие 13 
участков устойчивых сочетанных эпидемических 
проявлений трех перечисленных природно-очаго вых 
инфекционных болезней (рис. 2). общая площадь 
выявленной территории устойчивой сочетанности 
эпидемических проявлений составила 2028 км2, что 
составляет 4,6 % от территории астраханской обла-
сти. в пределах данной зоны располагается 101 на-
селенный пункт с постоянно проживающим населе-
нием 161826 человек.

для оценки эффективности полученной про-
странственной модели сочетанности в отношении 
возможности прогноза географического распреде-
ления случаев кгл, апл и лзн было проведено 
сравнение с традиционным способом определения 
сочетанной пораженности населенных пунктов. 
результаты сравнительного анализа представле-
ны в таблице, из которой следует, что табличный 
поиск выявляет только 15 наиболее крупных на-
селенных пунктов астраханской области, населе-
ние которых (50783 чел.) подвергается высокому 
риску в отношении трех инфекционных болезней. 
пространственный анализ в гис, помимо 15 наибо-
лее крупных, выявляет еще 86 населенных пунктов, 
население которых (111043 чел.) проживает в равных 
условиях повышенного риска инфицирования.

выявление сочетанности эпидемических про-
явлений инфекционных болезней без использования 
гис основано на обнаружении населенных пунктов, 
в которых проживают больные различными нозоло-
гическими формами. такой подход к оценке риска 
инфицирования имеет естественное ограничение, 
связанное с тем, что не учитывается наличие насе-
ленных пунктов, расположенных в непосредствен-
ной близости (3 км зона) с теми, в которых вероят-
ность инфицирования уже реализовалась в виде за-
болеваний среди людей. кроме того, табличный по-
иск выявляет наиболее крупные населенные пункты 
(в среднем в 2,1 раза крупнее) по сравнению с про-
странственным анализом, что увеличивает вероят-
ность ошибки ассоциирования мест инфицирования 
и проживания зарегистрированного больного. 

как показано в таблице, в зоне сочетанных эпи-

демических проявлений регистрируются 56 % всех 
случаев кгл, 87 % лзн и 64 % арл на основании 
чего можно сделать вывод об определенной обоб-
щающей ценности данной модели пространствен-
ного распределения в отношении указанных нозоло-
гических форм. эффективность пространственного 
анализа в сравнении с методом табличного поиска 
определяется тем, что на территории участков соче-
танности выявляется на 9 % больше больных лзн, 
на 21 % – апл и на 20 % – кгл. 

прогностическая ценность пространственной 
модели была определена на основе контроля попа-
дания больных из тестовой выборки (10 % случайно 
отобранных больных, не участвовавших в построении 
буфера) в полученную зону сочетанности. для апл 
прогностическая ценность пространственной модели 
по результатам проверки составила 53 %, для лзн – 
86 % и для кгл – 58 %, что может быть использовано 
для прогнозирования уровня выявляемости указанных 
инфекционных болезней для астраханской области в 
среднесрочной перспективе.

учитывая высокую эффективность полученной 
пространственной модели, можно сделать вывод о 
том, что данный подход может служить основани-
ем для сосредоточения мероприятий в рамках эпи-
демиологического надзора за природно-очаговыми 
инфекционными болезнями. при этом увеличение 
обследовательской работы не потребует значитель-
ного финансирования, поскольку вновь выявленные 
населенные пункты расположены в непосредствен-
ной близости от уже известных.

таким образом, эпидемиологическое благополу-
чие на территориях с высоким риском заболевания 
людей риккетсиозными и вирусными инфекционны-
ми болезнями может быть обеспечено за счет выяв-
ления зон сочетанных эпидемических проявлений на 
основе гис-анализа и концентрацией лабораторных 
исследований и комплексного анализа полевого ма-
териала с одновременным адресным проведением 
профилактических мероприятий, направленных на 
снижение численности основных носителей и пере-
носчиков возбудителей.

работа выполнена по государственному кон-
тракту № 64-д от 29.06.2010 г. в рамках федеральной 
целевой программы «национальная система хими-
ческой и биологической безопасности (2009–2013 
годы)».
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сравнительная характеристика эффективности методов  
определения эпидемиологического риска для населения 

астраханской области в отношении трех сочетанных  
природно-очаговых инфекционных болезней

характеристики метода  
выявления сочетанности

метод табличного 
поиска гис-анализ

сочетанно  
пораженные  

населенные пункты
населенные пункты 
в зоне сочетанности

число населенных пунктов 15 101

число жителей  
(без г. астрахань)

50783 161826

доля выявления 
больных

апл, % 43 (n=638)* 64 (n=932)

лзн, % 78 (n=168) 87 (n=187)

кгл, % 36 (n=42) 56 (n=66)

*в скобках n = абсолютное число больных.
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Spatial analysis of long-term combined epidemic manifestations of 
some natural focal infectious diseases in the territory of the Astrakhan re-
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в последние десятилетия в связи с развитием 
торговых связей отмечается увеличение инфициро-
ванности возбудителями кампилобактериоза сель-
скохозяйственных животных, птиц, в особенности 
кур [1, 2, 4]. наиболее существенными, по мнению 
специалистов зарубежных стран, природными резер-
вуарами возбудителей кампилобактериоза являются 
домашние сельскохозяйственные животные и птицы 
[3, 5, 6]. описаны как спорадические случаи кампи-
лобактериозной инфекции, так и вспышки, связан-
ные с употреблением инфицированных пищевых 
продуктов и воды [7]. все это требует изучения осо-
бенностей эпидемиологии кампилобактериоза в раз-
личных регионах и оценки местных условий, влияю-
щих на распространенность инфекции. 

целью наших исследований являлось изучение 
современных особенностей эпидемиологии кампи-
лобактериозов в азербайджане.

материалы и методы 

решение поставленных в работе задач осущест-
влялось комплексно, с применением эпидемиоло-
гических, микробиологических, статистических 
методов исследования. собственные исследования 
проводили с использованием стандартных, общепри-
нятых методов. выделение возбудителей из разных 
объектов и их бактериологический диагноз осущест-
вляли в соответствии с методическими указаниями 
«лабораторная диагностика кампилобактериоза че-
ловека и животных, обнаружение кампилобактеров 
в кормах, продуктах питания и объектах внешней 
среды» (москва, 1991). бактериологические посевы 
исследуемого материала производили на полужид-
кий агар и плотную селективную среду с добавле-
нием 5 % ферментативного гидролизина. если ис-
следуемый материал не представлялось возможным 
сразу засеять на селективную среду, его помещали в 
среду сохранения: тиогликолевый бульон или щелоч-
ную пептонную воду с редуцирующими веществами 
(тиогликолат натрия и цистеин). нативный материал 

сохраняли в консерванте при температуре 40 °с. при 
выращивании кампилобактеров на селективных сре-
дах использовали анаэростаты, позволяющие под-
держивать низкое содержание кислорода (5–10 %) в 
среде инкубации. серологические свойства изолятов 
Campylobacter изучали в реакции агглютинации (ра) 
и реакции коагглютинации (ркоа). 

статистическая обработка полученных резуль-
татов исследования проводилась общепринятыми 
методами вариационной статистики. 

результаты и обсуждение

несомненно, что группу повышенного риска в 
отношении кампилобактериоза составляют дети, у 
которых это заболевание регистрируется наиболее 
часто. особенно восприимчивы к инфицированию 
кампилобактерами дети в возрасте до 2 лет. частота 
регистрации инфекции у детей от 0 до 3 лет превос-
ходит в 3–4 раза соответствующие показатели для 
взрослых [2, 3].

полученные данные свидетельствуют о том, что 
в современный период кампилобактериозы являются 
болезнью преимущественно раннего детского воз-
раста (табл. 1).

обследование различных контингентов позво-
лило выявить частоту инфицирования кампилобак-
терами различных групп населения (табл. 2). 

как следует из полученных данных, наиболее ча-
сто выявлялось бессимптомное носительство кампи-
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Таблица 1

распределение заболевших кампилобактериозом  
по возрастным группам

возрастные 
группы, лет

число  
обследован-

ных
число  

выявленных
удельный вес больных  

кампилобактериозом, %

1–7 136 24 17,6±3,4
8–16 117 15 12,8±3,1
17–30 121 8 6,6±2,3
31–55 84 5 5,9±2,5
Всего 458 52 11,3±1,5
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лобактеров среди лиц, переболевших кампилобакте-
риозом и работников животноводства, соответствен-
но (12,1±6,6) и (8,8±3,9) %. высокий удельный вес 
бактерионосительства кампилобактеров отмечается 
у детей, в дду – (7,2±3,1) %, в школах – (6,4±3,6) %, 
среди новорожденных  – (6,5±3,3) %.

кампилобактериозы относятся к инфекциям с 
фекально-оральным механизмом передачи, поэтому в 
эпидемиологическом процессе роль различных объ-
ектов внешней среды исключительно важна. важное 
значение имеет постоянный контроль состояния за-
грязненности внешней среды кампилобактерами.

нами проводились исследования состояния за-
грязненности внешней среды кампилобактерами. в 
передаче кампилобактериозов участвует огромное 
число объектов окружающей среды (оос), и иссле-
дование каждого из них в объемах, достаточных для 
выявления закономерностей этиологической струк-
туры, практически невозможно. в связи с этим мы 
все объекты сгруппировали в 3 группы, и с каждой 
группы исследовали те объекты, которые как по дан-
ным литературы, так и в соответствии с текущей эпи-
демиологической ситуацией представляют наиболь-
шую значимость. в основном, исследовались пробы 
воды, смывы с различных предметов и пищевых про-
дуктов. за истекшее время было исследовано соот-
ветственно 340, 254 и 120 проб (табл. 3). 

так, кампилобактеры были обнаружены в 11 
пробах воды – (3,14±0,9) %, в 5 смывах с различных 
предметов (1,8±0,6) %, t=12,00, р<0,001, и 5 смывах 

с пищевых продуктов (4,2±0,8) %, t=10,60, р<0,001. 
повсеместное распространение кампилобактериоза, 
многообразие эпидемических проявлений обуслов-
лено широким диапазоном толерантности возбу-
дителя к факторам среды, и позволяет ему, в свою 
очередь, обитать в организме широкого круга хо-
зяев – позвоночных и беспозвоночных животных, 
птиц, рыб, некоторых растений. снижение заболе-
ваемости кампилобактериозами людей неотъемлемо 
связано с профилактикой этих инфекций среди жи-
вотных и птиц – основных источников заболеваний. 
большинство исследователей проблемы эпидемиоло-
гии кампи лобактериоза считают, что основным источ-
ником возбудителя ин фекции при кампилобактериозе 
являются животные и птицы, при чем ведущая роль 
принадлежит птицам и, прежде всего, курам. как 
показали проведенные исследования, именно куры, 
разделка которых осуществляется на кухнях, являются 
основным источником возбудителя кампилобактерио-
за в республике, обусловив заболевания в 45,5 % всех 
изученных очагов этой ин фекции. наши исследования 
птиц и грызунов в республике выявили их высокую 
инфицированность кампилобактерами. данные по 
инфицированности синантропных птиц и грызунов 
представлены в табл. 4. 

менее всего оказались инфицированными 
гуси – (18,4±6,7) %. мало отличалась и инфици-
рованность крыс – (23,8±3,1) %, t=0,86,  р>0,05. 
инфицированность уток составила (31,0±7,7) %, 
t=3,12, р<0,001, наивысшего показателя инфициро-
ванности достигается у кур – (42,5±4,5) %, t=2,32, 
р<0,01. установлена инфицированность кампилобак-
терами животных в республике (табл. 5.)

инфицированность животных кампилобактера-
ми варьирует от (35,0±6,5) до (52,4±6,2) %, t=3,14, 
р>0,05. зараженность кампилобактерами животных 
и птиц разного возраста также значительно отличает-
ся. так, инфицированность телят значительно выше, 

Таблица 2

Частота выявления бессимптомного носительства  
кампилобактеров при обследовании различных контингентов

контингенты здоровых лиц всего  
обследовано

выявлены  
кампилобактеры

абс. %

новорожденные 53 3 6,5±3,3

дети детских учреждений 68 5 7,2±3.1

Школьники 45 3 6,4±3,6

обслуживающий персонал  
детских дошкольных учреждений

36 0 0

работники пищеблоков 48 2 4,4±2,9

работники животноводства 51 5 8,8±3,9

лица переболевшие  
кампилобактериозом 

24 3 12,1±6,6

Итого 325 21 6,4±,3

Таблица 3

Частота выявления кампилобактеров при обследовании различ-
ных объектов окружающей среды

оос всего  
обследовано

всего  
выявлено

удельный вес, 
%

пробы воды 340 11 3,14±0,9
смывы с предметов 254 5 1,8±0,6
пищевые продукты 120 5 4,2±0,8

Всего 714 21 2,9±0,5

Таблица 4

инфицированность кампилобактерами  
синантропных птиц и грызунов

виды синантропных 
птиц и грызунов

число  
обследованных

число инфицированных

абс. %

крысы 180 42 23,8±3,1
куры 120 51 42,5±4,5
гуси 25 5 18,4±6,7
утки 36 11 31,0±7,7

Всего 361 109 30,2±2,4

Таблица 5

инфицированность животных кампилобактериозом

животные
число  

обследованных  
животных

число инфицированных  
животных

абс. %

коровы 80 38 48,0±5,6
овцы 48 28 35,0±6,5
телята 64 42 52,4±6,2

Всего 192 108 56,2±3,4
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чем коров. частота выделения кампилобактеров у 
кур была прослежена нами, начиная с яйца до воз-
раста 15 мес. (табл. 6).

как видно, наиболее инфицированы кампило-
бактерами куры 14–15 мес. – (76,4±8,3) %, силь-
но инфицированы и куры 7–8 мес. – (67,0±7,0) %,  
t=1,15, р>0,05. инфицированию подвергаются, хотя 
и в меньшей степени, куры 3–4 мес. – (33,4±6,9) %, 
t=3,32, p< 0,001, смывы с яиц, цыплята 1 день и куры 
1 мес. – от (13,8±6,8) до (15,6±7,7) %, t=0,26, p>0,05.

при изучении инфицированности кампилобак-
терами лиц, находящихся в постоянном контакте с 
животными и птицами, возбудитель был обнаружен у 
1 из 16 работников зоопарка (6,5 %), только у тех, ко-
торые ухаживали за больными животными (табл. 7).

наиболее инфицированы кампилобактерами ра-
ботники птицефермы (16,1±4,8) %, у работников мо-
лочной фермы инфицированность несколько снижа-
ется (14,8±4,8) %, t=0,55, p>0,05. еще больше умень-
шается степень инфицированных лиц, общавшихся 
с больным в очаге кампилобактериоза – (4,0±2,2) %, 
t=1,16, p>0,05.

учитывая сказанное выше можно утверждать, 
что передача возбудителей инфекции при кампило-
бактериозе возможна как от больного человека, так и 
от больного животного только в случае тесного кон-
такта в процессе ухода за ним. Широкая циркуляция 
кампилобактеров у крупного рогатого скота и других 
животных, птиц сопровождается значительной кон-
таминацией кампилобактерами объектов внешней 
среды. несомненно, что при постоянном загрязне-
нии фекалиями, содержащими кампилобактеры, объ-
ектов внешней среды, последние играют роль факто-
ров передачи возбудителей инфекции.

таким образом, на процесс распространения 
возбудителя кампилобактериоза среди сельскохозяй-
ственных птиц влияет комплекс факторов, в их число 
входят условия содержания птиц и занос возбуди-
теля извне (с кормом и т.п.). неудовлетворительные 
санитарно-гигиенические условия в птицефермах и 
высокий уровень инфицированности кур приводит к 
интенсивному загрязнению разных объектов внеш-
ней среды кампилобактерами. поэтому первооче-
редной задачей явился отбор тех объектов, которые 

действительно могут подвергаться загрязнению кам-
пилобактерами, по своим функциональным характе-
ристикам обеспечивать циркуляцию инфекции среди 
людей, животных и птиц.
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Таблица 6

инфицированность кур кампилобактерами  
в зависимости от возраста

возраст кур число исследо-
ванных проб

число инфицированных проб

абс. %

цыплята 1 день 18 2 15,6+7,7
куры 1 мес. 32 8 25,6+7,7
куры 3–4 мес 46 15 33,4+6,9
куры 7–8 мес 38 25 67,0+7,0
куры 14–15 мес 26 20 76,4+8,3
смывы с яиц 25 3 13,8+6,8

Всего 185 73 39,4+3,6

Таблица 7

Выявление кампилобактерий у лиц,  
общавшихся с источником инфекции

социально-хозяйственные  
группы жителей

число 
обследо-
ванных

число инфицированных

абс. %

работники птицефермы 62 10 16,1±4,8
работники молочной фермы 54 8 14,8±4,8
работники зоопарка 16 1 6,5
контактные с больными лица 75 3 4,0±2,2

Всего 207 22 10,6±2.1



42

протективный антиген (па) один из основных 
компонентов сибиреязвенного токсина, который 
играет ведущую роль в патогенезе заболевания. 

твердофазный иммуноферментный метод 
(тиФм) с па широко использовался для опреде-
ления антител в сыворотках животных, людей при 
изучении химических и живых вакцин, а также для 
диагностики сибирской язвы при эпидемических 
вспышках и биотеррористическом акте в сШа 2001 г. 
[13, 14, 16]. эритроцитарные диагностикумы, полу-
ченные на основе па, выделенного из культурально-
го фильтрата различными способами, отличались по 
специфичности и чувствительности [1, 7, 12].

при обнаружении антител к па в сыворотках 
экспериментальных животных, вакцинированных и 
больных сибирской язвой лиц одни авторы указыва-
ют на более высокую чувствительность тиФм, по 
данным других – реакция непрямой гемагглютина-
ции (рнга) и тиФм равноценны, однако отмечена 
нестабильность эритроцитарных диагностикумов, 
полученных с использованием не обработанных 
формалином эритроцитов [1, 12].

в предыдущих работах мы сообщали о выде-
лении из культурального фильтрата токсинпроду-
цирующего штамма B. anthracis сти гель-хромато-
гра фией на сефакриле S-300 доминирующего белка, 
который элюировался в объеме фракции 5 и иденти-
фицирован как протективный антиген (па) [2, 3, 8].

в настоящее время в рФ не зарегистрировано 
сертифицированных эритроцитарных диагностику-
мов и иммуноферментных тест-систем для обнару-
жения антител к протективному антигену [10]. 

цель работы – определить возможность ис-
пользования протективного антигена, выделенного 
гель-хроматографией из культурального фильтрата 

токсинпродуцирующего штамма, для обнаружения 
антител к возбудителю сибирской язвы в рнга и 
тиФм. 

материалы и методы 

антитела к возбудителю сибирской язвы опре-
деляли в 22 сыворотках морских свинок, выживших 
после заражения B. anthracis 81/1, а также в парных 
сыворотках 5 больных кожной формой сибирской 
язвы. сыворотки от выживших животных взяты 
на 21–35-й день после заражения. в качестве отри-
цательного контроля использованы сыворотки 10 
интактных животных и 32 сыворотки практически 
здоровых людей. в качестве контрольного положи-
тельного образца служила гипериммунная кроли-
чья сыворотка (кролик № 903) к фракции 5, которая 
выделена гель-хроматографией из культурального 
фильтрата B. anthracis сти и охарактеризована как 
па [2]. к сывороткам добавляли мертиолат 1:10000, 
инактивировали при 56 °с в течение 30 мин, хранили 
при 4 °с. 

специфическую активность сывороток морских 
свинок и больных людей изучали в реакции иммуно-
диффузии в геле (рид) [11] с культуральными филь-
тратами штаммов: токсинпродуцирующего – B. an-
thracis сти (рхо1+, рхо2–); капсулообразующего – 
B. anthracis Davies(рхо1–, рхо2+); бесплазмидно-
го – B. anthracis 81/1TR (рхо1–, рхо2–), коллекция 
патогенных бактерий волгоград нипчи. 

антигенный эритроцитарный диагностикум по-
лучали с использованием формализированных эри-
троцитов барана, которые перед сенсибилизацией 
обрабатывали алкилсульфатом натрия (асн) [9]. 

рнга и ртнга ставили в микроварианте по 
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протективный антиген, выделенный гель-хро ма тографией с помощью сефакрила S-300 из кФ штамма B. an-
thracis сти, использован для обнаружения антител. чувствительность рнга и тиФм с гипериммунной сыворот-
кой к па соответствовала титрам 1:128000 – 1:256000. специфическая активность рнга c сыворотками 22 мор-
ских свинок, выживших после заражения B. anth ra cis 81/1, была в титре 1:40 – 1:81920, тиФм – 1:160 – 1:81920. 
в сыворотках больных сибирской язвой титры антител обнаружены в рнга в титрах 1:20 – 1:20480, в тиФм 
– 1:800 – 1:12800. отмечено нарастание титра антител в парных сыворотках в зависимости от срока заболевания. 
специфичность рнга подтверждена ртнга с па. оба метода равнозначны для диагностики заболевания, одна-
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общепринятой методике в объеме 100 мкл с 1 % эри-
троцитарным диагностикумом [11]. 

в качестве разводящей жидкости (рж) ис-
пользовали фосфатно-солевой буферный раствор, 
рн 7,2±0,2, (Фбр) с 0,05 мл твин-20 «Serva» (Фбрт), 
5 мг/мл бычьего сывороточного альбумина (бса), 
ту 644-2-278-79, с 1 % формалина. 

при постановке рнга сыворотки титровали в 
разводящей жидкости в равном объеме (по 50 мл), 
к которому добавляли 25 мкл разводящей жидко-
сти и 25 мкл 1 % эритроцитарного диагностикум. в 
ртнга сыворотки титровали как в рнга, во все лун-
ки добавляли 25 мкл па с концентрацией 10 мкг/мл, 
после 30 мин инкубации вносили диагностикум. 

для выявления иммуноглобулинов в тиФм 
использованы антивидовые иммунопероксидазные 
конъюгаты «медгамал», тетраметилбензидин (тмб) 
«Serva» и полистироловые планшеты фирмы «Costar». 
результат учитывали на микропланшетном фотоме-
тре для иммуноферментного анализа Stat Fax 2100 
Awareness Technology оппроб > 0,4, опконтролей < 0,2.

результаты и обсуждение

при изучении в рид с культуральным филь-
тратом токсинпродуцирующего штамма парные сы-
воротки больных кожной формой сибирской язвы, 
полученные на 4–6-е сутки заболевания, иммуно-
преципитаты не образовывали, а сыворотки, взятые 
на 14–16-е сутки заболевания, и контрольная поло-
жительная сыворотка выявляли идентичный антиген 
(рисунок, а). 

сыворотки морских свинок, которым вводили 
неполный адъювант Фрейнда (наФ) по схеме им-
мунизации и выжившие после заражения спорами 
B. anthracis 81/1, реагировали с антигенами фракции 
5 культурального фильтрата токсинпродуцирующе-
го штамма и не выявляли антигены культуральных 
фильтатов бесплазмидного и капсулообразующего 
штаммов, что свидетельствовало о наличии в сыво-
ротках антител к протективному антигену сибиреяз-
венного микроба (рисунок, в). 

сыворотки экспериментальных животных и 
больных сибирской язвой людей исследованы в 
рнга и тиФм.

при получении антигенного эритроцитарного 
диагностикума 10 % формализированные эритроциты 
инкубированы при 45 °с в течение 15 мин с алкил-
сульфатом натрия в конечной концентрации 0,3 %,за-
тем сенсибилизированы различными дозами па.

оптимальная сенсибилизирующая доза для 10 % 
взвеси эритроцитов установлена в концентрации па 
300 мкг/мл белка, для планшет «Costar» – 10 мкг/мл.

чувствительность тиФм и рнга с контроль-
ной положительной сывороткой к па оказалась 
практически одинаковой и соответствовала титрам 
1:128000 – 1:256000. 

при проверке специфичности рнга и тиФм с 
6 сыворотками интактных морских свинок и 4 сы-
воротками морских свинок, получивших наФ, лож-
ноположительные результаты получены в титрах: 
рнга ≤ 1:5, тиФм ≤ 1:80 (оп < 0,4). с 32 сыво-
ротками практически здоровых людей ложнополо-
жительные результаты были в титрах рнга ≤ 1:10, 
тиФм ≤ 1:200 (оп < 0,4). 

диагностический титр для сывороток морских 
свинок и людей установлен соответственно в рнга 
1:10 и 1:20, в тиФм 1:160 и 1:400 (оп > 0,4). 

как следует из обобщенных результатов по из-
учению специфической активности (табл. 1), с 22 
сыворотками не иммунизированных и иммунизиро-
ванных морских свинок, выживших на 21-й и 35-й 
день после заражения различными дозами возбуди-
теля сибирской язвы, получены положительные ре-
зультаты в рнга и тиФм соответственно в титрах 
1:40 – 1:81920 и 1:160 – 1:81920.

с сыворотками людей, больных кожной формой 
сибирской язвы, положительные результаты рнга 
были в титрах 1:20 – 1:20480, в тиФм – 1:800 – 
1:12800. отмечено нарастание титра антител в сыво-
ротках больных в зависимости от срока заболевания 
(табл. 2). 

специфичность рнга подтверждена ртнга с 
па в концентрации 10 мкг/мл, в которой отмечено 
снижение титров: с 1:128000 до 1:2000, с 1:40960 до 
1:320, с 1:5120 до 1:40. 

результаты ртнга свидетельствовали, что на 
сенсибилизированных эритроцитах адсорбирован 
антиген, антитела к которому содержатся в контроль-
ной положительной сыворотке к па, в сыворотках 
зараженных морских свинок и больных сибирской 

реакция иммунодиффузии в геле с сыворотками:
А – больных кожной формой сибирской язвы:  

1 – культуральный фильтрат B. anthracis сти в разведении 1:4;  
2 и 3 – кроличья сыворотка к фракции 5 культурального фильтрата 

B. anthracis сти цельная и в разведении 1:2; 4 и 5 – сыворотки  
больного Ф., взятые на 5-е  и 14-е сутки заболевания; 6 и 7 – сыворотки 
больного г., взятые на 6-е и 15-е сутки заболевания; 8 и 9 – сыворотки  

больного л., взятые на 2-е и 16-е сутки заболевания.  
В – морских свинок, выживших после заражения сибирской язвой:  

1 – фракция 5 (па) культурального фильтрата B. anthracis сти;  
2 – культуральный фильтрат B. anthracis сти; 3 – культуральный 

фильтарт B. anthracis 81/1 TR; 4 – культуральный фильтрат B. anthracis 
Davies; 5 и 6 – сыворотки морских свинок, получивших наФ  

и выживших после заражения B. anthracis 81/1
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язвой людей. 
в результате проведенных нами исследований 

показано, что па, содержащийся во фракции 5, мо-
жет использоваться в рнга и тиФм для обнаруже-
ния сибиреязвенных антител. сыворотка к фракции 
5 содержала антитела к белку молекулярной массы 
84 кда, соответствующей па, который был доми-
нирующим в культуральном фильтрате токсинпро-
дуцирующего штамма и обладал протективными 
свойствами [2, 3, 8]. принадлежность к па белков 
фракции 5 также подтверждают данные рид, где сы-
воротки морских свинок, выживших после зараже-
ния B. anthracis 81/1, содержали антитела к антигену 
фракции 5 и не реагировали с антигенами культу-
ральных фильтратов бесплазмидного и капсулообра-
зующего штаммов, не продуцирующих па. 

наличие антител в сыворотках выживших мор-
ских свинок, которым вводили неполный адъювант 
Фрейнда до заражения, может свидетельствовать о 
последовательном развитии факторов неспецифиче-
ской и специфической резистентности. повидимому, 
предшествующее заражению введение наФ стиму-

лировало фагоцитарную активность, которая на на-
чальных этапах заболевания сибирской язвой игра-
ет немаловажную роль [6, 8]. специфическая рези-
стентность морских свинок подтверждена наличием 
сибиреязвенных антител в сыворотках животных, 
выживших после заражения. 

следовательно, путем активации факторов не-
специфической резистентности, возможно модели-
рование сибиреязвенной инфекции с изучением ди-
намики антител к антигенам B. anthracis при остром 
течении заболевания и в процессе выздоровления 
животных. использование данного метода позволи-
ло получить сыворотки морских свинок, зараженных 
до 2·102 спор B. anthracis 81/1 [4]. 

специфическая активность обоих тестов при ис-
следовании сывороток людей, больных кожной фор-
мой сибирской язвы, и морских свинок, выживших 
после заражения, оказалась практически одинаковой. 
сыворотки людей, больных кожной формой сибир-
ской язвы, содержали антитела, определяемые в рнга 
в титрах 1:20 – 1:20480, в тиФм 1:800 – 1:12800. с 
сыворотками морских свинок, выживших после за-
ражения, титры рнга и тиФм составили соответ-
ственно 1:40 – 1:81920 и 1:160 – 1:81920. 

таким образом, тиФм с па и рнга с эритро-
цитарным диагностикумом, полученным на основе 
стабилизированных формалином эритроцитов, сенси-
билизированных протективным антигеном с исполь-
зованием алкилсульфата натрия в качестве коньюги-
рующего компонента, характеризуются высокой чув-
ствительностью и специфической активностью и мо-
гут использоваться для диагностики сибирской язвы.

Таблица 1

специфичность и специфическая активность рнГа и Тифм  
при обнаружении антител  к Па в сыворотках морских свинок,  

зараженных и не зараженных спорами сибирской язвы

иммунизация заражающая 
доза (сп)

количество 
выживших/ 
зараженных

обратные титры

рнга тиФм

B. anthracis 81/1R 
(рхо1+, рхо2–) 

6·101 3/5 40960 10240
640 1280
1280 2560

6·102 3/5 10240 81920
20480 10240
1280 5120

6·103 1/5 1280 >1280

1-й фракцией* 
B. anthracis 81/1TR 
(рхо1–, рхо2–)

2·103 4/5 10 320
81920 81920
1280 2560
40960 81920

7-й фракцией* 
B. anthracis сти 
(рхо1+, рхо2–)

2·103 4/5 2560 81920
81920 81920
160 160
160 160

5-й фракцией* 
B. anthracis сти 
(рхо1+, рхо2–)

2·104 3/5 81920 81920
81920 81920
20480 81920

введение наФ  
по схеме  
иммунизации

5·101 2/5 10 <80
1280 640

2·102 2/5 160 320
40 320

не заражали 4 ≤5 ≤80

интактные  
животные

не заражали 6 ≤5 ≤80

сыворотка к па, 
кролик № 903

1 128000 256000

примечание :  наФ – неполный адъювант Фрейнда, сп – спо-
ры, * – препараты вводили с наФ.

Таблица 2

специфичность и специфическая активность рнГа и Тифм  
при обнаружении антител к Па в сыворотках людей,  

больных кожной формой сибирской язвы

сыворотки 
больных

дата  
заболевания

дата  
получения 
сыворток

обратные титры

рнга тиФм

Ф 4.09.03 16.09.03 10240 12800
18.09.03 20480 12800

л 16.09.03 18.09.03 20 800
2.10.03 2560 6400

г 3.09.03 9.09.03 20 800
18.09.03 1280 3200

лт* 14.09.09 22.09.08 20 800
13.10.08 40 800

лн* 14.09.09 22.09.08 20 800
13.10.08 160 1600

32 сыворотки 
лиц контроль-
ной группы

04.2005 29 сыв – 5;  
3 сыв – 10

11 сыв – 200; 
21 сыв ≤200

сыворотка 
к па, кролик 
№ 903

06.2002 128000 256000

*более низкие титры антител к па в сыворотках больных лт и 
лн обусловлены антибиотикотерапией, начатой в ранние сроки заболе-
вания.
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учитывая практически одинаковую диагности-
ческую чувствительность и специфичность диагно-
стикума эритроцитарного сибиреязвенного антиген-
ного и иммуноферментной тест-системы для обнару-
жения антител к па, технологичность изготовления, 
стоимость производства эритроцитарного диагно-
стикума, простоту, небольшое время постановки и 
учета результатов рнга и ртнга, предпочтительней 
использование эритроцитарного диагностикума.

список литературы
1. Абалакин В.А., Сергеева Л.В., Черкасский Б.Л. выявление 

специфических антигенов при экспериментальной сибир-
ской язве. журн. микробиол., эпидемиол. и иммунобиол. 1989; 
12:63–7.

2. Баркова И.А., Липницкий А.В., Барков А.М., Евтеева Е.В. 
использование иммуноглобулинов к отдельным внеклеточным 
антигенам Bacillus anthracis сти для идентификации сибиреяз-
венного микроба. биотехнология. 2005; 2: 91–5.

3. Баркова И.А., Алексеев В.В., Липницкий А.В., Барков 
А.М., Буханцова Л.В. продукция белков S-слоя разными штам-
мами Bacillus anthracis. пробл. особо опасных инф. 2008;. 
4(98):29–32.

4. Баркова И.А., Липницкий А.В., Барков А.М. способ по-
лучения иммунной сыворотки к антигенам вирулентного штам-
ма Bacillus antracis. патент № 2252031, опубл. 20.05.2005. бюл. 
№ 14.

5. Бахтеева И.В., Титарева Г.М., Кравченко Т.Б. и др. 
сибирская язва: ранние этапы внутриклеточной стадии развития 
инфекции. мол. генет., микробиол. и вирусол. 2005; 4:3–8.

6. Дубровина В.И., Голубинский Е.П., Колесникова О.Б. 
показатели неспецифической резистентности морских свинок, 
иммунизированных Bacillus anthracis сти-1 и комплексом его 
антигенов. бюл. вснц со рамн. 2004; 1(2):73–6.

7. Леви М.И., Езепчук Ю.В., Неменова М.А. применение 
протективного антигена для реакции пассивной гемагглютина-
ции при сибирской язве. журн. микробиол., эпидемиол. и имму-
нобиол. 1968; 10:132–4.

8. Ермакова И.А., Липницкий А.В., Барков А.М. способ вы-
деления высокомолекулярного соматического сибиреязвенного 
антигена. патент № 2230570, опубл. 20.06.2004. бюл. № 17. 

9. Меньшов П.И., Шмутер М.Ф. подбор оптимальных ме-
тодов формализации эритроцитов для приготовления стойких 
диагностикумов для чумы и бруцеллеза. пробл. особо опасных 
инф. 1969; 6:231–2. 

10. Онищенко Г.Г., Кутырев В.В., редакторы. лабораторная 
диагностика опасных инфекционных болезней. м.: медицина; 
2009. 472 с.

11. Фримель Г., редактор. иммунологические методы. м.: 
медицина; 1987. 472 с.

12. Buchanan T.M., Feeley J.C., Haues P.S., Brachman 
P.S. Anthrax in direct hemagglutination test. J. Immunol. 1971; 
107:1631–6.

13. Ivins B.E., Ezzell J.W., Jemski J. et al. Immunization Studies 
with Attenuated Strains of Bacillus anthracis. Infect. Immun. 1986; 
52:454–8.

14. Jernigan D.B., Raghunathan P.L., Bell B.P. et al. 
Investigation of biotrrorism-related anthrax, United States, 2001: epi-
demiologic findings. J. Emer. Infect. Dis. 2002; 8(10):1019–29. 

15. Johnson-Winegar A. Comparison of enzyme-linked immu-
nosorbend and indirect hemagglution assays for determining anthrax 
antibodies. J. Clinic. Microbiol. 1984; 20(3):357–61. 

16. Little S.F, Knudson G.B. Comparative Efficacy of Bacillus 
anthracis Live Spore Vaccine and Protective Antigen Vaccine against 
Anthrax in the Guinea Pig. Infect. Immun. 1986; 52:509–12.

A.M.Barkov, I.A.Barkova, V.V.Alekseev, A.V.Lipnitskiy, M.Ya.Kulakov

Detection of Antibodies to Protective Antigen  
of Bacillus anthracis Using Indirect Hemagglutination Test  

and Enzime-Linked Immunosorbent Assay

Volgograd Research Anti-Plague Institute 

Protective antigen, isolated by gel chromatography with the help of 
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сибирская язва – острое зооантропонозное за-
болевание, широко распространенное во многих 
странах мира, в том числе на территории россии. 
способность возбудителя этой инфекции – Bacillus 
anthracis – к спорообразованию позволяет ему дли-
тельное время сохраняться в жизнеспособном со-
стоянии в окружающей среде, создавая постоянную 
угрозу возникновения эпизоотий и эпидемий сибир-
ской язвы. кроме того, не исключена вероятность 
использования спор B. anthracis для биотеррористи-
ческих актов. рассылка в сШа в 2001 г. контами-
нированной спорами B. anthracis корреспонденции 
привела к заболеванию одиннадцати и гибели пяти 
человек от легочной формы сибирской язвы. все это 
определяет актуальность исследований, направлен-
ных на совершенствование диагностики сибиреяз-
венной инфекции. 

основой экспериментальных иммунодиагности-
ческих тест-систем, предназначенных для выявле-
ния возбудителя сибирской язвы, чаще всего служат 
антитела к споровым антигенам или к компонентам 
сибиреязвенного токсина [1, 6, 9]. использование 
протеомного анализа позволило установить, что на-
ряду с классическими антигенами, у возбудителя 
сибирской язвы серологической активностью обла-
дают около 50 белков [5]. среди них присутствуют 
и белки поверхностного S-слоя B. anthra cis – Sap и 
EA1. синтез компонентов S-слоя детерминируется 
генами, расположенными на хромосоме B. аnthracis, 
в отличие от сибиреязвенного токсина, кодируемого 
плазмидными генами. установлено, что Sap и еа1 
последовательно присутствуют на клеточной поверх-
ности. в процессе роста возбудителя сибирской язвы 
происходит саморегулируемое переключение от Sap-
S-слоя к еа1-S-слою [7, 8].

целью исследования было получение белков 
S-слоя, а также поликлональных антител к ним и 
оценка возможности их использования в конструи-
ровании диагностических препаратов.

материалы и методы 

Штаммы. в работе использовали 12 штаммов 
сибиреязвенного микроба, 53 штамма близкород-
ственных бацилл (B. cereus – 9 штаммов, B. subtilis – 
15, B. thuringiensis – 15, B. mycoides – 2, B. megate-
ri um – 6, B. mesentericus – 4 и B. licheniformis, 
B. stea ro termophy lus – по 1) и по 1 штамму Yersinia 
pestis, Yersinia pseudotuberculosis, Salmonella typhi 
и Francisella tularensis. все штаммы получены из 
государственной коллекции патогенных бактерий 
«микроб» (саратов) и государственного институ-
та стандартизации и контроля им. л.а.тарасевича 
(москва).

Питательные среды. в качестве питательных 
сред для выращивания бактериальных штаммов ис-
пользовали L-бульон и агар, (Difco, сШа). для вы-
деления белков S-слоя штаммы B. anthracis выращи-
вали на оригинальной среде (S-бульоне), предложен-
ной J.Farchaus et al. [4] и содержащей (г/л): триптон – 
33,0; дрожжевой экстракт – 20,0; L-гис ти дин – 2,0; 
натрия хлорид – 7,4; Na2нро4 – 8,0; кн2ро4 – 4,0; 
глюкозу – 2,0 (pH 7,4).

Лабораторные животные. в работе использо-
вали кроликов массой от 2 до 2,5 кг.

Получение антигенов S-слоя сибиреязвенного 
микроба. выделение и очистку Sap проводили со-
гласно процедуре, описанной J.Farchaus et al. [4]. 

выделение еа1 проводили по модифициро-
ванной методике J.Ezzell и G.Abshire [3]. Штаммы 
B. anthracis выращивали 16 ч с аэрацией при темпе-
ратуре 37 °с в S-бульоне. бульонные культуры цен-
трифугировали в течение 30 мин при 10000 об/мин 
и температуре 5 °с. клеточную массу ресуспенди-
ровали до 0,1 г/мл в экстрагирующем SDS-буфере, 
содержащем 5 ммоль трис-гидрохлорида, 5 ммоль 
2-меркаптоэтанола и 1 % SDS (рн 9,8) и прогрева-
ли на водяной бане 30 мин при температуре 70 °с. 
после центрифугирования супернатант фильтровали 
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через мембранные фильтры (Millipore, сШа) с диа-
метром пор 0,22 мкм. очистку экстракта проводили 
хроматографически с использованием в качестве 
носителя гидроксиапатита (Sigma, сШа). элюцию 
белка еа1 проводили градиентом концентрации фос-
фата фосфатно-солевого буфера. на последнем этапе 
препарат диализовали против бидистиллированной 
воды в течение ночи при температуре 4 °с.

Получение поликлональных антител. иммуни-
зацию кроликов для получения иммунных сыворо-
ток к белкам S-слоя сибиреязвенного микроба про-
водили по трем схемам. схема 1 [4]: антигены S-слоя 
вводили кроликам внутримышечно в дозе 100 мкг 
с полным адъювантом Фрейнда (в объемном соот-
ношении 1:1) трехкратно. интервал между первой 
и второй иммунизацией составил 4 недели, между 
второй и третьей – 5 сут. схема 2: антигены вводили 
кроликам дважды внутримышечно с полным адъю-
вантом Фрейнда и трижды внутривенно в количестве 
100 мкг на одну инъекцию с недельными интервала-
ми. схема 3: очищенные белки в возрастающих дозах 
(40–60–80–100–120 мкг) вводили кроликам дважды 
внутримышечно с полным адъювантом Фрейнда и 
5 раз внутривенно с недельными интервалами. титр 
специфических антител определяли в твердофазном 
иммуноферментном анализе (тиФа). выделение 
специфических антител из иммунных сывороток 
осуществляли путем трехкратного осаждения насы-
щенным раствором сульфата аммония. полученные 
иммуноглобулины освобождали от солевых приме-
сей диализом против 0,9 % раствора натрия хлорида 
в течение ночи при температуре 4 °с.

Постановка иммуноферментных реакций. для 
получения супернатантов штаммы выращивали в 
L-бульоне в течение 16 ч с аэрацией при темпера-
туре 37 °с (до концентрации 1·108 м.кл./мл). клетки 
осаждали центрифугированием в течение 30 мин 
при скорости вращения ротора 10000 об/мин и тем-
пературе 4 °с, а супернатанты стерилизовали через 
мембранные фильтры (Millipore, сШа) с диаметром 
пор 0,22 мкм. для проведения дот-иммуноанализа 
препараты супернатантов или микробных взвесей 
в концентрации 1·108 м.кл./мл (по стандарту мут-
ности) наносили по 3 мкл в десяти- или двукрат-
ных разведениях на нитроцеллюлозную мембрану 
Hybond-C (Amersham, сШа) и инкубировали в рас-
творе 1 % бычьего сывороточного альбумина (бса). 
затем мембрану последовательно инкубировали с 
кроличьими антителами к соответствующему анти-
гену в разведении 1:200, с меченными пероксидазой 
антителами диагностическими против кроличьих 
иммуноглобулинов (медгамал, россия) в разведении 
1:1000. окрашивали мембрану раствором диамино-
бензидина в течение 30 мин, после чего проводили 
учет реакции. 

для постановки тиФа в каждый ряд 96-лу ноч-
ного планшета вносили по 100 мкл исследуемых су-
пернатантов или бактериальных взвесей. после пе-
риода инкубации проводили блокировку свободных 

сайтов 1 % раствором бса. затем в лунки последо-
вательно вносили двукратные разведения кроличьих 
антител к соответствующим антигенам и меченные 
пероксидазой антитела диагностические против кро-
личьих иммуноглобулинов (медгамал, россия) в раз-
ведении 1:1000. в качестве хромогенного субстрата 
применяли ортофенилендиамин. результаты реги-
стрировали с помощью спектрофотометра Multiskan 
Plus Version 2.01 при длине волны 492 нм. 

результаты и обсуждение

паракристаллический S-слой сибиреязвенно-
го микроба состоит из двух протеинов – Sap и еа1. 
белок Sap синтезируется на начальных стадиях ро-
ста микроорганизма, затем в паракристаллической 
решетке происходит его замещение на еа1, сопро-
вождающееся выделением Sap в супернатант. белок 
еа1, напротив, прочно связан с клеточной стенкой 
и в культуральном фильтрате не обнаруживается 
[8]. различия в механизме продукции компонентов 
S-слоя обусловило различные подходы к выбору 
штаммов-продуцентов и выделению интересующих 
нас протеинов.

ранее нами было установлено, что бесплазмид-
ные производные штаммов B. anthracis различаются 
по способности к продукции белка Sap [2]. из девяти 
тестированных бесплазмидных культур сибиреязвен-
ного микроба активными продуцентами белка Sap 
являются только четыре, в том числе производные 
штаммов B. аnthracis Sterne 34F2, B. аnthr acis 71/12. 
ввиду подверженности протеинов S-слоя сибиреяз-
венного микроба протеолитической деградации, в их 
популяциях селектированы протеазодефицитные ва-
рианты – В. anthracis 71/12pfPrt–- и В. anth racis Sterne 
∆TPrt–. данные штаммы по результатам электрофо-
ретических исследований являются эффективными 
источниками белка Sap, они не синтезируют капсулу 
и токсин, характеризуются низкой активностью про-
теолитических ферментов. 

для выделения белка Sap S-слоя сибиреязвенно-
го микроба культуру B. anthracis 71/12pfPrt– засевали 
в S-бульон и инкубировали при температуре 37 °с с 
аэрацией в течение 18 ч. клеточную массу осаждали 
центрифугированием, супернатанты фильтровали. 
хроматографическую очистку проводили с исполь-
зованием различных носителей – сефарозы CL-4B, 
Macro Prep 50Q и гидроксиапатита. выход белково-
го продукта составил 60–80 мг Sap на 1 л исходной 
культуры. 

для выделения белка еа1 использовали штамм 
B. anthracis сти∆T, обладающий сниженной ак-
тивностью протеаз. его культуру выращивали в 
S-бульо не при температуре 37 °с с аэрацией в тече-
ние 16 ч. микробную взвесь центрифугировали, кле-
точную массу ресуспендировали в экстрагирующем 
SDS-буфере и прогревали при температуре 70 °с. 
образовавшийся экстракт клеточных стенок филь-
тровали и диализовали. очищенный препарат еа1 
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получали при помощи ионообменной хроматогра-
фии на гидроксиапатите. выход составил около 80 мг 
протеина еа1 на 1 л исходной культуры. 

протеины, выделенные из штаммов B. anthracis 
71/12pfPrt– и B. anthracis сти∆T, были охарактери-
зованы по молекулярной массе, формируемым пара-
кристаллическим ультраструктурам, аминокислот-
ному составу и расположению на клеточной поверх-
ности и идентифицированы как компоненты S-слоя 
сибиреязвенного микроба – Sap и еа1.

на следующем этапе оптимизировали схему 
иммунизации лабораторных животных для полу-
чения поликлональных антител к белкам S-слоя. 
первоначально антигены S-слоя вводили кроликам 
внутримышечно в дозе 100 мкг с полным адъювантом 
Фрейнда трехкратно с интервалами 4 недели и 5 сут, 
как было предложено J.Farchaus et al. [4] (рисунок, 
схема 1). титры антител к протеинам S-слоя в тиФа 
составили 1:256 – 1:512. изменение графика имму-
низаций за счет дополнительных внутривенных инъ-
екций препаратов и сокращение интервалов между 
ними до 1 недели позволило увеличить титр сыворо-
ток до 1:2000 (рисунок, схема 2). наилучшей же ока-
залась следующая схема: семикратная иммунизация 
кроликов с интервалом в одну неделю возрастающими 
дозами белковых препаратов (от 40 до 120 мкг). пер-
вые две инъекции осуществлялись внутримышечно, 
остальные – внутривенно. разработанная методика 
позволила получить кроличьи антитела к белкам Sap 
и еа1 с титрами – 1:4000 – 1:8000 (рисунок, схема 3).

специфичность поликлональных антител к бел-
кам S-слоя изучали в иФа с культурами B. anth ra cis и 
близкородственных бактериальных видов: B. cereus, 
B. subtilis, B. thuringiensis, B. mycoi des, B. megaterium, 
B. mesentericus, B. licheniformis, B. stearotermophylus, 
а также гетерологичных микроорганизмов: Y. pestis, 
Y. pseudotuberculosis, F. tu la ren sis и S. typhi. для по-
становки реакций использовали бактериальные 
взвеси, начиная от максимальной концентрации  
1·108 м.кл./мл. учитывая то обстоятельство, что бе-

лок Sap выделяется в процессе роста сибиреязвен-
ного микроба в среду культивирования, тестировали 
не только взвеси, но и супернатанты исследуемых 
штаммов, выращенных до той же концентрации ми-
кробных клеток. 

при проведении дот-анализа отмечали положи-
тельную реакцию взаимодействия поликлональных 
анти-еа1 антител возбудителя сибирской язвы со 
штаммами B. anthracis и отрицательную – со штам-
мами Y. pestis, Y. pseudotuberculosis, F. tularensis 
и S. typhi. тестирование бактериальных взвесей 
близкородственных видов (таблица) в трех случа-
ях выявило выраженные перекрестные реакции. 
Штаммы B. cereus 96, B. subtilis 35, B. mesentericus 5 
реагировали с антителами к еа1 до концентраций, 
определенных для культур сибиреязвенного микро-
ба – 1·105 – 1·106 м.кл./мл. неспецифические взаимо-
действия до концентрации 1·107 м.кл./мл обнаружи-
вали еще у 4 штаммов B. cereus. отдельные штаммы 
B. sub tilis – 2, B. mycoides – 1 и B. megaterium – 2 да-
вали положительную реакцию только в концентра-
ции 1·108 м.кл./мл. при использовании взвесей ба-
циллярных штаммов специфичность полученных 
поликлональных кроличьих антител к белку еа1 по 
данным иФа составила около 75 %. в случаях по-
становки дот анализа с поликлональными анти-Sap 
антителами показатель специфичности оказался не-
сколько выше – 83 %. взаимодействие белков S-слоя 
сибиреязвенного микроба как с анти-Sap, так и с 
анти-еа1 антителами объясняется наличием у них 
высокогомологичных участков аминокислотных по-
следовательностей [7]. чувствительность реакций 
находилась в пределах 1·105 – 1·106 м.кл./мл. 

тестирование полученных поликлональных 
антител в иФа (тиФа, дот-анализ) с использовани-
ем супернатантов бактериальных штаммов выявило 
перекрестные взаимодействия лишь у 4 штаммов 
B. cereus и 1 B. subtilis, что составляет около 10 % от 
общего числа штаммов близкородственных бактери-
альных видов, взятых в эксперимент (таблица). 

таким образом, из штаммов-продуцентов бел-
ков S-слоя – В. anthracis 71/12pfPrt–- и B. anthracis 
сти∆T выделены и очищены препараты белков Sap 
и еа1. с помощью разработанной схемы иммуни-
зации получены поликлональные кроличьи анти-
тела к белкам Sap и еа1 в высоком титре. в иФа 
с поликлональными анти-Sap и анти-еа1 антитела-
ми протестировано 69 штаммов различных бакте-
риальных видов, преимущественно бациллярных. 
перекрестные реакции выявлены для отдельных 
штаммов B. cereus, B. subtilis, B. mycoides и B. mega-
te ri um. специфичность поликлональных антител 
к белкам S-слоя возбудителя сибирской язвы в дот-
анализе с различными микробными взвесями соста-
вила от 75 до 83 %, в зависимости от используемых 
антител. при исследовании супернатантов у 10 % 
всех тестированных бациллярных штаммов отмече-
ны перекрестные взаимодействия антигенов с анти-
Sap и анти-еа1 антителами. 

уровень продукции анти-еа1 антител при использовании  
различных схем иммунизации биопробных животных: 

● – схема иммунизации 1;  ■ – схема иммунизации 2;  
▲ – схема иммунизации 3
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результаты исследования в дот-анализе штаммов близкородственных бактериальных видов  
с поликлональными антителами к белкам S-слоя

Штаммы 
близкородственных 

бактериальных 
видов

антитела к белку EA1 антитела к белку Sap Штаммы  
близкородственных 

бактериальных  
видов

антитела к белку EA1 антитела к белку Sap

супернатант взвесь супернатант взвесь супернатант взвесь супернатант взвесь

B. cereus B. thuringiensis
569 - + - - 482/3 - - - -
др-7 - - - - 8а - - - -
336 - - - - 15а - - - -
8 + + - + 351 - - - -
96 + + + + 2090 - - - -
104 + + + + 19/31 - - - -
108 + + + + 482/7 - - - -
1 - - - - 35 v.galeriae - - - -
687 var.alb. - - - - 17/5 - - - -

B. subtilis 48 - - - -
35 + + + + toumanoffi - - - -
36 - - - - 13M v.galeriae - - - -
38 - - - - 10M v.finitimus - - - -
37 - + - + 10B v.finitimus - - - -
168 - - - - tompsoni 11M - - - -
430 - - - - B. megaterium
350 - - - - 5 - + - +
33 - - - - 2 - - - -
IE-20 - - - - 3 - + - -
IE-21 - + - - 6 - + - +
IE-26 - - - - 654 - - - -
IE-4 - - - - 1 - - - -
BD366 - - - - B. mesentericus
BD407 - - - - 5 - + - +
WB600 - - - - 6 - - - -

B. mycoides 66 - - - -
2 - - - - 1277 - - - -
10 - + - - B. licheniformis - - - +

B. stearotermophylus - - - -
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напряженная эпидемическая обстановка, сло-
жившаяся в последнее время в рФ по ряду инфекци-
онных заболеваний, включая туляремию, и неблаго-
приятный прогноз ее развития на ближайшие годы 
диктуют необходимость совершенствования средств 
их диагностики. одним из основных направлений 
совершенствования лабораторной диагностики осо-
бо опасных инфекционных болезней является по-
вышение чувствительности, специфичности и экс-
прессности анализов, проводимых с использованием 
существующих методов.

несмотря на широкое распространение совре-
менных средств диагностики особо опасных инфек-
ций, «золотым стандартом» в медицинской бакте-
риологии до сих пор остается выделение культуры 
возбудителя заболевания на питательных средах.

туляремия – зоонозное природно-очаговое ин-
фекционное заболевание, известное с давних времен, 
характеризующееся различными механизмами и пу-
тями передачи [9]. возбудитель этого заболевания – 
бактерия Francisella tularensis, впервые описанная в 
1912 г. американскими исследователями G.W.мссоу 
и C.W.Chapin [15]. F. tularensis – грамотри цательная, 
неподвижная, не образующая спор, очень мелкая 
коккобактерия с гладкоконтурной оболочкой, раз-
множающаяся, как правило, почкованием [9]. это 
факультативный аэроб, не способный расти на про-
стых питательных средах. в процессе эволюции он 
приспособился к существованию в организме тепло-
кровных животных, где полностью удовлетворяет 
свои пищевые потребности [9]. характерной особен-
ностью возбудителя туляремии является высокая по-
требность в цистине и тиамине [12].

для культивирования и выделения возбудителя 
туляремии первоначально были предложены яичные 
питательные среды, представляющие собой смесь ку-
риного желтка с 0,9 % раствором натрия хлорида или 
молоком и коагулированные при 80 °с [15]. яичные 
среды довольно чувствительны, но непрозрачны, не-
надежны в стерилизации и не подлежат хранению. 
эти отрицательные моменты и явились одной из 
причин попыток замены яичных сред на агаризован-
ные питательные среды. так, м.м.анциферов разра-

ботал питательную среду на основе агара хоттингера 
с добавлением куриного желтка [1]. основываясь на 
том, что возбудитель туляремии прекрасно размно-
жается во внутренних органах животных и человека, 
богатых кровью (селезенка, печень), E.Fransis [12] 
предложил использовать агаризованные питатель-
ные среды с кровью: глюкозокровяной агар, глюко-
зосывороточный агар и, наконец, глюкозокровяной 
агар и глюкозосывороточный агар с добавлением 
цистина, получивший название «шоколадный» агар 
Fransis. C.M.Downs [11] несколько модифицирова-
ла компонентный состав среды, заменив цистин на 
цистеин. среда получила название Glukose Cystein 
Blood Agar. 

в настоящее время всемирная организация здра-
воохранения (воз) [16] рекомендует использовать 
для лабораторной диагностики туляремии следую-
щие питательные среды: Cystine heart agar (CHA); 
Cystine heart agar with blood (CHAB); Cystine heart 
agar base with 9% chocolatized sheep blood; Mueller-
Hinton agar with 1% IsoVitaleX; Thioglycollate-glucose 
blood agar (TGBA); GCII agar base with 1% hemoglo-
bin and 1% IsoVitalex; Buffered charcoal yeast extract 
(BCYE).

в нашей стране для работы с туляремийным 
микробом чаще других использовали предложен-
ный о.с.емельяновой кровяной рыбно-дрожжевой-
глюкозо-цистиновый агар [3]. 

использование сред, содержащих нативную 
кровь, вызывает определенные трудности, в частно-
сти, в полевых условиях. рядом авторов предложено 
в составе питательных сред заменить кровь гемо-
глобином [14], плазмой крови [13] и «черным аль-
бумином» (сухой кровью животных) [6, 8], а также 
экстрактами и гидролизатами крови, гемоглобина, 
черного альбумина [5, 6, 7, 13]. питательные среды, 
состоящие из экстрактов и гидролизатов гемсодер-
жащих продуктов, оказались наиболее удобными в 
работе, т.к. они прозрачны и автоклавируемы.

одной из таких сред является разработанная 
т.п.морозовой, л.в.логачевой прозрачная агаризо-
ванная питательная среда для культивирования и вы-
деления туляремийного микроба [7]. она состоит из 

удк 616.981.455:576.809.33

Т.П.морозова, л.В.Домотенко, м.В.храмов 

оценКа диаГноСтичеСКих СвойСтв прозрачной питателЬной Среды  
длЯ КулЬтивированиЯ и выделениЯ тулЯреМийноГо МиКроБа (Ft-аГара)

ФГУН «Государственный научный центр прикладной микробиологии и биотехнологии»,  
Оболенск

приведены результаты тестирования прозрачной питательной среды для культивирования и выделения ту-
ляремийного микроба сухой (Ft-агар) при выделении Francisella tularensis в модельных опытах и полевых ис-
пытаниях. показано, что Ft-агар обладает хорошими ростовыми и селективными свойствами и может с успехом 
применяться при работе как с чистыми культурами возбудителя туляремии, так и с полевым материалом. среда 
сертифицирована (регистрационный № Фсп 2007/00899). 

Ключевые слова: туляремийный микроб, питательные среды, полевые испытания.
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кислотного гидролизата рыбной муки, экстракта пе-
карных дрожжей, цистеина гидрохлорида, стимуля-
тора роста гемофильных микроорганизмов, тиамина 
гидрохлорида, сернокислых солей магния и натрия, 
пантотената кальция и по своим качествам не усту-
пает кровяным средам.

в Фгун гнц пмб налажен промышленный 
выпуск среды в сухом виде. она зарегистрирована 
как питательная среда для культивирования и выде-
ления туляремийного микроба и имеет коммерческое 
название «Ft-агар» (рег. № Фсп 2007/00899). Ft-агар 
выпускается в виде комплекта, состоящего из сухой 
питательной агаризованной основы, ростовой глюко-
зовитаминной добавки (гвд) и селективной добав-
ки (сд). в состав сд входят кефзол в концентрации 
20 мкг/мл и амфотеррицин – 10 мкг/мл. этот состав 
отличается от комбинации антибиотиков в средах для 
выделения туляремийного микроба, традиционно ис-
пользуемой в рФ (пенициллин – 100–500 мкг/мл, ам-
пициллин – 50 мкг/мл и полимиксин в – 100 ед/мл 
[6, 10]) и от рекомендуемой воз (колистин – 7,5 мг/л, 
амфотеррицин – 2,5 мг/л, линкомицин – 0,5 мг/л, три-
метоприм – 4 мг/л, ампициллин – 10 мг/л [16]).

в литературе описано успешное использование 
Ft-агара для культивирования музейных штаммов 
F. tularensis [10]. среда введена в раздел подготовки 
культуры туляремийного микроба для проведения 
контроля диагностических питательных сред для 
возбудителей туляремии в методических указаниях 
«контроль диагностических питательных сред по 
биологическим показателям для возбудителей чумы, 
холеры, сибирской язвы, туляремии, бруцеллеза, ле-
гионеллеза» [4]. вместе с тем отсутствуют данные об 
использовании Ft-агара при выделении F. tularensis 
из клиничекого материала и объектов окружающей 
среды. 

целью настоящей работы является оценка диа-
гностических свойств Ft-агара при выделении туля-
ремийного микроба в модельных опытах и полевых 
испытаниях. 

материалы и методы

лабораторные испытания проводили на базе 
российского научно-исследовательского противочум-
ного института «микроб» (роснипчи «микроб») 
с участием сотрудников гиск им. л.а.тара се вича 
и роснипчи «микроб», а также в ростовском-на-
дону научно-исследова тель ском противочум ном ин-
ституте. 

Ft-агар готовили в соответствии с методикой, 
указанной на этикетке. в качестве контрольных сред 
использовали среду адэт на основе пептона д с 
добавлением факторов элективности (вФс 42-405-
вс-93) и среду, приготовленную из сухой основы 
питательной среды для культивирования туляре-
мийного микроба (Фс 42-127 вс-88) производства 
иркутского нипчи с добавлением желтков яиц. 

специфическую активность сред оценивали по 

биологическим показателям: чувствительности, ско-
рости роста, прорастанию, стабильности основных 
биологических свойств микроорганизмов и ингиби-
ции [2].

в испытаниях использовали музейные штаммы 
различных подвидов F. tularensis (503/840, 503/862, 
543, Schu, A.Cole, 48, Miura, 24, A-166), авирулентные 
штаммы F. tularensis 38 и F. tularensis 15 гайского, 
восстановленные из лиофилизированного состоя-
ния путем двух пассажей на среде мак коя [15], а 
также штаммы культур-контаминантов (Proteus vul-
garis х-14, Escherichia coli 1015, Bacillus cereus). 
все штаммы были типичными по культурально-
морфологическим, биохимическим и серологиче-
ским свойствам.

полевые испытания проводили при эпизоо-
тологическом обследовании территорий западно-
казах станской области на базе уральской противо-
чумной станции в 1991–1993 гг. (весна–лето) и на 
базе харабалинского противочумного отделения 
астраханской пчс весной 1989 г.

на уральской противочумной станции испыта-
ния Ft-агара проводили на протяжении трех рабочих 
сезонов. материалом для исследования служили су-
спензии клещей в физиологическом растворе. как 
правило, пробы были групповые – по 10–15 клещей 
растирали в фарфоровой ступке, добавляли 1 мл 0,9 % 
раствора хлорида натрия и по 0,1 мл полученной су-
спензии высевали на Ft-агар и на контрольную сре-
ду, в качестве которой использовали среду на основе 
эритрит-агара. оставшуюся суспензию вводили био-
пробным животным – белым мышам. в случае гибели 
биопробных животных делали отпечатки органов (пе-
чень, селезенка, лимфатические узлы, легкие и кровь) 
на испытуемую и контрольную среды. 

на базе харабалинского противочумного отде-
ления в ходе испытаний производили прямой посев 
органов отловленных грызунов и суспензии эктопа-
разитов на Ft-агар и на среду мак коя. всего сделано 
40 групповых посевов эктопаразитов и органов от-
ловленных животных на питательные среды парал-
лельно с постановкой биопробы.

результаты и обсуждение

лабораторные испытания Ft-агара проводили 
в три этапа. на первом этапе при оценке специфи-
ческой активности среды с использованием чистых 
культур туляремийного микроба 3 рас и микробов-
контаминантов получены следующие показатели: 
чувствительность среды – 10 м.кл.; показатель про-
растания исследованных штаммов туляремийного 
микроба на Ft-агаре – 52–72 %; начальный рост куль-
тур F. tularensis отмечен через 60 ч культивирова-
ния в виде типичных колоний в S-форме размером 
0,4–0,5 мм. средний показатель прорастания для ис-
пытуемой среды в 2,6 раза превышал таковой на кон-
трольной среде производства иркутского нипчи. 
ингибирующие свойства среды проявлялись в пода-
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влении роста микробов-контаминантов в концентра-
ции до 1·105 м.к./мл при посеве их в смеси с возбуди-
телями туляремии. подобная картина наблюдалась и 
на среде адэт.

на втором этапе на Ft-агар осуществляли посев 
органов и тканей (селезенки, печени, лимфоузлов, 
легких, крови) лабораторных животных (беспород-
ных мышей), зараженных музейными штаммами 
F. tularensis. бактериологическое исследование орга-
нов зараженных животных проводили по мере их па-
дежа (в течение 15 дней с момента их заражения). в 
результате испытаний установлено, что испытуемая 
среда пригодна для выделения возбудителя туляре-
мии из всех видов органов и тканей павших живот-
ных. культуры туляремийного микроба, выделенные 
на Ft-агаре, обладали типичными культурально-
морфологическими, биохимическими и серологиче-
скими свойствами.

третий этап заключался в анализе среды при им-
митированном посеве смывов из носоглотки людей 
и объектов окружающей среды, инфицированных 
высоковирулентным штаммом F. tularensis 503/840. 
всего исследовано 45 проб. из них на Ft-агаре куль-
тура туляремийного микроба выделена из 42 проб, на 
среде адэт – из 37. показатель ингибиции сопут-
ствующей микрофлоры на Ft-агаре при исследова-
нии смывов из носоглотки составил 99,8–100 %, при 
анализе смывов с поверхностей предметов внешней 
среды – 30–50 %.

при проведении полевых испытаний на базе 
харабалинского противочумного отделения сдела-
но 40 групповых посевов суспензии эктопаразитов 
и органов отловленных животных на Ft-агар и кон-
трольную среду мак коя. в результате на Ft-агаре 
выделена одна культура туляремийного микроба. 
на среде мак коя роста возбудителя туляремии 
не наблюдалось. при посеве отпечатками из селе-
зенки, печени двух павших биопроб получен рост 
туляремийного микроба от одной биопробы как 
на Ft-агаре, так и на среде мак коя. выделенная 
культура обладала типичными для F. tularensis 
культурально-морфологическими, биохимически-
ми и серологическими свойствами. 

при проведении испытаний на уральской пчс 

исследовано 2114 животных и 50355 клещей и сде-
лано 1182 посева на Ft-агар и контрольную среду на 
основе эритрит-агара. 

посев суспензий клещей позволил выявить оди-
наковое число эпизоотических точек. при этом на 
Ft-агаре выделено на две культуры больше. всего на 
Ft-агаре выделено 136 культур F. tularensis, из них 
115 выявлено при прямом посеве суспензии клещей 
и 21 – через биопробу. при параллельном посеве на 
контрольную среду выделено 134 культуры F. tular-
ensis: 113 – из суспензии клещей и 21 – биопробой. 
интенсивность роста туляремийного микроба на Ft-
агаре была более выражена, особенно в тех случаях, 
когда выделяли единичные (до 20) колонии. среднее 
время выявления роста культур на Ft-агаре при пря-
мом посеве материала составило 2–4 сут. 

результаты испытаний Ft-агара на уральской 
пчс представлены в таблице.

по итогам проведенных комплексных испыта-
ний диагностических свойств сухой прозрачной пи-
тательной среды для культивирования и выделения 
F. tularensis (Ft-агар) сделано заключение о хороших 
диагностических свойствах среды и необходимости 
ее использования в практической работе с туляре-
мийным микробом. 

среда проста в приготовлении, не требует внесе-
ния крови или других стимуляторов роста, обладает 
хорошими ростовыми и селективными свойствами, 
сертифицирована (рег. № Фсп 2007/00899). налажен 
ее промышленный выпуск. 

в настоящее время в рамках Федеральной це-
левой программы «национальная система хими-
ческой и биологической безопасности российской 
Федерации» проводятся работы по оптимизации пи-
тательной среды для культивирования и выделения 
туляремийного микроба, готовой к употреблению, 
стерильной во флаконах объемом 100 и 250 мл в ком-
плекте с селективной и стимулирующей добавками 
для работы в полевых условиях, в передвижных ла-
бораториях и др. 

выражаем благодарность т.и.анисимовой, 
и.с.ме щеряковой, в.м.мезенцеву, г.д.харабаджа-
хяну за оказание методической и практической по-
мощи при проведении испытаний.

результаты проведения полевых испытаний на Уральской противочумной станции

период  
исследований

количество  
исследованных 

клещей
сделано 
посевов

выделено шт. F. tularensis

время  
появления 
видимого 
роста, сут

прямой посев  
суспензии сроки  

гибели  
биопроб,  

сут

через биопробу всего выделено  
культур

контрольная 
среда Ft-агар контрольная 

среда Ft-агар контрольная 
среда Ft-агар

1991,  
весна–лето 12361 292 3–5 19 19 5–6 3 3 22 22

1992,  
весна–лето 21954 507 2–3 60 61 7–10 10 10 70 71

1993,  
весна–лето 16040 383 2–4 34 35 3–8 8 8 42 43

Итого 50355 1182 2–4 113 115 5–8 21 21 134 136
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Presented are the results of transparent dry nutrient medium (Ft agar) 
for Francisella tularensis cultivation and isolation testing in the model experi-
ments and field trials. Ft-agar was shown to possess fine growth and selective 
properties. It could be used for work with the pure cultures of tularemia agent 
and with the field material. The medium is certified (the registered number of 
MM is 2007/00899).
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адгезия – общебиологическое свойство всех 
живых клеток, в том числе и микроорганизмов. для 
патогенных бактерий адгезия является одним из 
основных факторов патогенности [9, 10]. микробные 
клетки вакцинных штаммов также должны прикре-
пляться к слизистым оболочкам и покровным тка-
ням, проникать и размножаться в организме хозяина, 
вызывая иммунный ответ. поэтому изучение адге-
зивных свойств бактерий живых вакцин является 
важным направлением исследований современной 
микробиологии. 

известно, что лиганд-рецепторное взаимодей-
ствие микробных и эукариотических клеток зависит 
от морфофункционального состояния их поверхност-
ных структур [4, 11]. у чумного микроба выявлены и 
изучены образования, ответственные за процесс при-
крепления к клеткам хозяина [1, 14, 15]. ранее нами 
было показано, что микробные клетки вакцинного 
штамма Y. pestis EV нииэг обладают выраженной 
адгезивной способностью в отношении эритроцитов 
человека [6]. 

в настоящем сообщении представлены данные 
об адгезивной активности микробных культур Y. pes-
tis EV нииэг, полученных в разные сроки культиви-
рования, на различных питательных средах и темпе-
ратурных режимах выращивания. 

материалы и методы

в работе использовали микробную культуру 
штамма Y. pestis EV линии нииэг, выделенную из 
коммерческой чумной живой сухой вакцины. для 
выращивания микробной культуры применяли раз-
личные питательные среды на основе гидролизата 
рыбной муки (грм-агар), рн 7,2, мясо-пептонный 
агар (мпа) и агар хоттингера (ах), рн 7,2, приго-
товленные в лабораторных условиях. в качестве до-
полнительных ингредиентов в питательные среды 
вносили сульфит натрия (Nа2S03) и генцианвиолет 
(гв). бактерии выращивали при различных темпе-

ратурных режимах (20±1), (28±1) и (37±1) °с в те-
чение 24, 48 и 72 ч, после чего микробные клетки 
суспендировали в 0,9 % растворе хлорида натрия. 
исследования проводили с суспензией микробной 
культуры, соответствующей 1,0 единице оптиче-
ской плотности (оп) при длине волны проходящего 
света 540 нм. 

для получения суспензии эритроцитов исполь-
зовали венозную кровь донора 0(I) Rh+ группы кро-
ви. в качестве антикоагулянта применяли 3,8 % рас-
твор лимонно-кислого натрия (1:10). не позднее 24 ч 
после взятия крови эритроциты трижды отмывали 
десятикратным объемом 0,9 % раствора хлорида на-
трия путем центрифугирования при 1000 об/мин в 
течение 5 мин и ресуспендировали в этом же раство-
ре. конечную концентрацию эритроцитов доводили 
до 1,0·1012/л.

адгезивную активность микробных культур 
определяли с помощью разработанного авторами фо-
токолориметрического метода [8]. в пробирках сме-
шивали по 1,0 мл суспензии эритроцитов и по 2,5 мл 
суспензии бактерий. в качестве контроля использо-
вали пробы, содержащие: 2,5 мл суспензии бактерий 
и 1,0 мл 0,9 % раствора хлорида натрия; 1,0 мл су-
спензии эритроцитов и 2,5 мл 0,9 % раствора хло-
рида натрия. пробы инкубировали на вращающейся 
платформе при (37±1) °с в течение 30 мин, после 
чего центрифугировали при 1000 об/мин в течение 
1,5 мин для осаждения эритроцитов. затем из проб 
отбирали надосадочную жидкость в объеме 2,0 мл, и 
на кФк-2 определяли значение ее оп.

адгезивную способность бактерий оценивали 
по показателю адгезии (па) который рассчитывали 
по формуле:

где па – показатель адгезии, дк1 – оптическая 
плотность надосадочной жидкости в контрольной 
пробе 1, дк2 – оптическая плотность надосадочной 
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при помощи фотоколориметрического метода определены адгезивные свойства клеток вакцинного штамма 
Y. pestis EV нииэг, выращенных в различных условиях. выявлено, что температура культивирования и состав 
питательных сред оказывают существенное влияние на формирование поверхностных структур бактерий, от-
вечающих за их прикрепление к эритроцитам человека. установлено, что наиболее высокий уровень адгезии 
проявляют микробные клетки, выращенные при (28±1) ° с на грм-агаре и агаре хоттингера. показано, что лио-
филизация бактерий Y. pestis EV нииэг, а также отмывание от экстрацеллюлярных метаболитов не влияет на их 
адгезивную способность. полученные результаты позволяют рекомендовать фотоколориметрический метод для 
изучения адгезивной активности микробных культур, составляющих основу живых вакцин.

Ключевые слова: адгезия, бактерии, вакцинный штамм Y. pestis EV, эритроциты.
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жидкости в контрольной пробе 2, доп – оптическая 
плотность надосадочной жидкости в опытной пробе.

в каждой серии опытов выполняли по пять не-
зависимых определений; статистическую обработку 
полученных данных проводили с помощью компью-
терной программы, применяемой при анализе меди-
цинской информации «Biostat 4.03».

результаты и обсуждение

по литературным данным, адгезивные свой-
ства микробных клеток зависят от многих факторов 
и в первую очередь от условий их культивирования 
[4, 9].

поэтому первоначально были изучены адгезив-
ные свойства микробных клеток вакцинного штам-
ма Y. pestis EV нииэг, выращенных на плотных 
питательных средах различного состава. для этого 
определяли показатель адгезии микробных куль-
тур, культивируемых в течение 48 ч при темпера-
туре (28±1) °с на основе гидролизата рыбной муки 
(рн 7,2) и агара хоттингера, которые применяются 
для выращивания Y. pestis, а также мясо-пептонного 
агара, используемого при культивировании других 
микроорганизмов. в качестве дополнительных ин-
гредиентов в питательные среды вносили сульфит 
натрия и генцианвиолет, которые применяют для 
стимуляции роста чумного микроба и ингибирова-
ния посторонней микрофлоры при выращивании 
Y. pestis [1, 5, 14]. показатель адгезии определяли 
с помощью фотоколориметрического метода по от-
ношению эритроцитов человека. в предыдущих 
исследованиях было выявлено, что уровень адге-
зии бактерий Y. pestis EV нииэг зависит от видо-
вой принадлежности эритроцитов и показано, что 
эритроциты людей обладают способностью фик-
сировать на своей поверхности микробные клетки 
вакцинного штамма чумного микроба [7]. кроме 
того, живая чумная вакцина используется для им-
мунизации людей. следовательно, особый интерес 
представляют данные об адгезивных свойствах бак-
терий вакцинного штамма чумного микроба к эри-
троцитам человека.

проведенные исследования показали, что уро-
вень адгезии бактерий, выращенных на грм-агаре и 
ах, был достоверно выше уровня адгезии бактерий, 
выращенных на мпа. очевидно, что мпа являлся 
менее благоприятной средой для формирования ми-
кробными клетками факторов адгезии. при этом до-
бавление в состав мпа дополнительных ингредиен-
тов – Na2SO3 и гв не влияло на показатели адгезии, в 
то время как их включение в состав грм-агара и ах 
приводило к статистически значимому повышению 
адгезивности микробных культур. вероятно, входя в 
состав питательных сред, благоприятных для синтеза 
адгезинов бактерий, эти компоненты способствовали 
еще большей их экспрессии. 

далее исследовали влияние температуры и про-
должительности выращивания бактерий на уровень 

адгезии (рис. 1). наиболее высокие значения па ре-
гистрировали в случае выращивания микробных кле-
ток при температуре (28±1) °с. при этом у 24- и 48-
часовых культур величина па составляла 76–80 %, 
а у 72-часовых достоверно (P < 0,05) снижалась до 
уровня 64 %. значения па микробных клеток, куль-
тивируемых при (20±1) °с находились в пределах 
57–62 %, при (37±1) °с – 12–19 %.

из литературы известно [5], что при темпера-
туре культивирования (28±1) °с у клеток Y. pestis 
EV нииэг выявляется два дополнительных белка, 
которые не образуются при температуре (37±1) °с. 
можно предположить, что именно эти белки игра-
ют определенную роль в прикреплении бактерий к 
эритроцитам человека. согласно данным [12], адге-
зин чумного микроба (белок рн6 антиген) экспрес-
сируется только в диапазоне температур 35–41 °с и 
кислых условиях среды. однако полученные нами 
результаты исследований показали, что высокие 
адгезивные свойства проявляют микробные клетки 
Y. pestis EV нииэг, выращенные при относительно 
низкой температуре и нейтральном рн. это свиде-
тельствует о наличии у чумного микроба, вероятно, 
и других адгезинов.

в последние годы появились сообщения о нали-
чии у бактерий надоболочечных белковых структур 
[2, 3, 13]. S-cлой выявлен и изучен у чумного ми-
кроба, имеются данные о его участии в прикрепле-
нии клеток Y. pestis к различным поверхностям [3]. 
поэтому на следующем этапе исследований было из-
учено влияния экстрацеллюлярных метаболитов на 
способность бактерий прикрепляться к эритроцитам 
человека. для этой цели определяли степень адгезии 
микробных клеток, дважды отмытых 0,9 % раство-
ром хлорида натрия путем центрифугирования при 
4000 об/мин в течение 10 мин, и клеток, смытых 
с питательных сред без последующего отмывания 
(рис. 2). 

из данных, представленных на рис. 2, видно, 
что удаление надоболочечных структур бактерий не 
приводило к статистически значимым изменениям 
па. следовательно, экстрацеллюларные субстанции 
не оказывают влияния на адгезию бактерий Y. pestis 
EV нииэг к эритроцитам человека.

на заключительном этапе работы были проведе-
ны исследования по изучению влияния процесса ли-

рис. 1. показатели адгезии штамма Y. pestis EV нииэг  
в зависимости от температуры и продолжительности  

выращивания микробных клеток:
 – (20±1) °с,  – (28±1) °с,  – (37±1) °с
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офилизации на адгезивные свойства штамма Y. pestis 
EV нииэг. для этого определяли па микробной 
культуры, выращенной на грм-агаре с гв и су-
спендированной в 0,9 % растворе натрия хлорида, и 
культуры, полученной в результате разведения чум-
ной живой сухой вакцины 0,9 % раствором натрия 
хлорида. в одном варианте эксперимента клетки, 
приготовленные из лиофилизированного состояния, 
дважды отмывали от стабилизаторов путем центри-
фугирования при 4000 об/мин в течение 10 мин, а 
в другом – применяли без отмывания. установили, 
что значения па микробных клеток, выращенных 
на питательной среде и полученных из лиофильно-
высушенного состояния, статистически значимо 
друг от друга не отличались (рис. 3). полученные 
данные свидетельствовали о сохранении адгезивной 
способности клеток штамма при их лиофилизации в 
процессе производства вакцины.

таким образом, установили, что на адгезивные 
свойства бактерий Y. pestis EV нииэг в отношении 
эритроцитов человека оказывают влияние состав 
среды, температура культивирования и, в незначи-
тельной степени, продолжительность выращивания. 
лиофилизация микробных клеток не сказывается на 
их способности взаимодействовать с эритроцитами. 
следовательно, условия, применяемые для получе-
ния клеток штамма при производстве живой сухой 
чумной вакцины (выращивание при (28±1) °с в тече-
ние 48 ч на ах, лиофилизация) [12], являются благо-
приятными для сохранения и проявления у чумного 
микроба адгезивной активности.

установлено, что экстрацеллюлярные метабо-
литы не влияют на адгезивность штамма Y. pestis EV 
нииэг. очевидно, что в процессе взаимодействия 
бактерий с эритроцитами человека участвуют по-
верхностные структуры их клеточной стенки.

проведенные исследования показали высокую 
чувствительность и информативность фотоколори-
метрического метода оценки адгезии и возможность 
его использования для изучения адгезивных свойств 
бактерий, входящих в состав живых вакцин, а так-

же для выбора оптимальных условий приготовления 
препаратов для иммунизации людей и животных.
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рис. 3. показатели адгезии клеток Y. pestis EV нииэг,  
выращенных на питательной среде, а также полученных  

из лиофилизированного состояния 

рис. 2. влияние отмывания клеток Y. pestis EV нииэг  
от внеклеточных метаболитов на их адгезивную способность  

в отношении эритроцитов человека:
 – отмытые микробные клетки,  – микробные клетки без отмывания
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The Influence of Growth Conditions of Yersinia pestis EV NIIEG 
Strain on Its Adhesion Properties
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Adhesion properties of vaccine Y. pestis EV NIIEG strain cells, cul-
tivated in different conditions, were identified by photocolorimetric method. 
It was elucidated that the temperature of cultivation and the composition of 
nutrient media influence essentially the formation of surface structures of bac-
teria responsible for attachment to human red blood cells. The highest level 
of adhesion was demonstrated by the microbial cells cultivated at (28±1) °C 
on GRM-agar and Hottinger agar. Liophilisation of Y. pestis EV NIIEG cell 
as well as washing off extracellular metabolites did not affect the adhesion 
property of bacteria. The results received enabled to recommend the photo-

colorimetric method for study of adhesion activity of microbial cultures which 
were the basis of live vaccines.

Key words: adhesion, bacteria, vaccine strain Y. pestis EV, erythro-
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бешенство является одной из важнейших про-
блем отечественного здравоохранения. его эпидеми-
ологическая значимость определяется абсолютной 
летальностью, повсеместным распространением, 
прямой связью с заболеваниями среди животных, 
уровнем социально-экономического развития госу-
дарства и оказанием антирабической помощи насе-
лению [5, 6, 11, 18]. для экстренной профилактики 
заболевания людей гидрофобией при тяжелых уку-
сах бешеными или подозрительными на бешенство 
животными применяют антирабический иммуногло-
булин в сочетании с антирабической вакциной [12, 
13, 19, 20, 26, 27].

в 2009 г. исполнилось пять лет серийного произ-
водства гетерологичного антирабического иммуно-
глобулина в роснипчи «микроб». предпосылками 
для организации производства препарата послужили 
ряд причин, главные из них – резкий подъем заболе-
ваемости бешенством практически во всех регионах 
россии в 90-х годах XX века и отсутствие в стране 
производства препарата. так, если до 80-х годов про-
шлого столетия число лиц, ежегодно обращающихся 
за антирабической помощью, не превышало 200 тыс., 
то к 90-м годам и по настоящее время эта цифра ста-
бильно превышает 400 тыс., примерно половина из 
этого числа получает курс антирабического лечения 
[14, 15, 25]. 

на сегодняшний день выпущено 80 серий анти-
рабического иммуноглобулина общим объемом око-
ло тысячи литров без брака и рекламаций (рисунок). 
однако это количество препарата не может в полной 
мере удовлетворить потребность учреждений здраво-
охранения, что свидетельствует о востре бованности 
производства иммуноглобулина и необходимости 
увеличения объемов его выпуска. подтверждение 
этому – решение коллегии Федеральной службы 
роспотребнадзора от 25.09.2009 г. «актуальные 
вопросы организации надзора за бешенством в 
российской Федерации» [1].

биотехнологическая схема получения препарата 

включает в себя следующие этапы: приготовление 
органо-тканевого рабического антигена для имму-
низации продуцентов на основе фиксированного 
вируса бешенства штамма «москва 3253»; гипер-
иммунизация лошадей; получение антирабической 
сыворотки; фракционирование антирабической сы-
воротки с целью удаления балластных белков; осаж-
дение гамма-глобулина; получение жидкого имму-
ноглобулина; очистка и ультрафильтрация жидкого 
иммуноглобулина; стабилизация, депирогенизация 
и стерилизация иммуноглобулина; розлив и запайка 
ампул с препаратом; контроль готового препарата на 
производстве, в обтк и в лаборатории бешенства и 
оспы гиск им. л.а.тарасевича в москве.

технологический процесс занимает около 6 ме-
сяцев от начала работы с продуцентами до сдачи пре-
парата на склад.

действующая в институте система управления 
качеством, представленная отделом биологического 
и технологического контроля и отделом стандарти-
зации, качества и метрологии, гарантирует прове-
дение технологических процессов в безусловном 
соответствии нормативным требованиям и стандар-
там, распространяющимся как на сырье, вспомога-
тельные материалы, так и на технологические про-
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цедуры. каждая серия препарата проходит тести-
рование в специализированной лаборатории гиск 
им. л.а.тарасевича в москве. 

Фактические данные в сравнении с регламенти-
рованными, полученные за пять лет серийного произ-
водства иммуноглобулина, представлены в табли це. 
стабильные параметры качественных характеристик 
выпускаемого препарата позволяют делать вывод о 
технологичности и воспроизводимости производ-
ственного процесса. 

о высокой степени проявления защитных 
свойств иммуноглобулина при формировании пас-
сивного иммунитета у пациентов свидетельствует 
важнейший показатель качества препарата – специ-
фическая активность, фактическая величина которой 
(340 ме/мл) значительно превосходит регламенти-
рованное значение.

об эффективности риванол-спиртового мето-
да выделения гамма-глобулина из иммунной сыво-
ротки свидетельствуют результаты электрофореза. 
выпускаемый препарат характеризуется практиче-
ски 100 % содержанием фракции гамма-глобулина 
без примесей альбумина, хотя по Фсп допускается 
наличие α- и β-глобулинов до 20 %. 

кроме показателей, указанных в таблице, препа-
рат иммуноглобулина контролируют по таким параме-
трам, как описание, подлинность, отсутствие механи-
ческих включений, герметизация, токсичность, отсут-
ствие остаточного риванола, стерильность – в общей 
сложности 15 контрольных тестов. все показатели 
выпускаемого препарата полностью соответствуют 
требованиям фармакопейной статьи на препарат. 

при развертывании производства антирабиче-
ского иммуноглобулина в роснипчи «микроб» 
воспроизведена риванол-спиртовая технология 
фракционирования антирабической сыворотки [2, 
7], однако финишные этапы очистки и стерилизации 
иммуноглобулина значительно модернизированы 
в связи с внедрением в производство современных 
технологий ведения баромембранных процессов [10, 
17]. несомненно, повышение качества иммуноглобу-
лина во многом зависит от совершенствования тех-
нического уровня и внедрения в производство про-

грессивных технологий. качество очистки препарата 
определяет степень его безопасности для пациента. 
по данным воз, современные высокоочищенные 
препараты гетерологичного антирабического имму-
ноглобулина характеризуются проявлением побоч-
ных реакций лишь в 1–2 % случаев [28, 29].

сегодня, в связи с интенсивным развитием фар-
мацевтических технологий, в том числе фильтраци-
онных, линейка продукции фирм-произво дителей 
фильтрационных материалов и оборудования на-
столько разнообразна, что позволяет подобрать опти-
мальный вариант системы фильтрации и решить са-
мые сложные задачи по очистке и стерилизации им-
муноглобулина. 

выбор оптимальной системы фильтрации пред-
ставляет собой определение четких позиций по сле-
дующим вопросам: определение фильтрационных 
задач; выбор фильтрующего материала; выбор типа 
фильтрующего элемента; выбор фильтродержателя; 
определение критичности фильтрационного узла. 

какие же фильтрационные задачи требуют ре-
шения при производстве иммуноглобулина? первая – 
удаление из раствора гамма-глобулина остаточного 
количества мельчайших частиц риванола или про-
ведение осветляющей фильтрации [9]. так называе-
мый «ситовый» механизм удержания частиц в дан-
ном случае не может обеспечить высокого ресурса 
работы фильтра мембранного типа и наилучшим 
материалом для решения этой задачи как с техноло-
гической, так и экономической точки зрения являет-
ся фильтровальный картон на основе целлюлозного 
волокна, обладающий высокой сорбционной способ-
ностью. Фильтрование через пластины картона про-
водится перед этапом осаждения гамма-гло булина, и 
данный тип фильтрации относится к фильтрации с 
глубинным механизмом. 

вторая фильтрационная задача – проведение 
предварительной фильтрации с целью удаления из 
жидкого иммуноглобулина коллоидных или взвешен-
ных частиц размером от 0,2 мкм и более. для этих 
целей в роснипчи «микроб» используют патрон-
ные мембранные элементы «технофильтр» марки 
эпм.к на основе полиамидной мембраны (россия). 
полиамиды занимают одну из лидирующих позиций 
в производстве мембран для микрофильтрации, что 
обусловлено комплексом присущих им свойств – 
гидрофильностью, биологической инертностью, 
стойкостью к действию многих растворителей [22]. 
Фильтроэлементы имеют общепринятую в мировой 
практике конструкцию в виде цилиндра, состоящего 
из гофрированной мембраны в два слоя, расположен-
ной между двумя слоями полипропиленового полот-
на. за счет гофрирования мембраны обеспечивается 
значительное увеличение эффективной площади 
фильтрации. для удаления из жидкого иммуногло-
булина коллоидных частиц размером от 0,45 мкм и 
более в производстве используют фильтроэлементы 
эпм.к-0,80/0,45 с двумя слоями мембраны – первая 
с размером пор 0,80 мкм, вторая – 0,45 мкм. далее для 

Показатели качества гетерологичного антирабического  
иммуноглобулина 

показатель качества требования 
Фсп 42 0020441303

Фактические  
результаты  

(значение медианы)
прозрачность не более 0,05 0,012
цветность не более 0,15 0,0355
рн от 6,6 до 7,4 6,915
содержание белка, % от 9 до 11 9,4
содержание спирта, % не более 4,5 2,75 
пирогенность, °с не более 1,4 0,9 
специфическая  
активность, ме/мл

не менее 150 340 

электрофоретическая 
однородность

Фракция γ-глобулина – 
не менее 80 %; наличие 
примесей α, β- глобу-
линов – не более 20 %. 
альбумин должен от-

сутствовать

Фракция γ-глобулина – 
100 %. альбумин от-

сутствует
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удаления более мелких коллоидных частиц и микро-
организмов размером от 0,22 мкм следует патронная 
фильтрация через элементы эпм.к-0,45/0,20 с дву-
слойной мембраной с размером пор 0,45 и 0,20 мкм. 

казалось бы, такая технологическая цепочка, 
состоящая из предварительной через мембраны 0,80 
и 0,45 мкм и конечной стерилизующей (0,20 мкм) 
фильтраций, вполне обеспечивает очистку жидкого 
иммуноглобулина от коллоидных загрязнений и его 
стерильность, однако далеко не все фильтрационные 
задачи решены с помощью патронной мембранной 
микрофильтрации.

следующей фильтрационной задачей является 
максимальная очистка жидкого иммуноглобулина от 
нежелательных низкомолекулярных примесей, среди 
которых остатки спирта, применяемого для фракцио-
нирования, остатки гемпигмента. 

для удаления остатков спирта из препарата не-
обходим этап ультрафильтрации или диализ. ранее 
для проведения диализа в производстве иммуногло-
булина успешно применяли разделительный ультра-
фильтрационный волоконный аппарат с мембранами 
из полисульфона. после ликвидации предприятия-
изготовителя этих аппаратов и невозможностью их 
приобретения нами апробирована аналогичная колон-
ка марки «миФил» (беларусь) также с мембранами 
из полисульфона. этот материал мембран наиболее 
предпочтителен, поскольку обладает повышенной 
устойчивостью к щелочам, кислотам, моющим аген-
там. несмотря на достоинства используемых ранее 
разделительных аппаратов, их использование требо-
вало тщательно подобранных режимов санитизации, 
консервирования и расконсервирования, контроля 
целостности мембран, что повышало трудозатраты 
при проведении процесса диализа. для устранения 
подобных проблем нами были испытаны одноразовые 
диализаторы «Fresenius» F10HPS и FX100 (германия), 
поставляемые в стерильном виде. к явным преиму-
ществам диализаторов «Fresenius» относятся: одно-
кратное применение, высокая удельная производи-
тельность, обеспечивающая компактность аппаратов. 
диализаторы F10HPS изготовлены на основе хорошо 
зарекомендовавшей себя полисульфоновой мембра-
ны, а FX100 – на основе мембраны из новейшего 
геликсона. преимущества улучшенной диализной 
мембраны из геликсона заключаются в том, что при 
производстве этой мембраны используется новая тех-
нология контролируемого на наноуровне вытягива-
ния волокна, создающая заданную структуру пор и 
их равномерное распределение по внутреннему слою 
мембраны. это гарантирует эффективность процесса 
диализа. кроме этого, в новом дизайне диализатора 
FX100 нашла применение сшивка деталей корпуса с 
применением инновационной лазерной технологии. 
одноразовые диализаторы как нельзя лучше вписыва-
ются в концепцию GMP, следуя которой, мы должны 
выстроить однонаправленный поток фильтрационных 
материалов, где не будет места процессам отмывки и 
очистки фильтров для повторного использования. при 

проведении диализа для циркуляции двух встречных 
потоков – препарата и физиологического раствора в 
роснипчи «микроб» используют стандартные пери-
стальтические насосы MasterFlex производства сШа 
с регулируемым уровнем подачи жидкости. 

проведение диализа позволяет снизить уровень 
содержания спиртосодержащих компонентов с уров-
ня 6–7 до 2–3 %, что ниже предельно допустимого 
по Фсп значения – 4,5 %. данный показатель имеет 
немаловажное значение для сохранения стабильно-
сти свойств, поскольку наличие остаточного спирта в 
готовом препарате может вызывать агрегацию имму-
ноглобулина, а именно агрегаты в препаратах имму-
ноглобулина способствуют проявлению различных 
побочных анафилактоидных реакций [16].

задача удаления возможных остатков гемпиг-
мента для улучшения цветности препарата решена 
нами следующим образом.

первоначально для улучшения показателей цвет-
ности и прозрачности препарата был апробирован 
активированный уголь, применение которого имеет 
место в фармацевтической промышленности из-за 
огромной площади его поверхности – более 500 м2/г 
[24]. использовали активированный уголь раститель-
ного происхождения двух разновид но стей – порошко-
образный на древесной основе и гранулированный на 
основе кокосовой скорлупы. активированный уголь 
засыпали в реактор на одном из этапов фракциониро-
вания. однако ни одна из марок угля не была внедрена 
в производство в силу нескольких существенных не-
достатков: риск для персонала и, как следствие, необ-
ходимость использования защитных средств от вды-
хания угольной пыли, взрывоопасность при высоких 
плотностях, возникшие проблемы с очисткой оборудо-
вания и всего помещения от мельчайших частиц угля. 
тем не менее, не отказавшись от идеи использования 
активированного угля для очистки препарата, мы наш-
ли ее воплощение в применении фильтрующих пла-
стин ZetaCarbon марки CUNO (Франция), материал 
которых обеспечивает два различных механизма сорб-
ции – электрокинетического за счет зета-потенциала 
и сорбции на развитой поверхности высококачествен-
ного активированного угля [24]. это фильтрация глу-
бинного типа. дополняющие друг друга механизмы 
сорбции значительно улучшают показатель цветности 
препарата. 

пожалуй, одна из самых сложных фильтрацион-
ных задач в производстве иммуноглобулина – удале-
ние из препарата пирогенов – продуктов, вызываю-
щих в организме пациента повышение температуры. 
сотни веществ обладают эффектом пирогенности 
– белки, липиды, токсины, продукты жизнедеятель-
ности бактерий, неорганические соединения, кол-
лоиды и другие, но в области контроля качества 
инъекционных лекарственных средств наибольшее 
практическое значение имеют бактериальные эндо-
токсины, являющиеся фрагментами внешней стенки 
грам отрицательных бактерий. для развития лихо-
радочного приступа достаточно присутствия бакте-
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риальных эндотоксинов в растворе в концентрации  
1 нг/мл. другие пирогены менее активны, и для раз-
вития пирогенного эффекта их концентрация должна 
быть в 1000 раз больше. трудность удаления эндо-
токсинов обусловлена, во-первых, их термоустойчи-
востью – они не разрушаются при обычных режимах 
стерилизации, следовательно, при гибели бактери-
альной клетки сохраняется пирогенный эффект, во-
вторых, крайне малыми размерами – пирогены спо-
собны фильтроваться через мембраны с размерами 
пор до 0,001 мкм. однако есть одно свойство у пиро-
генов, которое лежит в основе их удаления – наличие 
поверхностного отрицательного заряда. 

максимально эффективно удалить пирогены в 
наших условиях позволяют как глубинные фильтры 
CUNO – ZetaCarbon, о которых говорилось выше, так 
и специально адаптированные для удаления пироге-
нов фильтры ZetaPlus с основой из целлюлозы и диа-
томита также с двойным механизмом сорбции – за 
счет зета-потенциала и сорбции в глубине матрик-
са. если коснуться истории, можно отметить, что 
глубинные фильтры семейства ZetaPlus пришли на 
смену асбесто-целлюлозным фильтрам, которые ши-
роко использовались до 60-х годов прошлого столе-
тия в фармацевтической промышленности. в конце 
60-х годов хронический контакт с асбестовой пылью 
был признан существенно вредным, а жидкости, от-
фильтрованные на асбестовых фильтрах, потенци-
ально опасными для здоровья. в 1973 г. был наложен 
официальный запрет на использование асбестовых 
фильтров в производстве препаратов для инъекций. 
глубинные фильтры ZetaPlus состоят из целлюлозы, 
диатомита и связующей смолы, положительно заря-
женные молекулы которой химически связываются с 
компонентами матрикса и образуют фильтрационный 
материал со множеством положительно заряженных 
микроловушек. двухфакторный механизм задержа-
ния пирогенов – механическое просеивание через 
поры в глубине фильтра и электрокинетическая ад-
сорбция – позволяют считать эти фильтры оптималь-
ными при очистке иммуноглобулина от пирогенов. 
применение глубинных фильтров CUNO позволяет 
привести показатель пирогенности в соответствие с 
требованиями фармакопейной статьи при определе-
нии биологическим методом на кроликах.

в технологической цепочке очистки иммуно-
глобулина остался последний этап – стерилизующая 
фильтрация иммуноглобулина, технологический узел 
с наивысшей степенью ответственности. статус этой 
позиции влечет за собой и особые требования к типу 
и материалу фильтра. для стерилизующей филь-
трации фармацевтических препаратов в качестве 
финишных фильтров используют исключительно 
мембранные фильтры, которые могут быть как дис-
ковыми, так и патронными. почему? до крупномас-
штабного внедрения мембран для стерилизации ле-
карственных средств в фармпроизводстве применяли 
глубинные фильтры различных конструкций. хотя в 
настоящее время известны глубинные фильтры, ко-

торыми можно извлекать из жидкостей частицы раз-
мером менее 1 мкм, они имеют ряд ограничений по 
сравнению с мембранными. нестабильная матрица 
глубинных фильтров, а главным образом то, что их 
работу нельзя подвергнуть проверке на целостность, 
является существенным недостатком и приводит 
к невозможности их использования на финишных 
стадиях очистки в критических сферах применения. 
для работ, проводимых в соответствии с GMP, стери-
лизующие фильтры необходимо подвергать проверке 
на целостность до и после фильтрации, чтобы гаран-
тировать, что использованные в каждом конкретном 
случае производственные фильтры соответствуют 
спецификациям изготовителя и не были повреждены 
в результате стерилизации или других непредвиден-
ных событий в процессе их использования [4].

каким же требованиям должен отвечать мате-
риал мембраны для стерилизующей фильтрации? 
после того, как в многочисленных исследовани-
ях специалистами-биотехнологами было показано, 
что микропористые фильтры размером пор 0,2 мкм 
способны эффективно задерживать микроорганиз-
мы, большее внимание стали уделять другим факто-
рам, которые могут влиять на производительность 
фильтрации – к таким, например, как способность 
связываться с белками, совместимость с фильтруе-
мым продуктом [8, 23]. продукт не должен изменять 
фильтрационных свойств и эффективность удаления 
микроорганизмов, а мембрана, в свою очередь, не 
должна выделять в фильтрат сколько-нибудь значи-
тельного количества веществ, а также сорбировать 
на себе вещества из фильтрата. 

всем этим требованиям отвечают применяемые 
нами на финишной ступени фильтрационного каска-
да дисковые фильтры из ацетата целлюлозы с раз-
мером пор 0,22 мкм с эффективностью удержания 
частиц 99,996 %. применение данного типа мембран 
не приводит к потере белка в препарате, данный тип 
фильтра обладает гидрофильностью, термостабиль-
ностью – предварительное автоклавирование при 
температуре 120 °с не изменяет механические и 
структурно-фильтрационные характеристики мем-
браны, что обеспечивает стабильное удаление ми-
кророрганизмов из препарата.

таким образом, научный подход к решению филь-
трационных задач, а именно изначально четкое форму-
лирование технического задания для подбора системы 
с учетом стадии процесса и критичности фильтраци-
онного узла, выбор фильтрующего материала и типа 
фильтрующего элемента, выбор типа фильтродержа-
теля и фильтрационной системы, обеспечивающей 
минимизацию потерь, обусловил создание в произ-
водстве антирабического иммуноглобулина системы 
каскадной фильтрации. она состоит из нескольких 
баромембранных процессов: предфильтрация через 
пластины фильтровального картона, предфильтра-
ция через патронные мембранные элементы с двумя 
типами размера пор на мембране, ультрафильтрация 
на современных диализаторах на основе полисульфо-



Проблемы особо опасных инфекций, вып. 105, 2010

62

новой или геликсоновой мембран, фильтрация через 
глубинные фильтры ZetaCarbon и ZetaPlus, конечная 
стерилизующая фильтрация через ацетатцеллюлоз-
ные мембраны 0,22 мкм. данная система фильтрации 
позволяет получить стерильный антирабический им-
муноглобулин, максимально очищенный от риванола, 
гемпигмента, пирогенов, остатков спирта, что в сово-
купности с биологическими показателями характери-
зует высокое качество выпускаемого препарата. 

в последние 5 лет в производство иммуноглобу-
лина активно внедряется стратегия GMP, гарант каче-
ства выпускаемого лекарственного средства [3, 21]. 
данная концепция стимулировала разработку алго-
ритма и проведения таких мероприятий, как валида-
ция оборудования, технологических процессов, ана-
литических методик, составления досье на каждую 
серию препарата, включающего протоколы производ-
ства. концепция GMP влечет за собой и такие значи-
тельные положительные изменения, как проектировка 
и постройка «чистых помещений», запуск автомати-
ческой линии по розливу, запайке и этикетировке пре-
парата, внедрение системы анализа рисков на произ-
водстве и многое другое, способствующее развитию 
производства антирабического иммуноглобулина.

таким образом, воспроизведенный риванол-
спиртовый способ выделения антирабического им-
муноглобулина в комплексе с высокотехнологичны-
ми современными методами ведения баромембран-
ных процессов при очистке препарата позволяют 
получать высокоочищенный, качественный, эффек-
тивный препарат для постэкспозиционной профи-
лактики бешенства. 

список литературы
1. актуальные вопросы организации надзора за бешен-

ством в российской Федерации. Федеральная служба по надзо-
ру в сфере защиты прав потребителей и благополучия человека. 
http://rospotrebnadzor.ru/press_center/press/10168.

2. Воронин Е.С., редактор. биотехнология. спб.: гиорд; 
2005. 792 с. 

3. гост р 52249-2004 «правила производства и контроля 
качества лекарственных средств». м.; 2004. 217 с.

4. Граф Е.-Г., Геерлигс Г. аспекты валидации стерилизую-
щей фильтрации в процессе асептического производства фарма-
цевтических препаратов. в кн. производство лекарств по GMP. 
м.; 2005. с. 132-137.

5. Груздев К.Н., Недосеков В.В. бешенство животных. м.: 
аквариум; 2001. 304 с. 

6. Еремин В.И., Красильникова Н.Н., Заяц Н.А.. 
эпизоотологическая ситуация по бешенству в саратовской об-
ласти. в кн.: социальные проблемы медицины и экологии чело-
века. матер. всерос. науч.-практ. конф. саратов: изд-во сарат. 
мед. ун-та; 2009. с. 104–6.

7. Карпов С.П., Прегер С.М., Синельников Г.Е. и др. 
гипериммунные сыворотки. томск: изд-во томского ун-та; 1976. 
378 с.

8. Комиссаров А.В., Комоско Г.В., Лещенко А.А. и др. 
изучение процесса стерилизующей фильтрации жидкого про-
тивосибиреязвенного лошадиного глобулина. биотехнология. 
2002; 2:66–74. 

9. Котова А.Ю., Горобец С.В. технология осветления трудно-
фильтруемых биологических жидкостей. Фармацевтические тех-
нологии и упаковка. 2008; 3:38–40.

10. Краснопольский Ю.М., Борщевская М.И. биотехнология 
иммунобиологических препаратов. харьков: «Фармитэк»; 2008. 
312 с. 

11. Львов Д.К. медицинская вирусология: руководство. м.: 
ооо «медицинское информационное агентство»; 2008. 656 с. 

12. Медуницын Н.В. медицинские иммунобиологические 
препараты, применяемые для специфической профилактики бе-
шенства. бюл. вакцинация. бешенство. 2005; 1(37).

13. Мовсесянц А.А., Кравченко А.Т. профилактика и лече-
ние бешенства: достижения и проблемы. журн. микробиол., эпи-
демиол. и иммунобиол. 1989; 8:97–104. 

14. Мовсесянц А.А., Хадарцев О.С. случаи гидрофобии в 
российской Федерации. журн. микробиол., эпидемиол. и имму-
нобиол. 2003; 5:112–6. 

15. о санитарно-эпидемиологической обстановке в 
российской Федерации в 2008 году: государственный доклад. м.: 
Федеральный центр гигиены и эпидемиологии роспотребнадзора; 
2009. 467 с. 

16. Пилявская Е.А. определение фрагментации и агрега-
ции белка в гетерогенном антирабическом иммуноглобулине. в 
кн.: научные основы производства гипериммунных сывороток. 
томск; 1979. с. 60–1.

17. Свитцов А.А. баромембранные процессы в биотехноло-
гии. Фармацевтические технологии и упаковка. 2007; 4:18–21.

18. Селимов М.А. бешенство. м.: медицина; 1978. 336 с. 
19. Селимов М.А., Клюева Е.В., Аксенова Т.А. и др. лечение 

инактивированной культуральной антирабической вакциной и 
антирабическим гамма-глобулином людей, укушенных беше-
ными или подозрительными на бешенство животными. журн. 
микробиол., эпидемиол. и иммунобиол. 1978; 12:105–12. 

20. Селимов М.А. прошлое, настоящее и будущее специфи-
ческой профилактики гидрофобии (к 100-летию первой пастеров-
ской антирабической прививки). вопр. вирусол. 1986; 3:370–4.

21. Сергеева Е.М. ISO, GMP и лекарственные средства для 
россиян. чистые помещения и технологические среды. 2006; 
2:42–7.

22. Тарасова С.а., Федотов Ю.а. микрофильтрационные 
полиамидные мембраны и фильтрующие элементы на их основе 
в процессах осветления и стерилизации жидких лекарственных 
форм. в кн.: производство лекарств по GMP. м.; 2005. 153–8.

23. Терентьев М.А. как выбирать мембранный фильтр для 
стерилизующей фильтрации. в кн.: производство лекарств по 
GMP. м.; 2005. с. 138–42.

24. Терентьев М.А. современное использование активи-
рованного угля в производстве субстанций. в кн.: производство 
лекарств по GMP. м.; 2005. с. 143–8.

25. Черкасский Б.Л., Хадарцев О.С., Мовсесянц А.А. 
эпидемиологический надзор за бешенством в российской 
Федерации. бюл. вакцинация. бешенство. 2005; 1(37).

26. Selimov M.A. Efficacite de l’administration combinee 
de gamma-globulin de serum immune de cheval et de vaccin anti-
rabiques chez des loups enrages. Extrait de «La Revue de Medicine». 
1975; 10–11:723–30.

27. Wilde H., Chomchey P., Punyaratabandhu P. et al. Purified 
eguine rabies immune globuline: a safe and affordable alternative to 
human rabies immune globulin. Bull. WHO. 1989; 67(6):731–8.

28. World Health Organization. Expert Consultation on Rabies. 
Technical Report Series 824. Geneva, Switzerland; 1994.

29. World Health Organization. Expert Consultation on Rabies. 
Technical Report Series 931. Geneva, Switzerland; 2005.

E.G.Abramova, A.K.Nikiforov, O.A.Lobovikova, S.A.Eremin, Yu.G.Vasin, 
T.A.Mikheeva, I.M.Zhulidov, L.N.Minaeva, M.V.Galkina, L.V.Savitskaya, 

A.G.Selezneva, R.A.Svintsov, S.V.Generalov, I.V.Shoulgina
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Presented are the comparative data of actual and regulated indicators of 
the qualitative characteristics of the heterologous anti-rabies immunoglobulin 
produced by the RARI “Microbe” for the five years of serial preparation man-
ufacturing. Modern high-technology methods to control the baromembrane 
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синтетические фрагменты днк находят все бо-
лее широкое применение в работах как молекулярно-
биологического, так и медицинского характера. 
олигонуклеотиды используются в пцр для детекции 
днк и рнк различных возбудителей, типирования, в 
качестве зондов при гибридизации, а также линкеров, 
облегчающих клонирование.

история синтеза олигонуклеотидных праймеров 
началась в 60-х годах прошлого века. основной вклад 
в его развитие внесли H.G.Khorana и соавторы, осу-
ществившие в 1968 г. химический синтез фрагмен-
тов нуклеиновых кислот заданной последователь-
ности. в 1970 г. они впервые синтезировали полный 
ген аланиновой транспортной рнк. 

первый метод синтеза, получивший название 
фосфодиэфирного, был основан на образовании фос-
фодиэфирной связи между нуклеотидами. однако 
этот метод оказался малоэффективным из-за ряда 
побочных реакций, приводящих к значительным вре-
менным затратам и низкому выходу продукта.

Фосфотриэфирный метод, разработанный вско-
ре, позволил сократить синтез до нескольких часов, 
в отличие от фосфодиэфирного, протекавшего не-
сколько суток.

в начале 80-х годов американский ученый 
M.H.Caruthers (1984) разработал твердофазный ами-
дофосфитный метод синтеза. синтезируемая цепь 
днк при этом фиксируется на твердом носителе, что по-
зволяет проводить процессы в одной емкости, легко от-
мывать после каждого этапа использованные реагенты и 
добавлять новые в количестве, обеспечивающем возмож-
но полное протекание реакции. открытие твердофазного 
метода стало настоящим прорывом в технологии синтеза.

среди существующих в настоящее время твердофаз-
ных разновидностей синтеза, наиболее популярными яв-
ляются н-фосфонатный и фосфитамидный методы. в 
н-фосфонатном используются н-фосфонат ные син-
тоны [2, 3], в фосфитамидном в качестве синтонов 
используются фосфорамидиты [1].

нами при производстве препаратов для генной 
диагностики особо опасных инфекций используется 
фосфитамидный метод. его основным преимуще-
ством является существенно меньшее время образо-

вания связи между р- и он-компонентами, которое 
занимает несколько минут, против нескольких часов, 
например, у фосфотриэфирной или нескольких дней 
при фосфодиэфирной конденсации. кроме того, ис-
ходные реагенты для фосфоамидитного синтеза бо-
лее стабильны, что позволяет хранить их в течение 
длительного времени.

известно, что синтез праймеров представляет 
собой цикличный процесс. за время каждого цикла 
происходит присоединение одного из оснований. 
цикл состоит из пяти этапов: первый – твердая фаза 
с пришитым химическим способом мономером обра-
батывается трихлоруксусной кислотой для удаления 
защитной группировки; второй – происходит актива-
ция добавляемого в реакционную среду мономера; 
третий – осуществляется непосредственно синтез 
олигонуклеотида; четвертый – происходит кэппиро-
вание – процесс блокирования продуктов, не всту-
пивших в синтез; пятый (заключительный) – межну-
клеотидная связь из фосфитной, с помощью окисли-
теля, переводится в более устойчивую – фосфатную.

после пятого этапа начинается следующий цикл 
и продолжается до тех пор, пока цепочка олигону-
клеотида не достигнет заданной длины. по окончании 
синтеза производится аммонолиз – снятие защитных 
групп и отсоединение праймера от полимерного но-
сителя. далее праймеры очищаются от примесей 
посредством обращенно-фазовой хроматографии на 
RP-картрид жах, гель-электрофорезом в полиакрила-
миде, а также при помощи высокоэффективной жид-
костной хроматографии.

для оценки качества синтеза проводят вер-
тикальный электрофорез полученного продукта в 
20 % пааг (полиакриламидном геле) в денатури-
рующих условиях или лазерную десорбционно-
ионизационную спектрометрию.

для количественной оценки олигонуклеотида 
определяют его оптическую плотность при 260 нм.

задача, которую мы поставили в своих исследо-
ваниях, заключалась в изучении возможности повы-
шения эффективности синтеза олигонуклеотидных 
праймеров на стадиях аммонолиза и кэппирования 
для увеличения их количественного выхода и сни-
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СоверШенСтвование технолоГии Синтеза олиГонуКлеотидных прайМеров  
длЯ производСтва пцр-теСт-СиСтеМ

ФГУЗ «Российский научно-исследовательский противочумный институт «Микроб», Саратов

в результате проведенных исследований усовершенствована технология синтеза олигонуклеотидных прайме-
ров – ингредиентов выпускаемых роснипчи «микроб» пцр-тест-систем. установлено, что использование 25 % 
водного раствора аммиака при аммонолизе увеличивает выход конечного продукта до 93 %, а применение раство-
ров сар а № 1 и сар б № 3 на стадии кэппирования  –  на 16 %. использование усовершенствованной технологии 
синтеза олигонуклеотидов для производства генодиагностических препаратов позволит увеличить количество 
выпускаемой продукции и снизить затраты на дорогостоящие реагенты.

Ключевые слова: синтез олигонуклеотидов, кэппирование, аммонолиз.



Проблемы особо опасных инфекций, вып. 105, 2010

64

жения материальных затрат, что особенно важно в 
условиях масштабного производства генодиагности-
ческих препаратов.

материалы и методы

синтез олигонуклеотидов стх2 – 5’-cgggcagat-
tctagacctcctg-3’ и стх3 – 5’-cgatgatcttgga-gcattcccac-3’, 
входящих в состав пцр-тест-системы генхол, про-
водили в восьмиканальном синтезаторе днк ASM-
800 (биоссет, россия) твердофазным фосфитамид-
ным методом. 

эксперименты по изучению влияния аммоно-
лиза на выход конечного продукта проводили двумя 
приемами: стандартным – раствором моноэтанола-
мина (экрос, россия) в воде (2:1) в течение 1 ч при 
температуре 60 °с и экспериментальным – с 25 % 
аммиаком (экрос, россия) в течение 12 ч при темпе-
ратуре 50 °с.

изучение влияния кэппирующих растворов про-
водили следующими стандартными и эксперимен-
тальными реактивами: деблокирующий раствор – 
3 % трихлоруксусная кислота (экрос, россия) в 
дихлорметане (Merck, германия); активатор – 0,4 м 
раствор тетразола (технолог, россия) в ацетонитриле 
(Panreac, испания); окислитель – смесь, состоящая из 
0,1 м йода (экрос, россия) в растворе уксусной кис-
лоты (экрос, россия) и пиридина (лаверна, россия) 
в пропорции (1:9); 0,05 м раствор амидофосфитных 
производных нуклеозидов (Glen Research, сШа) 
в ацетонитриле; кэппирующий раствор а № 1, со-
стоящий из уксусного ангидрида (Acros, сШа), 
2,6-лутидина (Merck, германия) и ацетонитрила в 
соотношении 1:1:8; кэппирующий раствор а № 2, 
состоящий из ацетонитрила и уксусного ангидрида в 
соотношении 9:1; кэппирующий раствор а № 3, со-
стоящий из 22,5 % раствора уксусного ангидрида в 
ацетонитриле; кэппирующий раствор б № 1, состоя-
щий из 1-метилимидазола (Aldrich, сШа), пиридина 
и ацетонитрила в соотношении 1:1:8; кэппирующий 
раствор б № 2, состоящий из 6,5 % раствора диме-
тиламинопиридина (Fluka, Швейцария) в пиридине и 
ацетонитриле в соотношении 1:8; кэппирующий рас-
твор б № 3, состоящий из 1-метилимидазола, триэ-
тиламина (Merck, германия) и ацетонитрила в соот-
ношении 1:4,5:14,5; кэппирующий раствор б № 4, 
состоящий из 1-метилимидазола и ацетонитрила в 
соотношении (1:4). уксусный ангидрид и пиридин 
очищали обычной перегонкой, дихлорметан и ацето-
нитрил перегоняли над пентоксидом фосфора.

очистку синтезированных праймеров осущест-
вляли методом обращенно-фазовой хроматографии 
на RP-картриджах (ChemGenes, сШа) на двухка-
нальной системе очистки OPS-201 (биоссет, россия). 
затем олигонуклеотиды переосаждали 6 % перхло-
ратом лития (Fluka, Швейцария) в ацетоне (экрос, 
россия), отмывали от солей ацетоном и подсушивали 
этоксиэтаном (вектон, россия).

качество синтезируемого продукта проверяли 

электрофорезом в 20 % пааг (Reanal, венгрия) в 
денатурирующих условиях (c 7 м мочевиной). в ка-
честве лидирующего красителя использовали смесь 
0,05 % бромфенолового синего и 0,05 % ксиленциа-
нола (диа-м, россия) в 95 % водном растворе фор-
мамида (Merck, германия) с 10 мм NaOH (хеликон, 
россия). для окрашивания полос и визуализации 
результата использовали 0,75 % Stains-all (Serva, 
германия) в 50 % водном растворе формамида.

оптическую плотность олигонуклеотидов опре-
деляли спектрофотометрически при 260 нм на сФ-26 
(ломо, россия) в 1 мм кварцевых кюветах и пере-
считывали в пмоль/мкл с помощью формулы: 

где а260 – коэффициент поглощения при длине 
волны 260 нм, а nа, nC, nG, nT – количество основа-
ний в нуклеотидной последовательности праймера.

аналитическую и специфическую активность 
праймеров ctx2 и ctx3 проверяли в составе изготав-
ливаемой нами коммерческой пцр-тест-системы 
генхол. для этого (в соответствии с ту 8895-006-
01898109-2007) выращивали штаммы холерных 
вибрионов: классического биовара 569в, биовара 
эльтор: м-1298 и 158, а также E. coli 12226 о-55. 
обеззараживание стандартных бактериальных су-
спензий и выделение днк осуществляли прогрева-
нием при 56 °с в течение 30 мин с 0,01 % мертио-
лятом натрия в соответствии с методическими ука-
заниями [5]. днк, полученную из тест-штаммов, в 
объеме 10 мкл вносили в пцр-реакционную смесь, 
состоящую из (приведены конечные концентрации): 
0,7 м триса (ICN, сШа), 0,2 м аммония сернокис-
лого (Sigma, сШа); 0,1 % твина-20 (Sigma, сШа), 
0,02 % бса (Serva, германия), 2 мм днтФ (медиген, 
россия), 1,5 мм MgCl2 (Serva, германия) и 0,25 мкл 
(1,25 ед.) Taq-полимеразы (бионем, россия). 

термоциклирование проводили в амплифика-
торе мс-2 «терцик» (днк-технология, россия) по 
матричному способу регулирования: предваритель-
ная денатурация при 94 °с в течение 5 мин; затем 35 
циклов, включающих 3 шага по 30 с каждый: денату-
рация при 94 °с, отжиг при 60 °с и синтез при 72 °с; 
в заключение проводили дополнительный синтез в 
течение 7 мин. 

результат пцр оценивали методом электро-
фореза в 1,5 % агарозном геле с бромидом этидия  
(0,5 мкг/мл). документирование осуществляли с по-
мощью Bio-Rad Gel DocTM XR System (сШа). данные 
обработаны с применением стандартных статистиче-
ских методов [4].

результаты и обсуждение

аммонолиз – снятие синтезированного олигону-
клеотида с твердофазного носителя и удаление защит-
ных групп. этот процесс, используемый в настоящее 
время и названый нами в дальнейшем стандартным, 
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заключается в снятии праймера с носителя водным 
раствором моноэтаноламина при температуре 60 °с. 
стандартный прием занимает 1 ч, что позволяет 
синтезировать и очистить 4 пары праймеров за один 
день. однако его существенным недостатком, по на-
шим наблюдениям, является низкий выход конечно-
го продукта. другой вид аммонолиза, называемый 
в дальнейшем предлагаемым, осуществляется 25 % 
водным раствором аммиака при температуре 55 °с в 
течение 12 ч. при таком способе обработки синтез 4 
пар праймеров занимает два рабочих дня [7].

нами было решено изучить стандартный и пред-
лагаемый методы аммонолиза в сравнении и устано-
вить, какой из них обеспечивает наибольший выход 
конечного продукта.

выбор праймеров ctx2 и ctx3 в качестве объек-
та для синтеза был обусловлен тем, что они входят в 
состав выпускаемого нами препарата для детекции 
днк возбудителя холеры генхол, процедура провер-
ки которого стандартизирована, изложена в ту 8895-
006-01898109-2007 и регулярно выполняется при его 
изготовлении.

сравнительные эксперименты проводили в 
стандартных условиях одинакового масштаба синте-
за – 40 нмоль. всего было проведено 16 синтезов: 8 – 
с моноэтаноламином и 8 – с аммиаком. получено 16 
праймеров, из них 8 стх2 и 8 стх3, каждый из которых 
был охарактеризован количественно (по оптической 
плотности в ое) и по специфической активности (в 
пцр). количественный выход олигонуклеотидов (в 
ое) представлен в таблице.

в результате проведенных исследований и как 
видно из таблицы использование аммонолиза с ам-
миаком приводит к существенному повышению вы-
хода продукта. так, например, для праймеров ctx2 
и ctx3 при аммонолизе стандартным методом с ис-
пользованием моноэтаноламина выход составил 2,93 
и 3,85 ое соответственно, а при использовании пред-
лагаемого приема с гидроксидом аммония – 3,78 и 
7,35 ое. 

таким образом, использование предлагаемой 
методики приводит к увеличению выхода продукта: 
ctx2 – на 31 %, а ctx3 – на 93 %. однако аммонолиз с 
использованием аммиака позволяет проводить пол-
ный синтез и очистку четырех пар праймеров за два 
рабочих дня, в то время как аммонолиз с моноэтано-
ламином – за один. поэтому для оперативной работы 
и выполнения срочных заказов (синтез олигонуклео-
тидов в малых масштабах, не требующих высоких 
концентраций) более подходит метод синтеза с ис-
пользованием моноэтаноламина, а для производ-

ственных целей, например масштабного производ-
ства генодиагностических препаратов, – аммонолиз 
с аммиаком.

на третьем этапе выход продукта составляет 
96–98 %, и, как следствие, с каждым циклом увели-
чивается содержание непрореагировавших 5'-гидро-
ксиль ных групп, что может привести к нарушению в 
последовательности синтезируемых праймеров. чтобы 
исключить это явление проводят кэппирование – ацети-
лирование непрореагировавших гидроксильных групп, 
после которого не вступившие в реакцию мономеры и 
цепочки олигонуклеотидов блокируются, теряя спо-
собность к образованию неспецифического продукта.

для изучения влияния кэппирования на выход 
олигонуклеотидов были использованы применяемые 
в настоящее время растворы, названные нами стан-
дартными: кэппирующий раствор а, состоящий из 
уксусного ангидрида, 2,6-лутидина и ацетонитрила в 
соотношении 1:1:8; кэппирующий раствор б, состоя-
щий из 1-метилимидазола, пиридина и ацетонитрила 
в соотношении 1:1:8.

в качестве экспериментальных были использо-
ваны подобранные на основании литературных дан-
ных и в дальнейшем названные нами предлагаемыми 
следующие растворы: 

кэппирующий раствор а (сap A): сар а № 2 – 
ацетонитрил и уксусный ангидрид в пропорции (9:1) 
[8]; сар а № 3 – 22,5 % раствор уксусного ангидрида 
в ацетонитриле [1].

кэппирующий раствор б (сар б): сар б № 2 – 
6,5 % раствор диметиламинопиридина в пиридине 
и ацетонитриле в пропорции (1:8) [8]; сар б № 3 – 
1-ме тил имидазол, триэтиламин и ацетонитрил в про-
порции (1:4,5:14,5) [1]; сар б № 4 – 1-метил ими дазол 
и ацетонитрил в пропорции (1:4) [6].

изучение влияния кэппирующих растворов и их 
сочетаний по сравнению со стандартной методикой 
проводили в условиях одинакового масштаба синтеза 
(40 нмоль). в качестве контроля использовали метод, 
заключающийся в применении растворов сap A № 1 
и сap б № 1. для количественной оценки синтези-
руемых олигонуклеотидов использовали спектрофо-
тометрическое определение оптической плотности 
при 260 нм. результаты выражали в виде суммарной 
величины, включающей общее количество прайме-
ров ctx2 и ctx3.

результаты изучения влияния кэппирующих рас-
творов в различных сочетаниях на выход олигонукле-
отидных праймеров приведены на рис. 1, на котором 
на оси ординат приведены используемые реагенты и 
их сочетания, а на оси абсцисс – суммарный выход 
праймеров ctx2 и ctx3 в оптических единицах, наи-
меньший выход олигонуклеотидов (по сравнению с 
контролем – реагенты сар а № 1 и сар б № 1) – от 6 
до 7,5 ое отмечался при использовании сар а № 2 и 
сар б № 4, сар а № 3 и сар б № 4, сар а № 3 и сар 
б № 3 и сар а № 3 и сар б № 2. средние показате-
ли – 3,7 ое были продемонстрированы сар а № 3 и 
сар б № 1. высокие показатели – от 13 до 13,2 ое 

Влияние метода аммонолиза на количественный выход  
олигонуклеотидов стх2 и стх3

синтези-
руемый 
праймер

метод аммонолиза и выход продукта M±m 
ое увеличение 

выхода  
праймера, %с моноэтаноламином с аммиаком

стх2 2,93±1,15 3,78±1,47 31

стх3 3,85±0,52 7,35±0,89 93
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отмечены при использовании сар а № 2 и сар б № 2, 
сар а № 2 и сар б № 3 и сар а № 1 и сар б № 2. 
наибольший выход продукта – 13,7 ое наблюдался 
при использовании  сар а № 1 и сар б № 3. 

изучение влияния кэппирующих растворов и их 
сочетаний на количественный выход олигонуклеоти-
дов показало, что наилучшим эффектом обладает со-
четание экспериментальных растворов сар а № 1 и 
сар б № 3. их применение позволяет увеличить вы-
ход синтезируемого продукта на 16 % по сравнению 
с используемым в настоящее время стандартным 
способом. 

олигонуклеотиды ctx2 и ctx3, полученные с 
использованием отработанных приемов – аммоно-
лиза с 25 % аммиаком и кэппированием с раствора-
ми сар а № 1 и сар б № 3, в составе коммерческой 
тест-системы генхол были изучены в пцр для про-
верки ее аналитических и специфических свойств. 
определение аналитической и специфической ак-
тивности проводили в соответствии с ту 8895-006-
01898109-2007 на «тест-систему для выявления днк 
Vibrio cholerae (ctxA+) методом полимеразной цеп-
ной реакции». для этого выращивали тест-штаммы – 
холерные вибрионы: классического биовара 569в; 
биовара эльтор: м-1298 и 158, а также E. coli 12226 
о-55, готовили из них стандартные разведения, обез-
зараживали и выделяли днк. с полученной днк 
проводили пцр. результаты представлены на рис. 2.

постановка пцр с праймерами в составе тест-
системы генхол, синтезированными с использова-
нием отработанных приемов – аммонолиза с 25 % 
аммиаком и кэппированием с растворами сар а № 1 
и сар б № 3, продемонстрировала следующие ре-
зультаты: трек № 1 – суспензия холерных вибрионов 
биовара эльтор 158 (ctxA-) – 1·107 м.кл./мл, резуль-
тат отрицательный; трек № 2 – суспензия кишеч-
ной палочки 12226 о-55 – 1·107 м.кл./мл, результат 
отрицательный; треки №№ 3–5 – суспензия холер-
ных вибрионов классического биовара 569в 1·101 –  
1·103 м.кл./мл, результат положительный; треки 
№№ 6–8 – суспензия холерных вибрионов биовара 
эльтор м1298 – 1·101 – 1·103 м.кл./мл, результат поло-
жительный; треки №№ 9, 10 – препарат контрольной 

днк в концентрации 0,1 и 1 нг/мкл, результат поло-
жительный; трек № 11 – отрицательный контроль, 
результат отрицательный. 

проверка пцр-тест-системы генхол с прайме-
рами ctx2 и ctx3, синтезированных с помощью раз-
работанных приемов, подтвердила ее соответствие 
требованиям ту 8895-006-01898109-2007: специфи-
ческая активность – не реагирует с отрицательными 
штаммами (холерными вибрионами биовара эльтор 
158 и кишечной палочкой 12226 о-55, не содержа-
щими специфическую область днк-мишени) – тре-
ки 1 и 2; аналитическая активность – положительный 
результат со штаммами, содержащими ctx-участок – 
в концентрации 1·103 м.кл./мл – треки 3–8 (рис. 2).

таким образом, в результате проведенных экс-
периментов усовершенствована и оптимизирова-
на схема синтеза олигонуклеотидных праймеров, 
входящих в состав выпускаемых пцр-тест-систем. 
установлено, что использование 25 % водного рас-
твора аммиака на стадии аммонолиза приводит к 
существенному увеличению выхода праймеров – до 
93 %; применение кэппирующих растворов в сочета-
нии: сар а № 1 и сар б № 3 повышает количествен-
ный выход олигонуклеотидов – до 16 %; разработан-
ные аммонолиз и кэппирование в условиях масштаб-
ного производства генодиагностических препаратов 
позволят значительно увеличить количество выпу-
скаемой продукции и снизить затраты на дорого-
стоящие реагенты; подходы и методические приемы, 
использованные нами для решения поставленных за-
дач, могут быть применены при оптимизации других 
этапов синтеза в технологии производства генодиаг-
ностических препаратов.
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рис. 1. влияние кэппирующих растворов и их сочетаний  
на суммарный выход олигонуклеотидных праймеров ctx2 и ctx3

рис. 2. проверка праймеров ctx2 и ctx3 в составе  
пцр-тест-системы генхол с тест-штаммами.  
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for PCR Test Systems Production
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The investigations carried out resulted in the improvement of technol-
ogy of synthesis of the oligonucleotide primers, components of the PCR test 
systems produced in the RARI “Microbe”. The final product output was dem-

onstrated to increase by 93 % when 25 % aquatic ammonium solution was 
used for ammonolysis, and by 16 % if solutions Cap A N1 and Cap B N 3 
were used at the stage of capping. Application of the improved technology 
of oligonucleotide synthesis for gene diagnostic preparations production will 
permit to increase the amount of the output products and reduce expenses for 
high-priced reagents.
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Callopsylla caspia (Ioff et Argyropulo, 1934) 
[5] был выделен в.е.тифловым по экземплярам, 
добытым им 26.05.1932 г. в аксайском ущелье 
заилийского алатау (близ города алма-ата) из гнез-
да «мыши?» (вернее – полевки?), а так же 26.07.1932 
и 11.08.1932 гг. из гнезда «Dyromys» (=Dryomys) nit-
edula angelus (по-видимому, случайный хозяин).

рисунки и описание этого вида были опу-
бликованы только в 1937 г. [4]. а в 1934 г. в ра-
боте и.г.иоффа и а.и.аргиропуло [5] по блохам 
армении (т.е. тремя годами ранее) указаны особен-
ности этого вида (без ссылок на в.е.тифлова) и по-
этому и.г.иоффа и а.и.аргиропуло теперь считают 
авторами первоописания.

следует отметить, что у всех самцов, добытых 
в.е.тифловым в заилийском алатау, в средней части 
основания дигитоида имеется небольшой бугорок, 
как правило, отсутствующий у экземпляров из дру-
гих мест (кроме одного самца из болгарии). вершина 
горизонтальной ветви девятого стернита острая, не-
сколько изогнута вниз. кроме того, у трех самцов из 
заилийского алатау, длинная щетинка на заднем крае 
дигитоида расположена близко к основаниям двух 
коротких шипиков, а расстояние между двумя длин-
ными щетинками заднего края дигитоида варьирует.

Форма неподвижного отростка половой клеш-
ни и расположение оснований ацетабулярных ще-
тинок у всех самцов из заилийского алатау раз-
ные. вершина крючка эдеагуса едва изогнута вниз. 
особенности дигитоида, горизонтальной ветви де-
вятого стернита и крючка эдеагуса в разных частях 
ареала (т.е. у разных подвидов) Callopsylla caspia 
сильно отличаются. 

у самки из заилийского алатау высота стигмы 8 
тергита равна длине церка и ширине резервуара се-
меприемника. особенности кавказских особей ука-
заны ранее [5]. склеротизация муфты копулятивной 
сумки уже, чем высота резервуара семеприемника.

у самцов из бардобы (алайская долина в 
киргизии) вершина горизонтальной ветви 9 стерни-
та округлая, а «клюв» крючка эдеагуса прямой и не-

много длиннее, чем у Cal. с. caspia. задне-верхний 
край дигитоида без очень длинного выступа. этот 
самец близок к самцу из афганистана [6] и к особям 
из окрестностей озера искандер-куль (гиссарский 
хребет, таджикистан). у самки из окрестностей озе-
ра искандер-куль стигма 8 тергита менее высокая 
(гораздо короче церка), а резервуар семеприемника 
более узкий, чем у Cal. с. caspia.

у самцов из пакистана (гилгит; нazara, Dist-
Kaghan Valley) (ранее неправильно определенных как 
Cal. fragilis ssp. n.), в отличие от самца из бардобы 
(ssp. n.), из окрестностей озера искандер-куль и из 
афганистана, задне-верхний край дигитоида замет-
но более вытянут. вершина горизонтальной ветви 
9 стернита округлая, а задне-нижний выступ на за-
днем крае дигитоида более смещен вверх. но «клюв» 
крючка эдеагуса прямой, и крючок отличается от та-
кового Cal. с. fragilis формой вентрального края. 

у самки из пакистана высота стигмы 8 терги-
та немного меньше длины церка, а резервуар семе-
приемника относительно узкий (его высота замет-
но меньше склеротизации копулятивной сумки). 
пакистанских особей, по нашему мнению, целесоо-
бразно относить к новому подвиду Cal. caspia ssp. n., 
а его описание будет дано в отдельном сообщении.

из болгарии (родопы) описан [8] подвид 
Cal. caspia rhodopeia, близкий к Cal. с. caspia (но 
опубликован только рисунок половой клешни). у ис-
следованных нами двух самцов из болгарии форма 
дигитоида и вершины горизонтальной ветви 9 стер-
нита, расположение оснований ацетабулярных щети-
нок, длина тела и манубриума половой клешни не-
сколько отличались. Cal. c. rhodopeia помещен [9] в 
синонимы Cal. сaspia, но, в отличие от Cal. с. caspiа, 
у Cаl. c. rhodopeia (= ssp. propria), вершина горизон-
тальной ветви 9 стернита не острая, а соотношение 
длины тела половой клешни к его ширине (41:37) 
меньше (у Cal. с. caspia – 40:28). у самки Cal. c. rho-
dopeia стигма 8 тергита гораздо шире высоты резер-
вуара семеприемника и равна ширине склеротизации 
в узкой (равной высоте стигмы 8 тергита) муфте ко-
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пулятивной сумки.
в 1953 г. опубликовано [3] краткое описание 

Cal. fragilis, позже помещенного [9] в синонимы 
Cal. caspiа. но у самцов Cal. с. fragilis вершина узкой 
горизонтальной ветви 9 стернита широкоокруглая, а 
задне-нижний край дигитоида расположен более вы-
соко (на уровне основания верхней ацетабулярной 
щетинки), чем у Cal. с. caspia. наиболее надежно 
Cal. с. fragilis (= ssp. propria) отличается от близких 
подвидов и других видов формой вентрального края 
крючка эдеагуса (выемка этого края почти широко-
округлая). Форма неподвижного отростка половой 
клешни и задне-нижнего выступа дигитоида у раз-
ных особей (из бетпакдала и в карагандинской об-
ласти) отличаются. 

у самки ширина склеротизации в муфте копуля-
тивной сумки равна высоте резервуара семеприемни-
ка, а высота стигмы 8 тергита немного короче церка. 

на рисунке 469 в сводке по блохам синьцзяня 
[10] и на рисунках 1712–1713 в работе по этим пара-
зитам китая [7] изображены самцы не Cal. с. fragilis 
(см. форму вершины горизонтальной ветви 9 стер-
нита и вентрального края крючка эдеагуса), а Cal. с. 
caspia или весьма близкого к нему нового подвида 
(ssp. n.?). но, в отличие от «типичных» Cal. с. cas-
pia, у этих самцов задне-нижний выступ дигитоида 
более сильно (как у Cal. с. fragilis) сдвинут вверх. 
возможно, поэтому этих самцов отнесли к Cal. с. 
fragilis, но крючок эдеагуса у них сильно отличается 
от такового Cal. с. fragilis.

на рисунке 471 [10] у самки резервуар семепри-
емника узкий, длинный, а копулятивная сумка очень 
широкая (более чем вдвое шире высоты семепри-
емника). склеротизация копулятивной сумки почти 
равна ширине придатка семеприемника (у Cal. с. fra-
gilis – вдвое шире его). 

у самца из китая, весьма близкого к Cal. с. cas-
pia и изображенного на рисунке 1707 [7], в отличие от 
типичных Cal. с. caspia, дорсальный край дигитоида 
короче длины тела половой клешни, а «клюв» крюч-
ка эдеагуса не меньше ширины горизонтальной вет-
ви 9 стернита (у синтипов Cal. с. caspia – меньше). у 
самки, изображенной на рисунке 1708 [7], стигма 8 
тергита невысокая (короче длины церка), а склероти-
зация в муфте копулятивной сумки, возможно, шире, 
чем у «типичных» Cal. с. caspia.

следовательно, для территории китая нет до-
статочно убедительных данных о наличии там Cal. с. 
fragilis, но на этой территории обитают представите-
ли Cal. с. caspia и подвида Cal. caspia, близкого (или 
идентичного) к обнаруженному в таджикистане и 
изображенного на рис. 466 в сводке [10], а также на 
рис. 1707 [7] – еще одного нового подвида.

в 1950 г. з.м.вовчинская [2] из баян-хонгор-
ского аймака монголии описала Cal. gaiskii (позже 
помещенный в число подвидов Cal. caspia), у кото-
рого субапикальная часть горизонтальной ветви 9 
стернита узкая, дорсальный край дигитоида обычно 
более выпуклый, а задне-нижний выступ дигитоида 

и верхняя щетинка на его заднем крае расположены 
гораздо выше, чем у типичных Cal. caspia. средняя 
часть дигитоида у Cal. с. gaiskii (= ssp. propria) шире 
(дорсальный край в 2 раза длиннее середины), чем у 
Cal. с. fragilis (у последнего это соотношение равно 
почти 2,5:1), а длинная щетинка на его заднем крае 
расположена близко к основанию шипиков.

у самки на 7 стерните почти вдвое меньше ще-
тинок, чем у Cal. с. caspia. высота стигмы 8 тергита 
равна церку и немного больше высоты резервуара 
семеприемника и склеротизации в муфте копуля-
тивной сумки.

в 1990 г. [10] опубликовано описание и рисунки 
Cal. yui и отмечено, что у нового вида дорсальный 
край дигитоида менее выпуклый (но такие самцы 
есть и в тыве), чем у Cal. gaiskii, а задне-нижний вы-
ступ у некоторых особей расположен почти на сере-
дине его высоты.

у Cal. yui и Cal. с. fragilis рукоятка половой 
клешни более чем в 2,5 раза длиннее средней части 
дигитоида, а у Cal. с. gaiskii – менее чем вдвое. из-за 
близкого расположения основания верхней длинной 
щетинки заднего края дигитоида к основанию шипи-
ков, Cal. yui весьма (как и формой горизонтальной 
ветви 9 стернита и дигитоида) похож на Cal. с. gaiskii. 
хотя у Cal. yui вершина крючка эдеагуса более изо-
гнута вниз, а рукоятка половой клешни длиннее (боль-
ше дорсального края дигитоида), чем у Cal. с. gaiskii 
(у которого рукоятка короче или равна дорсальному 
краю дигитоида), считаем, что Cal. yui является од-
ним из подвидов Cal. caspia (stаt. nov.), весьма близ-
ким, если не идентичным Cal. с. gaiskii. изучение 
дополнительных материалов позволит уточнить си-
стематическое положение особей из китая, так как в 
национальной коллекции блох россии, хранящейся в 
ставропольском научно-исследовательском противо-
чумном институте, имеются только единичные эк-
земпляры блох из китая.
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медицинская значимость природно-очаговых 
инфекций определяется тяжестью клинического 
течения, высокой летальностью, большой стоимо-
стью лечения и затрат на проведение противоэпиде-
мических мероприятий. исключительная стойкость 
микроорганизмов, а также циклическое возрастание 
их активности в природных очагах обуславливают 
постоянный риск инфицирования большого количе-
ства людей.

лептоспирозы характеризуются наиболее ши-
роким распространением по сравнению с другими 
зоонозами. в последние годы во многих регионах 
российской Федерации (рФ) отмечается ухудшение 
эпидемиологической ситуации по лептоспирозам, 
особенно в Южном, приволжском, центральном фе-
деральным округах. 

республика мордовия (рм) входит в состав 
приволжского Федерального округа, располагается 
в лесостепной зоне. случаи заболевания лептоспи-
розами среди людей на протяжении ряда лет отме-
чены на всей территории республики, характерно 
наличие районов с относительно стабильной и вы-
сокой заболеваемостью: большеберезниковский – 
26,1; инсарский – 21,6; чамзинский – 15,9; ковыл-
кинский – 8,3; краснослободский – 9,2; рузаев ский и 
кочкуровский – 6,2; дубенский – 6,4; торбеевский – 
5,2; г. саранск – 11,5 на 100 тыс. населения. 

к настоящему времени доказано существование 
на территории мордовии сочетанных природных оча-
гов лептоспирозов, глпс и туляремии [6]. долевое 
соотношение заболеваний в сочетанных природных 
очагах различно: преобладают сочетания лептоспи-
розов и глпс (51,6 %) в восточном районе и ассо-
циации вышеназванных трех инфекций (25,8 %) в 
центральном районе. 

лептоспирозы на территории республики ре-
гистрируются с 1956 г., к эпидемиологическим осо-
бенностям следует отнести разную интенсивность 
эпидемического процесса. результаты анализа забо-
леваемости лептоспирозами свидетельствуют о на-
пряженной эпидемиологической ситуации по данной 
инфекции в 2002–2008 гг. за предыдущие 6 лет до 
анализируемого периода эпидемиологическая обста-
новка по лептоспирозам была стабильна, среднегодо-
вой показатель составил 3,7 с колебаниями от 2,4 до 

5,4 на 100 тыс. населения. в 2002 г. заболеваемость 
лептоспирозами на территории мордовии резко воз-
росла до 22,2 на 100 тыс. населения. среднегодовой 
показатель в 2002–2008 гг. по сравнению с предыду-
щим периодом вырос в 4,1 раза, до уровня 15,3 на 
100 тыс. населения. более высокие показатели за-
регистрированы в 2002 и 2004 гг., когда показатели 
заболеваемости равнялись 22,2 и 38,3 на 100 тыс. на-
селения соответственно, среднегодовой показатель 
составил 20,8 на 100 тыс. населения. на фоне сниже-
ния показателей заболеваемости в 2005 г., по сравне-
нию со среднегодовым показателем за 2002–2004 гг., 
в последующие три года (2006–2008 гг.) в динамике 
эпидемического процесса отмечается тенденция к 
росту заболеваемости.

внутригодовая динамика заболеваемости леп-
тоспирозами характеризуется выраженной летне-
осенней сезонностью с активацией эпидемического 
процесса в июле – октябре, с пиком заболеваемости 
в августе. при этом сумма заболеваний в месяцы се-
зонного подъема составляет 85 % от годовой [2]. 

на территории мордовии выявлены постоянно 
функционирующие природные очаги лептоспироза, 
играющие основную роль в инфицировании населе-
ния лептоспирозами. заражение людей в природных 
очагах происходит в летне-осенний период при по-
вышении эпидемической активности очагов. в це-
лях обеспечения их мониторинга обследованы раз-
личные виды стаций (ометы, лесокустарниковые, 
лугополевые, околоводные) во все периоды года. 
на территории республики обитает 7 видов мел-
ких млекопитающих: рыжая, обыкновенная полев-
ки, полевая, лесная, желтогорлая и домовая мыши, 
бурозубка [1, 2, 3]. с 1999 г. доминирует в отловах 
рыжая полевка, ее доля колеблется от 8 до 90 %. в 
2008 г. в лесокустарниковых стациях доминировала 
лесная мышь (в 2007 г. – рыжая полевка), в лугопо-
левых – полевая мышь (в 2007 г. – рыжая полевка), 
в околоводных – бурозубка (аналогично в 2007 г.). в 
населенных пунктах продолжает размножаться до-
мовая мышь [4, 5]. 

роль сельскохозяйственных животных в эпиде-
мическом процессе лептоспирозов неоднозначна. 
так, в 2008 г., по сравнению с предыдущим годом, 
наблюдается снижение количества положительно 
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реагирующих животных в рма: у лошадей – с 40 % 
в 2007 г. до 6,8 % в 2008 г., крупного рогатого ско-
та – с 19 % до 3 %, свиней – с 3 % до 0,04 %. при 
изучении структуры лептоспир, циркулирующих 
у животных, при обследовании крупного рогато-
го скота выделены лептоспиры группы Pomona, 
Grippotyphosа, Icterhaemorrhagiae, Tarassovi, Sejroe, 
Hebdomadis, лошадей – Pomona, Grippotyphosа, 
свиней – Grippotyphosа. преобладали серогруппы 
Pomona и Hebdomadis, по данным 2007–2008 гг. [3]. 

согласно полученным нами результатам этио-
логическая структура лептоспирозов среди насе-
ления отличается от таковой у сельскохозяйствен-
ных животных. серопейзаж лептоспир у больных, 
выявленных за период 2005–2008 гг., представлен 
серогруппами Australis, Grippotyphosа, Pomona, 
Icterhaemorrhagiae, Canicola, Tarassovi [ 2 ]. из об-
щего числа лабораторно подтвержденных случаев 
лептоспирозов при первичном обследовании до-
минировала доля лептоспир серогруппы Australis 
(антитела к Leptospira australis, по всей вероятности, 
относятся к межгрупповым и синтезируются на ран-
них стадиях инфекции, вызываемой возбудителями 
других серогрупп): 2008 г. – 76 %, 2007 г. – 36,4 %, 
2006 г. – 41,3 %, 2005 г. – 18,9 %; удельный вес се-
рогруппы Grippotyphosа составил в 2008 г. – 4 %, 
2007 г. – 33,3 %, 2006 г. – 23,9 %, 2005 г. – 40,5 %; 
Icterhaemorrhagiae: 2008 г. – 4 %, 2007 г. – 12,1 %, 
2006 г. – 10,8 %, 2005 г. – 1,8 %; Canicola: 2008 г. – 
4 %, 2007 г. – 3,0 %, 2006 г. – 17,4 %, 2005 г. – 0 %; 
Pomona: 2008 г. – 4 %, 2007 г. – 6,1 %.

диагноз «лептоспироз» у основной части 
больных выставляется на основании клинико-
эпидемиологических данных, в 2008 г. подобные 
случаи составили 65,8 % от общего числа случаев 
лептоспирозов за год, в 2007 г. – 62,1 %, в 2006 г. – 
38,7 %, в 2005 г. – 27,8 %. 

для лабораторной диагностики лептоспирозов 
в настоящее время используют иммунологический 
(рма) и бактериологический методы. высокий 
удельный вес серопозитивных лиц (до 26– 27 % от 
числа обследованных) свидетельствует о постоянно 
протекающем процессе инфицирования населения 
[3]. нередко заболевание лептоспироз подтверждает-
ся у пациентов с предварительным диагнозом, не ис-
ключающим лептоспироз: глпс, орз, лнэ, острый 
пиелонефрит, вирусный гепатит, эви, пневмония. 

наибольшие показатели заболеваемости отме-
чены у лиц от 20 до 49 лет (52 %). заслуживает вни-
мания тот факт, что в годы эпидемического подъема 
дети до 14 лет активнее участвуют в эпидемическом 
процессе лептоспирозов. среди заболевших преобла-
дают мужчины (72 %), имея больший риск заражения. 
городское население болеет чаще сельского [1, 2]. 

при изучении профессионального состава вы-
явлено, что наибольшую долю среди заболевших со-
ставляют служащие – 24,3 %, рабочие – 28,3 %, уча-

щиеся – 15,0 %, неработающие – 14,1 % [1 ]. 
анализ структуры заболеваемости лептоспиро-

зом по условиям заражения показал, что преобла-
дают заражения, связанные с купанием в открытых 
водоемах – 37,9 %, связанные с работами в бытовых 
условиях (работы с сеном, соломой, фуражом) со-
ставляют 10,8 %, при уходе за с/х животными – 6,2 % 
и 16,5 % больных связывали свое заболевание с вы-
ездом и посещением дачных участков [1, 2, 3]. 

на территории мордовии заболеваемость про-
является в виде спорадических случаев и эпидеми-
ческих вспышек – «купальные» вспышки [4]. так, 
наиболее сложная эпидемиологическая и эпизоо-
тологическая ситуация по лептоспирозу сложилась 
на территории республики в 2004 г., было зареги-
стрировано 337 случаев, показатель заболеваемо-
сти составил 38,5 на 100 тыс. населения. высокие 
показатели заболеваемости отмечены в саранске, 
зубово-полянском, большеберезниковском, ковыл-
кин ском, торбеевском, чамзинском районах. в эти-
ологической структуре преобладали лептоспиры се-
рогруппы Grippotyphosа. заражения были связаны 
в основном с купанием и употреблением воды из 
открытых водоемов (85 % случаев). пик заболевае-
мости пришелся на август – 46 % (155 случаев) и 
сентябрь – 35 % (118 случаев). причем за этот пери-
од 89 больных лептоспирозом выявлены в зубово-
полянском районе, в основном они имеют общие 
условия и место заражения (купание в р. парца в 
черте пос. зубова-поляна), 36 % больных – это дети 
до 14 лет. при проведении лабораторных исследо-
ваний выявлены антитела к лептоспирам серогруп-
пы Grippotyphosа. за аналогичный период време-
ни в саранске выявлено 83 случая лептоспироза, 
в 70 % заболевание протекало как безжелтушная 
форма, средней степени тяжести. диагноз лабора-
торно подтвержден в 86,5 % случаев, в 60 % забо-
левание вызвано моноинфекцией L. grippotyphosа, 
в 32 % – микстинфекцией L. grippotyphosа + L. aust-
ra lis. подъем заболеваемости был обусловлен вы-
сокой численностью мышевидных млекопитающих 
и эпизоотией среди них, не исключалось участие в 
эпидемическом процессе инфицированного лепто-
спирами крупного рогатого скота.

одним из основных моментов в эпидемио-
логии лептоспироза на территории республики 
мордовия продолжает оставаться сохранение и ак-
тивное функционирование очагов лептоспироза, 
что требует постоянного внимания со стороны ра-
ботников лечебно-профилактических учреждений и 
санитарно-эпидемиологической службы: обеспече-
ние своевременной дифференциальной диагностики 
лептоспирозов у людей, проведение мониторинга 
природных очагов лептоспироза и комплекса профи-
лактических и противоэпидемических мероприятий 
для предотвращения вспышечной заболеваемости 
среди населения [3, 4]. 
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республика мордовия расположена в приволж-
ском Федеральном округе. на севере граничит с 
нижегородской областью, на северо-западе – с ря-
занской, на востоке – с республикой чувашия, 
на юге – с пензенской и ульяновской областями. 
численность населения составляет 840391 тыс. чел. 
в составе населения преобладают русские, мордва, 
татары.

Федеральная служба по надзору в сфере защи-
ты прав потребителей и благополучия человека по 
республике мордовия представлена управлением 
роспотребнадзора и пятью территориальными отде-
лами, Федеральным государственным учреждением 
здравоохранения «центр гигиены и эпидемиологии 
в республике мордовия» и его пятью филиалами в 
районах.

согласно перечню потенциально опасных объ-
ектов экономики в республике расположено бо-
лее 11 предприятий, на которых содержится хлор 
и аммиак (оао «биохимик», молочный комби-
нат и др.). взрыво- и пожароопасные объекты – 
это и газонаполнительные станции, предприятия 
«резинотехника», «сарансккабель», «орбита» и др. 
легковоспламеняющиеся горючие вещества, нефте-
продукты (элеватор, компрессорные станции и др.).

в действующих законодательных и иных 
нормативно-правовых актах важная роль в соста-
ве сил гражданской обороны отводится нештатным 
аварийно-спасательным формированиям и спаса-
тельным службам. повышаются требования к их соз-
данию, оснащению, подготовке и обучению.

на базе Фгуз «центр гигиены и эпидемиологии 
в республике мордовия» сформирован санитарно-
противоэпидемический отряд (спэо), а во всех 
пяти филиалах – группы санитарно-эпи де мио ло ги-
ческой разведки. в составе спэо структурно вы-
делены радиологическая, санитарно-гигиени ческая 
(токсикологическая) и эпидемиологическая бригады 
быстрого реагирования. из их состава сформирова-
на смешанная группа санэпидразведки для предва-
рительной оценки ситуации и определения полноты 
развертывания отряда. спэо и группы санэпидраз-
ведки укомплектованы необходимыми приборами, 
сиз, автотранспортом, мобильной связью. имеются 
изолирующие противогазы ип-4, регенеративные 
патроны рп-4, противогазы гп-7, респираторы, ком-
бинезоны защитные «тайвек классик плюс», полу-
комбинезоны, куртки, сапоги, ботинки, зимняя одеж-

да и многое другое согласно табелю оснащения.
для того чтобы ввести в подготовку специали-

зированных формирований, наряду с проводимыми 
тактико-специальными учениями, такую форму обу-
чения с элементами состязания и соперничества как 
соревнования, в 2009 г. принято решение организо-
вать и провести первые республиканские соревнова-
ния групп санитарно-эпи де мио ло ги ческой разведки.

основные задачи и цель соревнований:
- оценить укомплектованность групп средства-

ми индивидуальной защиты, приборами разведки и 
другим имуществом по табелю оснащения, а также 
знания и умение ими пользоваться;

- проверить и реально оценить готовность групп 
санитарно-эпи де мио ло ги ческой разведки к выполне-
нию задач по предназначению в мирное и военное 
время;

- отработать взаимодействие в группе как при 
автономной ее работе в очаге, так и во взаимодей-
ствии с другими формированиями, а также порядок 
выполнения мероприятий по предупреждению и 
ликвидации последствий различных типов чрезвы-
чайных ситуаций.

с целью непредвзятого судейства на соревнова-
ниях по согласованию была определена судейская кол-
легия из сотрудников управления роспотребнадзора 
по республике мордовия и гу «управление граж-
данской защиты республики мордовия».

приказом главного врача Фгуз «центр гигие-
ны и эпидемиологии в республике мордовия» «об 
организации подготовки и проведения республи-
канских соревнований групп санитарно-эпи де мио-
ло ги ческой разведки» утверждены разработанные 
организационные документы: положение, план под-
готовки и проведения соревнований, сценарий, смета 
расходов, состав оргкомитета и судейской коллегии 
(по согласованию с задействованными органами и 
организациями), а также определены мероприятия 
по подготовке и проведению соревнований, назначе-
ны ответственные исполнители. проведены учебно-
методический сбор со старшими судьями 4 этапов 
соревнований, семинар с судейской коллегией, со-
ставлен график прохождения этапов соревнований, 
определены статисты на соревнования из числа со-
трудников центра.

местом проведения соревнований определена 
территория всероссийского экспериментального го-
родка «Школа безопасности» большеберезниковского 
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муниципального района.
к началу соревнований план подготовки был 

выполнен полностью. проведена рекогносцировка 
района соревнований, дезобработка местности от 
клещей и комаров, уборка и подготовка мест разме-
щения групп, автотранспорта, организовано горячее 
питание для участников, исследована вода на микро-
биологические, санитарно-химические показатели. 
оборудованы районы этапов соревнований, проведе-
на имитация очагов поражения, подготовлены ими-
тационные билеты, судейские и оценочные листы, 
итоговые протоколы, стенды и наглядная докумен-
тация, решены вопросы обеспечения соревнований 
громкоговорящей связью, видеосъемкой, приглаше-
ны представители сми и т.д.

первые республиканские соревнования санитар-
но-эпи де мио ло ги ческой разведки проходили в 
IV этапа:

I – проверка оснащения группы санитарно-эпи де-
мио ло ги ческой разведки и умения им пользоваться;

II – работа группы санитарно-эпи де мио ло ги-
ческой разведки в зоне радиоактивного загрязнения 
местности;

III – работа группы санитарно-эпи де мио ло ги-
ческой разведки в зоне химического поражения;

IV – работа группы санитарно-эпи де мио ло ги-
ческой разведки в эпи де мио ло ги ческом очаге.

на I этапе оценивалось оснащение групп сред-
ствами индивидуальной защиты, приборами раз-
ведки, укладками для отбора проб и другим имуще-
ством (полнота, качество и соответствие нормам) 
по табелю оснащения, утвержденному приказом 
Федеральной службы, а также знание и умение им 
пользоваться. это один из основных критериев го-
товности группы к выполнению поставленных задач 
по предназначению. на этом этапе отрабатывался и 
проверялся норматив по надеванию противогазов в 
составе группы на время.

на II, III, IV этапах (условно в очагах радиоак-
тивного загрязнения, химического поражения и эпи-
де мио ло ги ческого очага) группы отрабатывали прак-
тические мероприятия по разведке: инструменталь-
ные замеры, отбор проб из объектов окружающей 
среды и пищевых продуктов, от инфицированного 
больного и контактировавших с ним, расчет зоны по-
ражения и ее ограждение знаками, оценка обстанов-
ки в зоне, частичная дезактивация личного состава и 
автотранспорта. оценивалась слаженность действия 
группы по вводной. проведен смотр наглядной аги-
тации (санбюллетений).

противоэпидемические мероприятия, направлен-
ные на локализацию очага холеры и предупреждение 
распространения заболевания среди населения, про-
водились согласно сп 3.1.1.2521-09 «профилактика 
холеры. общие требования к эпи де мио ло ги ческому 
надзору за холерой на территории рФ». был проведен 
учет информации об эпи де мио ло ги ческой обстановке 
– сбор анамнеза у больного, его изоляция с дальней-
шей эвакуацией на спецтранспорте.

эпи де мио ло ги ческое обследование в очаге – 
определение круга контактных лиц и направление 

их в изолятор, активное выявление других случаев 
проявления заболевания, проведение антибиотико-
профилактики.

проведен комплекс мероприятий, направленных 
на локализацию эпидемического очага и прерывание 
путей передачи инфекции. разработана и предостав-
лена оперативная информация о состоянии эпи де-
мио ло ги ческого очага холеры в штаб по организации 
противохолерных мероприятий.

пробы, отобранные для исследования на холе-
ру, были доставлены в лабораторию особо опасных 
инфекций Фгуз «центр гигиены и эпидемиологии 
в рм» в течение двух часов с момента отбора (в ка-
честве транспортной среды использовалась 1 % пеп-
тонная вода). лабораторная диагностика проб про-
водилась согласно мук 4.2.2218-07 «лабораторная 
диагностика холеры» с использованием зареги-
стрированных (внесенных в государственный ре-
естр) и разрешенных к применению на территории 
российской Федерации питательных сред, диагно-
стических препаратов и тест-систем. при проведе-
нии пцр-диагностики использовалась тест-система 
амплисенс Vibrio cholerae-FL, производства Фгун 
нииэг, москва. по окончании всех экспресс-
методов и бактериологических исследований был 
дан письменный окончательный отрицательный от-
вет (через 48 ч).

по итогам результатов 4 этапов судейская кол-
легия определила победителей и лучших в номина-
циях. они награждены переходящим кубком, грамо-
тами и ценными подарками. на торжественном за-
крытии соревнований каждая из команд представила 
свой номер художественной самодеятельности. был 
смонтирован видеофильм. на совещании по итогам 
соревнования были разобраны допущенные ошибки 
и составлен план их устранений. поставлены задачи 
по дальнейшему оснащению спэо и гсэр. цель и 
задачи соревнований, которые руководящий состав и 
организационный комитет ставили перед участника-
ми, были успешно выполнены.
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дицинского института врачом-педиатром, виктор 
васильевич с 1979 г. является заместителем дирек-
тора цнии эпидемиологии, заведующим отделом 
инфекционной патологии. его деятельность на этом 
посту связана не только с исследованиями в области 
инфекционной патологии и эпидемиологии, но и с 
выездами в очаги эпидемий опасных инфекций в раз-
личные регионы россии и в страны азии, африки, 
центральной и Южной америки, где под его руко-
водством осуществлялись диагностические, лечеб-
ные и противоэпидемические мероприятия. 

с именем в.в.малеева связаны создание ори-
гинальной клинико-патогенетической классифи-
кации обезвоживания при холере и других острых 
кишечных инфекциях, разработка критериев оценки 
тяжести течения и методики интенсивной терапии 
наиболее распространенных инфекционных болез-
ней, определение клинических особенностей вновь 
открытых и возвращающихся инфекционных болез-
ней, в том числе особо опасных – холеры, чумы, ге-
моррагических лихорадок, риккетсиозов, торс, ле-
гионеллеза и др. 

в.в.малееву принадлежит открытие закономер-
ностей нарушения системы свертывания крови при 
многих инфекционных болезнях и разработка тера-
пии патологии гемостаза. им разработаны клиниче-
ская и лабораторная диагностика, дифференциальная 
диагностика инфекционных болезней, концепция 
развития инфекционной службы на 2004–2008 годы. 
предложенная им методика регидратационной тера-
пии больных холерой позволила оказывать помощь 
в самых сложных условиях, добиваться достаточно 
быстрого терапевтического эффекта, а также значи-
тельно снизить летальность. данная методика и по 
настоящее время является основной в терапии боль-
ных острыми кишечными инфекциями. 

академик в.в. малеев уделяет большое внима-
ние подготовке высококвалифицированных специа-
листов, под его руководством защищено несколько 
десятков докторских и кандидатских диссертаций. 

ЮБилеи

К 70-летиЮ Со днЯ рождениЯ виКтора ваСилЬевича Малеева

виктору васильевичу малееву, 
выдающемуся ученому-инфекцио-
нисту и эпидемиологу, организатору 
здравоохранения, заместителю ди-
ректора центрального научно-иссле-
довательского института эпидемио-
логии по научной и клинической ра-
боте роспотребнадзора, академику 
российской академии медицинских 
наук исполнилось 70 лет.

начав свою трудовую и науч-
ную деятельность после окончания 
андижанского государственного ме-

высоко ценятся его монографии и на-
учные публикации, которые являются 
пособиями для инфекционистов, эпиде-
миологов, бактериологов.

многогранна научно-общественная 
деятельность виктора васильевича. в 
2002 г. в.в.малеев избран действитель-
ным членом российской академии ме-
дицинских наук. он – заместитель пред-
седателя научного совета по эпидемио-
логии, паразитологии и инфекционным 
болезням, член экспертного совета вак 
министерства образования рФ, личный 

представитель председателя правительства рФ в 
группе личных представителей премьер-министров 
государств балтийского моря по борьбе с распростра-
нением инфекционных болезней, член президиума 
всероссийского научно-практического общества ми-
кробиологов, эпидемиологов и паразитологов. виктор 
васильевич является заместителем главного редакто-
ра журнала «инфекционные болезни», членом ред-
коллегии журналов «жмэи» и «эпидемиология 
и инфекционные болезни», членом редакционно-
го совета журнала «проблемы особо опасных ин-
фекций». как член координационного совета по 
санитарно-эпидемиологической охране территории 
российской Федерации виктор васильевич много 
внимания уделяет проблемам обеспечения санитарно-
эпидемиологической безопасности страны, решению 
вопросов борьбы с инфекционными болезнями.

многолетняя научно-организационная деятель-
ность в.в.малеева, его неоценимый вклад в развитие 
медицинской науки, безупречный труд по заслугам 
высоко оценен родиной. в 1996 году за разработку 
комплекса лечебных мероприятий при холере и дру-
гих острых кишечных инфекциях ему была присуж-
дена премия правительства российской Федерации, 
в 1997 г. – государственная премия рФ за цикл работ 
по клинике, диагностике и терапии неизвестных ра-
нее инфекционных болезней. за помощь в ликвида-
ции эпидемии чумы в индии в 1995 г. он награжден 
орденом дружбы, а также медалями и другими зна-
ками отличия.

виктор васильевич не только выдающийся уче-
ный, но и обаятельный и доброжелательный человек. 
увлекается изучением иностранных языков, решени-
ем шахматных задач, любит природу.

Редакционная коллегия и редакционный совет 
журнала «Проблемы особо опасных инфекций» сер-
дечно поздравляют Виктора Васильевича с юбилеем, 
желают крепкого здоровья, дельнейших творческих 
успехов, новых научных свершений, талантливых 
учеников и долгих лет жизни.
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с 18 по 21 мая 2010 г. на территории всерос-
сийского выставочного центра (москва) и 21 мая 
на полигоне мчс (ногинск) в соответствии с рас-
поряжением правительства российской Федерации 
от 2 сентября 2009 г. №1275-р проходил III между-
народный салон «комплексная безопасность –  
2010», организованный министерством российской 
Федерации по делам гражданской обороны, чрезвы-
чайным ситуациям и ликвидации последствий сти-
хийных бедствий, министерством внутренних дел, 
пограничной службой Фсб, Федеральной службой 
по военно-техническому сотрудничеству, Фгуп 
«рособоронэкспорт» под патронатом и при поддерж-
ке совета безопасности российской Федерации и 
антитеррористического центра снг. 

это крупный российский выставочный проект, 
в рамках которого были наглядно продемонстриро-
ваны основные направления государственной поли-
тики в сфере обеспечения безопасности страны и ее 
граждан.

тематика салона была представлена несколь-
кими направлениями, включая вооружение и техни-
ческие средства сил спецназначения; технические 
средства пограничного и таможенного контроля; 
техника охраны; пожарная безопасность; средства 
спасения; медицина катастроф; противоэпидемиче-
ская и экологическая безопасность; промышленная 
безопасность; ядерная и радиационная безопасность; 
безопасность информации и связи; транспортная 
безопасность.

специализированная противоэпидемическая 
бри гада (спэб) Фгуз роснипчи «микроб» 
на базе авто шасси приняла участие в проведе-
нии между народ ного салона согласно приказу 
роспотребнадзора от 19.04.2010 г. № 146, в целях 
демонстрации возмож ностей модернизированных 
специализированных противоэпидемических бригад 
роспотреб надзора,  

были задействованы 25 человек личного состава 
и автотранспорт спэб в количестве 7 единиц в соот-
ветствии с базовым табелем оснащения (мобильный 
комплекс спэб – мк спэб – в составе трех авто-
машин камаз и трех спецавтоприцепов; автобус 
и штабной автомобиль повышенной проходимости, 
спецавтомобиль повышенной проходимости для до-
ставки инфекционного больного и дополнительно – 
грузовая автомашина «газель»), а также лаборатория 
на базе пневмокаркасного модуля.

целью участия спэб роснипчи «микроб» в 
международном салоне была демонстрация техниче-
ских характеристик и возможностей работы модерни-
зированной спэб при ликвидации последствий чрез-
вычайных ситуаций санитарно-эпидемиологического 
характера, в том числе в рамках международного со-
трудничества. 

14 мая автоколонна спэб выехала из саратова и 
через 20 часов, преодолев расстояние в 800 км, при-
была в ногинск. 16 мая 2010 г. осуществлено развер-
тывание мк спэб на полигоне мчс в ногинске: 
размещение мобильного комплекса на территории 

инФорМациЯ

учаСтие Специализированной противоЭпидеМичеСКой БриГады  
ФГуз роСнипчи «МиКроБ», Модернизированной на Базе автоШаССи,  

в МеждународноМ Салоне «КоМплеКСнаЯ БезопаСноСтЬ – 2010» 

экспозиия роснипчи «микроб» на полигоне мчс
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посещение экспозиции роснипчи «микроб»  
руководителем роспотребнадзора г.г.онищенко

выставки, установка пневмокаркасной палатки, под-
готовка лабораторий к установке оборудования, под-
ключение систем жизнеобеспечения, установка и под-
ключение лабораторного оборудования. время раз-
вертывания мобильного комплекса составило 6 часов, 
что соответствует заявленным тактико-техническим 
характеристикам. полное время развертывания всех 
элементов экспозиции составило 8 часов.

 17–19 мая проводилась подготовка к показу мо-
бильного комплекса спэб и некоторых элементов 
оснащения бригады (изолирующий костюм, мобиль-
ный изолятор, генератор горячего тумана, лабора-
торное оборудование). 20 мая проведена отработка 
рапортов ответственных специалистов и элементов 
демонстрации оборудования и оснащения спэб. 

21 мая состоялось открытие III международного 
салона «комплексная безопасность – 2010». 

экспозицию мк спэб осмотрел руководитель 
Федеральной службы по надзору в сфере защиты прав 

потребителей и благополучия человека г.г.онищенко, 
который дал ей высокую оценку. посетили экспози-
цию министр российской Федерации по делам граж-
данской обороны, чрезвычайным ситуациям и ликви-
дации последствий стихийных бедствий с.к. Шойгу, 
губернатор саратов ской области п.л.ипатов.  

в рамках международного салона «комплексная 
безопасность – 2010» от роснипчи «микроб» на 
ввц 18–21 мая представлена экспозиция, вклю-
чавшая три информационных стенда (мобильный 
комплекс спэб роспотребнадзора, опыт участия 
спэб в обеспечении санитарно-эпидемиоло ги-
ческого благополучия населения в чрезвычайных 
ситуациях, модернизированная спэб на базе пнев-
мокаркасных модулей), продемонстрирован фильм 
«модернизированные специализированные проти-
воэпидемические бригады роспотребнадзора». 

участие спэб роснипчи «микроб» в ра-
боте III международного  салона «комплексная 
безопас   ность – 2010» наглядно продемонстриро-
вало возможности мобильных комплексов спэб 
роспотребнадзора: самостоятельное передвижение 
на большие расстояния, быстрое развертывание и 
приведение комплекса в готовность для работы в 
зоне чс, применение передовых диагностических 
и информационных технологий, современного вы-
сокотехнологичного лабораторного оборудования 
и средств связи, средств индивидуальной защиты и 
аппаратуры для проведения дезинфекционной об-
работки. показана их способность к автономному 
функционированию в полевых условиях.

руководитель роспотребнадзора г.г.онищенко 
в письме на имя директора роснипчи «микроб» 
выразил благодарность за организацию и участие 
специалистов модернизированной спэб института 
в международном  салоне «комплексная безопас  -
ность – 2010». 

посещение экспозиции роснипчи «микроб»  
министром по делам мчс с.к.Шойгу

посещение экспозиции роснипчи «микроб»  
губернатором саратовской области п.л.ипатовым


