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5

олимпийские игры ввиду широты размаха и 
исключительного общественного интереса тре-
буют чрезвычайного уровня готовности системы 
санитарно-эпидемиологического надзора принима-
ющей страны по обеспечению эпидемиологической 
безопасности участников этих массовых мероприя-
тий, гостей и местного населения.

практика организации олимпиад и других мас-
совых мероприятий свидетельствует об отсутствии 
серьезных эпидемиологических осложнений во вре-
мя их проведения.

в доступной литературе сообщается о вспышках 
гриппа и гастроэнтеритов во время международного 
дня молодежи в австралии в 2008 г. [3], о заносах 
гриппа а (H1N1) участниками универсиады и го-
стями музыкального фестиваля в сербии в 2009 г. 
и местной передачи этой же разновидности гриппа 
участниками мероприятий [6], о вспышке кори сре-
ди спортсменов и местного населения во время спе-
циальных олимпийских игр в сШа в 1991 г. [5], о 
вспышках норовирусной инфекции во время чемпи-
оната мира по футболу среди персонала и зарубеж-
ных журналистов в международном медиацентре в 
мюнхене (германия) в 2006 г. [12], в молодежном ла-
гере в штате вирджиния (сШа) в 2005 г. [2] и среди 
местного населения во время зимних олимпийских 
игр в ванкувере (канада) в 2010 г. [10]. сообщается о 
вспышках легионеллеза на круизных лайнерах в пор-
тах, примыкающих к местам проведения массовых 
мероприятий [11]. следует отметить, что указанные 
события не оказывали существенного влияния на 
ход проведения спортивных мероприятий в силу за-
благовременной оценки рисков эпидемиологической 
опасности и планирования мер по минимизации их 
последствий.

как следует из опыта организации и прове-
дения олимпиад и других массовых мероприятий 
(универсиады, музыкальные фестивали, кубки мира 

и европы по футболу и т.п.), обобщенных в недавнем 
руководстве всемирной организации здравоохране-
ния (Communicable Disease Alert and Response for 
Mass Gatherings: Key Considerations) [3], обеспече-
ние защиты от биологических угроз при подготовке 
и проведении названных мероприятий включает три 
звена:

- оценка эпидемиологических рисков,
- осуществление полноценной системы эпиде-

миологического надзора,
- своевременное и адекватное реагирование при 

возникновении эпидемиологических осложнений.
результаты анализа эпидемиологических ри-

сков являются основанием для планирования мер 
биологической безопасности во время проведения 
олимпиад, в том числе систем надзора и реагирова-
ния на чрезвычайные события. 

как показывает зарубежный опыт, подготовка к 
олимпиадам начинается за несколько лет до их про-
ведения. существенная роль, при этом, отводится 
эпидемиологическому надзору как системе, направ-
ленной, в конечном итоге, на обеспечение биологи-
ческой безопасности населения. во время этой фазы 
надзора с использованием рутинных методов оцени-
ваются будущие эпидемиологические риски, разра-
батываются и реализуются управленческие решения 
по стабилизации эпидемиологической обстановки на 
территории проведения олимпийских игр.

вторая фаза – это усиленный эпидемиологиче-
ский надзор, начинающийся, как правило, за один 
месяц до проведения олимпиады.

третья фаза эпидемиологического надзора про-
должается определенное время после олимпиады. 
при этом используются рутинные методы с целью 
выявления заболеваний с длительным инкубацион-
ным периодом, которые, возможно, связаны с состо-
явшимся событием (туберкулез, вич-инфекция).

всемирной организацией здравоохранения 
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(воз) рекомендуется традиционный эпидемиологи-
ческий надзор за инфекциями дополнить синдром-
ным надзором с целью более раннего выявления за-
болеваний и оперативного проведения необходимых 
мероприятий [1]. в упомянутом выше руководстве 
воз рекомендованы 10 синдромов, надзор в отно-
шении которых необходим во время проведения ме-
роприятий с большим скоплением местного и при-
езжего населения, в том числе и олимпиад. это син-
дромы: гастроэнтерит с кровью, гастроэнтерит с во-
дянистыми выделениями, острая лихорадка с сыпью, 
менингит/энцефалит, дыхательная недостаточность 
без лихорадки, острая респираторная инфекция с 
лихорадкой, состояние в связи с высокой темпера-
турой внешней среды, острый вирусный гепатит, 
ботулиноподобный синдром, неожиданная смерть. 
приводятся ключевые признаки каждого синдрома 
и нозологические формы болезней, которые объеди-
няет каждый конкретный синдром. при этом пере-
чень нозологических форм включает не только такие 
инфекции, как корь, грипп, сальмонеллезы, норови-
русная инфекция и т.п., но и нозологические формы, 
этиологические агенты которых в списках CDC от-
несены к категории а возбудителей особо опасных 
инфекций, которые могут использоваться в актах 
биотерроризма (сибирская язва, ботулизм, чума и на-
туральная оспа).

при преднамеренном применении патогенных 
биологических агентов в условиях высокой плотно-
сти населения потребуются значительные силы для 
работы в очагах инфекции (эпидемиологическое рас-
следование и т.п.). при этом для доказательного за-
ключения о намеренном использовании патогенного 
биологического агента потребуется анализ синдром-
ных проявлений болезненных состояний, а также 
индикаторов названного события, к числу которых 
относятся:

- групповая заболеваемость в виде случаев, не 
имеющих между собой взаимной связи;

- факты заболеваний инфекциями, не являющи-
мися эндемичными для данной территории и сопро-
вождающимися высокой летальностью;

- факты заболеваний в необычный для инфекции 
сезон года, при этом отмечается нетипичная возраст-
ная структура заболевших;

- случаи выделения штаммов (этиологических 
агентов) с атипичными признаками или с множе-
ственной лекарственной устойчивостью;

- необычный рост числа обращений за медицин-
ской помощью с признаками лихорадочного, респи-
раторного, неврологического, гастроэнтерологиче-
ского и других состояний, а также резкое возраста-
ние числа обращений в аптечную сеть для закупки 
тех или других лекарственных препаратов и т.д.

известно, что синдромный подход и целена-
правленный интенсивный ежедневный мониторинг 
объектов окружающей среды на микробную флору 
(воздух, вода, пищевые продукты), интегрирован-
ные в традиционные системы эпидемиологического 

надзора, использовались уже в 2002 г. во время зим-
них олимпийских игр в солт лейк сити и в 2006 г. 
[7] в турине [4], а также во время проведения летних 
олимпиад в афинах в 2004 г. [8] и в пекине в 2008 г. 
[9]. можно отметить, что в греции впервые в исто-
рии олимпийских игр была использована программа 
контроля внешней среды, сочетающая в себе анализ 
результатов лабораторных исследований ее объектов 
и регулярные, а в ряде случаев и по показаниям, ин-
спекционные проверки предприятий пищевой про-
мышленности, общественного питания, систем ком-
мунального жизнеобеспечения населения и т.д. по 
17 гигиенически значимым показателям с принятием 
жестких мер административного воздействия в случае 
необходимости. разработанная высокодетализиро-
ванная форма электронного отчета с использованием 
гис-тех нологий позволила осуществлять быстрый 
обмен данными и материалами в любое время суток 
для обеспечения эпидемиологического надзора в ре-
жиме реального времени, автоматически выявлять 
недостатки в микробиологических исследованиях, 
нарушения схемы и качества проводимых ответных 
мер при обострении эпидемиологической ситуации. в 
ванкувере для исследования проб воздуха с фильтров, 
а также твердых и жидких проб функционировала мо-
бильная лаборатория для детекции биологических 
агентов (бактерии, вирусы, а также рицин) с исполь-
зованием пцр в режиме реального времени.

специальная аппаратура обнаружения и инди-
кации пба представляет собой либо полный, либо 
упрощенный вариант системы биологической развед-
ки BASIS (Biological Aerosol Sentry and Information 
System).

используя систему BASIS, возможно проводить 
индикацию пяти пба (возбудителей чумы, оспы, си-
бирской язвы, туляремии, а также ботулинического 
токсина). по оценкам американских специалистов 
система BASIS позволяет обеспечить реагирование 
на применение биологического оружия в пределах 
8–10 ч.

впервые система BASIS была использована в 
рамках обеспечения эпидемической безопасности 
зимних олимпийских игр 2002 г. в солт-лэйк-сити. 
на открытом воздухе и внутри олимпийских объек-
тов было развернуто 16 постов отбора проб, и функ-
ционировала одна мобильная лаборатория. 

с февраля 2004 г. на ряде станций контроля ат-
мосферного воздуха устанавливается аппаратура, 
предназначенная для автономного функционирова-
ния – Autonomous Pathogen Detection System (APDS). 
индикация пба в атмосферном воздухе осуществля-
ется APDS с помощью твердофазного иммуноанали-
за с регистрацией результатов проточной цитометри-
ей, а также пцр, проводимой в случае положитель-
ной пробы иммуноанализа. система APDS способна 
длительное время (до 8 сут) работать в автономном 
режиме без замены картриджей с расходными реа-
гентами. периодичность забора проб биоаэрозоля и 
выполнение иммуноанализа составляют 30–60 мин.



Проблемы особо опасных инфекций, вып. 106, 2010

7

кроме того, представляется целесообразным 
интегрирование в систему надзора во время прове-
дения олимпиады гис-технологий с целью анализа 
актуальной информации об обстановке в режиме ре-
ального времени и поддержки принятия управленче-
ских решений по минимизации эпидемиологических 
последствий того или иного события.

применительно к зимним олимпийским играм 
2014 г. оценка рисков, как представляется, необходи-
ма по следующим основным направлениям:

1. заблаговременная четкая идентификация 
местных заразных болезней и анализ возможности 
осложнения эпидемиологической обстановки по ним 
как в период строительства олимпийских объектов, 
так и во время проведения олимпиады.

сравнительный анализ обстановки по некото-
рым нозологическим формам инфекционной патоло-
гии свидетельствует о том, что заболеваемость ими 
в сочи в 2008–2009 гг. в ряде случаев превышала 
средние показатели по российской Федерации и по 
краснодарскому краю. так, отмечено резкое превы-
шение показателей в отношении вирусного гепати-
та а, острых кишечных инфекций установленной и 
неустановленной этиологии. достаточно высокой яв-
ляется заболеваемость инфекциями, передающимися 
половым путем.

с 2004 г. в сочи резко обострилась эпизоотиче-
ская обстановка по бешенству. в этом же году заре-
гистрированы два случая бешенства среди жителей 
адлерского района. с тех пор ежегодно наблюдаются 
заболевания различных животных (от 3 до 101 случая), 
а количество укушенных людей дикими и домашни-
ми животными достигает 600 и более в пересчете на 
100 тыс. населения и в два раза превышает аналогич-
ный показатель по краснодарскому краю.

к изложенному следует добавить, что террито-
рия, где будут проводиться олимпийские игры, яв-
ляется неблагополучной по ряду других природно-
очаговых инфекций (лептоспироз, кишечный иер-
синиоз, псевдотуберкулез, клещевой боррелиоз), и 
в зимнее время года можно ожидать осложнений по 
ряду из них, в частности, по кишечному иерсиниозу 
и псевдотуберкулезу. осложнения по этим и другим 
названным выше инфекциям, даже в подготовитель-
ный к олимпиаде период, могут иметь широкий 
международный общественный резонанс.

2. концентрация больших масс людей в ходе 
проведения олимпиады, несомненно, чревата опас-
ностью активизации механизмов передачи инфек-
ционных болезней, в первую очередь, с фекально-
оральным и аспирационным механизмами передачи. 
это связано с увеличением нагрузки на коммуналь-
ные системы жизнеобеспечения населения (водопо-
требление, водоочистка, канализация), с возможны-
ми авариями на них, увеличением объема продукции 
пищевой промышленности (увеличение производ-
ства и завоза продуктов) и ростом нагрузки на сети 
общественного питания, увеличением числа объек-
тов массового пребывания людей, в том числе гости-

ничных комплексов и приспособленных под них кру-
изных лайнеров и т.д.

3. нельзя не учитывать возможность заноса 
участниками олимпиады и зарубежными гостями 
ряда инфекционных болезней, в том числе и тех, ме-
роприятия в отношении которых регламентируются 
международными медико-санитарными правила-
ми (2005 г.) и которые могут трансформироваться 
в чрезвычайные ситуации в области санитарно-
эпидемиологического благополучия населения, в том 
числе и международного значения.

4. существенное место в многочисленных ли-
тературных источниках в последние годы занима-
ет проблема биологического терроризма во время 
проведения массовых мероприятий, в том числе и 
олимпиад. риск таких актов ни в коей мере нельзя 
недооценивать и во время зимней олимпиады 2014 г. 
следует учитывать, что осложнение эпидемиологи-
ческой обстановки, связанное с актом биотеррориз-
ма, потребует проведения широкого комплекса до-
рогостоящих противоэпидемических мер и вызовет 
широкий международный резонанс.

что касается вопросов готовности к реагиро-
ванию на чрезвычайные эпидемические ситуации 
в ходе проведения олимпиады 2014 г., то следу-
ет, прежде всего, упомянуть, что во исполнение 
распоряжения правительства российской Федерации 
от 21 мая 2007 г. № 642-р были выделены средства 
и проведена модернизация специализированных 
противоэпидемических бригад (спэб) пяти научно-
исследовательских противочумных институтов. эти 
бригады сегодня представляют собой оснащенные 
современным оборудованием мобильные лаборатор-
ные модули на базе автошасси, способные к работе в 
автономных условиях. представляется целесообраз-
ным привлечение спэб противочумных институтов 
в период проведения олимпийских игр. 

кроме того, необходимы:
- разработка нормативно-методической базы, ре-

гламентирующей весь комплекс противоэпидемиче-
ских мероприятий в период проведения олимпийских 
игр 2014 г. в г. сочи;

- создание (внедрение в практику) систем бы-
строй и эффективной детекции и анализа патогенных 
биологических агентов из биологического материала 
и из объектов внешней среды (в т.ч. в рамках Фцп) 
и дополнительного оснащения ими лабораторий 
г. сочи и спэб;

- создание компьютерной аналитической систе-
мы надзора в режиме реального времени за заболе-
ваемостью и информацией микробиологического ха-
рактера (в т.ч. с привлечением гис);

- формирование госпитальной базы для подо-
зрительных больных и для больных особо опасными 
инфекциями;

- проведение тренировочных учений с вводом 
условного больного и других форм повышения го-
товности медицинского персонала;

- внедрение в практику работы лабораторий ин-
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фекционных стационаров методов исследования на 
возбудителей острых желудочно-кишечных заболе-
ваний вирусной этиологии (норовирусы, астровиру-
сы, ротавирусы, энтеровирусы);

- создание резерва современных диагностиче-
ских препаратов, дезинфицирующих средств, расхо-
дных материалов, средств индивидуальной защиты, 
а также лечебных препаратов.

глобальные угрозы, связанные с инфекцион-
ными болезнями и терроризмом, делают задачу го-
товности системы здравоохранения необыкновенно 
сложной для любого государства. решение ее тре-
бует развития и внедрения в практику новых систем 
обеспечения биологической безопасности, которые в 
равной мере значимы как для готовящего события, 
так и для обеспечения безопасности россии в целом. 

благодарим за обсуждение материала т.в.Ше-
вы рёву, г.д.брюханову, Ю.в.Юничеву, в.и.малая.
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Analysis of complex measures to ensure epidemiological safety dur-
ing the period of preparation and carrying out the Olympic Games abroad 
is presented. The main directions of the anti-epidemic work during prepara-
tion for the 2014 Winter Olympic Games are suggested based upon available 
experience. It has been noted that syndromic surveillance, GIS technologies, 
automated stations for control of atmospheric air and other new technologies 
ensuring biological safety should be added to traditional epidemiological sur-
veillance of infections.
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актуальность изучения территориального и 
биотопического распределения иксодовых клещей 
(Ixodidae) и блох (Siphonaptera), количественных ха-
рактеристик их популяций, связей с прокормителя-
ми обусловлена участием этих групп кровососущих 
членистоногих в переносе и хранении возбудителей 
ряда инфекционных болезней. распространению воз-
будителей может способствовать отмечаемое в на-
стоящее время расширение ареалов некоторых видов 
эктопаразитов, формирование их стойких популяций 
на новых территориях.

большой интерес представляют южные районы 
левобережья саратовской области, на территорию 
которых происходит распространение возбудителей 
вирусных инфекций и где уже выявлена циркуляция 
некоторых из них: крымской геморрагической лихо-
радки, лихорадок западного нила, синдбис, батаи, 
инко, тягиня [1]. эти районы энзоотичны также по 
туляремии [8]. к началу ххI века в южных районах 
заволжья произошли изменения в распространении 
и доминировании отдельных видов мелких млеко-
питающих [4], их эктопаразитов – блох [3], расши-
рился ареал иксодовых клещей [5]. мониторинг ви-
русных инфекций в течение ряда лет на территории 
александрово-гайского района позволяет оценить 
современное состояние и эпизоотологическое значе-
ние популяций кровососущих членистоногих – иксо-
довых клещей и блох на юге области в зоне типичной 
полупустыни. иксодовых клещей собирали с круп-
ных сельскохозяйственных животных, с поверхности 
почвы и растительности. на наличие эктопаразитов 
(клещей и блох) осматривали добытых диких млеко-
питающих и птиц. наблюдения проводили преиму-
щественно весной и осенью периодически, начиная 
с 2001 г., и ежегодно в период 2006–2009 гг. сборы 
составили 6217 иксодовых клещей и 1026 блох.

Иксодовые клещи. иксодовых клещей собирали 
в наиболее благоприятных для их обитания местах. 
на данной территории это заросли бурьянистой и ку-

старниковой растительности, приуроченные к пой-
мам рек большой и малый узени, гидросистемам, а 
также затопляемым пониженным участкам рельефа. 
здесь осуществляется выпас скота и наблюдаются 
повышенные плотности мелких млекопитающих – 
прокормителей преимагинальных фаз развития иксо-
дид. на таких участках постоянно регистрировали 4 
вида иксодовых клещей: Hyalomma scupense Schulze, 
Dermacentor marginatus Sulzer, Dermacentor reticula-
tus Fabr и Rhipicephalus rossicus Jak et K. Jak. индексы 
доминирования (ид) их составили соответственно 
16,0, 77,9, 4,8 и 1,3 %.

основная масса клещей собрана в природных 
биотопах – 5096 экз. на 155 фл./км. по результатам 
многолетних учетов зараженность клещами пастбищ 
на данной территории сохраняется на высоком уров-
не. среднемноголетний индекс обилия (ио) соста-
вил 33 экз. на 1 фл./км с колебаниями по годам от 22 
до 58 экземпляров (табл. 1). из собранных трех ви-
дов клещей (D. marginatus, D. reticulatus, R. rossicus) 
во влажных биотопах полупустынной зоны наиболее 
многочисленными являются клещи D. marginatus. 
доля данного вида в сборах составила 92,7 %, что 
выше аналогичных показателей в других ландшафт-
ных зонах. связано это с тем, что распространение и 
численность остальных видов иксодовых клещей в 
большей степени ограничены абиотическими усло-
виями обитания в полупустыне. на втором месте 
стоит D. reticulatus. если в середине прошлого века 
D. marginatus был обычным и многочисленным для 
полупустыни видом, то D. reticulatus здесь отсутство-
вал, являясь на остальной территории области спора-
дическим видом [2]. например, в заволжье его ре-
гистрировали только в краснопартизанском, крас но-
кутском и энгельсском районах. в настоящее время 
на участках типичной степи заволжья (пугачевский 
район) индекс доминирования этого вида уже сопо-
ставим с таковым D. marginatus. проник D. reticulatus 
и вглубь полупустынной зоны, но здесь его индексы 

ЭПидеМиоЛоГиЯ, БиоБеЗоПаСноСТЬ

удк 595. 42+595.775(471.44)

Т.В.князева, В.н.Чекашов, а.м.Поршаков, Т.В.мокроусова, а.н.матросов, м.м.Шилов, 
с.а.Яковлев, а.а.кузнецов, с.и.Толоконникова, и.н.Шарова, Т.Ю.красовская
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в полупустынной зоне саратовской области по многолетним наблюдениям обитают 6 видов иксодовых кле-
щей. на мелких млекопитающих околоводных биотопов зарегистрировано 9 видов блох. значение как перенос-
чики возбудителей опасных инфекционных болезней в настоящее время могут иметь доминирующие виды эк-
топаразитов – 2 вида иксодовых клещей и 3 вида блох. дальнейший эпизоотологический мониторинг связан с 
контролем численности обычных для этой территории видов эктопаразитов, а также с выявлением новых видов, 
имеющих предпосылки к расселению на данной территории.
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доминирования и обилия более чем в 10 раз меньше, 
чем у предыдущего вида. самым малочисленным в 
сборах оказался R. rossicus, хотя на его присутствие в 
полупустынной зоне указывала в.Ф.давидович [2], а 
широкое распространение в современный период от-
мечено м.а.тур цевой [5]. обитание клещей R. ros-
sicus в полупустынной зоне ограничено пойменными 
участками. в среднем эти клещи составили 1,5 % от 
общего числа пастбищных видов. следует заметить, 
что сезон максимального паразитирования имаго, в 
отличие от других видов, сдвинут к маю–июню. в 
этот период доля клещей среди прочих достигала 
10 %, а индекс обилия равнялся 4 экземплярам на 
1 фл./км. повышение температуры и снижение влаж-
ности воздуха летом ограничивают существование 
клещей в природных биотопах, и в это время они 
чаще встречаются на животных [6]. истинную долю 
участия этого вида в популяциях паразитов дают 
сборы с мелких млекопитающих. нельзя обойти вни-
манием находки очень редкого для полупустынной 
зоны лесного вида Ixodes ricinus Linn. ранее [2], его 
встречали только в лесостепной зоне правобережья. 
в настоящее время он уже стал обычным на северо-
востоке заволжья. здесь (пугачевский р-н) доля этих 
клещей увеличилась от единичных находок до 5 % к 
весне 2009 г. в полупустынной зоне I. ricinus приуро-
чены к гидрофильным лесным участкам. единичные 
экземпляры их были собраны нами только в 2003 г. 
в реликтовом лесу в окрестностях г. александров-
гай. одновременно этот вид был зарегистрирован 
м.а.турцевой [5].

в качестве прокормителей личинок и нимф ик-
содид была отмечена малая лесная мышь, нимф – 
общественная полевка. незначительное число выяв-
ленных паразитарных связей объясняется малой вы-
боркой в период пика численности преимагинальных 
стадий развития (лето – начало осени).

явно выраженная гидрофильность рассматрива-
емых видов членистоногих ограничивает их распро-

странение по водоразделам. в сухой степи, вдали от 
мест массового выпаса скота, нами были собраны на 
«флаг» лишь единичные экземпляры D. marginatus. 
на таких целинных участках обычным обитателем 
является клещ Rhipicephalus schulzei Ol, который в 
своем жизненном цикле тесно связан с малым сус-
ликом. по нашим наблюдениям, в отдельные годы 
индекс обилия этих клещей на сусликах составлял 
1,3, а в их гнездах – 0,3 (лето 2001 г.), что является 
высоким показателем. наряду с имаго, на зверьках 
в значительном числе встречались преимагинальные 
стадии развития.

сборы клещей с крупных домашних животных 
составили 1121 экз. отмечено паразитирование има-
го 3 видов: Hyalomma scupense Schulze, D. marginatus 
и R. rossicus (табл. 2). их доля в общем сборе равня-
лась соответственно 89,1, 10,4 и 0,5 %. неполные 
сборы клещей с одного животного за период обсле-
дования составили в среднем 8 экз. с колебаниями 
по годам от 4 до 50 экз. в хозяйствах, где проводи-
ли акарицидные мероприятия, скот был практиче-
ски свободен от клещей. в конце марта – апреле на 
животных доминируют клещи H. scupensе – 97,5 %. 
начиная с середины мая, преобладают имаго D. mar-
ginatus, встречаются также R. rossicus.

Блохи. в отличие от клещей, фауна блох полу-
пустынной зоны после обобщающих публикаций 
в.Ф.давидович [2], относящихся к 60–70-м годам 
прошлого века, не пересматривалась. немаловажную 
роль в формировании современной фауны эктопара-
зитов сыграло изменение населения млекопитающих 
в конце хх – начале ххI вв. под воздействием абио-
тических и биотических факторов [4]: расселение и 
увеличение численности домовой мыши, сокращение 
обилия пустынных видов, смена доминирующих ви-
дов животных и др. млекопитающие являются про-
кормителями этой группы членистоногих и создают в 
своих норах условия для развития отдельных видов. 
нами проанализированы сборы блох с 1138 мелких 

Таблица 1

результаты учета численности иксодовых клещей в природных биотопах полупустынной зоны саратовской области (2001–2009 гг.)

период учета пройдено фл./км собрано клещей
ид, % общий ио  

(экз. на 1 фл./км)D. marginatus D. reticulatus R. rossicus

апрель 136 4466 93,4 6,6 – 32,8

май 19 630 87,9 0,4 11,7 33,2

Всего 155 5096 92,7 5,8 1,5 32,9

Таблица 2

Показатели численности иксодовых клещей на крупных домашних животных в полупустынной зоне саратовской области (2001–2009 гг.)

период учета осмотрено животных собрано клещей
ид, %

общий ио
H. scupense D. marginatus R. rossicus

апрель 89 1021 97,5 2,5 – 11,5

май 32 3 100,0 – – 0,1

июнь 18 97 – 93,8 6,2 5,4

Всего 139 1121 89,1 10,4 0,5 8,1
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млекопитающих. из них 49,4 % составляла домовая 
мышь, 25,7 % – малая лесная мышь (хотя в целом по 
заволжью этот вид преобладал), 12,2 % – обществен-
ная полевка и 7,1 % – обыкновенная полевка. прочих 
видов (степная мышовка, водяная полевка, ондатра) 
было менее 3%.

Фауна блох мелких млекопитающих интразо-
нальных ландшафтов полупустынной зоны пред-
ставлена 9 видами, в то время как во всем заволжье – 
12. среди собранных блох 98,7 % составляли экто-
паразиты 4 видов: Amphipsylla rossica Wagn. 1912, 
Nosopsyllus mokrzeckyi Wagn. 1916, Ctenophthalmus 
wagneri Tifl. 1927, Ct. secundus Wagn. 1916 (табл. 3). 
ретроспективный анализ видового состава и оби-
лия эктопаразитов показывает, что на грызунах, по-
прежнему, многочисленной является блоха A. rossica, 
которая достигает в сборах 40 %. в качестве прокор-
мителя наряду с обыкновенной полевкой, считаю-
щейся основным хозяином, на данной территории 
зарегистрирована также общественная полевка, при 
этом индекс доминирования (в процентах по оби-
лию) этой блохи на полевках составил 37,1 и 48,5 % 
соответственно. расселение и увеличение численно-
сти домовой мыши в полупустынной зоне привело 
к распространению здесь ее специфического парази-
та – Ns. mokrzeckyi (ид – 29,8 %), не отмечавшегося 
ранее. популяция блох в равном числе распределя-
лась между домовой и лесной мышами (индекс оби-
лия на каждом из видов грызунов – 0,3). блох Ct. se-
cundus в.Ф.давидович [2] относила к новому для 
саратовской области виду и указывала на единичные 
находки в окрестностях г. александров-гай. в наших 
сборах с 1998 по 2007 гг. эта блоха также встреча-
лась редко. рост численности общественной полев-
ки, начавшийся осенью 2007 г., привел к быстрому и 
значительному увеличению плотности популяции ее 
паразита – Ct. secundus. в среднем доля этой блохи в 
сборах составила 16,0 %. основным прокормителем 
явилась общественная полевка, индекс обилия Ct. se-
cundus на которой равнялся 1,1. к настоящему време-
ни заметно возросла доля блох Ct. wagneri – с 6,0 % 
[2] до 16,5 % в наших сборах. только этот вид встре-
чался на всех отловленных зверьках. максимальный 
индекс обилия отмечен на специфическом прокор-

мителе – водяной полевке (табл. 3). из других видов 
блох были отловлены в единичных экземплярах на 
ограниченном круге прокормителей: Ctenophthalmus 
breviatus Wagn. et Ioff 1926 – на малой лесной мыши, 
Ct. orientalis Wagn. 1898 – на обыкновенной полевке, 
Nosopsyllus consimilis Wagn. 1898 – на малой лесной 
и домовой мышах, Leptopsylla taschenbergi Wagn. 
1898 – на домовой мыши, Citellophilus tesquorum Ioff 
1936 – на общественной полевке. при этом первые 
4 вида ранее встречались в подзоне сухих степей и 
не были указаны для полупустынной зоны. в то же 
время в наших сборах отсутствовали блохи, состав-
лявшие ранее доминирующую группу: Leptopsylla 
segnis Schonch.1811 и Amphipsylla prima Wagn. 1929. 
по материалам в.Ф.давидович [2], этих блох обна-
руживали преимущественно на степной пеструшке, 
которая сейчас стала редким видом [4] и отсутство-
вала в наших уловах. общий индекс обилия блох на 
грызунах, по данным многолетних сборов, составил 
0,9. на полевках индекс обилия был в 5 раз выше 
(2,6), чем на мышах (0,5).

таким образом, в околоводных биотопах полу-
пустынной зоны доминирующую группу блох со-
ставляют виды, имеющие значение в эпизоотологии 
туляремии: A. rossica, Ct. wagneri и получивший рас-
пространение в настоящее время Ns. mokrzeckyi. от 
блох в саратовской области выделяли 2,9 % культур 
туляремии [8].

на предмет зараженности эктопаразитами были 
осмотрены птицы околоводного и антропогенного 
комплексов. установлено их участие в транспор-
тировке блох. так, на чайке было найдено 2 самца 
блохи Monopsyllus sciurorum Schr. 1781. в пределах 
саратовской области этот вид обитает в правобереж-
ных районах и является специфическим паразитом 
лесной сони. также на птицах были обнаружены бло-
хи грызунов, распространенные в данной зоне: с до-
мового воробья снята блоха тушканчика Mesopsylla 
hebes J. et R. 1915, с грача – паразит малого cуслика 
Ct. breviatus. 

таким образом, эпизоотологический статус по-
лупустынной зоны саратовской области в отноше-
нии опасных инфекционных болезней определяют 
многочисленные и постоянно встречающиеся 2 вида 

Таблица 3

Численность массовых видов блох мелких млекопитающих интразональных ландшафтов полупустынной зоны саратовской области  
(1998–2009 гг.)

блохи ид, %
ио на различных животных

лм обп ощп дм з вп о

A. rossica 36,4 0,1 1,3 1,7 0 0,4 0 0

Ns. mokrzeckyi 29,8 0,3 ед. ед. 0,3 ед. 0 0

Ct. wagneri 16,5 0,2 0,6 0,1 0,01 0,5 5,0 ед.

Ct. secundus 16,0 0 ед. 1,1 ед. ед. 0 0

прочие 1,3 ед. ед. ед. ед. 0 0 0

Всего 100,0 0,6 2,0 2,9 0,4 1,0 5,0 0,04

примечание : лм – малая лесная мышь; обп – обыкновенная полевка; ощп – общественная полевка; дм – домовая мышь; з – землеройка; 
вп – водяная полевка; о – ондатра; ед. – единичные экземпляры.
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иксодовых клещей – D. marginatus и H. scupense, а 
также 3 массовых вида блох – A. rossica, Ns. mok rzec-
kyi, Ct. wagneri. укоренению вирусных инфекций на 
территории этой зоны могут способствовать: воз-
растание численности широко распространенных, 
но пока малочисленных видов клещей R. ros si cus и 
D. reticulatus, а также редко встречающегося – I. rici-
nus. последний участвует в циркуляции боррелий на 
северо-востоке заволжья [7]. кроме того, не исклю-
чено появление клещей Hyalomma marginatum Koch., 
зарегистрированных на сопредельных территориях. 
существующий комплекс наземных кровососущих 
членистоногих на территории полупустынной зоны 
саратовской области может иметь значение при раз-
ных инфекциях как выявленных ранее, так и вновь 
возникающих. дальнейший эпизоотологический мо-
ниторинг связан с контролем численности обычных 
для данной территории видов членистоногих и на-
блюдением за ареалами видов, имеющих тенденцию 
к расширению.
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toparasite species conventional for this territory, and with detection of new 
species possessing condition to inhabit it.
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выявление причин, определяющих динамику 
эпизоотического процесса в природных очагах, яв-
ляется одной из ключевых проблем эпизоотологии 
[17]. в различных природных очагах чумы выявле-
но наличие связи между многолетними изменениями 
интенсивности эпизоотий и уровнем численности 
основных носителей возбудителя [5, 20, 28, 29]. 

сведения о положительной связи эпизоотиче-
ской активности горно-алтайского природного очага 
чумы с численностью основного носителя приводи-
лись в отдельных работах [2, 10, 22, 25]. они основы-
вались только на качественном сопоставлении дан-
ных показателей, но количественного сравнительно-
го анализа этих процессов не проводилось. 

горно-алтайский природный очаг чумы, при 
его относительно небольшой площади, характери-
зуется сложной биоценотической структурой [4]. 
переносчиками являются блохи нескольких видов, 
обеспечивающие круглогодичную циркуляцию воз-
будителя [15]. основным носителем чумного микро-
ба в очаге является монгольская пищуха (Ochotona 
pallasi) [3, 12, 24]. в меньшей степени в эпизоотии 
вовлекаются мелкие млекопитающие других видов: 
даурская пищуха (Ochotona daurica), длиннохвостый 
суслик (Citellus undulatus), плоскочерепная полевка 
(Alticola strelzovi). монгольская пищуха на терри-
тории очага является массовым видом. на большей 
части Юго-восточного алтая ее поселения имеют 
сплошной, ленточный и местами мозаичный характер 
[7, 9, 12]. в современный период происходит расши-
рение ареала монгольской пищухи на данной терри-
тории [7, 11]. монгольская пищуха ха рак теризуется 
высокой восприимчивостью и чувствительностью 
к циркулирующему в очаге чумному микробу [14], 
возбудитель чумы обнаруживается лишь в пределах 
ее ареала [24]. 

цель работы – дать общую характеристику 
многолетней динамики эпизоотической активности 
горно-алтайского природного очага чумы, числен-

ности монгольской пищухи на его территории и оце-
нить связь этих процессов.

 
материалы и методы

в работе использованы данные эпизоотологиче-
ского обследования горно-алтайского природного 
очага чумы, проводимого алтайской противочум-
ной станцией с 1961 по 2009 год. за этот период на 
зараженность чумой исследовано бактериологиче-
ски более 270 тыс. мелких млекопитающих, из них 
около 70 % составляли монгольские пищухи, более 
1410 тыс. блох, изолировано 2223 культуры возбуди-
теля. эпизоотическая территория в настоящее вре-
мя составляет около 290 тыс. га. территория горно-
алтайского очага разделена на 43 участка эпизоото-
логического обследования, площадь которых сильно 
различается. на 23 из них обнаружены проявления 
эпизоотий.

о ежегодной эпизоотической активности горно-
алтайского природного очага чумы судили по ко-
личеству изолируемых культур возбудителя и по 
отношению количества участков с зарегистрирован-
ными эпизоотиями к общему числу обследованных 
участков, на которых когда-либо был выделен чум-
ной микроб. первый показатель дает количественное 
описание интенсивности эпизоотического процесса. 
второй – отражает информацию о территории очага, 
на которой протекают эпизоотии. эти показатели до-
статочно объективно характеризуют состояние очага 
при условии постоянства основных параметров эпи-
зоотологического обследования (объемы исследуе-
мого материала, сроки, широта охвата территории) 
на протяжении всего рассматриваемого периода. 
именно такой подход, за редким исключением, и был 
реализован при многолетнем мониторинге очага.

изменения численности монгольской пищухи 
в пределах ее ареала в Юго-восточном алтае были 
прослежены по единой методике с 1980 по 2009 
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год. численность определяли в весенний (апрель–
июнь) и осенний (август–октябрь) периоды по ко-
личеству жилых нор-колоний на 1 га. для этого на 
2–4-километровых маршрутах подсчитывали все 
норы-колонии в полосе 10 или 30 м, после чего пе-
ресчитывали их число на 1 га. каждый год в очаге 
весной обследовалось от 5 до 17 участков, на кото-
рых расположены поселения монгольской пищухи (в 
среднем 11,2 ± 0,49), осенью – от 5 до 22 (в среднем 
14,0 ± 0,76). для оценки уровня численности зверь-
ков в очаге все учеты, проведенные на каждом участ-
ке эпизоотологического обследования в определен-
ный сезон текущего года, усредняли. то есть опреде-
ление показателя численности за год основывалось 
на оценках нескольких независимых выборочных 
совокупностей. причем, участки, на которых про-
водили эти работы, в отдельных разновременных 
учетах могли не повторяться. используемый подход 
позволяет достаточно объективно охарактеризовать 
состояние населения по всей площади очага, в отли-
чие от часто применяющегося метода учета числен-
ности на стационарных участках наблюдений или 
строго определенных точках сбора материала. всего 
за весь период наблюдений пройдено 7144 км марш-
рута. суммарная площадь учетов составила более 
16 тыс. га. 

статистический анализ временных рядов про-
водили по т.андерсону [1], м.кендаллу, а.стьюар ту 
[16]. наличие долговременного тренда оценивали по 
значимости коэффициентов регрессии (b). для реше-
ния определенных задач при обнаружении централь-
ной тенденции в изменении временных рядов про-
водили процедуру приведения их к стационарному 
виду. с этой целью из каждого имеющегося значения 
временного ряда вычитали ожидаемую величину, по-
лученную по аналитическому уравнению линейной 
регрессии. для выделения криволинейного трен-
да проводили операцию выравнивания временных 
рядов с помощью метода взвешенной скользящей 
средней. сглаживание осуществляли по пяти точкам 
ряда. о закономерном характере колебаний оцени-
ваемых показателей судили по коэффициентам авто-
корреляции (ra). наличие достоверного коэффициен-
та автокорреляции свидетельствует о неслучайности 
временного ряда. период колебаний определяли по 
коррелограммам, которые показывают зависимость 
между членами ряда, разделенными во времени. 

результаты и обсуждение

Динамика эпизоотической активности. перво-
начально опишем динамику выделения культур чум-
ного микроба в горно-алтайском природном очаге за 
1961–2009 гг. многолетние изменения этого показа-
теля представлены на рис. 1, а. за рассматриваемый 
промежуток времени возбудителя чумы выделяли 
ежегодно. долговременный тренд количества вы-
деленных культур отсутствует (b = 0,666 ± 0,4205; 
n = 49; t = 1,58; P > 0,05). при этом их число в тече-

ние анализируемого периода значительно варьирует.
прежде всего отметим, что, поскольку объем 

исследованного материала может определять часто-
ту выявления эпизоотий [26], была оценена связь 
между количеством полученных культур и числом 
исследованных мелких млекопитающих за весь рас-
сматриваемый период. она оказалась низкой и стати-
стически незначимой (r = 0,253; df = 47; P > 0,05), а 
это позволяет утверждать, что в данном случае объем 
изучаемых проб не оказывал существенного влияния 
на число изолятов возбудителя чумы. 

коэффициент автокорреляции временного ряда 
числа культур с 1961 по 2009 год достоверен и соста-
вил 0,320 (n = 47; P < 0,01), также данный показатель 
статистически значим и при анализе результатов с 
1980 по 2009 год – периода, по которому проводили 
оценку динамики численности монгольской пищухи 
(ra = 0,497; n = 29; P < 0,01). такие данные говорят о 
неслучайности многолетних изменений количества 
культур и наличии колебаний эпизоотической актив-
ности очага с большим периодом. однако выявлен-
ные колебания не регулярны, что показывают корре-
лограммы фактических и выровненных временных 
рядов, на которых нет достоверных положительных 
значений ra с последовательными годовыми лага-
ми, то есть максимальные и минимальные значения 
появляются через неравные временные интервалы 
(рис. 1, б). на возможных причинах такого явления 
мы остановимся ниже. 

при рассмотрении изменения количества участ-
ков, на которых регистрировали эпизоотии, вид-
но, что этот показатель постепенно увеличивает-
ся (рис. 1, а). если в начале исследуемого периода 
лишь небольшая доля участков обследования была 
заражена чумой (чаще всего 10–20 %), то в послед-
нее десятилетие, за исключением 2001 г., их доля со-
ставляла 40–60 %. линейный тренд временного ряда 
количества эпизоотических участков высокозна-
чим (b = 0,823 ± 0,1200; df = 47; t = 6,85; P < 0,001). 
выраженное увеличение количества эпизоотических 
участков наблюдается с начала 90-х годов XX в. 
(рис. 1). это, в первую очередь, связано с последо-
вательным расширением в очаге с этого времени эн-
зоотичной территории, что подробно описано в ряде 
работ [2, 8, 13, 18, 21]. 

между временными рядами двух показателей, 
характеризующих эпизоотическую активность, на-
блюдается очевидная связь – их пики и спады до-
статочно хорошо совпадают (рис. 1, а). для оценки 
величины корреляции фактические и выровненные 
временные ряды количества эпизоотических участ-
ков были приведены к стационарным. коэффициент 
корреляции между фактическими рядами числа изо-
лированных культур и количества эпизоотических 
участков составил 0,342 (df = 47; P < 0,05), а при 
сравнении выровненных данных – 0,379 (df = 47; 
P < 0,01). с 1980 г. прослеживается более тесная 
связь этих показателей, коэффициенты корреляции 
соответственно равны 0,416 (df = 28; P < 0,05) и 



ЭПИДЕМИОЛОГИЯ, БИОБЕЗОПАСНОСТЬ

15

0,626 (df = 28; P < 0,001). такое совпадение двух рас-
сматриваемых временных рядов позволяет считать, 
что они отражают один и тот же процесс – эпизооти-
ческую активность очага. 

Динамика численности монгольской пищухи. 
далее остановимся на рассмотрении закономер-
ностей изменения численности основного носите-
ля возбудителя – монгольской пищухи (рис. 2, а). 
прежде всего отметим, что сравнение фактических 
временных рядов весенней и осенней численности 
показывает высокую степень корреляции между 
ними (r = 0,729; df = 28; P < 0,001), а уровень первой 
ниже, чем второй, что наглядно видно на приведен-
ном рисунке. очевидно, что динамика численности 
зверька имеет комбинированный характер (рис. 2, а). 
она складывается из направленного долговременно-
го изменения численности и определенных ее коле-
баний. с 1980 по 2009 год наблюдается достоверное 
увеличение весенней (b = 0,126 ± 0,0303; df = 28; t 
= 4,16; P < 0,001) и осенней численности монголь-
ской пищухи (b = 0,075 ± 0,0360; df = 28; t = 2,09; P < 
0,05). однако полученные коэффициенты регрессии 
высокозначимо различаются (t = 10,54; P < 0,001). 
весенняя численность за этот промежуток времени 
возросла более чем в два раза (теоретическая числен-
ность, полученная из уравнения линейной регрессии, 
в 1980 г. составила 3,09 жилых нор на 1 га, в 2009 г. – 
6,74). направленный рост численности монгольской 
пищухи осенью наблюдается в меньшей степени. 
теоретическая численность в 1980 г. составила 5,85 
жилых нор на 1 га, в 2009 г. – 8,03. очевидно, что за 
рассматриваемый период происходит уменьшение 
разницы между числом жилых нор на 1 га в весен-

ний и осенний период. по-видимому, это определя-
ется тем, что осенью средняя величина показателя 
по очагу приближается к пределам емкости среды, 
иными словами к максимально возможному количе-
ству зверьков, способных существовать на единице 
площади. в то же время на отдельных локальных 
участках уровень численности может быть гораздо 
выше. весьма вероятно, что долговременный тренд 
на повышение численности представляет собой вос-
ходящую кривую (фазу роста) долгосрочного цикла с 
периодом в несколько десятилетий. 

для определения закономерностей процесса 
колебаний численности была проведена описанная 
выше процедура приведения временных рядов к 
стационарному виду. выявлено, что колебания чис-
ленности монгольской пищухи на территории очага 
имеют не случайный характер. коэффициенты авто-
корреляции стационарных временных рядов соста-
вили весной – 0,334 (P < 0,05), осенью – 0,465 (P < 
0,01), что свидетельствует о наличии циклических 
колебаний численности с большим периодом.

построенные коррелограммы показали, что 
период циклических колебаний численности при 
оценке фактических стационарных временных ря-
дов составил семь-восемь лет при весенних учетах 
и восемь-девять лет при осенних (рис. 2, б). по вы-
ровненным стационарным рядам период в обоих 
случаях равен восьми годам. это позволяет считать, 
что период циклических колебаний численности 
монгольской пищухи в горно-алтайском природном 
очаге чумы составляет около восьми лет. 

отметим, что изменение численности монголь-
ской пищухи в трех отдельных популяциях, распо-
ложенных на рассматриваемой территории, харак-
теризуется определенными различиями [30], и при-
веденные в настоящем сообщении данные отражают 
общую тенденцию в динамике численности зверька 
в Юго-восточном алтае.

интересен тот факт, что за этот же период на-
блюдаются сходные процессы в поселениях мон-
гольской пищухи, расположенных в западной ча-
сти монгольского алтая на территории монголии 
примерно в 100–150 км от южной границы горно-
алтайского природного очага чумы [31]. здесь, 
судя по приведенным в статье данным, после очень 
высоких уровней численности, зарегистрирован-
ных в 1980–1981 гг., и последовавшего после этого 
резкого спада, происходит возрастание численно-
сти с определенными колебаниями. пики числен-
ности повторяются через 9–11 лет. напротив, по 
материалам отчетной документации тувинской 
противочумной станции, в Юго-западной туве на 
территории тувинского природного очага чумы в 
последнее время отмечено существенное снижение 
обилия монгольской пищухи, выразившееся как 
в исчезновении ряда крупных пространственных 
группировок, так и уменьшении средней плотности 
населения зверьков. в этом регионе регистрируют 
периодические колебания численности зверька с 

рис. 1. многолетняя динамика эпизоотической активности  
горно-алтайского природного очага чумы (А)  

и коррелограммы  временных рядов (Б): 
1 – фактический ряд количества изолированных культур,  
2 – выровненный ряд количества изолированных культур,  
3 – фактический ряд количества эпизоотических участков,  
4 – выровненный ряд количества эпизоотических участков
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сильными депрессиями [23].
Связь эпизоотической активности и численно-

сти населения монгольской пищухи. сравнение по-
казателей, отражающих эти процессы, показывает 
определенное сходство в их многолетних цикличе-
ских колебаниях (рис. 3). рассмотрим количествен-
ную оценку связи на основе имеющихся временных 
рядов. коэффициенты корреляции между факти-
ческими временными рядами количества культур и 
числа жилых нор на 1 га составили 0,334 (P > 0,05) 
при весенних учетах и 0,398 (P < 0,05) при осенних. 
однако при смещении временного ряда количества 
культур на один год назад степень связи существенно 
возрастает, коэффициенты корреляции в этом случае 
достоверны и равны, соответственно 0,483 (P < 0,01) 
и 0,609 (P < 0,001). при дальнейшем увеличении 
лага корреляция уменьшается и приближается к 
нулю. после устранения направленного тренда на 
увеличение во временных рядах численности и при-
ведения их к стационарным величинам корреляция 
между сравниваемыми рядами осталась практически 
на том же уровне. сравнение фактического стацио-
нарного ряда количества эпизоотических участков и 
фактических рядов численности показало, что между 
ними имеется явная связь, коэффициент корреляции 
равен 0,453 (P < 0,05) для весенней численности и 
0,582 (P < 0,001) для осенней. при смещении перво-
го временного ряда на один год назад эти величины 

составили – 0,468 (P < 0,05) и 0,432 (P < 0,05). по 
этому показателю статистически подтвержденного 
эффекта запаздывания в проявлении связи с числен-
ностью, как в предыдущем случае, не наблюдается. 
выявленные статистические закономерности отчет-
ливо просматриваются и при непосредственном об-
ращении к данным эпизоотологического обследова-
ния очага, представленным на рис. 3.

необходимо отдельно остановиться на рассмо-
трении особенностей проявления эпизоотической 
активности в период, соответствующий третьему 
циклу численности монгольской пищухи, отобра-
женному на рис. 3. на этом временном отрезке связь 
изменения числа изолируемых культур с ходом чис-
ленности зверька явно не просматривается, тогда как 
изменение количества эпизоотических участков ему 
соответствует. каковы причины таких различий? как 
отмечалось выше, количество изолируемых культур 
может объективно отражать интенсивность эпизоо-
тического процесса только при сохранении основ-
ных параметров эпизоотологического обследования 
на протяжении всего рассматриваемого периода. 
поэтому отсутствие выраженного эпизоотическо-
го цикла, оцениваемого по количеству выделенных 
культур и связанного с третьим циклом численно-
сти монгольской пищухи (рис. 3), весьма вероятно, 
обусловлено недостаточной интенсивностью эпизо-
отологического обследования очага. однако широта 
охвата обследуемой территории очага в это время 
оставалась сопоставимой с таковой по всему рас-
сматриваемому периоду. данные обстоятельства и 
определили то, что эпизоотический цикл, связанный 
с циклом численности монгольской пищухи в 1994–
2001 гг., проявился только в количестве эпизоотиче-
ских участков.

для объяснения отсутствия регулярных колеба-
ний эпизоотической активности за весь период обсле-
дования очага, что мы констатировали выше, рассмо-
трим еще одну вероятную причину, обусловившую 
такую картину. наиболее очевидное объяснение на-
личия резких непериодических колебаний эпизооти-
ческой активности в начале рассматриваемого перио-
да – с 1961 до конца 70-х годов (рис. 1) – это влияние 
мероприятий по неспецифической профилактике, 
выполнявшихся в очаге. масштабные дератизаци-
онные и дезинсекционные работы проводили с 1966 
по 1976 год на большей части уландрыкского и на 
восточной части тархатинского участков очаговости. 
за этот период суммарная площадь дератизационных 
обработок составила 73065 га, а дезинсекционных – 
50198 га. при этом каждая выявляемая эпизоотия 
подавлялась путем истребления мелких млекопита-
ющих (в первую очередь монгольских пищух) и их 
блох, что не могло не сказаться на естественном ходе 
эпизоотического процесса. с 1977 г. профилактиче-
ские мероприятия стали носить ограниченный харак-
тер и сводились к опытным и защитным обработкам 
вокруг стоянок пастухов и населенных пунктов. 

таким образом, в горно-алтайском природном 

рис. 2. многолетняя динамика  
численности монгольской пищухи  

в горно-алтайском природном очаге чумы (А)  
и коррелограммы временных рядов (Б): 

1 – фактический ряд весенней численности, 2 – выровненный ряд  
весенней численности, 3 – тренд весенней численности,  

4 – фактический ряд осенней численности, 5 – выровненный ряд  
осенней численности, 6 – тренд осенней численности
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очаге чумы наблюдаются циклические колебания 
численности населения монгольской пищухи и свя-
занные с ними закономерные изменения эпизооти-
ческой активности. в фазе роста численности мон-
гольской пищухи происходит возрастание эпизоо-
тической активности очага. пик последней, оцени-
ваемой по количеству изолируемых культур, совпа-
дает или приходится на следующий год после пика 
численности зверька, то есть на начало фазы спада. 
при депрессии и на начальном этапе роста числен-
ности активность очага минимальная. нет ничего 
неожиданного в том, что связь между эпизоотиче-
ской активностью и уровнем численности зверьков 
более выражена в осенний период, когда имеет ме-
сто сезонная активизация эпизоотий в очаге [15]. по-
видимому, запаздывание максимального проявления 
эпизоотической активности на небольшой проме-
жуток времени по отношению к пику численности 
носителя возбудителя является достаточно универ-
сальной закономерностью. сходные процессы отме-
чены в природном очаге чумы монгольского алтая, 
в котором, хотя монгольская пищуха и не является 
основным носителем, эпизоотии в ее поселениях 
протекали на следующий год после пика численно-
сти зверька [31]. возникновение эпизоотий на пике 
и на начальном этапе спада численности основного 
носителя характерно для различных очагов с карди-
нально отличающейся биоценотической структурой 

[5, 6, 19, 20, 27]. 
результаты представленных материалов сви-

детельствуют, что регулярные изменения эпизооти-
ческой активности горно-алтайского природного 
очага чумы определяются циклическими колеба-
ниями численности монгольской пищухи. причины, 
обусловливающие циклические колебания числен-
ности зверька, требуют изучения. вместе с этим 
полученные данные могут быть использованы для 
прогнозирования эпизоотической ситуации в горно-
алтайском природном очаге чумы. 
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крымская геморрагическая лихорадка, вызван-
ная вирусом конго, в настоящее время является акту-
альной проблемой для здравоохранения ряда стран, 
на территории которых зарегистрированы природ-
ные очаги [12]. с середины 90-х годов прошлого века 
в нашей стране наблюдается активизация эпидеми-
ческого процесса этой опасной инфекции. в настоя-
щее время наиболее стойкие и активные очаги кгл 
расположены в Южном Федеральном округе (ЮФо) 
российской Федерации [5, 7]. за последние 10 лет в 
ЮФо было зарегистрировано 1333 больных, из них 
62 случая (4,6 %) закончились летально. 

основными носителями и переносчиками вируса 
кгл являются иксодовые клещи, преимущественно 
рода Hyalomma; на юге россии – это H. mar gi natum. 
при этом клещи являются не только переносчика-
ми, но и хозяевами вируса. природные очаги кгл 
практически совпадают с ареалом распространения 
клещей H. marginatum [1, 9]. вспышка заболевае-
мости 2000 г. в волгоградской области как раз была 
вызвана резко возросшей численностью клещей и 
эпизоотией кгл среди диких млекопитающих. на 
юге россии этот вид клеща распространен в зоне су-
хих степей и полупустынь. температурная изотерма 
ограничивается 3000 °с [3]. в последние годы ареал 
клеща H. marginatum несколько расширился к северу. 
скорее всего, это и обусловило возникновение эпиде-
мической ситуации на территории котельниковского 
района волгоградской области [6]. 

известно, что природные очаги видоизменя-
ются под влиянием антропогенных воздействий. 
происходят изменения в видовом составе, численно-
сти и ареалах членистоногих-переносчиков, резер-
вуаров и возбудителей многих природно-очаговых 
инфекций, в том числе и кгл, изменяется их эпиде-

миологический статус, что влечет за собой преобра-
зование природных очагов заболеваний в антропур-
гические [2].

независимо от географического положения оча-
гов кгл болеют в основном сельские жители и в еди-
ничных случаях – городское население, выезжающее 
в сельскую местность на отдых, на садово-огородные 
участки и т.п. основную часть заболевших составля-
ют пастухи-чабаны, доярки, персонал животновод-
ческих ферм, ветеринарные работники, имеющие 
ежедневный контакт с животными-прокормителями 
клещей.

при обилии видов переносчиков, из которых вы-
деляются штаммы возбудителя, всегда имеются виды, 
экологические особенности которых обеспечивают 
существование природного очага. но основным пере-
носчиком и резервуаром кгл является все-таки клещ 
H. marginatum, который отличается большей агрес-
сивностью по сравнению с другими клещами [11].

начиная с 2000 г. проблема распространения на 
территории волгоградской области крымской гемор-
рагической лихорадки, вызванной вирусом конго, и 
вопросы усовершенствования эпидемиологического 
надзора и путей профилактики этой инфекции про-
должают оставаться актуальными.

целью исследования явилось изучение эпиде-
мического потенциала природного очага кгл, регио-
нальных особенностей эпидемических проявлений 
и определение роли этой нозоологической формы в 
краевой инфекционной патологии.

материалом для исследования служили птицы, 
грызуны, кровососущие насекомые-клещи, сыво-
ротки крови людей и крупного рогатого скота. учет 
численности и инфицированности клещей, проводи-
ли, используя стандартные методы. поиск антигенов 
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в сыворотках крови людей и животных, суспензиях 
органов грызунов, клещей и поиск антител у людей 
и животных проводили с помощью твердофазного 
иммуноферментного метода (тиФм). поиск рнк 
вируса кгл в суспензиях клещей и сыворотках лю-
дей осуществляли полимеразной цепной реакцией с 
обратной транскрипцией (от-пцр) [8].

при исследовании материала соблюдали меры 
предосторожности в соответствии с санитарными 
правилами сп 1.3.1285-03 «безопасность рабо-
ты с микроорганизмами I–II групп патогенности», 
сп 1.3.2322-08 «безопасность работы с микроорга-
низмами III–IV групп патогенности и возбудителями 
паразитарных болезней» и му «организация работы 
лабораторий, использующих методы амплификации 
нуклеиновых кислот при работе с материалом, со-
держащим микроорганизмы I–IV групп патогенно-
сти (му 1.3.2569-09).

за период с 2000 по 2009 год в волгоградской 
области зарегистрировано 104 случая заболеваний 
кгл, 9 из которых закончились летально (8,6 %) 
(рис. 1). большинство заболевших проживало в 
котельниковском (53,8 %) и близко расположен-
ных районах – октябрьском (21,3 %) и калачевском 
(8,6 %), в других же районах области регистриро-
валось значительно меньшее число случаев. так, в 
котельниковском районе выявлено 58 больных кгл. 
причем динамика возникновения заболеваний ста-
бильная: в 2000 г. – 16 случаев кгл, в 2001 г. – 5, в 
2002 г. – 2, в 2003 г. – 3, в 2004 г. – 2, в 2005 г. – 5, 
в 2006 г. – 15, в 2007 г. – 7 и в 2008 г. – 3 челове-
ка, а в 2009 г. – заболеваний кгл не регистрирова-
лось. вторым по значимости является октябрьский, 
где один случай кгл был выявлен в 2006 г., 14 – в 
2007 г. и 5 – в 2008 г. несколько меньше регистриро-
валось заболеваний в калачевском районе: 5 случаев 
в 2007 г. и 2 – в 2008 г.; светлоярском районе: 1 – в 
2007 г., 3 – в 2008 г. и 1 – в 2009 г. такая же заболевае-
мость кгл была и в суровикинском районе: 1 случай 
в 2005 г., 3 – в 2007 г. и по одному – в 2008 и 2009 гг.

территориальное распределение больных кгл 
по районам области показано на рис. 2.

анализ возрастной структуры заболеваемости 
кгл на территории волгоградской области пока-

зал, что наибольшее количество заболевших было 
старше 40 лет. одной из особенностей эпидемиче-
ских проявлений кгл в данном регионе было то, что 
дети практически не болели этой инфекцией. лишь 
в 2006 г. отмечен 1 больной, учащийся школы в воз-
расте 13 лет.

чаще всего кгл болели люди, занятые в сель-
ском хозяйстве и животноводстве, а также безработ-
ные, занимающиеся разведением домашних живот-
ных. реже болели городские жители, выезжающие на 
полевые работы, на дачные участки, рыбную ловлю 
и отдых. случаев внутрибольничного заражения от 
больных кгл на территории волгоградской области 
не зарегистрировано. 

при работе в полевых условиях или же во время 
отдыха на природе чаще реализовался инокуляцион-
ный путь передачи инфекции, т. е. укус инфицирован-
ного клеща. в условиях хозяйственной деятельности 
в частных подворьях отмечался контаминационный 
путь, т. е. раздавливание клещей незащищенными 
руками во время снятия их с сельскохозяйственных 
животных или при стрижке овец.

как показала практика (вспышка кгл 2000 года 
в волгоградской области), уровень подготовки меди-
цинских работников первичного звена был достаточ-
но высокий, и предварительный диагноз «кгл» вы-
ставлялся большинству заболевших. однако позднее 
обращение за медицинской помощью (29 % больных 
обращались в лпу на 4-й день и в более поздние 
сроки), несоблюдение рекомендаций по индивиду-
альной защите от заражения вирусом свидетель-
ствуют о недостаточном уровне знаний населения о 
мерах профилактики кгл, прежде всего среди жите-
лей сельской местности, несмотря на развернутую 
санитарно-просветительную работу.

в волгоградской области встречается 12 ви-
дов иксодовых клещей, наиболее массовыми явля-
ются: Hyalomma scupense, Dermacenter marginatus, 
Dermacenter reticulatus, Rhipicephalus rossicus и 
Hyalomma marginatum. доминирующее по числен-
ности и встречаемости положение занимают клещи 
из рода Hyalomma, виды H. scupense (ид=38,05 %) и 
H. marginatum (ид=27,08 %). субдоминантами в фа-
уне иксодид волгоградской области являются клещи 

рис. 1. динамика заболеваемости кгл  
в волгоградской области за 2000–2009 гг. 

рис. 2. территориальное распределение больных кгл  
по районам области
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из рода Dermacentor – D. reticulatus (ид=14,14 %) и 
D. marginatus (ид=14,03 %) [4].

клещи H. marginatum в волгоградской области 
одни из главных переносчиков кгл. если в 1998 г. 
этот вид не встречался, то уже летом 1999 г. с крупного 
рогатого скота было собрано 159 экземпляров клеща 
H. marginatum (78 % – в котельниковском, 18,2 % – 
в октябрьском и 3,8 % – в суровикинском районах). 
в тот период вирусофорные особи не обнаружены. 
первые инфицированные вирусом кгл клещи стали 
обнаруживаться с 2000 г., тогда же и произошла пер-
вая вспышка этого опасного заболевания среди лю-
дей. если в 2000 г. ареал распространения данного 
вида клеща охватывал лишь 6 юго-западных районов: 
котельниковский, октябрьский, суровикинский, ка-
лачевский, клетский и чернышковский, то в 2005 г. 
единичные находки отмечались и в иловлинском, 
городищенском, серафимовичском и светлоярском. 
с 2003 г. клещи данного вида стали обнаруживать и 
у жителей волгограда, обратившихся за медицин-
ской помощью. из них 28,2 % отмечали посещение 
лесопарковых и садово-дачных зон южных окраин 
областного центра, но снятые с жителей волгограда 
клещи H. marginatum не инфицированы вирусом 
кгл. динамика численности клещей H. marginatum, 
собранных с людей и крупного рогатого скота, пока-
зана на рис. 3.

обращает на себя внимание, что максимальная 
численность клещей H. marginatum зарегистрирова-
на в 2000 и 2007 гг.; как раз в этот период наблюда-
лась наибольшая заболеваемость среди людей – 18 
и 30 случаев соответственно. кроме того, удалось 
проследить корреляцию вирусофорности основных 
переносчиков с уровнем заболеваемости.

всего за период 2000–2009 гг. исследовано 5157 
проб иксодовых клещей. получено 152 положитель-
ных результата, из них 88,2 % от клещей H. margi-
natum и 11,8 % от клещей Rh. rossicus. причем в 8 
пробах исследовались клещи, снятые с людей, что 
свидетельствует о том, что Rh. rossicus вовлекается 
не только в эпизоотический, но и в эпидемический 
процесс. находки антигена вируса кгл в клещах 
Rh. rossicus, по всей видимости, связаны с тем, что 
на прокормителях (крупный рогатый скот) одновре-

менно паразитировали несколько видов иксодид, в 
том числе и H. marginatum, который мог содержать 
вирус, и непосредственно через прокормителя инфи-
цировались другие виды клещей. однако, учитывая 
биологию клещей Rh. rossicus, они могут рассматри-
ваться как транзиторные носители вируса. при ис-
следовании других видов клещей положительных 
результатов не было.

пик вирусофорности приходился на 2006–
2007 гг., предшествующие подъему заболеваемости 
и на период наибольшего подъема, затем вирусофор-
ность снижается до 3,5 % в 2008 г. и 0,9 % (средняя 
за 10 лет – 2,9 %) в 2009, в этот же период снизилось 
и количество заболевших. 

известно, что показатели вирусофорности има-
го и преимагинальных фаз Н.mаrginatum свидетель-
ствуют об активности циркуляции вируса в эпидеми-
ческий сезон и, как и показатель заклещевленности 
скота Н. mаrginatum, пропорциональны уровню за-
болеваемости. высокие показатели вирусофорности 
преимагинальных форм клещей ранней осенью мо-
гут свидетельствовать о неблагоприятном эпидемио-
логическом прогнозе на следующий год, поскольку 
благодаря возможности трансфазовой и трансова-
риальной передачи возбудитель находит в клещах 
устойчивые условия существования, а длительное со-
хранение вируса в голодных имаго обеспечивает вы-
живание вирусной популяции в меж эпизоотический 
период [9, 10].

более половины (54,6 %) положительных проб 
обнаружено на территории котельниковского и 
октябрьского районов, где регистрировалось наи-
большее число случаев кгл. максимальная вирусо-
форность клещей наблюдалась также на этих адми-
нистративных территориях: в 2006 г. в котельников-
ском – 34 % и октябрьском – 25,2 %.

домашние и дикие животные являются прокор-
мителями разных фаз развития иксодовых клещей-
переносчиков вируса кгл. мелкие дикие живот-
ные, как правило, прокармливают неполовозрелых 
клещей. круг прокормителей имаго весьма широк и 
включает многие виды млекопитающих, которые мо-
гут воспринимать вирус при укусе инфицированных 
клещей, среди которых основное место занимают 
сельскохозяйственные животные. 

на территории природного очага кгл в 
волгоградской области содержится довольно боль-
шое количество голов крупного и мелкого рогатого 
скота. в 5 юго-западных районах области методом 
тиФа выборочно исследовались сыворотки крс 
на наличие специфических антител. процент поло-
жительных проб у иммунных животных практиче-
ски не изменялся во времени и колебался в преде-
лах 2,8–3,5. наибольшее число иммунных животных 
было выявлено в 2007 г. в котельниковском (8 %) и 
октябрьском (5 %) районах, где активность природ-
ного очага кгл была ярко выраженной. это указы-
вает на значение сельскохозяйственных животных 
как индикаторных видов при изучении очагов кгл и 

рис. 3. динамика численности клещей H. marginatum,  
собранных с людей и крс
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ареала распространения специфического вируса.
с целью изучения истинного уровня инфици-

рованности различных групп населения и выявле-
ния иммунной прослойки в 2000–2009 гг. было про-
ведено исследование сывороток крови работников 
животноводческих хозяйств, имеющих высокий 
риск инфицирования вирусом кгл, проживающих 
в котельниковском, октябрьском, калачевском, 
суровикинском и чернышковском районах, а также 
практически здоровых доноров волгограда. 

показатели иммунной прослойки среди выбо-
рочных групп населения в волгоградской области 
с учетом ежегодной заболеваемости подтверждают 
активное состояние природного очага кгл, а также 
увеличение риска заражения сельского населения в 
юго-западном регионе. положительные находки ан-
тител у здоровых доноров и работников животновод-
ства говорят о частом контакте людей с вирусом этой 
опасной инфекции в природе.

установлено, что эпицентром кгл в волго град-
ской области являются 2 юго-западных района – 
котельниковский и октябрьский, с активным вовле-
чением в эпидемический процесс соседних админи-
стративных территорий и лесопарковой зоны южных 
районов волгограда. зона высокого риска заражения 
кгл занимает территорию 1797,8 тыс. га, на которой 
проживает 1186300 человек. зона среднего риска за-
нимает территорию 2590,5 тыс. га, на которой про-
живает 256000 человек.

таким образом, на территории волгоградской 
области функционирует стойкий природный очаг 
кгл, который сформировался в 2000 году. он яв-
ляется северной частью единого природного очага, 
охватывающего сопредельные регионы, т.к. установ-
лено, что на территории юга россии циркулируют 
генетически близкие географические варианты воз-
будителя кгл. учитывая однотипность ландшафтно-
географических и климатических характеристик на 
территориях, сопредельных с волгоградской обла-
стью, общность биоценотических связей в зоне при-
родной очаговости по кгл, можно полагать, что эпи-
демиологические проявления на разных ее участках 
были обусловлены ростом численности зараженных 
клещей H. marginatum и расширением их ареала воз-
будителя инфекции.
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104 cases of Crimean hemorrhagic fever (CHF), including 9 lethal 
(8.6 %) were registered in the Volgograd Region in 2000–2009. Dynamics 
of human incidence and its association with the level of infection in the main 
carrier and vector – H. marginatum tick were demonstrated. The expansion of 
this species habitat resulted in the natural focus borders extension. The data 
presented in the article allowed to make a conclusion that persistent active-
ly functioning natural focus of CHF had been formed in the territory of the 
Volgograd Region. The epicenter of this focus is situated in 2 South-Western 
regions – Kotelnikovsky and Oktyabrsky, – and with neighboring administra-
tive territories and green belt of the Volgograd Southern regions being actively 
involved in the epidemic process.
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важнейшим компонентом профилактики и 
борьбы с инфекционными заболеваниями являет-
ся их эффективный мониторинг, который включает 
своевременное выявление возбудителя болезни, его 
изучение в лабораторных условиях и обмен надеж-
ной информацией о выявленных вспышках инфек-
ционных заболеваний [1]. соответственно, работы 
по выявлению и изучению выделенных патогенных 
биологических агентов (пба) необходимо проводить 
в лабораториях, отвечающих российским и между-
народным требованиям биологической безопасности 
[5, 6, 7, 11, 14]. 

биологическая безопасность как система орга-
низационных, медико-биологических и инженерно-
технических мероприятий направлена на защиту 
работающего персонала и окружающей среды от 
воздействия пба [7, 8], которые делятся на не-
сколько групп в зависимости от степени патогенно-
сти (опасности). 

действующая нормативно-методическая доку-
ментация определяет необходимые требования к ис-
пользованию инженерно-технических средств обе-
спечения биологической безопасности, в том числе и 
к применению боксирующих устройств [7, 8]. говоря 
о соблюдении требований биологической безопасно-
сти при работе с пба, нельзя не коснуться вопроса 
классификации микроорганизмов – возбудителей ин-
фекционных болезней, так как в соответствии с ней 
формулируются требования к оснащению лаборато-
рий инженерными средствами.

в нашей стране пба делятся на 4 группы пато-
генности от 1-й (самые опасные) до 4-й (опасность 
минимальная). этим наша классификация отличает-
ся от принятых в сШа, канаде и японии и других 
странах воз, где за основу принято распределение 
микроорганизмов по уровням риска для человека 
и общества [5, 13, 14]. так, к самому низкому 1-му 
уровню риска относятся микроорганизмы самой низ-
кой патогенности, а к самому высокому 4-му – самые 

опасные для человека и животных.
боксирование операций и процессов в микро-

биологической лаборатории является 1-й линией за-
щиты в системе биологической безопасности лабо-
ратории [2]. это необходимо помнить для создания 
и практической реализации технических возмож-
ностей безопасного выполнения диагностических и 
научно-исследовательских работ с пба, так как воз-
можно образование профессиональных вредностей 
биологической природы – бактериальных аэрозолей. 
материальными средствами для защиты персонала и 
удаления пба из рабочей зоны и служат микробио-
логические безопасные или защитные боксы [3, 5]. 

бокс биологической безопасности – конструк-
ция, используемая для физической изоляции (удер-
жания и контролируемого удаления из рабочей 
зоны) микроорганизмов с целью предотвращения 
возможности заражения персонала и контаминации 
воздуха рабочей зоны и окружающей среды [3]. в 
некоторых источниках их называют кабинетами или 
шкафами биологической безопасности [10, 12–14]. 
однако принципиальных отличий в этих названиях 
нет. во всех конструкциях есть ламинарный направ-
ленный поток воздуха, установлены фильтры тон-
кой очистки. обеспечена защита как продукта, так 
и оператора. 

современные микробиологические боксы пред-
ставляют собой жесткие металлические конструкции 
из металла и стекла. они выдерживают длительное 
воздействие дезинфицирующих растворов различ-
ной природы и концентрации. выбор конструкции 
бокса определяется группой опасности микроорга-
низмов, с которыми работает исследователь, а также 
характером проводимых манипуляций.

для работы с пба в микробиологических и ви-
русологических лабораториях различного уровня 
опасности в соответствии с рекомендациями воз 
используют боксы I, II и III классов безопасности [4, 
5, 12–14]: 
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Ключевые слова: биологическая безопасность, шкаф вытяжной, бокс биологической безопасности, уровни 
биологической безопасности.
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I класс (cabinet class I) – бокс с ламинарным по-
током воздуха, обеспечивающий защиту диагности-
ческого материала от загрязнения в процессе обра-
ботки и посева;

II класс (cabinet class II) – бокс с ламинарным 
потоком воздуха, обеспечивающий одновременную 
защиту оператора и диагностического материала от 
загрязнения в процессе обработки и посева;

III класс (cabinet class III) – бокс обеспечива-
ет самый высокий уровень персональной защиты. 
рабочая камера ббб герметична. доступ к рабочей 
поверхности осуществляется с помощью специаль-
ных служебных резиновых перчаток-рукавов, кото-
рые присоединены к отверстиям на передней панели 
кабинета.

вытяжные шкафы, эксплуатируемые до настоя-
щего времени в некоторых микробиологических 
лабораториях, в основном отечественного произ-
водства, отличает простота и надежность в эксплуа-
тации, относительно низкая стоимость, наличие и 
возможность приобретения запасных частей, выпол-
нение ремонта любой сложности своими силами без 
привлечения специалистов из фирм, выполняющих 
эти услуги. для создания направленного воздушного 
потока на вытяжку шкафы необходимо подсоединять 
при помощи гибких гофрированных вставок к вы-
тяжной системе вентиляции через один или два ка-
скада фильтров тонкой очистки воздуха.

боксы зарубежного производства надежны в 
эксплуатации, но сложны в техническом обслужива-
нии, требуется специальная подготовка инженерно-
технического персонала. одним из требований 
фирмы-изготовителя является сертификация персо-
нала, эксплуатирующего и непосредственно рабо-
тающего на данном виде оборудования. кроме того, 
инструкции по эксплуатации зарубежного образца 
требуют точного перевода для понимания термино-
логии. еще один недостаток – они дороги, а запас-
ные части можно приобрести только у фирм-произ-
во дителей.

нам представляется актуальным рассмотреть 
некоторые варианты имеющихся в лабораториях 
вытяжных шкафов и боксов, представить их харак-
теристики и особенности для практического приме-
нения.

цель настоящего исследования – провести ана-
лиз некоторых из конструкций вытяжных шкафов и 
боксов биологической безопасности, эксплуатируе-
мых более 20 лет в нашей организации, для обеспе-
чения требований биологической безопасности при 
проведении работ с пба. 

для решения поставленных задач были исполь-
зованы материалы с описанием технических харак-
теристик шкафов и боксов биологической безопас-
ности, документы по контролю работы боксирующих 
устройств различных классов: протоколы сертифи-
каций и акты проверок работоспособности, а также 
инструктивно-методические материалы по эксплуа-
тации устройств и работе в них.

вытяжной шкаф (прототип бокса биологиче-
ской безопасности) представляет собой металличе-
скую конструкцию с прозрачной передней панелью, 
которая может быть жестко закреплена, образуя 
строго определенное окно рабочей зоны, установ-
ленную на стол из металла или специальную под-
ставку, покрытую материалом, устойчивым к воз-
действию агрессивной среды. при эксплуатации 
вытяжной шкаф всегда должен быть подсоединен к 
вытяжной системе вентиляции через каскад филь-
тров тонкой очистки.

Шкаф типа «Шнж» рассчитан на 1, 2 или 3 
рабочих места (рис. 1). Шкаф прост и надежен в 
эксплуатации, относится к II классу безопасности. 
используется для проведения радиобиологических 
исследований, выпускается в настоящее время фир-
мой «изотоп». изготавливается из нержавеющей 
стали. имеет собственный фильтр для защиты от 
радионуклидов, переднюю прозрачную панель из ор-
ганического стекла, которая поднимается и опускает-
ся по принципу гильотины, снабжается резиновыми 
рукавами-перчатками, одеваемыми на отверстия для 
рук. эксплуатируется в микробиологических лабо-
раториях как вытяжной шкаф после подключения к 
вытяжной системе вентиляции с фильтрами тонкой 
очистки, установленными в вентиляционной камере 
вне микробиологического бокса. возможность вы-
броса зараженного воздуха из рабочего объема в ра-
бочее помещение при работе с опущенной панелью 
и надетыми рукавами-перчатками маловероятна. 
Шкаф используется для микробиологических ра-
бот, постановки серологических реакций, заражения 
мелких лабораторных животных, выделения клеточ-
ных структур, центрифугирования в малых объемах, 

рис. 1. вытяжной шкаф типа Ш2нж
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сублимационного высушивания культур микроорга-
низмов. к недостаткам можно отнести отсутствие 
контроля параметров потока воздуха и незащищен-
ность предмета исследования.

Шкаф вытяжной рециркулярный ламинарный 
микробиологический (Шврлм) разработан в ссср 
в 70-е годы хх века. его уже можно считать про-
тотипом современного бокса биологической безо-
пасности. Шкаф рассчитан на одно рабочее место. 
изготавливался из нержавеющей стали и относился 
к шкафам II класса безопасности. передняя панель – 
стеклянная в металлическом обрамлении, поднима-
ется откидыванием вверх. имеется один плоский 
фильтр типа нера (High Efficiency Particulate Air 
filter – высокоэффективный фильтр очистки воздуха) 
над столешницей и два фильтра Фэто-750 (фильтр 
элемент тонкой очистки) из ткани петрянова под 
столешницей. воздушный поток направлен сверху 
вниз. управление шкафом расположено вертикаль-
но сбоку справа на передней панели. вентилятор 
располагается внизу, поэтому наблюдается устой-
чивый вертикальный поток воздуха в рабочей зоне. 
надежность защиты персонала и продукта высокая. 
может использоваться в рабочих помещениях как с 
отрицательным, так и с положительным давлением. 
возможна эксплуатация шкафа со снятой передней 
панелью при условии работы персонала в полной за-
щите. использовался для рутинных микробиологи-
ческих работ (посев пба на плотные питательные 
среды), постановки серологических реакций.

к недостаткам можно отнести отсутствие ви-
зуального контроля параметра входящего потока 
воздуха на рабочем месте, отсутствие приборного 
контроля сопротивления фильтров, невозможность 
регулирования режима в период непосредственно ра-
боты, рециркуляция воздушного потока, что делает 
нежелательным использование данной конструкции 
в лаборатории уровня BSL3 [6]. к отрицательным 
моментам также можно отнести работу персонала 
только в положении «стоя», используя в качестве за-
щитной одежды противочумный костюм 1 типа. в 
настоящее время шкаф не выпускается.

боксы биологической безопасности предназна-
чены для того, чтобы защитить исследователя, лабо-
раторное оборудование и рабочие материалы от воз-
действия инфекционных аэрозолей и брызг, которые 
могут возникнуть при работе с материалами, содер-
жащими инфекционные агенты [5]. бокс биологи-
ческой безопасности предназначен для проведения 
диагностических и научно-исследовательских ра-
бот с микроорганизмами в лабораториях различного 
уровня опасности (BSL) от 1-го до 4-го и оборудова-
ны элементами инженерных систем биологической 
безопасности.

бокс перчаточный микробиологический на 1–2 
рабочих места (4-бп-2м) относится к боксам III 
класса безопасности [3, 9] (рис. 2). бокс разработан 
в ссср в 70-х годах хх века. изготавливался из не-
ржавеющей стали. снабжался одной или двумя пе-

редаточными камерами (шлюзами), двумя фильтра-
ми тонкой очистки Фто-60 на притоке и вытяжке 
воздушного потока, двумя или четырьмя рукавами-
перчатками. режим работы надежен в любых усло-
виях эксплуатации во всех лабораториях уровня 
BSL1–4. имеет все элементы инженерного обеспе-
чения (вентиляция с фильтрами тонкой очистки по-
даваемого и удаляемого воздуха, удаление жидких 
стоков с последующей обработкой, наличие ультра-
фиолетовых излучателей как в самом боксе, так и 
в передаточном шлюзе). имеется визуальный кон-
троль всех параметров (разрежение в боксе, направ-
ленность потоков). персонал работает в положении 
«стоя» без дополнительной защитной одежды [7]. 
бокс незаменим при проведении музейных работ 
с пба (вскрытие и засев ампул), манипуляций с 
мелкими лабораторными животными, выполнении 
генетических и молекулярных исследований. к не-
достаткам можно отнести высокое расположение 
смотровых стеклянных окон и громоздкость.

кроме вытяжных шкафов и боксов отечествен-
ного производства для работы с пба используются 
боксы биологической безопасности, изготовленные 
различными зарубежными фирмами (рис. 3). они из-
готавливаются по общему принципу, применяемому 
для боксов II или III класса биологической безопас-
ности, и не имеют принципиальных отличий [3, 5, 9, 
10, 11]. 

боксы биологической безопасности, как уже 
было сказано, разработаны с целью защиты персо-
нала лаборатории, окружающей среды и рабочих ма-
териалов от влияния инфекционных аэрозолей и по-
падания частиц, возникновение которых возможно 
при работе с материалами, содержащими инфекци-
онные компоненты [4, 5]. правильный выбор бокса 
биологической безопасности для лаборатории может 
быть чрезвычайно эффективным средством в упре-
ждении и предотвращении заражений персонала и 

рис. 2. бокс биологической безопасности III класса 4-бп-2-м
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перекрестных заражений культур за счет аэрозоль-
ных выделений. 

все боксы биологической безопасности рассчи-
таны на 1 рабочее место. они сделаны из металла, 
имеют переднюю стеклянную панель гильотинного 
типа. все управление и элементы контроля располо-
жены на передней панели над стеклом горизонталь-
но. вентилятор расположен в нижней или верхней 
части бокса. возможно присоединение био кабинета 
к вытяжной системе вентиляции.

несомненным достоинством бокса биологиче-
ской безопасности является автоматический кон-
троль параметров входного воздуха. воздушный 
поток направлен вертикально вниз. возможна ре-
гулировка и поддержание параметров во время экс-
плуатации. необходимо отметить простоту замены 
двух нера-фильтров, а также наличие звуковой сиг-
нализации для контроля уровня поднятия передней 
панели. используется для выполнения биохимиче-
ских и серологических исследований, а также в каче-
стве пересадочного бокса при работе с животными. 
возможна установка более современных ULPA (Ultra 
Low Penetration Air – фильтр с крайне низким уров-
нем проникновения воздуха) фильтров, задерживаю-
щих частицы размером 0,12 мкм.

к недостаткам можно отнести некоторую слож-
ность в техническом обслуживании, проведении на-
ладки систем бокса, использовании в качестве де-
зинфектантов газообразных препаратов, для которых 
требуется полная герметизация бокса биологической 
безопасности и последующая дезактивация.

в последнее время на отечественном рынке 
появился ряд моделей боксов биологической без-
опасности, сделанных на отечественных фирмах. 

принципиально эти боксы не отличаются от боксов 
биологической безопасности, выпускаемых за рубе-
жом. они имеют достаточно низкую цену, поставка 
не требует таможенных процедур, комплектуются 
отечественными запасными частями. 

выбор соответствующих боксов биологической 
безопасности для работ с пба во многом зависит от 
тех задач, которые ставят перед собой исследователи, 
и нормативных документов, действующих в нашей 
стране [7, 8]. это требует от службы эксплуатации 
знаний не только технического, но и биологического 
характера. важная роль отводится службам биологи-
ческого контроля, которые проверяют и контролиру-
ют исследовательские и диагностические работы в 
лаборатории, контаминацию рабочих поверхностей, 
выполнение дезинфекционных мероприятий, теоре-
тические и практические знания исполнителей и об-
служивающего персонала [5, 11, 14]. 

эксплуатация различных боксирующих уст-
ройств в нашей организации показывает, что про-
ведение работ с пба I–II групп патогенности и ис-
пользование для этих целей боксов решает многие 
проблемы биологической безопасности.

изоляция пба на рабочей поверхности столеш-
ницы бокса, направленность воздушных потоков в 
них, автоматическое поддержание и контроль пара-
метров режимов их штатной работы в высокой степе-
ни обеспечивает защиту персонала от исследуемого 
материала (пба) и продукта от внешней среды при 
проведении экспериментальных и диагностических 
работ в микробиологических лабораториях различ-
ного уровня риска и опасности. 
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At present, in compliance with sanitary and epidemiologic regulations 
in force, equipping of microbiological laboratory with modern engineering 
and technical systems and equipment is considered to be the important condi-
tion ensuring adherence with the biological safety requirements. The above-

mentioned systems and equipment, together with the rules and techniques of 
the safe work with pathogenic microorganisms, should provide the set of bio-
logical safety measures for the laboratory personnel. Biological safety cabi-
nets of the second and the third classes serve as additional protection means. 
Considered are peculiarities of the design and benefits of different biosafety 
cabinets used in BSL 2–3 laboratories, and some of their shortcomings are 
determined.
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генетическое типирование штаммов чумно-
го микроба в настоящее время активно реализует-
ся с привлечением различных подходов [2, 4, 5, 8]. 
традиционные методы типирования чумного микро-
ба характеризуются различной, не всегда удовлет-
ворительной, разрешающей способностью [3, 9]. 
поэтому актуален поиск оптимальных методов и вы-
бор наиболее удачного сочетания методов, на основе 
которых будет создан банк молекулярных портретов, 
позволяющий получать индивидуальные генетиче-
ские характеристики штаммов и максимально пол-
ную картину генетической вариабельности возбуди-
теля чумы. с помощью методов молекулярного ти-
пирования можно получить штамм-специфические 
характеристики микроорганизмов, которые при ис-
следовании вспышек инфекционных заболеваний 
позволяют устанавливать различия между клонально 
родственными (эпидемическими) и не родственны-
ми (спорадическими) штаммами, реконструировать 
пути распространения инфекции, определять источ-
ник инфекции [11]. вычитающий рестрикционный 
фингерпринтинг относится к методам, позволяющим 
проводить типирование на основе днк полного ге-
нома бактерий и сочетает в себе преимущества ма-
крорестрикционного анализа и метода полиморфиз-
ма длин амплифицированных фрагментов (большое 
число разрешающих полос, высокая воспроизводи-
мость). по данным V.Terletski et al. [12, 13], метод 
находит применение для распознавания изолятов и 
субклонов, дифференцирования близкородственных 
видов и подвидов бактерий. врФ успешно приме-
нен для исследования источников и распространения 
изолятов Salmonella enterica subsp. enterica serovar 
Agona [7] и serovar Derby [6] в комплексной системе 
типирования, включающей определение плазмид-
ного профиля, фаготипа, паттернов устойчивости к 
антибиотикам, xbaI- и BlnI-макрорестрикционных 
профилей. показано, что разрешающая способность 
врФ сопоставима с таковой макрорестрикционного 

анализа и зависит от выбора комбинации ферментов 
«детекции – вычитания» [10, 11, 13]. высокие дис-
криминирующие свойства метода предполагают его 
перспективность для внутривидовой дифференциа-
ции штаммов чумного микроба. 

метод вычитающего рестрикционного фингер-
принтинга основан на обработке геномной днк дву-
мя ферментами рестрикции, последующим мечени-
ем концов фрагментов нерадиоактивными метками, 
избирательном захвате и удалении биотин меченных 
фрагментов днк стрептавидин-магнитными части-
цами (рис. 1). 

«детектирующий» фермент образует ттаа кон-
цы, которые достраиваются дигоксигенин мечены-
ми нуклеотидами для последующей детекции, в то 
время как «субтрактивный» («вычитающий») фер-
мент образует GCGC концы, которые достраиваются 
биотинилированными нуклеотидами, что позволяет 
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рис. 1. схема вычитающего рестрикционного  
фингерпринтинга (из статьи [11])
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устранить данные фрагменты магнитными частица-
ми со стрептавидином. 

обработка двумя рестриктазами, например, 
EcoRI (фермент детекции) и PauI (фермент вычита-
ния) обеспечивает образование трех типов фрагмен-
тов, которые отличаются по их концам: фрагменты 
первого типа имеют только EcoRI-концы, фрагмен-
ты второго типа – PauI-концы, а фрагменты третьего 
типа несут с одного конца PauI-участок, с другого – 
EcoRI-участок. следующий этап – заполнение «лип-
ких» концов полученных фрагментов днк. в обра-
зец добавляют смесь нуклеотидов рекомендованного 
состава и фермент кленова. Фрагменты типа 2 и 3, 
имеющие, по крайней мере, один конец с последо-
вательностью GCGC, включают биотинилирован-
ные dCTP и впоследствии удаляются связыванием 
со стрептавидиновыми магнитными частицами. во 
фрагментах 1 типа оба конца помечены дигоксигени-
ном. эти фрагменты остаются в супернатанте после 
этапа связывания с магнитными частицами, далее 
разделяются электрофорезом в агарозном геле, и, 
после переноса на нейлоновую мембрану, детекти-
руются иммунохимически анти-дигоксигениновыми 
антителами, коньюгированными со щелочной фос-
фатазой [11, 12]. 

цель настоящей работы – выявление полимор-
физма геномов штаммов чумного микроба разного 
происхождения методом вычитающего рестрикци-
онного фингерпринтинга и получение их молекуляр-
ных портретов.

материалы и методы 

в работе использован 101 штамм Yersinia pes-
tis разных подвидов, изолированных из природных 
очагов россии и ближнего зарубежья. Штаммы по-
лучены из государственной коллекции патогенных 
бактерий роснипчи «микроб». бактерии выращи-
вали в течение 18 ч на агаре LB (рн 7,2) при 28 °с. 
выделение днк проводили лизоцим-фенольным ме-
тодом для грамнегативных бактерий.

обработку рестриктазами проводили согласно 
протоколу, представленному в статье [12]. реакцию 
заполнения липких концов полученных фрагментов 
днк проводили добавлением фермента кленова 
(0,4 ед.) и 2 µl смеси dNTP (40 µM dATP, 40 µM 
dGTP, 2 µM Dig-dUTP, 2 µM Bio-dCTP) при комнат-
ной температуре в течение 10 мин. не включившие-
ся нуклеотиды удаляли на колонках, заполненных 
Sephadex G-50 как описано [1]. этап вычитания 
фрагментов рестрикции проводили с использовани-
ем стрептавидиновых магнитных частиц («Roche», 
германия). подготовка магнитных частиц, условия 
инкубирования реакционной смеси осуществляли 
согласно протоколу в статье [12]. после инкубирова-
ния микропробирки помещали в магнитную подстав-
ку («Amersham», великобритания), отбирали супер-
натант. далее образцы очищали от избытка солей на 
колонках, заполненных Sephadex G-50 и доводили до 

объема 10 µl в аппарате для лиофилизации («Alpha 
I-5», Фрг). 

образцы разделяли электрофорезом в пластинах 
1,2 % агарозного геля, в качестве маркеров молеку-
лярного веса использовали днк фага λ, обработан-
ную ферментами EcoRI - HindIII. после электрофо-
реза гель обрабатывали денатурирующим щелочным 
раствором, содержащим 1 м NаCl и 0,5 M NaOH и 
затем нейтрализовали раствором 1м NаCl и 0,5 м 
трисHCl до рн 7,5 в течение 30–40 мин. 

перенос фрагментов днк на нейлоновую мем-
брану Hybond N+ («Amersham», великобритания) в 
течение 1 ч осуществляли с использованием 10x бу-
фера SSC в приборе «Transvac» («Hoefer», сШа). 

детекцию дигоксигенин-меченных фрагментов 
на мембране проводили коммерческим набором DIG 
DNA Labeling and Detection Kit («Roche», германия) 
согласно протоколу. полученные изображения ска-
нировали, сохраняли в формате TIFF.

результаты и обсуждение 

нами изучена возможность генетического типи-
рования штаммов чумного микроба методом вычи-
тающего рестрикционного фингерпринтинга, позво-
ляющим выявлять полиморфизм длины рестрикци-
онных фрагментов полного генома бактерий. 

поскольку число фрагментов, оставшихся для 
электрофоретического разделения в геле, зависит 
от частоты расщепления ферментов детекции и вы-
читания, необходимо выбрать комбинацию фермен-
тов рестрикции, которая потенциально пригодна для 
врФ типирования чумного микроба. 

на первом этапе проведен поиск комбинации 
ферментов детекции и вычитания, дающей высокий 
индекс различия для штаммов чумного и псевдоту-
беркулезного микробов. Ферментом детекции была 
выбрана эндонуклеаза EcoRI по рекомендации ав-
торов метода [11]. определение количества сайтов 
узнавания для ферментов вычитания проводили на 
известных нуклеотидных последовательностях ге-
номов штаммов чумного микроба биовара orienta-
lis (CO92, AL 590842), биовара medievalis (KIM, AE 
009952) и псевдотуберкулезного микроба IP32953 
(NC_006155) (база данных NCBI GenBank). для этого 
в программе Gene Runner выбрана функция Analysis/
Nucleic acid/Restriction cites. из представленного спи-
ска эндонуклеаз отобраны те, которые образовывали 
липкие концы из четырех нуклеотидов состава G/C. 
всего было изучено 26 ферментов вычитания с раз-
личной частотой расщепления геномной днк чумно-
го микроба. теоретически близкое и приемлемое для 
разделения и анализа в агарозном геле количество 
фрагментов (от 30 до 50) дают комбинации фермен-
тов EcoRI - Cfr10I, EcoRI - PauI, EcoRI - MluI, EcoRI - 
Eco52I, EcoRI - Kpn2I. эти пары ферментов тестиро-
вали на 6 референтных штаммах чумного микроба: 
и3205 (основной подвид), 1146 (кавказский подвид), 
а1633 (гиссарский подвид), и2359 (алтайский под-
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вид), и3069 (улегейский подвид), а1814 (таласская 
группа). со всеми парами ферментов выявлены вну-
тривидовые различия в количестве и расположении 
детектируемых полос. однако при действии пары 
эндонуклеаз рестрикции EcoRI - Cfr10I наблюдали 
большое количество близко расположенных полос в 
треках, что затрудняло учет результатов, использова-
ние комбинации EcoRI - Kpn2I выявило незначитель-
ные различия между штаммами и также отмечалось 
большое количество фрагментов.

для типирования расширенной выборки штам-
мов использовали комбинацию ферментов EcoRI - 
PauI, поскольку с данной парой рестриктаз получа-
ли оптимальную картину профилей. анализировали 
четко дифференцируемые полосы в диапазоне 2000–
400 п.н. полученные картины фингерпринтов рас-
пределения фрагментов днк представлены в виде 
схемы (рис. 2, 3). 

на следующем этапе исследования было про-
ведено генетическое типирование 9 штаммов 
основного подвида (Y. pestis ssp. pestis) выделен-
ных из 9 природных очагов (по одному штамму из 
очага): аксайского высокогорного (231(708)), за-
байкальского степного (и1270), тувинского горного 
(и3205), джейранчельского равнинно-предгорного 
(км872(с527)), прикаспийского песчаного (с528), 
центрально-кавказского высокогорного (с631), 
волго-уральского песчаного (м956), приаральско-
каракумского пустынного (а1763), хэнтэйского ай-
мака монголии (и3102). Штаммы основного подви-
да образовали группу из девяти геновариантов, при-
чем каждый геновариант соответствовал отдельному 
природному очагу (рис. 2). различия врФ профилей 
штаммов основного подвида отмечаются в диапазоне 
700–1300 п.н. так, у штамма из тувинского горного 
очага присутствовали два фрагмента размером 700 и 
1100 п.н. (рис. 2, дорожка 3). врФ профиль штамма 
из центрально-кав каз ского высокогорного очага со-
держал фрагменты размером 1000 и 1200 п.н. и не 
обнаружил фрагмента 1300 п.н. (рис. 2, дорожка 4). 
Штамм из аксайского высокогорного очага характе-
ризовался наличием большего числа фрагментов в 
области 1000–1200 п.н. (рис. 2, дорожка 1). Штамм 
км872 из джейранчельского равнинно-предгорного 
очага оказался близок к штаммам кавказского под-
вида по характеру распределения фрагментов в об-
ласти 1400–1300 п.н. (рис. 2, дорожка 5, рис. 3, к). 
врФ профили штаммов прикаспийского песчаного, 
волго-уральского песчаного и приаральско-каракум-
ского пустынного очагов отличались незначительно 
(наличием/отсутствием фрагмента размером около 
1000 и 500 п.н.) (рис. 2, дорожки 6, 7, 8). Штаммы из 
монголии (рис. 2, дорожка 2) и забайкальского степ-
ного очага (рис. 2, дорожка 9) различались врФ про-
филями в области 700–900 п.н. Штаммы алтайского 
подвида образовали два типа врФ-профилей: один 
геновариант включал штаммы из алтайского горно-
го очага (2183, 2817, и2998, и2359, и3000), второй 
геновариант – штамм из монголии (и3086) – отли-

чался наличием дополнительного фрагмента около 
850 п.н. (рис. 3, а). геновариант штаммов улегей-
ского подвида из аймака убурхангай (и3068, и3069) 
отличался от геноварианта штаммов того же подви-
да из Южно-гобийского аймака (и3130, и3071) от-
сутствием фрагмента 1300 п.н. (рис. 3, у). Штаммы 
кавказского подвида отличаются врФ профилем от 
штаммов остальных подвидов иной картиной рас-
пределения фрагментов в области 1300–1600 п.н., 
при этом штамм из зангезуро-кара бах ского горного 
очага (1146) отличался врФ профилем от штамма из 
приараксинского низкогорного очага (818) наличием 
фрагмента около 950 п.н. (рис. 3, к). Штаммы гиссар-
ского подвида (6 штаммов) и таласские штаммы (3 
штамма) показали мономорфность врФ – профилей 
и образуют по одному геноварианту (рис. 3, г, т). 

выявленные различия в геновариантах основ-
ного и кавказского подвидов из разных природных 
очагов послужили основанием для исследования 
расширенной выборки штаммов, циркулирую-
щих в разных природных очагах с целью изучения 
распространения в них врФ профилей. Штаммы 
основного подвида выбраны из очагов разных ти-
пов: пустынного (мангышлакский, муюнкумский, 
северо-приаральский, приаральско-каракумский), 
равнинно-предгорного (терско-сунженский), вы-
сокогорного и горного (верхненарынский, сары-
джазский, аксайский, алайский, тувинский), 

рис. 2. врФ профили штаммов чумного микроба основного 
и алтайского подвидов (А) и схема врФ паттернов штаммов 

основного подвида из разных природных очагов (Б):
1 – 231(708) (аксайский), 2 – и3102 (монголия), 3 – и3205 

(тувинский), 4 – км921(с631) (центрально-кавказский), 5 – км872 
(с527) (джейранчель), 6 – км873(с528) (прикаспийский песчаный), 

7 – м956 (волго-уральский песчаный), 8 – а1763 (приаральско-
каракумский), 9 – и1270 (забайкальский) 

рис. 3. схема врФ паттернов штаммов чумного микроба 
неосновных подвидов:

Т – группа таласских штаммов, А – алтайский подвид, У – улегейский 
подвид, Г – гиссарский подвид, К – кавказский подвид 
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степного (прикаспийский песчаный). в выборку 
были включены штаммы кавказского подвида из 
присеванского горного, ленинаканского горного, 
зангезуро-кара бах ского горного очагов. при изуче-
нии распределения геновариантов нами определены 
вариации врФ профилей штаммов чумного микро-
ба. так, штаммы основного подвида, выделенные 
из различных природных очагов (джейранчельский 
равнинно-предгорный, тувинский горный, сары-
джазский высокогорный, муюнкумский пустын-
ный, прикаспийский песчаный), обнаружили раз-
личные геноварианты, соответствующие отдельно-
му природному очагу. Штаммы верхненарынского, 
аксайского и алайского очагов не различались и 
представляют отдельный геновариант. при геноти-
пировании 6 штаммов из терско-сунженского оча-
га нами выявлено два геноварианта: выделенные в 
1970 г. штаммы от блох малого суслика (относятся 
к основному подвиду) отличались наличием фраг-
ментов в областях 1300–1000 п.н. и 500–800 п.н. и 
отсутствием фрагмента 800 п.н. от штаммов, выде-
ленных в 1979 г. от обыкновенной полевки (отно-
сятся к кавказскому подвиду). дифференцировались 
по врФ профилю и штаммы кавказского подвида из 
присеванского, ленинаканского, зангезуро-кара бах-
ского горных очагов. в некоторых пустынных очагах 
выявлена гетерогенность врФ профилей: из четы-
рех штаммов приаральско-каракумского очага два 
штамма (4635, 1252) были идентичны по генотипу, 
а два других (550, а1763) составили отдельные врФ 
профили, в мангышлакском очаге штамм м489 отли-
чался от остальных из данного очага по двум допол-
нительным фрагментам размерами около 900 п.н. и 
800 п.н., в северо-приаральском очаге штамм 617 не 
имел фрагмента 1300 п.н. таким образом, у штаммов 
северо-приаральского, мангышлак ского очагов вы-
явлено по 2 геноварианта, а штаммов приаральско-
каракумского очага – 3 геноварианта. 

в результате проведенной работы показано, что 
каждому подвиду чумного микроба соответствуют 
строго определенные врФ профили. более того, в 
большинстве случаев по врФ профилю можно устано-
вить очаговую принадлежность штамма. приведенные 
результаты на молекулярно-генетическом уровне под-
тверждают справедливость деления штаммов чумно-
го микроба на подвиды и показывают неоднородность 
подвидов, коррелирующую с очаговой принадлежно-
стью. необходимо отметить, что тестирование других 
комбинаций ферментов «детекции-вычитания» по-
зволит повысить разрешающую способность метода и 
обеспечит получение молекулярных портретов штам-
мов из всех природных очагов и мезоочагов, что по-
высит эффективность эпидемиологического монито-
ринга при установлении источника распространения 
инфекции. 
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семейство Filoviridae включает в себя два рода: 
Marburgvirus и Ebolavirus (http://www.ncbi.nlm.nih. 
gov/ICTVdb/Ictv/index.htm). к роду Ebolavirus отно-
сятся четыре вида вирусов: Zaire ebolavirus, Sudan 
ebolavirus, Reston ebolavirus, Ivory Coast ebolavirus 
и, возможно, недавно описанный Bundibugyo 
ebolavirus [10, 12]. род Marburgvirus, второй пред-
ставитель семейства, включает в себя единственный 
вид Lake Victoria marburgvirus. геном филовирусов 
представлен линейной одноцепочечной рнк не-
гативной полярности, 18959 нуклеотидов для вэ и 
19112 нуклеотидов для вм. вирионы филовирусов 
имеют характерную сложную структуру, сформи-
рованную белками NP, VP30, VP40, VP35, L-белок, 
рнк-зависимая рнк-полимераза, – нуклеокапсид, и 
вирусная частица покрыта наружной липидной обо-
лочкой, в которой локализуется 2 структурных белка 
(VP24 и гликопротеин (GP)) [9]. Филовирусы способ-
ны вызывать геморрагические лихорадки у человека 
с крайне тяжелым течением заболевания и высоким 
уровнем летальности (до 90 %) [22]. 

NP вэ кодируется геном 1, расположенным на 
3’-конце генома [16] и является одним из трех мажор-
ных компонентов нуклеокапсида (NP – 27 %, белок 
VP40 – 37,7 %, белок VP35 – 24,5 % от общей мас-
сы вириона) [9]. белок NP обладает способностью к 
самосборке и формированию спиральных структур, 
которые, однако, не идентичны вирусным нуклео-
капсидам. NP подвергается посттрансляционным 
модификациям, включающим фосфорилирование 
и о-гликозилирование [10]. показано его участие в 
репликации вирусного генома совместно с белками 
L и VP35 [16]. Филогенетический анализ известных 
нуклеотидных последовательностей гена NP показы-
вает его эволюционный консерватизм [14]. белок NP 
вэ является хорошим иммуногеном и основные им-
мунногенные детерминанты белка NP расположены 
в пределах 110 с-концевых аминокислотных остат-
ков NP белка [19]. кроме того, показано, что с-конец 
белка NP играет важную роль в формировании ви-

русного нуклеокапсида [15].
белок VP40 филовирусов является основным 

компонентом матрикса вирионов и способен само-
стоятельно формировать вирусоподобные частицы 
[15]. гидрофобные и положительно заряженные 
аминокислотные остатки с-концевого района VP40, 
по-видимому, важны для сборки вирусных частиц. 
N-концевая область VP40 обеспечивает взаимодей-
ствие с мембранами посредством содержащегося в 
нем кластера положительно заряженных аминокислот 
[18]. структурные белки NP и Vр40 индуцируют вы-
работку протективных антител. экспериментальная 
бивакцина на основе аденовирусного вектора, не-
сущего гены белков вм и вэ, обеспечивает полную 
защиту обезьян от летальной инфекции. [ 21]. в при-
родных очагах распространения филовирусов также 
регистрируется наличие специфических антител к 
этим белкам у обезьян и переболевших людей [7].

белки VP40 и NP также были использованы для 
конструирования эффективных иммуноферментных 
тест-систем [11, 13] и исследования особенностей 
репликации филовирусов в клетках [17].

ранее нами были исследованы некоторые имму-
нохимические свойства белков VP35 вм, вэ и NP 
вм. в данной работе мы описываем получение пол-
норазмерных рекомбинантных белков NP, VP40 вэ и 
VP40 вм, а также их иммунохимические свойства. 

материалы и методы

Вирусная РНК. вирусная рнк была изолиро-
вана из инактивированных препаратов вэ, вид заир 
(штамм Mayinga) и вм (штамм Popp), которые были 
получены, как описано ранее [5, 2]. Фрагменты гено-
ма вэ, кодирующие белки VP40 и NP, получили ме-
тодом от-пцр с использованием следующих прай-
меров:

для VP40:
5’ – AAAAGGATCCATGAGGCGGGTTATATTGCCTAC – 3’
5’ – AAAAAAGCTTTTACTTCTCAATCACAGCTGGAA – 3’

удк 576.858:576.809.7 

а.В.иванова1, е.и.казачинская1, а.В.качко1, е.л.субботина1, а.В.сорокин1, и.а.разумов1, 
с.В.нетёсов2, В.б.локтев1 

ПоЛУЧение и иММУноЛоГиЧеСКаЯ ХараКТериCТиКа  
реКоМБинанТнЫХ БеЛКоВ VP40 и NP фиЛоВирУСоВ

1ФГУН Государственный научный центр вирусологии и биотехнологии «Вектор», Кольцово;  
2ГОУ ВПО Новосибирский Государственный университет

получены генетические конструкции, несущие полноразмерные гены матриксных белков VP40 вируса эбола 
(вэ) и вируса марбург (вм), а также нуклеопротеина (NP) вэ. экспрессия этих генов в прокариотической си-
стеме Escherichia coli c последующей аффинной очисткой на Ni-NTA агарозе обеспечивала получение полнораз-
мерных рекомбинантных белков VP40 и NP филовирусов. исследование иммунологических свойств аффинно-
очищенных полноразмерных белков показало, что они сохранили антигенные свойства, присущие нативным бел-
кам филовирусов. это делает перспективными их использование для совершенствования иммунодиагностики и 
конструирования экспериментальных вакцин против филовирусных инфекций. 

Ключевые слова: вирус марбург (вм), вирус эбола (вэ), рекомбинантные белки.
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для NP:
5’ – AAAAGGATCCATGGATTCTCGTCCTCAGAAAATCTGG – 3’
5’ – AAAAAAGCTTTCACTGATGATGTTGCAGGATTG-3’

полноразмерные днк-копии генов VP40 и NP 
вэ после гидролиза эндонуклеазами BamHI и HindIII 
клонировали в составе вектора pQE-30 (QIAGEN). 
подлинность полученных гибридных плазмид 
pQE30-VP40 и pQE30-NP проверяли рестриктным 
анализом и секвенированием. для сборки полно-
размерной днк-копии гена белка VP40 вм исполь-
зовали плазмиду pMBG 4-48 из библиотеки клонов 
Е. coli (штамм JC5183), несущих рекомбинантные 
плазмиды со вставками днк-копий фрагментов ге-
номной рнк вм [8]. для создания прокариотической 
системы экспрессии гена VP40 вм использовалась 
векторная плазмида pQE-31(QIAGEN).

Экспрессия и очистка рекомбинантных 
белков. Штамм E. coli JM 103, трансформирован-
ный плазмидной днк pQE30-VP40, pQE30-NP и 
pQE31-VP40, культивировали в 100 мл жидкой пи-
тательной среды LB с добавлением ампициллина  
(100 мкг/мл) при 37 °с и перемешивании с часто-
той 160 об/мин. индукцию синтеза рекомбинант-
ных белков проводили добавлением изопропил-D-
тиогалактозида (иптг) и инкубированием в течение 
4 ч при 30 °с до конечной концентрации 0,2 мм. 
очистку рекомбинантных белков проводили аффинной 
хроматографией на Ni-хелатной смоле согласно про-
токолу фирмы-производителя («QIAGEN», германия). 
электрофорез белков проводили по методу лэммли в 
10 % (для NP) и 15 % (для VP40) полиакриламидном 
геле. концентрацию белка измеряли при помощи на-
бора Protein Assay («Bio-Rad», сШа) в соответствии с 
рекомендациями производителя на спектрофотометре 
UVmini 1240 («Shimadzu», япония) при длине волны 
495 нм и оценивали по лабораторной калибровочной 
кривой, построенной для очищенных IgG крысы.

в работе использовали препараты эндонукле-
аз рестрикции и ферментов модификации произ-
водства тоо «сибэнзим» (новосибирск, россия). 
секвенирование плазмид проводили по методу, опи-
санному в работе [20] на автоматическом секвенаторе 
днк Beckman CEQ2000XL (Beckman Coulter, сШа) 
согласно инструкции фирмы-производителя, марке-
ры молекулярных масс белков («Sigma», сШа). 

Моноклональные антитела (МКА) и поликло-
нальные сыворотки. в работе были использованы 
специфические гибридомные мка к вэ и вм, по-
лученные, как описано ранее [3]. для очистки мка 
из асцитических жидкостей мышей BALB/c исполь-
зовали каприловую кислоту с последующим осажде-
нием IgG в 50 % растворе сульфата аммония (pH 7,0). 
концентрацию очищенных мка определяли, как 
описано выше.

препарат лошадиных иммуноглобулинов (против 
инфекционного вэ) (IgG-лошадь-вэ), очищенных из 
гипериммунных сывороток методом спиртового фрак-
ционирования на холоду по кону, был получен из вц 
ниим мо рФ (сергиев посад) [1]. поликлональные 
мышиные и крысиные антисыворотки к вэ получены, 
как описано ранее [3]. получение антисыворотки кро-

лика против вэ описано в работе [6]. моносыворотки 
к рекомбинантным белкам получали в результате 
4-кратной внутрибрюшинной иммунизации мышей 
ICR с интервалом в 1 неделю. при первой иммуниза-
ции с полным, при второй – с неполным адъювантом 
Фрейнда в 0,9 % растворе натрия хлорида в соотноше-
нии 1:1 и без адъюванта при последующих иммуниза-
циях (в общей концентрации рекомбинантных белков 
100 мкг/мышь в объеме 0,5 мл).

в качестве референс-сыворотки против вм 
использовали сыворотку человека, переболевше-
го лихорадкой марбург [4]. мышиные и кроличьи 
антисыворотки против вм (ас-вм) получали, как 
описано ранее [3]. коммерческий препарат лошади-
ных иммуноглобулинов против инфекционного вм 
(IgG-лошадь-вм), очищенных из гипериммунных 
сывороток методом спиртового фракционирования 
на холоду по кону, был получен из вц ниим мо 
рФ (сергиев посад). 

Твердофазный иммуноферментный анализ 
(ТИФА). для проведения непрямого тиФа в каче-
стве антигена использовали инактивированные пре-
параты вэ и вм, полученные, как описано в [2, 5]. 
в каждую лунку полистироловых планшетов (внии 
медполимер, москва, «Costar», сШа) вносили анти-
ген в концентрации 1000 нг/мл в объеме 100 мкл (ан-
тиген вм в карбонат-бикарбонатном буфере с рн 9,0; 
антиген вэ в 0,05 м двузамещенном Na-фосфатном 
буфере с рн 8,0; рекомбинантные филовирусные бел-
ки в растворе 4 м мочевины в 0,05 м двузамещен-
ном Na-фосфатном буфере с рн 8,0) и выдерживали 
при 22 ºC в течение 18 ч или 1 ч при 37 °C. места 
для неспецифического связывания антител на план-
шетах насыщали 0,5 % раствором казеина в течение 
30 мин при 37 °с в тсб-т буфере (трис-солевой буфер 
с твином), содержащем 0,15 M NaCl; 0,02M трис-HCl 
рн 7,4; 0,05 % твин-20. затем раствор казеина удаляли 
и инкубировали антиген с мка или специфическими 
в течение 1 ч при 37 °с или 18 ч при 4 °с. после трех-
кратной отмывки тсб-т буфером в лунки добавляли 
по 100 мкл пероксидазного конъюгата антивидовых 
антител. инкубировали 1 ч при 37 °с. после трех-
кратной отмывки лунок тсб-т буфером, проявляли 
специфическое связывание антител с антивидовыми 
антителами раствором о-фенилендиамина (1 мг/мл 
орто-фенилендиамина, 0,03 % перекиси водорода) в 
цитратно-фосфатном буфере (0,2 M лимонной кисло-
ты, 0,5 M Na2HPO4, pH 5,0). выдерживали планшеты 
30 мин в темноте, останавливали реакцию добавле-
нием 100 мкл на лунку 1 N HCl и измеряли оптиче-
скую плотность (оп) образцов на спектрофотометре 
(«Uniscan», Финляндия) при длине волны 492 нм. 
положительным считали результат измерения оп, 
превышающий в 2 раза таковой для лунки с отрица-
тельным контролем. для отрицательного контроля 
связывания антител с антигеном использовали нор-
мальные сыворотки или очищенные иммуноглобули-
ны человека, лошади, мыши, крысы и кролика, а так-
же мка, специфичные к гетерологичным антигенам. 

Электрофорез и иммуноблоттинг. электро-
форез белков проводили по методу, описанному в ра-
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боте с использованием 12–15 % полиакриламидного 
геля. окраску гелей проводили при помощи кумасси 
G-250. белки инактивированных вэ, вм и рекомби-
нантные белки после электрофореза переносили на 
нитроцеллюлозную мембрану («Milli pore», сШа) на 
аппарате Transpor («LKB», Швеция) в течение 1,5 ч 
при напряжении 80 в в 0,025 м трис-HCl буфере, 
содержащем 0,192 м глицина (рн 8,3) и 20 % этано-
ла. места неспецифического связывания насыщали 
0,5 % раствором казеина при 37 °с в течение 2 ч в 
тсб-т буфере. затем отдельные полоски мембраны, 
содержащие вирусные или рекомбинантные белки, 
инкубировали с очищенными мка, поликлональ-
ными антивирусными антителами или моносыворот-
ками, специфичными к рекомбинантным белкам, 4 ч 
при 20–22 °с в буфере тсб-т, содержащем 0,25 % 
казеина. после отмывки в тсб-т буфере мембраны 
обрабатывали антивидовыми антителами, мечен-
ными пероксидазой хрена (2 ч при 37 °с). полоски 
мембраны промывали тсб-т буфером и проявляли 
в растворе хромагена (1 мг/мл 3,3 диаминобензи-
дин тетрагидрохлорида в 50 мм трис-HCl буфере 
(pH 7,4), содержащем 0,145 м NaCl, 20 % этанола и 
0,03 % перекиси водорода). 

результаты и обсуждение

Конструирование гибридных плазмид, несущих 
полноразмерные гены белков VP40, NP ВЭ и VP40 
ВМ. гены белков VP40 и NP вэ получали методом 
от-пцр с использованием специфических прайме-
ров и затем клонировали в составе вектора pQE-30. 
последовательность гибридных плазмид pQE30-VP40 
и pQE30-NP была подтверждена секвенированием. 
полноразмерная копия гена VP40 вэ была встрое-
на по сайтам рестрикции BamHI и HindIII в плазми-
ду pQE30-VP40 (рис. 1, а). ген содержал открытую 
рамку трансляции, кодирующую белок длиной 338 
аминокислотных остатков (а.о.) с полигистидиновым 
трактом, под контролем промотора фага т5. для кло-
нирования гена NP вэ соответствующий амплифи-
кационный фрагмент днк длиной 2253 п.н., также 
полученный методом от-пцр, был встроен аналогич-
но. в результате была получена плазмида pQE30-NP 
(рис. 1, б), содержащая открытую рамку трансляции, 
кодирующую белок длиной 751 а.о. с полигистидино-
вым трактом под контролем промотора фага т5. 

для получения полноразмерного гена VP40 вм 
была использована плазмида pMBG 4-48, несущая 
кднк-фрагмент генома штамма Popp с 3863 по 5864 
нуклеотид (GenBank Accession No. Z29337). на пер-
вом этапе была получена промежуточная плазмида 
p40BX, несущая ген VP40 вм, посредством встрой-
ки фрагмента xbaI/BglII (длиной 1109 пар оснований 
(п.о.); c 4550 по 5659 нуклеотид по геномной рнк 
вм) плазмиды pMBG 4-48 по соответствующим сай-
там в полилинкер векторной плазмиды pMTL22 в об-
ратной ориентации. для экспрессии полноразмерно-
го гена VP40 BM была сконструирована и получена 
экспрессирующая плазмида pQ31-VP40 (рис. 1, в). 
данная плазмида была получена методом клониро-

вания фрагмента BamHI/Bsp1720I плазмиды p40BX 
по соответствующим сайтам в pQE-31 (QIAexpress 
kit type IV (QIAGEN, Cat# 32149). в результате плаз-
мида pQE31-VP40 вм содержала фрагмент кднк 
вм с 4567 по 5475 нуклеотид по геномной рнк по-
ложительной ориентации, который кодировал реком-
бинантный полипептид длиной 331 а.о. 

Получение и очистка рекомбинантных бел-
ков VP40, NP ВЭ и VP40 ВМ. все полученные кон-
струкции содержали полигистидиновый полипептид 
(6хHis-tag) в N-концевой части белка, что позволило 
очищать рекомбинантные белки филовирусов c помо-
щью Ni-хелатной хроматографии (Ni-NTA) согласно 
протоколу фирмы QIAGEN. электрофоретическая 
подвижность рекомбинантного белка VP40 вэ со-
ответствовала расчетным данным (37 кда) и была 
сравнима с подвижностью нативного вирусного бел-
ка (рис. 2, а).

электрофоретический анализ рекомбинантного 
полипептида NP вэ (рис. 2, а) показал, что расчетная 
молекулярная масса рекомбинантного белка (85 кда) 
не соответствовала электрофоретической подвижно-
сти (115 кда). это, по всей вероятности, объясняется 
тем, что две области этого белка, ограниченные ами-
нокислотами 439–492 и 589–739, изменяют подвиж-
ность NP вэ в полиакриламидном геле на 5 и 15 кда, 
соответственно. ранее было показано, что введение 
указанных участков аминокислотной последователь-
ности в структуру белка LacZ оказывает подобный эф-
фект на его электрофоретическую подвижность [23]. 

клонированный ген VP40 вм содержал вставку 
фрагмента кднк с 4567 по 5475 нуклеотид и кодиро-

рис. 1. схематическое изображение гибридных плазмид:
А – рекомбинантная плазмида pQE30-NP вэ; Б – рекомбинантная  

плазмида pQE30-VP40 вэ; В – рекомбинантная плазмида  
pQE31-VP40 вм
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вал рекомбинантный полипептид с расчетной моле-
кулярной массой около 37 кда. электрофоретическая 
подвижность этого рекомбинантного полипептида 
по результатам электрофореза в 12 % пааг соответ-
ствовала расчетным данным (рис. 2, а). 

Иммунохимическая характеристика полно-
размерных рекомбинантных белков VP40, NP ВЭ 
и VP40 ВМ. антигенные и иммуногенные свойства 

рекомбинантных белков, полученных в экспресси-
онной системе E. coli, исследовали методами им-
муноблоттинга и тиФа. данные иммуноблоттинга 
(рис. 2, б) показывают, что антитела моносывороток, 
специфичные к рекомбинантным белкам, выявляют 
соответствующие им белки-аналоги в инактивиро-
ванных вирусных препаратах. это свидетельствует о 
подобии конформационно-незави си мых эпитопов на 
рекомбинантных и природных белках VP40, NP вэ 
и VP40 вм.

исследование рекомбинантных белков VP40 и 
NP вэ было проведено с помощью панели противо-
вирусных поликлональных и моноклональных анти-
тел методом тиФа (таблица). эти рекомбинантные 
белки эффективно взаимодействовали с антителами, 
специфичными к инактивированному вэ (гибри-
домными мка, антителами сывороток иммунизиро-
ванных мышей, кроликов) и IgG-лошадь-вэ. кроме 
того, было показано, что специфические антитела 
не выявили антигенного перекреста между реком-
бинантными белками, как это было обнаружено при 
использовании инактивированных вирусных препа-
ратов в качестве антигенов в тиФа.

ранее, нами методом иммуноблоттинга было 
выявлено, что в сыворотке человека, переболевшего 
лихорадкой марбург, в основном преобладают анти-
тела против белков NP, VP40 и VP35 [3]. в данной 
работе показано, что рекомбинантный белок VP40 
вм эффективно взаимодействует в тиФа с антите-
лами сывороток мышей и кроликов, иммунизирован-
ных инактивированным вм, с гибридомными мка, 
специфичными к белку VP40 инактивированного 
вм; антителами переболевшего лихорадкой марбург 
человека и IgG-лошадь-вм (таблица). 

рис. 2. А. электрофореграмма вирионных белков  
и очищенных рекомбинантных белков филовирусов. 

Б. иммуноблот. взаимодействие филовирусных вирусных 
белков с антителами моносывороток, специфичными  

к рекомбинантным белкам:
А: 1 – рекомбинантный белок VP40 вм (5 мкл); 2 – препарат инактивиро-
ванного вм (10 мкл); 3 – препарат инактивированного вэ (10 мкл); 4 – ре-
комбинантный белок VP40 вэ (5 мкл); 5 – рекомбинантный NP вэ (5 мкл). 
Б: 1 – вэ обработан антисывороткой к рекомбинантному белку NP вэ;  
2 – вэ обработан антисывороткой к рекомбинантному белку VP40 вэ; 
3 – лизат pQE обработан антисывороткой к рекомбинантному белку 
NP вэ (отрицательный контроль); 4 – лизат pQE обработан антисыво-
роткой к рекомбинантному белку VP40 вэ (отрицательный контроль);  
5 – лизат pQE обработан антисывороткой к рекомбинантному белку 
VP40 вм (отрицательный контроль)

анализ специфичности рекомбинантных белков филовирусов

антитела иммуноген концентрация  
белка, мг/мл

белки-мишени  
в иммуноблоте

титр антител (обратные величины)
вэ VP40 вэ NP вэ вм VP40 вм pQE

IgG лошади вэ 90 NP*, VP40*, VP35* 656100 656100 656100 24300** <100 <100
ас кролика вэ 90 NP*, VP40*, VP35*, VP30, VP24 218700 218700 656100 2700** <100 <100
ас мыши вэ 90 NP*, VP40*, P35*, VP30, VP24 218700 218700 218700 2700** <100 <100
ас мыши VP40-вэ 90 VP40 656100 1968300 <100 <100 <100 <100
ас мыши NP-вэ 90 NP 656100 <100 1968300 <100 <100 <100
мка 1е5 вэ 6,3 NP 218700 <100 243000 <100 <100 <100
мка 1в5 вэ 5,7 VP40 72900 656100 <100 <100 <100 <100
асчеловека вм 50 NP*, VP35*, P40*, VP30,VP24, 

GP
900** <100 <100 24300 8100 <100

IgG лошади вм 90 GP, NP*, VP35*, VP40*, VP30 2700** <100 <100 218700 72900 <100
ас кролика вм 18,5 NP*, VP35*, VP24, VP40*, 

VP30,
<100 <100 <100 24300 24300 <100

ас мыши вм 50 NP*, VP35*, P40*, VP30, VP24, 
GP

300** <100 <100 24300 24300 <100

ас мыши VP40 вм 14 VP40 <100 <100 <100 72900 1968300 <100
мка 7н10 вм 8 VP40 <100 <100 <100 729000 729000 <100
отрицательный контроль <100 <100 <100 <100 <100 <100

примечания : концентрация антигенов 100 нг/лунка; ас – антисыворотки животных, иммунизированных инактивированными вирусны-
ми препаратами; ас-человека – сыворотка переболевшего лихорадкой марбург [7], мг/мл – концентрация препаратов мка, очищенных из 1 мл 
асцитной жидкости; * – мажорные полосы, выявляемые в вирусном препарате методом иммуноблоттинга; ** – перекрестное взаимодействие по-
ликлональных антител с гетерологичными вирусными препаратами:  [рQE] – клеточный лизат E. coli – JM103 (отрицательный контроль для ре-
комбинантных белков). проводили обработку (истощение) исследуемых моноспецифических сывороток, специфичных к рекомбинантным белкам, 
в присутствии 1 % раствора лизата E. coli клеток 20 минут при 37 °с; в качестве отрицательного контроля использовали нормальные сыворотки 
человека (5 сывороток), лошади (1 сыворотка), мыши (5 сывороток). IgG лошади очищены методом спиртового фракционирования на холоду по 
кону. мка, ас кролика-вм и ас мыши к рекомбинантному белку VP40 BM очищены каприловой кислотой. 
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таким образом, полученные нами в экспресси-
онной системе E. coli полноразмерные рекомбинант-
ные белки VP40 вэ, NP вэ и VP40 вм содержат 
конформационно-независимые эпитопы, которые эф-
фективно распознаются в иммуноблоттинге и тиФа 
как противовирусными антителами поликлональных 
сывороток, так и мка, специфичными к индивиду-
альным вирусным белкам. иммунологическое те-
стирование рекомбинантных белков показывает воз-
можность их использования при конструировании 
лабораторных тест-систем для диагностики филови-
русных инфекций. идентичность антигенной струк-
туры также позволяет использовать рекомбинантные 
белки в качестве кандидатных вакцин против фило-
вирусных заболеваний.

в дальнейшем мы планируем проведение более 
детального картирования эпитопов рекомбинантных 
белков с помощью панели мка, делеционных вари-
антов этих белков, а также перекрывающихся пеп-
тидов. это позволит выявить иммунодоминантные 
эпитопы на полноразмерных белках VP40 вэ, NP вэ 
и VP40 вм.

работа выполнена при финансировании гран-
том президента российской Федерации для государ-
ственной поддержки ведущих научных школ нШ-
387.2008.4 (руководитель – член-корр. ран, д.б.н., 
профессор с.в.нетесов). авторы работы благодарят 
д.б.н. а.а.чепурнова за любезно предоставленный 
инактивированный вэ и сыворотку иммунизирован-
ного вэ кролика и к.м.н. е.Ф.беланова за препарат 
инактивированного вм и сыворотку человека, пере-
болевшего геморрагической лихорадкой марбург.
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существует большое число штаммов буркхоль-
дерий, фенотипически и генотипически близких к 
Burkholderia pseudomallei, Burkholderia mallei, но 
в обычных условиях непатогенных для человека и 
животных. к ним относятся Burkholderia thailanden-
sis, Burkholderia cepacia и филогенетически им род-
ственная Pseudomonas allicola [1]. 

наиболее существенная роль в проявлении па-
тогенных и иммуногенных свойств возбудителей 
мелиоидоза и сапа принадлежит антигену 8 (аг8) – 
поверхностному капсульному биополимеру глико-
протеиновой природы с молекулярной массой около 
800 kDa и его структурному компоненту 200 kDa [3, 
4]. ранее установлено, что вирулентность B. pseudo-
mallei и B. mallei проявляется за счет антифагоци-
тарной активности гликопротеина, эпитопы которо-
го были обнаружены в составе капсулы [2], поэтому 
представляет интерес проводить первоначальный от-
бор штаммов сапных и мелиоидозных бактерий от 
других видов буркхольдерий по наличию данного ан-
тигена. предложенная авторами схема поиска общих, 
видовых и перекрестно-реагирующих антигенов ука-
занных выше микроорганизмов включает в себя пере-
крестные постановки иммунологических реакций с 
гомологичными и гетерологичными сыворотками [2].

способ выявления перекрестно-реагирующих 
антигенов возбудителей мелиоидоза, сапа, чумы, ту-
ляремии, туберкулеза и В. thailandensis с помощью 
электрофореза в полиакриламидном геле с додецил-
сульфатом натрия с одновременным определением 
их основных физико-химических характеристик был 
описан в 2005 г. [5]. данный методический подход 
позволяет выявлять у микробных клеток индивиду-
альные гликопротеиновые антигены, но не диффе-
ренцировать их друг от друга, хотя авторы указыва-
ют, что антигенный спектр близкородственных видов 
B. mallei и B. thailandensis весьма схож с таковым у 
B. pseudomallei. 

антиген 8 также выявляли при помощи сэндвич-
варианта иммуноферментного метода, используя мо-
ноклональные антитела. авторы указывали на разли-
чия интенсивности биосинтеза антигена 8 у разных 
штаммов патогенных буркхольдерий двух видов. 
близкородственные микроорганизмы при этом не ис-
следовались [6]. 

C помощью ракетного иммуноэлектрофореза 

(риэФ) показано, что белки мелиоидозных и сапных 
микроорганизмов с гомологичными сыворотками 
формируют пики преципитатов как в катодной (4–5 
пиков), так и в анодной (8–9 пиков) области геля [5]. 
однако сведения об антигенных взаимоотношениях 
B. pseudomallei, B. mallei, B. thailandensis, B. cepacia 
и P. allicola отсутствуют. 

целью работы являлась разработка быстрого 
способа дифференцирования патогенных возбудите-
лей мелиоидоза и сапа от непатогенных для человека 
буркхольдерий и близкородственных микроорганиз-
мов путем выявления в составе микробных клеток 
поверхностного комплекса (аг8) в ракетном имму-
ноэлектрофорезе.

для этого в составе микробных клеток выявля-
ли поверхностный антигенный комплекс в риэФ с 
использованием иммунной сыворотки, содержащей 
антитела к данному антигену. в качестве антигенов 
использовали водно-солевые экстракты микробных 
клеток: B. pseudomallei 60913 (аг8+), 51274 (аг8+), 
57576 (аг8+), 100 (аг8+), 100-6-1 (аг8–), B. mallei 
B-120 (аг8+), 10230 (аг8+), 10230-11-2 (аг8–), B. thai-
landensis 264, 251, 294, 295, B. cepacia 25416, 1234, 
P. allicola 8495.

для постановки риэФ пластинку гель-бонд 
размером 8,5×10 см заливали 1 % агарозой фирмы 
«Calbiochem», приготовленной на барбитал-трис-
глициновом буфере с ионной силой равной 0,016, 
(рн 8,8). на расстоянии 3 см от края пластинки с 
анодной стороны пробивали ряд лунок диаметром 
4 мм. отступив 2 мм от лунок, вырезали полоску 
геля шириной 2,5 см. гель растапливали на водяной 
бане, охлаждали до 48 °с, добавляли к нему 0,5–2 % 
по объему сыворотки, содержащей антитела к анти-
гену 8, и снова заливали на пластинку. в лунки вно-
сили исследуемый антигенный материал.

электрофорез проводили при ионной силе бу-
ферного раствора в электродных отсеках 0,02 и 0,032, 
напряженности 9 в/см в течение 4 ч и температуре 
12 °с. после остановки электрофореза пластинки 
просматривали. наличие пиков преципитатов в ка-
тодной области геля свидетельствовало о присут-
ствии антигенного комплекса 8 патогенных бурк-
хольдерий мелиоидоза и сапа.

при использовании в электродных отсеках буфер-
ного раствора с ионной силой 0,032 с помощью ракет-

удк 616.982.27+616.982.27-039
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ного иммуноэлектрофореза выявляли как патогенные, 
так и близкородственные буркхольдерии (рис. 1).

применив в электродных отсеках буферный рас-
твор с ионной силой 0,02, выявляли только вирулент-
ные штаммы сапных и мелиоидозных микроорганиз-
мов (рис. 2, 3).

исследование штаммов по признаку наличия аг8 
с помощью ракетного иммуноэлектрофореза в данной 
модификации с антителами, полученными к антигену 
8, может быть количественно использовано при изу-
чении антигенного материала путем сравнения высо-
ты пиков преципитатов исследуемого образца и кон-
трольной пробы с известным содержанием аг8 при 
лабораторной диагностике сапа и мелиоидоза.

таким образом, установлено, что дифференци-
рование патогенных возбудителей мелиоидоза и сапа 
от их непатогенных вариантов и близкородственных 
буркхольдерий возможно с помощью ракетного им-
муноэлектрофореза с сывороткой, содержащей анти-
тела к антигенному комплексу 8. 

данный метод может применяться в комплекс-
ной диагностике сапа и мелиоидоза как дополнитель-
ный способ выявления патогенных B. pseudo mallei и 
B. mallei.
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рис. 1. изучение патогенных и непатогенных буркхольдерий 
в ракетном иммуноэлектрофорезе при ионной силе буферного 

раствора в электродных отсеках 0,032: 
1 – фракция а, содержащая антигенный комплекс 8, выделенная из 

B. pseudomallei 100 формамидом; 2 – всэ B. pseudomallei 100; 3 – всэ 
P. allicola 8495; 4 – всэ B. cepacia 1934; 5 – всэ B. cepacia 25416;  

6 – всэ B. thailandensis 295; 7 – всэ B. thailandensis 294;  
8 – всэ B. thailandensis 251; 9 – всэ B. thailandensis 264

рис. 2 изучение патогенных и непатогенных буркхольдерий в 
ракетном иммуноэлектрофорезе при ионной силе буферного 

раствора в электродных отсеках 0,02:
1 – фракция а, содержащая антигенный комплекс 8, выделенная из 

B. pseudomallei 100 формамидом; 2 – всэ B. mallei 10230-11-2;  
3 – всэ B. mallei 10230; 4 – всэ B. pseudomallei 100-6-1; 5 – высушен-

ные ацетоном клетки B. pseudomallei 57576; 6 – всэ B. pseudomallei 
100; 7 – всэ B. pseudomallei 51274; 8 – высушенные ацетоном клетки 

B. mallei B-120; 9 – всэ B. pseudomallei 60913

рис. 3 изучение патогенных и непатогенных буркхольдерий в 
ракетном иммуноэлектрофорезе при ионной силе буферного 

раствора в электродных отсеках 0,02:
1 – всэ B. cepacia 1934; 2 – всэ B. pseudomallei 100; 3 – всэ P 
. allicola 8495; 4 – всэ B. mallei 10230; 5 – всэ B. cepacia 25416;  

6 – всэ B. thailandensis 295; 7 – всэ B. thailandensis 294;  
8 – всэ B. thailandensis 251; 9 – всэ B. thailandensis 264
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распространение холеры во многих странах 
азии, африки, Южной америки и огромная по мас-
штабам миграция населения определяют реальную 
возможность ее завоза на территорию российской 
Федерации [4]. сложившаяся эпидемиологическая 
ситуация указывает на необходимость создания со-
временных и надежных средств профилактики холе-
ры. одно из ведущих направлений специфической 
иммунопрофилактики холеры связано с созданием 
безопасных неживых вакцин. в настоящее время 
в российской Федерации разработана и внедрена в 
производство лицензированная бивалентная химиче-
ская таблетированная холерная вакцина, содержащая 
основные протективные антигены Vibrio cholerae о1 
классического биовара, вызвавшего шесть предыду-
щих пандемий азиатской холеры: холерный анаток-
син, отвечающий за формирование антитоксического 
иммунитета, а также о1 антиген сероваров инаба и 
огава, определяющий образование антибактериаль-
ного иммунитета при холере [1]. данная вакцина 
безопасна, но из-за отсутствия биовароспецифиче-
ских антигенов возбудителя текущей 7-й пандемии 
холеры (V. cholerae о1 биовара эльтор) не может обе-
спечить высокий уровень защиты от холеры эльтор. 
более того, для производства указанной химической 
вакцины используют высоковирулентные штаммы, 
применение которых требует больших материальных 
затрат для обеспечения биологической безопасно-
сти. в этой связи одним из важных направлений ис-
следований, связанных с разработкой и усовершен-
ствованием современных химических вакцин против 
холеры, является конструирование авирулентных 
штаммов V. cho lerae о1 биовара эльтор – продуцен-
тов протективных антигенов. 

цель настоящего исследования состояла в полу-
чении авирулентных штаммов V. cholerae о1 био ва ра 
эльтор и оценки их способности к продукции о1 ан-
тигена сероваров инаба или огава, обеспечивающих 
формирование антибактериального иммунитета.

материалы и методы

в работе использовали 15 природных штаммов 
V. choleraе серогруппы о1, типичных по культураль-
ным, морфологическим, биохимическим и сероло-
гическим свойствам (табл. 1). Штаммы хранились 
в государственной коллекции патогенных бактерий 
роснипчи «микроб» в лиофилизированном состоя-
нии. бактериальные культуры выращивали при 37 °с 
с использованием жидкой и агаризованной сред LB 
(Luria-Bertani), а также жидкой среды AKI (1,5 % 
бактопептона; 0,4 % дрожжевого экстракта дифко; 
0,5 % NaCl; 0,3 % NaHCO3) [11] .

для изучения антигеных свойств применяли ре-
акцию агглютинации с холерными о1, инаба, огава, 
RO антисыворотками. развернутая реакция агглю-
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после пребывания 15 вирулентных штаммов Vibrio cholerae о1 биовара эльтор сероваров инаба и огава в во-
дной среде было обнаружено 6 штаммов, спонтанно утративших коровую область профага CTXφ, включая струк-
турные гены (ctxAВ) холерного токсина. установлено, что полученные ctxA– мутанты не продуцировали холерный 
токсин и не вызывали специфической холерогенной реакции у зараженных внутрикишечно кроликов-сосунков, 
что указывает на их принадлежность к III группе патогенности. при изучении популяционного состава двух ото-
бранных нетоксигенных штаммов м569а и 5/65а выявлены клоны, имеющие высокий уровень продукции о1 
антигена сероваров инаба или огава. полученные авирулентные штаммы предназначены для использования их в 
качестве продуцентов указанных протективных антигенов как при изготовлении химической холерной вакцины, 
так и при конструировании диагностических иммуноферментных тест-систем.
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Таблица 1

использованные в работе природные токсигенные штаммы  
Vibrio cholerae о1 биовара эльтор

Штамм место  
выделения

год  
выделения

источник 
выделения серовар

м569 мордовия 1974 больной инаба

м886 астрахань 1970 больной инаба

м890 астрахань 1970 больной инаба

м1055 астрахань 1970 больной инаба

м1061 астрахань 1970 носитель инаба

м642 астрахань 1975 носитель инаба

м899 астрахань 1970 больной инаба

5/65 иран 1965 больной огава

м1062 астрахань 1970 носитель огава

28афг афганистан 1965 больной огава

м1244 туркменистан 1986 вн. среда огава

м1216 туркменистан 1986 вн. среда огава

м1259 перм. обл. 1990 больной огава

р17644 ачинск 1997 больной огава

р17645 иркутск 1997 больной огава
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тинации в пробирках ставилась по общепринятому 
методу [3].

продукцию холерного токсина определяли с 
помощью иммуноферментного метода GM1 ELISA 
[13]. для определения продукции холерного токси-
на (хт) клетки холерного вибриона выращивали в 
AKI бульоне при 37 °с в течение 4 ч без аэрации и 
последующие 16 ч в условиях интенсивной аэрации 
[11]. при иФа (GM1 ELISA) в качестве положитель-
ного контроля и для определения чувствительности 
метода использовали очищенный препарат хт, полу-
ченный из эталонного высокотоксигенного штамма 
V. cholerae 569в классического биовара. 

вирулентность изучаемых штаммов опреде-
ляли путем внутрикишечного заражения крольчат-
сосунков по методу N.F.Dutta и M.F.Habbu [9]. 
наблюдение за животными вели в течение 48 ч. всех 
павших или усыпленных хлороформом крольчат 
вскрывали для оценки развития специфического ин-
фекционного процесса.

для тестирования различных генов исполь-
зовали полимеразную цепную реакцию (пцр) со 
специфическими олигонуклеотидными праймера-
ми, приведенными в работах а.в.осина и соавт. и 
н.и.смирновой и соавт. [5, 6]. продукты пцр фрак-
ционировали в 2 % агарозном геле (BioRad) и реги-
стрировали в ультрафиолетовом свете.

результаты и обсуждение

согласно современным представлениям клю-
чевым фактором вирулентности V. cholerae являет-
ся холерный экзотоксин – термолабильный белок с 
молекулярной массой 84 кда, вызывающий развитие 
тяжелой диареи – основного клинического симпто-
ма при холере [12]. установлено, что биосинтез хт 
кодируют структурные гены ctxA и ctxB, входящие в 
состав профага CTXφ. типичный профаг CTXφ раз-
мером 6,9 т.п.н. имеет две области – коровую и RS2. 
коровая область профага, помимо генов ctxAВ, со-
держит гены zot, ace, orfU и cep, продукты которых 
участвуют в морфогенезе и секреции фага. кроме 
того, белки Zot и Ace одновременно являются до-
полнительными токсинами, вызывающими или спо-
собствующими развитию диареи. RS2-после до ва-
тельность содержит гены rstA, rstB, контролирующие 
соответственно репликацию фага CTXφ и интегра-
цию его в хромосому, а также ген rstR, кодирующий 
репрессор, запрещающий транскрипцию гена rstA 
[10]. Штаммы, содержащие профаг CTXφ с генами 
ctxAВ, относят к вирулентным. однако геном про-
фага CTXφ является нестабильным, что выражается 
в появлении штаммов, утративших либо весь геном 
CTXφ, либо отдельные гены его коровой области [7]. 
показано, что возникновение нетоксигенных кло-
нов из вирулентных штаммов V. cholerae могло быть 
обусловлено действием неблагоприятных факторов 
внешней среды во время пребывания возбудителя 
холеры в водной среде [2]. эти сведения послужи-

ли основанием для проведения экспериментов по 
моделированию процесса пребывания холерных ви-
брионов в водной среде с целью получения из виру-
лентных штаммов V. cholerae биовара эльтор неток-
сигенных клонов, которые могли быть в дальнейшем 
использованы в качестве продуцентов O1 антигена 
сероваров инаба или огава. 

на первом этапе работы 15 природных штаммов 
V. cholerae биовара эльтор сероваров инаба и огава 
были проверены на наличие в их хромосомах генов, 
входящих в состав профага CTXφ. с помощью пцр 
с использованием специфических пар праймеров 
установлено, что в геноме выбранных штаммов при-
сутствовали 9 генов профага CTXφ (ctxA, ctxB, ace, 
zot, orfU, cep, rstA, rstB, rstR). исключение составлял 
лишь штамм 5/65, который отличался измененной 
структурой профага – в его составе отсутствовали 
три гена коровой области – ace, zot, orfU, при наличии 
генов ctxA, ctxB, cep. присутствие оперона ctxAВ сви-
детельствует о токсигенности изучаемых штаммов 
и, следовательно, о принадлежности их ко II груп-
пе патогенности [3]. для получения атоксигенных 
вариантов необходимо было удалить из их генома 
профаг CTXφ или его коровую область, содержащую 
гены холерного токсина. для решения этой задачи 
бактериальные суспензии вирулентных штаммов 
V. cholerae вносили в стерильную речную воду до 
конечной концентрации 107 кл./мл, поскольку ранее 
было показано, что голодание клеток по основным 
источникам питания может индуцировать реоргани-
зацию генома профага возбудителя холеры [2]. при 
пцр-тестировании гена ctxA у 5400 изолированных 
колоний, получаемых через каждые 4 сут после вы-
сева речной воды на агар, обнаружили, что в популя-
ции 6 штаммов (м569, м886, м890, м1055, м1061, 
5/65) после пребывания в воде в течение 4–75 сут 
появились клоны ctxA–, утратившие способность к 
продукции хт. частота образования таких клонов 
составила 4–25 % от общего числа проверенных изо-
лированных колоний. пцр-анализ ctxA– клонов пока-
зал отсутствие в их геноме не только гена ctxA, но 
и других генов, входящих в состав коровой области 
(ctxB, ace, zot) генома профага CTXφ. далее был про-
веден сравнительный анализ продукции холерного 
токсина исходными штаммами и клонами ctxA– ctxB– 
с использованием высокочувствительного иммуно-
ферментного метода GM1 ELISA. установлено, что 
клоны, утратившие структурные гены ctxAВ, дей-
ствительно не продуцировали хт, тогда как у исхо-
дных штаммов был зарегистрирован биосинтез этого 
белка. исключение составлял лишь исходный штамм 
5/65, который при наличии оперона ctxAВ, не проду-
цировал хт. причины отсутствия экспрессии генов 
хт у данного ctxA+ штамма пока не известны и тре-
буют дальнейшего изучения.

утрата штаммами генов коровой области про-
фага CTXφ привела к изменению их вирулентности, 
которая была определена путем внутрикишечного 
заражения кроликов-сосунков клетками исходных 
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штаммов и их нетоксигенных вариантов. полученные 
результаты представлены в табл. 2. у всех кроликов, 
инфицированных клетками исходных ctxA+ штаммов, 
продуцирующих хт, наблюдалась выраженная холе-
рогенная реакция – растяжение толстого и тонкого 
кишечника прозрачной бесцветной жидкостью, что 
указывало на вирулентность данных штаммов. у жи-
вотных, инфицированных клонами ctxA– ctxB–, ника-
ких видимых изменений в кишечнике не выявлено. 

на основе анализа всех представленных выше 
результатов полученные нетоксигенные клоны были 
отнесены к авирулентным штаммам, входящим в III 
группу патогенности. 

на следующем этапе работы у авирулентных 
вариантов определяли уровень биосинтеза о1 анти-
гена серовара инаба и о1 антигена серовара огава, 
которые относятся к ключевым протективным анти-
генам, обеспечивающим формирование антибакте-
риального иммунитета при холере. продукцию ука-
занных антигенов оценивали с помощью разверну-
той реакции агглютинации в пробирках с холерными 
о1, инаба, огава, RO антисыворотками, результаты 
которой представлены в табл. 2. установлено, что 
утрата мутантами генов коровой области профага 
CTXφ (ctxA, ctxB, ace, zot) не сопровождалась из-
менением продукции о1 антигена. все полученные 
авирулентные штаммы V. cholerae о1 агглютиниро-

вались о1-антисывороткой в разведении 1:3200, не 
отличаясь по данному свойству от исходных. также 
не наблюдалось различий между исходными штамми 
и их нетоксигенными производными относительно 
продукции серовароспецифических антигенов. 

для последующей работы было отобрано два 
следующих ctxA– ctxB– штамма V. cholerae о1, от-
носящихся к разным сероварам: м569 инаба и 5/65 
огава, получившие обозначения соответственно 
м569-а и 5/65-а. у этих штаммов было определено 
наличие в их хромосоме других генов, связанных с 
вирулентностью. в результате установлено, что ото-
бранные штаммы, в отличие от исходных, не имели 
ни одного гена коровой области профага CTXφ. в то 
же время в их хромосоме присутствовали все тести-
руемые гены двух островов патогенности VPI-1 и 
VPI-2 (табл. 3). 

учитывая существующую фенотипическую 
гетерогенность бактериальной популяции, обу-
словленную различной экспрессией генов, был из-
учен популяционный состав отобранных штаммов 
м569-а и 5/65-а для выявления клонов с повы-
шенной продукцией о1 антигена сероваров инаба 
либо огава. с этой целью после рассева штаммов 
на плотной среде оценивали уровень биосинтеза 
указанных антигенов у полученных изолированных 
колоний с помощью развернутой реакции агглюти-

Таблица 2

серологические и вирулентные свойства исходных штаммов Vibrio cholerae о1 и их нетоксигенных вариантов

Штамм
серологические свойства*

вирулентные свойства**
количество животных

о1 инаба огава RO зараженных павших с холерогенным 
эффектом

с энтеропатогенным 
эффектом без изменений

м569 исх (3200) (800) 0 0 3 0 3 0 0
м569 ctxA– (3200) (800) 0 0 5 0 0 0 5
м886 исх (3200) (400) 0 0 3 3 3 0 0
м886 ctxA– (3200) (400) 0 0 3 0 0 0 3
м890 исх (3200) (400) 0 0 3 3 3 0 0
м890 ctxA– (3200) (400) 0 0 3 0 0 0 3
м1055 исх (3200) (400) 0 0 4 3 4 0 0
м1055 ctxA– (3200) (400) 0 0 3 0 0 1 2
м1061 исх (3200) (400) 0 0 2 2 2 0 0
м1061 ctxA– (3200) (400) 0 0 3 0 0 0 3
5/65 исх (3200) 0 (800) 0 5 0 0 0 5
5/65 ctxA– (3200) 0 (800) 0 5 0 0 0 5

*цифры в скобках означают величины, обратные титрам. 
**характеристика экспериментальной холерной инфекции у кроликов-сосунков, зараженных исходными штаммами V. cholerae и их неток-

сигенными вариантами.

Таблица 3
Присутствие генов профага CTXφ и островов патогенности VPI-1 и VPI-2 в хромосоме исходных штаммов  

и их нетоксигенных вариантов, определенных с помощью Пцр

Штамм
CTXφ VPI-1 VPI-2

ctxA сtxB ace zot orfU cep tcpA mop hel1760 nanH rep1803
м569 исх + + + + + + + + + + +
м569-а (м569 ctxA–) - - - - - - + + + + +
5/65 исх + + - - - + + + + + +
5/65-а (5/65 ctxA–) - - - - - - + + + + +
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нации в пробирках. в случае штамма м569-а инаба 
среди 20 изученных колоний обнаружили 2 клона, 
клетки которых агглютинировались антисыворот-
кой инаба в разведении 1:3200, тогда как до про-
веденной работы клетки штамма м569 ctxA– (или 
м569-а) агглютинировались этой антисывороткой 
в разведении 1:800 (табл. 2). что касается штам-
ма 5/65-а огава, то из 35 проверенных колоний 3 
имели повышенный уровень продукции о1 анти-
гена серовара огава, поскольку титр агглютинации 
их сывороткой огава повысился в 2 раза, составляя 
1:1600 (табл. 2). 

таким образом, в результате проведенных иссле-
дований получены авирулентные штаммы V. cholerae 
O1 биовара эльтор сероваров инаба и огава, отвеча-
ющие требованиям, предъявляемым к холерным ви-
брионам III группы патогенности. высокий уровень 
продукции ими протективных антигенов о1 серова-
ра инаба и о1 серовара огава указывают на возмож-
ность их использования в качестве продуцентов этих 
антигенов при изготовлении химической холерной 
вакцины, а также при создании иммуноферментных 
диагностических тест-систем.

работа поддержана грантом рФФи № 09-04-
00217а.
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подкожное введение жчв не всегда защища-
ет от ингаляционного заражения чумой [4], а аэро-
генная иммунизация предохраняет животных как от 
подкожного, так и аэрозольного заражения вирулент-
ными штаммами чумного микроба и уменьшает реак-
тогенность вакцины при испытании на людях [3, 6]. 
интерес к альтернативным схемам доставки антиген-
ного материала обусловлен новыми данными о зна-
чении мукозальной системы иммунитета [7, 8] и свя-
зан с особой ролью клеток APUD-системы легких и 
лимфоидных органов, отвечающих за адаптационно-
компенса тор ные процессы в макроорганизме. 

целью работы был морфометрический анализ 
реакции апудоцитов (нэк) у морских свинок при 
аэрогенном способе введения жчв.

материалы и методы

исследованию подвергнут архивный морфоло-
гический материал, подготовленный по общеприня-
той схеме [2] и хранившийся в парафиновых блоках. 
морских свинок (33 особи массой 250–300 г) заби-
вали через 1, 3, 7, 14, 21 и 45 сут после аэрогенной 
иммунизации (аспирационная доза на 1 животное – 
5·105 ж.м.к.) взвесью в 10 % растворе лактозы двух-
суточной агаровой культуры эталонного вакцинного 
штамма Y. pestis EV линии нииэг, выращенной при 
28 °с. контролем служили интактные морские свин-
ки (ик). для морфологического исследования были 
взяты кусочки печени, сердца, легких, почек, надпо-
чечников,  а также органов лимфоидной системы – 
селезенки, регионарных (рлу – бифуркационных) и 
отдаленных (олу – подмышечных и паховых) лим-
фатических узлов. полутонкие срезы окрашивали 
гематоксилином и эозином [1]. среди нэк легких 
и лимфоидных органов импрегнацией серебром по 
массону в модификации гамперля выявляли арген-
таффинные (ат) клетки, по гримелиусу – аргиро-

фильные (аг) клетки [5]. готовые срезы просматри-
вали в биологическом микроскопе Olimpus CX 31 с 
видеокамерой JVC. морфометрические характери-
стики оценивали с помощью денситоморфометриче-
ской программы аппаратно-программного комплек-
са мекос-ц (версия 2.1.0.0). о наличии и морфо-
функциональном состоянии ат и аг клеток судили 
по характеру распределения и количеству продукта 
гистохимической реакции. вычисляли: в лимфоид-
ных органах – количество фолликулов (в том числе 
со светлыми центрами) в срезе, их площадь (S); в 
легких – перфузионно-вентиляционное отношение 
(пво) = S альвеол/S капилляров на 1 мкм2 среза; в пе-
чени для светлых гепатоцитов – ядерно-цитоплазма-
ти чес кий индекс (яци) = S ядра/S цитоплазмы, а 
также деструктивный индекс (ди) – удельный вес 
элементов с проявлениями цитопатологии (на 1000 
клеток); в почках – индекс функциональной актив-
ности (иФап) = S почечного тельца/S сосудистого 
клубочка на 1 мкм2 среза; в надпочечниках – стрес-
сорный индекс (истрес.) = ширина коркового вещества/
ширина мозгового вещества.

результаты и обсуждение

при ингаляционном введении Y. pestis EV ми-
кробные клетки с 3-х суток вызывали развитие мест-
ной продуктивной реакции в верхних дыхательных 
путях (очаговый десквамативный бронхит) и в легоч-
ной ткани – в виде инфильтрации межальвеолярных 
перегородок гистиоцитами, мононуклеарами с при-
месью макрофагов. к 7-м суткам вокруг отдельных 
бронхиол и артериол формировались зоны гиперпла-
зии лимфоидных и гистиоцитарных элементов. у от-
дельных животных обнаруживали участки серозно-
десквамативной и серозно-геморрагической пневмо-
нии (рис. 1, а) и немногочисленные эпителиоидно-
клеточные гранулемы, иногда с признаками распада 
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и формированием «псевдоабсцессов» (рис. 1, б). с 
14 -х суток отмечали постепенное стихание гипер-
пластических процессов и уменьшение количества 
гранулем, но в гиперплазированных лимфоидных 
образованиях легких заметно увеличивалось число 
бластических элементов и плазматических клеток. 
наличие множественных микроочагов ателектазов, 
участков резкого полнокровия капилляров в легочной 
ткани приводило с 7-х по 45-е сутки к резкому сни-
жению показателя пво относительно ик (6,8–8,4 и 
17,6 соответственно). на протяжении всего периода 
наблюдения число нэк в органе (таблица) было сни-
жено за счет их опустошения (рис. 2, а).

в рлу незначительная гиперплазия лимфоидных 
элементов появлялась к 3-м суткам, в отдельных слу-
чаях отмечалась картина умеренного серозного лим-
фаденита. к 7-м суткам нарастала макрофагальная 
реакция. с 3-х по 14-е сутки увеличивалось число и 
площадь фолликулов (соответственно до 2,7 и 1,5 раз 
в сравнении с ик) с нарастанием количества (в 2–2,5 
раза) и активности их светлых центров. гиперплазия 
паракортикальной зоны и мозгового вещества была 
связана, в первую очередь, с увеличением количества 
лимфоидных элементов, но с 7-х суток возрастало и 
число ретикулярных клеток. максимальное развитие 
гиперпластических процессов в корковом веществе 
органа, существенно превышающих показатели ик, 
приходилось на 14–21-е сутки и сохранялось вплоть 
до 45 -х суток. реакция нэк (рис. 2, б) в рлу находи-
лась в прямой зависимости от выраженности воспа-
лительного компонента: так, на фоне явлений сероз-

ного лимфаденита отмечали снижение числа ат кле-
ток вплоть до 21-х суток, а количество аг элементов 
несколько превышало контрольные показатели в 1-е 
и на 14-е сутки, когда активизировались гиперпла-
стические процессы (таблица).

в олу общая тенденция изменений была ана-
логичной, но развивалась с некоторой задержкой. со 
стороны нэк отмечали рост их числа до 7-х суток 
как признак активации процессов иммуногенеза в 
органе на фоне незначительно выраженного воспа-
лительного компонента и последующее уменьшение 
количества этих элементов к 21-м суткам как след-
ствие необходимости ограничения иммунологиче-
ских сдвигов в организме. к 45-м суткам количество 
нэк в олу практически возвращалось к контроль-
ным значениям (таблица). 

в селезенке через 3 сут после иммунизации об-
наруживали участки серозного пропитывания кап-
сулы и трабекул, умеренной инфильтрации красной 
пульпы лимфогистиоцитарными элементами с при-
месью единичных полиморфно-ядерных лейкоцитов 
(пмял) и гиперплазию эндотелия синусов красной 
пульпы с частичным их слущиванием. с 7-х суток в 
органе регистрировали появление гранулем (до 12 в 
срезе), но начинались и гиперпластические процессы 
в лимфатических фолликулах с увеличением их чис-
ла и S (соответственно до 2,8 и 1,5 раз по сравнению 
с ик) и с увеличением количества (в 1,7–2,8 раза) и 
активности их светлых центров, а также гиперплазия 
ретикулярных клеток красной пульпы. нарастание 
количества бластических элементов одновременно 

рис. 1. морская свинка. легкое. 3-и сутки после аэрогенной иммунизации Y. pestis еV:
А – очаг серозно-геморрагической пневмонии, Б – эпителиоидно-клеточная гранулема в начальной стадии трансформации в «псевдоабсцесс».  

окр. г.э. ув. а – ×100, б – ×40

рис. 2. морская свинка. 7-е сутки после аэрогенной иммунизации Y. pestis еV:
нэк: А – легкое, Б – рлу. импрегнация серебром по массону в модификации гамперля. ув. ×400
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в пульпе и лимфатических фолликулах активно про-
исходило с 14-х суток. умеренная активация нэк, 
начинающаяся с 3-х суток, достигала максимума со 
стороны ат клеток к 14-м, а аг – к 21-м суткам. в 
последующие сроки количество нэк снижалось, но 
число аг клеток сохранялось на более высоком, чем 
у ик, уровне вплоть до 45-х суток (таблица). 

во внутренних органах животных наблюдали 
гемодинамические нарушения и дистрофические 
процессы. в печени с 3-х по 14-е сутки наблюда-
ли образование гранулем (до 3–8 в срезе), а к 21-м 
суткам – их трансформацию в «псевдоабсцессы». 
Функциональное напряжение светлых гепатоцитов 
центра долек проявлялось уменьшением S их ядер 
и показателя яци, увеличением ди. в отдельных 
случаях эти изменения приводили к очаговому не-
кробиозу клеток. в органе достаточно часто встре-
чались междольковые лимфогистиоцитарные ин-
фильтраты от 3–5 клеток до 20 и более. умеренная 
пролиферация клеток рэс печени наблюдалась к 
21-м суткам. 

в почках имело место неравномерное полно-
кровие сосудов мозгового и коркового вещества, 
умеренная дистрофия эпителия извитых канальцев. 
отмечали незначительную гиперплазию эндотелия 
капилляров и умеренную пролиферацию мононукле-
аров в сосудистых клубочках, приводящих к досто-
верному, по сравнению с ик, увеличению площадей 
почечных телец (в 4,6–6 раз), сосудистых клубочков 
(в 3,8–6 раз) и возрастанию иФап. 

максимум стресс-реакции макроорганизма, ха-
рактеризуемой по изменению состояния различных 
зон надпочечников, был отмечен на 3-и сутки. с 1-х 
по 7-е сутки на фоне умеренной гиперплазии корко-
вого вещества, особенно выраженной на 3-и сутки, 
наблюдали гипоплазию их клубочковой зоны и рез-

кое снижение феохромии мозгового вещества с его 
гипоплазией на 3–7-е сутки. в этот же период Истрес. 
превышал контрольное значение в 3,2–1,6 раза. 

таким образом, реакция организма морских 
свинок на аэрогенное введение вакцинного штамма 
Y. pestis еV сопровождалась образованием гранулем 
в легких и в других внутренних органах. в лимфоид-
ных органах уровень активации апудоцитов коррели-
ровал с выраженностью воспалительных и гиперпла-
стических процессов. при этом динамика изменений 
морфофункционального состояния нэк в легких и 
органах иммунитета носила фазный характер, что 
свидетельствовало о заинтересованности элементов 
APUD-системы при ингаляционном способе посту-
пления антигенного материала. полученные данные 
о реакции клеток APUD-системы в организме по-
зволили косвенно судить о характере адаптационно-
компенсаторных процессов у биомодели при проти-
вочумной вакцинации. 
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Динамика реакции нЭк (апудоцитов) морских свинок при аэрогенной иммунизации  
вакцинным штаммом чумного микроба еV линии нииЭГ (м±m)

вид нэк
наблюдение, сут

ик
1-е 3-е 7-е 14-е 21-е 45-е

легкие

ат-клетки 2,7±0,5 2,1±0,1 2,4±0,5 2,5±0,5 2,6±0,7 2,7±0,7 3,4±0,7

аг-клетки 2,2±0,5 2,3±0,7 1,6±0,2* 3,1±1,0 2,3±0,5 2,2±0,9 3,7±1,6

рлу

ат-клетки 3,3±0,9 1,7±0,2* 2,9±0,5 2,5±0,3 0,6±0,1* 2,1±0,1 3,6±1,2

аг-клетки 4,8±1,2 2,8±0,5 2,6±0,6 4,1±1,5 2,5±0,5 2,6±2,0 3,3±0,9

олу

ат-клетки 6,1±1,7* 4,3±1,5 5,1±1,1* 2,5±0,3 1,8±0,5* 2,5±0,3 3,1±0,6

аг-клетки 4,1±1,0 3,4±1,9 6,1±1,5* 3,3±0,2 2,7±0,4 3,1±1,0 3,3±0,8

селезенка

ат-клетки 3,8±1,1 4,8±1,0 5,9±1,5 6,1±3,5* 4,3±0,2 2,8±1,0* 3,9±1,0

аг-клетки 5,5±1,8 5,1±1,1 2,6±0,5 4,5±1,0 7,0±1,2* 5,3±0,9 4,5±1,3

*достоверность р<0,05 по отношению к ик.
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subunit vaccine against pneumonic and bubonic plague is orally im-
munogenic in mice. Vaccine. 2006; 24(14):2477–90.

8. Jones T., Adamovicz J.J., Cyr S.L. et al. Intranasal Protollin/
F1-V vaccine elicits respiratory and serum antibody responses and 
protects mice against lethal aerosolized plague infection. Vaccine. 
2006; 24(10):1625–32.
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Characteristic of Сells’ Reaction of APUD-System  
of Guinea Pigs as Marker of Adaptive-Compensatory Processes 

under Aerogenic Immunization against Plague

Russian Research Anti-Plague Institute “Microbe”, Saratov

Carried out was morphometric analysis of cells’ reaction of APUD sys-
tem (neuroendocrinal cells) of guinea pigs immunized with live plague vac-
cine by aerogenic method. The results of investigations were compared with 
characteristics of the state of biomodel’s internal organs. Elucidated was that 

the changes of morphofunctional state of neuroendocrinal cells in lungs and 
organs of immunity were of phase character suggesting the involvement of 
APUD system elements in the inhalant method of antigenic material intake. 
Assessment of APUD-system cell’s reaction enables to estimate indirectly the 
nature of adaptive and compensatory processes in biomodel in the course of 
anti-plague vaccination.
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впервые идею создания химических вакцин вы-
двинул и обосновал н.Ф.гамалея, исходивший из того, 
что лишь ограниченное число антигенов микробной 
клетки может индуцировать формирование иммуни-
тета, остальные компоненты бактерии являются бал-
ластом или даже тормозят развитие резистентности. 
использование в качестве иммунизирующей суб-
станции лишь очищенных протективных антигенов 
без примесей инертных или токсичных веществ по-
зволило бы обеспечить защитную эффективность и 
минимальную реактогенность вакцинного препара-
та. практическая реализация этой идеи в последую-
щие десятилетия привела к созданию вакцин нового 
типа – химических (молекулярных, субъединичных), 
к которым можно отнести и анатоксины. к настоя-
щему времени в россии и за рубежом получены или 
находятся в стадии экспериментальной проверки мо-
лекулярные вакцины против многих инфекционных 
заболеваний бактериальной, вирусной и иной при-
роды. многочисленные исследования, направленные 
на разработку чумной химической вакцины, до на-
стоящего времени не увенчались успехом.

конструирование химической вакцины предпо-
лагает проведение комплексных исследований, на-
правленных, в первую очередь, на выбор антигенной 
основы препарата, отработку формы, схемы приме-
нения и технологии его приготовления. первая из 
указанных задач применительно к созданию чумной 
химической вакцины является наиболее важной и 
сложной.

несмотря на то, что к настоящему времени вы-
явлено уже не менее 6–8 антигенов Yersinia pestis, 
которые в той или иной мере признаются протектив-
ными в отношении экспериментальной чумы лабора-
торных животных, целенаправленные исследования 
по созданию чумной химической вакцины проводи-
лись с использованием лишь некоторых из них.

многолетний опыт идентификации, выделения 
и изучения иммунобиологических свойств антиге-
нов чумного микроба указывает на необходимость 
включения в состав названного вакцинного препа-
рата фракции I (F1-антигена), впервые выделенной 
в очищенном виде и охарактеризованной американ-

скими исследователями под руководством K.F.Meyer 
[13, 18, 19, 22, 23]. ими были изучены иммуноген-
ные свойства фракции I на экспериментальных жи-
вотных [13, 18, 19], а также на добровольцах [22, 23]. 
были показаны протективность F1-антигена для мы-
шей, крыс и, в существенно меньшей степени, мор-
ских свинок и низших приматов, его способность 
вызывать выраженный гуморальный ответ, а также 
возможность пассивной защиты мышей с помощью 
комплементарных антител. кроме того, этими ис-
следователями решающим фактором эффективности 
иммунизации убитой чумной вакциной признава-
лось наличие в препарате достаточного (2–3 мг) ко-
личества фракции I, а живой вакциной – способность 
к продукции антигена F1 в таком количестве in vivo 
[23]. вышеприведенные данные, а также высокий 
авторитет K.F.Meyer среди исследователей, занимав-
шихся чумой в 50–60-е годы прошлого века, позво-
лили считать целесообразным создание чумной хи-
мической вакцины, предназначенной для первичной 
иммунизации, на основе F1-антигена. однако после-
дующий анализ уже имевшегося экспериментально-
го материала и результаты проводившихся позднее 
исследований поставили под сомнение эту точку 
зрения. против создания такого препарата говорили 
следующие факты: необходимость многократного 
введения антигена для создания достаточно напря-
женного иммунитета (исключение – мыши), низкая 
эффективность для предупреждения первично ле-
гочной чумы [17], получение новых прямых (иденти-
фикация и установление протективности V-антигена 
[20]) и косвенных (высокая иммуногенность живых 
культур чумного и псевдотуберкулезного микробов, 
не продуцирующих F1-антиген) доказательств слож-
ности, многокомпонентности механизмов иммуноге-
неза к возбудителю чумы. по этим причинам от идеи 
создания чумной химической вакцины с использова-
нием в качестве протективной основы лишь фракции 
I в конце концов пришлось отказаться.

вместе с тем известно, что сложно добиться 
повышения уровня иммунитета посредством по-
вторной прививки живой чумной вакцины в ранние 
сроки после первичной иммунизации вследствие 
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низкой приживаемости в организме микробов вак-
цинного штамма [9]. до настоящего времени нет 
единого мнения о схеме иммунизации людей живой 
вакциной в той или иной эпидемической ситуации. 
ревакцинация экспериментальных животных с по-
мощью отдельных антигенных препаратов, содер-
жащих фракцию I Y. pestis, напротив, может суще-
ственно усилить грунд-иммунитет, обусловленный 
прививкой живой чумной вакцины [1, 9]. кроме того, 
специфическая резистентность к инфекции, в том 
числе и к чумной, в случае иммунизации протек-
тивными антигенами развивается быстрее, чем при 
введении жизнеспособных клеток соответствующего 
вакцинного штамма [10], что имеет большое значе-
ние при необходимости в сжатые сроки обеспечить 
невосприимчивость к тому или иному заболеванию 
определенного контингента людей. эти и иные об-
стоятельства послужили основанием для проведения 
работ по созданию чумной химической вакцины, 
предназначенной для ревакцинации людей, первич-
но привитых живой чумной вакциной.

такие исследования проводились в нескольких 
лабораториях россии. специалистами роснипчи 
«микроб» предложен сухой несорбированный сте-
рилизованный с помощью ионизирующего облуче-
ния препарат, включающий фракцию I и основной 
соматический антиген (оса). необходимость вклю-
чения оса в состав препарата авторы обосновывают 
его способностью стимулировать иммуногенность 
фракции I, а также собственной протективностью 
антигена для морских свинок [4, 5]. выраженные 
ревакцинирующие свойства комплексного препара-
та F1+оса были показаны для морских свинок [5] 
и обезьян павианов гамадрилов [6], грундиммуни-
зированных живой вакциной. в ходе клинических 
испытаний были установлены иммуногенность (по 
такому косвенному показателю, как концентрация 
сывороточных антител к фракции I), а также мень-
шая по сравнению с живой вакциной реактогенность 
(по уровню общих и местных реакций) препарата 
F1+оса, введенного волонтерам подкожно через 
6 мес после иммунизации живой вакциной [7]. 

в отличие от вакцины, предлагаемой спе-
циалистами роснипчи «микроб», в 48 цнии 
минобороны россии разрабатывался препарат, вклю-
чавший из числа антигенов Y. pestis лишь фракцию 
I. ревакцинация адъювантной формой F1-антигена 
морских свинок [9] и павианов гамадрилов [1], пер-
вично привитых живой чумной вакциной, обеспечи-
вала резкую стимуляцию специфической невоспри-
имчивости животных к чуме. так, подкожное вве-
дение 2 мг фракции I на геле гидроокиси алюминия 
через 6 месяцев после ингаляционной прививки жи-
вой вакцины повысило напряженность иммунитета к 
первично легочной чуме по показателю LD50 прибли-
зительно в 4 и 2 раза больше по сравнению с бустер-
ной иммунизацией живой вакциной ингаляционным 
и подкожным способами соответственно [1]. 

специалистами роснипчи «микроб» и 48 

цнии минобороны россии были проведены срав-
нительные испытания иммуногенности двух вы-
шеуказанных препаратов химических вакцин. 
ревакцинация павианов гамадрилов, первично инга-
ляционно привитых живой чумной вакциной, пока-
зала, что наилучший защитный эффект в отношении 
аэрогенного заражения культурой возбудителя чумы 
достигается при подкожном бустерном введении 
живой и химической вакцин, изготовленных в 48 
цнии минобороны россии [6]. меньший бустер-
ный эффект комплексного антигенного препарата 
(Ф1+оса) объясняется, по-видимому, несколькими 
причинами: более низким содержанием в препарате 
фракции I, отсутствием адъюванта (моноантигенный 
препарат был сорбирован в геле гидроокиси алюми-
ния), использованием для стерилизации ионизирую-
щего облучения, а не микрофильтрации, применени-
ем более «жесткого» способа выделения F1-антигена 
по ранее описанному методу [14]. два последних об-
стоятельства могли вызывать получение F1-антигена 
в более деполимеризованной, а значит и менее имму-
ногенной форме.

несмотря на вышеизложенное, способность 
указанных препаратов (F1 или F1+оса) вызывать 
приемлемый уровень иммунитета лишь для живот-
ных (и, по-видимому, для человека), грундиммуни-
зированных живой вакциной, их неэффективность в 
отношении бескапсульных вариантов Y. pestis, а та-
ковые, хотя и редко, выделяются в природных очагах 
чумы [8] и могут вызывать заболевание человека [29], 
а также появление новых данных, свидетельствую-
щих о возможности создания химической вакцины, 
которая бы могла использоваться в том числе и для 
первичной иммунизации, остановили дальнейшие 
исследования в этом направлении.

в настоящее время внимание исследователей, 
занимающихся проблемами вакцинопрофилактики 
чумы, привлечено к созданию химической вакци-
ны, пригодной для первичной иммунизации людей и 
включающей наряду с фракцией I другие протектив-
ные антигены. частичная защита мышей от чумы по 
выживаемости или срокам гибели показана для ряда 
антигенов (кроме F1), в том числе V, Yop D, Ypk A, 
Ysc F, Yad C, орр а [21]. среди них особое место 
занимает V-антиген (Lcr V), идентифицированный и 
выделенный в относительно чистом виде в 50–60-х 
годах прошлого века [16, 20]. как показали резуль-
таты исследований последних лет, Lcr V как фактор 
патогенности иерсиний характеризуется широким 
спектром биологического действия на организм хо-
зяина. этот антиген, являясь одним из основных 
структурно-функциональных компонентов инжекто-
сомы, формируемой чумным микробом при попада-
нии в инфицируемый организм, участвует в трансло-
кации в эукариотическую клетку-мишень (дендрит-
ные клетки, нейтрофилы, макрофаги) эффекторных 
белков. с помощью этой системы секреции III типа 
чумной микроб ингибирует фагоцитарную реакцию 
хозяина путем нарушения механизмов сигнализации, 
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препятствует защитным цитоскелетным перестрой-
кам и др. [21]. кроме того, сам по себе антиген Lcr 
V в условиях in vitro способен нарушать хемотаксис 
нейтрофилов [28], активировать опосредованное 
Toll-подобным рецептором TLR-2 продуцирование 
противовоспалительного цитокина IL-10, тем самым 
оказывая иммуносупрессорное действие на клеточ-
ный иммунитет [15, 25]. 

возможность инактивации иммунным макро-
организмом указанной активности чумного микроба 
определяет целесообразность включения Lcr V в со-
став разрабатываемой химической вакцины. в опы-
тах на лабораторных животных была установлена 
способность Lcr V вызывать активную защиту мы-
шей, а поли- или моноклональных антител – пассив-
ную защиту от чумной инфекции. 

экспериментальные данные, свидетельствую-
щие о высокой значимости антигенов F1 и V в им-
муногенезе и патогенезе чумы, послужили основа-
нием для конструирования химической вакцины на 
основе двух указанных антигенов. такие разработки 
проводятся в нескольких лабораториях западной 
европы и сШа. антигены F1 и V, используемые в 
составе вакцинных препаратов, получают из куль-
тур чумных микробов, рекомбинантных штаммов 
бактерий, в виде белков слияния. получены убеди-
тельные доказательства протективности препаратов, 
включающих антигены F1 и V, для мышей, морских 
свинок [27], макак циномолгус [цит. по 26], причем, 
защитный эффект показан в отношении как бубон-
ной, так и первично легочной чумы, вызываемой 
дикими штаммами возбудителя. кроме того, за счет 
V-антигена комплексный препарат индуцирует за-
щиту и от инфицирования культурой бескапсульного 
штамма Y. pestis [11].

результаты доклинического изучения препара-
тов на основе антигенов F1 и V позволили разработ-
чикам перейти к клиническим испытаниям, в ходе 
которых должны быть отработаны схема, способ вве-
дения, одна человеко-доза, состав финальной формы 
препарата [26]. предположительно, первичная имму-
низация людей должна включать двукратную инъек-
цию вакцины с интервалом в три недели [27]. однако 
уже на стадии разработки данного препарата можно 
говорить о вероятных ограничениях в эффективно-
сти его применения на людях. во-первых, показана 
вариабельность структуры V-антигена у различных 
вирулентных штаммов Y. pestis, определяющая пони-
женную протективность V-антигена или V-антител в 
отношении возбудителя чумы с иным серовариан-
том данного антигена [12, 24]. во-вторых, выявлена 
маловыраженная протективность комплекса анти-
генов F1 и V для африканских зеленых мартышек, 
использованных разработчиками в качестве одного 
из модельных видов животных. вместе с тем сейчас 
нет оснований утверждать, что приматы этого вида 
являются менее адекватной моделью человека при 
оценке патогенеза заболевания по сравнению с обе-
зьянами M. cynomolgus, для которых препарат F1+V 

является эффективным иммуногеном. 
в-третьих, конструирование всех препаратов 

химической вакцины на основе отдельных «моноан-
тигенов» Y. pestis связано с неопределенными ожида-
ниями в отношении выраженности их иммунизатор-
ного действия на организм человека. как было указа-
но выше, даже среди полипептидов чумного микроба 
выявлено уже не менее 6 антигенов, в той или иной 
мере вызывающих защиту мышей от чумы. и вопрос 
о наличии в вакцинном препарате достаточного ко-
личества антигенов F1 и V или целесообразности 
изменения (расширения) его состава для индукции 
необходимого уровня специфической невосприим-
чивости к чуме у человека может быть решен после 
экспериментального обоснования надежных косвен-
ных критериев напряженности иммунитета. такие 
исследования в настоящее время проводятся.

второй разрабатываемый препарат чумной хи-
мической вакцины, предназначенной для первичной 
иммунизации, включает антигены F1 и б. б-антиген 
представляет собой высокомолекулярный антиген, 
способный экскретироваться в питательную среду 
при глубинном культивировании микробов Y. pseu-
do tu berculosis, но не Y. pestis. в его состав входят 
полисахаридная, липидная и полипептидная состав-
ляющие, достаточно прочно связанные между собой, 
как показали результаты исследования препаратов 
б-антигена, выделенных аффинной колоночной хро-
матографией с использованием в качестве лиганда 
иммуноглобулинов истощенной б-антисыворотки 
или моноклональных антител к антигену. б-антиген 
протективен для морских свинок (но не белых мы-
шей), зараженных культурами капсулообразующего 
и бескапсульного штаммов Y. pestis [2]. первичная 
иммунизация комплексом антигенов F1 и б инду-
цирует защиту от бубонной чумы мышей, а также 
морских свинок и обезьян павианов гамадрилов от 
аэрогенного инфицирования возбудителем чумы [2, 
3]. в настоящее время проводятся доклинические 
исследования, связанные с дальнейшей оценкой био-
химических и иммунобиологических (эпитопная 
оснащенность, побочное действие и др.) свойств 
б-антигена.

таким образом, создание чумной химической 
вакцины признается одним из основных направле-
ний совершенствования системы специфической 
профилактики чумы. на сегодняшний день выявле-
ны и выделены несколько антигенов, активная им-
мунизация препаратами которых вызывает развитие 
специфической невосприимчивости к чуме у экс-
периментальных животных. результаты доклиниче-
ских и клинических исследований разрабатываемых 
на их основе химических вакцин покажут, смогут ли 
они по совокупности потребительских качеств вы-
теснить применяющиеся живые и убитые чумные 
вакцины, станут они альтернативным средством вак-
цинопрофилактики чумы или будут использоваться в 
сочетании с принятыми вакцинами во вновь обосно-
ванных схемах иммунизации.
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в настоящее время большое внимание уделяется 
заболеванию, вызванному бактерией Francisella tula-
rensis, из-за возможности его применения в террори-
стических актах. в связи с увеличившимся интере-
сом к этой инфекции стали проясняться многие, ра-
нее не понятные, факты. однако отдельные вопросы 
еще остаются не изученными. к приоритетным на-
правлениям исследований относится раскрытие ме-
ханизмов функционирования иммунофагоцитарной 
системы, обеспечивающей устойчивость организма к 
воздействию инфекционных патогенов. способность 
многих патогенных бактерий к паразитированию в 
фагоцитах, в том числе и туляремийного микроба, 
играет важную роль в патогенезе инфекции. в свя-
зи с этим сопоставление свойств F. tularensis разных 
подвидов и вирулентности в аналогичных условиях 
взаимодействия позволит внести некоторую ясность 
в понимание закономерностей взаимоотношений 
«хозяин-пара зит».

цель исследования – выяснение особенностей 
бактерицидных механизмов фагоцитоза клеток имму-
нофагоцитарной системы и морфофункциональных 
изменений в иммунокомпетентных органах экспери-
ментальных животных в динамике инфекционного 
процесса, вызванного F. tularensis разных подвидов. 

проведено изучение патогенеза и иммуногенеза 
туляремии, отдельных структурных элементов гене-
тического аппарата, особенностей влияния F. tula-
rensis разных подвидов на бактерицидные функции 
клеток иммунофагоцитарной системы и на макроор-
ганизм с точки зрения патоморфологических, патоги-
стологических и восстановительно-ком пен саторных 
изменений в иммунокомпетентных органах. 

материалы и методы

опыты in vivo проводили с использованием 415 
беспородных морских свинок (массой 300–350 г) и 
230 белых мышей (18–20 г). для воссоздания экс-

периментального инфекционного процесса морским 
свинкам вводили подкожно туляремийный микроб в 
дозе 100 кое, белым мышам – 1 кое. животных вы-
водили из эксперимента воздушной эмболией сосу-
дов сердца в соответствии с правилами проведения 
работ с использованием экспериментальных живот-
ных (2003 г.).

в качестве объекта исследования использовали 
10 штаммов возбудителя туляремии – вакцинный 
F. tularensis 15 нииэг (F. tularensis subsp. holarcti-
ca); F. tularensis subsp. tularensis и-163 (Schu); F. tula-
rensis subsp. holarctica и-94 (401), и-250 (306), и-335 
(4), и-366 (1049); F. tularensis subsp. mediaasiatica 
и-357 (а-120), и-385 (а-61); F. tularensis subsp. novi-
cida и-383 (F 6168), и-384 (Utah 112). 

вирулентность и подвидовые различия штаммов 
определяли на лабораторных животных (белых мы-
шах и морских свинках) по биохимическим свойствам 
и различию в строении геномных областей pdpD и 
pdpA острова патогенности (FPI) по методу F.E.Nano 
[6]. Фрагмент pdpD (720 п.н.) у всех штаммов ампли-
фицировали методом пцр с праймерами: pdpD-1F, 
5’-TGC TTT TAG TGG GTC ATG GA-3’, и pdpD-1R, 
5’-CTA CGG CAT AAA TGG CTG GT-3’; фрагмент 
pdpА (307 п.н.) – с праймерами pdpA1, 5’-CAA GTG 
CTT GTT GGT GGT AA-3’ и pdpA2, 5’-TGA TGT 
TTG ACC TGA ATT AGT GG-3’. олигонуклеотиды 
производства зао «синтол» (москва). 

 активность NO-синтазы (NOS) определяли по 
методу L.C.Green [5] в нашей модификации [1] и вы-
ражали в мкм/106 фагоцитов. 

в качестве продуцента цитокинов использо-
вали перитонеальные макрофаги белых мышей. 
индуктором цитокинов (ил-1α, Фно-α, иФн-γ, 
ил-10) служили туляремийные микробы разных под-
видов. влияние туляремийного микроба на цитокин-
продуцирующую активность изучали в иФа с помо-
щью моноклональных антител (Bender MedSystems 
GmbH, вена, австрия). для гистологических ис-
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на основании проведенных исследований молекулярно-биологических механизмов пато-, иммуно- и морфо-
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ба. при оценке реакции макро организма на внедрение туляремийного микроба разных подвидов получены дан-
ные, имеющие прогностическое значение для характеристики течения инфекционного процесса и для разработки 
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следований забирали регионарные лимфатические 
узлы и селезенку. использовали методы обзорной 
микроскопии с окраской гематоксилином-эозином, 
метиловым зеленым-пиронином [3]. забор материа-
ла на исследование производили на 3, 6, 9 и 18-е сут-
ки. контролем служили перитонеальные макрофаги 
и регионарные лимфатические узлы, селезенка ин-
тактных животных. 

все полученные материалы обработаны стати-
стически стандартными параметрическими метода-
ми с использованием t-критерия стьюдента и с при-
менением стандартного пакета программ «Statistica», 
версия 6 (Copyright©Stat Soft, Inc 19842001, ипчи 
31415926535897) и программы Microsoft Excel (2003 г.) 
корпорации Microsoft. достоверными оценивали раз-
личия при уровне значимости p < 0,05, p < 0,01.

результаты и обсуждение

ранее при изучении влияния F. tularensis разных 
подвидов на иммунокомпетентные клетки экспери-
ментальных животных в условиях in vitro нами было 
показано, что туляремийный микроб подвидов tula-
rensis и mediaasiatica снижает фагоцитарную спо-
собность фагоцитов, что, в свою очередь, приводит 
к незавершенности фагоцитоза [2]. подтверждением 
тому является снижение функциональной активно-
сти нейтрофилов и макрофагов при взаимодействии 
с туляремийным микробом подвидов tularensis и me-
diaasiatica в большей мере, чем с представителями 
других исследованных подвидов F. tularensis. низкие 
показатели содержания катионного белка и угнете-
ние активности NOS, возможно, связаны с потерей 
активности фермента и катионного белка в процессе 
фагоцитоза туляремийного микроба. 

данные, полученные при использовании прай-
меров для амплификации внутренних фрагментов 
«острова патогенности» pdpA, pdpD в пцр, демон-

стрируют сходную структуру FPI в штаммах F. tu-
larensis подвида tularensis и novicida. ген, кодирую-
щий белок pdpD, отсутствует в штаммах F. tularensis 
подвида holarctica, в том числе и в F. tularensis 15 
нииэг. установлено, что ген, кодирующий белок 
pdpа, присутствует во всех исследованных штам-
мах, кроме F. tularensis subsp. mediaasiatica и-385. 
возможно, это связано с утратой вирулентности в 
процессе хранения штамма. результаты амплифика-
ции представлены на рис. 1. 

установлено, что при инфицировании морских 
свинок туляремийным микробом разных подвидов так 
же, как и in vitro, в фагоцитах происходит стимуляция 
продукции NO (рис. 2). в наибольшей степени обра-
зование монооксида азота, характеризующее актива-
цию NOS, имело место при взаимодействии туляре-
мийного микроба подвида novicida (и-384). снижение 
активности NOS фагоцитов, выявленное у морских 
свинок, инфицированных F. tularensis subsp. tularensis, 
возможно, объясняется тем, что у туляремийных бак-
терий этого подвида обнаружен ген, продукты которо-
го являются антагонистами монооксида азота и могут 
противодействовать антимикробной активности фаго-
цита при внутриклеточной инфекции [4]. 

показано, что фагоциты животных, инфициро-
ванных франциселлами разных подвидов, по сравне-
нию с контролем, продуцируют как провоспалитель-
ные, так и противовоспалительные цитокины на 3, 
6, 9-е сутки наблюдения (р < 0,05). максимальные 
уровни провоспалительных цитокинов: ил-1α и 
иФн-γ зарегистрированы на 6-е, а Фно-α на 3-и 
сутки наблюдения. в макрофагах белых мышей, за-
раженных F. tularensis, всех исследованных подви-
дов продукция Фно-α зарегистрирована на 3, 6 и 9-е 
сутки наблюдения, а в случае F. tularensis subsp. me-
diaasiatica и-385 также и на 18-е сутки (рис. 3). 

туляремийный микроб неарктического подви-
да оказывал наиболее выраженный стимулирующий 
эффект на продукцию этих цитокинов. наименьшие 
показатели цитокинпродуцирующей активности фа-

рис. 1. результаты амплификации генов pdpА и pdpD с помо-
щью пцр в структуре острова патогенности штаммов F. tular-

ensis разных подвидов:
1 – вакцинный аттенуированный штамм F. tularensis subsp. holarctica 15 

нииэг; 2 – F. tularensis subsp. novicida и -384 (Utah-112); 3 – F. tular-
ensis subsp. holarctica и -250 (306); 4 – F. tularensis subsp. mediaasiatica 
и-357 (A-120); 5 – F. tularensis subsp. mediaasiatica и -385 (A-61); 6 – 

F. tularensis subsp. tularensis и -163 (Schu); 7 – отрицательный контроль; 
8 – маркер молекулярного веса 100 bp («Fermentas», латвия)

рис. 2. активность NOS перитонеальных макрофагов  
в динамике инфекционного процесса,  
вызванного  туляремийным микробом  

разных подвидов (M ± m)
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гоцитов зарегистрированы в группе животных, зара-
женных туляремийным микробом голарктического и 
среднеазиатского подвидов. 

установлено, что достоверное (р < 0,05) уве-
личение продукции ил-10 фагоцитами животных, 
зараженных F. tularensiss, разных подвидов проис-
ходит на 6-е сутки, при этом уровень этого цитокина 
в образцах, полученных от белых мышей, инфици-
рованных F. tularensis, подвидов novicida и mediaasi-
atica и-357 был в 1,6–2,3 раза выше, по сравнению с 
другими группами животных (р < 0,05). 

таким образом, с помощью предложенных 
F.E.Nano [6] праймеров pdpD-1F, pdpD-1R, pdpA1, 
pdpA2 удалось охарактеризовать структуру FPI в 
двухпраймерной пцр штаммов F. tularensis раз-
ных подвидов и установить межподвидовые разли-
чия. показана взаимосвязь генетической структуры 
острова патогенности туляремийного микроба с ви-
рулентностью и его подвидовой принадлежностью. 

показано, что выявленные различия в функцио-
нировании механизмов неспецифической защиты 
макроорганизма (активность NOS фагоцитов и про-
дукция цитокинов), а также иммунная перестройка 
организма (реакция клеток иммунокомпетентных ор-
ганов) в ответ на внедрение патогена зависят от под-
видовой принадлежности туляремийного микроба. 
полученные нами данные могут способствовать по-
ниманию механизма патогенеза туляремийной инфек-
ции на молекулярном уровне, выявлению дефектов в 
функционировании механизмов защиты макроорга-
низма и поиску способов коррекции этих нарушений.
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рис. 3. показатели продукции Фно-α фагоцитами мышей,  
зараженных F. tularensis разных подвидов (M ± m)



54

БиоТеХноЛоГиЯ

удк 616.988.21

е.Г.абрамова, а.к.никифоров, м.н.киреев, н.н.кочкалова, с.В.Генералов, а.Г.селезнева, 
л.В.савицкая, Ю.В.иванов

оПредеЛение МоЛеКУЛЯрнЫХ ПараМеТроВ ПреПараТа ГеТероЛоГиЧноГо 
анТираБиЧеСКоГо иММУноГЛоБУЛина МеТодоМ ГеЛЬ-фиЛЬТрации

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

представлены данные по изучению молекулярных параметров гетерологичного антирабического иммуногло-
булина производства роснипчи «микроб». отмечается, что оптимальная система очистки позволяет получать 
препарат, состоящий из 100 % фракции мономеров. в процессе хранения иммуноглобулина появляется фракция 
фрагментов, однако содержание ее незначительно. Фракция агрегатов не зарегистрирована ни на момент выпуска 
препарата, ни после его хранения в течение 5 лет. по степени сохранения молекулярных параметров выявлено 
преимущество лиофилизированной формы препарата по сравнению с жидкой.
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одним из главных критериев качества антиви-
русных иммуноглобулинов является стабильность 
их физико-химических свойств в процессе хранения. 
основными процессами, ухудшающими качество 
препаратов иммуноглобулина при хранении, являют-
ся агрегация и фрагментация белковых молекул [3, 
13]. Фрагментация, обусловленная действием сыво-
роточных протеиназ, приводит к снижению специфи-
ческой активности антител и ускоренному выведе-
нию иммуноглобулина из организма [1]. расщепление 
белковых молекул происходит с образованием как 
крупных фрагментов, ведущих себя как моновалент-
ные антитела, так и более мелких иммунологически 
неактивных фрагментов – низкомолекулярных пеп-
тидов и аминокислот. Фрагменты и цельные моле-
кулы могут агрегировать с образованием слабора-
створимых высокомолекулярных комплексов, обла-
дающих антикомплементарной активностью. одной 
из причин агрегации белковых комплексов может 
быть свободнорадикальное перекисное окисление 
липидов (пол), обусловленное присутствием в пре-
паратах лабильных липопротеидов и прооксидантов 
[3, 9]. продукты пол могут агрегировать белки, об-
разуя межмолекулярные сшивки. наличие остаточ-
ного спирта также может способствовать агрегации 
молекул иммуноглобулина [5]. внутримолекулярные 
сшивки, свободнорадикальное окисление сульфги-
дрильных групп с образованием дисульфидных 
связей изменяют конформацию белковых молекул, 
снижают их устойчивость в растворах и повышают 
доступность пептидных связей действию протеиназ. 
известно, что именно агрегаты в препаратах имму-
ноглобулина способствуют проявлению побочных 
анафилактоидных реакций [2]. 

следовательно, говоря о безопасности пре-
парата антирабического иммуноглобулина, можно 
выделить один из ее критериев – отсутствие или 
минимальное содержание фрагментов и агрегатов. 
Фармакопейная статья предприятия на гетерологич-

ный антирабический иммуноглобулин предусматри-
вает контроль готового препарата по 15 показателям, 
характеризующим физико-химические и биологиче-
ские свойства препарата. в этот перечень не входит 
такой показатель, как молекулярные параметры, от-
ражающий количественное содержание в препарате 
фрагментов, мономеров, димеров и агрегатов. этот 
тест обязателен для гомологичных иммуноглобу-
линов для внутривенного и внутримышечного вве-
дения и является одним из основных показателей 
качества и безопасности этих препаратов. согласно 
требованиям европейской Фармакопеи (2007 г.) в го-
мологичных иммуноглобулинах для внутримышеч-
ного применения суммарное количество мономеров 
и димеров должно быть не менее 85 %, полимеров 
и агрегатов – не более 10 %, фрагментов – не более 
5 % [10]. соответствующие данные, касающиеся 
гетерологичных иммуноглобулинов, в нормативной 
документации отсутствуют. в связи с инициацией 
проведения в роснипчи «микроб» исследований 
молекулярно-массового состава антирабического 
иммуноглобулина экспертами гиск им. л.а.та-
ра севича были предоставлены ориентировочные 
данные по содержанию вышеуказанных фракций 
в препарате: на момент выпуска и в течение срока 
годности содержание мономеров и димеров должно 
быть не менее 80 %, полимеров и фрагментов – не 
более 20 %.

в изученной литературе практически нет со-
временных работ, касающихся исследований моле-
кулярно-массового состава гетерологичных имму-
ноглобулинов. изучение молекулярных параметров 
гетерологичного антирабического иммуноглобулина 
проводилось в 70-х годах прошлого столетия исследо-
вателями томского нии вакцин и сывороток и их ре-
зультаты представлены в единичных работах [11, 12]. 

высокий уровень современных технологий, 
применяемых в настоящее время при ведении баро-
мембранных процессов по очистке жидкого имму-



БИОТЕХНОЛОГИЯ

55

ноглобулина в роснипчи «микроб», намного эф-
фективнее по сравнению с традиционными видами 
фильтрации 70-х годов прошлого века при производ-
стве препарата в томском нии вакцин и сывороток. 
безусловно, это должно положительно отразиться 
как на фракционном составе препарата на момент 
выпуска, так и на сохранении молекулярных пара-
метров антирабического иммуноглобулина в течение 
срока годности. 

исследование молекулярных параметров ге-
терологичного антирабического иммуноглобулина 
не является просто увлекательной научной задачей. 
работа в данном направлении имеет и практическое 
значение, поскольку эксперты научного центра экс-
пертизы средств медицинского применения рекомен-
довали по мере накопления данных включить раздел 
«молекулярные параметры» в Фармакопейную статью 
предприятия на антирабический иммуноглобулин. 

целью исследований явилась оценка уровня со-
держания мономеров, фрагментов и агрегатов в пре-
парате гетерологичного антирабического иммуно-
глобулина на момент выпуска и в процессе хранения, 
а также сравнение данных показателей в препаратах 
жидкой и лиофилизированной форм. 

материалы и методы

в работе по определению молекулярных пара-
метров препарата гетерологичного антирабического 
иммуноглобулина были использованы 12 образцов 
экспериментально-производственных серий, хра-
нившихся от одного месяца до 5 лет. были изуче-
ны образцы как жидкой формы, так и лиофилизата. 
значения основных физико-химических и биологиче-
ских параметров препарата сухой формы на момент 
получения полностью соответствовали требованиям 
фармакопейной статьи на жидкий антирабический 
иммуноглобулин.

содержание агрегатов и фрагментов в препа-
ратах иммуноглобулина определяли методом гель-
фильтрации [15], основанном на разделении препара-
та на фракции в зависимости от размера и молекуляр-
ной массы белковых компонентов. при проведении 
фракционирования иммуноглобулина использовали 
хроматографическую колонку размером 25×2,6 см 
(LKB, Швеция). молекулярный вес антирабическо-
го иммуноглобулина обусловил применение в каче-
стве наполнителя ультрагеля трисакрил GF 2000м 
(IBF, Франция) с областью разделения глобулярных 
белков от 120 до 15000 кда. объем внесения анали-
зируемой пробы – 1 мл. препарат разводили 0,9 % 
раствором хлорида натрия до концентрации 5 % и 
добавляли глицин, используемый в производстве 
препарата как стабилизатор, до конечной концентра-
ции 2,25 %. Фракционирование проводили в течение 
2 ч со скоростью потока 0,8 мл/мин. величину опти-
ческой плотности каждой фракции определяли при 
длине волны 280 нм на проточном спектрофотометре 
«увикорд SII» (LKB, Швеция). запись профилей элю-

ции проводили на двухканальном самописце модели 
2210 (LKB, Швеция). для количественного анализа 
хроматограммы применяли метод нормировки [6]. 

статистическую обработку результатов ис-
следования проводили с помощью программы 
«STATISTICA».

результаты и обсуждение

в препарате гетерологичного антирабического 
иммуноглобулина, полученного риванол-спиртовым 
методом из сыворотки крови гипериммунизирован-
ных лошадей, могут иметь место процессы фрагмен-
тации и агрегации. воздействие на белковый раствор 
температуры и спирта в процессе фракционирования, 
а также наличие остаточного спирта в готовом пре-
парате могут вызывать агрегацию белковых молекул. 
расщепление основного компонента иммуноглобу-
лина на низкомолекулярные фрагменты под действи-
ем сывороточного фибринолизина может приводить 
к его фрагментации. указанные процессы ухудшают 
качество иммуноглобулина, способствуя снижению 
титра противовирусных антител, сокращению сро-
ков циркуляции иммуноглобулина в организме, по-
вышению его реактогенных свойств [5]. 

при аранжировке опыта по изучению молеку-
лярных параметров антирабического иммуногло-
булина нами были использованы опубликованные 
данные исследователей томского ниивс [11, 12]. 
Aнтирабический иммуноглобулин, фракционирован-
ный методом гель-фильтрации, делится на 2–4 пика: 
один или два первых пика меньшего размера соот-
ветствуют агрегатам, затем следует основной пик 
мономерной фракции. в процессе хранения имму-
ноглобулина появлялся дополнительный пик после 
мономерной фракции, двигающийся более медлен-
но, – пик фрагментов. в препарате антирабического 
иммуноглобулина производства томского ниивс 
на момент выпуска содержание агрегатов – наиболее 
реактогенной молекулярной фракции – составляло 
3,8 %, после двух лет хранения эта величина возрос-
ла до 27,9 %. Фракция фрагментов соответственно 
составила 0,9 и 14,8 %. столь значительное содержа-
ние нежелательных для иммуноглобулина фракций, 
безусловно, объясняется несовершенными методами 
очистки, применяемыми в то время при выпуске пре-
парата специалистами томского ниивс.

при хроматографическом молекулярном разде-
лении иммуноглобулина производства роснипчи 
«микроб» наблюдали один пик мономерной фракции 
в случае изучения свежеприготовленного препарата 
(рисунок, а) и 2 пика – при исследовании препарата 
после хранения в течение 5 лет (рисунок, б).

распределение отдельных фракций в изученных 
сериях иммуноглобулина производства роснипчи 
«микроб» выглядело следующим образом. серии 
препарата № 68–72 на момент выпуска содержали 
100 % фракцию мономеров. после хранения препа-
рата в течение 5 лет в условиях, соответствующих 
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сп 3.3.2.1248-03 [14], в образцах серий № 07, 09, 
012, 19 появился дополнительный пик, соответствую-
щий фракции фрагментов – их содержание в среднем 
составило (3,15±0,16) %. несмотря на пятилетний 
срок хранения препарата, агрегатов не наблюдали 
ни в одной из серий, что говорит о высоком качестве 
очистки иммуноглобулина от остаточного спирта.

хранение аиг в течение срока годности (1 год 
6 мес.) в условиях, соответствующих сп 3.3.2.1248-
03, не привело к изменению молекулярно-массового 

состава иммуноглобулина, о чем свидетельствуют 
результаты изучения препарата антирабического им-
муноглобулина серии № 36 жидкой формы. на хро-
матограмме после завершения гель-фильтрации на-
блюдали 100 % фракцию мономеров.

тем не менее, дополнительный пик, соответ-
ствующий фракции агрегатов (рисунок, в), был за-
регистрирован при исследовании иммуноглобулина 
жидкой формы серии № 68, помещенного в стресс-
условия (56 °с в течение 1 ч). данный тест применим 
при изучении стабильности иммуноглобулинов [7], 
и подобные условия, как показали результаты гель-
фильтрации, резко ухудшили качество препарата, 
вызвав образование агрегатов в количестве 15,4 %. 
следовательно, жидкая форма иммуноглобулина не 
является совершенной и требуется оптимизация по-
требительской формы выпуска препарата. самым на-
дежным способом предотвращения фрагментации и 
агрегации белков в процессе хранения, безусловно, 
является сублимационное высушивание [4, 7, 8]. 

изучение фракционного состава лиофилизиро-
ванного препарата подтвердило преимущество сухой 
формы относительно жидкой в сохранении физико-
химических свойств препарата – в лиофилизирован-
ном препарате экспериментальной серии № 012 после 
5 лет хранения при оговоренных в сп 3.3.2.1248-03 
условиях наблюдали только присутствие мономеров.

таким образом, проведены первые исследо-
вания молекулярных параметров гетерологичного 
антирабического иммуноглобулина, выпускаемого в 
роснипчи «микроб». выявлено, что препарат на 
момент выпуска характеризуется 100 % содержани-
ем мономеров. в процессе хранения в течение 5 лет 
в препарате жидкой формы происходит частичная 
фрагментация (расщепление) белковых молекул до 
уровня (3,15±0,16) %, что многократно ниже ориен-
тировочных показателей, при отсутствии агрегатов. 
данные свидетельствуют о высоком качестве очист-
ки иммуноглобулина, позволяющей свести к мини-
муму содержание нежелательных примесей, влияю-
щих на процессы фрагментации и агрегации имму-
ноглобулина. кроме того, выявлено преимущество 
лиофилизированной формы антирабического имму-
ноглобулина в поддержании стабильности препарата 
в процессе хранения (срок наблюдения – 5 лет).
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сыворотка диагностическая чумная антифаго-
вая предназначена для нейтрализации чумного бак-
териофага, который может находиться в исследуе-
мом материале и препятствовать выделению чумно-
го микроба. 

сыворотка была разработана и внедрена в 
практику в начале 50-х годов хх века [6], однако и 
в настоящее время входит в перечень обязательных 
препаратов, применяемых для лабораторной диа-
гностики чумы [5]. в 2007 г. сыворотка диагности-
ческая чумная антифаговая получила регистрацию в 
Федеральной службе по надзору в сфере здравоох-
ранения и социального развития в качестве изделия 
медицинского назначения (регистрационное удосто-
верение № Фср 2007/00879). препарат представляет 
собой сыворотку крови лошади, гипериммунизиро-
ванной бактериофагом чумным покровской (п). до 
90-х годов XX века все диагностические препараты 
выпускались и реализовывались на основании плана 
министерства здравоохранения ссср. в связи с этим 
объемы их производства исчислялись десятками ли-
тров, а ежегодное производство чумной антифаговой 
сыворотки составляло в среднем 18–22 л. в настоя-
щее время, при отсутствии государственного плани-
рования, сыворотка чумная антифаговая выпуска-
ется на основании заявок противоэпидемических и 
лечебно-профи лакти ческих учреждений российской 
Федерации, поэтому годовые объемы производства и 
реализации резко снизились и практически не пре-
вышают 1 л. несмотря на это препарат продолжает 
быть востребованным в различных регионах нашей 
страны, что без сомнения свидетельствует о необхо-
димости его выпуска. в условиях мелкосерийного 
производства антифаговой сыворотки вполне есте-
ственно возникает вопрос об экономической нецеле-
сообразности использования в качестве продуцентов 
лошадей, накопления больших запасов полученного 

от них сывороточного сырья, срок хранения которо-
го строго регламентирован. следовательно, возни-
кает необходимость подбора животного-продуцента 
более адекватного по объему получаемого сырья. по 
способности индуцировать антитела на антигенное 
раздражение и количеству отбираемой единовре-
менно крови наиболее подходящими продуцентами 
являются бараны и овцы. изготовление чумной ан-
тифаговой сыворотки на основе бараньих (овечьих) 
сывороток, на наш взгляд, позволит решить возник-
шую проблему и повысить экономическую эффек-
тивность ее производства. получаемые небольшие 
объемы бараньих сывороток вполне могут обеспе-
чить потребность производства в настоящее время 
и исключить необходимость уничтожения больших 
запасов нереализованного сырья. помимо этого, со-
держание барана обходится гораздо дешевле, чем со-
держание лошади. 

целью нашей работы было отработать техноло-
гическую схему получения бараньей чумной антифа-
говой сыворотки и провести сравнительную оценку 
ее физико-химических и биологических свойств с 
коммерческим препаратом. 

материалы и методы

в качестве животных-продуцентов были исполь-
зованы бараны 2-летнего возраста весом 52–54 кг, 
статуса к-1, закупленные в Cаратовской области. 

иммунизацию баранов осуществляли бактерио-
фагом диагностическим чумным покровской (п) в 
концентрации n·108 – n·109 бое/мл. грундирование 
проводили однократно через 7 дней после пробно-
го отбора крови, необходимого как для стимуляции 
ретикуло-эндотелиальной системы, так и для опре-
деления уровня естественных антител [7]. основной 
цикл иммунизации начинали через 3 месяца после 
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первичного введения антигена. схема иммунизации 
баранов была аналогичной схеме иммунизации ло-
шадей, указанной в промышленном регламенте [6]. 
дозы антигена на инъекцию были уменьшены в со-
ответствии с весовыми характеристиками продуцен-
тов, однако в процессе иммунизации осуществлялась 
дополнительная корректировка дозы в зависимости 
от реакции организма продуцента на введение анти-
гена (температура, общее состояние).

динамику нарастания титров антифаговых анти-
тел в сыворотке крови животных-продуцентов, а также 
уровень специфической активности готовых препара-
тов антифаговой сыворотки (титр сыворотки) опреде-
ляли в реакции нейтрализации с бактериофагом диа-
гностическим чумным покровской (п) сер. 013 по мо-
дифицированному методу адамса [1, 2, 3]. сыворотки 
разводили в бульоне хоттингера (рн 7,2±0,1), на-
чиная с 1:50 до 1:500. разведенные сыворотки пред-
варительно инкубировали с бактериофагом чумным 
покровской (п) в рабочем разведении (смесь 1:10) 
в течение 15 мин при температуре (20±2) °с. затем 
смесь репликатором или бактериологической петлей 
наносили на газон, подготовленный из 0,5 мл взвеси 
24-часовой культуры индикаторного штамма с концен-
трацией 4·109 м.к./мл в 5 мл 0,7 % агара хоттингера. 
посевы инкубировали при (28±1) °с. учет результа-
тов осуществляли через (19±1) ч. 

при изучении свойств трех экспериментальных 
серий бараньей чумной антифаговой сыворотки в ка-
честве препарата сравнения были использованы три 
коммерческие серии сыворотки диагностической 
чумной антифаговой, лиофилизата для диагностиче-
ских целей – сер. 22, 30, 54. 

определение специфичности проводили мето-
дом «дорожки» [1], используя бактериофаги диагно-
стический чумной л-413с сер. 013 и псевдотуберку-
лезный сер. 014.

серийный выпуск всех вышеперечисленных 
препаратов осуществляется в Фгуз роснипчи 
«микроб». препараты испытывались в период их 
срока годности. 

в качестве индикаторного штамма использова-
ли 24-часовую культуру вакцинного штамма Yersinia 
pestis EV линии нииэг, выращенного при темпера-
туре 28 °с. указанный штамм был получен в Фгун 
гиск им. л.а.тарасевича. свойства эксперимен-
тальных и коммерческих серий чумных антифаговых 
сывороток оценивали в соответствии с техническими 
условиями [8].

результаты и обсуждение

после первого года иммунизации уровень анти-
фаговых антител достиг значения 1:100, после вто-
рого – 1:200. таким образом, после двух лет имму-
низации активность сывороток баранов-про ду цен тов 
достигла регламентированного уровня, и они стали 
пригодными для производства препарата. через 3 
года иммунизации уровень специфических антител 

достиг значений 1:400. следует отметить, что при 
иммунизации лошадей-продуцентов титр специфи-
ческих антител 1:200 достигается через 1–1,5 года, 
в зависимости от индивидуальной иммунореактив-
ности продуцента, однако антигенная стимуляция 
при этом характеризуется более высокими дозами. 
максимальный уровень антифаговых антител у ло-
шадей составляет обычно 1:300 и лишь у редких про-
дуцентов достигает уровня 1:500. 

основным преимуществом гипериммунных сы-
вороток является способность сохранять свои свой-
ства при хранении в течение длительного периода. 
изучение рн и специфической активности бараньих 
антифаговых сывороток, хранившихся при темпе-
ратуре от 2 до 8 °с, выявило стабильность указан-
ных параметров в течение всего срока наблюдения 
(3 года). свойства сывороток чумных антифаговых, 
полученных от лошадей-продуцентов, сохранялись в 
течение 18 лет наблюдения (табл. 1). 

из полученного сырья были изготовлены 3 экс-
периментальные серии лиофилизированных препа-
ратов сыворотки диагностической чумной антифаго-
вой бараньей 001, 002, 003, которые прошли комис-
сионные испытания с участием специалистов инсти-
тута «микроб» и Фгун гиск им. л.а.тара се вича. 

при определении физико-химических свойств 

Таблица 1

стабильность свойств чумной антифаговой сыворотки (сырье)  
в процессе хранения

вид  
продуцента

дата получения сыворотки,  
даты последующего  

контроля
рн специфическая 

активность

баран 08.02.2005 г. 8,48 1:100
08.02.2006 г. (через 1 год) 8,48 1:100
07.02.2007 г. (через 2 года) 8,47 1:100
13.02.2008 г. (через 3 года) 8,48 1:100
29.01.2009 г. (через 4 года) 8,47 1:100

баран 09.11.2006 г. 8,52 1:100
20.11.2007 г. (через 1 год) 8,53 1:100
18.11.2008 г. (через 2 года) 8,52 1:100

баран 25.12.2006 г. 8,45 1:200
19.12.2007 г. (через 1 год) 8,43 1:200
24.12.2008 г. (через 2 года) 8,44 1:200

баран 21.05.2007 г. 8,50 1:200
27.05.2008 г. (через 1 год) 8,51 1:200
29.01.2009 г. (через 2 года) 8,49 1:200

баран 02.11.2007 г. 8,51 1:200
05.11.2008 г. (через 1 год) 8,51 1:200

баран 24.09.2008 г. 8,60 1:400
28.01.2009 г. (через 4 мес.) 8,60 1:400

лошадь 22.12.1988 г. - 1:300
11.04.2007 г. (через 18 лет) 8,4 1:300

лошадь 22.12.1988 г. - 1:300
13.12.2006 г. (через 18 лет) 8,25 1:300

лошадь 02.02.1989 г. - 1:300
27.04.2007 г. (через 18 лет) 8,37 1:300

примечание .  «-» – ранее данный параметр не подлежал кон-
тролю, в связи с этим сведения отсутствуют.
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установлено, что сухие препараты сыворотки диа-
гностической чумной антифаговой бараньей сер. 
001, 002, 003 представляли собой аморфную массу 
серовато-розового цвета, а сухие образцы препа-
рата сравнения сер. 22, 30 и 54 – аморфную массу 
серовато-белого цвета.

содержимое ампул экспериментальных сыво-
роток полностью растворялось в 1 мл дистиллиро-
ванной воды при встряхивании в течение 3–6 мин 
при температуре (20±2) °с, в то время как сыворот-
ка диагностическая чумная антифаговая лошадиная 
сер. 22, 30 и 54 растворялась при тех же условиях в 
течение 6–8 мин. в соответствии с нормативной до-
кументацией (нд) допустимое время растворения 
сухих препаратов из сыворотки лошади составляет 
10 мин. после растворения экспериментальные об-
разцы представляли собой прозрачную слегка опа-
лесцирующую жидкость желто-коричневого цвета, 
препараты сравнения – желтого цвета. 

значения рн бараньей антифаговой сыворотки 
сер. 001, 002, 003 составляли соответственно 7,80, 
8,36, 8,33, а рн сер. 22, 30, 54 препарата сравнения – 
8,40, 8,30, 7,39, что соответствовало пределам значе-
ний рн по нд – от 7,2 до 8,8. 

одним из важных показателей, определяющих 
стабильность препаратов при хранении, является со-
держание остаточной влаги. в условиях минимально-
го ее содержания снижается вероятность протекания 
химических реакций, которые приводят к необрати-
мым изменениям препаратов. по мнению ряда авто-
ров, оптимальная величина остаточной влажности 
(или потеря в массе при высушивании) сывороток и 
сывороточных препаратов не должна превышать 1 % 
[4]. в соответствии с нд потеря в массе при высу-
шивании в препаратах сыворотки диагностической 
чумной антифаговой лошадиной – не более 2 %. при 
испытаниях потеря в массе при высушивании в сери-
ях 22, 30 и 54 коммерческого препарата составила со-

ответственно 0,52, 1,2, 1,2 %, а в экспериментальных 
сериях 001, 002, 003 – 0,6, 0,8, 0,7 %, что свидетель-
ствует о правильно подобранном режиме лиофилиза-
ции для бараньих сывороток. 

показатели физико-химических свойств экспе-
риментальных сывороток и образцов препарата срав-
нения приведены в табл. 2.

к биологическим свойствам антифаговых сыво-
роток относятся специфическая активность и специ-
фичность. определение специфической активности 
представленных к испытанию экспериментальных 
сер. 001, 002, 003 сыворотки диагностической чумной 
антифаговой бараньей и сер. 20, 33, 54 препарата срав-
нения исследовали в разведениях от 1:100 до 1:500. 

специфическая активность бараньих антифа-
говых сывороток сер. 001, 002, 003 составила 1:100, 
1:300, 1:100, специфическая активность образцов 
препарата сравнения сер. 20, 33, 54 – 1:300, 1:500 и 
1:200 (табл. 2). 

контроль количества бляшкообразующих еди-
ниц в рабочем разведении бактериофага чумного 
покровской (п), проводимый одновременно с контро-
лем специфической активности сывороток, свидетель-
ствовал о правильности определения фагнейтрализую-
щего титра сывороток: при разведении 1:100 тыс. на 2 
чашках петри с пластинами агара хоттингера (рн 7,2) 
фаг образовывал 7 и 11, а при разведении 1:20 тыс. – 
43 и 43 литических пятна, при норме по нд – 7–13 и 
35–65 литических пятен соответственно.

при изучении специфичности эксперименталь-
ных (сер. 001, 002, 003) и контрольных (сер. 20, 33 
и 54) серий чумных антифаговых сывороток у всех 
образцов выявлена фагнейтрализующая активность 
только в отношении гомологичного бактериофага 
чумного покровской (п). сыворотки не взаимодей-
ствовали с гетерологичными бактериофагами чум-
ным л-413с и псевдотуберкулезным, что свидетель-
ствовало о высокой специфичности препаратов. 

Таблица 2

Показатели физико-химических свойств и специфической активности сывороток диагностических чумных антифаговых

наименование сыворотки 
(вид продуцента)

№  
серии

растворимость 
норма по нд – 10 мин

рн  
норма по нд –   

от 7,2 до 8,8

потеря в массе  
при высушивании. 

норма по нд –  не более 2 %

специфическая активность  
норма по нд –  
не менее 1:100

сыворотка диагностическая 
чумная антифаговая сухая 
(баранья)

001 3–6 7,9 0,6 1:100

сыворотка диагностическая 
чумная антифаговая сухая 
(баранья)

002 3–6 8,15 0,8 1:300

сыворотка диагностическая 
чумная антифаговая сухая 
(баранья)

003 3–6 8,33 0,7 1:100

сыворотка диагностическая 
чумная антифаговая сухая 
(лошадиная)

22 6–8 8,2 0,52 1:300

сыворотка диагностическая 
чумная антифаговая сухая 
(лошадиная)

30 6–8 8,1 1,2 1:500

сыворотка диагностическая 
чумная антифаговая сухая 
(лошадиная)

54 6–8 7,39 1,2 1:200
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таким образом, по отработанной нами техноло-
гии из стабильных гипериммунных бараньих сыво-
роток были получены экспериментальные серии лио-
филизированного препарата сыворотки диагностиче-
ской чумной антифаговой. сравнительное изучение 
свойств экспериментальных серий и коммерческого 
препарата, проведенное комиссионно, показало, что 
по физико-химическим и биологическим свойствам 
испытуемые образцы бараньих сывороток соответ-
ствовали образцам препарата сравнения – сыворотки 
диагностической чумной антифаговой лошадиной. 
чумные антифаговые сыворотки независимо от вида 
продуцента характеризовались высокой специфич-
ностью и не давали перекрестных реакций с чумным 
л-413 с и псевдотуберкулезным бактериофагами. 
по заключению комиссии сыворотка диагностиче-
ская чумная антифаговая, изготовленная из гипе-
риммунных сывороток баранов-продуцентов, может 
применяться наряду с сывороткой диагностической 
чумной антифаговой, изготавливаемой из лошади-
ной сыворотки.
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холера – широко распространенное в мире за-
болевание из числа особо опасных инфекций бакте-
риальной природы. проблема холеры по-прежнему 
актуальна для многих стран мира, в том числе и для 
россии [3]. реальная возможность внезапного воз-
никновения эпидемических вспышек требует от 
соответствующих служб постоянной готовности к 
экстренному проведению мероприятий по локализа-
ции и ликвидации очагов холеры. в этих условиях 
специфическая иммунопрофилактика по-прежнему 
сохраняет важное значение в общей системе проти-
воэпидемических мероприятий при холере. однако 
существующие к настоящему времени холерные вак-
цины вследствие высокой реактогенности, низкой 
эффективности и непродолжительности поствакци-
нального иммунитета уже не рассматриваются как 
надежное средство защиты населения от холеры 
и требуют существенного совершенствования [5]. 
согласно имеющимся данным, они обеспечивают за-
щиту в среднем не более 50–60 % привитых людей 
в течение 3–6 месяцев [4]. в то же время результаты 
клинических, серологических и бактериологических 
исследований, полученные на добровольцах, повтор-
но зараженных возбудителем холеры через 3 года по-
сле болезни, свидетельствуют о выработке довольно 
напряженного и продолжительного иммунитета, что 
указывает на возможность создания высокоэффек-
тивной противохолерной вакцины [4].

в последние годы особое внимание исследо-
вателей привлекает конструирование рекомбинант-
ных живых вакцин для перорального применения. 
рекомбинантные вакцины безопасны и безвредны 
для вакцинируемых, имеют высокие протективные 
свойства. они могут быть использованы для раз-
работки комплексных вакцин, создающих имму-
нитет одновременно против нескольких инфекций. 
рекомбинантная вакцина позволяет использовать 
серологические методы дифференциальной диагно-
стики для того, чтобы с высокой вероятностью отли-
чать поствакцинальный иммунитет от иммунного от-

вета, развивающегося в случае естественного инфи-
цирования [7, 8]. пероральный способ вакцинации 
не вызывает отрицательных эмоций у прививаемых, 
при этом способе отсутствует опасность передачи 
инфекций [2].

основными задачами при создании рекомби-
нантной вакцины являются идентификация и клони-
рование генов протективных белков возбудителей, 
разработка генно-инженерных конструкций, обеспе-
чивающих необходимый уровень экспрессии про-
тективных антигенов, изготовление лекарственных 
форм, проведение лабораторных и клинических ис-
пытаний.

однако серьезной проблемой на пути создания 
рекомбинантной вакцины является быстрое сниже-
ние или полная утрата экспрессии протективных 
антигенов с конститутивным синтезом рекомбинант-
ными штаммами, в результате чего такие штаммы 
уже не могут использоваться как вакцинные. в этой 
связи представлялось целесообразным создание ре-
комбинантного штамма с индуцируемой экспресси-
ей протективного антигена, перспективного для по-
следующего использования в качестве вакцинного. 
предлагаемая стратегия индуцированного синтеза 
антигенов рекомбинантным вакцинным штаммом 
позволит регулировать антигенную нагрузку, вы-
брать оптимальную схему иммунизации с учетом ин-
дивидуальных особенностей вакцинируемого.

образование антител к холерному экзотоксину 
рассматривается как важнейший фактор эффектив-
ности любой холерной вакцины [9]. поэтому в каче-
стве модели для клонирования был выбран ген ctxB, 
ответственный за синтез субъединицы в холерно-
го токсина. субъединица в отвечает за связывание 
холерного токсина с рецепторными зонами энтеро-
цитов, но не обладает, без субъединицы а, токсич-
ностью.

для проведения работ по конструированию ре-
комбинантной плазмиды был использован вектор с 
промотором Ptrc (гибридный промотор, являющий-
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ся более эффективным, чем исходные регуляторные 
участки). практическое применение этой векторной 
системы не привязано к одному штамму кишечной 
палочки и допускает использование штаммов дикого 
типа, так как индуцибельная экспрессия с него может 
осуществляться в любом генетическом окружении.

цель настоящего исследования – получить ре-
комбинантный штамм E. coli с индуцибельной экс-
прессией субъединицы в холерного токсина, изучить 
особенности экспрессии клонированного гена, усло-
вия поддержания штамма, возможности использова-
ния его в перспективе в качестве вакцинного.

материалы и методы

в экспериментах использовали штаммы Vibrio 
cholerae cholerae 569B (серотип инаба), E. coli тор10, 
E. coli тор10 (pTrcHis2C). Штаммы хранятся в кол-
лекции микробных культур «48 цнии минобороны 
россии» в лиофильно высушенном состоянии под ва-
куумом при температуре минус 20 °с.

в качестве питательных сред использовали LB-
бульон и агар. при необходимости в питательную 
среду добавляли антибиотики в следующих концен-
трациях: стрептомицин – 50 мкг/мл, ампициллин – 
100 мкг/мл.

полимеразную цепную реакцию (пцр) про-
водили в микропробирках вместимостью 0,6 мл 
на программируемом термостате «терцик» (днк-
технология, россия). хромосомную днк V. cholerae 
cholerae, штамм 569B (серотип инаба), используемую 
для амплификации, выделяли по методу мармура 
[1]. при постановке пцр использовали следующие 
реагенты: фермент Taq-полимеразу активностью 
2–5 ед./мкл и дезоксирибонуклеозидтрифосфаты 
производства фирмы «сибэнзим», деионизирован-
ную воду, минеральное масло производства фирмы 
«Sigma», праймеры suB1 – 5’-CCT CCT GGA TCC 
GAT TAA ATT AAA ATT TGG TG и suB2 – 5’-CCT 
CCT GAA TTC TTA ATT TGC CAT ACT AAT TGC, 
фланкирующие последовательность гена ctxB и со-
держащие специфические сайты узнавания рестрик-
таз BamHI и EcoRI соответственно. дополнительные 
участки CCT CCT c 5’-концов праймеров включены 
для стабилизации двунитевой структуры концов ам-
плификата. пцр проводили по следующей програм-
ме 94 °с – 5 мин; 35 циклов: 94 °с – 30 с, 50 °с – 30 с, 
72 °с – 30 с; 72 °с – 10 мин. продукты пцр фракци-
онировали в 1,5 % агарозном геле и регистрировали 
результаты в ультрафиолетовом свете.

для конструирования плазмид использовали 
рестриктазы BamHI, EcoRI и препарат днк-лигазы 
фага т4 производства фирмы «Sigma».

трансформацию E. coli плазмидной днк, гидро-
лиз днк рестриктазами, скрининг плазмид, электро-
форез днк в агарозном геле осуществляли, как опи-
сано в работе [1].

секвенирование проводили на автоматиче-
ском днк-секвенаторе ABI Prism 310 производства   

Applied Biosystems с парой праймеров для секвени-
рования из набора поставки вектора pTrcHis2.

белковый электрофорез в полиакриламидном 
геле с додецилсульфатом натрия ставили по U.K. 
Laemmli (эФ в пааг с дсн) [10].

для оценки индуцируемой экспрессии субъеди-
ницы в холерного токсина в 50 мл бульона LB, со-
держащего 50 мкг/мл ампициллина, инокулировали 
1,0 мл исследуемой культуры. бульонную культуру 
выращивали при температуре 37 °с при интенсив-
ном встряхивании до оптической плотности 0,6 при 
длине волны 600 нм (клетки находятся в середине 
логарифмической фазы роста). после этого добав-
ляли изопропил-d-тиогалактопиранозид (иптг) до 
конечной концентрации 1 ммоль и продолжали куль-
тивирование. пробы отбирали через каждый час в 
течение 10 ч от начала индукции. клетки собирали 
центрифугированием при 3000 g в течение 10 мин 
при температуре 4 °с, и готовили образцы для поста-
новки белкового эФ в пааг с дсн.

реакцию двойной радиальной иммунодиффузии 
ставили по оухтерлони [6]. в работе применяли сы-
воротку кроличью поликлональную против холерно-
го токсина и препарат холерного токсина производ-
ства фирмы «Sigma».

результаты и обсуждение

на первом этапе исследования нами была 
сконструирована плазмида, состоящая из векто-
ра pTrcHis2C и амплификата, полученного с парой 
праймеров SuB1 и SuB2, предназначенными для 
клонирования субъединицы в холерного токсина с 
сигнальной последовательностью и стоп-кодоном. 
схема конструирования рекомбинантной плазмиды 
представлена на рис. 1.

отобранные после трансформации клоновые 
культуры изучали с использованием скрининга на на-

рис.1. схема конструирования рекомбинантной плазмиды
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личие в них плазмид расчетного размера, а также с по-
мощью пцр с праймерами, использовавшимися для 
клонирования. по результатам последующего секве-
нирования клонированного фрагмента среди прошед-
ших отбор трансформантов были выбраны клоны с 
запланированной молекулярной конструкцией. 

экспрессию субъединицы в оценивали методом 
эФ в пааг с дсн. по результатам электрофореза 
была установлена продукция белка с молекулярной 
массой 11,0–12,0 кда. это соответствует молеку-
лярной массе субъединицы в холерного токсина – 
11,6 кда. продукция рекомбинантного белка начина-
лась через 1 ч после добавления иптг и достигала 
максимума к 5-му часу (рис. 2).

для подтверждения того, что синтезируемый 
белок является субъединицей в холерного токсина 
использовалась реакция двойной радиальной имму-
нодиффузии по оухтерлони (рис. 3).

полученные результаты подтверждают, что 
под воздействием иптг в штамме E. coli Top10 
(pTrcSuB) происходит синтез субъединицы в холер-
ного токсина.

важной характеристикой полученного штамма-
продуцента является стабильность рекомбинантной 
плазмиды pTrcSuB в неселективных условиях под-
держания. для изучения стабильности рекомбинант-
ной плазмиды штамм пересевали на LB-бульо не без 
добавления в среду культивирования ампициллина. 
затем производили бактериальный высев культуры 
на чашки петри с LB-агаром как с антибиотиком, 
так и без него, и подсчитывали процент клеток, утра-
тивших устойчивость к ампициллину и, следова-
тельно, плазмиду pTrcSuB. было установлено, что 
стабильность плазмиды тесно связана с ее формой в 
бактериальной клетке. мономерная форма плазми-
ды стабильно наследовалась в неселективных усло-
виях. однако при многочисленных пересевах как в 

неселективных, так и в селективных условиях про-
исходило накопление клеток, утративших плазмиду 
в мономерной форме. димерная и тримерная формы 
плазмиды оказались нестабильными и быстро эли-
минировались. при этом важно отметить следующее: 
с одной стороны, относительная нестабильность ре-
комбинантной плазмиды pTrcSuB является нежела-
тельным признаком, затрудняющим поддержание 
штамма, с другой – эта особенность позволяет есте-
ственным образом освобождать в будущем организм 
вакцинируемого от рекомбинантного штамма.

очевидно, что для изучения вопроса о возмож-
ности использования полученного штамма в качестве 
вакцинного становиться важным его способность 
выживать в желудочно-кишечном тракте человека. 
учитывая тот факт, что основной биомоделью при 
работе с холерой являются кролики (так называемая 
RITARD-технология [11]), нами была изучена спо-
собность штамма-продуцента выживать в кишечнике 
этих животных. перед началом опыта исследовалась 
микрофлора кишечника животного по способности 
расти на LB-агаре с ампициллином в концентрации 
100 мкг/мл, изучались также морфологические и 
тинкториальные свойства микрофлоры. перед введе-
нием рекомбинантного штамма кроликам, используя 
желудочный зонд, в полость желудка вводили 15 мл 
5 % раствора гидрокарбоната натрия. еще через 
15 мин повторно вводили 15 мл 5 % раствора гидро-
карбоната натрия и 1,0 мл 10-мил лиард ной суспензии 
исследуемого штамма. через каждые 12 ч повторяли 
опыт по изучению состава микрофлоры кишечника. 
введенный штамм высевался в течение первых 24 ч, 
причем его концентрация в кишечнике неуклонно 
снижалась. по всей видимости, штамм E. coli Top10 
(pTrcSuB) не способен размножаться в кишечнике 
кроликов, что не позволило нам провести опыт по 
оценке иммуногенности. дальнейшая «генетическая 

рис. 2. результаты индуцируемой экспрессии клонированного 
гена штаммом E. coli Top10 (pTrcSuB):

дорожки: 1 – маркер молекулярных масс в кда; 2–8 – пробы бульонной 
культуры через 0, 1, 2, 3, 4, 5 и 18 ч от начала индукции соответственно; 
9, 10 – пробы бульонной культуры штамма E. coli Top10 через 0 и 18 ч 

от начала индукции (отрицательный контроль); СТВ – рекомбинантный 
белок (субъединица в холерного токсина)

рис. 3. результаты реакции двойной радиальной  
иммунодиффузии штамма E. coli Top10 (pTrcSuB)  

через 5 ч после начала индукции:
1 – холерный токсин, 2 – штамм E. coli Top 10 (pTrcSuB) (разведение 
1:2), 3 – штамм E. coli Top 10 (pTrcSuB) (разведение 1:4), 4 – штамм 
E. coli Top 10 (pTrcSuB) (разведение 1:8), 5 – штамм E. coli Top 10 

(pTrcSuB) неиндуцированный, 6 – штамм E. coli Top 10  
(отрицательный контроль), 7 – сыворотка к холерному токсину
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доработка» штамма или использование в качестве 
носителя плазмиды pTrcSuB другого штамма, более 
устойчивого в естественных условиях, способного 
выживать в желудочно-кишечном тракте и обеспечи-
вать продукцию субъединицы в холерного токсина, 
позволит, на наш взгляд, продолжить разработку ре-
комбинантной холерной вакцины.

таким образом, представленные в работе ре-
зультаты свидетельствуют о принципиальной воз-
можности использования сконструированного нами 
штамма-продуцента E. coli Top10 (pTrcSuB) в каче-
стве вакцинного и перспективности исследований 
в данном направлении. предложенная схема инду-
цибельной экспрессии протективных антигенов ре-
комбинантным штаммом представляется особенно 
эффективной при разработке холерных вакцин для 
перорального применения, так как позволит создать 
необходимую антигенную нагрузку, что, в свою оче-
редь, приведет к развитию напряженного и продол-
жительного иммунитета.
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Presented are the results of experiments on the construction of 
Escherichia coli Top10 (pTrcSuB) strain, perspective for the development of 
recombinant cholera vaccine for peroral use. The obtained strain possesses 
inducible expression of cholera toxin B subunit. Peculiarities of cloned gene 
expression in strain-producer and the conditions of its maintaining were stud-
ied. The proposed approach will allow to obtain effective and safe cholera 
vaccines.
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межпопуляционная дифференциация, выявляе-
мая по биологическим особенностям блох, предпо-
лагает их неоднородность в плане взаимоотношений 
с возбудителем чумы, что может оказывать влияние 
на течение и параметры эпизоотического процесса 
[3, 5]. сибирские природные очаги чумы являют-
ся северной окраиной центрально-азиатской зоны 
природной очаговости этой инфекции, простираю-
щейся в монголии и китае. в некоторых из них роль 
основных переносчиков играют одни и те же виды 
блох, например, Citellophilus tesquorum в забайкалье, 
туве и монголии. территориальная близость очагов 
монголии, забайкалья и тувы не исключает возмож-
ность заноса микроба с одной территории на другую.

цель работы – изучение способности C. tesquo-
rum из сибирских регионов к инфицированию, об-
разованию блока преджелудка возбудителем чумы, 
циркулирующим в монголии, передаче его зверькам, 
и оценка возможности развития локальных эпизоо-
тий на территории сибири. 

в опыте использованы C. tesquorum раз-
ных географических популяций: «тувинской» и 
«забайкальской» – из природных очагов чумы, 
«ольхонской» – с неочаговой по чуме терри-
тории (ольхонский район иркутской области). 
эктопаразитов инфицировали на биомембране чум-
ным микробом (штамм и-3230) из хэнтейского при-
родного очага чумы монголии, изолированным от 
C. tesquorum в 1988 г. исходная зараженность блох 
«тувинской» и «забайкальской» популяций соста-
вила 100 %, «ольхонской» – 70 %. проведено 10 пе-
риодических (через 2–3 сут.) подкормок эктопарази-
тов. между подкормками насекомых содержали при 
температуре 18–20 °с и относительной влажности 
воздуха 80–90 %. продолжительность опытов соста-
вила 32 дня.

в экспериментальных группах после каждо-
го кормления учитывали долю пивших и погибших 

блох, а также особей со сформировавшимися кон-
гломератами чумного микроба: «глыбками», полны-
ми и частичными «блоками» преджелудка. частоту 
блокообразования оценивали по отношению количе-
ства блох с «блоком» к числу насекомых при первой 
подкормке. статистическую обработку полученных 
данных проводили с помощью стандартных методов 
с применением программы «Excel». использовали 
критерий стьюдента и однофакторный дисперсион-
ный анализ, в котором за наблюдение в ячейке при-
няты исследуемые показатели, полученные при каж-
дой отдельной подкормке. 

дисперсионный анализ не выявил существенно-
го влияния фактора «популяция» на алиментарную 
активность блох (F=2,746, P>0,05). средняя за под-
кормку доля пивших блох из разных популяций коле-
балась в пределах 85,8–93,6 % у самок и 91,6–95,6 % 
у самцов.

средняя за подкормку доля погибших особей 
была несколько ниже среди эктопаразитов из тувы – 
3,4 % у самцов и 8,4 % – у самок, соответствен-
но у «забайкальской» популяции – 5,6 и 15,5 %, у 
«ольхонской» – 4,2 и 12,7 %. в целом за опыт погибло 
(от числа имаго при первой подкормке) C. tesquorum 
«тувинской» популяции 39,0 %, «забайкальской» – 
54,6 %, «ольхонской» – 56,8 %. смерт ность блох 
из тувы была достоверно ниже, чем из забайкалья 
(t=3,51, P<0,001) и ольхона (t=3,91, P<0,001). доля 
погибших самцов всех популяций была выше, чем 
самок (для «тувинской» популяции t=4,63, P<0,001; 
«забайкальской» t=6,71, P<0,001; «ольхонской» 
t=2,90, P<0,01).

с помощью дисперсионного анализа уста-
новлено влияние фактора «популяция» на часто-
ту формирования бактериальных «глыбок» у блох 
(F=12,018, P<0,001). средняя за подкормку доля 
особей с «глыбками» была выше среди C. tesquo-
rum «забайкальской» популяции – 44,8 %. у блох 
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«тувинской» и «ольхонской» популяций чумной 
микроб формировал «глыбки» с примерно равной 
частотой – 17,2 и 14,9 %, однако у имаго с ольхона 
не зарегистрировано блокообразование.

по частоте блокообразования C. tesquorum из 
забайкалья превосходили особей из тувы более чем 
в пять раз. так, «блок» преджелудка сформировался 
у 27,2 % блох «забайкальской» популяции и 5,2 % – 
«тувинской». различия между популяциями по дан-
ному признаку достоверны (t=6,38, P<0,001). 

динамика формирования бактериальных «глы-
бок» и «блока» преджелудка различалась у пред-
ставителей разных популяций. начало образования 
«глыбок» у особей из тувы отмечено после первой 
подкормки, из забайкалья и ольхона – после второй. 
«глыбки» у насекомых всех популяций выявляли до 
конца опыта. максимум особей с «глыбками» среди 
имаго «забайкальской» популяции (77,0 %) зареги-
стрирован на 11-е, «тувинской» (32,4 %) – на 13-е, 
«ольхонской» (23,9 %) – на 25-е сутки. 

образование блока преджелудка у блох 
«тувинской» популяции наблюдалось в течение 
13, «забайкальской» – 24 сут. Формирование «бло-
ка» преджелудка у блох из тувы происходило до-
статочно равномерно (1,1–1,9 % от пивших осо-
бей за одну подкормку). доля блокированных блох 
«забайкальской» популяции после первых шести 
подкормок составляла 2,1–4,8 %, начиная с седьмой 
(20 сут) она увеличивалась с каждой подкормкой (от 
10,0 до 12,9 %) и достигла максимального значения 
(16,7 %) в конце опыта. 

все экспериментальные группы насекомых осу-
ществили передачу возбудителя чумы лабораторным 
животным. однако трансмиссия микроба насекомыми 
разных популяций имела свои особенности. так, бло-
хи «забайкальской» популяции передали возбудителя 
чумы семи, а «тувинской» – трем зверькам из десяти. 
при этом у всех павших животных, на которых кор-
мили блох, отмечена генерализованная форма инфек-
ции. по числу передач возбудителя (по три передачи) 
«тувинская» и «ольхонская» популяции не разли-
чались, но передача чумного микроба насекомыми с 
ольхона не сопровождалась гибелью мышей, а приво-
дила к выработке антител, титры которых составили 
1:40, 1:320 и 1:160 в реакциях рпга-рнаг.

таким образом, сравнение эколого-физио ло ги-
ческих характеристик C. tesquorum из разных гео-
графических популяций показало, что при крово-
сосании на белых мышах алиментарная активность 
инфицированных насекомых не имела существен-
ных различий. при кормлении на биомембране ме-
нее активными были блохи «ольхонской» популя-
ции, что отразилось на их исходной зараженности. 
более высокая выживаемость в опыте отмечена у 
C. tesquorum из тувы, что подтверждает данные [1] 
о способности этих блох к переживанию неблаго-
приятных условий окружающей среды, в том числе 
низких температур. установлено, что чумной микроб 
из монголии формировал «глыбки» и «блоки пред-

желудка» в организме C. tesquorum «забайкальской» 
популяции значительно чаще, чем у особей из дру-
гих популяций. у них отмечена и самая высокая 
векторная способность. необходимо отметить, что 
эти блохи происходят от имаго, добытых на участке 
забайкальского природного очага, расположенном 
близко к границе с монголией. в анализируемом 
опыте частота блокообразования у C. tesquorum из 
забайкалья достигала 27,2 %. это значительно пре-
высило таковую у блох, добытых с другого участка 
забайкальского очага (3–4 %) и инфицированных 
типичным для данного очага штаммом (и-2621) воз-
будителя чумы [6]. у xenopsylla cheopis – класси-
ческого объекта экспериментальных исследований, 
инфицированных исследуемым штаммом (и-3230) 
чумного микроба, этот показатель равнялся 9,2 % 
[2], что в три раза ниже, чем у особей C. tesquorum 
«забайкальской» популяции. полученные данные 
позволяют предположить возможность циркуляции 
чумного микроба из монголии в случае его заноса 
на пограничную территорию забайкалья с участием 
C. tesquorum, которые могут являться высокоэффек-
тивными переносчиками. 

у C. tesquorum из тувинского природного очага 
возбудитель чумы из монголии также формировал 
бактериальные «глыбки» и «блок» преджелудка, а 
инфицированные блохи осуществляли трансмиссию 
микроба с генерализацией инфекционного процесса 
у животных. частота блокообразования у C. tesquo-
rum из тувы (5,2 %) не превышала средний показа-
тель (5,8 %), установленный для этих блох ранее. 
результаты эксперимента свидетельствуют о способ-
ности возбудителя чумы из монголии приживаться 
в организме основного переносчика из тувинского 
природного очага, что может привести к дополни-
тельной активизации эпизоотий при его заносе на 
территорию этого очага.

у блох «ольхонской» популяции «глыбки» фор-
мировались с не меньшей частотой, чем у особей 
из тувы, но в более поздние сроки. однако у них 
не отмечено образование «блока» преджелудка, а у 
животных, на которых кормили зараженных имаго, 
генерализации инфекционного процесса. в то же 
время имеются данные, что у C. tesquorum с других 
неочаговых по чуме территорий наблюдались фор-
мирование «блока» преджелудка и передача возбу-
дителя лабораторным животным [4]. вероятность и 
условия циркуляции микроба в популяциях грызунов 
и насекомых с неочаговой по чуме территории требу-
ют более детального изучения.
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в структуре инфекционных болезней грипп и 
орви занимают ведущее место и составляют в пери-
од эпидемии 10–50 % причин всей временной нетру-
доспособности населения, а в остальное время – бо-
лее 80 % всей инфекционной патологии. антигенная 
структура вируса гриппа сложна, и на основании ан-
тигенных различий вирусы гриппа разделяют на три 
типа: а, в и с. наибольшей изменчивостью облада-
ет вирус гриппа типа а. в состав оболочки вириона 
гриппа а входят гликопротеид гемагглютинин (н), 
липиды, энзим нейраминидаза (N), которые опреде-
ляют его антигенные свойства. в человеческой по-
пуляции циркулирует 3 варианта н и два варианта 
N, которые и дают «название» вирусу (H1N1, H2N2, 
H1N2, H3N2). однако птицы и животные являются 
резервуаром вируса гриппа, имеющего 16 вариантов 
н (н1–н16) и 9 – N (N1–N9).

в марте–апреле 2009 г. весь мир с напряженным 
вниманием следил за появлением и распространени-
ем нового свиного гриппа. в мексике штамм гриппа 
подтипа а(н1N1) – «калифорния 04/2009», вызы-
вающий заболевание свиней, приобрел способность 
передаваться не только от свиньи к свинье, но и от 
свиньи к человеку, а также от человека к человеку. 
это высокопатогенный вирус. в связи с его мас-
совой передачей внутри человеческой популяции 
всемирная организация здравоохранения 9 июня 
2009 г. объявила пандемию гриппа. 

в красноярске подъем заболеваемости начал-
ся с середины октября, максимальное количество 
заболевших зарегистрировано в ноябре. всего в 
красноярском крае было 5799 случаев орви и грип-
па, из них 1496 случаев подтвержденного высокопа-
тогенного гриппа A(H1N1) 2009 . в инфекционные и 
перепрофилированные для орви терапевтические 
отделения муз гкб № 6 им. н.с.карповича было 
госпитализировано 849 больных, среди них обсле-
дованы на грипп 627 больных, у 380 (60,6 %) – под-
твержден диагноз гриппа.

цель исследования. выявить клинико-эпидемио-
логические особенности гриппа A(H1N1) 2009 на 
территории красноярска.

материалы и методы 

нами проанализировано 380 историй болезней па-
циентов с диагнозом грипп (по материалам инфекци-
онных отделений муз гкб № 6 им. н.с.кар по вича). 
из них 336 (88,4 %) случаев гриппа A(H1N1) 2009 и 
44 (11,6 %) – сезонного гриппа типа а или в. среди 
обследованных: мужчин – 231 (60,8 %), женщин – 149 
(39,2 %), из них – 48 (32,2 %) беременных. возрастная 
структура: 15–18 лет – 178 пациентов (46,8 %), 19–29 
лет – 157 (41,3 %), 30–44 лет – 30 (8 %), 45–55 лет – 10 
(2,6 %) и старше 56 лет – 5 (1,3 %).

диагноз гриппа был поставлен на основании 
клинико-эпидемиологических проявлений, под-
твержден пцр, вирусологическими и серологиче-
скими методами. исследовали сыворотки крови, 
мазки и смывы из носоглотки и ротоглотки, которые 
забирались у пациентов сразу при поступлении и при 
необходимости – в динамике заболевания.

результаты исследования

первые случаи заболевания возникли в возраст-
ной прослойке 15–18 лет среди студентов и учащих-
ся средних и высших учебных заведений, проживаю-
щих в общежитиях, что способствовало быстрому 
распространению инфекции. затем заболевание от-
мечалось среди сотрудников учебных заведений и 
медицинских работников, которые находились в оча-
гах инфекции. за 1,5–2 недели порог заболеваемости 
орви и гриппом был превышен на 50 %, вспышки 
гриппа A(H1N1) 2009 регистрировались в четырех 
средних и высших учебных заведениях красноярска, 
в нескольких войсковых частях. рост заболеваемо-
сти был отмечен в различных возрастных крупах, но 
в основном это были пациенты 15–29 лет (88,16 % 
заболевших). данные специфических исследований 
(вирусологических, серологических, пцр-анализа,) 
свидетельствовали о вытеснении циркулирующих 
сезонных штаммов вируса гриппа новым высокопа-
тогенным вирусом гриппа типа а – A(H1N1) 2009 (у 
60,6 % обследованных).
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ГриПП A(H1N1) 2009 на ТерриТории КраСноЯрСКа

ГОУ ВПО «Красноярский государственный медицинский университет  
имени профессора В.Ф.Войно-Ясенецкого Министерства здравоохранения и социального развития»

в статье приведены результаты анализа историй болезней пациентов с диагнозом грипп типа а, вызванный 
вирусом A(H1N1) 2009. наибольшая восприимчивость к заболеванию регистрируется среди лиц молодого воз-
раста – 16–29 лет. при гриппе A(H1N1) 2009 ведущим симптомом, наряду с интоксикацией, является сухой, 
приступообразный кашель. тяжелое течение заболевания с развитием осложнений регистрируется в возрастной 
группе 24–44 лет. группой риска являются беременные женщины и пациенты с метаболическим синдромом.

Ключевые слова: грипп A(H1N1) 2009, эпидситуация, диагностика, лечение.
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анализ клинических проявлений гриппа 
A(H1N1) 2009 выявил, что у всех больных заболе-
вание начиналось остро: появлялись симптомы ин-
токсикации и катаральные явления. повышение тем-
пературы тела до 37,5 °с отмечалось у 78 пациентов 
(23,2 %), до 37,5–38,9 °с – у 209 (62,2 %) и выше 
39,0 °с – у 49 (14,6 %). слабость и снижение рабо-
тоспособности регистрировались в 100 % случаев. 
головная боль слабая – у 36 пациентов (10,7 %), уме-
ренная – у 143 (42,6 %), интенсивная – у 114 (34 %). 
головокружение отмечалось у 131 пациента (39 %), 
миалгии и артралгии – у 164 (48,8 %).

ведущим симптомом с первых часов заболева-
ния был сухой, приступообразный кашель (у 295 па-
циентов – 87,8 %); 28 пациентов (8,3 %) отмечали су-
хой кашель до повышения температуры и появления 
других симптомов. катаральные явления характери-
зовались необильными слизистыми выделениями из 
носа или заложенностью носа, умеренной гипереми-
ей ротоглотки с зернистостью задней стенки глотки 
у всех больных. явления склерита регистрировали у 
86 пациентов (25,6 %), боли при движении глазных 
яблок – только у 22 пациентов (6,5 %). у всех боль-
ных с первых дней болезни при аускультации легких 
отмечено жесткое дыхание, у 192 пациентов (57,1 %) 
при рентгенологическом исследовании выявлено 
усиление легочного рисунка за счет сосудистого ком-
понента. эти проявления регистрировались даже при 
скудных катаральных явлениях и отсутствии кашля, 
что свидетельствовало о развитии раннего отека ле-
гочной ткани, осложненного трахеобронхитом или 
вирусной пневмонией.

жидкий стул до 2–8 раз в сутки в течение пер-
вых трех дней отмечали у 36 пациентов (10,7 %) на 
3–5-й день болезни на фоне противовирусной и анти-
бактериальной терапии. 

госпитализация осуществлялась в различные 
сроки. так, на 1–2-е сутки от начала заболевания 
было госпитализировано 257 пациентов (67,63 %), 
на 3–4-е сутки – 105 (27,63 %), позднее 5-х суток – 18 
(4,73 %).

у 49 пациентов (14,6 %) имело место тяжелое 
течение гриппа, что было обусловлено развитием 
осложнений. чаще всего это были пневмонии (у 42 
пациентов – 85,7 %). энцефалитический синдром 
(судороги на высоте лихорадки) отмечался у 2 паци-
ентов. явления менингизма (стойкая головная боль, 
тошнота, рвота, ригидность затылочных мышц) ре-
гистрировались у 8 больных (в возрасте 15–23 лет). 
у одного пациента на первой неделе заболевания 
развился постгриппозный миокардит. при средне-
тяжелом течении гриппа осложнения развились по 
типу трахеобронхита у 234 пациентов (69,6 %), си-
нусита – у 68 (20,1 %).

особое внимание уделялось беременным жен-
щинам, как группе риска по развитию тяжелой 
пневмонии с возможным летальным исходом. всего 
было госпитализировано 102 беременные женщины, 
грипп A(H1N1) 2009 диагностирован у 46, а сезон-

ный грипп типа а – у 2 пациенток. в первом три-
местре (до 12 недель) поступило 16 (34,8 %) пациен-
ток: легкое течение гриппа отмечалось у 2 (12,5 %), 
среднетяжелое – у 13 (81,2 %), тяжелое с развитием 
пневмонии – у 1 (6,3 %). у 2 беременных была диа-
гностирована замершая беременность на сроках 5 
и 8 недель, у 1 беременной – угроза выкидыша. во 
втором триместре (13–24 недели) поступило 16 па-
циенток (34,8 %): у 3 (18,8 %) регистрировалось лег-
кое течение заболевания, у 12 (75 %) – среднетяже-
лое течение, у 1 (6,2 %) – тяжелое течение гриппа, 
осложненного пневмонией. во втором триместре бе-
ременности патологии плода не диагностировались. 
в третьем триместре (25–40 недель) поступило 14 
пациенток (30,4 %): у 2 (14,3 %) – легкое течение, у 
9 (64,3 %) – среднетяжелое, у 3 (21,4 %) – тяжелое, с 
развитием двухсторонней пневмонии и плеврита. у 
1 беременной на 37-й неделе произошли преждевре-
менные роды. осложнения (пневмонии и плевропнев-
мония) отмечались у 5 пациенток (10,7 %), что было 
связано с поздней госпитализацией (на 5–7-й день 
болезни); трахео бронхит зарегистрирован у 34 паци-
енток (73,9 %), гайморит – у 3 (6,6 %). наибольшее 
количество осложнений (18,8 %), связанных с разви-
тием и вынашиванием беременности, было диагно-
стировано в первом триместре беременности.

летальные исходы зарегистрированы у 5 па-
циентов (1,5 %): 4 женщины (24, 28, 43 и 44 лет) и 
одного мужчины 32 лет. при этом в 2 случаях име-
ла место поздняя госпитализация (на 5–6-й день бо-
лезни). причиной смерти послужили двусторонняя 
тотальная пневмония и инфекционно-токсический 
шок. следует отметить, что летальные исходы были 
у пациентов с неблагоприятным преморбидным фо-
ном: выраженный метаболический синдром (ожире-
ние IV степени), острый лейкоз.

с первого дня поступления в инфекционное от-
деление все больные получали противовирусную 
терапию: тамифлю (в том числе беременные, не-
зависимо от срока беременности); реленза, арби-
дол, что позволило избежать тяжелых осложнений. 
антибактериальную терапию назначали 89,5 % па-
циентов при развитии осложнений (трахеобронхит, 
отит, синусит, пневмония), профилактику осложне-
ний проводили с первых дней заболевания. при тя-
желых пневмониях одновременно назначали два или 
три антибактериальных препарата.

таким образом, на территории красноярска за 
короткий промежуток времени произошло вытесне-
ние сезонных штаммов вируса гриппа высокопато-
генным вирусом A(H1N1) 2009. наиболее уязвимыми 
к гриппу, вызванному вирусом A(H1N1) 2009, оказа-
лись лица молодого возраста – 16-19 лет (88,2 % забо-
левших). осложнения со стороны нервной системы 
(явления менингизма и энцефалитический синдром), 
миокардит регистрировались у пациентов 15–23 лет; 
осложнения со стороны дыхательных патуй (в том 
числе пневмонии) – у возрастной группы 25–44 лет, 
что свидетельствует о наибольшей восприимчивости 
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к гриппу, вызванному вирусом A(H1N1) 2009, людей 
молодого возраста. в большинстве случаев (85,4 %) 
грипп A(H1N1) 2009 протекал в легкой и среднетяже-
лой формах заболевания. к группе риска при гриппе 
по развитию осложнений и неблагоприятных ис-
ходов заболевания относятся беременные женщины 
и пациенты с метаболическим синдромом (ожире-
нием). осложнения, в том числе летальные исходы, 
обусловлены поздней госпитализацией (5–6 день бо-
лезни), тяжестью течения болезни, сопутствующими 
заболеваниями и ошибками по ведению больных на 
догоспитальном этапе.
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участники X межгосударственной научно-
практической конференции «актуальные пробле-
мы предупреждения и ликвидации последствий 
чрезвычайных ситуаций на территории государств-
участников содружества независимых государств» 
от азербайджанской республики, республики 
армения, республики беларусь, республики 
казахстан, кыргызской республики, российской 
Федерации, республики таджикистан, республики 
узбекистан, украины, исполкома снг и воз по ре-
зультатам обсуждения проблем, соответствующих 
тематике конференции, констатировали общность 
задач в отношении предупреждения и ответных мер 
на чрезвычайные ситуации в области санитарно-
эпидемиологического благополучия населения в со-
временных условиях.

актуальность их решения определяется широким 
спектром угроз, исходящих от новых (неизвестных), 
возвращающихся (известных) и других, значимых 
в социально-экономическом отношении, опасных 
инфекционных болезней, а также неинфекционных 
заболеваний, ассоциируемых с чрезвычайными си-
туациями в области санитарно-эпидемиологического 
благополучия населения и требующих проведения 
мероприятий по санитарной охране территории.

на конференции обсуждены вопросы неуклон-
ного количественного роста чрезвычайных ситуаций 
и рисков их возникновения в условиях стихийных 
бедствий (землетрясения, наводнения, засухи, пожа-
ры) и техногенных и социальных катастроф. 

особую обеспокоенность вызвала угроза воз-
вращения полиомиелита в страны восточной 
европы и центральной азии (европейское регио-
нальное бюро воз), получившие с 2002 г. статус 
свободных от этой инфекционной болезни терри-
торий. во второй половине апреля 2010 г. заре-
гистрирована вспышка полиомиелита, вызванная 
«диким» полиовирусом, в республике таджикистан 
(на 17 сентября – 456 подтвержденных случаев и 20 
летальных исходов – 65 % всех случаев полиомие-
лита в мире) с заносами болезни в другие страны 
снг. по данным воз российская Федерация в бес-
прецедентно короткие сроки оказала таджикистану 
необходимую помощь в расшифровке ситуации, ор-
ганизации и проведении противоэпидемических и 
санитарно-профилактических мероприятий.

сохраняется угроза новой волны гриппа 
а(HINI)-09, пандемия которого в 2009 г. была опре-

делена воз как чрезвычайная ситуация в области 
общественного здравоохранения международно-
го значения. российской Федерацией продолжает-
ся инициация процедуры воз по созданию на базе 
Фгун гнц вб «вектор», сотрудничающего центра 
воз, по референс-диагностике и изучению гриппа 
для стран восточной европы и центральной азии. в 
2009 г. Фгун гнц вб «вектор» назначен референс-
лабораторией воз по гриппу а/н5N1/ для стран 
восточной европы и центральной азии. выполнен 
план 1-го года из 2-летнего плана демонстрационной 
работы гнц вб «вектор» в качестве кандидатного 
сц воз по гриппу. ведется подготовка к реализации 
плана 2-го года совместных действий с глобальной 
программой воз по гриппу.

напряженной является эпидемиологическая 
обстановка по ряду природно-очаговых инфекци-
онных болезней. расширяется ареал возбудителя 
и регистрируются эпидемические вспышки лихо-
радки западного нила. сохраняется эпидемическая 
напряженность в отношении крымской геморра-
гической лихорадки, геморрагической лихорадки с 
почечным синдромом. на пространстве снг реги-
стрируются вспышки сибирской язвы, требующие 
неотложного проведения санитарно-ветеринарных, 
санитарно-профилактических, противоэпидемиче-
ских мероприятий, усиления национального и меж-
государственного эпидемиологического надзора. 
сохраняется угроза возникновения заболеваний чу-
мой, в том числе в связи с эпизоотической активно-
стью ее природных очагов и возможного заноса этой 
болезни из сопредельных стран (китай, монголия). 
существует и реализуется угроза заносов холеры на 
пространстве снг. в 2010 г. зарегистрированы 3 за-
носа холеры в российскую Федерацию из индии. в 
2010 г. зарегистрированы 2 заноса лихорадки денге 
на территорию российской Федерации из индонезии 
(о. бали) и таиланда. 

конференция отмечает очевидную необходи-
мость и обоснованность реализации современной 
глобальной стратегии борьбы с инфекционными бо-
лезнями, выражающейся, прежде всего, в повышении 
эффективности контроля за инфекциями путем при-
ближения высококвалифицированной медицинской 
помощи к населению и высвобождения ресурсов для 
предупреждения и ответных мер в отношении новых 
инфекций и чрезвычайных ситуаций с катастрофиче-
скими социально-экономи че ски ми последствиями. 

инфорМациЯ

реЗоЛЮциЯ 
X МежГоСУдарСТВенноЙ наУЧно-ПраКТиЧеСКоЙ Конференции  

«аКТУаЛЬнЫе ПроБЛеМЫ ПредУПреждениЯ и ЛиКВидации ПоСЛедСТВиЙ  
ЧреЗВЫЧаЙнЫХ СиТУациЙ на ТерриТории ГоСУдарСТВ-УЧаСТниКоВ  

СодрУжеСТВа неЗаВиСиМЫХ ГоСУдарСТВ»

6 октября 2010 г.       российская федерация, г. Ставрополь 



ИНФОРМАЦИЯ

73

на конференции констатировано, что в осно-
ву современной эффективной глобальной стратегии 
борьбы с инфекционными болезнями легли ини-
циативы российской Федерации на саммитах стран 
«группы восьми» (россия, 2006; германия, 2007; 
япония, 2008; италия, 2009; канада 2010), а также 
положения международных медико-сани тар ных 
правил (2005 г.). реализация решений указанных 
саммитов является одним из ключевых направле-
ний деятельности стран снг в области обеспечения 
санитарно-эпидемиологического благополучия насе-
ления и санитарной охраны территорий.

наиболее действенным и перспективным «ин-
струментом» совершенствования профилактики и 
борьбы с чрезвычайными ситуациями санитарно-
эпидемиологического характера является формиро-
вание и развитие инновационных направлений во 
всех функциональных сферах скрининга, монито-
ринга и контроля чрезвычайных ситуаций. 

на конференции обсуждены вопросы эффектив-
ного внедрения современных технологий для преду-
преждения и ответных мер на чс – информационно-
аналитических (гис), диагностических, профилак-
тических, производственных. подчеркнута перспек-
тива внедрения в практику постгеномных, мульти-
плексных, микрообъемных технологий, методов и 
средств, основанных на использовании нанотехноло-
гий и наноматериалов, а также необходимость раз-
работки диагностических стандартов.

между Федеральной службой по надзору в сфере 
защиты прав потребителей и благополучия человека 
(российская Федерация) и министерствами здраво-
охранения республики беларусь, азербайджанской 
республики, республики армении, кыргызской 
республики, республики казахстан, республики 
таджикистан, республики узбекистан и украины су-
ществует и активно реализуется прочная договорная 
база в области мониторинга гриппа птиц и подготов-
ки к пандемии гриппа. в ее рамках осуществлены по-
ставки оборудования для укрепления вирусологиче-
ских лабораторий стран, подписавших соглашения, 
на общую сумму более 2 млн. долларов сШа. 

действует договорная система между Фгун 
гнц вб «вектор» и национальными центрами по 
гриппу республики казахстан, украины, республики 
узбекистан и республики беларусь в области монито-
ринга гриппа птиц и подготовки к пандемии гриппа. 

для повышения эффективности системы лабо-
раторной диагностики инфекционных болезней в 
российской Федерации приказом роспотребнадзора 
создана и функционирует система мониторинга воз-
будителей инфекционных и паразитарных болезней, 
включающая 5 видов центров федерального и ре-
гионального уровней со стандартным оснащением 
и номенклатурой диагностических исследований. 
оснащение центров современным технологиче-
ским оборудованием осуществляется в рамках Фцп 
«национальная система химической и биологиче-
ской безопасности российской Федерации (2009–

2013 годы)». 
в порядке реализации решений саммита 

«группы восьми» (2006 г.) и во исполнение рас-
поряжения правительства российской Федерации 
от 21 мая 2007 г. № 642-р в 2010 г. завершена мо-
дернизация 10 спэб противочумных учреждений 
роспотребнадзора, что явилось прорывом в сфере 
оперативного реагирования на чс, не имеющим ана-
логов в мире.

внедрение технологии оперативного реагирова-
ния на чс с участием спэб на пространстве снг 
предусмотрено в 2 документах, представленных для 
рассмотрения в исполком снг:

- соглашение о сотрудничестве государств-
участ  ников снг при ликвидации последствий чрез-
вычайных ситуаций в области санитарно-эпидемио-
ло ги ческого благополучия населения с участием 
российских специализированных противоэпидеми-
ческих бригад;

- положение о межгосударственном информа-
цион но-аналитическом центре по вопросам опера-
тивного оповещения и реагирования на чрезвычай-
ные ситуации в области санитарно-эпидемио ло ги че-
ского благополучия населения государств-участ ни-
ков снг.

в целях обеспечения санитарно-эпидемио ло ги-
ческого благополучия населения планируется уча-
стие спэб в международных мероприятиях, таких 
как саммит атэс-2012 г. во владивостоке, XXVII 
всемирная универсиада-2013 г. в казани, зимняя 
олимпиада-2014 г. в сочи.

в рамках реализации стратегии воз по внедре-
нию международных медико-санитарных правил 
(2005 г.) до 2014 г. и 2016 г. разработана методология 
и алгоритм реализации ммсп (2005 г.) на нацио-
нальном уровне (на примере российской Федерации), 
позволяющие унифицировать оценку степени «пере-
загрузки» национальных систем контроля чс в соот-
ветствии с ммсп (2005 г.). методология основана 
на поэлементном учете внедрения концептуальной 
новизны ммсп (2005 г.) и замене утративших акту-
альность принципов ммсп (1969 г.). 

конференция отмечает устойчивое развитие со-
трудничества и взаимодействия в области санитарно-
эпидемиологического благополучия населения 
государств–участников снг, входящих в другие ре-
гиональные международные объединения: евразэс, 
Шос, атэс, чэс. укрепляются связи стран снг с 
воз в соответствии со стратегией воз по внедре-
нию международных медико-санитарных правил 
(2005 г.) с оценкой возможностей в 2014 г.

в рамках евразэс разработаны, научно обосно-
ваны и нормативно закреплены принципы санитарной 
охраны территории таможенного союза, основанные 
на применении методологии и алгоритма реализации 
международных медико-санитарных правил (2005 г.) 
на территории российской Федерации и принци-
пов санитарной охраны территорий государств-
участников снг.
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образование таможенного союза представляет 
собой передовой опыт оптимального сотрудничества 
и взаимодействия стран, тесно связанных экономи-
ческими узами и геополитическими интересами на 
пространстве снг. документы, регламентирующие 
мероприятия по санитарной охране таможенной тер-
ритории таможенного союза, могут бать рекомендо-
ваны для использования при переработке и разработ-
ке новых проектов документов в области санитарной 
охраны территорий государств-участников снг, в 
частности соглашения по санитарной охране тер-
риторий государств-участников снг (сгп, 31 мая 
2001 г., минск).

на конференции отмечен существенный вклад 
российской Федерации в международную помощь 
здравоохранению стран Cнг, в том числе организа-
цию и осуществление в кратчайшие сроки помощи 
республике таджикистан в связи с угрозой возврата 
полиомиелита. 

участники X межгосударственной научно-
практи ческой конференции «актуальные пробле-
мы предупреждения и ликвидации последствий 
чрезвычайных ситуаций в области санитарно-
эпидемиологического благополучия населения 
государств-участников снг» в целом отмечают акту-
альность рассмотренных на ней проблем, конструк-
тивность обсуждения развития основных направле-
ний сотрудничества и взаимодействия стран снг в 
области обеспечения санитарно-эпидемиологи че-
ского благополучия населения и проведения меро-
приятий по санитарной охране территории. за по-
следние годы решен ряд крупных задач в области 
санитарно-эпидемиологической охраны здоровья 
населения, внедрены в практику инновационные 
разработки, направленные на предупреждение и опе-
ративное реагирование на чрезвычайные ситуации 
санитарно-эпидемиологического характера, вместе с 
тем остаются задачи и проблемы, требующие неот-
ложного решения.

в связи с этим конференция подчеркивает не-
обходимость дальнейшего развития сотрудничества 
государств-участников содружества независимых 
государств по выработке скоординированной на 
международном уровне методологии предупрежде-
ния и ответных мер на чс в области санитарно-
эпидемиологического благополучия населения и ре-
комендует активизировать совместную деятельность 
по следующим направлениям:

- паспортизация и эпидемиологическое райони-
рование национальных территорий по рискам внеш-
них и внутренних угроз биологической безопасно-
сти, обусловленных опасными инфекционными бо-
лезнями, а также неинфекционными заболеваниями, 
возникающими вследствие действия токсических 
агентов, химических и радиоактивных веществ;

- унификация методологии внедрения меж-
дународных медико-санитарных правил (2005 г.) на 
пространстве снг на основе российского опыта;

- создание и совершенствование систем готов-

ности к чс санитарно-эпидемиологического харак-
тера на национальном уровне, адекватных требова-
ниям меж дународных медико-санитарных правил 
(2005 г.);

- внедрение современных информационно-
аналитических технологий и создание программных 
продуктов, предусматривающих поддержку приня-
тия управленческих решений в предупреждении и 
ответных мерах на чс;

- активный обмен странами достоверной офи-
циальной санитарно-эпидемиологической информа-
цией в оперативном режиме и плановом порядке (в 
виде эпидемиологических обзоров и прогнозов) с ис-
пользованием электронных средств связи; 

- внедрение современных диагностических, 
профилактических технологий, системы подготовки 
кадров, производства медицинских биологических 
препаратов для диагностики и профилактики инфек-
ционных болезней, ассоциируемых с чрезвычайны-
ми ситуациями и требующих проведения мероприя-
тий по санитарной охране территорий;

- стандартизация процедур скрининга, монито-
ринга, диагностики, профилактики и контроля ин-
фекционных болезней, в том числе при осуществле-
нии деятельности по предупреждению и ликвидации 
последствий чс;

- разработка программы подготовки кадров по 
вопросам санитарной охраны территорий государств-
участников снг и внедрения международных 
медико-санитарных правил (2005 г.) на основе рос-
сийского опыта.

решение перечисленных выше задач реально 
осуществимо в рамках реализации современной гло-
бальной стратегии борьбы с инфекционными болез-
нями, инициатив саммитов стран «группы восьми» 
(2006–2010 годов) по этому вопросу, стратегии воз 
по внедрению ммсп (2005 г.) и реализации дей-
ствующих на пространстве снг программных и кон-
цептуальных документов:

- межгосударственной программы сотрудни-
чества в области санитарной охраны территорий 
государств-участников снг от завоза и распростра-
нения особо опасных инфекционных болезней на пе-
риод до 2011 года (15–16 марта 2007 г., минск);

- программы сотрудничества и взаимодействия 
государств-участников содружества независимых 
государств по проблемам биологической безопасно-
сти и противодействия биологическому терроризму 
на 2007–2011 годы (15–16 марта 2007 г., минск );

- концепции биологической безопасности 
государств-участников содружества независимых 
государств (15–16 марта 2007 г., минск ).

конференция рекомендует провести хI меж го-
сударственную научно-практическую конференцию 
в 2012 г. на тему «современные технологии в совер-
шенствовании мер оперативного реагирования и от-
ветных действий на чрезвычайные ситуации в обла-
сти санитарно-эпидемиологического благополучия 
населения». 
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в заседании приняли участие члены 
координационного совета и представители от 
азербайджанской республики, республики армения, 
республики беларусь, республики казахстан, кыр-
гызской республики, российской Федерации, рес-
публики таджикистан, республики узбекистан, 
украины, исполнительного комитета снг.

председательствовал на заседании кутырев 
в.в. – председатель координационного сове-
та по проблемам санитарной охраны территорий 
государств-участников снг от завоза и распростра-
нения особо опасных инфекционных болезней, ди-
ректор российского научно-исследовательского про-
тивочумного института «микроб».

в соответствии с утвержденной повесткой дня 
координационный совет по проблемам санитарной 
охраны территорий государств-участников снг от 
завоза и распространения особо опасных инфекци-
онных болезней обсудил и принял решения по сле-
дующим вопросам:

1. о деятельности координационного совета 
по проблемам санитарной охраны территорий 
государств-участников снГ от завоза и распро-
странения особо опасных инфекционных болезней 
в 2009–2010 годах и задачах на 2011–2012 годы
 (Кутырев В.В., Топорков В.П.)

решили:
информацию председателя координационного 

совета о деятельности координационного сове-
та по проблемам санитарной охраны территорий 
государств-участников снг от завоза и распростра-
нения особо опасных инфекционных болезней в 
2009–2010 годах и задачах на 2011–2012 годы при-
нять к сведению.

2. о внесении изменений в состав бюро 
координационного совета по проблемам санитар-
ной охраны территорий государств-участников 
содружества независимых Государств от завоза 
и распространения особо опасных инфекционных 
болезней 
(Нарушевич Г.А., Кутырев В.В.)

решили:
согласиться с предложением министерства 

здравоохранения республики армения о включении 
аветисян лилит мкртычевны, начальника отдела 
эпидемиологии инфекционных и неинфекционных 
заболеваний гигиенической и противоэпидемиче-
ской инспекции минздрава республики армения 
в состав бюро координационного совета по про-
блемам санитарной охраны территорий государств-
участников содружества независимых государств 
от завоза и распространения особо опасных инфек-

ционных болезней.
согласиться с предложением министерства 

здравоохранения республики молдова о вклю-
чении георгицы стелы дмитриевны, замести-
теля генерального директора национального 
центра общественного здоровья в состав бюро 
координационного совета по проблемам санитар-
ной охраны территорий государств-участников 
содружества независимых государств от завоза и 
распространения особо опасных инфекционных бо-
лезней.

3. о внесении изменений в соглашение о со-
трудничестве в области санитарной охраны тер-
риторий государств-участников снГ (утвержде-
но советом глав правительств государств-участ-
ни ков снГ 31 мая 2001 г., минск) в соответствии 
с международными медико-сани тар ны ми прави-
лами (2005 г.) 
(Нарушевич Г.А., Кутырев В.В., Топорков В.П.)

решили:
информацию о необходимости изменения 

соглашения о сотрудничестве в области санитарной 
охраны территорий государств-участников снг при-
нять к сведению и приступить к подготовке пред-
ложений с последующим согласованием с членами 
координационного совета по проблемам санитарной 
охраны территорий государств-участников снг.

4. о состоянии информационного обмена 
государств-участников снГ в области санитар-
ной охраны территорий, предупреждения и лик-
видации последствий чрезвычайных ситуаций в 
области общественного здравоохранения в рам-
ках межгосударственных правовых, норматив-
ных методических документов 
(Топорков В.П.)

решили:
информацию ответственного секрета-

ря координационного совета о деятельности 
координационного совета по проблемам санитар-
ной охраны территорий государств-участников снг 
от завоза и распространения особо опасных инфек-
ционных болезней о состоянии информационного 
обмена в области санитарной охраны территорий 
государств-участников снг принять к сведению.

считать обоснованным заключение об утрате 
актуальности положений, касающихся информаци-
онного обмена, как несоответствующих положениям 
международных медико-санитарных правил (2005 г.) 
следующих межгосударственных документов:

соглашения о сотрудничестве в области сани-
тарной охраны территорий государств-участников 
снг (принято на заседании совета глав правительств 

ПроТоКоЛ  
X ЗаСеданиЯ КоординационноГо СоВеТа По ПроБЛеМаМ СаниТарноЙ оХранЫ 
ТерриТориЙ ГоСУдарСТВ-УЧаСТниКоВ СодрУжеСТВа неЗаВиСиМЫХ ГоСУдарСТВ  

оТ ЗаВоЗа и раСПроСТранениЯ оСоБо оПаСнЫХ инфеКционнЫХ БоЛеЗнеЙ

6 октября 2010 г.       г. Ставрополь, российская федерация
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снг 31мая 2001 г., минск); 
положения о порядке осуществления информа-

ционного обмена между государствами-участ ни ка ми 
снг об эпидемиологическом надзоре за карантин-
ными и другими опасными инфекционными болез-
нями и о контроле за потенциально опасными для 
здоровья населения товарами и грузами (утверждено 
решением совета по сотрудничеству в области здра-
воохранения снг от 3 июля 2003 г., астана);

санитарных правил и норм «санитарная охра-
на территорий государств-участников содружества 
независимых государств» (утверждены на XVII засе-
дании совета по сотрудничеству в области здравоох-
ранения снг 3–4 июня 2005 г., душанбе, республи ка 
таджикистан).

внести коррективы в вопросы информационно-
го обмена в проект соглашения о сотрудничестве в 
области санитарной охраны территорий государств-
участников снг при приведении его в соответствие 
с ммсп (2005 г.), приняв за основу перечни инфек-
ционных болезней, товаров, подлежащих санитарно-
карантинному надзору (контролю), регламентиро-
ванные в следующих нормативно-методи че ских до-
кументах в области санитарной охраны таможенной 
территории таможенного союза:

соглашение таможенного союза по санитарным 
мерам (утв. решением межгосударственного совета 
евразийского экономического сообщества от 11 де-
кабря 2009 г. № 28, санкт-петербург);

единый перечень товаров, подлежащих 
санитарно-эпидемиологическому надзору (контро-
лю) на таможенной границе и таможенной террито-
рии таможенного союза (утв. решением комиссии 
таможенного союза от 28 мая 2010 г. № 299, санкт-
петербург);

единые санитарно-эпидемиологические и ги-
гиенические требования к товарам, подлежащим 
санитарно-эпидемиологическому надзору (контро-
лю) (утв. то же);

единые формы документов, подтверждающих 
безопасность продукции (товаров) (утв. то же); 

положение о порядке осуществления государ-
ственного санитарно-эпидемиологического надзора 
(контроля) за лицами и транспортными средствами, 
пересекающими таможенную границу таможенного 
союза, подконтрольными товарами, перемещаемы-
ми через таможенную границу таможенного союза 

и на таможенной территории таможенного союза 
(утв. то же).

5. о взаимодействии стран Таможенного сою-
за при осуществлении санитарной охраны терри-
торий 
(Пакскина Н.Д.)

решили:
информацию представителя Федеральной служ-

бы по надзору в сфере защиты прав потребителей 
и благополучия человека о взаимодействии стран 
таможенного союза при осуществлении санитарной 
охраны территорий принять к сведению. 

считать оптимальным формирование норма-
тивно-методической базы и мероприятий по са-
нитарной охране таможенной территории тамо-
женного союза в соответствии с требованиями 
международных медико-санитарных правил (2005 г.) 
и рекомендовать учесть данный опыт при переработ-
ке и разработке межгосударственных документов в 
области санитарной охраны территорий государств-
участников снг. 

6. о мероприятиях координационного сове-
та по проблемам санитарной охраны территорий 
государств-участников снГ от завоза и распро-
странения особо опасных инфекционных болез-
ней, планируемых на 2011–2012 годы 
(Кутырев В.В., Топорков В.П.)

решили:
одобрить план работы координационного со-

вета по проблемам санитарной охраны территорий 
государств-участников содружества независимых 
государств от завоза и распространения особо опас-
ных инфекционных болезней на 2011–2012 годы.

провести XI заседание координационного со-
вета по проблемам санитарной охраны территорий 
государств-участников снг от заноса и распро-
странения особо опасных инфекционных болезней 
в 2012 г.

председатель координационного совета  
по проблемам санитарной охраны территорий 
государств-участников снг  
от завоза и распространения  
особо опасных инфекционных болезней,  
директор роснипчи «микроб» 

в.в.кутырев
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в соответствии с планом основных орга-
низационных мероприятий роспотребнадзора 
на 2010 г. (п. 7.3.5.) и  во исполнение приказа 
Федеральной службы по надзору в сфере защиты 
прав потребителей и благополучия человека № 288 
от 19.07.2010 г. на базе Фгуз «ставропольский 
научно-исследовательский противочумный инсти-
тут» проведено межведомственное совещание по 
проблемам санитарно-эпидемиологической охра-
ны территории российской Федерации (пленум 
координационного научного совета (кнс) по 
санитарно-эпидемиологической охране территории 
российской Федерации).

в совещании приняли участие представители 
учреждений Федеральной службы по надзору в сфере 
защиты прав потребителей и благополучия человека, 
российской академии медицинских наук, российской 
академии сельскохозяйственных наук, минобороны 
россии, мчс россии, Федерального медико-биоло-
гического агентства, Федерального агентства по здра-
воохранению и социальному развитию.

согласно утвержденной программе совещания 
специалисты профильных научных и практических 
учреждений страны рассмотрели следующий пере-
чень вопросов санитарно-эпидемиологической охра-
ны территории российской Федерации:

1. эпидемиологический надзор за особо опас-
ными инфекционными болезнями.

2. диагностика, профилактика и лечение особо 
опасных инфекционных болезней.

3. биомедицинские аспекты особо опасных и 
других инфекционных болезней.

4. холера и патогенные для человека вибрионы.
5. биологическая безопасность и противодей-

ствие биотерроризму.
проведено обсуждение и утверждение отчетных 

за 2010 г. и плановых на 2011 г. материалов кнс.
участники совещания констатируют, что в 2010 г. 

эпидемиологическая обстановка по особо опасным 
и другим инфекционным болезням в российской 
Федерации остается нестабильной. 

в 2010 г. в российской Федерации впервые с 
1996 г. зарегистрировано 12 случаев полиомиелита, 
вызванного «диким» полиовирусом, и 18 носителей. 
заболевания полиомиелитом отмечены в семи ре-
гионах: чечне, дагестане, москве, екатеринбурге, 
хабаровске, челябинской и иркутской областях.

завоз полиомиелита на территорию россии про-
изошел из республики таджикистан, где во второй 
половине апреля 2010 г. зарегистрирована вспышка 
полиомиелита. это первая вспышка в европейском 
регионе воз, сертифицированном в 2002 г. как сво-
бодный от полиомиелита. в таджикистане отмечено 
65 % случаев заболевания полиомиелитом, выявлен-
ных в мире. зарегистрировано 456 лабораторно под-

твержденных случаев, в том числе 20 с летальным 
исходом. 

за 7 мес. 2010 г. эпизоотии чумы выявле-
ны в 4 природных очагах российской Федерации: 
прикаспийском песчаном, горно-алтайском, тувин-
ском горном и восточно-кавказском горном, в те-
кущем году эпизоотии чумы выявлены на площади 
926 км2, выделено 14 штаммов чумного микроба 
(данные за 7 мес.).

в республике казахстан эпизоотии чумы за-
регистрированы в 12 природных очагах на площа-
ди 19400 км2, выделено 368 штаммов возбудителя 
чумы. 

в течение 2010 г. о случаях заболевания чумой 
сообщали из китая, мьянмы, перу, боливии и китая. 
в перу отмечена вспышка чумы с общим числом за-
болевших 27 человек, из которых 3 скончались. в 
боливии в районах, граничащих с перу, зарегистри-
ровано 8 случаев чумы (3 летальных). в китае в ти-
бетской деревне на юго-западе страны выявлены 5 
случаев заболевания легочной чумой (1 из заболев-
ших умер).

наиболее неблагополучная ситуация по холе-
ре складывается, как и в прежние годы, в странах 
африканского континента: заболевания регистри-
руют в замбии, сомали, мозамбике, камеруне, 
зимбабве, нигерии, уганде, судане, кении.

в азии в текущем году продолжается эпидемия в 
папуа-новой гвинее, отмечены вспышки в таиланде, 
лаосе, вьетнаме, индии, пакистане, непале.

выявлено 3 случая завоза холеры из индии в 
москву. в германии – 1 случай смерти от холеры 
(предположительно завоз из пакистана).

эпидемия сибирской язвы зарегистрирована в 
бангладеш, выявлено 585 случаев заболевания в 12 
из 64 административных районов страны.

за 8 мес. 2010 г., по сравнению с аналогичным 
периодом 2009 г., в российской Федерации отмечает-
ся рост заболеваемости впервые выявленным бруцел-
лезом на 18,5 %; выявлено 17 случаев заболевания си-
бирской язвой: в республике дагестан – 8, ростовской 
области – 1, омской области – 6 (в т.ч. 1 летальный), 
волгоградской области – 2. в краснодарском крае 
госпитализированы 5 человек с подозрением на за-
болевание сибирской язвой. в 2,2 раза возросла забо-
леваемость туляремией. зарегистрировано 58 случа-
ев туляремии (в 2009 г. – 27) на территории 15 субъ-
ектов российской Федерации. почти в 2 раза – с 6 
до 11 – увеличилось число случаев бешенства среди 
людей за восемь месяцев 2010 г. по сравнению с ана-
логичным периодом прошлого года. в республиках 
башкортостан и калмыкия отмечены случаи смерти 
от бешенства.

зарегистрировано снижение заболеваемости ге-
моррагическими лихорадками – в целом на 43,8 %, в 

реЗоЛЮциЯ 
МежВедоМСТВенноГо СоВеЩаниЯ  

По ПроБЛеМаМ СаниТарно-ЭПидеМиоЛоГиЧеСКоЙ оХранЫ  
ТерриТории роССиЙСКоЙ федерации 

(г. Ставрополь, 7 октября 2010 г.)



Проблемы особо опасных инфекций, вып. 106, 2010

78

том числе по глпс на 47,8 %. 
заболевания крымской геморрагической ли-

хорадкой отмечены в Южном и северо-кавказском 
федеральных округах: ростовской области – 16, 
республике калмыкия – 10, астраханской области – 
7 (в т.ч. 1 летальный), волгоградской области – 3, 
ставропольском крае – 30, республике дагестан – 3. 
всего 69 (в т.ч. 1 летальный).

в россии зарегистрировано около 500 случаев 
заболевания лихорадкой западного нила, в том чис-
ле 6 летальных. наибольшее число заболевших в 
волгоградской (402 случая, 5 летальных), ростовской 
(53 случая, 1 летальный) и воронежской областях 
(25 случаев). в астраханской области – 6 случаев, по 
одному случаю – в краснодарском крае, республике 
калмыкия и челябинской области.

в связи с сохраняющейся угрозой заноса, воз-
никновения и распространения опасных и особо 
опасных инфекций, связанной с неблагополучной 
эпидемиологической ситуацией в мире, наличием 
стойких природных очагов особо опасных инфекций 
на территории российской Федерации и сопредель-
ных государств приоритетными направлениями дея-
тельности учреждений кнс в 2010 г. являлись:

- реализация решений саммита стран «группы 
восьми» (санкт-петербург, 16–17 июля 2006 г.) в об-
ласти борьбы с инфекционными болезнями; 

- нормативно-методическое сопровождение вне-
дрения международных медико-санитарных правил 
(2005 г.) на территории российской Федерации; 

- реализация распоряжения правительства 
российской Федерации от 21.05.2007 г. № 642-р об 
участии российской Федерации в осуществлении ини-
циативы по предотвращению и ликвидации послед-
ствий стихийных бедствий и техногенных катастроф;

- реализация распоряжения правительства 
российской Федерации № 1426 от 02.10.2009 г. «о 
выделении в 2009 2012 гг. средств федерального 
бюджета на проведение научно-исследовательских 
работ, разработку новых средств диагностики и про-
филактики тропических болезней, развитие между-
народного сотрудничества»;

- решение проблемы обеспечения биологиче-
ской безопасности в рамках федеральной целевой 
программы «национальная система химической и 
биологической безопасности российской Федерации 
(2009–2013 годы)»;

- реализация решения ученого совета рос-
потребнадзора № 14 от 06.04.2010 г. (п. 6) по фор-
мированию раздела по санитарной охране терри-
тории российской Федерации в рамках проекта 
отраслевой научно-исследовательской программы 
«научные исследования и разработки с целью обе-
спечения санитарно-эпидемиологического благопо-
лучия и снижения инфекционной заболеваемости в 
российской Федерации» на 2011–2015 гг.;

- совершенствование эпидемиологического над-
зора за особо опасными инфекционными болезнями;

- создание отвечающих современным требова-
ниям средств диагностики и профилактики особо 
опасных инфекционных болезней в соответствии с 
сетевым графиком разработки и внедрения препара-

тов для диагностики и профилактики особо опасных 
инфекционных болезней.

решение данных проблем невозможно без фун-
даментальных и прикладных разработок по эпиде-
миологии, микробиологии и иммунологии особо 
опасных инфекционных болезней, активной научной 
поддержки практической деятельности по обеспече-
нию санитарно-эпидемиологического благополучия 
населения российской Федерации.

участники совещания отмечают существен-
ный вклад координационного научного совета по 
санитарно-эпидемиологической охране территории 
российской Федерации в научное и организационно-
методическое обеспечение разработки профильных 
проблем на международном, федеральном и регио-
нальном уровнях.

в соответствии с планом основных органи-
зационных мероприятий роспотребнадзора на 
2010 г., планом кнс по обеспечению гармониза-
ции национальной нормативно-методической базы с 
международными медико-санитарными правилами 
(2005 г) и планом кнс по разработке и переработ-
ке нормативно-методических документов по сани-
тарной охране территории российской Федерации и 
эпидемиологическому надзору за оои на 2010 г. спе-
циалистами учреждений координационного научно-
го совета разработано 35 нормативно-методических 
документов, из них 2 утверждены на межгосудар-
ственном и 11 на федеральном уровне.

в рамках деятельности координационного сове-
та по проблемам санитарной охраны территорий снг 
разработано и подписано членами межгоссовета 
таможенного союза стран евразэс от 11.12.2009 г. 
№ 28 (санкт-петербург) соглашение таможенного 
союза по санитарным мерам.

разработаны, научно обоснованы и нормативно 
закреплены принципы санитарной охраны терри-
тории таможенного союза российской Федерации, 
республики казахстан и республики беларусь, осно-
ванные на применении методологии и алгоритма ре-
ализации международных медико-санитарных пра-
вил (2005 г.) на территории российской Федерации.

активно продолжается работа по совершенство-
ванию стратегии и тактики эпидемиологического 
надзора за опасными инфекционными болезнями. 

проведена инвентаризация номенклатуры и раз-
работана база данных по внешним и внутренним 
угрозам биологической безопасности, адаптирован-
ная к гис. 

разработан алгоритм выявления и верификации 
новых, малоизвестных и неизученных  инфекцион-
ных болезней. разработан алгоритм оценки террито-
риальной, региональной и национальной значимости 
чрезвычайных ситуаций на основе выработанных 
критериев. 

подтверждена на ретроспективных данных ра-
ботоспособность математической модели развития 
эпидемических процессов при чуме с учетом основ-
ных мер противодействия. 

подтвердился прогноз референс центра по кон-
тролю за заболеваемостью лихорадкой западного 
нила на 2010 г. 
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в рамках реализации распоряжения прави-
тельства российской Федерации № 642-р завершено 
техническое перевооружение спэб и укрепление 
материально-технической базы и инфраструктур, 
обеспечивающих деятельность спэб.

продемонстрированы технические характери-
стики и возможности работы спэб, модернизиро-
ванной на базе автошасси (роснипчи «микроб»), в 
международном салоне «комплексная безопасность 
2010» в г. ногинск московской области.

«мобильная лаборатория эпидразветки и ин-
дикации» на базе автомобиля газ 2705 удостоена 
диплома и золотой медали X московского междуна-
родного салона инноваций и инвестиций.

в рамках обеспечения подготовки специали-
стов спэб созданы учебно-методические фильмы  
(роснипчи «микроб»): проведение учений спэб, 
модернизированной на базе пневмокаркасных па-
латок; проведение эксплуатационных испытаний 
мобильного комплекса спэб; модернизированные 
спэб роспотребнадзора; «мобильная лаборато-
рия эпидемиологической разведки и индикации»; 
учебно-методический фильм по использованию уни-
версальной укладки для забора материала на иссле-
дование и надеванию и снятию защитной одежды. 

продолжены работы по реализации распоряже-
ния правительства российской Федерации № 1426, 
по унификации алгоритмов эпидемиологического 
надзора за тропическими и др. забытыми инфек-
циями бактериальной и вирусной этиологии, акту-
альными для стран центральной азии и африки и 
разработке современных средств их диагностики и 
профилактики.

в рамках заседания проблемной комиссии по 
вопросам деятельности противочумных учреждений 
в единой сети профилактики опасных, зоонозных и 
природно-очаговых инфекционных болезней (22–23 
марта 2010 г.) обсужден и направлен на утверждение 
в роспотребнадзор сетевой график разработки и вне-
дрения препаратов для диагностики и профилактики 
особо опасных инфекционных болезней, включаю-
щий 3 раздела из 73 диагностических и 7 профилак-
тических мибп.

подготовлен проект «руководства по вакцино-
профилактике особо опасных инфекционных забо-
леваний». 

разработаны методические рекомендации по 
идентификации патогенных биологических агентов 
по таксономическим признакам и эпидемической 
значимости федерального уровня. 

зарегистрированы в росздравнадзоре «набор 
реагентов. тест-система диагностическая для выяв-
ления возбудителя туляремии в иммуноферментном 
анализе» («иФа-тул-ставнипчи») и «набор реа-
гентов. тест-система диагностическая для выявле-
ния возбудителя бруцеллеза в иммуноферментном 
анализе» («иФа-бру-ставнипчи»).

разработана технология получения и параме-
тры контроля качества иммуноглобулинов диагно-
стических сибиреязвенных соматических и споро-
вых адсорбированных флуоресцирующих сухих. 
нормативная документация и препараты направ-

лены в гиск им. л.а.тарасевича для проведения 
государственных испытаний.

впервые, на примере вирусов гриппа а для 
направленной инактивации геномных последова-
тельностей рнк-содержащих вирусов предложено 
использовать искусственные наноконструкции, со-
стоящие из дезоксирибозимов заданной структуры, 
обеспечивающих адресную доставку препарата к ви-
русным нуклеиновым кислотам и их расщепление, и 
TiO2-наночастиц, способствующих проникновению 
препарата в клетку. противовирусные днк-зим-
содержащие нанокомпозиты не имеют российских и 
мировых аналогов. разработанные ген-направленные 
препараты могут быть быстро реориентированы на 
любой вновь возникший штамм вируса гриппа (вклю-
чая мутантные лекарственно устойчивые формы).

определена степень риска завоза холеры в раз-
личные субъекты страны всеми видами между-
народного транспорта, в рамках гармонизации с 
международными медико-санитарными правилами 
(ммсп, 2005 г.). при введении коэффициента ин-
тенсивности миграционного оборота выявлена сте-
пень потенциальной эпидемической опасности по 
холере для территорий различных типов. 

создана компьютерная база данных штаммов, 
выделенных на территории сибири и дальнего 
востока за 2001–2008 гг., разработан комплексный 
метод сигнальной детекции (риФ и мультиплексная 
пцр), повышающий эффективность поиска микро-
бов и определения границ контаминации. исследован 
видовой состав фитопланктона водоемов в местах 
ежегодного обнаружения возбудителя холеры, пред-
ложен способ получения и выявления формируемой 
холерными вибрионами биопленки.

разработан способ мечения холерных фагов и 
отработана технология применения ³H-тимидина в 
исследовании взаимодействия фагов и холерного 
вибриона. 

получены индуцированные холерным вибрио-
ном и холерным токсином нейтрофилокины, изучена 
их роль в формировании противохолерного иммуни-
тета и показана возможность использования для кор-
рекции иммунопатологических реакций. 

получена новая питательная среда для иденти-
фикации холерного вибриона по признаку фермен-
тации глюкозы в аэробных и анаэробных условиях 
хдс-рг. 

продолжены работы, направленные на решение 
проблем обеспечения биобезопасности и противо-
действия биотерроризму – от создания терминоло-
гической базы и формирования идеологии научных 
исследований до решения конкретных задач. 

разработаны и утверждены на федеральном уров-
не санитарные правила сп 1.3.2628-10 «изменения 
и дополнения № 1 к сп 1.3.1285-03 «требования к 
организации работ с аэрозолями микроорганизмов 
I–II групп патогенности (опасности)». 

разработаны проекты: 
- методических указаний по лабораторной диа-

гностике, лечению и профилактике особо опасных 
микозов, лабораторной диагностике и профилактике 
мелиоидоза, по применению новых дезинфицирую-
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щих средств для ликвидации последствий биотерро-
ризма и очагов опасных и особо опасных инфекций;

- методические рекомендации по использованию 
метода MLVA для эпидемиологического расследова-
ния вспышек сибирской язвы; 

- 2 руководств: по разработке паспорта безопас-
ности потенциально опасного объекта, осуществля-
ющего деятельность с использованием патогенных 
биологических агентов и медицинской микологии;

- учебного пособия «профилактика и борьба с 
особо опасными инфекциями в зонах чрезвычайных 
ситуаций»;

подготовлены к изданию 2 монографии: «особо 
опасные микозы», «использование гис-технологий 
в системе биологической безопасности»;

разработан метод оценки статистических харак-
теристик эпидемических процессов. 

продолжается выпуск реферативного сборника 
«биологическая безопасность».

подготовлено второе дополненное издание кни-
ги «биологическая безопасность. термины и опреде-
ления».

по результатам нир в роспатенте зарегистриро-
вано 23 патента, оформлено 7 заявок на изобретения.

на заседаниях пленума кнс рассмотрены мате-
риалы о выполнении плана нир и внедрения резуль-
татов исследований в практику, а также документы 
на планируемые научные темы и план внедрения ре-
зультатов нир на 2011 г.

в рамках кнс в 2010 г. выполнялось 129 тем. 
завершено в 2010 г. 50 нир, в том числе по проблем-
ным комиссиям нс: пк 50.01 – 14, пк 50.02 – 11, 
пк 50.03 – 8, пк 50.04 – 9 , пк 50.05 – 8. все инфор-
мационные карты на завершенные темы рекомендо-
ваны к утверждению.

для внедрения в практику здравоохранения в 
2010 г. разработано 143 наименования научной про-
дукции. 

на заседаниях проблемных комиссий кнс рас-
смотрены 50 регистрационных карт на темы, пла-
нируемые к исполнению с 2011 г. по пк 50.01 – 11, 
рекомендовано включить в план 9, пк 50.02 – 13, 
рекомендовано включить в план 13; пк 50.03 – 13, 
рекомендовано – 12; пк 50.04 – 10, рекомендова-
но – 10; пк 50.05 – 3, рекомендовано – 3. всего в 
план нир на 2010 г. рекомендовано включить 47 тем. 
планируемые нир являются актуальными, отлича-
ются научной новизной и современным методиче-
ским уровнем. по тематике кнс в 2011 г. будет вы-
полняться 126 тем.

для включения в план внедрения результатов 
нир в практику в 2011 г. на федеральном, регио-
нальном и учрежденческом уровнях представлено 88 
предложений, которые прошли экспертную оценку, 
скорректированы и приняты к исполнению.

совещание отмечает, что все выполняемые в рам-
ках координирующей деятельности совета научно-
исследовательские работы соответствуют направле-
ниям, обозначенным в утвержденном президентом 
россии концептуальном документе «основы госу-
дарственной политики в области обеспечения хими-
ческой и биологической безопасности российской 

Федерации на период до 2010 г. и дальнейшую пер-
спективу» (от 04.12.2003 г., № пр-2194), основным 
направлениям «концепции развития здравоохране-
ния и медицинской науки в российской Федерации 
на 2001–2005 годы и на период до 2010 года», реше-
ниям саммита «группы восьми» (г. санкт-петербург, 
15–17 июля 2006 г.), направленным на борьбу с ин-
фекционными болезнями. 

на основании результатов рассмотрения ши-
рокого круга специальных вопросов, посвященных 
проблемам санитарно-эпидемиологической охраны 
территории российской Федерации, совещание по-
становило:

1. продолжить участие в реализации решений 
саммита стран «группы восьми» (2006, 2007, 2008 г.) 
и стратегии воз по внедрению международных 
медико-санитарных правил (2005 г.) до 2014 г. в ча-
сти научного обеспечения модернизации лаборатор-
ных сетей, сил оперативного реагирования на чс 
санитарно-эпидемиологического характера на на-
циональном и международном уровне (воз, снг, 
Шос, евразэс, атэс и др.) и развития внутриве-
домственного и межведомственного взаимодействия 
в этой сфере национальной безопасности. 

2. совершенствование нормативно-методиче-
ской базы в области санитарной охраны территории 
таможенного союза российской Федерации с учетом 
расширения государств-участников.

3. обеспечить реализацию: 
- отраслевой научно-исследовательской про-

граммы «научные исследования и разработки с це-
лью обеспечения санитарно-эпидемиологического 
благополучия и снижения инфекционной заболевае-
мости в российской Федерации» на 2011–2015 гг. в 
рамках компетенции кнс;

- федеральной целевой программы «нацио-
нальная система химической и биологической безо-
пасности российской Федерации (2009–2013 годы)»;

4. продолжить реализацию основных направ-
лений научных исследований организаций нау-
ки роспотребнадзора (приказ руководителя рос-
потребнадзора от 14.07.2009 г., № 431» об утверж-
дении концепции научного обеспечения органов и 
организаций роспотребнадзора»:

- совершенствование научных основ эпидемио-
логического надзора, создание научно-обоснованных 
систем паспортизации территорий, внедрение гис-
технологий,

- развитие информационно-аналитического и 
прогнозно-моделирующего направления в эпиде-
миологии (приказ руководителя роспотребнадзора 
от 06.10.2009 г. № 639 «основные направления  дея-
тельности роспотребнадзора, его органов и органи-
заций на 2010 год»),

- разработку и внедрение в практику современ-
ных алгоритмов мониторинга, методов и средств 
лабораторной диагностики в систему эпидемиологи-
ческого надзора и профилактики опасных инфекци-
онных болезней,

- развитие инновационных технологий и их вне-
дрение в деятельность противочумных учреждений 
и взаимодействующих с ними органов и организаций 
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роспотребнадзора и других ведомств.
5. считать приоритетным развитие иннова-

ционного направления в области предупреждения 
и оперативного реагирования на чс санитарно-
эпидемиологического характера на основе модерни-
зации стационарных и мобильных структур.

6. продолжить исследования по обеспечению 
модернизации технологической базы и методологи-
ческой основы эпидемиологического надзора в при-
родных очагах чумы, сочетанных с другими опасны-
ми инфекционными болезнями. 

7. считать приоритетным научно-методическое 
и практическое обеспечение участия спэб в прак-
тических мероприятиях российской Федерации: 
зим них олимпийских играх 2014 г. (сочи), XXVII 
всемирной летней универсиаде (2013 г., казань), 
саммите стран атэс (2012 г.).

8. одобрить проекты нормативно-методических 
документов по санитарной охране территории 
российской Федерации и эпидемиологическому 
надзору за чумой и другими оои, в соответствии 
с планом основных организационных мероприятий 
роспотребнадзора, планом кнс по обеспечению гар-
монизации национальной нормативно-методической 
базы с международными медико-санитарными пра-
вилами (2005 г.) и планом внедрения результатов 
нир в практику здравоохранения кнс на 2010 г.

9. активизировать работу по усовершенство-
ванию нормативно-методической базы по вопро-
сам неспецифической профилактики особо опасных 
природно-очаговых инфекционных болезней на тер-
ритории российской Федерации.

10. обеспечить внедрение в практику проведе-
ния противоэпидемических мероприятий новых де-
зинфектологических технологий и препаративных 
форм дератизации, дезинсекции и дезинфекции.

11. одобрить проект предложений учреждений 
кнс для включения в план основных организацион-
ных мероприятий Федеральной службы по надзору 
в сфере защиты прав потребителей и благополучия 
человека на 2011 г. и направить в роспотребнадзор.

12. считать приоритетным проведение работ 
в рамках сетевого графика разработки и внедрения 
препаратов для диагностики и профилактики особо 
опасных инфекционных болезней, из которых пер-
воочередными являются мибп для лабораторной 
диагностики оои, вошедшие в соответствующие 
нормативно-методические документы.

13. повысить интенсивность научных исследо-
ваний и ускорить внедрение в практическое здраво-
охранение средств нового поколения индикации и 
лабораторной диагностики особо опасных бактери-
альных и вирусных инфекций на основе многофак-
торного экспрессного генодиагностического и имму-
ноанализа с использованием современных биотехно-
логических процессов и адаптированных для разных 
уровней лабораторной диагностики высокочувстви-
тельных приборов.

14. одобрить проект руководства по вакцино-
профилактике особо опасных инфекционных заболе-

ваний и рекомендовать его к изданию.
15. продолжить научные исследования по со-

вершенствованию биотехнологии производства 
диагностических, профилактических и лечебно-
профилактических медицинских иммунобиологиче-
ских препаратов с повышенными потребительскими 
характеристиками.

16. создать рабочую группу из представителей 
Фгун гнц пмб (головное учреждение), Фгун 
гнц вб «вектор», Фгуз роснипчи «микроб» по 
разработке комплексного алгоритма генотипирова-
ния и оценки геномного полиморфизма возбудителей 
особо опасных бактериальных инфекций, прогнози-
рования их эволюции, определение параметров воз-
можной направленной генетической модификации и 
формирование  систем молекулярно-генетического 
мониторинга. 

17. интенсифицировать работы по созданию 
вакцин против опасных инфекций, пригодных для 
иммунопрофилактики как в обычных условиях, так и 
при чрезвычайных ситуациях природного, техноген-
ного или искусственного характера при одновремен-
ном экстренном применении с антибактериальными 
препаратами.

18. запланировать экспериментальные работы 
по генно-инженерному конструированию модельных 
штаммов возбудителей оои, необходимых для сни-
жения биологических рисков в процессе подготовки 
специалистов по оои.

19. поручить Фгуз волгограднипчи прове-
сти инвентаризацию нормативно-методической базы 
по биологической безопасности.

20. продлить срок выполнения нир 31-2-08 
«конструирование средств лабораторной диагно-
стики опасных инфекций с использованием техно-
логий биочипов» (Фгуз роснипчи «микроб») и 
нир 014-3-08 «влияние липополисахарида туляре-
мийного микроба разных подвидов на функциональ-
ное состояние иммунокомпетентных клеток макро-
организма» (Фгуз иркутскнипчи)  до 2012 г.

21. осуществлять дальнейшую кооперацию и 
сотрудничество научно-исследовательских институ-
тов роспотребнадзора  при выполнении нир.

22. одобрить отчет о ходе выполнения плана ра-
боты координационного научного совета в 2010 г.

23. одобрить итоги выполнения плана нир, пла-
на внедрения результатов нир в практику здравоохра-
нения на 2010 г. и рекомендовать представленные ик 
по завершенным на 2010 г. темам к утверждению.

24. утвердить план нир на 2011 г., включающий 
126 тем, из них 47 вновь планируемые. включить 88 
предложений в план внедрения результатов нир в 
практику здравоохранения на 2011 г. считать выпол-
нение плана кнс обязательным.

25. одобрить изменения в составе кнс и его 
проблемных комиссий.

26. направить отчет о работе координационного 
научного совета по санитарно-эпидемиологической 
охране территории российской Федерации в 2010 г. 
в роспотребнадзор и рамн.
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ми ни стер ства обороны ссср младшим, а затем – 
старшим научным сотрудником. с 1978 г. – в цен-
тральном аппарате. прошел путь от офицера отдела 
до начальника управления биологической защиты, 
а затем заместителя начальника войск рхб защиты 
вооруженных сил российской Федерации. именно 
на него возлагалась организация научной работы по 
проблеме защиты армии и населения от биологиче-
ского оружия и биотерроризма. 

работа по повышению эффективности ниокр, 
направленных на совершенствование средств биоло-
гической защиты, совпала с периодом существенных 
структурно-кадровых изменений в вооруженных 
силах. в этих условиях никифор трофимович про-
вел большую работу по сосредоточению научных 
коллективов на основных направлениях исследова-
ний с опорой на уникальных профессионалов вы-
сокого уровня подготовки. благодаря этим мерам, в 
научно-исследовательских учреждениях в сравни-
тельно короткий срок был выполнен ряд важных в 
прикладном отношении разработок. по его инициа-
тиве были сформированы центр специальной лабо-
раторной диагностики и лечения особо опасных и 
экзотических инфекционных заболеваний и мобиль-
ные диагностические группы. проводилась большая 
работа по созданию эффективных средств защиты. 

так, уже к концу 2006 г. было аттестовано 65 
современных иммунобиологических и модель-
ных тест-препаратов, не имеющих аналогов как 
в российской Федерации, так и за ее пределами. 
разработан и принят на снабжение комплект средств 
экспресс-анализа, включающий индикационные и 
диагностические тест-системы и наборы реагентов 
для быстрого обнаружения возбудителей опасных и 
особо опасных инфекционных заболеваний в про-
бах объектов внешней среды, а также в клинических 

трофимовича выполнен ряд научных и научно-при-
кладных программ, имеющих оборонное значение.

он являлся одним из ведущих экспертов в 
российской Федерации на международных перего-
ворах по вопросам биологического оружия, консуль-
тантом Федеральной службы охраны российской 
Федерации по биологической защите, непосред-
ственным разработчиком концепции создания меха-
низма контроля за соблюдением конвенции о запре-
щении биологического оружия, представлял интере-
сы минобороны россии в качестве члена трех прави-
тельственных комиссий по проблемам химической и 
биологической безопасности, антитеррористической 
и генно-инженерной деятельности.

никифор трофимович с 1996 по 2007 год при-
нял участие в 14 сессиях специальной группы 
государств-участников конвенции о запрещении 
биологического оружия и 3 конференциях по распро-
странению действия конвенции. 

в критические моменты, которых у него было не 
мало, он проявлял принципиальность и всегда дово-
дил принятые решения до конца. в обращении с под-
чиненными его отличали доступность, стремление 
делиться своим опытом и знаниями, но всё это соче-
талось с высокой требовательностью. несомненно, 
что общение с никифором трофимовичем сыграло 
определяющую роль в становлении многих уче-
ных, организаторов науки и руководителей научных 
учреждений.

многие годы он был председателем экспертного 
совета высшей аттестационной комиссии россии по 
закрытой тематике. именно от него в значительной 
степени зависела объективность оценки представ-
ляемых докторских и кандидатских диссертаций и 
присвоения ученых званий.

никифор трофимович является автором 5 моно-

ПаМЯТи КоЛЛеГи

ПаМЯТи ВаСиЛЬеВа ниКифора ТрофиМоВиЧа 
(1947–2010)

после продолжительной болезни 
15 октября 2010 года на 64 году жиз-
ни скончался видный специалист в 
области биологической защиты войск 
и населения, доктор биологических 
наук, профессор генерал-лейтенант 
медицинской службы васильев 
никифор трофимович.

никифор трофимович родил-
ся 17 мая 1947 г. в с. оланешты су-
воровского района молдавской сср. 
после окончания в 1971 г. с отличи-
ем военно-медицинского факультета 
куйбышевского медицинского ин-
ститута служил по 1978 г. в науч-
но-исследовательском институте 

материалах. научные исследования с 
2000 г. нашли практическое примене-
ние при обеспечении вооруженных 
сил российской Федерации современ-
ными техническими средствами для 
проведения биологической разведки 
и контроля биологического зараже-
ния. предложен и принят на осна-
щение вооруженных сил российской 
Федерации автоматический сигна-
лизатор для неспецифической ин-
дикации аэрозолей биологических 
средств и токсинов асп-13 с совре-
менной элементной базой и новыми 
техническими решениями. 

под руководством никифора 
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графий и более 120 научных работ. под его руко-
водством защищено 25 кандидатских и докторских 
диссертаций. он лауреат премии правительства 
российской Федерации в области науки и техники за 
разработку высокоэффективной вакцины против си-
бирской язвы.

за заслуги в укреплении обороноспособности 
страны и разработку биологических препаратов в 
условиях, сопряженных с риском для жизни, награж-
ден орденами мужества, почета, «за службу родине 

в вооруженных силах ссср» III степени, «за заслу-
ги перед отечеством» IV степени.

но время неумолимо, и никифор трофимович 
в числе многих специалистов, создававших систему 
защиты войск и населения страны от биологическо-
го оружия, закончил свой жизненный путь. он про-
жил достойную жизнь видного ученого. заложенные 
им и его сподвижниками традиции, опыт и знания, 
безусловно, сыграют свою роль в формировании сле-
дующих поколений специалистов. 
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ЮБиЛеи

21 октября 2010 г. исполнилось 60 лет со дня рождения онищенко Геннадия 
Григорьевича, доктора медицинских наук, профессора, академика рамн, руко-
водителя федеральной службы по надзору в сфере защиты прав потребителей и 
благополучия человека, Главного государственного санитарного врача.

* **

7 сентября 2010 г. исполнилось 60 лет со дня рождения кузнецова александра 
александровича, доктора биологических наук, главного научного сотрудника 
лаборатории эпизоотологического мониторинга росниПЧи «микроб».

* **

10 октября 2010 г. исполнилось 60 лет со дня рождения куклева евгения 
Валентиновича, доктора медицинских наук, профессора, ведущего научно-
го сотрудника лаборатории эпизоотологического анализа и прогнозирования 
росниПЧи «микроб».

* **

8 ноября 2010 г. исполнилось 60 лет со дня рождения матросова александра 
николаевича, доктора биологических наук, ведущего научного сотрудника лабо-
ратории эпизоотологического мониторинга росниПЧи «микроб».

* **

9 ноября 2010 г. исполнилось 75 лет со дня рождения рыжко инны 
Васильевны, доктора медицинских наук, профессора, ведущего научного сотруд-
ника ростовского ниПЧи.

Редакционная коллегия журнала «Проблемы особо опасных инфек-
ций» сердечно поздравляет юбиляров, желает им доброго здоровья, сча-
стья, благополучия и дальнейших успехов в их работе.


