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л.м.куклева, Г.а.ерошенко, н.а.Видяева, В.В.кутырев

БаКТериаЛЬнаЯ БиоПЛенКа и оСоБенноСТи ее оБраЗоВаниЯ  
У ВоЗБУдиТеЛЯ ЧУМЫ и дрУГиХ ПаТоГеннЫХ иерСиниЙ

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

в обзоре представлены современные литературные данные об общих закономерностях образования бактери-
альных биопленок, этапах ее формирования и структурно-функциональной организации, а также об участии раз-
личных ферментных систем в функционировании биопленки. проведен анализ сведений об особенностях образо-
вания биопленок патогенными иерсиниями – Yersinia pestis, Y. pseudotuberculosis и Y. enterocolitica. представлены 
данные об участии генов hmsHFRS-оперона хромосомной области пигментации Y. pestis в формировании струк-
туры биопленки и ее регуляции генами hmsP и hmsT. обобщены результаты исследований последних лет, посвя-
щенных генетической детерминированности процессов образования биопленки возбудителем чумы, в частности 
участию генов синтеза липополисахарида (waaA, yrbH и gmhA) и полиаминов (speA и speС), а также регулятор-
ных генов rcsA и phoP-phoQ. приведены результаты собственных исследований по изучению особенностей фор-
мирования биопленки штаммами возбудителя чумы разных подвидов на абиотических поверхностях и модели 
нематоды Caenorhabditis elegans. обсуждена роль биопленки в сложном жизненном цикле возбудителя чумы, 
отмечено ее значение не только для обеспечения трансмиссии чумы с помощью блох, но и для сохранения Y. pestis 
во внешней среде вне организма теплокровного хозяина.
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This paper represents a review of the current literature data concerning general principles of bacterial biofilm formation, stages 
of biofilm production and its structural and functional organization, as well as the data concerning involvement of different enzyme 
systems with the process of biofilm functioning. Carried out is the analysis of the data on the peculiarities of biofilm formation by 
pathogenic Y. pestis, Y. pseudotuberculosis, and Y. enterocolitica. Displayed are the data on the role of hmsHFRS-operon genes, lo-
cated in pigmentation chromosomal region of Y. pestis, in the process of biofilm structure formation, and the data on its regulation 
by hmsP and hmsT genes. Summarized are the results of the recent years’ investigations devoted to the genetic determinancy of the 
plague agent biofilm formation processes, and in particular to the involvement of genes encoding synthesis of lipopolysaccharide 
(waaA, yrbH and gmhA) and polyamines (speA and speC), as well as rcsA and phoP-phoQ regulatory genes with biofilm formation 
procedures. Represented are the results of our own investigations concerning the studies of peculiarities of biofilm formation by plague 
agent strains of different subspecies on the abiotic surfaces and on the nematode model – Caenorhabditis elegans. Discussed is the role 
of the biofilm in the complex life span of the plague agent. Noted is biofilm significance not only for facilitation in plague transmission 
by fleas, but also for Y. pestis preservation in the environment, out of the organism of a warm-blooded host. 

Key words: biofilm, plague agent, pathogenic Yersinia.

Cогласно современным представлениям бак-
терии способны существовать как в виде свобод-
ноживущих планктонных клеток, так и в виде био-
пленок. J.Costerton et al. [15] определили биопленку 
как «структурированное сообщество бактериальных 
клеток, которые прикреплены к инертной или живой 
поверхности и окружены образуемым ими полимер-
ным матриксом». показано, что свыше 90 % бакте-
рий могут формировать биопленки на различных ти-
пах поверхностей, а некоторые из них образуют био-
пленки и в условиях макроорганизма [14]. свойства 
свободноживущих планктонных клеток и бактерий, 
входящих в биопленку, существенно различаются. 
бактериальные клетки в составе биопленки обла-
дают повышенной устойчивостью к неблагопри-
ятным факторам внешней среды, в том числе к воз-
действию различных антимикробных агентов [25]. 

большинство хронических инфекционных заболе-
ваний человека и животных, с трудом поддающихся 
лечению лекарственными препаратами, как правило, 
вызваны биопленками патогенных бактерий [14].

в основе формирования биопленки лежат три 
ведущих механизма, которые зависят от вида микро-
организма, природы колонизируемой поверхности, 
физических и химических параметров окружающей 
среды [24]. один из этих механизмов заключается в 
колонизации поверхности за счет движения по ней 
прикрепившихся клеток. второй механизм обуслов-
лен делением прикрепившихся клеток и их распро-
странением в различные стороны от места прикре-
пления. и, наконец, пополнение клеточной массы 
биопленок может происходить за счет бактерий, цир-
кулирующих в окружающей жидкости [25].

в качестве сигналов, обусловливающих вклю-
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чение у планктонных бактерий механизмов перехода 
от свободного состояния к оседлому существованию 
на соответствующей поверхности, выступают изме-
нения в содержании питательных веществ, железа и 
кислорода, температуры, осмолярности, рн среды и 
т.д. [38, 42].

Формирование биопленки проходит через ряд 
последовательных этапов, включающих прикрепле-
ние планктонных бактерий к поверхности, проли-
ферацию и последующее накопление массы клеток 
в виде многослойной структуры, содержащей синте-
зируемый самими клетками полимерный внеклеточ-
ный матрикс. по мере созревания биопленки некото-
рые бактерии открепляются и колонизируют новые 
поверхности. структура биопленки регулируется как 
физико-химическими взаимодействиями с фактора-
ми внешней среды, так и генетическими механизма-
ми самих бактерий [40].

Прикрепление к поверхности. первым этапом 
в формировании биопленки является адгезия бакте-
риальных клеток к биотической или абиотической 
поверхности [38]. первичный контакт планктонно-
го микроорганизма и поверхности происходит либо 
случайно (например, при пассивной миграции клеток 
с током жидкости), либо вследствие направленного 
движения, обусловленного хемотаксисом. стадия 
первичной адгезии занимает несколько секунд, яв-
ляется обратимой и зависит от неспецифических 
физико-химических механизмов взаимодействия (ги-
дрофобные и электростатические силы, стерическое 
соответствие молекул и т.д.) между поверхностными 
структурами микроорганизма и самого субстрата 
[37]. вторая стадия адгезии характеризуется необ-
ратимым связыванием бактериальных клеток с по-
верхностью при помощи специфических молекул – 
адгезинов. важную роль на этом этапе играют такие 
клеточные структуры, как фимбрии, поверхностные 
белки, липополисахарид и жгутики [24].

при переходе от планктонного к оседлому со-
стоянию у бактерий происходит изменение многих 
процессов жизнедеятельности. так, прикрепление к 
поверхности изменяет экспрессию почти 40 % бакте-
риальных генов, участвующих в процессах мембран-
ного транспорта, секреции, синтеза фосфолипидов и 
липополисахарида, регуляции генов [43]. при этом 
может происходить как активирование экспрессии 
генов (например, поринов), так и их репрессия (гены 
жгутикообразования) [24].

Созревание биопленки. через некоторое время 
после необратимого прикрепления к поверхности, 
бактерии теряют подвижность, слипаются друг с 
другом, образуя многоклеточный слой. при дости-
жении толщины слоя клеток более 10 мкм наступает 
следующая стадия, обозначаемая как стадия созрева-
ния биопленки [38].

основной структурной единицей биопленки яв-
ляется микроколония, которая представляет собой 
многоклеточное образование толщиной в 3–5 слоев, 
образующееся после адгезии бактерии к поверхно-

сти [37]. при этом бактериальные клетки состав-
ляют не более 15 % объема биопленки, остальное 
представляет экзополисахаридный матрикс, который 
включает клеточные остатки и внеклеточную днк 
[38]. микроколонии постепенно увеличиваются в 
размерах и объединяются с образованием макроко-
лоний. кроме микроколоний, в сложной трехмерной 
архитектуре биопленки в большом количестве встре-
чаются поры и каналы, по которым осуществляется 
приток воды, питательных веществ и кислорода и 
выведение конечных продуктов метаболизма [43].

ключевая роль в функционировании бактери-
альной биопленки принадлежит сигнальной моле-
куле c-di-GMP – циклическому димерному гуанозин 
монофосфату [16]. уровень биосинтеза этой молеку-
лы в клетке зависит от действия двух ферментов – 
дигуанилатциклазы и фосфодиэстеразы, содержа-
щих, соответственно, GGDEF и EAL домены. белки, 
включающие GGDEF- и EAL-домены, обнаружены 
исключительно у бактерий [34]. большинство белков 
с GGDEF- и EAL-доменами участвуют не только в 
формировании биопленки, но и в процессах диффе-
ренцировки, подвижности, фотосинтеза и проявле-
ния вирулентности бактерий [41]. эти белки состав-
ляют сложную бактериальную систему сигнальной 
трансдукции, обеспечивающую синтез молекулы-
посредника – c-di-GMP [16].

структуру биопленки в значительной мере 
опре деляет внеклеточное полимерное вещество или 
матрикс. «экзополисахаридный матрикс» это об-
щий термин, объединяющий большое разнообразие 
таких химических соединений, как экзополисахари-
ды, белки, нуклеиновые кислоты и другие вещества 
[37]. подавляющее большинство бактерий в соста-
ве экзополисахарида содержат линейный гомогли-
кан β-1,6-N-ацетилглюкозамин или целлюлозу [34]. 
некоторые микроорганизмы синтезируют несколько 
экстраклеточных полисахаридов, в том числе β-1,6-
N-ацетилглюкозамин, целлюлозу, колановую кисло-
ту [37].

характерной особенностью биопленок, образуе-
мых различными видами бактерий, является присут-
ствие поверхностных белков, получивших название 
Bap-белков (biofilm associated proteins) [35]. общими 
особенностями этой группы белков являются их вы-
сокий молекулярный вес, наличие сходных коровых 
доменов [34]. 

потенциал роста любой биопленки ограничен 
доступностью питательных веществ и кислорода, 
перфузией их в различные слои биопленки и эффек-
тивностью удаления отходов, содержанием ионов во-
дорода (рн среды), осмолярностью и т.д. [15].

Открепление (рассеивание) клеток. в опреде-
ленный момент времени биопленка достигает крити-
ческой массы и возникает динамическое равновесие, 
при котором от наружных слоев, наиболее удален-
ных от поверхности, начинают открепляться клетки, 
способные покидать биопленку и колонизировать 
другие поверхности [25]. открепление бактерий от 
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биопленки может быть обусловлено как внешними 
(движение жидкости), так и внутренними (энзимати-
ческая деградация β-1,6-N-ацетилглю ко за ми на или 
поверхностно связанных белков) причинами [43]. 
открепление клеток от биопленки может проис-
ходить посредством освобождения индивидуальных 
клеток или их агрегатов в окружающую среду, а так-
же перемещением биопленки по поверхности [24].

Формирование биопленки является составной 
частью жизненного цикла большинства микроорга-
низмов. особое значение имеет изучение образова-
ния биопленки патогенными бактериями, поскольку 
формирование биопленки на внутренних поверх-
ностях макроорганизмов приводит к развитию та-
ких болезней как эндокардиты, остеомиелиты, от-
иты, периодонтиты, простатиты и пневмонии [25]. 
Формирование биопленки не обязательно связано с 
вирулентностью, т. к. многие непатогенные бактерии 
также обладают этим свойством, однако наличие та-
кой активности способствует выживанию возбудите-
лей как во внешней среде, так и в организме хозяи-
на. способность вызывать заболевания бактериями, 
находящимися в форме биопленки, установлена для 
различных видов Pseudomonas, Vibrio, Staphylococci, 
Streptococci, Mycobacterium, Bacillus и др. [14].

важную роль биопленка играет и в жизнедея-
тельности патогенных видов бактерий рода Yersinia – 
Y. pestis, Y. pseudotuberculosis и Y. enterocolitica, кото-
рые являются возбудителями болезней человека и 
других млекопитающих. характерной особенностью 
возбудителя чумы Y. pestis является его чрезвычайная 
вирулентность и специфический способ передачи 
возбудителя, осуществляемый при участии насеко-
мых [1]. Y. pestis обладает уникальной, не встречаю-
щейся у других бактерий, способностью использо-
вать биопленку для трансмиссии с помощью инфи-
цированных блох.

Особенности формирования биопленки патоген-
ными иерсиниями. возбудитель чумы Y. pestis явля-
ется ветвью эволюции псевдотуберкулезного микро-
ба, от которого он произошел относительно недавно 
[10]. тем не менее, многие свойства, в том числе и 
способность к образованию биопленки, претерпели 
у чумного микроба значительные изменения.

псевдотуберкулезный микроб, повсеместно 
распространенный в окружающей среде, в частно-
сти, в почве и воде, использует способность к об-
разованию биопленки для переживания неблаго-
приятных внешних воздействий и для защиты от 
поедания беспозвоночными хищниками. у возбу-
дителя чумы, ведущего паразитическое существо-
вание, способность к образованию биопленки необ-
ходима для выживания в пищеварительном тракте 
насекомого-переносчика и накопления микробной 
массы, фрагменты которой попадают в организм 
теплокровного хозяина при укусе блохи. таким об-
разом, в процессе внутривидовой эволюции чумной 
микроб адаптировал способность к образованию 
биопленки для выработки принципиально нового 

способа передачи инфекции – через укус блохи, со-
держащей сформированную биопленку. 

Генетические механизмы образования био-
пленки у возбудителей чумы и псевдотуберкулеза. 
структурными генами образования биопленки у воз-
будителя чумы являются гены хромосомного оперо-
на hmsHFRS (9,1 т.п.н.) – hmsH, hmsF, hmsR и hmsS 
(hemin storage), расположенного в хромосомной об-
ласти пигментации, имеющей размер 102 т.п.н. [12, 
26, 32, 33, 36]. ранее хромосомный hmsHFRS оперон 
связывали с адсорбцией гемина и конго красного на 
внешней мембране клеток Y. pestis при 26 °с, но не 
37 °с [28, 36]. сейчас степень связывания красителей 
рассматривают как меру синтеза экзополисахарида 
при формировании биопленки возбудителем чумы 
[12, 32]. за регуляцию образования Hms-зависимой 
биопленки отвечают гены hmsT и hmsP, расположен-
ные за пределами hmsHFRS оперона [32, 40].

Структура и функции генов hmsHFRS оперона. 
белки, детерминируемые генами hmsHFRS оперона, 
являются компонентами наружной (HmsH и HmsF) и 
внутренней (HmsR, HmsS) мембран клетки возбуди-
теля чумы (рисунок) [40].

HmsH, предположительно, выполняет функ-
цию порина, через который poly-β-1,6-GlcNAc (поли 
β-1,6-N-ацетилглюкозамин) экспортируется на по-
верхность бактерии [22, 32, 36, 40]. HmsF является 
липопротеином, обладает деацетилазной активно-
стью и, по-видимому, участвует в модификации экс-
траклеточного полисахаридного матрикса биоплен-
ки, обеспечивая электростатическое взаимодействие 
с негативно заряженной поверхностью клетки [22, 
48]. комплекс белков HmsR и HmsS обладает глико-
зилилтрансферазной активностью и является ключе-

модель образования Hms-зависимой биопленки Y. pestis [33]:
EPS – экстраклеточный матрикс (экзополисахарид); OM – наружная 
мембрана; IM – внутренняя мембрана; GT – гликозилтрансфераза;  

DGC – дигуанилатциклаза; «+» – стимуляция энзиматической  
активности HmsR со стороны c-di-GMP
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вым элементом в биосинтезе биопленки [12, 22].
к настоящему времени полный биохимический 

и структурный анализ экзополисахарида Y. pestis пока 
не осуществлен, поэтому существует возможность 
присутствия в матриксе биопленки возбудителя чумы 
не только poly-β-1,6-GlcNAc, но и других полимеров. 

белки HmsT и HmsP контролируют Hms-
зависимый биосинтез внеклеточного матрикса био-
пленки через противоположно направленное влия-
ние на содержание c-di-GMP [11, 12, 32, 41]. HmsP 
и HmsT являются белками внутренней мембраны. 
активный центр белка HmsP находится в цитоплаз-
ме на с-конце и содержит EAL-домен, который не-
обходим для фосфодиэстеразной активности в отно-
шении регуляторной молекулы – бис-(3’-5’)-ци кли-
че ский димерный гуанозин монофосфат (c-di-GMP) 
[11, 32]. цитоплазматический с-конец белка HmsT 
содержит GDDEF-домен, определяющий проявление 
дигуанилатциклазной активности этого фермента 
[12, 40]. методами биохимического и генетическо-
го анализа показано существование взаимодействий 
между Hms белками внутренней мембраны – HmsT, 
HmsP, HmsR и HmsS [12].

таким образом, Hms система Y. pestis, анало-
гично другим грамотрицательным бактериям, та-
ким как Salmonella, Gluconacetobacter, Rhizobium, 
Pseudomonas и Vibrio, использует GGDEF- и EAL-до-
мен ные белки для контроля концентрации молекулы 
c-di-GMP, участвующей в регуляции синтеза экзо-
полисахарида биопленки [16]. полученные данные 
о значении генов hmsT и hmsP позволили высказать 
гипотезу о том, каким образом происходит регуляция 
образования биопленки.

белки HmsR, HmsS, HmsT и HmsP формируют 
во внутренней мембране энзиматический комплекс. 
HmsR в ассоциации с HmsS осуществляют синтез 
поли-1,6-N-ацетилглюкозамина, а HmsP и HmsT ре-
гулируют этот процесс путем контроля уровня c-di-
GMP [12]. в блохах при температуре 26 °с проис-
ходит увеличение уровня c-di-GMP, обусловленное 
действием HmsT. это вызывает активизацию фер-
мента HmsR, синтез поли-1,6-N-ацетил глю ко замина, 
формирование биопленки и переход к стадии бло-
кирования блох. блокированные блохи способны 
к эффективной передаче чумы млекопитающим. в 
организме млекопитающих при температуре 37 °с 
происходит деградация HmsT специфическими про-
теазами (Lon, ClpP и/или ClpX), а также повышение 
фосфодиэстеразной активности HmsP, что вызывает 
снижение уровня c-di-GMP и приводит к ингибиро-
ванию образования биопленки в организме тепло-
кровных животных [13]. таким образом, в организме 
млекопитающих возбудитель чумы существует не 
в виде биопленки, а в виде свободно живущих бак-
терий, которые распространяются по организму хо-
зяина и синтезируют поверхностно расположенные 
факторы вирулентности (белковая капсула FraI, про-
теаза Pla), препятствующие действию защитных сил 
теплокровного хозяина.

Участие других генов в образовании биопленки 
возбудителем чумы. образование биопленки – это 
сложный физиологический процесс, в котором уча-
ствуют не только гены hms оперона. так, показано, 
что на формирование биопленки влияет липопо-
лисахарид (лпс) – основной компонент наружной 
мембраны грамотрицательных бактерий. мутации 
в генах waaA, yrbH и gmhA, кодирующих ферменты 
биосинтеза компонентов лпс, приводят к снижению 
образования биопленки у Y. pestis, причем gmhA му-
танты практически не способны блокировать блох, 
что обусловлено, вероятно, уменьшением продук-
ции экзополисахарида, а не изменениями его струк-
туры [18, 47]. влияние генов waaA и gmhA на форми-
рование биопленки вызвано, вероятно, изменением 
транспорта экзополисахарида через наружную мем-
брану клетки, компонентом которой является лпс 
[18, 47]. ген yrbH детерминирует синтез полифунк-
ционального белка YrbH, участвующего в биосинте-
зе липополисахарида, а один из его функциональных 
доменов, по-видимому, является негативным регуля-
тором биопленки [47].

установлено, что в образовании биопленки 
участвуют продукты генов speA (аргининдекарбок-
силаза) и speC (орнитиндекарбоксилаза), детерми-
нирующих образование полиаминов (спермидина 
и путресцина). мутации в этих генах приводят к 
утрате способности формировать биопленку клет-
ками Y. pestis [39]. в отсутствие полиаминов сни-
жается уровень биосинтеза ключевых Hms белков – 
HmsR, HmsS и HmsT на 93, 43 и 90 % соответствен-
но. при этом отсутствие полиаминов не влияет на 
инициацию транскрипции или стабильность ирнк, 
а их функция связана с регулированием трансляции 
HmsR и HmsT [50].

недавно было выявлено влияние на формиро-
вание биопленки возбудителем чумы продукта гена 
yapC – аутотранспортного белка YapC, способного, 
по-видимому, осуществлять функцию адгезина [21].

эволюционное становление жизненного цикла, 
связанного со сменой организмов теплокровного и 
холоднокровного животного, привело к изменению 
у возбудителя чумы ряда регуляторных систем. так, 
выявлены существенные изменения в системе фос-
форилирования Rcs, которая у бактерий контролиру-
ет экспрессию генов в ответ на такие внешние сигна-
лы, как изменения температуры и осмолярности. у 
возбудителя чумы, в отличие от его эволюционного 
предшественника Y. pseudotuberculosis, выявлена му-
тация в гене rcsA – отрицательном регуляторе обра-
зования биопленки, что привело к его превращению 
в псевдоген и способствовало накоплению массив-
ной биопленки в пищеварительном тракте блох [44]. 
такое генетическое событие обеспечило (наряду с 
приобретением плазмиды pFra, необходимой для вы-
живания Y. pestis в блохах) освоение возбудителем 
чумы новой экологической ниши – пищеваритель-
ного тракта блохи и осуществление эффективной 
трансмиссии с помощью блох.
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изучено участие в формировании биопленки 
регуляторной (двухкомпонентной) системы PhoP-
PhoQ, которая обусловливает ответные реакции 
микроорганизма на содержание во внешней среде 
ионов Ca2+ и Mg2+ и способствует выживанию чум-
ного микроба внутри макрофагов [23, 45]. делеция 
в гене phoP приводит к существенному увеличению 
толщины образуемой клетками биопленки и проч-
ности ее связывания с поверхностью, что свидетель-
ствует об участии продукта гена phoP в негативной 
регуляции формирования биопленки. кроме того, 
показано влияние белка PhoP на функционирование 
дигуанилатциклазы HmsT [45]. обнаружение регуля-
торной роли PhoP хорошо согласуется с двухфазным 
жизненным циклом возбудителя чумы. во время раз-
вития инфекции в организме млекопитающих PhoP 
позитивно регулирует гены, обеспечивающие выжи-
вание бактерий и вирулентность, и подавляет форми-
рование биопленки, которая не нужна возбудителю в 
организме теплокровного хозяина [23, 45].

Особенности формирования биопленки у чумного 
микроба на различных поверхностях. исследование 
процесса формирования биопленки и образования 
блока в преджелудке блохи представляет собой до-
вольно сложную задачу из-за микроскопических 
размеров пищеварительного тракта насекомого-
переносчика и недостаточно разработанных методов 
генетического анализа насекомых.

были предприняты попытки изучения форми-
рования биопленки in vitro при использовании боро-
силикатного стекла, различных типов пластиковых 
поверхностей [5, 11, 19, 29]. показана способность 
возбудителя чумы образовывать на этих абиотиче-
ских поверхностях видимую биопленку и установ-
лена корреляция этого признака с формированием 
пигментированных колоний на средах с гемином или 
конго красным.

способность к образованию биопленки на био-
тической поверхности исследуют на модели немато-
ды Caenorhabditis elegans. неприхотливость к усло-
виям выращивания, высокая скорость генерации, а 
также хорошо развитая методология генетических 
и молекулярных исследований и полностью секве-
нированный геном делают модель C. elegans очень 
удобной для изучения образования биопленки воз-
будителем чумы. 

показано, что клетки Y. pestis образуют на голове 
и верхней части туловища нематоды C. elegans бакте-
риальную биопленку, которая эффективно блокирует 
питание этого беспозвоночного животного, что пора-
зи тельно похоже на поведение Y. pestis в блохах.

в составе биопленки, образуемой возбудителем 
чумы на поверхности нематоды, как и в организме 
блох, выявлен полисахарид [46, 47]. Формирование 
биопленки на поверхности С. elegans, как блокиро-
вание блох, строго коррелирует с фенотипом пигмен-
тации и требует участия в этом процессе продуктов 
оперона hmsHFRS [4, 17]. у штаммов Y. pestis, фор-
мирующих биопленку на кутикуле C. elegans, выяв-

лены интактные гены gmhA, speA и speC, ассоции-
руемые с проявлением способности к образованию 
биопленки в блохах [4]. 

Сравнительное изучение образования биоплен-
ки у штаммов основного и неосновных подвидов. 
согласно отечественной схеме внутривидовой клас-
сификации вид Y. pestis представлен пятью подви-
дами: основным и 4 неосновными (кавказским, ал-
тайским, гиссарским, улегейским) [7]. большинство 
штаммов основного подвида обладают высокой ви-
рулентностью и высоким эпидемическим потенциа-
лом, в то время как штаммы неосновных подвидов 
имеют избирательную вирулентность и низкий эпи-
демический потенциал.

образование биопленки штаммами основного 
подвида Y. pestis и генетические основы этого про-
цесса достаточно хорошо изучены [4, 6, 17, 18, 20, 30, 
46, 47]. способность неосновных подвидов к форми-
рованию биопленки оставалась до недавнего времени 
практически не исследованной. нами изучены осо-
бенности формирования биопленки штаммами Y. pes-
tis разных подвидов [5, 8, 20]. в результате впервые 
установлено, что большинство изученных штаммов 
неосновных подвидов формируют на различных ти-
пах поверхностей (биотические и абиотические) хо-
рошо сформированную биопленку, наличие которой 
четко коррелирует с фенотипом пигментации [5].

при изучении генов, участвующих в синтезе и ре-
гуляции образования биопленки, выявлено наличие у 
неосновных подвидов генов hmsHFRS оперона, регу-
ляторных генов hmsT и hmsP, генов gmhA (биосинтез 
гептозы), speA и speС (синтез полиаминов) [5]. в гене 
rscA (негативный регулятор образования биопленки 
в блохах) у всех изученных штаммов Y. pestis основ-
ного и неосновных подвидов, в отличие от штаммов 
Y. pseudotuberculosis, выявлено наличие вставки раз-
мером 30 п.н. (с 294 по 323 п.н. от начала гена), ко-
торая приводит к нарушению структуры гена и спо-
собствует формированию массивной биопленки в пи-
щеварительном тракте блохи [5]. полученные данные 
свидетельствует о том, что становление способности 
к образованию биопленки в блохах произошло уже 
на ранних этапах эволюции вида Y. pestis и обеспечи-
ло развитие нового механизма передачи инфекции – 
трансмиссии с помощью беспозвоночных животных.

Роль биопленки в сложном жизненном цикле 
возбудителя чумы. биопленка, по-видимому, играет 
важную роль не только в обеспечении трансмиссии 
чумы с помощью блох, но и в сохранении возбуди-
теля во внешней среде вне организма теплокровного 
хозяина. до сих пор многое в сложном жизненном 
цикле Y. pestis остается неясным, в том числе не уста-
новлены способы сохранения возбудителя в периоды 
между эпизоотиями, которые часто бывают очень 
длительными и занимают до нескольких десятков 
лет. все больше данных свидетельствуют в пользу 
того, что значимую роль в сохранении возбудителя 
чумы играют беспозвоночные животные – члены 
сложного биоценоза, в котором существует возбу-
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дитель чумы. общепризнанным является механизм 
длительного сохранения Y. pestis в виде биопленок 
в пищеварительном тракте переносчиков – блох. в 
организме блокированной блохи чумной микроб мо-
жет сохраняться достаточно долго – до нескольких 
месяцев [2]. кроме того, сами блокированные блохи 
способствуют диссеминации возбудителя, рассеивая 
фрагменты биопленки во внешнюю среду. показано, 
что в условиях эксперимента в составе конгломератов 
биопленок с остатками кровяной пищи – «глыбок» – 
возбудитель чумы сохранял свою жизнеспособность 
в течение 7 лет наблюдения [3].

в сохранении возбудителя чумы во внешней сре-
де, вероятно, принимают участие и члены почвенного 
биоценоза – нематоды и простейшие. в эксперимен-
тальных условиях показано, что чумной микроб мо-
жет сохраняться в цистах простейших, а нематоды 
способствуют переносу клеток Y. pestis [6, 9]. описан 
механизм вертикальной передачи возбудителя чумы 
из почвы в организм теплокровных животных, кото-
рый происходит с участием паразитических нематод, 
способных переносить фрагменты биопленок в пище-
варительный тракт блохи, заражая насекомых, обе-
спечивающих последующее инфицирование грызу-
нов [8]. перенос осуществляется по схеме: биопленки 
Y. pestis – личинки паразитических нематод – личинки 
блох – куколки блох – имаго блох – зараженные гры-
зуны. этот механизм удовлетворительно объясняет 
быстрое, иногда взрывное, начало эпизоотий чумы, 
которые начинаются одновременно на больших тер-
риториях природного очага. наличие только блоки-
рованных блох не может обеспечить такого быстрого 
начала эпизоотий чумы. они играют важную роль в 
последующем развитии эпизоотий и в долговремен-
ном сохранении возбудителя в составе биопленок.

таким образом, биопленки играют важную роль 
в жизненном цикле возбудителя чумы, однако их ис-
тинное значение еще предстоит выяснить. 

Особенности формирования биопленки штам-
мами Y. pseudotuberculosis и Y. enterocolitica. экспе-
риментально показано, что штаммы возбудителя 
псевдотуберкулеза, как и Y. pestis, способны обра-
зовывать биопленку на абиотических поверхностях 
и кутикуле головной части нематоды C. elegans, что 
препятствует поеданию бактерий беспозвоночными 
животными [4, 5, 17, 19, 30]. однако выявлены и су-
щественные различия в формировании биопленки 
этими близкородственными бактериями [16, 28]. так, 
по данным G.Joshua et al. [30] большинство штаммов 
Y. pseudotuberculosis не способны блокировать не-
матод в лабораторных условиях. из 41 изу ченного 
ими штамма возбудителя псевдотуберкулеза, отно-
сящегося к 21 серовару, 76 % не образовывали био-
пленку на кутикуле нематод. также установлено, что 
Y. pseudotuberculosis никогда не образует биопленку 
в преджелудке блохи, хотя на некоторое время может 
колонизировать его [2, 19].

Y. pseudotuberculosis, так же как и Y. pestis, содер-
жит оперон hmsHFRS, детерминирующий биосинтез 

экзополисахарида, а также регуляторные гены hmsT 
и hmsP, необходимые для формирования биопленки 
на абиотических и биотических поверхностях [17, 26, 
29]. высказано предположение о том, что различия в 
образовании биопленки между двумя видами Y. pes-
tis и Y. pseudotuberculosis существуют не на уровне 
структуры экзополисахарида, а затрагивают процес-
сы регуляции [20, 27]. в пользу этого предположения 
свидетельствуют экспериментальные данные о влия-
нии регуляторных генов flhDC и rcsA на способность 
Y. pseudotuberculosis образовывать биопленку на аби-
отической и биотической поверхностях [44, 49].

способность к формированию биопленки у воз-
будителя кишечного иерсиниоза – Y. entero co li ti ca 
практически не изучена. по-видимому, биопленка 
Y. enterocolitica не является фактором его вирулент-
ности, а способствует выживанию этого возбудителя 
во внешней среде, что подтверждает его способность 
к длительному сохранению в почве и воде. показано, 
что образование биопленки клетками Y. enterocolit-
ica зависит от наличия жгутиков, поскольку мутан-
ты, лишенные жгутиков, дефектны по образованию 
биопленки из-за неспособности осуществлять эф-
фективную адгезию к поверхности [31]. различия в 
формировании биопленки клетками Y. pestis и Y. en-
terocolitica, по-видимому, связаны и с особенностями 
hms оперонов этих возбудителей, поскольку у возбу-
дителя иерсиниоза были выявлены гены hmsHFRS и 
hmsP, но hmsT не обнаружен [31].

проведенный анализ литературных данных и 
результатов собственных исследований позволя-
ет заключить, что образование биопленок является 
сложным динамическим процессом, который регу-
лируется многоуровневыми механизмами и обеспе-
чивает соответствие метаболических процессов бак-
терий условиям их существования. способностью к 
образованию биопленок обладают как патогенные, 
так и непатогенные бактерии, причем и те и другие 
используют ее для защиты от агрессивных воздей-
ствий среды обитания – иммунной системы хозяина 
или факторов внешней среды. в сложном жизненном 
цикле возбудителя чумы биопленка играет роль в 
обеспечении его трансмиссии с помощью беспозво-
ночных животных, а также в сохранении во внешней 
среде вне организма теплокровных животных.
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согласно данным эпидемиологических наблюде-
ний ситуация по сибирской язве остается напряжен-
ной во многих странах мира. вероятность подъема 
заболеваемости увеличивается при отсутствии или 
недостаточности профилактических мероприятий на 
эндемичной территории. в системе превентивных 
мер центральное место принадлежит вакцинации на-
селения групп риска и сельскохозяйственных живот-
ных. в настоящее время в практике здравоохранения 
российской Федерации для специфической профи-
лактики сибирской язвы у людей используют живую 
вакцину Bacillus anthracis сти-1 [8]. препараты на 
основе аттенуированных бескапсульных произво-
дных различных штаммов B. anthracis получены 
отечественными и зарубежными исследователями в 
середине хх века. существенным их недостатком 

является относительно высокий уровень реактоген-
ности, связанный с воздействием на макроорганизм 
токсичных продуктов жизнедеятельности бактери-
ального штамма. используемые за рубежом химиче-
ские вакцины менее реактогенны, однако по иммуно-
логической эффективности они уступают препаратам 
на основе аттенуированных штаммов B. anthracis. 

достижения биологической и медицинской наук 
за последние несколько десятилетий расширили пред-
ставления о клеточных и молекулярных механизмах 
взаимодействия макро- и микроорганизмов. в распо-
ряжении исследователей появились принципиально 
новые подходы, основанные на современных знаниях 
о структуре и генетической детерминации факторов 
патогенности и иммуногенности микроорганизмов, 
о клеточных и молекулярных механизмах развития 
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ВЗаиМодеЙСТВие ВоЗБУдиТеЛЯ СиБирСКоЙ ЯЗВЫ  
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по современным представлениям защита организма от патогенов обеспечивается функционированием двух 
звеньев иммунной системы – врожденной и приобретенной. на начальных этапах рецепторы неспецифического 
иммунитета, в том числе толл-подобные рецепторы, распознают консервативные патоген-ассоциированные мо-
лекулярные структуры. последующая активация сигнальных путей приводит к быстрой нейтрализации и элими-
нации чужеродного агента. одновременно происходит инициация начальных этапов адаптивного иммунитета, 
реализация каскада провоспалительных реакций. в обзоре обобщены и проанализированы литературные данные 
об особенностях развития врожденного и адаптивного иммунитета в случаях взаимодействия макроорганизма с 
возбудителем сибирской язвы. потенциальными лигандами толл-подобных рецепторов у сибиреязвенного микро-
ба являются протективный антиген, липопротеин, компоненты клеточной стенки, антролизин о, CpG последо-
вательность днк и др. приведены результаты экспериментов, доказывающих влияние синтетических агонистов 
толл-подобных рецепторов на реализацию цитотоксичности Bacillus anthracis и течение инфекционного про-
цесса у лабораторных животных. модификаторы функций толл-подобных рецепторов могут быть использованы 
как иммуностимуляторы при конструировании эффективных средств антиинфекционной защиты. врожденный 
и приобретенный компоненты иммунитета, имея свои уникальные механизмы специфического распознавания 
возбудителя сибирской язвы, находятся во взаимодействии, дополняют и усиливают друг друга.

Ключевые слова: сибирская язва, Bacillus anthracis, иммунитет, толл-подобные рецепторы, вакцины 
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Interaction between Bacillus anthracis and Pattern-Recognizing Receptors  
of Innate and Adaptive Immunity
Russian Research Anti-Plague Institute “Microbe”, Saratov

According to modern views, protection of an organism from different pathogens is achieved through functioning of the two chains 
of immune system – innate and acquired ones. Initially, receptors of non-specific immunity, including Toll-like receptors, identify con-
servative pathogen-associated molecular structures. The subsequent activation of signaling pathways leads to rapid neutralization and 
elimination of foreign agent. Concurrently, initiation of the adaptive immunity, and realization of pro-inflammatory reactions’ cascade 
take place. The review summarizes literature data concerning peculiarities of innate and adaptive types of immunity in case of interac-
tion between macro-organism and Bacillus anthracis. Protective antigen, lipoprotein, cell wall components, anthrolysine O, CpG DNA 
sequence and others are the potential ligands of Toll-like receptors in B. anthracis. Demonstrated are the results of experiments that 
bear evidence of the fact, that synthetic agonists of Toll-like receptors influence realization of B. anthracis cytotoxicity and course of 
infection in laboratory animals. Modificators of Toll-like receptor functions can be used as immunostimulators for designing of effec-
tive means of anti-infectious protection. Innate and adaptive components of the immunity, having their own unique mechanisms of the 
specific B. anthracis identification, interact with each other, strengthen and complement each other. 

Key words: anthrax, Bacillus anthracis, immunity, Toll-like receptors, vaccines.
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патологических и иммунных процессов в организме 
человека или животного. в процессе создания новых 
вакцин и усовершенствования существующих ис-
пользуются как методы классической вакцинологии, 
так и приемы, основанные на достижениях геноми-
ки, протеомики, молекулярной биологии и иммуно-
логии. развитие генной инженерии и молекулярной 
генетики значительно снизило возможные риски, 
возникающие ввиду нестабильности введенного в 
микроорганизм чужеродного генетического мате-
риала. однако с течением времени стало очевидно, 
что продукты геномных технологий обладают недо-
статочной иммуногенностью, так как в большинстве 
своем лишены патоген-ассоциированных молекуляр-
ных структур, взаимодействующих с рецепторами 
врожденного иммунитета. 

по современным представлениям защита ор-
ганизма от патогенов обеспечивается функциони-
рованием взаимодополняющих звеньев иммунной 
системы – врожденной (неспецифической) и приоб-
ретенной (адаптивной, специфической). врожденная 
иммунная система является первой линией защиты 
на пути микроорганизмов. в отличие от медленно 
развивающихся реакций адаптивной иммунной си-
стемы, заключающихся главным образом в пролифе-
рации иммунокомпетентных клеток и образовании 
антител, для активации неспецифического иммуни-
тета требуется относительно небольшой промежуток 
времени – минуты или часы. по мнению некоторых 
авторов, уничтожение и удаление патогенов нередко 
происходит без участия адаптивной иммунной си-
стемы, лишь посредством реакций врожденного им-
мунитета [16, 31].

в активации механизмов неспецифического 
иммунитета можно выделить два основных этапа – 
идентификация агонистов рецепторами и передача 
сигнала клеткам, обеспечивающим формирование 
адаптивного иммунитета [11]. на первом этапе про-
исходит распознавание широкого спектра высоко-
консервативных структур, не подвергающихся мута-
ционным изменениям и необходимых для выживания 
микроорганизмов – патоген-ассоциированных моле-
кулярных структур (памс) [30]. примерами таких 
молекулярных паттернов могут служить компоненты 
клеточной стенки бактерий и грибов (липополисаха-
риды грамотрицательных бактерий, пептидогликаны 
грамположительных микроорганизмов), нуклеино-
вые кислоты (вирусная двуспиральная рнк; днк 
бактерий, обогащенная CpG-последовательностями), 
белки (флагеллин, профилин). 

узнавание памс осуществляется так называе-
мыми паттерн-распознающими рецепторами (прр). 
к прр относят различные по строению и происхо-
ждению молекулы, обнаруженные на поверхностной 
мембране клеток, на мембранах эндоплазматическо-
го ретикулума и эндолизосом, в цитозоле, а также 
во внеклеточных средах, что позволяет врожденной 
иммунной системе контролировать большинство 
компартментов клетки и организма. взаимодействие 

памс с прр приводит либо к непосредственной 
нейтрализации патогена, либо к запуску каскада про-
воспалительных реакций, в конечном итоге приводя-
щих к блокированию жизнедеятельности и элимина-
ции патогена из макроорганизма [14].

в настоящее время наиболее хорошо изучена 
подгруппа толл-подобных рецепторов (Toll-like re-
ceptor, TLR). впервые представитель этого семей-
ства (белок Toll) был открыт у Drosophila melano-
gaster. впоследствии подобные рецепторы выявляли 
у растений, насекомых и позвоночных, включая мле-
копитающих и человека [1]. на данный момент у че-
ловека изучено 10 функциональных TLR. рецепторы 
данного семейства способны распознавать практиче-
ски все основные виды патогенов – бактерии, грибы, 
простейшие, вирусы [28]. 

конститутивно TLR обнаруживаются главным 
образом на клетках миеломоноцитарного ряда, на 
различных популяциях лимфоцитов, дендритных 
клетках, гепатоцитах [13]. помимо иммунокомпе-
тентных клеток, TLR экспрессируются клетками 
других типов, вступающих в непосредственный кон-
такт с патогенами в зоне их проникновения (кожа, ре-
спираторный, кишечный и урогенитальный тракты). 
взаимодействие с патогенами может происходить на 
клеточной поверхности с участием TLR 1, 2, 4, 5, 6 
и 11. в противоположность им, TLR 3, 7, 8 и 9 после 
синтеза остаются в эндоплазматической сети и при 
активации клетки транслоцируются в лизосомы, уча-
ствуя в распознавании нуклеиновых кислот.

взаимодействие компонентов возбудителей с 
TLR является специфичным, то есть для каждого 
рецептора имеется свой лиганд. часть TLR узко-
специфична, например, TLR3 связывает только дву-
спиральную рнк, TLR5 – флагеллин, TLR9 – CpG 
днк. более широким диапазоном взаимодействия с 
памс обладает TLR4, связывающийся с вирусными 
структурами, липополисахаридом, маннаном грибов. 
большинство TLR функционируют в форме гомоди-
меров, исключение составляют TLR1 и TLR6, обра-
зующие гетеродимеры с TLR2 [30]. 

 в молекуле TLR присутствуют два консерва-
тивных домена. внеклеточная N-концевая часть 
представлена лигандраспознающим LRR-доменом 
(тандемные повторяющиеся участки с повышенным 
содержанием лейцина). внутриклеточная C-кон-
цевая часть рецептора – сигнальный TIR-домен (Toll/
IL-1 гомологичный домен), отвечающий за взаимо-
действие с адаптерными молекулами. между LRR- и 
TIR-доменами находится короткий трансмембран-
ный участок, который обеспечивает внутриклеточ-
ную сортировку TLR [12]. 

связывание лиганда приводит к конформацион-
ным изменениям TLR, необходимым для привлече-
ния сигнальных молекул. как правило, они включа-
ют адаптерную молекулу MyD88 (белок первичного 
ответа миелоидной дифференцировки 88), TIRAP 
(адаптерный белок, содержащий TIR-домен), IRAK 
киназы (киназы, ассоциированные с рецептором 
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интерлейкина-1 (ил-1)), TRAF (фактор 6, ассоции-
рованный с рецептором фактора некроза опухоли 
(Фно-α)) [3]. конечным итогом активации сигналь-
ного пути является индукция экспрессии генов про-
воспалительных цитокинов (ил-1, ил-6, ил-12, 
ил-18, Фно-α), хемокинов (ил-8) и антимикробных 
пептидов (дефензинов, кателицидинов) [12, 13, 17]. 

таким образом, активация системы врожденно-
го иммунитета инициирует развитие комплекса вос-
палительных реакций, приводящих к уничтожению и 
элиминации патогена. 

роль TLR в формировании неспецифической 
резистентности к сибиреязвенному микробу в по-
следнее время изучается достаточно интенсивно. 
распознавание B. anthracis врожденной иммунной 
системой, по мнению некоторых авторов, играет 
ключевую роль в развитии инфекции [29, 33]. 

синтез компонентов токсина сибиреязвенного 
микроба детерминируется генами, входящими в со-
став высокомолекулярного репликона pXO1 [20]. 
структура экзотоксина характерна для A-B модели 
бактериальных токсинов: общей субъединицей B яв-
ляется протективный антиген (па), субъединицу а 
представляют отечный фактор (оФ) или летальный 
фактор (лФ). оФ является кальмодулин-зависимой 
аденилатциклазой, действие которой заключается в 
превращении аденозинтрифосфата в циклический 
аденозинмонофосфат (цамФ). накопление цамФ 
приводит к изменению внутриклеточного водно-
го баланса и клинически выражается в массивном 
отеке тканей. лФ-цинк-зависимая металлопротеаза, 
расщепляющая аминокислотные последовательно-
сти митоген-активируемых протеиновых киназ, что 
приводит к инактивации сигналов интермедиатов, 
необходимых для формирования иммунного ответа. 
лФ оказывает повреждающее воздействие на раз-
личные иммунные клетки – макрофаги, нейтрофилы, 
т- и в-лимфоциты, блокируя процессы пролифера-
ции, продукцию цитокинов и иммуноглобулинов. 
оФ и лФ, взаимодействуя с па, формируют отеч-
ный и летальный токсины, которые после попадания 
в клетку реализуют свое повреждающее действие на 
макроорганизм [22]. отечный токсин оказывает ин-
гибирующий эффект на нейтрофилы. компоненты 
клеточной стенки и летальный токсин стимулируют 
продукцию провоспалительных цитокинов, что при-
водит к развитию обширных геморрагий и клеточной 
деструкции.

участвуя, таким образом, в реализации виру-
лентных свойств сибиреязвенного микроба, па яв-
ляется основным иммуногеном B. anthracis. однако, 
помимо па, на иммунный ответ макроорганизма 
оказывают влияние и другие факторы. установлено, 
что штаммы B. anthracis, синтезирующие па в со-
четании с оФ или лФ, оказывают более выражен-
ный протективный эффект при заражении мышей 
вирулентными сибиреязвенными штаммами, по 
сравнению с генно-инженерными штаммами, син-
тезирующими только па [24]. добавление к па по-

лимера капсулы сибиреязвенного микроба улучшает 
иммунологические характеристики препарата [18]. 
показано, что для обеспечения полноценной защиты 
лабораторных животных от заражения вирулентным 
штаммом B. anthracis необходимо наличие в имму-
низирующем препарате споровых антигенов [4, 15]. 

к настоящему времени у возбудителя сибирской 
язвы выявлено несколько потенциальных лигандов 
TLR: для TLR2 – липопротеин и компоненты клеточ-
ной стенки, для TLR4 – антролизин о, для TLR9 – 
CpG последовательность днк [23, 29, 35]. 

M.Triantafilou et al. исследовали закономерности 
распознавания возбудителя сибирской язвы посред-
ством TLR. клетки эпителия легких человека инку-
бировали с различными антигенами B. anthracis – 
компонентами клеточной стенки, па и лФ. при 
отсутствии стимуляции на поверхности клеток 
экспрессировалось минимальное количество TLR. 
экспрессия TLR2 и TLR6 существенно возрастала в 
ответ на стимуляцию компонентами клеточной стен-
ки сибиреязвенного микроба или па. в этих случаях 
увеличивался синтез провоспалительных цитокинов 
– интерферона–α и ил-6. стимуляция лФ или комби-
нацией па и лФ в гораздо меньшей степени влияла 
на экспрессию TLR2 и TLR6. аналогичные резуль-
таты были получены при использовании клеточных 
линий с гетеродимерами TLR2/6. вместе с тем кле-
точные линии, не экспрессирующие TLR, после кон-
такта со всеми исследованными антигенами не были 
способны к продукции интерлейкинов. таким обра-
зом, при сибирской язве активация сигнального пути 
осуществляется главным образом через гетеродиме-
ры TLR2/6 вслед за воздействием на них компонен-
тов клеточной стенки или па. неспособность лФ, а 
также комбинации лФ и па, активировать TLR2/6 
лежит в основе патогенеза сибиреязвенной инфек-
ции. при образовании комплекса па с лФ происхо-
дит изменение структуры па и, как следствие, он не 
распознается системой врожденного иммунитета. по 
мнению авторов, данный феномен отчасти объясня-
ет столь высокую патогенность природных штаммов 
B. anthracis [29]. 

в работе S.Weiss et al. подтверждено участие 
TLR2 в активации макрофагов при сибиреязвенной 
инфекции. исследования проводили in vitro с ис-
пользованием клеточных линий и перитонеальных 
макрофагов лабораторных животных и in vivo – на 
биомоделях с активными и инактивированными 
TLR2 [33]. 

теоретически индукция врожденного иммуните-
та путем введения лигандов TLR до начала инфекци-
онного процесса может способствовать повышению 
устойчивости макроорганизма к инфекции, приведет 
к снижению продукции цитокинов, а также защитит 
макрофаги от ассоциированной с возбудителем си-
бирской язвы цитотоксичности. для подтверждения 
данной гипотезы изучали секрецию цитокинов (ил-6, 
ил-10, ил-12, Фно-α) макрофагами костного мозга 
мышей после контакта со спорами и вегетативными 
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клетками возбудителя сибирской язвы, сравнивая ре-
зультаты, полученные с использованием стимуляции 
лигандами TLR7 и TLR9 и без нее. в предваритель-
ных экспериментах было установлено, что лиганд 
TLR9 не стимулирует синтез провоспалительных 
цитокинов ил-6 и Фно-α, но активно индуцирует 
повышение уровня ил-12 и ил-10. лиганды TLR7 
индуцируют синтез всех четырех цитокинов, но не 
столь активны в отношении Фно-α. обнаружено 
также, что споры сибиреязвенного микроба обла-
дают менее выраженной способностью к индукции 
секреции цитокинов макрофагами. в результате при 
взаимодействии макрофагов с вегетативными клет-
ками B. anthracis лиганды TLR7 и TLR9 достоверно 
уменьшали продукцию цитокинов [25]. в экспери-
ментах in vivo интраназальное введение агонистов 
TLR9 и TLR7 способствовало значительному замед-
лению развития легочной формы сибирской язвы и 
сокращению числа летальных исходов у лаборатор-
ных животных [34, 35].

считается, что специфическим лигандом для 
TLR4 является липополисахарид грамотрицательных 
бактерий. тем не менее, в случае воздействия микроб-
ных клеток B. anthracis на макрофаги костного мозга 
мышей наблюдали апоптоз, зависящий от активации 
TLR4. в своей работе J.M.Park et al. установили, что 
лигандом TLR4 у сибиреязвенного микроба является 
антролизин о, который индуцирует экспрессию ге-
нов цитокинов и апоптоз макрофагов [23].

показано, что интерферон 1 типа способен защи-
щать 60 % линейных белых мышей от развития забо-
левания при ингаляционном попадании возбудителя 
сибиркой язвы [32]. в качестве средства неспецифиче-
ской профилактики сибирской язвы предлагается так-
же использовать кателицидин, относящийся к группе 
катионных пептидов и обладающий бактерицидными 
и иммуномодулирующими свойствами [21].

стимуляция системы врожденного иммунитета 
посредством активации TLR имеет немаловажное 
значение для регуляции начальных этапов развития 
адаптивного иммунитета и выбору варианта разви-
тия иммунного ответа в зависимости от типа пато-
гена. как известно, активация т- и в-клеток проис-
ходит за счет сигналов, поступающих от врожденной 
иммунной системы. система врожденного иммуни-
тета регулирует функции дендритных клеток, облег-
чает процессинг и презентацию антигенов, запускает 
секрецию цитокинов, стимулирующих дифферен-
цировку т-хелперов. с другой стороны, адаптивная 
иммунная система антиген-специ фи че ски усиливает 
ответ врожденной иммунной системы, что в ряде слу-
чаев приводит к быстрой элиминации возбудителей 
инфекционных заболеваний [11]. таким образом, обе 
системы иммунитета, находясь во взаимодействии, 
имеют свои уникальные механизмы специфического 
распознавания патогенов, дополняющие, усиливаю-
щие и регулирующие друг друга.

особенности формирования адаптивного имму-
нитета подробно изучались на примере лицензиро-

ванных средств специфической профилактики си-
бирской язвы. в странах бывшего советского союза 
для вакцинации населения, подвергающегося риску 
заражения возбудителем особо опасного инфекци-
онного заболевания, рекомендована живая споровая 
вакцина – B. anthracis сти-1. 

установлено, что эффективность вакцинации 
живой споровой вакциной B. anthracis сти-1 при 
регламентированной двукратной иммунизации с ин-
тервалом 21 день составляет 87,8 %. исследование 
привитых с помощью косвенных иммунологических 
тестов через 3, 6 и 12 мес. после введения вакцины 
выявило, соответственно, 75–80, 55–60 и 43–48 % 
лиц с высоким уровнем иммунитета. но даже при 
двукратной иммунизации людей лицензированной 
споровой вакциной иммунитет ослабевает раньше 
(менее года), чем у переболевших сибирской язвой 
(несколько лет). 

проблемой использования живых вакцин яв-
ляется их реактогенность. по некоторым данным, 
у лиц, привитых B. anthracis сти-1, общие реак-
ции средней и сильной степени тяжести возникают 
в 0,65–2,61 %, осложнения локального характера – 
10,7–13,3 % случаев от общего числа вакцинирован-
ных [6].

в медицинской практике сШа и великобритании 
для вакцинопрофилактики людей с начала 50-х гг. 
хх века используются химические вакцины для под-
кожного или внутримышечного введения, основой 
которых является адсорбированный на гидроокиси 
алюминия па, выделенный из культурального филь-
трата штамма B. anthracis Sternе 34F2 или его произ-
водного. 

в ответ на введение препарата па формируется 
напряженный, но недостаточно длительный имму-
нитет, что приводит к необходимости многократных 
бустерных иммунизаций. кроме того, химическая 
вакцина индуцирует в макроорганизме преимуще-
ственно гуморальное звено адаптивного иммуните-
та, в то время как для формирования полноценной 
защиты от заражения возбудителем сибирской язвы 
необходим и клеточный иммунный ответ [2]. живые 
вакцины обеспечивают более эффективную защи-
ту от заражения возбудителем сибирской язвы вви-
ду наличия у них дополнительных антигенов [19], а 
также памс, взаимодействующих с рецепторами 
врожденного иммунитета. 

химические вакцины, получаемые из аттенуи-
рованных штаммов B. anthracis, содержат ненорми-
рованные количества токсичных примесей – оФ, лФ 
и других продуктов жизнедеятельности микробных 
клеток. по литературным данным, наиболее часто 
регистрируемыми побочными действиями химиче-
ских препаратов являются: аллергические реакции, 
отек, инфильтрация и боль в месте введения вакци-
ны, головная боль, астения и кожный зуд. в редких 
случаях в от вет на введение вакцины могут отмечаться 
так на зываемые отсроченные осложнения - одышка, 
выражен ное потоотделение, бледность кожи, экзанте-
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ма. зарегистрированы случаи некроза в области инъ-
екции химической вакцины [27]. 

разработанная в 1998 г. в россии комбиниро-
ванная сибиреязвенная вакцина представляет со-
бой композицию бесклеточного препарата па, ад-
сорбированного на геле гидроокиси алюминия, и 
спор вакцинного штамма B. anthracis сти-1 [9]. 
эффективность защиты от заражения возбудителем 
сибирской язвы при введении данной вакцины со-
ставляет 90–100 %. Формирование напряженного 
иммунитета при регламентируемом однократном 
применении комбинированной вакцины наступает 
уже к 7–10-м суткам, в то время как при двукратном 
и трехкратном применении живой и химической 
вакцин – через 1–1,5 мес. соответственно. показана 
эффективность сочетанного применения комбини-
рованной вакцины с антибиотиками. доклинические 
испытания комбинированного препарата не выявили 
существенных отличий по безвредности и реактоген-
ности в сравнении с живой вакциной. в ряде случаев 
уровень защиты экспериментальных животных пре-
вышал эффект от применения каждого из ее компо-
нентов в отдельности [8].

основной принцип совершенствования живых 
вакцин заключается в генно-инженерном конструи-
ровании авирулентных штаммов, синтезирующих 
иммуногенные антигены. например, устранения ток-
сичности образующихся in vivo комплексов па с оФ 
и лФ можно достичь контролируемой модификаци-
ей кодирующих их генов [26]. подобные генетиче-
ские конструкции при сохранении всех преимуществ 
живых вакцин являются менее реактогенными. они 
могут быть использованы и как продуценты антиге-
на, характеризующегося высокой иммуногенностью 
и ареактогенностью. 

основной принцип совершенствования химиче-
ских вакцин заключается во введении дополнитель-
ных антигенов, выбор которых осуществляется ис-
ходя из особенностей патогенеза и иммуногенеза ин-
фекционных заболеваний. в качестве компонентов, 
повышающих иммуногенность сибиреязвенных хи-
мических вакцин, предлагаются споровые и капсуль-
ные антигены, белки S-слоя, детоксицированные оФ 
и лФ [5]. перспективным направлением считают раз-
работку иммуноактиваторов, модулирующих форми-
рование адаптивного иммунитета [10]. их действие 
направлено непосредственно на иммунокомпетент-
ные клетки, прежде всего антиген-презентирующие 
клетки. к иммуноактиваторам относят природные и 
синтетические агонисты TLR, цитокины, хемокины, 
костимулирующие молекулы. 

модификаторы функций TLR могут использо-
ваться как адъюванты в конструировании эффектив-
ных средств антиинфекционной защиты, в том числе 
при пандемиях и актах биотерроризма, а также в ка-
честве средств моно- или комплексной терапии прак-
тически всех видов патологии человека. в 2007 г. на 
разных стадиях клинических испытаний находились 
32 модификатора функций TLR и сигнальных путей 

развития иммунных реакций. однако в настоящее 
время для применения в практике разрешены только 
монофосфорилированный липид а – агонист TLR4 и 
синтетический препарат imiquimod – агонист TLR7. 

перспективно исследование семейства цитозин-
гуанин дезоксинуклеотидов (CpG-семейство), яв-
ляющихся агонистами TLR9. установлено, что CpG-
участки молекул днк могут до 500 раз ускорять и 
усиливать выработку антиген-специфических анти-
тел. способность представителей CpG-се мей ства 
переключать Th-2 ответ на Th-1 широко применя-
ется при конструировании антиаллергических тера-
певтических вакцин. препараты, содержащие CpG-
мотивы, рассматриваются как оптимальная платфор-
ма для комбинированных адъювантов [10]. 

в ближайшем будущем ожидается расширение 
работ по созданию новых модификаторов TLR, оцен-
ке их клинической эффективности и безопасности. 
интересно, что комбинация агонистов TLR позволяет 
создавать вакцины против широкого круга патогенов, 
в том числе и относящихся к различным таксономи-
ческим группам бактерий, вирусов, простейших или 
грибов, а также вакцины, сочетающие антиинфекци-
онную активность с действием против других видов 
патологии – аллергической, аутоиммунной, онколо-
гической природы. в россии разработана вакцина 
иммуновак. она состоит из антигенных комплексов 
условно-патогенных бактерий и содержит лиганды, 
активация которых обеспечивает защиту против бак-
териальных (TLR2, TLR4, TLR6 и TLR8), вирусных 
инфекций (TLR2, TLR4, TLR9) и положительно вли-
яет на течение аллергии (TLR4, TLR9). существует 
мнение, что именно комбинированные адъюванты 
станут неотъемлемым компонентом вакцин нового 
поколения [7]. 

таким образом, при создании современных 
средств неспецифической и специфической про-
филактики сибирской язвы необходимо проводить 
комплексное исследование их взаимодействия с 
паттерн-распознающими рецепторами врожденного 
и приобретенного иммунитета. данный подход по-
зволит существенно повысить эффективность разра-
батываемого препарата и минимизировать его вред-
ное влияние на макроорганизм. 
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вопросы раннего выявления случаев заболева-
ния людей мелиоидозом постоянно находятся в поле 
зрения специализированных лабораторий в связи с 
существующим риском завоза инфекции на террито-
рию российской Федерации из регионов эндемичного 
распространения Burkholderia pseudomallei, а также 
в контексте рассматриваемых сценариев биотерро-
ристических атак c применением данного микроор-
ганизма [4, 12, 17, 19]. как в первом, так и во втором 
случае будут востребованы не только средства обна-
ружения патогена, но и средства серодиагностики.

при возникновении чрезвычайных ситуаций, 
обусловленных предполагаемым или реализован-
ным биотеррористическим актом, сеть наблюдения 
и лабораторного контроля гражданской обороны 
российской Федерации последовательно переходит 
на режим повышенной готовности, затем – на режим 
чрезвычайной ситуации. при этом лабораторный 
контроль регламентированных объектов исследова-
ния в части установления факта применения биоло-
гических агентов нацелен на своевременное обна-
ружение и идентификацию патогенов [3]. после по-
явления спорадических или массовых случаев забо-
леваний людей, лаборатории, работающие по схеме 
индикации биологических средств, будут получать 
разнообразные пробы, в том числе пробы клиниче-

ского материала. с этого момента, помимо выявле-
ния антигена (возбудителя инфекции), сотрудники 
лабораторной службы приступают к обнаружению 
специфических антител, в частности, к возбудите-
лю мелиоидоза. выявление специфических антител 
имеет существенное значение для постановки пра-
вильного диагноза мелиоидоза и начала своевремен-
ного лечения [33, 37]. 

для этих целей был разработан ряд тестов, каж-
дый из которых имеет определенные ограничения [11, 
36, 45, 47]. наиболее информативными иммунодиаг-
ностическими тестами, пригодными для использова-
ния в практических лабораториях, признаны реакция 
непрямой гемагглютинации (рнга) и твердофазный 
иммуноферментный метод (тиФм). 

несмотря на большое число публикаций, посвя-
щенных результатам применения рнга и тиФм для 
серодиагностики мелиоидоза, единой тактики при-
менения рнга с диагностикумами эритроцитарны-
ми антигенными и тест-систем иммуноферментных 
для обнаружения антител не предложено. остается 
открытым вопрос о диагностических титрах антител 
в сыворотках крови людей, находящихся в регионах 
эндемичного распространения возбудителя мелиои-
доза или вне этих регионов. определенные сложно-
сти возникают при разработке технологий изготовле-
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Volgograd Research Anti-Plague Institute, Volgograd

This analytical review is devoted to matters of human melioidosis serodiagnostics and prospects of its development and enhance-
ment.  Materials of the publications cited reflect particular significance of the specific antibody detection, for both the early and retro-
spective diagnostics of human melioidosis, as well as for the correct treatment of patients. 

Summarized are the data on modern approaches to the selection of serodiagnostics methods in the endemic and non-endemic areas, 
on the advantages and limitations of the most widely applicable methods for the specific antibody detection (indirect hemagglutination 
test and solid-phase ELISA). In recent years, development of commercially available enzyme-linked test systems for the detection of 
antibodies to human melioidosis agent has become an object of intense interest, as this will provide for solid-phase ELISA implemen-
tation into the laboratory practice for early detection of melioidosis cases in humans. 

Key words: melioidosis, methods of antibody detection.
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ния препаратов и тест-систем, выявляющих только 
антитела к антигенам возбудителя мелиоидоза. для 
большей части средств характерна группоспецифич-
ность, проявляющаяся во взаимодействии с антите-
лами не только мелиоидозных сывороток, но сыворо-
ток к антигенам близкородственных буркхольдерий. 

в регионах эндемичного распространения 
B. pseudomallei при широкомасштабных сероэпиде-
миологических исследованиях чаще всего исполь-
зуют рнга с диагностикумами эритроцитарными 
антигенными, приготовленными на основе различ-
ных антигенов данного микроорганизма [9, 21, 33]. 
подавляющее большинство препаратов выявляют 
антитела не только к B. рseudomallei, но и к B. mallei 
и B. thailandensis. этот недостаток можно устранить, 
используя модификацию традиционного метода, раз-
работанную R.Tiyawisutsri et al. [41], позволяющую 
исключить перекрестную активность диагностикума 
в отношении B. thailandensis, но не B. mallei. 

известно, что среди населения эндемичных 
территорий имеется определенный процент серопо-
зитивных лиц. так, в малайзии при исследовании 
200 доноров у 53 из них были выявлены антитела к 
B. pseudomallei в титрах равных или превышавших 
1:40 [28]. наличие фоновых антител создает трудно-
сти при постановке правильного диагноза и являет-
ся одним из основных ограничений при корректной 
расшифровке результатов рнга. 

с помощью рнга выявляют в среднем 20–
25 % серопозитивных лиц среди населения отдель-
ных провинций и областей Юго-восточной азии и 
австралии [14, 28, 43]. при этом диапазон значений 
титров антител составляет 1:40–1:160, что затрудня-
ет корректное диагностирование заболевания, осо-
бенно в случаях субклинических форм течения ме-
лиоидоза. при выявлении антител к B. рseudomallei в 
титрах > 1:160 обязательным является бактериологи-
ческое подтверждение мелиоидозной инфекции [43]. 
это способствует установлению точного диагноза в 
конкретном случае и объективной оценке заболевае-
мости мелиоидозом в соответствующем регионе. 

в гиперэндемичных областях ценность резуль-
татов рнга снижается, так как уровень серопози-
тивности населения, включая детей и подростков 
(от 4 до 15 лет), достигает 70 % [13, 14]. по данным 
A.C.Cheng et al., относительные показатели числа се-
ропозитивных лиц среди детско-подросткового кон-
тингента и ежегодного прироста этих показателей 
могут служить своеобразными маркерами эпидоб-
становки в той или иной провинции [14].

при клинических ситуациях результаты рнга 
не всегда отражают тяжесть состояния больного. 
установлено, что у ряда пациентов с острым сепси-
сом уровень антител недостаточно высок для выяв-
ления в рнга, что чревато получением ложноотри-
цательных результатов [9]. в ряде случаев низкие 
титры антител в рнга, регистрируемые у больных 
с септицемией, обусловлены их инфицированием 
B. pseudomallei с атипичным вариантом лпс [8, 30]. 

диагностическая и прогностическая ценность мето-
да в подобных ситуациях минимальна.

в неэндемичных регионах, где регистрируют 
лишь спорадические завозные случаи заболевания, 
ограничение, обусловленное наличием фоновых анти-
тел, не столь существенно; рнга используют в каче-
стве одного из методов диагностики мелиоидоза [48].

следует отметить, что отсутствие стандартного 
коммерческого препарата для серодиагностики ме-
лиоидоза не позволило сформировать единую точку 
зрения в отношении диагностического титра выяв-
ляемых антител для лиц, инфицированных B. pseu-
do mallei, перенесших заболевание или временно на-
ходившихся в зонах распространения инфекции. как 
следствие этого в конкретных клинических ситуаци-
ях возникают трудности при расшифровке результа-
тов данного метода серодиагностики.

для диагностирования острых форм заболева-
ния ранее был предложен тест выявления специфи-
ческих IgM [10], однако ввиду отсутствия результа-
тов большого числа наблюдений, его значимость на 
сегодняшний день до конца не ясна.

в нашей стране накоплен определенный опыт 
в части изготовления диагностикума эритроци-
тарного антигенного мелиоидозного. сотрудники 
волгограднипчи для конструирования экспери-
ментальных образцов такого препарата использова-
ли различные антигены, изолированные из B. pseu do-
mallei: водно-солевые экстракты, пс фракции, лпс, 
«цетавлоновый» антиген, 6+d антиген [1, 2]. эти 
препараты были апробированы при эксперименталь-
ном моделировании инфекции, их эффективность в 
клинических ситуациях не определена. практически 
все они обладали относительно невысоким уровнем 
специфичности, так как были приготовлены на осно-
ве антигенных комплексов, способных взаимодей-
ствовать с антителами сапных, туляремийных, бру-
целлезных, сальмонеллезных сывороток. по мнению 
н.н.пивня, наиболее значимыми для серодиагности-
ки мелиоидоза являются антигены 5, 6, 8 и d.

в настоящее время на рынке отечественных 
коммерческих мибп для серодиагностики мелиои-
доза и сапа представлен единственный препарат 
«диагностикум эритроцитарный для выявления ан-
тител к возбудителям мелиоидоза и сапа антигенный 
жидкий» (Фсп 42-0095-0224-00), разработанный со-
трудниками Фгу «48 цнии мо» (киров). 

несмотря на ряд недостатков и ограничений, 
рнга востребована в регионах эндемичного распро-
странения B. pseudomallei как простой в исполнении 
метод, обеспечивающий получение ответа суще-
ственно раньше, чем при бактериологическом иссле-
довании, не требует больших трудо- и материальных 
затрат, а также сложной аппаратуры [9]. в небольших 
и слабо оснащенных лабораториях его по-прежнему 
используют как для эпидемиологических исследова-
ний, так и для диагностики мелиоидоза. 

совершенствование серодиагностики мелиои-
доза связано, прежде всего, с разработкой различных 
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вариантов тиФм и широким внедрением этого ме-
тода в практитику обнаружения специфических ан-
тител к антигенам патогенных буркхольдерий. 

изучением возможности использования тиФм 
для целей обнаружения антител к B. pseudomallei 
начали заниматься в 90-х годах прошлого столетия. 
необходимо было решить вопросы выбора антиге-
на для создания высокоэффективной твердой фазы, 
провести сравнительный анализ чувствительности и 
специфичности тиФм и рнга, выработать тактику 
применения этих методов в условиях эндемичных и 
неэндемичных зон распространения возбудителя ме-
лиоидоза. 

были апробированы разнообразные экспери-
ментальные иммуноферментные тест-системы, при-
готовленные на основе идентифицированных и оха-
рактеризованных мелиоидозных антигенов: 36 kDa 
экзотоксина [22], 19,5 [7] и 40 kDa белков [46], лпс 
[6, 32], гликолипида [32], однако ни один из них, ис-
пользованный в тиФм в качестве лиганда, до сих 
пор не оценен в широкомасштабных испытаниях с 
точки зрения клинической значимости. 

установлено, что для разработки тест-системы 
иммуноферментной мелиоидозной, предназначен-
ной для обнаружения антител, целесообразно ис-
пользовать антигены 8 и 6, аффинно очищенные на 
моноклональных иммуносорбентах [5]. 

позже появились сообщения об использова-
нии аффинно очищенного поверхностного экзопо-
лисахарида с молекулярной массой ≥ 150 kDa в не-
прямом варианте тиФм при обнаружении антител 
к B. pseudomallei [34]. диагностическая ценность 
иммуноферментной тест-системы, приготовленной 
на основе этого антигена, подтверждена в условиях 
эндемичного региона при работе с пробами клиниче-
ского материала [20]. авторы публикации пришли к 
заключению, что при использовании поверхностно-
го антигена выявление специфических IgG антител 
имеет преимущества при диагностике острого ме-
лиоидоза, так как применение этой же тест-системы 
для обнаружения IgM было не столь удачным. эти 
результаты противоречат ранее опубликованным 
данным о том, что при диагностике острого мелиои-
доза обнаружение IgM антител является более эф-
фективным и значимым, чем обнаружение IgG [10, 
23, 24 25].

последующее накопление данных по вопро-
су тактики применения иммуноферментных тест-
систем, предназначенных для выявления IgM и IgG к 
внеклеточным антигенам B. pseudomallei, позволило 
установить, что на ранней стадии развития инфек-
ции чувствительность метода при обнаружении IgM 
составляет 80 %, специфичность – 70 %, а после по-
явления IgG и нарастания их титров эти показатели 
достигают 99 и 96 % соответственно [15].

для повышения эффективности поиска специ-
фических антител в эндемичных регионах J.Va di ve lu 
et al. рекомендовали применять два метода серодиаг-
ностики: IgM-ELISA и рнга [42].

в этих регионах специалисты особенно при-
стально изучают нераспознанные случаи острой 
инфекции. в связи с этим обсуждению подлежат не 
только вопросы эпидемиологии и клиники мелиои-
доза, но и эффективной серодиагностики. S.Sutthi-
rattana et al. обобщили результаты исследования 
сывороток лихорадивших стационарных больных и 
выздоравливаюших пациентов, полученные в зонах 
эндемичного распространения возбудителя инфек-
ции в течение трех лет. это позволило им вырабо-
тать критерии оценки данных получаемых анализов: 
лихорадящие пациенты с титрами IgM  ≥ 1:200 или 
≥ 4-кратным подъемом IgG – это больные в острой 
фазе мелиоидоза; выявление у нелихорадящих боль-
ных титров IgG  ≥ 1:400 – свидетельство перенесен-
ной ранее инфекции [40]. 

помимо сообщений о разработке и примене-
нии на практике общепринятого варианта тиФм, 
опубликованы данные о дальнейшем совершенство-
вании тестов серодиагностики мелиоидоза, в част-
ности, о применении иммунохроматографических 
тестов для быстрого выявления IgG и IgM [16, 18, 19, 
33]. в 2000 г. был разработан коммерчески доступ-
ный иммунохроматографический тест для обнаруже-
ния мелиоидозных IgM и IgG антител в сыворотках 
больных с подтвержденным и неустановленным диа-
гнозом. чувствительность теста составляла для IgM 
и IgG 93 и 100 % соответственно, специфичность как 
в первом, так и во втором случае была равна 95 % 
[18]. в эндемичных регионах с недостаточными воз-
можностями лабораторных баз эти тесты могут сы-
грать важную роль в постановке диагноза.

R.W.Sermswan et al., оценивая реальные воз-
можности применения серологических реакций в 
условиях этих сложных регионов распростране-
ния данной инфекции,  пришли к заключению об 
их практичности и доступности для большинства 
лабораторий [35]. заслуживают внимания данные 
о применении универсальных иммуноферментных 
тест-систем, предназначенных для выявления спец-
ифических антител в сыворотках любой видовой 
принадлежности [27]. 

несомненный интерес представляют данные о 
результативности применения методов серодиагно-
стики в неэндемичных регионах. так, W.D.Splet tsto-
esser et al. опубликовали результаты апробации им-
муноферментной тест-системы, приготовленной ими 
на основе экзополисахарида B. pseudomallei, вне зон 
распространения возбудителя мелиоидоза. авторы 
исследовали сыворотки больных мелиоидозом и до-
норов (48 и 200 сывороток соответственно) и приш-
ли к выводу о пригодности данной тест-системы для 
использования в неэндемичных областях. они от-
метили также необходимость разработки дополни-
тельных методов исследования для подтверждения 
полученных данных, например, иммуноблоттинга с 
рекомбинантными антигенами [38].

в то же время, сотрудники диагностической 
службы великобритании, исследуя пробы материа-
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ла, собранные после установления 49 завозных слу-
чаев мелиоидоза в европу (за десятилетний период), 
использовали среди прочих тест-систему иммуно-
ферментную для обнаружения сывороточных анти-
тел к консервативной области лпс B. pseudomallei. 
при тестировании 202 образцов сывороток от 179 
пациентов были выявлены 8 сывороток с титрами 
≥ 1:2000. у этих же пациентов была выделена куль-
тура B. pseudomallei [26]. 

многие специалисты, занимающиеся диагно-
стикой мелиоидоза, отдавая должное простоте и ин-
формативности рнга, основным методом серодиаг-
ностики этой опасной инфекции считают непрямой 
вариант тиФм. а перспективы дальнейшего совер-
шенствования этого метода связывают с получением 
и использованием рекомбинантных белков, специ-
фичных для B. pseudomallei, в качестве основы раз-
рабатываемых тест-систем [44].

проблема эффективной серодиагностики мели-
оидоза не теряет актуальности и требует повышен-
ного внимания специалистов к исследованию проб 
сыворотки крови у людей с неустановленным диа-
гнозом на фоне симптомокомплекса, характерного 
для вышеназванной особо опасной инфекции. 

необходимость в повышении степени подготов-
ленности материальной базы специализированных 
лабораторий к воспроизведению этапов серодиагно-
стики мелиоидоза обусловлена не только опасностью 
возникновения «ассиметричной угрозы» вследствие 
биотеррористического акта. аналитические дан-
ные о завозных случаях мелиоидоза в европу [26], 
регистрируемом расширении границ зон эндемич-
ного распространения возбудителя мелиоидоза, его 
глобального распространения [17, 19] фокусируют 
внимание специалистов на существующем риске за-
воза инфекции на территорию любой страны, на вос-
требованности высокоэффективных препаратов для 
серодиагностики мелиоидоза вне эндемичных зон 
распространения патогена [39]. 
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общеизвестно, что на эпизоотическую актив-
ность природных очагов различных инфекций воз-
действуют факторы природного и антропогенного 
характера. глобальное потепление, соответствующие 
изменения климата и ландшафтов влияют на состоя-
ние природных очагов чумы. в частности, прогнози-
руется продолжение межэпизоотического периода в 
степных и полупустынных очагах сусликового типа, 
а в отношении высокогорных природных очагов 
чумы долгосрочный прогноз предполагает сохране-
ние эпизоотической активности [3]. краткосрочные 
прогнозы, публикуемые ежегодно, ориентируют на 
локальные эпизоотии низкой интенсивности в гор-
ных очагах сусликового типа [4, 5, 6, 7]. 

в условиях центрально-кавказского высокогор-
ного природного очага чумы воздействие факторов 
природного и антропогенного характера определило 
устойчивую тенденцию к снижению эпизоотиче-
ской активности. данный очаг с момента открытия в 
1971 г. до начала XXI века считался наиболее актив-

ным и стабильным в эпизоотических проявлениях из 
всех природных очагов российской Федерации [1, 
2]. однако за последние два десятилетия его эпизоо-
тическая активность значительно снизилась. тем не 
менее, расположение очага в относительно густона-
селенном регионе, наличие активно развивающейся 
рекреационной зоны не снижают эпидемиологиче-
скую значимость данной территории. 

целью исследования явилась характеристика со-
временного состояния центрально-кавказского вы-
сокогорного природного очага чумы и определение 
некоторых факторов, оказывающих первостепенное 
влияние на его эпизоотическую активность.

материалы и методы

для анализа эпизоотической активности природ-
ного очага в разные периоды его функционирования 
создана база данных в системе Excel Microsoft Office 
2000. она включила сведения о выделенных штам-
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мах чумного микроба за весь период наблюдения за 
очагом, с 1971 по 2010 год, взятые из официальных 
форм отчетности кабардино-балкарской противо-
чумной станции. 

для выяснения вопроса о площадях, числе и 
конфигурациях поселений горного суслика силами 
специально сформированных зоологических групп 
кабардино-балкарской противочумной станции и 
ставропольского научно-исследовательского про-
тивочумного института в 2010 г. были произведены 
работы по картографированию поселений горного 
суслика в кубано-малкинском ландшафтно-эпизоо-
то  логическом районе центрально-кавказского высо-
когорного природного очага чумы. 

результаты и обсуждение

за время наблюдения за центрально-кав каз-
ским природным очагом чумы (1971–2010 гг.) было 
выделено 5552 штамма чумного микроба. из них в 
западной части очага, расположенной на террито-
рии карачаево-черкесской республики (кчр), изо-
лированы 3189 (57,4 %) культур возбудителя чумы. 
в восточной части, которая находится в кабардино-
балкарской республике (кбр), – 2363 (42,6 %). 
естественной границей частей природного очага яв-
ляется р. малка (рис. 1).

эпизоотическая активность природного очага, 
выражаемая количеством выделенных штаммов, в 
разные периоды наблюдения имеет определенные 
особенности. на фоне общей тенденции снижения 

эпизоотической активности (рис. 2) представляется 
возможным выделить три периода: первый – 1971–
1981, второй – 1982–2000 гг., третий – 2001–2010 гг.

первый период характеризуется отсутствием 
факторов природного и антропогенного характера, 
которые могли бы существенно повлиять на парази-
тарную систему природного очага, изменив при этом 
особенности его функционирования. 

второй период обнаружил тенденцию к сниже-
нию эпизоотической активности природного очага, в 
связи с проведением крупномасштабных мероприя-
тий по регулированию численности основных но-
сителей и переносчиков чумы в рамках программы 

рис. 1. ландшафтно-эпизоотологические районы и поселения горных сусликов  
в центрально-кавказском высокогорном природном очаге чумы:

1 – верхне-кубанский; 2 – кубано-малкинский; 3 – малко-баксанский; 4 – баксано-чегемский; 5 – чегемо-черекский.  
А – поселения горного суслика с частыми эпизоотиями чумы; Б – с редкими эпизоотиями чумы; В – эпизоотий не выявлено

рис. 2. количество штаммов чумного микроба,  
выделенных в центрально-кавказском высокогорном  

природном очаге чумы в 1971–2009 гг.
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поэтапного оздоровления центрально-кавказ ско го 
природного очага чумы в 1982–1990 гг.

третий период ознаменовался мощным воздей-
ствием факторов природного и антропогенного ха-
рактера. снижение финансирования эпизоотологиче-
ского обследования в этот период существенно не по-
влияло на число выделенных штаммов, т.к. большая 
часть штаммов (79,2 %) выделена на участках, рас-
положенных в 7 (21,2 %) из 33 первичных секторов, 
охватывающих территорию центрально-кавказского 
высокогорного природного очага. именно эти секто-
ры обследовали с прежней интенсивностью.

в первый период выделено 2664 штамма чумно-
го микроба или 48 % от числа штаммов, изолирован-
ных в очаге за весь период наблюдения, во второй – 
1869 (33,7 %), в третий – 1009 (18,3 %). ежегодно в 
первый период выделяли в среднем 266,2 ± 34,61, во 
второй период – 144,16 ± 30,64 и в третий – 14,9 ± 6,12 
штаммов чумного микроба. 

различия между первым и вторым периодами, 
а также вторым и третьим статистически значимы:  
t = 2,64; P ≥ 0,2 и t = 4,137; P ≤ 0,001 соответственно. 

из природных факторов первостепенное значе-
ние имеет глобальное изменение климата. в начале 
XXI века на центральном кавказе произошли не ха-
рактерные для данного региона погодные катаклиз-
мы, повлекшие за собой реакцию на сложившееся 
ранее биотическое равновесие. так, неустойчивая 
погода весны, аномально жаркое засушливое лето 
2000 г. отрицательно сказались на размножении сус-
ликов и их нажировке перед залеганием, в чем основ-
ную роль сыграла скудная кормовая база. при этом 
особенно пострадали сеголетки, значительная часть 
которых залегла в спячку недостаточно нажирован-
ными. в итоге снизились и средняя численность но-
сителей по очагу с 24 до 18 экз./га, и эпизоотическая 
активность очага. в 2000 г. выделено 14 штаммов 
чумного микроба на пяти эпизоотических участках 
вместо 60 штаммов с 13 участков в 1999 г. 

в 2002 г., напротив, наряду с очень холодным пе-
риодом весны, наступило небывало дождливое лето, 
вызвавшее наводнение и затопление многих поселе-
ний сусликов, что крайне осложнило расселение сего-
леток. в результате на большой части субальпийских 
участков очага была нарушена сложившаяся струк-
тура поселений зверьков. эпизоотическая ситуация 
2002 г. была сравнима с 2000 г.: с пяти зараженных 
участков были изолированы всего 13 штаммов чум-
ного микроба, а средняя численность носителя по 
очагу снизилась до 16 экз./га.

следующим экстремальным годом стал 2005, 
когда на популяции суслика вновь воздействовала 
аномальная летняя жара, повлекшая раннее выгора-
ние растительности, особенно в горной степи, что в 
очередной раз вызвало бескормицу перед залеганием 
зверьков. и, наконец, в 2008 г. – холодная и продол-
жительная зима, с промерзанием почвы на глубину 
одного метра и более. эта ситуация повлекла за со-
бой гибель части зимующих зверьков, особенно мо-

лодых сусликов, глубина залегания гнезд которых за-
частую находится выше линии промерзания почвы.

антропогенный фактор состоит в снижении на-
грузки на пастбища в пределах центрально-кавказ-
ско го высокогорного природного очага чумы. на 
примере горных пастбищ, расположенных на терри-
тории кабардино-балкарской республики, показано, 
что с 1990 по 2006 год произошло сокращение коли-
чества голов выпасаемого скота в пять раз. при этом 
общая площадь пастбищ уменьшилась в 2,5 раза, 
и нагрузка на горные пастбища сократилась более 
чем в 2,5 раза. данное обстоятельство иницииро-
вало восстановление многолетней растительности. 
эфемерные травы заменились злаково-разно трав ной 
растительностью (тимофеевка степная, ежа сборная, 
кострец пестрый, ячмень фиолетовый и др.), обильно 
произрастающими сорняками, а в отдельных местах 
подлеском (сосна, береза).

изменения в растительном покрове резко ска-
зались на пространственном распределении, чис-
ленности и популяционной организации основного 
носителя. известно, что горный суслик в связи с осо-
бенностями биокоммуникации (в первую очередь, 
необходимость зрительных контактов) может оби-
тать только в биотопах с низким и разреженным тра-
востоем. преобладание высокотравной растительно-
сти вынуждает зверьков покидать такие участки, что 
в конечном итоге привело к исчезновению большого 
числа поселений носителя.

при картографировании поселений горного сус-
лика в кубано-малкинском ландшафтно-эпизоо то-
логическом районе установлено снижение площадей, 
заселенных сусликами, с 15000 до 4000 га. Фактически 
ландшафтно-эпизоотологический район представ-
лен несколькими небольшими поселениями на плато 
бичесын и по долинам рек хасаут и кичи-балык. 

таким образом, анализ функционирования 
центрально-кавказского высокогорного природного 
очага чумы в многолетнем аспекте показал наличие 
трех периодов эпизоотической активности, из кото-
рых третий (2001–2010 гг.) характеризуется мощным 
воздействием на паразитарную систему очага факто-
ров природного и антропогенного порядка, в резуль-
тате чего произошло и продолжается снижение эпи-
зоотической активности. 

длительность депрессивного состояния при-
родного очага чумы в значительной мере определя-
ется сроками восстановления площадей, пригодных 
для жизнедеятельности популяций горных сусликов. 
при составлении прогнозов, разных сроков действия, 
эпизоотической активности центрально-кавказского 
высокогорного природного очага чумы целесообраз-
но, по нашему мнению, учитывать важную роль ан-
тропогенного фактора. сегодня нагрузка на пастбища 
от выпаса сельскохозяйственных животных остается 
на низком уровне и не имеет предпосылок к увеличе-
нию в ближайшее время. продолжается зарастание 
мест, в прошлом пригодных для заселения суслика-
ми, многолетней растительностью. с учетом изло-
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женного, краткосрочный и среднесрочный прогнозы 
эпизоотической активности центрально-кавказского 
высокогорного природного очага чумы предполага-
ют редкие неинтенсивные эпизоотии, возможно ре-
гистрирующиеся только по фактам обнаружения 
горных сусликов с антителами в крови к фракции I 
чумного микроба. 
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город иркутск расположен на территории, эн-
демичной по клещевому энцефалиту (кэ). в число 
основных факторов, определяющих напряженность 
очага кэ, входят численность основного переносчи-
ка (в данном очаге – это таежный клещ Ixodes persul-
catus) и его вирусофорность. в работе приведены ре-
зультаты пятилетнего мониторинга очага клещевого 
энцефалита, захватывающего рекреационную зону, 
прилегающую к байкальскому тракту.

материалы и методы

таежных клещей собирали с растительности на 
стандартный флаг вдоль обочин лесных дорог, троп 
и просек в течение пяти лет (2005–2009 гг.) подекад-
но, с конца апреля по середину июля на трех учет-
ных участках байкальского тракта, расположенных 
на 23, 43 и 47 км от иркутска. работы проводились 
в подтаежных (подгорных) лиственнично-сосно-
вых травяно-брусничных злаково-разнотрав ных ле-
сах [1]. 

участки отличаются друг от друга по удаленно-
сти от областного центра, антропогенному воздей-
ствию (в т.ч. посещаемости их населением) и составу 
растительных сообществ. ближний к городу участок, 
подвергшийся в большей степени антропогенному 
прессу, находится на ранних этапах сукцессионного 
процесса (преобладание средне- и высоковозраст-

ных березняков). на 43 и 47 км шире представлены 
коренные таежные биотопы. на каждом из участков 
имеется зона организованного отдыха населения (на 
23 и 43 км – санатории, на 47 км – музей деревянно-
го зодчества под открытым небом), что определяет 
актуальность мониторинга очага кэ на данной кон-
кретной территории. 

всего собрано 7935 экз. имаго I. persulcatus; за-
трачено 157,2 флаго-часа.1

на вирусофорность клещей исследовали инди-
видуально иммуноферментным методом (иФм), ис-
пользуя тест-систему Фгуп «нпо «микроген» мз 
рФ (томск-москва) в соответствии с прилагаемой 
инструкцией. оптическую плотность проб замеряли 
с помощью прибора «мультискан® ассент» фирмы 
Thermo Labsystems. всего за период 2006–2009 гг. 
исследовано 5355 голодных имаго I. persul catus. 

при статистической обработке результатов 
сравнивали выборочную разность долей по методу 
Фи (φ) [7]. 

сведения по заболеваемости получены в управ-
лении роспотребнадзора по иркутской области.

1в сборе клещей в разные годы, кроме авторов работы, прини-
мали участие сотрудники лаборатории природно-очаговых инфекций и 
зоолого-паразитологического отдела иркутского противочумного инсти-
тута сибири и дальнего востока: бахум с.в., борисова т.и., вержуцкий 
д.б., вершинин п.е., зимарева г.в., козлова Ю.а., никитин а.я., 
петрова е.т., пивень н.н., трушина Ю.н.
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СоВреМенное СоСТоЯние оЧаГа КЛещеВоГо ЭнцеФаЛиТа  
В оКреСТноСТЯХ ирКУТСКа
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в число основных факторов, определяющих напряженность очага клещевого энцефалита (кэ), входят чис-
ленность основного переносчика (в данном очаге – это таежный клещ Ixodes persulcatus) и его вирусофорность. 
приведены результаты пятилетнего мониторинга очага клещевого энцефалита, расположенного в пригородах 
иркутска. обнаружены колебания численности и зараженности основного переносчика вируса кэ как по участ-
кам, так и по годам. закономерной связи этих показателей с заболеваемостью людей кэ не отмечено. однако 
ежегодно регистрируемая заболеваемость населения свидетельствует об активности и напряженности очага. 
предложен ряд мер для профилактики данного заболевания. необходимы дальнейшие наблюдения по всем пара-
метрам, определяющим активность данных очагов.

Ключевые слова: Ixodes persulcatus, численность, вирусофорность, заболеваемость.

O.V.Mel’nikova, E.A.Vershinin, V.M.Korzun, E.I.Andaev, E.A.Sidorova

The Current State of Natural Foci of Tick-Borne Encephalitis near Irkutsk City
Irkutsk Research Anti-Plague Institute of Siberia and Far East, Irkutsk

Among main factors that influence intensity of tick-borne encephalitis foci one can distinguish the numbers of core vector (here, 
taiga tick Ixodes persulcatus) and the percentage of infected ticks. This paper shows the results of five-year monitoring of the tick-
borne encephalitis focus, which is situated near Irkutsk city. Detected are the variations in numbers and infestation of the core vector 
of tick-borne encephalitis, both spatial and temporal. Cause-effect connection between these factors and human TBE morbidity is not 
found. However, morbidity rates of the Irkutsk population, observed on the annual basis, bear evidence of high activity and intensity 
of the foci. In this regard, a number of preventive measures is put forward, but further observations concerning all the parameters that 
influence foci activity are required. 

Key words: Ixodes persulcatus, numbers, abundance of infected ticks, morbidity.
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результаты и обсуждение

поскольку численность переносчика считает-
ся одной из основополагающих характеристик при-
родного очага инфекции, мы проанализировали этот 
показатель для таежного клеща на стационарных 
участках обследования. 

численность I. persulcatus на исследуемых 
участках различалась, на 23 км была ниже, чем на 43 
и 47 в среднем в 2 и более раза в течение всех лет на-
блюдений. средняя численность клещей за весь пе-
риод наблюдений на 43 и 47 км расходилась незначи-
тельно (63,8 и 57,9 экз. на флаго-час соответственно), 
но по годам имела отличия. на 43 км она колебалась 
достаточно сильно: минимальную среднесезонную 
численность переносчика на этом участке отмечали 
в 2006 г. (44,3 экз. на флаго-час), максимальную – в 
2005 (131,5 экз. на флаго-час). на 47 км диапазон 
колебаний был не так велик: минимум наблюдался 
в 2008 г. (48,4 экз. на флаго-час), максимум – в 2005 
(94,3 экз. на флаго-час).

в течение сезона максимальное количество кле-
щей раньше появлялось на ближнем к городу участ-
ке и имело там два пика (вторая декада мая и третья 
декада июня), затем – на более отдаленных (третья 
декада мая на 47 км, 1 декада июня на 43 км) (рис. 1). 
пик заболеваемости кэ по иркутску приходится на 
2 декаду июня, отставая на декаду от периода наи-
большей активности клещей.

средняя вирусофорность основного пере-
носчика кэ на байкальском тракте за годы наблю-
дений (2006–2009 гг.) составила (1,26±0,15) %. 
зараженность клещей варьировала как по годам, 
так и по участкам сбора. минимальной она была в 
2008 г. на 47 км – (0,20±0,20) %, максимальной – в 
2007 г. на 43 км – (3,68±0,96) %. при этом на 47 км 
минимум вирусофорности переносчика совпал с 
минимумом его численности, но на 43 км в 2007 г. 
численность I. persulcatus была средней. количество 
положительных находок на 43 км байкальского трак-

та статистически достоверно (P < 0,05) превышало 
таковое с участка 23 км. 

давно замечено, что зараженность клещей силь-
но изменяется по годам. даже в местах, где заражен-
ность клещей достигает высоких показателей, в неко-
торые годы вирус обнаружить не удается. по мнению 
р.л.наумова и в.п.гутовой [6], это свидетельствует о 
глубоких депрессиях численности, свойственных по-
пуляциям вируса клещевого энцефалита (вкэ). 

за годы исследований процент клещей с анти-
геном вкэ (аг вкэ) в целом на трех участках коле-
бался от 0,59±0,21 (2008 г.) до 2,29±0,54 (2007 г.). при 
сопоставлении средней вирусофорности по участкам 
в разные годы оказалось, что на 23 км статистически 
значимых отличий по годам не было; на 43 км поло-
жительных на вкэ клещей в 2007 г. было достовер-
но больше, чем в 2006 (P < 0,05), 2008 (P < 0,01) и 
2009 гг. (P < 0,05); на 47 км в 2006 и 2007 гг. заражен-
ных клещей было значительно больше по сравнению 
с 2008 и 2009 гг. (P < 0,001 во всех случаях).

в течение сезона доля клещей с аг вируса была 
наибольшей в конце апреля (2,00±1,40), а также во 
вторую и третью декаду мая (2,89±0,63 и 1,73±0,30 
соответственно). в клещах, собранных в конце июня 
и июле, аг вкэ обнаружить не удалось. доля клещей 
с высоким содержанием аг вкэ (P/N > 3,0) варьи-
ровала от нуля (2006 г.) до 87,5 % (2008 г.). в отловах 
клещи по полу распределились практически поровну 
(50,4 % самцов и 49,6 % самок), но среди «положи-
тельных» на аг вкэ преобладание самок было оче-
видным – (67,03±6,0) % против (32,97±8,58) %.

о связи численности клещей с их зараженно-
стью сведения в литературе весьма противоречивы. 
Ю.в.ковалевский и соавт. [3] полагают, что колебания 
зараженности клещей вкэ слабо связаны с измене-
нием их численности. а.а.смородинцев и а.в.дубов 
считают, что увеличение численности прокормите-
лей и переносчиков способствует усилению циркуля-
ции вируса в очаге и увеличению инфицированности 
клещей [7]. вирусофорность имаго I. persulcatus на 
протяжении 6 лет в ряде районов хабаровского края 
и сахалинской области исследовала р.н.воробьева с 
соавт. [2]. она показала, что при невысокой числен-
ности клещей наблюдалась небольшая вирусофор-
ность. повышение зараженности клещей совпадало 
с увеличением численности их имагинальной фазы в 
том же году. по нашим наблюдениям 20-летней дав-
ности, направленность изменения численности и ви-
русофорности клещей не всегда совпадала.

на диаграмме (рис. 2) хорошо видно, что чис-
ленность клещей в 2005 г. на 43 и 47 км была очень 
высокой, затем резко упала и в 2006–2009 гг. со-
хранялась примерно на одном уровне, не превышая 
70 экз./флаго-час даже на самых обильных участках. 
при этом на каждом из исследуемых участков чис-
ленность переносчика менялась по-своему: подъем к 
2007 г. и плавное уменьшение к 2009 г. на 23 км; рез-
кое снижение от 2005 к 2006 году и очень плавный 
подъем к 2009 г. на 43 км; понижение с 2005 по 2008 

рис. 1. сезонные изменения численности таежного клеща  
на разных участках байкальского тракта и среднего числа  

заболевших кэ по иркутску (2005–2009 гг.):
 1, 2, 3 – численность на 23, 43 и 47 км соответственно;  

4 – заболеваемость на 100 тыс. населения
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год с небольшим увеличением в 2009 г. на 47 км. при 
сравнении численности с вирусофорностью (рис. 2) 
вычленить какие-либо связи не удалось. ни разу не 
превысив 1 % в год, последний показатель на 23 км 
был самым низким в 2007 г. при самой высокой чис-
ленности на этом участке. в то же время, при весьма 
средней численности на 43 и 47 км, вирусофорность 
в том же 2007 г. на этих участках была самой высо-
кой за годы исследований. 

считается, что повышение численности отдель-
ных компонентов паразитарной системы кэ влияет 
на уровень заболеваемости. в частности, установ-
лена прямая средней степени корреляция между 
показателями заболеваемости кэ и среднесезон-
ной численностью клещей I. persulcatus на западе 
красноярского края [4]. динамика заболеваемости 
населения кэ в карелии в большей степени согла-
суется с динамикой численности имаго таежного 
клеща, чем с его вирусофорностью. резкий рост за-
болеваемости кэ в европе в конце хх века привлек 
к себе внимание исследователей, которые рассматри-
вают самые разнообразные причинно-след ствен ные 
связи. например, анализ с помощью геоинформаци-
онных систем (гис) показал, что размах колебаний 
численности иксодид больше зависит от климата и 
растительного покрова, чем от факторов, связанных 
с хозяевами [13]. в то же время влияние климатиче-
ских изменений на заболеваемость трансмиссивными 
инфекциями в настоящее время очень дискуссионно 
[5, 11, 14]. некоторые исследователи большую роль 
в распространении природно-очаговых инфекций 
отводят человеческому фактору, в частности – пу-
тешествиям с домашними животными, смене места 
жительства, социальной активности и занятиям на 
досуге [10]. рост заболеваемости кэ в италии имеет 

тесную связь с интенсивным лесонасаждением, из-
менением состава растительных сообществ, благо-
приятствующих росту численности мелких млеко-
питающих и косуль [14]. в Шотландии численность 
клещей была положительно связана с численностью 
оленей и отрицательно – с высотой над уровнем моря 
[11]. в Швеции выявлена положительная корреляция 
между количеством случаев кэ у людей и численно-
стью лисицы при отрицательной корреляции с чис-
ленностью зайцев и куропаток [12]. 

за представленный промежуток времени заболе-
ваемость по иркутску колебалась в пределах от 4,3 до 
5,6 на 100 тыс. населения. на территории, через ко-
торую проходит байкальский тракт, за 2005–2009 гг. 
кэ заразилось 33 человека, из них лихорадочной 
формой – 20 (60,6 %), менингеальной – 10 (30,3 %) и 
очаговой – 3 (9,1 %), что в процентном соотношении 
примерно соответствовало общей картине заболевае-
мости по иркутску. 

при сопоставлении численности основного пе-
реносчика по байкальскому тракту и заболеваемости 
по иркутску (рис. 2) прослеживается полное совпа-
дение динамики этих двух параметров на ближай-
шем к городу участке (23 км байкальского тракта): за 
высокой численностью и самой высокой за пять лет 
заболеваемостью в 2005 г. последовало падение этих 
двух показателей в 2006 г., достаточно резкий подъ-
ем в 2007 г. и постепенное падение в последующие 
два года. уменьшение численности клещей одно-
временно с падением заболеваемости отмечается в 
2006 г. и по отдаленным участкам, но в 2007–2009 гг. 
картина несколько различается. подъем численности 
на 43 км в 2007 г. совпадает с подъемом заболеваемо-
сти, но в последующие два года численность клещей 
на этом участке продолжает расти, а заболеваемость 
снижается. на 47 км наименьшее количество клещей 
на флаго-час наблюдалось в 2008 г., а в 2009 оно вы-
росло, в то время как заболеваемость продолжала 
уменьшаться.

самый большой процент клещей, зараженных 
вкэ, был выявлен в 2007 г. и совпал с подъемом 
заболеваемости (рис. 2). но по участкам изменение 
вирусофорности и динамика заболеваемости выгля-
дели по-разному: если на 43 и 47 км эти показатели 
менялись в одном направлении, то на 23 км наблю-
далась противоположная тенденция. так же, как и в 
прежние годы, полного соответствия по годам виру-
софорности и численности клещей с заболеваемо-
стью не наблюдалось. 

таким образом, по результатам пятилетнего мо-
ниторинга очагов кэ в пригородной зоне иркутска 
отмечена тенденция совпадения динамики числен-
ности основного переносчика – таежного клеща – и 
заболеваемости населения. не удалось обнаружить 
корреляций между заболеваемостью людей кэ, про-
центом зараженных клещей и долей клещей с высо-
ким содержанием аг вкэ. известно, что истинные 
эпидемиологические закономерности могут быть вы-
явлены лишь при синтезе результатов исследований 

рис. 2. изменение численности и вирусофорности  
таежного клеща на разных участках байкальского тракта  

и заболеваемости клещевым энцефалитом населения иркутска 
по годам:

23 км: 1 – численность, 4 – вирусофорность;  
43 км: 2 – численность, 5 – вирусофорность;  
47 км: 3 – численность, 6 – вирусофорность.  

7 – заболеваемость на 100 тыс. населения
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на всех уровнях организации эпидемического про-
цесса [9]. недостаточное количество материала по 
прокормителям преимагинальных стадий I. persulca-
tus не позволило нам в данной работе включить его 
в анализ. тем не менее, многолетняя работа на ста-
ционарных участках и накопленные данные по чис-
ленности и вирусофорности основного переносчика, 
а также ежегодно регистрируемой заболеваемости 
населения, позволяют сделать вывод об активности 
и напряженности исследуемых очагов. в целях про-
филактики инфекций, переносимых клещами, сле-
дует вести постоянную санитарно-просветительную 
работу как среди садоводов, так и среди местного 
сельского населения: развивать пропаганду инди-
видуальной профилактики, применения защитной 
одежды и специальных акарицидных и репеллентных 
средств; вывешивать баннеры, предупреждающие об 
опасности присасывания клещей, а также адреса и 
телефоны пунктов профилактики кэ и оказания экс-
тренной помощи в случае присасывания. в связи с 
расположением на исследуемых участках баз отды-
ха и санаториев необходима ежегодная акарицидная 
обработка их территорий. многолетний мониторинг 
природных очагов на постоянных стационарах не-
обходим для оценки динамики лоймопотенциала как 
важнейшего показателя, обусловливающего их эпи-
демическое проявление. 
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за последние десятилетия в мире, в том числе 
и в россии, отмечены крупные вспышки лихорад-
ки западного нила (лзн), которая в соответствии с 
ммсп (2005 г.) может представлять региональные 
проблемы в области обеспечения санитарно-эпи де-
мио ло ги че ского благополучия населения. ареал ви-
руса западного нила (взн) в россии и за рубежом 
(в африке, европе, америке, азии и австралии) за-
нимает огромные территории в пределах экватори-
ального, тропического и умеренного (южная часть) 
климатических поясов [4]. 

в результате масштабных экспедиционных ис-
следований с использованием оригинального метода 
эколого-эпи де мио ло ги че ского зондирования выявле-
ны потенциально опасные территории в отношении 
взн и других арбовирусов на территории российской 
Федерации. при этом наиболее угрожаемыми в от-
ношении лзн являются территории юга страны [5]. 
начиная с 1996 г. произошло обострение эпидситуа-

ции по этой арбовирусной лихорадке с регистраци-
ей вспышек в румынии, Франции, чехии, италии, 
израиле. в 1999 г. эпидемия лзн возникла в сШа 
(нью-йорк), распространившись в последующие 
годы с птицами сначала по атлантическому миграци-
онному руслу во Флориду, затем по путям миграции 
птиц – на остальную часть сШа, южную канаду, 
центральную и Южную америку [14, 15, 18]. 

как отмечают д.к.львов и соавт. [7], возник-
новение крупной вспышки лзн в волгоградской 
области и на сопредельных территориях (1999 г.) 
явилось вполне закономерным. к настояще-
му времени зарегистрировано более 1500 боль-
ных в астраханской, волгоградской, ростовской, 
воронежской, ульяновской, челябинской, ново-
си бирской, томской областях, краснодарском крае 
и республике калмыкии, в том числе заносы в 
республику татарстан и москву. установлена цирку-
ляция взн на территории поволжья, в пензенской, 
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целью работы является характеристика вспышки лихорадки западного нила в ростовской области в 2010 г. с 
оценкой эколого-эпи де мио ло ги че ских особенностей. с 15 июля по 22 сентября выявлено 64 (1,4800/0000) больных, 
у которых установлен трансмиссивный механизм передачи возбудителя. пик заболеваемости совпал с массовым 
выплодом Culicidae, нарастанием численности комаров рода Culex и повторным ростом Aedes. для вспышки 
характерен разлитой тип эпидемического процесса, высокий процент больных среди городских жителей, ин-
фицированных в загородной зоне. антиген вируса зн выявлен в иФа в пробах от комаров An. maculipennis и 
Cx. pipiens, диких и синантропных птиц, клещей Rh. rossicus, мыши домовой и лесной, что указывает на выявле-
ние основных звеньев в циркуляции возбудителя и формирование природного очага лихорадки западного нила.
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This paper describes the outbreak of West Nile fever in the Rostov Region in 2010 and evaluates its ecological and epidemiologi-
cal peculiarities. From 15th of July till 22nd of September 2010, detected were the 64 cases (1, 4800/0000) of the disease, which were 
characterized by vector-born mechanism of transmission. Peak of morbidity coincided with mass breeding of Culicidae, increase in 
the number of Culex mosquitoes, and reoccurring growth of Aedes mosquito population. Diffuse type of the epidemiological process, 
higher rates of the cases among urbanites, infected in the country-side area, were the characteristic features of that outbreak. West Nile 
virus antigen was detected by means of IFA in samples taken from An. maculipennis and Cx. pipiens mosquitoes, wild and synan-
thropic birds, Rh. rossicus ticks, house and wood mice, which facilitates identification of the core factors for the agent circulation and 
West Nile fever natural focus formation. 
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пермской и саратовской областях, татарстане, а 
также в ставропольском, алтайском, приморском, 
красноярском, хабаровском краях и омской области 
[3, 7, 10, 11]. в ростовской области с 2000 г. отмече-
ны спорадические случаи лзн, в 2010 г. – вспышка 
этой арбовирусной инфекции.

целью работы является характеристика вспыш-
ки лихорадки западного нила в ростовской области в 
2010 г. с оценкой эколого-эпи де мио ло ги че ских осо-
бенностей.

материалы и методы

использованы материалы для оперативно-
го эпи де мио ло ги че ского анализа вспышки 2010 г. 
сведения систематизированы с учетом специаль-
но разработанной в ростнипчи анкеты для сбора 
данных у перенесших лзн, включающей данные 
из карт эпи де мио ло ги че ского обследования очагов 
больных и историй болезни. проведена обработка 
анкет 64 больных лзн с подтвержденным диагно-
зом. эпи де мио ло ги че ский анализ заболеваемости 
лзн осуществляли с использованием общепринятых 
методов, а также показателя «плотность инфекции» 
(число больных/площадь территории × 1000) [8, 13]. 
систематизированы данные эпизоотологических 
обследований в ростовской области на стационарах 
многолетнего наблюдения, в таганрогском заливе, 
дельте и пойме рек дон и маныч, оз. маныч-гудило 
и в ростове-на-дону (2000–2010 гг.). маршрутный 
учет птиц, отлов комаров «на себе» (экземпляров/на 
один учет) осуществляли в соответствии с методиче-
скими документами, определение видового состава 
птиц – с учетом определителя в.е.Флинта и соавт. 
[14], комаров – а.е.гуцевича и соавт. [2].

на антиген вируса западного нила исследованы 
птицы – 4430 экз. (2866 проб), кровососущие комары – 
28688 экз. (1414), клещи – 10516 экз. (1203), млеко-
питающие – 2016 экз. (681). использованы фондовые 
материалы энтомологических обследований Фгуз 
«центра гигиены и эпидемиологии в ростовской 
области», метеорологические данные по среднеме-
сячным температурам воздуха с апреля по октябрь 
за 2000–2010 гг., предоставленные гу «ростовский 
центр гидрометеорологии и мониторинга окружаю-
щей среды». для выявления антигена вируса зн и 
антител к нему применен иммуноферментный ана-
лиз с использованием соответствующих тест-систем 
производства научно-иссле до вательского института 
вирусологии им. д.и.ива нов ского. подготовку проб 
и исследования проводили в соответствии с прила-
гаемыми инструкциями. статистическая обработка 
проводилась с использованием программ Excel 7.0. 

результаты и обсуждение

ростовская область расположена на юге физико-
географической страны – русской равнины, в преде-
лах нижне-донской области. по геоморфологиче-

ским и долготно-климатическим особенностям выде-
лены две провинции: доно-донецкая (правобережная 
часть дона) и доно-сало-манычская (левобережная) 
с разнообразными типами (зональные: степной, сухо-
степной, полупустынный; интразональные: луговой, 
степной, лесной, водный), подтипами, вариантами и 
основными видами ландшафтов, растительности, почв 
и природных условий. продолжительность периода с 
температурами выше 10 °с – от 165 дней на севере до 
180 и более – на юге, сумма эффективных температур 
в году достигает 3000 °с и более, т.е. укладывается в 
границы распространения передаваемых членистоно-
гими (комарами и клещами) арбовирусов и указывает 
на климатические условия, благоприятные для фор-
мирования природных очагов [6].

через ростовскую область проходит восточно-
евро пейский пролетный путь птиц, являющихся 
основными носителями и транспортерами возбудите-
ля лзн и других арбовирусных инфекций. основные 
направления миграции авифауны внутри области со-
ответствуют ориентации долины р. дон, от дельты 
до цимлянского водохранилища, сети водохранилищ 
западного маныча (веселовское, пролетарское) и 
оз. маныч-гудило, через которые птицы попадают в 
низовья волги и на северное побережье каспийского 
моря. при пролете они используют околоводные 
биотопы для отдыха, пополнения жировых резервов 
и линьки. большинство видов зимует на морских 
побережьях и внутренних водоемах африки и азии 
(израиль, иран, турция), эндемичных по лзн [6]. 
в результате орнитологического мониторинга учте-
но 165 видов птиц, в том числе 120 гнездящихся и 
79 околоводных. также установлено, что наиболее 
массовые виды на гнездовании и в период миграции 
составляют птицы водно-околоводного комплек-
са (большой баклан, чомга, цапли, чайки, крачки, 
утки, гуси, кулики), потенциальные носители виру-
са зн. определены зоны риска при лзн – это тер-
ритории, прилегающие к основным водным артери-
ям ростовской области: таганрогский залив, дельта 
и поймы рек дон и маныч с сетью водохранилищ 
(веселовское, пролетарское), оз. маныч-гудило. 
при исследовании авифауны выявлен антиген виру-
са зн в пробах от большого баклана (дельта дона, 
2001 г.), речной крачки (веселовское водохранили-
ще, 2003 г.) и серой вороны (дельта дона, 2006 г.).

при изучении и оценке экологических особен-
ностей лихорадки западного нила в период, пред-
шествующий вспышке, выявлено 18 видов крово-
сосущих комаров (Diptera, Culicidae), в том числе 
11 потенциальных переносчиков вируса зн (Aеdes 
cantans, Aе. caspius, Aе. excrucians, Aе. vexans, Aе. fla-
vescens, Aе. cinereus, Culex modestus, Cx. pi piens, 
Anopheles maculipennis, An. claviger, Coquillettidia 
richiardii). в циркуляцию вируса зн включались 
Аe. vexans (2001, 2002, 2003 гг.), An. claviger (2002 г.), 
Aе. caspius (2003 г.) и Aе. cinereus (2007 г.), клещи 
Hyalomma marginatum marginatum и Rhipicephalus 
rossicus, а также мышевидные грызуны – обыкновен-
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ная полевка (2005 г.). кроме того, установлено нали-
чие им мунной прослойки среди 2875 обследуемых 
(2000–2004; 2007–2008 гг.) в 22 административных 
районах и 4 городах с выявлением положительно 
реагирующих от (0,89+0,89) до (10,71+4,40) %. 

приведенные данные свидетельствуют об уста-
новленных экологических связях вируса зн с птица-
ми, комарами, клещами и мелкими млекопитающими, 
что способствовало его циркуляции на территории 
области и возможности формирования природного 
очага с эпидемическими проявлениями лзн различ-
ной интенсивности.

с 2000 по 2010 год выявлено 134 больных 
лзн в 12 административных районах и 10 городах 
ростовской области, доно-донецкой и доно-сало-
манычской провинциях со степным видом ланд-
шафта, в том числе водным интразональным, в 
дельте и поймах рек дон, маныч, северский донец 
и веселовского водохранилища и биотопах, опреде-
ляющих благоприятные экологические условия для 
основных составляющих в цепи циркуляции вируса 
зн – птиц и комаров.

наиболее высокие относительные показате-
ли заболеваемости отмечены в сальске – 4,9450/0000 
(2006 г.), ростове-на-дону – 4,1000/0000 (2010 г.) и 
сальском районе – 3,8100/0000 (2005 г.). наибольшее 
число больных лзн – 89 человек (66,4 %) – выявлено 
в ростове-на-дону, что подтверждает одну из эпи де-
мио ло ги че ских особенностей этой лихорадки – пре-
обладание городских жителей в общей структуре за-
болевших. 

с 15 июля по 22 сентября 2010 г. в ростовской об-
ласти имела место вспышка лзн – 64 (1,4800/0000) боль-
ных, одним (1,56 %) летальным исходом, в том чис-
ле одним больным, проживающим в краснодарском 
крае. анализ динамики заболеваемости лзн (по де-
кадам) во время вспышки свидетельствует о подъеме 
и пике в I и II декадах августа и подтверждает ранее 
полученные данные о летне-осенней сезонности бо-
лезни (рисунок). 

следует отметить, что пик заболеваемости со-
впал с временем массового выплода комаров и по-
вышенной активностью их нападения на человека. 
при изучении сезонной динамики среднемноголет-
ней численности имаго комаров в ростове-на-дону 
(2000–2010 гг.) установлено, что в августе проис-
ходит нарастание численности комаров рода Culex 
и повторный рост активности кровососущих рода 
Aedes. это подтверждает ранее полученные данные 
по интенсивности нападения Cx. pipiens на людей в 

мае–июне, с максимумом в августе [1]. 
при анализе среднемесячных температур воз-

духа (2000–2010 гг.) установлено, что температуры в 
июне (24,1 °с) и августе (27,5 °с) 2010 г. превышали 
значения их за предшествующие годы. это, в свою 
очередь, могло способствовать увеличению числа ге-
нераций переносчиков. при росте температуры возду-
ха (не выше 35 °с) и воды физиологические реакции в 
организме комара протекают быстрее (переваривание 
крови, развитие и откладка яиц, развитие личинки), 
что способствует увеличению генераций [1]. 

в 2010 г. выявлены отличия показателей сезон-
ного хода численности кровососущих комаров от 
среднемноголетних. так, появление первых кома-
ров рода Aedes в ростове-на-дону отмечено рань-
ше на 10–14 дней в мае, по сравнению с 2009 г., а 
для комаров рода Culex (Cx. pipiens и Cx. modestus) 
эта тенденция выявлена с 2006 г. высокие показа-
тели среднемесячной численности комаров рода 
Aedes (Ae. caspius, Ae. vexans и Ae. cinereus) отмече-
ны в мае – (30,6±12,3) экз. и июле – (23,3±10,3) экз. 
при среднемесячных температурах воздуха 18,1 и 
26,6 °с, в августе показатель составил (12,2±5,8) экз. 
при 27,5 °с. численность комаров рода Culex, в 
основном за счет Cx. pipiens – основного перенос-
чика вируса зн – достигла максимума в июле, соот-
ветствуя среднемноголетним показателям августа – 
(7,4±3,2) экз., и продолжала оставаться на высоком 
уровне в августе – (6,2±2,6) экз., что обеспечило реа-
лизацию трансмиссивного механизма передачи воз-
будителя инфекции. 

больные лзн выявлены в девяти горо-
дах: миллерово, донецк, каменск-Шахтинский, 
Шахты, новошахтинск, ростов-на-дону, батайск, 
таганрог и сальск и семи административных рай-
онах: чертковский, обливский, миллеровский, 
белокалитвенский, неклиновский, азовский и 
аксай ский, что указывает на разлитой характер эпи-
демического процесса. у пяти больных из ростова-
на-дону (2), таганрога (1), донецка (1) и обливского 
района (1) в анамнезе установлено инфицирование 
за пределами ростовской области – в краснодарском 
крае, на украине, в волгограде и волгоградской об-
ласти. наиболее высокие показатели заболеваемости 
установлены в ростове-на-дону – 4,1000/0000, а также в 
аксайском, азовском и белокалитвенском районах – 
3,4850/0000, 3,3750/0000 и 3,2170/0000 соответственно. 

наибольший удельный вес больных лзн – 
67,2 % (43 человека) выявлен в ростове-на-дону. при 
анализе территориального распределения больных 
установлено, что самые высокие показатели плотно-
сти инфекции выявлены в городах – от 6,317 (Шахты) 
до 123,400 (ростов-на-дону). в административных 
районах, где выявлены единичные больные, этот по-
казатель варьировал от 0,314 (миллеровский район) 
до 2,564 (аксайский район). 

при анализе сезонности установлена регистра-
ция больных с июля по сентябрь с наибольшим их 
числом в августе – 42 больных (66,7 %), причем в динамика заболеваемости лихорадкой западного нила  

(по декадам)
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первую и вторую декаду месяца зарегистрировано 36 
(85,7 % от выявленных в августе). в июле инфициро-
вание отмечено у 8 (12,7 %) больных, в сентябре – у 
13 (20,6 %).

при оценке заболеваемости по возрастным 
группам отмечено, что больные зарегистрированы в 
возрасте от 9 до 80 лет с наиболее высокими показа-
телями в возрастных группах 50–59 лет – 2,5710/0000 и 
40–49 лет – 2,3500/0000, в остальных группах они ва-
рьировали от 0,1710/0000 до 1,8860/0000. среди больных 
лзн, выявленных в ростове-на-дону, установлены 
наиболее высокие показатели в возрастных группах 
60 лет и старше – 1,2400/0000 и 50–59 лет – 0,8580/0000. 
среди больных лзн было 38 (59,4 %) мужчин и 25 
(39,6 %) женщин. 

при распределении больных лзн по профессио-
нальному составу выявлено, что среди подвергшихся 
инфицированию вирусом зн были лица различных 
профессий. учитывая, что у большинства больных в 
эпиданамнезе было пребывание на отдыхе за преде-
лами города (купание, рыбная ловля, отдых на садо-
вых и дачных участках), заболевание, как правило, 
не связано с профессиональной деятельностью. так, 
в ростове-на-дону и ростовской области рабочие, 
служащие, не работающие и пенсионеры составили 
наибольший удельный вес среди больных – 88,4 и 
85,7 % соответственно.

за период вспышки выявлено 63 очага, в том чис-
ле с одним случаем – 62 (98,4 %), с двумя – 1 (1,6 %), 
где больные находились в одинаковых условиях по 
риску инфицирования. 

при систематизации данных по механизму пере-
дачи возбудителя инфекции выявлено, что в 90,5 % 
(57 человек) случаев заболевшие отмечали укусы 
комаров на территории населенных пунктов и за 
его пределами, что указывает на реализацию транс-
миссивного механизма передачи возбудителя лзн. 
подтверждением этому является выявление антиге-
на вируса зн в одной пробе, сформированной из со-
бранных комаров An. maculipennis, и 13,3 % проб от 
Cx. pipiens, отловленных в ростове-на-дону в июле–
августе 2010 г. у шести больных, при отсутствии в 
эпиданамнезе укусов комаров, установлены условия 
и места возможного инфицирования.

при анализе возможных мест инфицирования с 
учетом территориальной привязки у 63 больных вы-
явлено, что 30 человек были инфицированы по ме-
сту жительства (в ростове-на-дону – 17, в азовском 
и аксайском районах – по три, в городах миллерово, 
новошахтинске, каменске-Шахтинском, сальске, в 
белокалитвенском, неклиновском и миллеровском 
районах – по одному). у 28 больных, в том числе у 24, 
зарегистрированных в ростове-на-дону, возможные 
места инфицирования связаны с пребыванием и от-
дыхом за пределами места жительства, в ростовской 
области: в азовском (9 случаев), аксайском 
(10), мясниковском, неклиновском, сальском, 
зерноградском, усть-донецком, верхнедонском 
районах, в окрестностях батайска и рекреацион-

ной зоне отдыха ростова-на-дону. пять больных 
накануне заболевания пребывали в волгограде, 
волгоградской области, в анапе и крыловском райо-
не краснодарского края, на украине, в одесской об-
ласти. у одного больного место возможного инфици-
рования не выявлено.

среди больных лзн 52 человека проживали 
в городах и 11 – в сельской местности. по данным 
анкетирования, 60,3 % больных среди городских и 
сельских жителей до заболевания находились на от-
дыхе у водоемов, на дачных участках, на рыбалке, 
где, вероятно, произошло их инфицирование возбу-
дителем лзн.

диагноз у больных подтвержден в иФа с вы-
явлением IgM (титры – 1:800 – 1:12800) и (или) 
IgG (1:100 – 1:400). при этом больные поступали, в 
основном, с предварительным диагнозом орви – 38 
больных, с аллергическим дерматитом – 12, менин-
гитами, менингоэнцефалитом, острым энцефалитом, 
энцефалопатией – 9, лихорадкой неясной этиоло-
гии – 4, острым бронхитом – 2 и в единичных случа-
ях с острым гастроэнтеритом, пневмонией и болез-
нью содоку. 

по данным а.е.платонова и соавт. [9], при гено-
типировании рнк вируса зн, обнаруженного в кро-
ви больных в период вспышки, штаммы отнесены 
ко II генотипу, ранее циркулирующему в ростовской 
области. 

таким образом, в результате эпи де мио ло ги че-
ского анализа вспышки лзн в 2010 г. в ростовской 
области установлено, что происходит расширение 
нозоареала, в том числе на север. использование по-
казателя «плотность инфекции» подтвердило одну 
из особенностей лзн – преобладание городских жи-
телей в структуре заболеваемости. основной меха-
низм передачи возбудителя лзн – трансмиссивный, 
реализуемый через укусы кровососущих комаров. 
антиген вируса зн выявлен в пробах от комаров 
An. maculipennis и Cx. pipiens. в связи с повышен-
ными температурами в 2010 г., по сравнению с пред-
шествующим периодом, выявлены изменения сезон-
ного хода численности кровососущих комаров. лзн 
имела выраженную летне-осеннюю сезонность с пи-
ком заболеваемости в первой и второй декаде авгу-
ста. в результате длительного отсутствия дождей для 
откладки яиц комары могут использовать различные 
искусственные водоемы (емкости и баки для воды на 
дачных участках, колодцы и т.п.). возможно, что с 
этим связан высокий процент больных, которые под-
верглись риску инфицирования за пределами города, 
на дачных участках. 

риску заражения подвержены лица различных 
возрастных групп, но более всего – люди среднего 
и старшего возраста, в основном городские жители 
различных профессиональных групп (рабочие, слу-
жащие, пенсионеры), ведущие активный образ жиз-
ни (отдых, рыбалка и др.). 

выделены территории с высоким и повышенным 
рисками инфицирования, где показатели заболевае-
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мости были > 3,0000/0000 (ростов-на-дону, аксайский, 
азовский и белокалитвенский районы) и 2,6460/0000–
2,9440/0000 (миллерово, миллеровский и чертковский 
районы) соответственно. наличие территорий риска 
по эпидпроявлениям подтверждено результатами 
эпизоотологического обследования, проведенного 
в 2010 г. выявлен антиген вируса зн в пробах от 
озерной и сизой чаек (мясниковский район), грача 
(багаевский и веселовский районы), обыкновенного 
скворца (ростов-на-дону), комаров An. maculipennis 
и Cx. pipiens (ростов-на-дону), клещей Rh. rossicus, 
мыши домовой (аксайский район) и мыши лесной 
(веселовский район). 

результаты исследований указывают на выяв-
ление основных звеньев в циркуляции возбудителя: 
птицы – переносчики – человек и птицы – перенос-
чики – мелкие млекопитающие, а также свидетель-
ствуют о формировании природного очага лихорадки 
западного нила в ростовской области, что является 
неблагоприятным прогностическим признаком.
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вступление микробиологии в бактериологиче-
ский период развития поставило перед исследова-
телями задачу сохранения выделенных культур ми-
кроорганизмов. было разработано много способов 
длительной консервации, одним из которых является 
низкотемпературная консервация – замораживание 
и хранение бактерий при субнулевых температурах. 
при низкотемпературной консервации клетки под-
вергаются воздействию не только низких температур 
в диапазоне от –20 до –196 °с, но и комплекса стрес-
совых физико-химических факторов, возникающих 
вследствие фазовых переходов воды, таких как обра-
зование кристаллов льда, высокие концентрации вну-
три- и внеклеточных растворов, изменение рн сре-
ды, осмотические, концентрационные градиенты и 
другие [3, 6]. согласно существующим сегодня пред-
ставлениям основными причинами гибели клеток 
при замораживании-оттаивании являются поврежде-
ния мембранных структур кристаллами внутрикле-
точного льда и вторичные повреждения высокими 
концентрациями внутри- и внеклеточных растворов 

(рисунок). вклад каждого из факторов в развитие 
криоповреждений зависит от типа клетки и скорости 
охлаждения клеточных суспензий. использование 
для консервации специальных сред с криопротекто-
рами позволяет снизить количество криоповрежде-
ний и обеспечить сохранение максимально большого 
количества живых, структурно и функционально не-
поврежденных клеток. большинство гипотез защит-
ного действия традиционных криопротекторов осно-
ваны на свойствах последних уменьшать количество 
льда, изменять размеры и структуру кристаллов, по-
нижать температуру замерзания растворов [3, 17]. 

целью данной работы является рассмотрение 
положительного и отрицательного опыта примене-
ния защитных сред разного состава для низкотемпе-
ратурной консервации бактерий. главное внимание 
уделено публикациям, посвященным результатам 
длительного хранения бактерий при субнулевых 
температурах, оптимизации защитных сред для па-
тогенных бактерий и использованию соединений с 
потенциальной криозащитной активностью.
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представлены литературные данные об эффективности консервации бактерий при температурах от –20 до 
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ным результатам длительного хранения бактерий при субнулевых температурах, оптимизации защитных сред 
для патогенных бактерий и использованию соединений с потенциальной криозащитной активностью. сделан 
вывод о необходимости апробации рекомендуемых сред для поддерживаемых видов бактерий и используемой 
температуры хранения. одним из направлений совершенствования технологий низкотемпературной консервации 
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Ключевые слова: низкотемпературная консервация, бактерии, криопротекторы, защитные среды.

I.V.Gracheva, T.V.Valova, G.V.Grigor’eva

Traditional and Modern Protective Media for the Low-Temperature Bacteria Preservation
Russian Research Anti-Plague Institute “Microbe”, Saratov

Presented are the literature data on the efficiency of bacteria preservation at temperatures ranging from –20 to –196 °C in the pro-
tective media containing such cryoprotectors as glycerol, dimethyl sulfoxide, carbo-hydrates, substances of protein origin specified by 
regulatory guidelines. Most of the focus is on the publications reporting the results of the long-term bacteria preservation at sub-zero 
temperatures, optimization of the protective media for pathogenic bacteria, and usage of the compounds with potential cryoprotec-
tive activity. Noted is the necessity for approbation of the specified protective media for the conserved bacteria species at the applied 
preserving temperatures. One of the approaches to the enhancement of the low-temperature preservation techniques is a search for 
natural protectors, which can provide for surviving of bacteria in the unfavorable conditions, including low temperatures, and a search 
for possibility to integrate these natural protectors into the cryoprotective media. Displayed are the results of effective application of 
glycerol-betaine, and polysaccharides of Arctic microorganisms for the low-temperature bacteria preservation.

Key words: low-temperature preservation, bacteria, cryoprotectors, protective media.
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Традиционные защитные среды для низко-
температурной консервации бактерий. начало 
активного использования защитных сред для хране-
ния микроорганизмов при субнулевых температурах 
связано с публикацией в 1949 г. C.Polge, A.U.Smith, 
A.S.Parkes работы о защитной роли глицерина в со-
хранении эукариотических клеток после заморажи-
вания. много соединений изучено на способность за-
щищать клетки от повреждений низкими температу-
рами. накопленный материал позволяет рекомендо-
вать среды, эффективные для консервации бактерий. 
современные руководства по консервации бактерий 
предлагают несколько вариантов защитных сред, 
включающих в качестве криопротекторов глицерин 
или диметилсульфоксид [10, 26]. однако спектр при-
меняемых криопротекторов значительно шире [17]. 

для низкотемпературной консервации бактерий 
чаще всего используют глицерин в концентрациях 
5–25 % в составе водных растворов, жидких пита-
тельных сред, в сочетании с другими криозащитны-
ми веществами [17]. лучшей средой для консервации 
патогенных бактерий, имеющих медицинское зна-
чение, по сообщению R.K.A.Feltham et al. является 
бульон Oxoid с 10 % глицерина [14]. выживаемость 
Escherichia coli, Serratia marcescens, Bacillus thu-
ringiensis, Pseudomonas putida, Staphylococcus aureus 
после криоконсервации в 10–15 % растворах гли-
церина при использовании оптимальных программ 
замораживания составляет 67–100 % [1, 6, 8, 20]. 
результаты криохранения E. сoli с рекомбинантными 
плазмидами в течение 11 лет в 10 % глицерине, опу-
бликованные G.L.Koenig, показывают, во-первых, от-
сутствие достоверного снижения количества живых 

клеток в процессе хранения, во-вторых, сохранение в 
популяциях большинства штаммов структурно непо-
врежденных плазмид у 100 % тестированных клонов 
[20]. наличие в популяциях некоторых штаммов бес-
плазмидных клеток G.L.Koenig связывает с ненад-
лежащей подготовкой культур для хранения, которая 
должна включать обязательную селекцию клонов с 
высоким уровнем устойчивости к маркерным анти-
биотикам плазмид. 

глицерин обеспечивает длительное сохранение 
бактерий при более высоких температурах в диапа-
зоне от –20 до –80 °с. например, количество живых 
клеток Haemophilus influenzae после года хранения в 
питательном бульоне с 25 % глицерина при –70 °с 
составляло 68 % [9]. включение в защитную среду 
дополнительно обезжиренного восстановленного 
молока, глюкозы, дрожжевого экстракта позволило 
сохранить 86 % клеток за тот же период наблюде-
ния. по сообщению M.Votava et al. оптимальной сре-
дой хранения Haemophilus spp. при –70 °с является 
триптиказо-соевый бульон с 10 % глицерина и 40 % 
лошадиной сыворотки [27]. Штаммы Campylobacter 
jejuni сохраняют жизнеспособность в течение года 
хранения в бульоне с 15 % глицерина при –85 °с 
после 6 циклов замораживания-оттаивания [16]. 
вирулентные свойства Flavobacterium psychrophilum 
сохранялись практически на исходном уровне после 
двух лет хранения в бульоне с 10 % глицерина при 
–80 °с [22].

диметилсульфоксид (дмсо) – второй по часто-
те использования компонент защитных сред, более 
токсичен для бактериальных клеток, чем глицерин, и 
требует особых условий работы [3, 17]. используется 

механизмы криоповреждения интактных клеток [18]
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в концентрациях не выше 5–10 % в составе водных 
растворов, жидких питательных сред [10]. для 
Mycobacterium phlei 10 % дмсо был лучшей сре-
дой для криоконсервации – обеспечивал выживание 
100 % клеток [5]. для Streptomyces ruber дмсо ме-
нее эффективен, чем глицерин – выживаемость сразу 
после криоконсервации составляла 92 и 100 % со-
ответственно. M.N.Cilmour et al. отмечают низкие 
защитные свойства дмсо для грамотрицательных 
анаэробных бактерий [15]. 

из группы углеводов для хранения бактерий 
при субнулевых температурах используют глюкозу, 
сахарозу, лактозу, трегалозу в концентрациях 5–15 % 
[17]. считается, что углеводы обладают менее выра-
женными криозащитными свойствами, чем глицерин 
или дмсо, поэтому их рекомендуют применять в со-
четании с другими протекторами. однако защитное 
действие сахарозы сопоставимо с таковым глицери-
на и дмсо для криоконсервации P. putida, E. coli и 
B. thuringiensis [1, 6]. наши исследования показали 
одинаковую эффективность сред с лактозой и гли-
церином для хранения V. cholerae при –70 ○с. среда 
Файбича с 10 % сахарозы успешно использована для 
криоконсервации Y. pestis [2]. при низкотемператур-
ном хранении H. influenzae сахароза (10 %) и лактоза 
(6 %) менее эффективны, чем глицерин [9]. 

гемолизированная кровь, сыворотки крови жи-
вотных изучены на способность защищать бактери-
альные клетки от повреждений при замораживании. 
согласно исследованиям R.Gorman et al. дефибрини-
рованная гемолизированная кровь лошади более эф-
фективная среда хранения C. jejuni при –85 °с, чем 
коммерческая криосистема, содержащая гипертони-
ческий криоконсервирующий раствор, после 9 меся-
цев хранения в котором живые клетки не обнаруже-
ны [16]. защитное действие крови было ниже, чем 
питательного бульона с 15 % глицерина. напротив, 
для Streptococcus pneumoniae гемолизированная 
кровь более предпочтительная среда хранения при 
–70 °с, чем глицериновый бульон [25].

при разработке безотмывочных технологий кон-
сервации бактерий, используемых в пищевой и ме-
дицинской промышленности, в качестве протектив-
ных сред успешно применяют питательные среды 
для культивирования, защитные свойства которых 
обусловлены их компонентами – пептоном, трипто-
ном, дрожжевым экстрактом. выживаемость про-
мышленных штаммов бактерий родов Streptococcus, 
Baсillus, Bifidobacterium сразу после криоконсерва-
ции в питательных средах составила 51–100 % [4, 
7]. после криоконсервации штаммы Bifidobacterium 
adolescentis сохраняли основные производственные 
показатели [4]. отмечено лишь обратимое повыше-
ние у культур первой генерации чувствительности к 
антибиотикам, кислотному стрессу, увеличение про-
должительности логарифмической фазы. по мнению 
авторов, изменения связаны с нарушением целостно-
сти и избирательной проницаемости цитоплазмати-
ческой мембраны в результате нелетальных криопов-

реждений и активным протеканием в клетках репа-
ративных процессов. после 15–20 лет криохранения 
производственных штаммов в питательных средах не 
отмечено достоверного снижения количества живых 
клеток, их продуктивной активности и дополнитель-
ного изменения признаков [7]. 

защитные свойства питательных сред, а также 
сред с восстановленным молоком менее выражены 
при хранении бактерий в диапазоне температур от 
–20 до –80 °с [9]. например, после года хранения 
H. influenzae в бульоне при –70 °с количество живых 
клеток снизилось до 20 %, в бульоне с 25 % глице-
рина выживало 100 % клеток [10]. вместе с тем не-
давние исследования, проведенные сотрудниками 
нескольких лабораторий сШа, выявили определен-
ные преимущества использования восстановленного 
молока для хранения бактерий при субнулевых тем-
пературах [13]. основным методом консервации па-
тогенных бактерий было хранение при –80 °с в пи-
тательных средах с 15 % глицерина или 10 % восста-
новленного молока. из-за перебоев в электроснабже-
нии в новом орлеане после ураганов катрина и рита 
размороженные образцы вынужденно хранились при 
температуре 28–30 °с. через месяц наибольшее ко-
личество штаммов было восстановлено именно из 
сред с восстановленным молоком. позднее проведе-
ны эксперименты, которые подтвердили, что включе-
ние в защитные среды восстановленного молока уве-
личивает период сохранения клетками Pseudomonas 
aeruginosa, E. coli, Salmonella enterica жизнеспособ-
ности после размораживания и хранения при темпе-
ратурах 25–30 °с. живые клетки таких видов, как 
С. jejuni, S. pyogenes, не были обнаружены в образ-
цах с глицерином уже после 5 дней хранения, в то 
время как их концентрация в пробах с молоком со-
ставила не менее 106 кое/мл через 49 дней хранения 
в вышеуказанных условиях.

новые защитные среды для низкотемпе-
ратурной консервации бактерий. несмотря на 
успешное применение для консервации бактерий 
защитных сред с рассмотренными выше криопро-
текторами, проводятся исследования, направленные 
на поиск новых природных нетоксичных для клеток 
соединений, включая естественные протекторы, обе-
спечивающие выживание микроорганизмов в стрес-
совых условиях. 

к группе таких веществ относится глицин-бе-
та ин. первоначально он был идентифицирован как 
органический осмопротектор, участвующий в под-
держании объемного гомеостаза клеток в средах с 
высокими концентрациями осмотически активных 
веществ, а позднее у него выявлены криозащитные 
свойства. в отличие от глицерина и дмсо глицин-
бетаин не токсичен для бактериальных клеток. 
считают, что он предотвращает холодовую агрега-
цию белков, поддерживает оптимальную текучесть 
мембран при низких температурах, обеспечивая их 
полноценное функционирование при физиологиче-
ски не оптимальных температурах [11]. 
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экспериментальных данных о защитной роли 
глицин-бетаина при низкотемпературной консер-
вации еще недостаточно. в работе D.Cleland et al. 
представлены результаты изучения протективного 
действия 6 % водных растворов глицин-бетаина на 
галофильные архебактерии при криоконсервации, 
согласно которым он так же эффективен, как и 10 % 
растворы глицерина [12]. к сожалению, в работе не 
представлены результаты по криоконсервации бакте-
рий, имеющих медицинское значение. однако сре-
ды с глицин-бетаином более эффективно защищали 
Neisseria gonorrhoeae и S. pneumoniae при сублима-
ции – высушивании из замороженного состояния, 
чем традиционные среды с обезжиренным молоком, 
трегалозой и декстраном. 

защитное действие глицин-бетаина под-
тверждено исследованиями V.M.Sheehan et al. [23]. 
выживаемость клеток Lactobacillus salivarius с ги-
бридной плазмидой, содержащей гены транспортной 
системы глицин-бетаина L. monocytogenes betL, по-
сле хранения при –20 и –70 °с выше, чем у бесплаз-
мидного штамма. повышенную устойчивость клеток 
к замораживанию связывают с накоплением в клет-
ках глицин-бетаина.

в работе с.н.Филипповой и соавт. на нали-
чие криозащитных свойств для бактерий изучен 
4н-гексил резорцин – химический аналог бактериаль-
ного фактора d1, выполняющий в клетках функцию 
аутоиндуктора анабиоза [5]. при накоплении до по-
рогового значения в среде роста фактора d1, напри-
мер, в стационарной фазе, происходит понижение 
функциональной активности клеток, переход вегети-
рующих клеток в состояние метаболического покоя, 
характеризующееся повышенной устойчивостью к 
стрессовым факторам. исследования показали, что в 
концентрациях, не оказывающих значительного ток-
сического действия на клетки, 4н-гексилрезорцин не 
обладает выраженными защитными свойствами для 
бактерий. 

в последние годы большое внимание уделяет-
ся изучению механизмов устойчивости к низким 
температурам и замораживанию психрофильных 
микроорганизмов и мезофильных, часть жизненного 
цикла которых может проходить при низких темпе-
ратурах [11, 18, 19, 21]. знание механизмов устойчи-
вости может стать основой для совершенствования 
методов низкотемпературной консервации живых 
организмов. большой потенциал для низкотемпера-
турной консервации могут иметь белки холодовой 
акклиматизации, криопротективные липополисаха-
риды, белки-антифризы, вещества, контролирующие 
образование и рост кристаллов льда, которые вы-
явлены у психрофильных микроорганизмов, насе-
ляющих экологические ниши арктики и антарктики 
[11, 18]. сегодня некоторые из них используются 
в экспериментальных исследованиях с хорошими 
результатами. защитные свойства полисахарида 
(р-21653), выделенного из арктической бактерии 
Pseudoalteromonas arctica, были выше, чем глице-

рина при замораживании клеток E.coli до –70 °с 
[19]. после трех циклов замораживания-оттаивания 
в присутствии 0,1, 0,5, 1 % р-21653 жизнеспособ-
ность сохранили соответственно 83, 91, 98 % клеток 
E. coli, а в 20 % глицерине только 43 %. собственный 
экзополисахарид арктической бактерии Colwellia 
psychrerythraea лучше защищал клетки от гибели 
при замораживании до –80 °с, чем глицерин [21]. 
исследования S.Shimodori показали, что защитное 
действие низкомолекулярного белка, выделенного из 
раковины креветки Metapenaeus eusis, приблизитель-
но в 100 раз выше, чем глицерина, дмсо при замо-
раживании Vibrio cholerae до –20 °с [24]. 

в заключение хочется отметить, что рекомендо-
ванные составы криозащитных сред должны быть 
апробированы, а при необходимости оптимизиро-
ваны для поддерживаемых видов бактерий и вы-
бранной температуры хранения. несмотря на то, что 
ведущей тенденцией в современной криобиологии 
является отход от эмпирических принципов иссле-
дования, подбор защитных сред для бактерий про-
водят опытным путем. выбор защитной среды дол-
жен основываться на высоком уровне выживаемости 
клеток после консервации и в течение последующе-
го хранения, стабильности фенотипических свойств 
и генетической организации. проводимые исследо-
вания должны учитывать накопленный опыт и со-
временные представления о механизмах, лежащих в 
основе криоповреждений и криозащиты.
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адгезия представляет собой сложный много-
компонентный процесс, обеспечивающий колони-
зацию микроорганизмами любых плотных субстра-
тов, включая ткани человека и животных [4, 11, 14]. 
изучению адгезивной активности микроорганизмов 
бактериальной природы в последние годы уделяется 
пристальное внимание, однако об адгезивных свой-
ствах споровых форм бактерий, в том числе возбуди-
теля сибирской язвы, имеются лишь единичные со-
общения [7]. следовательно, изучение адгезивности 
спор B. anthracis является актуальной задачей.

на сегодняшний день для исследования адгезии 
бактерий на клетках организма хозяина предложены 
методы in vitro и in vivo [4]. однако методы in vivo 
с использованием лабораторных животных являются 
достаточно трудоемкими, дорогостоящими и непри-
годными для изучения большого количества штам-
мов, кроме того, исключают возможность работы с 
клетками человеческого происхождения [12]. в связи 
с этим при определении адгезивности бактерий наи-
более часто применяются методы in vitro с использо-
ванием в качестве клеток-мишеней эритроцитов [1, 
5]. считается, что гликофорин мембраны эритроци-
тов идентичен гликокаликсу эпителиальных клеток, 
на котором расположены рецепторы для адгезинов 
микроорганизмов. данное сходство и простота по-
лучения эритроцитов в необходимых количествах 
делает их универсальной моделью для изучения ад-
гезивных свойств бактерий [12].

для регистрации адгезии микроорганизмов к 

эритроцитам применяется световая микроскопия [8], 
реакция гемагглютинации (рга) [13], реже – элек-
тронная микроскопия [1]. однако все эти методы не 
лишены определенных недостатков: для одних тако-
выми являются субъективность и недостаточная ин-
формативность, для других – трудоемкость и техни-
ческие сложности.

авторами статьи разработан метод изучения ад-
гезии бактерий на эритроцитах in vitro при помощи 
фотоколориметрии, характеризующийся простотой 
исполнения, высокой чувствительностью и информа-
тивностью [10]. в данной статье приводятся резуль-
таты оценки адгезивной активности спор вакцинных 
штаммов сибиреязвенного микроба фотоколориме-
трическим методом.

материалы и методы

в исследованиях использовали штамм B. ant-
hra  cis № 55 внииввим, предоставленный ооо 
«агровет» (москва), а также штаммы B. anthracis 
сти-1 и II вакцины ценковского, полученные в Фгу 
«48 цнии минобороны рФ» (киров). эксперименты 
проводили с суспензиями бактериальных спор, соот-
ветствующими 1,0 ед. оптической плотности (оп) 
при длине волны проходящего света 540 нм.

субстратом адгезии служили эритроциты чело-
века 0 (I) Rh+ группы крови, а также лабораторных 
и сельскохозяйственных животных (белой крысы, 
морской свинки, кролика, коровы, свиньи). в каче-
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стве антикоагулянтов при взятии крови применяли 
3,8 % раствор лимонно-кислого натрия (1:10) или 
гепарин (3 ед/1,0 мл). эритроциты трижды отмыва-
ли десятикратным объемом 0,9 % раствора хлорида 
натрия путем центрифугирования при 1000 об./мин в 
течение 5 мин и ресуспендировали в этом же раство-
ре. конечная концентрация эритроцитов в суспензии 
составляла 1,0·1012/л.

при проведении эксперимента в пробирках сме-
шивали по 1,0 мл суспензии эритроцитов и по 2,5 мл 
суспензии спор. в качестве контроля использовали 
пробы, содержащие: 2,5 мл суспензии спор и 1,0 мл 
0,9 % раствора хлорида натрия; 1,0 мл суспензии 
эритроцитов и 2,5 мл 0,9 % раствора хлорида натрия. 
пробы инкубировали на вращающейся платформе при 
(37±1) °с в течение 30 мин, после чего эритроциты 
осаждали путем центрифугирования при 1000 об./мин 
в течение 1,5 мин. затем из проб отбирали надоса-
дочную жидкость в объеме 2,0 мл и на фотоэлектро-
колориметре кФк-2 определяли величину ее оп.

Фиксирующую активность эритроцитов в отно-
шении спор вакцинных штаммов сибиреязвенного 
микроба оценивали по формуле:

где па – показатель адгезии, дк1 – оп надоса-
дочной жидкости в 1-й контрольной пробе, дк2 – оп 
надосадочной жидкости во 2-й контрольной пробе, 
доп – оп надосадочной жидкости в опытной пробе.

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

результаты и обсуждение

в настоящее время для специфической про-
филактики сибирской язвы в нашей стране разра-
ботаны живые вакцины на основе споровых форм 
штаммов B. anthracis № 55 внииввим, сти-1 и 
II вакцины ценковского [6, 9]. вакцина из штамма 
№ 55 внииввим применяется в ветеринарии, а из 
сти-1 используется для специфической профилак-
тики сибирской язвы у людей. Штамм II вакцины 
ценковского не нашел практического применения в 
профилактике заболевания ввиду достаточно высо-
кой остаточной вирулентности. 

известно, что эффективность живых вакцин, 
используемых для профилактики бактериальных ин-
фекций, во многом зависит от способности микроб-
ных клеток приживаться и размножаться в организме 
хозяина [3]. в свою очередь, приживление бактерий 
обусловлено их способностью к адгезии на клетках-
мишенях макроорганизма [4]. исходя из этого, на 
первом этапе исследований оценивали связывание 
спор вакцинных штаммов сибиреязвенного микроба 
с эритроцитами человека (табл. 1).

анализ данных табл. 1 свидетельствует о том, 
что споры вакцинных штаммов сибиреязвенного 
микроба проявляли выраженную адгезивную актив-
ность в отношении эритроцитов человека. при этом 
па для штамма B. anthracis II вакцины ценковского 
был достоверно выше (р < 0,05), чем для штаммов 
B. anthracis сти-1 и B. anthracis № 55 внииввим, 
что свидетельствовало о вариабельности адгезив-
ных свойств у вакцинных штаммов сибиреязвенно-
го микроба.

в следующей серии экспериментов нами была 
проведена сравнительная оценка адгезивной актив-
ности спор B. anthracis № 55 внииввим в отноше-
нии эритроцитов различных видов млекопитающих 
(табл. 2).

как показали результаты эксперимента, 
степень прикрепления спор B. anthracis № 55  
внииввим к эритроцитам зависела от видовой 
принадлежности последних. споры данного штам-
ма проявляли достаточно высокий уровень адгезии 
на эритроцитах человека, кролика, морской свинки и 
коровы (па в пределах 39–47 %) и очень низкий – на 
эритроцитах белой крысы и свиньи (па около 4 %). 
виды млекопитающих, эритроциты которых подвер-
гались исследованию, были условно разделены нами 
на две группы (табл. 2). для видов, относящихся 
ко 2-й группе, значения па были достоверно ниже 
(р<0,05), чем для 1-й группы.

при сопоставлении результатов эксперимента с 
данными литературы по эпидемиологии сибирской 
язвы [2, 9] была установлена следующая закономер-
ность: споры B. anthracis № 55 внииввим облада-
ли выраженными адгезивными свойствами в отноше-

Таблица 1

Уровень адгезии спор вакцинных штаммов B. anthracis  
на эритроцитах человека 0 (I) Rh+ группы крови (м±m, n=5)

Штаммы B. anthracis па, % 

№ 55 внииввим 46,31±2,77

сти-1 43,29±3,52

II вакцина ценковского 57,63±3,14*

*различия с другими штаммами B. anthracis достоверны (р < 0,05) 
по критерию стьюдента.

Таблица 2

Уровень адгезии спор B. anthracis № 55 ВнииВВим  
к эритроцитам ряда млекопитающих по чувствительности  

к инфицированию возбудителем сибирской язвы

группа вид  
млекопитающих

количество 
обследо-
ванных

па, % 
(м±m)

чувствительность
к инфицированию 

[2, 9]

1-я человек 5 46,69±2,77 высокая
кролик 5 46,24±3,18 высокая
морская свинка 6 41,21±2,16 высокая
корова 5 39,18±2,24 высокая

2-я белая крыса 6 4,52±1,08* низкая
свинья 5 4,23±0,31* низкая

*различия с 1-й группой достоверны (р < 0,05) по критерию 
стьюдента.
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нии эритроцитов млекопитающих, чувствительных 
к инфицированию возбудителем (человек, корова, 
морская свинка, кролик), и очень незначительной 
адгезивной активностью в отношении эритроцитов 
животных, резистентных к инфицированию сиби-
реязвенным микробом (белая крыса, свинья). это 
позволило предположить, что в чувствительности 
млекопитающих к инфицированию возбудителем 
сибирской язвы определенную роль играет способ-
ность эритроцитов связывать на своей поверхности 
бактериальные споры.

таким образом, проведенные нами исследова-
ния показали, что споры штаммов B. anthracis № 55 
внииввим, сти-1 и II вакцины ценковского облада-
ют способностью к адгезии на эритроцитах человека. 
установлено, что степень проявления спорами сиби-
реязвенных бацилл адгезивной активности зависит 
как от штаммовых особенностей микроба, так и от ви-
довой принадлежности эритроцитов. сопоставление 
результатов оценки адгезии с данными литературы 
по чувствительности человека и животных к зара-
жению возбудителем сибирской язвы позволило вы-
двинуть предположение о том, что способность эри-
троцитов фиксировать на своей поверхности споры 
B. anthracis, возможно, играет определенную роль в 
чувствительности того или иного вида млекопитаю-
щих к инфицированию данным микробом.

работа выполнена в рамках программы 
президиума ран «Фундаментальные науки – меди-
цине» на 2011 год. авторы выражают благодарность 
президиуму ран за возможность проведения дан-
ных исследований.
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вирус клещевого энцефалита (вкэ) относится к 
роду Flavivirus семейства Flaviviridae. он был открыт 
в 1937 г. на дальнем востоке. вкэ является прото-
типным представителем одноименного серокомплек-
са. в данный серокомплекс обычно включают различ-
ные штаммы вирусов клещевого энцефалита, омской 
геморрагической лихорадки, лангат, повассан, 
киассанурской лесной болезни, Шотландского эн-
цефаломиелита овец. основным переносчиком вкэ 
являются клещи Ixodes persul ca tus и Ixodes ricinus, 
но также возможно заражение людей через употре-
бление молока от инфицированных животных [8]. 
вирусы клещевого энцефалита широко распростра-
нены в северной части евро-азиатского континента, 
где ежегодно регистрируется до 14000 случаев забо-
левания. заболеваемость клещевым энцефалитом ре-

гистрируется более чем в 25 европейских и 7 азиат-
ских странах [4]. к настоящему времени известны 3 
субтипа вкэ: дальневосточный, сибирский и запад-
ноевропейский [6]. среди них географически наи-
более широко распространен сибирский генотип, ко-
торый доминирует в сибири, центральной азии, на 
урале и в европейской части российской Федерации 
[1, 2]. на сегодняшний день в базе данных GenBank 
из более чем 30 опубликованных полноразмерных 
последовательностей геномов штаммов вкэ к си-
бирскому субтипу однозначно можно отнести только 
штаммы Vasilchenko, Zausaev и ек-328. Штаммы 178-
79 и 886-84 занимают переходное положение между 
дальневосточным и сибирским субтипами вкэ, од-
нако возможное их отнесение к сибирскому субтипу 
во многом спорно. сибирский субтип вкэ вызывает 

удк 616.995.42:575

е.В.Чаусов1, В.а.Терновой1, е.В.Протопопова1, с.н.коновалова1, Ю.В.кононова1, н.л.Тупота1, 
н.с.москвитина2, В.н.романенко2, н.В.иванова2, н.П.большакова2, Г.н.леонова3, В.б.локтев1

МоЛеКУЛЯрно-ГенеТиЧеСКиЙ анаЛиЗ ПоЛноГо ГеноМа  
ВирУСа КЛещеВоГо ЭнцеФаЛиТа СиБирСКоГо СУБТиПа  

на ПриМере СоВреМенноГо иЗоЛЯТа КоЛароВо-2008 

1ФБУН «Государственный научный центр вирусологии и биотехнологии «Вектор», п. Кольцово;  
2Томский Государственный Университет, Томск; 3НИИ эпидемиологии и микробиологии СО РАМН, Владивосток
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лихорадочные, менингеальные, менингоэнцефалити-
ческие и очаговые формы заболевания. при тяжелых 
формах заболевания развиваются параличи и парезы, 
преимущественно верхнего плечевого пояса и дыха-
тельной мускулатуры. уровень летальности может 
достигать 2–8 %. этот субтип вкэ способен вызы-
вать хронический клещевой энцефалит у человека 
[3, 9]. уровень встречаемости хронических форм в 
западной сибири составляет 1–1,7 % от всех случаев 
вкэ [10]. известна только одна нуклеотидная после-
довательность штамма Zausaev вкэ, который был 
выделен из мозга пациента, погибшего от хрониче-
ского клещевого энцефалита и укушенного клещом 
в томске [9]. 

нами также был выделен штамм вкэ коларово-
2008 из иксодового клеща, отловленного в южном 
пригороде томска в окрестностях одноименного 
поселка. по результатам предварительного геноти-
пирования по нуклеотидным последовательностям 
фрагмента гена белка е и 5’-нетранслируемой обла-
сти (5’-нто), данный штамм был отнесен к сибир-
скому субтипу вкэ. для получения новых данных 
о генетическом разнообразии штаммов сибирского 
субтипа мы решили провести его полноразмерное 
секвенирование и анализ генома в сравнении с из-
вестными штаммами сибирского, западноевропей-
ского и дальневосточного субтипов. 

материалы и методы

Штамм вкэ коларово-2008 был выделен из иксо-
дового клеща Ixodes pavlovskyi, отловленного на флаг 
в мае 2008 г. в южном пригороде томска, около пос. 
коларово. Штамм был трижды пассирован на куль-
туре клеток почки эмбриона свиньи. было проведено 
выделение вирусной рнк с использованием набора 
рибо-золь-а (Фбун цнииэ роспотребнадзора, 
россия), построение кднк с использованием набо-
ра реверта-L (Фбун цнииэ роспотребнадзора, 
россия), амплификация перекрывающихся фраг-
ментов генома с использованием авторского набо-
ра праймеров и определение последовательностей 
полученных ампликонов при помощи секвенатора 
ABI 3130XL. полученная последовательность была 
депонирована в базу данных GenBank под номером 
FJ968751.

полные нуклеотидные последовательности ге-
номов штаммов вкэ и родственных флавивирусов 
были взяты из базы данных GenBank (рисунок). 
множественное сравнение последовательностей и 
филогенетический анализ проводили с помощью 
программы MEGA 4 [11]. для реконструкции вторич-
ной структуры рнк использовали программу MFold 
v.3.2 (http://www.bioinfo.rpi.edu). реконструкцию 
вторичной структуры белков осуществляли с по-
мощью программ PSIPRED v.2.6 (http://bioinf.cs.ucl. 
ac.uk/psipred/psiform.html) и nnPredict (http://www.
cmpharm.ucsf.edu/~nomi/nnpredict.html). для опреде-
ления сайтов O- и N-гликозилирования в белках ис-

пользовали программы NetOGlyc 3.1 (http://www.
cbs.dtu.dk/services/NetOGlyc/) и NetNGlyc 1.0 (http://
www.cbs.dtu.dk/services/ NetNGlyc), а для поис-
ка трансмембранных доменов в белках программу 
TMHMM Server v. 2.0 (http://www.cbs.dtu.dk/ services/
TMHMM-2.0/).

результаты и обсуждение

длина полного генома штамма коларово-2008 
вкэ составила 10928 н.о. уровни гомологии нуклео-
тидных последовательностей и выведенной амино-
кислотной последовательности штамма коларово-
2008 в сравнении с прототипными штаммами фла-
вивирусов даны в табл. 1. уровень гомологии внутри 
сибирского генотипа колеблется от 90 до 100 % для 
полной нуклеотидной последовательности и от 93 
до 100 % для аминокислотной последовательности 
в сравнении с коларово-2008. дальневосточный и 
европейский субтипы отличаются от сибирского ге-
нотипа весьма существенно, а уровень отличий до-
стигает 17 % по нуклеотидной последовательности и 

Филогенетическое дерево вируса клещевого энцефалита,  
построенное на основе известных полноразмерных  

нуклеотидных последовательностей вкэ, построенное  
по методу объединения ближайших соседей. приведены  
оригинальные названия штаммов вкэ, депонированных  

в GenBank 
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11 % по аминокислотной. 
при сравнении вторичных структур 5’-нто 

и вирусных белков (с (с-CTHD), prM (M), E, NS1, 
NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B, NS5) штамма 
коларово-2008 со штаммами сибирского генотипа 
(Vasilchenko, Zausaev, EK-328) значительных откло-
нений не выявлено. уровень гомологии и количество 
обнаруженных нуклеотидных и аминокислотных 

замен были распределены по всему геному вкэ 
достаточно равномерно. однако обращает на себя 
внимание, что вариабельность 3’-нто генома была 
существенно выше. уровень отличий достигал 21 % 
для штамма Zausaev и 35 % для EK-328. столь суще-
ственная вариабельность этого района обнаружена 
также для европейского и дальневосточного субти-
пов вкэ. эта вариабельность также характерна для 

Таблица 2

аминокислотные последовательности сайтов протеолиза с/CTHD, CTHD/prM NS4B/NS5 ВкЭ

Штамм сайт с/CTHD сайт CTHD/prM сайт NS4B/NS5

коларово-2008 REKRR/STTDW GVTLA/ATVRK SGSRR/GGAEG

Vasilchenko RGKKR/STTDW GVTLA/ATVRK SGSRR/GGAEG

Zausaev RGKKR/STTDW GVAFA/ATVRR SGSRR/GGSEG

EK-328 RGKKR/STTDW GATLA/ATVRK SGSRR/GGSEG

178-79 RGKRR/SATDW GVTLA/ATVRK SGSRR/GGSDG

886-84 RGKRR/SVTDW GVTLA/ATVRK SGSRR/GGSDG

дв-субтип RGKRR/SAADW GVTLA/ATVRK SGSRR/GGSEG
RGKRR/SAVDW GMTFA/ATVRK
RGKRR/SAVNW

европейский субтип RGKRR/SATDW GMTLA/ATVRK SGGRR/GGSEG
AGGRR/GGSEG

Spanish sheep RGKRR/SVTDW GMTLA/ATVRK SGGRR/GGSEG

Turkish sheep RGKRR/SATDW GVVLA/ATVRK SGSRR/GGSEG

Greek goat RGKRR/SATDW GVVLA/ATVRK SGSRR/GGSEG

Louping ill RGKRR/SVTNW GMTLA/ATVRK SGGRR/GGSDG

OHF RGKRR/STTDW SIALA/ATVRK SGTRR/GGSEG

Langat RGSRR/TTIDW GMCLT/ATVRR TGTRR/GGSEG

POW RGRRR/SGVDW TMAMA/TTIHR QGARR/GGAEG

Таблица 1

Уровни гомологии (%) нуклеотидной/выведенной аминокислотной последовательностей штамма коларово-2008  
в сравнении с прототипными штаммами флавивирусов

Штамм
участки генома

5’-нто C-CTHD preM E NS1 NS2a NS2b NS3 NS4a 2K NS4b NS5 3’-нто Всего

Zausaev 96 95/93 96/97 94/97 94/98 93/96 95/99 94/95 94/98 95/100 94/97 93/94 79 93/95

Vasilchenko 96 96/95 97/97 96/97 96/99 92/95 97/100 95/96 97/97 95/100 95/97 95/96 97 95/96

EK-328 - 93/94 91/95 92/96 93/98 90/96 93/98 93/96 91/98 94/95 91/95 91/94 65 90/93

178-79 - 88/86 85/94 85/95 86/96 82/88 83/96 86/93 83/92 89/100 84/94 84/92 64 83/90

886-84 - 88/88 86/94 87/96 86/96 81/87 86/96 86/94 85/95 86/100 84/95 85/92 79 84/91

дв-субтип 85-90 83-86/ 
83-90

85-86/ 
92-95

85/95-96 85-87/ 
94-96

80-81/ 
83-85

85-87/ 
95-97

84-86/94 84-86/ 
92-95

85-89/ 
100

81-82/ 
92-93

84-85/ 
90-91

68-84 83-85/ 
89-92

западно-
европейский 
субтип

89-90 84-86/83 83-85/ 
93-94

84/94 83-84/ 
93-94

80-81/ 
84-86

82-83/ 
92-94

84/92 84-87/ 
94-96

79-82/ 
100

80-82/ 
90-92

84-85/91 65-75 82-83/ 
89-90

Spanish sheep  
encephalitis

- 82/81 83/91 83/92 84/92 78/82 82/93 82/92 82/94 86/100 80/88 83/90 - 77/85

Turkish sheep  
encephalitis

- 83/84 79/89 81/92 82/93 81/84 86/94 83/91 82/94 84/95 79/90 83/90 - 77/85

Greek goat  
encephalitis

- 83/83 79/89 81/92 83/93 78/83 85/95 83/92 83/94 86/100 78/88 84/91 - 77/86

Louping ill 84 85/83 83/93 82/90 82/90 80/82 80/90 83/92 83/92 84/100 80/89 82/88 80 82/88

OHF 85 82/81 75/83 80/91 79/89 72/76 78/88 81/91 76/84 82/100 77/88 80/88 63 78/86

Langat 75 75/76 71/74 75/86 74/82 64/68 72/79 74/83 71/84 78/91 71/80 76/84 68 73/80

POW 63 60/52 62/62 70/77 68/75 57/55 63/69 70/78 64/71 56/56 67/70 72/81 58 67/72
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других исследованных флавивирусов. 
Штамм коларово-2008 имеет 99–131 аминокис-

лотных замен в отличие от других известных после-
довательностей полипротеинов вкэ сибирского суб-
типа. большое количество аминокислотных замен 
говорит о существенном генетическом разнообразии 
сибирского субтипа, что делает крайне сложным 
сравнение биологических свойств вирусов данного 
генотипа с конкретными мутациями в геноме этих 
вирусов. из известных канонических последователь-
ностей для вкэ нам удалось обнаружить в сайте 
протеолиза C/CTHD у штамма коларово-2008 замену 
G92→E. в сайте протеолиза вирусного полипротеина 
NS4B/NS5 у штаммов коларово-2008 и Vasilchenko, 
по сравнению со штаммами Zausaev, EK-328, 178-79, 
886-84 и штаммами дальневосточного субтипа, при-
сутствует замена S2516→A (табл. 2). остальные сайты 
протеолиза у штамма коларово-2008 не модифициро-
ваны. мутации в двух сайтах процессинга вирусного 
полипротеина (C/CTHD и NS4B/NS5) могут влиять 
на скорость репликации и патогенность вируса. 

проведенный анализ вторичных структур ви-
русных белков, расположения трансмембранных 
доменов и потенциальных сайтов гликозилирова-
ния не показал значительных различий штамма 
коларово-2008 от остальных штаммов сибирского 
субтипа. вторичная структура рнк 5’-нто, важ-
ного элемента репликации вируса [7], у штамма 
коларово-2008 имеет обычный вид для сибирского 
субтипа вкэ [5]. 

Филогенетический анализ полногеномных по-
следовательностей показывает, что штамм коларово-
2008 внутри ветви сибирского генотипа группирует-
ся со штаммом Vasilchenko (рисунок). ранее штамм 
коларово-2008 был отнесен нами к сибирскому суб-
типу вкэ на основе анализа небольшого фрагмен-
та 5’-нто [5]. полногеномный анализ полностью 
подтвердил справедливость использованного ранее 
подхода и показал принципиальную возможность ис-
пользования нуклеотидной последовательности 5’-
нто для генотипирования вкэ. коларово-2008 яв-
ляется типичным представителем сибирского субти-
па, группируясь в филогенетическом древе со штам-
мами Vasilchenko, Zausaev и EK-328, обособленно от 
штаммов 178-79 и 886-84 (рисунок). Штаммы 178-
79 и 886-84 вкэ были изолированы в районе озера 
байкал, что предполагает существенное географи-
ческое удаление биотопов, где циркулируют данные 
штаммы вкэ от южных районов западной сибири. 
Штаммы 178-79 и 886-84 располагаются на филоге-
нетическом древе отдельно от ветви сибирского ге-
нотипа и имеют гомологию со штаммом коларово-
2008 на уровне 83–84 % в нуклеотидной и 90–91 % 
в аминокислотной последовательностях. примерно 
такие же уровни гомологии со штаммом коларово-
2008 свойственны для штаммов дальневосточного и 
европейского субтипов, что свидетельствует о том, 
что отнесение штаммов 178-79 и 886-84 к сибирско-
му субтипу некорректно. судя по уровням гомологии 

и расположению ветвей в филогенетическом древе, 
эти штаммы представляют собой отдельные субти-
пы вкэ и вопрос о выделении нового субтипа вкэ 
представляется вполне обоснованным.

самый высокий уровень гомологии (95 % в ну-
клеотидной и 96 в аминокислотной последователь-
ностях) штамм коларово-2008 имеет со штаммом 
Vasilchenko, выделенным в новосибирске в 1969 г. 
уровень отличий двух томских штаммов суще-
ственно выше и общее количество аминокислотных 
мутаций между штаммом Zausaev и коларово-2008 
достигает 124, а уровень гомологии 3’-нто всего 
79 %. это не позволяет связать обнаруженные от-
личия в геноме этих штаммов вкэ с возможностью 
вызывать хронический клещевой энцефалит, что ха-
рактерно для штамма Zausaev. высокий уровень ге-
нетических отличий штаммов вкэ, изолированных 
в томске, показывает, что генетическое разнообразие 
вкэ внутри сибирского субтипа весьма значительно 
даже в пределах одного города и его пригородов. это 
хорошо согласуется с ранее известными данными по 
генетическому разнообразию между различными ге-
нотипами вкэ [1, 2, 5]. 

таким образом, в настоящее время опубликова-
ны 4 полноразмерных нуклеотидных последователь-
ности геномов сибирского субтипа вкэ, три из кото-
рых изолированы на юге западной сибири. анализ 
последовательности полных геномов сибирского 
субтипа вкэ показывает, что его генетическая ва-
риабельность весьма широка. она может достигать 
10 % для нуклеотидной и 7 для аминокислотной по-
следовательностей отдельных вирусных генов. это 
позволяет предположить, что сибирский субтип вкэ 
имеет большой потенциал для генетической измен-
чивости, и появление новых геновариантов сибир-
ского субтипа вкэ весьма вероятно. на наш взгляд, 
именно исследование генетической изменчивости, 
особенностей генетической организации вируса кле-
щевого энцефалита может и должно стать базой для 
дальнейшего совершенствования методов профилак-
тики, лечения и генетической диагностики клещево-
го энцефалита. 
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холера – особо опасное инфекционное забо-
левание с диарейным синдромом, возбудителем ко-
торого являются токсигенные штаммы Vibrio cholerae. 
несмотря на то, что существуют более 200 различных 
серогрупп холерных вибрионов, эпидемии и панде-
мии холеры способны вызывать только токсигенные 
штаммы V. cholerae о1 серогруппы классического 
и эльтор биоваров, а также V.cholerae о139 серо-
группы. холерные вибрионы классического биовара 
считаются возбудителями первых шести пандемий 
азиатской холеры (1817–1923 гг.). возбудителем 7-й 
пандемии холеры, начавшейся в 1961 г. и продол-
жающейся до сих пор, являются штаммы V. choler-
ae биовара эльтор. токсигенные штаммы V.cholerae 
о139 серогруппы вызывают спорадические случаи 
холеры. холерные вибрионы классического и эльтор 
биоваров отличаются по ряду фенотипических и ге-
нетических свойств [1, 4, 11]. одним из основных ге-
нетических отличий холерных классических и эльтор 
вибрионов является различие нуклеотидных после-
довательностей гена ctxB из оперона ctxAB, кодирую-
щего биосинтез холерного токсина (хт). разная ну-
клеотидная последовательность генов ctxB классиче-
ского и эльтор вибрионов определяет неодинаковую 
аминокислотную последовательность в-субъединиц 
их токсинов, вследствие чего различают хт клас-
сического (или 1-го) типа, продуцируемый класси-

ческими вибрионами, и хт эльтор (или 2-го) типа, 
характерный для вибрионов эльтор [15]. 

несмотря на широкое распространение типич-
ного возбудителя 7-й пандемии холеры на ее первом 
этапе (1960–1990 гг.), в последние годы в процессе 
эволюции возникли и заняли доминирующее положе-
ние новые варианты V. cholerae биовара эльтор с по-
вышенной вирулентностью, получившие обозначение 
генетически измененных вариантов. геном типичных 
токсигенных штаммов эльтор вибрионов содержит 
ген ctxBEltor, тогда как у измененных вариантов при-
сутствует ген ctxBClass [5, 8, 13]. продукция изменен-
ными вариантами V. cholerae о1 биовара эльтор хт 
классического типа приводит к повышению их ви-
рулентности по сравнению с типичными штаммами. 
именно с холерными вибрионами, относящимися по 
всем фенотипическими признакам к биовару эльтор, 
но несущими классический аллель гена ctxB, связана в 
настоящее время эпидемия холеры на гаити [9]. 

для генной диагностики холеры разработано 
значительное количество пцр тест-систем, позво-
ляющих не только выявлять токсигенные штаммы 
холерного вибриона, но и определять их серогруппу, 
биовар и эпидемическую значимость. для детекции 
днк вирулентных штаммов V. cholerae на основе 
амплификации фрагмента ctxA гена, кодирующе-
го биосинтез а-субъединицы холерного токсина, 

удк 616.932
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ФКУЗ «Российский научно-исследовательский противочумный институт «Микроб»,Саратов

разработана мультилокусная пцр тест система, позволяющая идентифицировать штаммы Vibrio cholerae о1 
серогруппы при выделении чистой культуры на основе выявления гена rfbO, определять их биовар – классиче-
ский или эльтор при тестировании соответственно генов cas3 и rtxC и одновременно проводить дифференциацию 
эльтор вибрионов на типичные токсигенные штаммы, содержащие в геноме ген ctxBEltor, и генетически изменен-
ные варианты, имеющие ctxBClass. эффективность и специфичность тест-системы экспериментально доказана при 
анализе 64 природных штаммов V.cholerae разных серогрупп и биоваров и 13 штаммов энтеробактерий и других 
видов рода Vibrio. принадлежность изученных штаммов V. cholerae биовара эльтор к типичным или измененным 
вариантам подтверждена секвенированием гена ctxB.
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Worked out is the multilocus PCR test-system which makes it possible to identify Vibrio cholerae O1 strains on the basis of rfb 
gene detection, to determine their biovar – either Classical or El Tor by testing cas3 or rtxC genes respectively, and at the same time 
to differentiate them into typical (which carry ctxBEltor gene) and genetically altered (which carry ctxBClass gene) variants. Efficacy and 
specificity of the test-system is demonstrated by the analysis of 64 natural V. cholerae strains of various serogroups and biovars, and 13 
strains of enterobacteria and other species of Vibrio genus. Relation of the studied V. cholerae El Tor isolates to the typical or altered 
vibrio variants is proved out by ctxB gene sequencing.
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используется сертифицированная «генхол – тест-
система» (Фгуз роснипчи «микроб», саратов). 
ростовским нипчи совместно с нии микробиоло-
гии минобороны россии разработана тест-система 
для выявления днк Vibrio cholerae (ctxA+ tcpA+) ме-
тодом полимеразной цепной реакции. для выявле-
ния холерного вибриона о1 серогруппы, определе-
ния биовара и эпидемической значимости использу-
ются мультиплексные тест-системы «ген V. cholerae 
мульти-эФ» (Фгуз роснипчи «микроб», саратов), 
«амплисенс V. cholerae-FRT» (Фгун цнии эпиде-
миологии, москва) и т.д. [2, 3, 6, 7]. однако все из-
вестные пцр тест-системы предназначены для выяв-
ления типичных штаммов холерного вибриона и не 
позволяют идентифицировать измененные варианты 
с повышенной вирулентностью.

таким образом, в связи с возникновением вы-
соковирулентных измененных вариантов V. cholerae 
биовара эльтор, продуцирующих хт классическо-
го типа, и опасностью их завоза на территорию 
российской Федерации и граничащих с ней стран, 
актуальна разработка мультилокусной пцр тест-
системы для быстрой и достоверной идентификации 
штаммов V. cholerae о1 серогруппы, определения их 
биовара и дифференциации токсигенных штаммов 
V. cholerae о1 биовара эльтор на типичные изоляты 
и измененные варианты.

материалы и методы

в работе использованы 49 клинических штам-
мов V. cholerae о1 и о139 серогрупп, 15 штаммов 
V. cholerae нео1/нео139 серогрупп, 4 вида энтеро-
бактерий и 9 штаммов бактерий близкородственных 
видов, полученных из государственной коллекции 
патогенных бактерий «микроб». для культивирова-
ния бактерий применяли бульон и агар LB (рн 7,2), а 
также бульон AKI (рн 8,4). 

Подготовку проб осуществляли согласно 
му 1.3.2569-09 «организация работы лабораторий, 
использующих методы амплификации нуклеиновых 
кислот при работе с материалом, содержащим ми-
кроорганизмы I–IV групп патогенности». выделение 
днк проводили методом нуклеосорбции на силикагеле с 
использованием гуанидинизотиоционата.

Амплификацию ДНК проводили с использовани-
ем программируемого термостата «терцик» (днк-
технология, россия). 

Анализ и оценку результатов осуществляли 
путем сравнения полученных в пцр ампликонов с 
аналогичными фрагментами типичных токсигенных 
штаммов V. cholerae классического и эльтор биова-
ров методом электрофореза в агарозном геле.

Секвенирование гена ctxB проводили на приборе 
«CEQ8000» (Beckman Coulter, сШа). для сравнения 
использовали нуклеотидные последовательности ге-
нов штаммов V. cholerae N16961 биовара эльтор и 
V. cholerae о395 классического биовара, представлен-
ных в GenBank. анализ последовательностей днк 

осуществляли с использованием программ «Genetic 
Analysis System Software Version 9.0» и «Mega4».

результаты и обсуждение

при конструировании мультилокусной пцр 
тест-системы были использованы как применяемые 
ранее праймеры, так и разработанные впервые. с 
целью определения принадлежности выявленного 
штамма V. cholerae к о1 серогруппе были выбраны 
праймеры на локус rfbO, кодирующий синтез о1 ан-
тигена [12]. для дифференциации типичных изоля-
тов и генетически измененных вариантов V. chole rae 
биовара эльтор использовали аллельспецифичные 
праймеры на ген ctxB [14]. как известно, ген ctxB 
входит в состав оперона ctxAB, кодирующего про-
дукцию холерного токсина, и выявление гена ctxB 
также указывает на токсигенность изучаемого штам-
ма. дифференциацию биоваров проводили с помощью 
праймеров на ген rtxC, который определяется только в 
штаммах V. cholerae эльтор биовара [10], и на ген cas3, 
кодирующий хеликазу и присутствующий у холерных 
вибрионов классического биовара. 

в ходе работы было экспериментально установ-
лено соотношение всех компонентов реакционной 
смеси, а также подобрано сочетание праймеров, по-
зволяющее получать четкие и легко интерпретируе-
мые результаты пцр анализа. для проведения ана-
лиза использовали пцр параллельно в двух реакци-
онных смесях. первая смесь содержала праймеры к 
генам классических вибрионов, вторая – эльтор. в 
качестве контрольных штаммов использовали ти-
пичные токсигенные штаммы классического и эльтор 
биоваров соответственно – V. cholerae 569в (rfbO1+, 
cas3+, ctxBClass+ и rtxC–, ctxBEltor–) и V. cholerae м818 
(rfbO1+, rtxC+, ctxBEltor+ и cas3–, ctxBClass–). 

специфичность разработанной тест-системы 
была подтверждена на основе использования штаммов 
близкородственных видов – V. mimicus, V. angu il larum, 
V. parahaemolyticus, V. vulnificus, V. algino li ti cus, V. al-
bensis, а также энтеробактерий – E. coli, S. ente ritidis, 
Sh. flexneri, A. hydrofilae. при проведении пцр тести-
рования указанных штаммов был получен отрицатель-
ный результат (отсутствие ампликонов). при анализе 
штаммов V. cholerae о139 и нео1/нео139 серогрупп 
отсутствовали фрагменты, соответствующие локусу 
rfbO1 (638 п.н.). полученные данные подтверждают 
специфичность разработанной тест-системы в отно-
шении штаммов V. cho le rae о1 серогруппы.

для определения эффективности сконструиро-
ванной тест-системы исследовали 47 клинических 
штаммов V. cholerae о1 серогруппы, выделенных в 
разные годы на территории россии и сопредельных 
государств. данные по определению специфичности 
и эффективности сконструированной тест-системы с 
использованием некоторых штаммов энтеробактерий 
и видов рода Vibrio приведены в таблице и на рис. 1. 
у всех исследованных штаммов присутствовал ам-
пликон размером 638 п.н., соответствующий локусу 
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rfbO1 и свидетельствующий о принадлежности этих 
штаммов к о1 серогруппе. при этом было показано, 
что 5 из этих 47 изолятов относятся к токсигенным 
штаммам классического биовара, так как у них про-
исходила амплификация фрагментов днк размером 
415 и 189 п.н. в первой реакционной смеси, что ука-
зывает на присутствие в их геноме соответствен-
но биовароспецифического гена cas3, а также гена 
ctxBClass, связанного с продукцией хт классического 
типа (рис. 1, дорожки 11–14).

у 42 штаммов V. cholerae при пцр-анализе на-
блюдалась иная картина. в их геноме присутство-
вал биовароспецифический ген rtxC, выявляемый 
с помощью второй реакционной смеси, поскольку 
во всех случаях формировался ампликон размером 
265 п.н. (rtxC), что указывает на их принадлежность 
к холерным вибрионам биовара эльтор. при этом 
20 штаммов относились к типичным токсигенным 
штаммам V. cholerae о1 биовара эльтор, так как для 
них было характерно наличие ампликона размером 
189 п.н во второй реакционной смеси, что указывает 
на наличие в их геноме гена ctxBEltor (рис. 1, дорожки 
9–10, 15–16). в то же время у 22 изолятов обнару-
жено присутствие в геноме гена ctxB классического 
типа (ctxBClass), о чем свидетельствует образование 
ампликона к гену ctxBClass в первой реакционной сме-
си (рис. 1, дорожки 1–8).

для подтверждения полученных с помощью 
сконструированной мультилокусной пцр тест-
системы результатов был секвенирован ген ctxB не-
которых штаммов. в результате проведенного анали-
за в последовательности гена ctxB у 13 взятых для 
анализа изолятов обнаружены две нуклеотидные за-
мены тимина (т) на цитозин (с) в положениях 115 и 
203, что указывает на присутствие в их геноме гена 
ctxB классического типа (ctxBClass), рис. 2. данные 
секвенирования полностью подтвердили результаты, 
полученные с использованием разработанной муль-

специфичность и эффективность сконструированной мультилокусной Пцр-тест-системы

вид серогруппа  
и биовар Штамм место выделения год  

выделения
реакционная смесь № 1 реакционная смесь № 2

rfbO1 cas3 ctxBClass rfbO1 rtxC ctxBEltor

E. coli - M17 н/и н/и - - - - - -
S. enteritidis - воз н/и н/и - - - - - -
V. mimicus - ATCC 33653 институт пастера н/и - - - - - -
V. vulnificus - ATCC27562 калифорнийский унив. н/и - - - - + -
V. parahaemoliticus - 745 новороссийск н/и - - - - - -
V. albensis - 37263 ставрополь н/и - - - - + -
V. cholerae O37 1322-69 коллекция саказаки н/и - - + - - -
V. cholerae O20 10332-62 коллекция саказаки н/и - - - - - -
V. cholerae O62 KM3 узбекистан 1971 - - + - + -
V. cholerae O41 14520 астрахань 1976 - + - - - -
V. cholerae O42 13030 астрахань 1976 - - - - + -
V. cholerae O9 P-16140 узбекистан 1990 - - + - + -
V. cholerae O139 м028 индия 1993 - - - - + +
V. cholerae O139 55 Франция 1994 - - - - + +
V. cholerae о1 классический м8 волгоград 1942 + + + + - -
V. cholerae о1 классический 569в индия 1950 + + + + - -
V. cholerae о1 эльтор м295 туркменистан 1965 + - - + + +
V. cholerae о1 эльтор м818 саратов 1970 + - - + + +
V. cholerae о1 эльтор м1013 башкирия 1972 + - - + + +
V. cholerae о1 эльтор р13762 узбекистан 1988 + - + + + -
V. cholerae о1 эльтор м 1259 пермь 1990 + - - + + +
V. cholerae о1 эльтор р15384 украина 1991 + - + + + -
V. cholerae о1 эльтор м1264 краснодар 1993 + - + + + -
V. cholerae о1 эльтор м1293 дагестан 1994 + - + + + -
V. cholerae о1 эльтор р17644 ачинск 1997 + - + + + -
V. cholerae о1 эльтор м1344 казань 2001 + - + + + -
V. cholerae о1 эльтор м1429 башкирия 2004 + - + + + -
V. cholerae о1 эльтор м1430 тверь 2005 + - + + + -
V. cholerae о1 эльтор р18899 мурманск 2006 + - + + + -

рис. 1. электрофореграмма типичных изолятов и измененных 
вариантов V. cholerae, полученная с использованием  
разработанной мультилокусной пцр тест-системы: 

измененные варианты эльтор вибрионов: 1, 2 – V. cholerae м1266,  
3, 4 – м1293, 5, 6 -– V. cholerae м1349, 7, 8 – V. cholerae м1430;  
типичные штаммы эльтор вибрионов: 9, 10 – V. cholerae м1013,  

15, 16 – V. cholerae м818; типичные штаммы классических вибрионов:  
11, 12 – V. cholerae J89, 13, 14 – V. cholerae 569в.   

нечетные числа – ампликоны, полученные в первой реакционной  
смеси, содержащей праймеры к генам классических вибрионов;  
четные – ампликоны, полученные во второй реакционной смеси, 

 содержащей праймеры к генам эльтор вибрионов
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тилокусной пцр тест-системы, указав на принадлеж-
ность выявленных 13 штаммов холерного вибриона 
биовара эльтор к измененным вариантам.

таким образом, полученные данные свидетель-
ствует о том, что исследование природных штаммов 
холерных вибрионов с помощью сконструирован-
ной мультилокусной пцр тест-системы позволяет 
не только идентифицировать штаммы V. cholerae о1 
серогруппы, определять их биовар и токсигенность, 
но и дифференцировать штаммы V. cholerae биовара 
эльтор на типичные изоляты и измененные вариан-
ты, несущие в геноме ген ctxB классического типа.

на созданную мультилокусную пцр тест-
систему подана заявка на получение патента на изо-
бретение (№ 2011109469 от 14.03.2011 г.).

работа выполнена по государственному кон-
тракту № 70-д от 25.07.2011 г. в рамках федеральной 
целевой программы «национальная система хими-
ческой и биологической безопасности российской 
Федерации (2009–2013 годы)». 
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рис. 2. Фрагменты секвенированной 
последовательности гена ctxB.  
точками отмечены одинаковые  

нуклеотиды
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основным резервуаром возбудителя сибирской 
язвы и основным фактором, поддерживающим непре-
рывность эпизоотического процесса в очагах, является 
почва, которую можно считать вторым, после инфици-
рованных животных, источником этого заболевания, 
поскольку доказана возможность заражения живот-
ных и людей непосредственно от почвы. в российской 
Федерации насчитывается около 35 тыс. стационарно 
неблагополучных по сибирской язве пунктов с по-
чвенными очагами, в которых учтено 7940 сибиреяз-
венных скотомогильников. на протяжении последних 
пяти лет на территории рФ зарегистрировано 43 слу-
чая заболевания людей сибирской язвой, из них 3 – с 
летальным исходом. к сожалению, на многих терри-
ториях до настоящего времени не налажен должный 
учет скотомогильников и контроль за их санитарным 
состоянием. поэтому остается актуальной проблема 
выявления и мониторинга возникших в прошлом за-
хоронений животных, погибших от сибирской язвы. 

выделенные из почвы сибиреязвенные штаммы 
часто имеют атипичные признаки, что затрудняет их 
идентификацию. проведение пцр с соответствую-
щими видоспецифическими праймерами дает воз-
можность не только идентифицировать выделенные 
из почвы сибиреязвенные штаммы и оценить их 
эпидемическую опасность, но и провести сравни-
тельные молекулярно-генетические исследования. 
использование метода мультилокусного определения 

вариабельного числа тандемных повторов (VNTR) 
позволяет обнаружить значительное внутривидовое 
разнообразие возбудителя сибирской язвы, считав-
шегося ранее мономорфным.

целью работы являлась оценка возможности 
использования, наряду с классическими микробио-
логическими методами, современных генетических 
подходов с применением пцр с видоспецифически-
ми праймерами [8] и многолокусного VNTR-ана лиза 
[7] для типизации и дифференциации штаммов, вы-
деленных из почвы старого скотомогильника.

материалы и методы

работа проведена на 18 штаммах из коллекции 
микроорганизмов Фгун гнц пмб: B. anthracis 
71/12 (2-я вакцина ценковского); сти-1; сти-RIF4; 
1 коломна; 81/1; 10; 32 (603); 193 куба II; Dakar; B. sub-
tilis 168; B. subtilis var. niger; B. thuringiensis 1373; 
B. megaterium 1433; B. brevis 1409; B. cereus 217 (an-
thracoides); B. cereus 164; B. cereus 504; B. po ly mixa. 

исследованы пробы почвы, взятые из старого 
скотомогильника (захоронению более 70 лет), на-
ходящегося в тверской области. исследуемый уча-
сток разделили на квадраты и отобрали в целом 80 
проб земли. диагностические исследования проб 
почвы проводились в соответствии с методическими 
указаниями по лабораторной диагностике и обнару-
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жению возбудителя сибирской язвы [1]. выделение 
штаммов проводили на высокочувствительной плот-
ной питательной среде по луриа-бертани (Lа) [3] с 
полимиксином в. из почвы было выделено шесть 
изолятов, которые получили обозначения п-1, п-4о, 
п-4, п-4ш, п-4с и п-14. Штаммы культивировали 
при температуре 37 °с в жидкой и на плотной пита-
тельных средах. 

пробоподготовку и выделение днк прово-
дили в соответствии с методическими указаниями 
«обеззараживание исследуемого материала, инфи-
цированного бактериями I–IV групп при работе ме-
тодом пцр» [2]. праймеры для определения величин 
vrr-фрагментов синтезированы на фирме Amersham. 
прямые праймеры были мечены Cy™5 амидитом 
(Pharmacia, сШа). видоспецифические праймеры 
для B. anthracis были синтезированы фирмой «литех» 
(москва). пцр проводили с использованием набо-
ра Ready-to-go-Beads (Amersham Pharmacia Biotech, 
сШа) на термоциклере терцик (москва). для опре-
деления размеров пцр-ампликонов с видоспеци-
фическими праймерами использовали стандартный 
способ оценки по показателю электрофоретической 
подвижности в геле агарозы (1,2 %) с последующим 
окрашиванием бромистым этидием или в полиакри-
ламидном геле (6 %) с последующим окрашиванием 
серебром в сравнении с маркером молекулярных масс 
100 bp. определение нуклеотидных последователь-
ностей и размеров фрагментов осуществляли на ав-
томатическом секвенаторе ALFexpressII (Amersham 
Pharmacia Biotech, сШа) с использованием мечен-
ных Cy™5 амидитом праймеров.

при выполнении данных работ соблюдали требо-
вания безопасной работы, изложенные в санитарно-
эпидемиологических правилах «безопасность ра-
боты с микроорганизмами I–II групп патогенности 
(опасности)» сп 1.3.1285-03. 

результаты и обсуждение

на первом этапе исследований была проведена 
оценка культурально-морфологических свойств вы-
деленных из почвы штаммов. по характеру роста 
в L-бульоне выделенные 6 штаммов бацилл мож-
но было подразделить на три типа культур. кроме 
того, были оценены способность штаммов к лизису 
специфическими сибиреязвенными бактериофагами 

гамма и квиэв, чувствительность к ампициллину 
и гемолитическая активность [3]. полученные ха-
рактеристики выделенных штаммов представлены 
в табл. 1, из данных которой видно, что к типичным 
штаммам B. anthracis можно отнести только два из 
шести изолятов − штаммы п-1 и п-4о. отсутствие 
капсулы при культивировании этих штаммов на 
бикарбонатно-сывороточном агаре, вероятно, связа-
но с их частичной аттенуацией в процессе длитель-
ного нахождения в почве.

далее было проведено выделение днк из ис-
следуемых и контрольных штаммов и тестирование 
в пцр с набором праймеров pag, lef, cya, сар, Ba 813, 
комплементарных к выявленным локусам генома 
сибиреязвенного микроба по методу [6]. для сравне-
ния исследовали штаммы B. anthracis с различными 
гено- и фенотипами (81/1; 71/12; сти-1; сти-RIF4; 
1; 10; 32; 193; Dakar) и 9 штаммов близкородствен-
ных бацилл. результаты представлены в табл. 2. 

как следует из приведенных в табл. 2 результа-
тов, только два из шести выделенных штаммов яв-
ляются «полноценными» B. anthracis в генетическом 
отношении – это штаммы п-1 и п-4о (в пцр выяв-
лены все пять видоспецифических пцр-фрагментов 
pag, lef, cya, сар, Ba 813), что согласуется с харак-
теристиками выделенных штаммов, приведенны-
ми выше. Штамм п-4 можно отнести к атипично-
му бескапсульному варианту B. anthracis, сходному 
с атипичными штаммами B. anthracis 10, 32, 193 и 
Dakar, также дефектными по гену отечного фактора. 
Штаммы п-4с, п-4ш и п-14 несли только один хро-
мосомный маркер Ba 813, который обнаруживается и 
у B. cereus, следовательно, их можно отнести к близ-
кородственным штаммам.

дополнительно с помощью иммуноблоттинга 
с кроличьими моноспецифическими сыворотками, 
полученными нами ранее к отдельным компонентам 
сибиреязвенного токсина, изучены спектры секрети-
руемых почвенными штаммами белков (данные не 
приведены). показано, что все три компонента ток-
сина синтезируются только штаммами п-1 и п-4о, 
что подтверждает данные пцр.

для генотипирования выделенных почвенных 
штаммов нами был использован метод многоло-
кусного VNTR-типирования с использованием ше-
сти хромосомных vrrA, vrrB1, vrrB2, vrrC1, vrrC2 
и cg3 и двух плазмидных маркеров pXO1 и pXO2 

Таблица 1

свойства штаммов бацилл, выделенных из почвы скотомогильника

Штамм

свойства штаммов

проба с фагами  
гамма и квиэв

зона ингибирования  
на среде  

с ампициллином, мм

гемолиз  
на кровяном  

агаре
проба  

с гамма-глобулином
морфология колоний  

на бикарбонатно-
сывороточной среде

рост в L-бульоне

п-1 + 22 - + Шероховатые типичный рост
п-4о + 10 - + Шероховатые типичный рост
п-4 + 3 + ± Шероховатые осадок, бульон мутный
п-4ш - 0 + - Шероховатые осадок, бульон мутный
п-4с - 0 + - Шероховатые осадок, бульон мутный
п-14 - 0 + - Шероховатые осадок, бульон прозрачный
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[7]. результаты определения величин вариабельных 
фрагментов по этим локусам приведены в табл. 3.

из представленных данных видно, что выде-
ленные из почвы штаммы п-1 и п-4о с типичны-
ми культурально-морфологическими признаками, 
чувствительные к ампициллину и сибиреязвенному 

бактериофагу и являющиеся типичными штаммами 
B. anthracis по результатам пцр с видоспецифиче-
скими праймерами, укладываются также в схему 
VNTR-типирования, разработанную для B. anth ra-
cis. полученные значения величин фрагментов по 
8 локусам позволяют отнести штаммы п-1 и п-4о к 
подгруппе B. anthracis а3. следовательно, из почвы 
старого скотомогильника нами выделены два типич-
ных эпидемически значимых штамма B. anthra cis, 
несущих генетические элементы, кодирующие син-
тез компонентов токсина и капсулы.

Штамм п-4, отличающийся по ряду признаков 
от типового, а именно, по характеру роста в жидкой 
питательной среде, гемолизу эритроцитов и сла-
бой чувствительности к ампициллину, имеет шесть 
из восьми совпадающих с известными величинами 
VNTR-локусов, в частности, vrrA, vrrB1, vrrB2, vrrC2, 
cg3, pXO1. поскольку не амплифици ровались фраг-
менты, соответствующие локусу VrrC1 и капсуле, то 
отнести штамм п-4 к какой-либо VNTR-подгруппе 
оказалось невозможным. следовательно, нами выде-
лен ранее не охарактеризованный атипичный штамм 
B. anthracis, не представляющий эпидемической 
опасности, но требующий дальнейшего детального 
изучения.

для остальных штаммов (п-4ш, п-4с и п-14) 
по величинам vrr-локусов получена картина, сходная 
с таковой для штамма B. cereus 504. для уточнения 
полученных данных нами специально был отсекве-
нирован pXO1-фрагмент штамма B. cereus 504. ниже 
приведены результаты (шрифтом выделены прямой 
и обратный праймеры, а повторяющиеся последова-
тельности − курсивом).

B. cereus 504 – pXO1 – 129
CAATTTATTAACGATCAGATTAAGTTCA
TTATTAACTCATAAGTAATGTATTAAAAAT 

TTTCAAATGGATTT
AAT AAT AAT AAT AAT AAT AAT 

AACGGGACCAGCCATTATGAAGCAACTAATT 
CTAGA

Таблица 2
результаты постановки Пцр с Днк некоторых штаммов бацилл

Штамм
праймер

Ba 813 
152 п.н.

cар 
264 п.н.

lef 
385 п.н.

cya 
546 п.н.

pag 
747 п.н.

п-1 + + + + +

п-4о + + + + +

п-4 + - + - +

п-4ш + - - - -

п-4с + - - - -

п-14 + - - - -

B. anthracis 81/1 + + + + +

B. anthracis 71/12 + + + + +

B. anthracis сти-1 + - + + +

B. anthracis сти Rif4 + - - - -

B. anthracis 10 –  
атипичный

+ - + - +

B. anthracis 32 –  
атипичный

+ - + - +

B. anthracis 193 –  
атипичный

+ - + - +

B. anthracis Dakar + - + - +

B. cereus 504 + - - - -

B. cereus 217 
(anthracoides)

+ - - - -

B. cereus 164 - - - - -

B. subtilis 168 - - - - -

B. subtilis var. niger - - - - -

B. thuringiensis - - - - -

B. brevis - - - - -

B. polymixa - - - - -

B. megaterium - - - - -

Таблица 3

Величины фрагментов vrr-областей штаммов, выделенных из сибиреязвенного скотомогильника

Штамм vrrA vrrB1 vrrB2 vrrC1 vrrC2 cg3 pXO1 pXO2
B. anthracis 81/1 313 230 161 609 600 152 135 136
B. anthracis 1 324 230 162 617 601 153 136 137
B. anthracis 71/12 315 230 161 611 527 153 135 136
B. anthracis сти-1 316 229 162 613 602 153 133 136
B. anthracis 10 * 315 230 160 613 599 156 136 136
B. anthracis Dakar 298 229 161 496 472 156 134 144
B. anthracis 32 * 312 230 161 - 528 155 133 136
B. anthracis 193 * 310 229 163 673 585 - - 136
п-1 313 228 164 613 532 153 133 135
п-4о 315 228 161 611 533 153 130 136
п-4 313 229 161 - 533 154 133 -
п-4ш 278 264 - - 336 - - -
п-4с 285 264 163 - 312 - - -
п-14 294 265 164 - 324 - - -
B. cereus 504 282 266 164 - 308 - 130 -

*атипичные штаммы.
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результаты сиквенса фрагмента днк B. cereus 
полностью укладываются в классификацию, пред-
ложенную P.Keim и соавт. для B. anthracis [7]. это 
может быть связано с очень высокой степенью го-
мологии генома, что отражает недавнюю эволюцию 
B. anthracis от родительской субгруппы B. cereus 
[6]. показано, что некоторые изоляты B. cereus со-
держат последовательности, сходные более чем с 
половиной последовательностей открытых рамок 
считывания плазмиды рхо1 B. anthracis, причем 
основная часть днк-фрагментов B. cereus имела 
сходство от 80 до 98 %. 

совпадение данных по локусам vrrB2 и pXO1 
B. anthracis и B. cereus значительно затруднило одно-
значную дифференциацию этих видов, тем не менее, 
поскольку по всем остальным локусам имелись зна-
чительные отличия от B. anthracis, штаммы п-4ш, 
п-4с и п-14 с большой степенью вероятности можно 
отнести к B. cereus. 

это – еще одно свидетельство сложности про-
цесса дифференциации бациллярных штаммов. с 
целью повышения эффективности типирования ба-
цилл в настоящее время предлагаются различные 
комбинации методов в зависимости от поставленных 
задач, но, вследствие высокой генетической моно-
морфности сибиреязвенного микроба, мультилокус-
ный VNTR-анализ может оказаться наиболее прием-
лемым для типирования B. anthracis [4, 5].

оценивая полученные данные по идентифи-
кации выделенных из старого скотомогильника ба-
цилл, можно сделать вывод о том, что для точного 
подтверждения выделения возбудителя сибирской 
язвы по-прежнему необходимо проведение ком-
плексных исследований – микробиологических, им-
мунобиологических и молекулярно-генети че ских. 
микробиологический анализ показал присутствие в 
почве скотомогильника двух культур B. anthracis, об-
ладающих всеми типичными для возбудителя сибир-
ской язвы характеристиками. эти данные были под-
тверждены результатами пцр с пятью праймерами к 
pag, lef, cya, сар, Ba 813, разработанными для генома 
сибиреязвенного микроба.

дополнительные исследования выделенных 
штаммов с использованием мультилокусного VNTR-
ана лиза позволили отнести выделенные штаммы п-1 
и п-4о к подгруппе B. anthracis а3, выявить ранее не 
охарактеризованный атипичный штамм B. anthracis 
п-4, и предварительно отнести выделенные штаммы 
п-4ш, п-4с и п-14 с нетипичными для сибиреязвен-
ного микроба свойствами к B. cereus.

таким образом, нами показана принципиальная 
возможность использования комплексной методики 

для типизации сибиреязвенных штаммов и их диффе-
ренциации от близкородственных микро организмов. 

работа выполнена по государственным контрак-
там Ф/2/09 от 09.07.2009 г. и 119-д от 11.06.2009 г. в 
рамках реализации федеральной целевой программы 
«национальная система химической и биологиче-
ской безопасности (2009–2013 гг.).
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расширение ареалов обитания и миграции насе-
ления, усиление товарообмена с африканскими стра-
нами, контрабандный ввоз в страну экзотических 
животных, возможность использования возбудителя 
лихорадки эбола (особенностью которого являются 
высокая контагиозностъ в сочетании с высочайшей 
летальностью) в качестве потенциального агента 
биотерроризма делают необходимой разработку эф-
фективных средств профилактики и лечения этого 
заболевания.

сведения об успешном применении специфи-
ческих иммуноглобулинов для лечения лихорадки 
эбола у людей в литературе отсутствуют, хотя име-
ются сообщения о разработке специфических гете-
рологичных (лошадиных, козьих) иммуноглобули-
нов [1, 13, 14]. однако, являясь гетерологичными, 
эти иммуноглобулины могут обладать рядом побоч-
ных нежелательных эффектов [5, 14]. при этом мак-
симальная концентрация иммуноглобулинов в кро-
ви достигается в первые 48 ч после введения, а око-
ло 50 % введенного препарата остается в мышцах 
в месте введения и там же разрушается. одним из 
перспективных направлений снижения системной 
токсичности, повышения биодоступности и, как 
следствие, увеличения терапевтической эффектив-
ности лекарств в современной нанобиотехнологии 

является создание их липосомальных форм [4, 6, 7]. 
липосомы изменяют фармакокинетику лекарствен-
ных веществ и вакцинных препаратов, повышая их 
терапевтическую эффективность, пролонгируют 
время действия лекарств в организме. другим со-
временным направлением разработки препаратов с 
применением нанотехнологий является получение 
наноэмульсий биологически активных веществ на 
основе водно-масляной наноэмульсии в соотноше-
нии 80 % жировых компонентов и 20 % воды, в со-
став которой входят соевое масло, три-н-бутил фос-
фат и Triton X-100 [12].

материалы и методы

иммуноглобулиновые препараты: 
- липосомальный иммуноглобулин, приготов-

ленный на основе 10 % козьего иммуноглобулина 
против лихорадки эбола с индексом нейтрализа-
ции (2,5±0,6) lg лд50. липосомы получали модифи-
цированным мето дом экструзии мультиламелляр-
ных везикул через поликарбонатные мембраны [4]. 
эффективность включения белка в липосомы соста-
вила 30 %. стерильность липосом контролировали 
стандарт ным методом [3]. 

- суспензионный иммуноглобулин – смесь, при-

диаГноСТиКа, иММУноЛоГиЯ, иММУноТераПиЯ
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ПроТиВ ЛиХорадКи ЭБоЛа КаК ноВЫе ЛеКарСТВеннЫе ПреПараТЫ 

ФБУН «Государственный научный центр вирусологии и биотехнологии «Вектор», п. Кольцово 

в статье приведены результаты исследования терапевтической эффективности липосомального и суспензи-
онного иммуноглобулинов, приготовленных на основе 10 % козьего иммуноглобулина против лихорадки эбола. 
установлено, что наибольший лечебно-профилактический эффект при экспериментальной лихорадке эбола на 
морских свинках был достигнут при двукратном введении суспензионного иммуноглобулина против лихорад-
ки эбола. отмечено увеличение инкубационного периода в 2 раза, 37,5 % инфицированных животных выжило. 
полученные результаты делают перспективной дальнейшую разработку новых иммуноглобулинных препаратов 
различных классов на основе липосом и наноэмульсий. 
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Presented are the results of investigation of therapeutic effectiveness of liposomal and suspension forms of immunoglobulins, 
prepared on the basis of 10 % goat immunoglobulin against Ebola fever. The most pronounced therapeutic and preventive effect on 
guinea pigs with experimental Ebola fever was achieved by double administration of suspended immunoglobulin against Ebola fever. 
The incubation period increased twofold, 37,5 % of infected animals survived. The results achieved are perspective for further devel-
opment of new immunoglobulin preparations on the basis of liposomes and nanoemulsions.
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готовленная на основе 10 % козьего иммуноглобулина 
против лихорадки эбола с индексом нейтрализации 
(2,5±0,6) lg лд50 с водно-масляной наноэмульсией в 
пропорционном соотношении 80 % жировых компо-
нентов и 20 % воды. в состав нано-эмульсии входят 
соевое масло, три-н-бутил фосфат и Triton X-100. 

Вирусные препараты: вирус эбола, вид заир, 
штамм заир к-5 (вэ), вирулентный для морских 
свинок, получен адапта цией штамма заир Mayinga 
вируса эбола к морским свинкам путем клонирова-
ния и последо вательных пассажей на морских свин-
ках [10, 11]. 

Животные: белые морские свинки, свободные от 
патогенной флоры, массой 250–300 г, 40 голов, полу-
ченные из питомника Charles River. животных содер-
жали на стандартном рационе. все болезненные про-
цедуры проводили под прикрытием эфирного нарко-
за. уход за инфицированными животными и работа 
с ними осуществлялись в условиях инфекционного 
вивария с уровнем биобезопасности BSL-4 (работа 
персонала в защитных костюмах «антибелок-5») с 
соблюдением «правил проведения работ с использо-
ванием экспериментальных животных».

Способ инфицирования: животных инфицирова-
ли внутрибрюшинно дозой 1,0 мл разведенной вирус-
содержащей суспензии (10 % гомогенат печени мор-
ских свинок с исходной концентрацией 1·106 лд50). 
доза инфицирования – 30–50 лд50. 

Способ введения иммуноглобулиновых препара-
тов: липосомальный иммуноглобулин вводили одно-
кратно внутримышечно через 2 ч после инфицирова-
ния вэ и двукратно внутримышечно через 2 и 24 ч по-
сле инфицирования по 0,5 мл. нано-иммуноглобулин 
вводили однократно внутримышечно через 2 ч после 
инфицирования и внутримышечно двукратно через 
2 и 72 ч после инфицирования (в конце среднеста-
тистического инкубационного периода) по 0,5 мл. в 
эксперименте использовали 5 групп животных по 8 
голов в каждой. 

в течение 21 сут (срок наблюдения) животных 
ежедневно осматривали, термометрировали, учи-
тывали их гибель. заболевшими считали морских 
свинок, у которых ректальная температура превыша-
ла 39,5 °с. 

статистическую обработку полученных резуль-
татов проводили общепринятыми методами [2].

результаты и обсуждение

в ходе экспериментов установлено, что забо-
лели 100 % инфицированных вэ животных (таб-
лица). помимо температурной реакции у больных 
животных были отмечены: взъерошенная шерсть, 
анорексия, адинамия, жидкий стул. животные были 
вялыми, мало реагировали на посторонние вмеша-
тельства – не пытались уклониться от манипуляций 
экспериментатора (термометрирование, процедуры 
прижизненного интракардиального взятия крови).

однократное введение липосомального имму-
ноглобулина через 2 ч после инфицирования мор-
ских свинок вэ увеличило инкубационный пери-
од на 3–4 сут по сравнению с контролем. при этом 
все остальные показатели у зараженных животных 
(продолжительность инкубационного и лихорадоч-
ного периода, средняя продолжительность заболе-
вания) не отличались от контроля. двукратное вве-
дение этого препарата приводило к достоверному 
увеличению инкубационного периода на 5–6 сут 
и сдвигу подъема температуры на 9–11-е сутки по 
сравнению с контрольной группой морских свинок. 
продолжительность лихорадочного периода у жи-
вотных во второй группе не отличалась от контроля. 
кроме того, во второй группе отмечено достоверное 
увеличение средней продолжительности жизни у 
экспериментальных животных на 2 сут. 

при однократном введении инфицированным 
морским свинкам суспензионного иммуноглобулина 
наблюдали двуволновое течение инфекции, инкуба-
ционный период увеличился на 6–10 сут по сравне-
нию с контролем. при этом выжило 12,5 % живот-
ных. при двукратном введении морским свинкам 
суспензионного иммуноглобулина отмечен наиболь-
ший лечебно-профилактический эффект от примене-
ния препарата. произошло достоверное увеличение 
инкубационного периода (в среднем, в 2 раза по срав-
нению с контролем). при этом 37,5 % заболевших 
животных выжило. в контрольной группе инфици-
рованных животных длительность инкубационного 
периода, лихорадочного состояния и сроков гибели 
животных (таблица) с момента инфицирования не 
превысила обычных временных рамок, как было по-
казано нами ранее [10, 11]. 

Факт удлинения инкубационного периода являет-

Показатели эффективности применения различных иммуноглобулиновых препаратов при введении инфицированным ВЭ животным

показатель эффективности
нелеченные  

морские свинки  
(контроль вируса)

морские свинки, пролеченные разными препаратами иммуноглобулина

липосомальный  
иммуноглобулин  

однократно

липосомальный  
иммуноглобулин  

двукратно

суспензионный  
иммуноглобулин  

однократно

суспензионный  
иммуноглобулин  

двукратно

количество заболевших, % 100 100 100 100 100 

количество выживших, % 0 0 0 12,5 % 37,7 %

продолжительность  
инкубационного периода, сут

3,8±1,2 5,7±1,4 9,7±0,9 10,2±4,1 12,1±2,4

продолжительность  
лихорадочного состояния, сут

5,3±0,5 6,5±1,1 5,3±2,7 6,2±1,3 5,5±0,7

средняя продолжительность 
жизни до гибели, сут

8,8±1,7 11,0±1,4 12,7±0,7 14,8±5,8 12,8±3,2
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ся интересным сам по себе. у данной инфекции, как и 
некоторых других, многими авторами отмечено укоро-
чение инкубационного периода, утяжеление течения 
заболевания и ускорение гибели экспериментальных 
животных в случае применения низкотитражных сы-
вороточных препаратов (иммуноглобулинов, гамма-
глобулинов), либо низкотитражных гипериммунных 
сывороток. следовательно, наши экспериментальные 
иммуноглобулины нельзя считать малоэффективны-
ми. в то же время не удалось получить значительный 
лечебный эффект при применении липосомального 
иммуноглобулина. вероятной причиной может быть 
неправильно выбранная инфицирующая доза вируса 
30–50 лд50. возможно, она была слишком большой. 
известно, что эффективность применения лечебных 
иммуноглобулиновых препаратов ограничена инфи-
цирующей дозой. экспериментально установлено, 
лечебно-профилактический эффект от применения 
специфических иммуноглобулинов на лабораторных 
животных (морские свинки, приматы) удавалось по-
лучить при заражающей дозе 10–20 лд50 [7, 9, 13]. 

обнадеживающими являются удлинение инку-
бационного периода и увеличение средней продол-
жительности жизни, что создает предпосылки для 
применения других лечебных средств и процедур 
для борьбы с этим крайне тяжелым заболеванием.

в целом, из практики применения иммуноглобу-
линовых препаратов можно сделать вывод о получе-
нии, скорее, профилактического эффекта (например, 
при клещевом энцефалите), т.е. в случае успешного 
применения иммуноглобулинового препарата забо-
левание не развивается. такой же эффект мы наблю-
дали ранее при изучении лечебно-профилактических 
свойств козьего IgG [5, 14]. сходные результаты 
были получены при испытании лошадиного им-
муноглобулина против болезни эбола [8, 13]. в то 
же время нет упоминания о том, что лабораторные 
животные были инфицированы, заболели и были 
вылечены. во всех ранее опубликованных статьях 
говорится о том, что инфицированным животным 
был введен препарат специфического иммуноглобу-
лина через 2–4 ч после инфицирования, животное 
выжило, при этом у него не развилось заболевание. 
тем более интересен полученный нами результат: в 
группах 3 и 4 инфицированные животные заболели, 
были пролечены и выжили. можно предположить, 
что при введении суспензионного иммуноглобули-
на через 2 ч и в конце инкубационного периода мы 
обеспечили более длительное его циркулирование 
в кровяном русле, что привело к сдерживанию раз-
вития инфекционного процесса. известно, что кон-
центрация введенного лечебно-профилактического 
иммуноглобулина достигает максимальных значе-
ний через 48 ч после введения, после чего препа-
рат начинает быстро разрушаться и выводиться из 
организма реципиента. через 7 сут концентрация 
лечебно-профилактического иммуноглобулина в 
крови падает в 4–6 раз и через 14 сут определяется 
в следовых количествах. [5, 14]. возможно, именно 

соединение гетерологичного иммуноглобулина с на-
ноэмульсией, а также липосомальная форма иммуно-
глобулина обеспечивают пролонгацию циркуляции 
иммуноглобулинов в крови, обеспечивая тем самым 
более длительный лечебно-профилактический эф-
фект. косвенным подтверждением явления пролон-
гации может послужить факт, что при анализе мазков 
крови, полученных у инфицированных животных на 
3-и и 7-е сутки с момента введения липосомального 
иммуноглобулина, видны образования, содержащие 
белок и имеющие кислую рн (рисунок). 

возможно, что мы наблюдаем липосомы с 
включенным в них иммуноглобулином. мазки кро-
ви фиксировались формалином, при этом известно, 
что формалин хорошо сохраняет жиры и липоиды. 
окрашивались мазки водными растворами азур-II-
эозином (по нохту), следовательно, липосомы не 
могли быть растворены спиртом, входящим в неко-
торые прописи стандартных гематологических кра-
сителей. поэтому, несмотря на определенное воз-
действие фиксации и окраски, возможно, привед-
шие к некоему изменению формы, структуры и рн 
липосом, интересен и необычен сам факт обнаруже-
ния структур, похожих на конгломераты липосом, в 
мазках крови морских свинок в группе, получив-
ших 2 инъекции липосомального иммуноглобулина 
и отсутствие подобных структур в крови животных 
из других групп. на всех фотографиях видно, что 
липосомы обладают аттрактантными свойствами 
для эритроцитов. эритроциты образуют вокруг ли-
посом кольца.

таким образом, наибольший лечебно-профи лак-
тический эффект при экспериментальной лихорадке 
эбола на морских свинках был достигнут при дву-
кратном введении суспензионного иммуноглобулина 

липосомы в крови морских свинок, инфицированных вэ:
верхний ряд – 3-и сутки после введения липосомального  

иммуноглобулина, нижний ряд – 7-е сутки после введения  
липосомального иммуноглобулина. А, Б – группа агглютинированных 

липосом. В, Г – единичные липосомы. увеличение ×1000. 
 окраска азур-II-эозином после обработки мазков парами формалина.  

стрелкой показаны липосомы, окруженные эритроцитами
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против лихорадки эбола. отмечено увеличение ин-
кубационного периода в 2 раза, 37,5 % инфицирован-
ных животных выжило. при двукратном введении 
липосомального препарата иммуноглобулина отме-
чено достоверное удлинение инкубационного перио-
да в 2 раза по сравнению с нелеченными животными. 
полученные нами результаты делают перспективной 
дальнейшую разработку новых иммуноглобулинов 
различных классов на основе липосом и наноэмуль-
сий, а также изучение возможностей применения та-
ких препаратов для профилактики и лечения не толь-
ко геморрагической лихорадки эбола, но и других 
особо опасных вирусных инфекций.

авторы выражают глубокую признательность 
д-ру James R. Baker, предоставившему нам препара-
ты нано-эмульсии в рамках проекта мнтц № 1511, а 
также дадаевой а.а. за микроскопию мазков крови, 
полученных в ходе проведения экспериментов.
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болезнь легионеров – острое инфекционное за-
болевание, вызываемое группой микроорганизмов, 
относящихся к семейству Legionellacaea, характери-
зующееся воздушно-капельным механизмом передачи 
возбудителя и протекающее в виде лихорадки с пора-
жением верхних и нижних дыхательных путей [2, 4].

ежегодно в мире регистрируется от 10 до 25 
тыс. случаев заболевания легионеллезом, из которых 
до 20 % заканчиваются летально. болезнь распро-
странена повсеместно, наибольшее количество слу-
чаев выявляется в странах европы и сШа, и часто 
носят эпидемический характер [1, 3]. в российской 
Федерации легионеллез регистрируется на уровне 
от 10 до 30 спорадических и отдельных групповых 
вспышек в год. однако данная инфекция может со-
ставлять до 14 % в этиологической структуре всех 
пневмоний [4]. в связи со сходством клинических 
проявлений легионеллезной и пневмококковой пнев-
монии, быстрая и эффективная лабораторная диагно-
стика приобретает решающее значение для выбора 
тактики этиотропной терапии больных и проведения 
противоэпидемических мероприятий в очаге.

наиболее распространенными источниками за-
ражения легионеллезом являются колонизированные 
возбудителем искусственные водные системы, к ко-
торым относятся системы горячего и холодного во-
доснабжения, централизованные системы кондицио-
нирования воздуха с водным охлаждением, градирни 

и т.д. в таких системах происходит накопление ле-
гионелл в высоких концентрациях и создаются усло-
вия для образования в воздухе мелкодисперсного 
бактериального аэрозоля, что приводит к риску эпи-
демического распространения возбудителя. это об-
стоятельство предопределяет актуальность контроля 
концентрации легионелл в этих системах [4].

на сегодняшний день известно 50 видов легио-
нелл, для 22 из которых показана роль в инфекцион-
ной патологии человека. однако более 95 % случаев 
заболевания легионеллезом связаны с видом L. pneu-
mophila, который представлен 16 серогруппами. при 
этом более 80 % случаев заболевания связаны со 
штаммами серогруппы 1. необходимо отметить, что 
летальные исходы при легионеллезной инфекции 
также преимущественно ассоциированы с первой се-
рогруппой данного вида возбудителя [4]. 

таким образом, выявление L. pneumophila серо-
группы 1 является актуальной задачей, для решения 
которой с успехом могут быть использованы такие 
общепринятые современные средства быстрого об-
наружения микроорганизмов, как иммунофермент-
ные тест-системы. 

целью работы явилось получение специфиче-
ских легионеллезных моно- и поликлональных анти-
тел и разработка на их основе иммуноферментной 
тест-системы для обнаружения легионеллезного ми-
кроба серогруппы 1.
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материалы и методы

липополисахаридный антиген, используемый 
для иммунизации животных и сенсибилизации план-
шетов, получали из биомассы микробной культуры 
L. pneumophila штамма Philadelphia-1, выращенной 
на угольно-дрожжевом агаре в течение трех суток 
при температуре 37 °с. за основу получения анти-
генного препарата была взята методика Jonson W. 
и соавт. [7]. исследование специфической активно-
сти полученного антигенного препарата проводили 
в реакции диффузионной преципитации (рдп) [4] 
с монорецепторной кроличьей сывороткой против 
L. pneumophila серогруппы 1.

с целью получения гипериммунных кроличьих 
сывороток к липополисахаридному антигену было 
использовано 5 кроликов. животных иммунизиро-
вали путем подкожного и внутривенного введения 
антигенного препарата по модифицированной нами 
схеме, состоящей их четырех этапов. изучение ди-
намики титров антител в сыворотке крови животных 
проводили с использованием «сэндвич»-варианта 
твердофазного иммуноферментного анализа (иФа). 
специфическую активность и специфичность полу-
ченных сывороточных препаратов оценивали в иФа 
с близкородственными легионеллами (L. pneumophila 
серогрупп 2, 3, 5 и 6, Legionella micdadei, Legionella 
bozemanii, Legionella dumoffii и рядом гетероло-
гичных микроорганизмов (Yersinia рestis, Bacillus 
аnthracis, Francisella tularensis, Brucella аbortus, 
Burkholderia mallei, Burkholderia рseudomallei, Vibrio 
cholerae, Escherichia coli, Yersinia рseudotuberculosis, 
Yersinia еnterocolitica).

с целью получения гибридом-продуцентов 
моноклональных антител (мкат) к специфическим 
эпитопам L. pneumophila серогруппы 1 иммуниза-
цию мышей линии BALB/c проводили путем под-
кожного введения возрастающих доз инактивиро-
ванной микробной культуры L. pneumophila штамма 
Philadelphia-1.

гибридизацию спленоцитов иммунизированных 
мышей с клетками миеломы SP2/0-Ag-14 осущест-
вляли на четвертые сутки после заключительной 
иммунизации с использованием 50 % раствора поли-
этиленгликоля (пэг 1560 «Sigma», сШа) по обще-
принятой методике [6].

скрининг первичных гибридных клонов с ис-
пользованием поверхностного липополисахаридного 
антигена проводили, начиная с 10-х суток культиви-
рования трижды с интервалом 2–3 дня, а скрининг 
антителопродуцирующих гибридных линий – на 
12-е сутки после клонирования. второе и третье те-
стирование всех первично-позитивных культур про-
водили, кроме того, с использованием вышеперечис-
ленных близкородственных легионелл и гетероло-
гичных микроорганизмов.

для получения асцитической жидкости мышам 
линии BALB/c интраперитонеально вводили сначала 
по 0,3 мл пристана («Sigma», сШа), а через 14 сут – 
от 2 до 4 млн гибридных клеток. полученные асци-

тические жидкости исследовали в иФа.
планшеты для постановки иФа сенсибили-

зировали липополисахаридным антигеном в кон-
центрации 2 мкг/мл, а также вышеперечисленны-
ми близкородственными легионеллами и гетеро-
логичными микроорганизмами в концентрации  
100 млн м.к./мл. кроличьи сыворотки титровали дву-
кратным шагом с разведения 1:100 до 1:409600, куль-
туральную и асцитическую жидкости – с 1:5000 до 
1:5120000. антивидовые конъюгаты против IgG кро-
лика и IgG мыши («Sigma», сШа) применяли в ра-
бочем разведении. в качестве субстрата использова-
ли о-фенилендиамин («Sigma», сШа). оптическую 
плотность субстратно-индикаторной смеси измеряли 
на фотометре Multiscan («Thermo Scientific», сШа) 
при длине волны 492 нм.

выделение иммуноглобулинов из асцитических 
жидкостей мышей и гипериммунных сывороток 
кроликов осуществляли двукратным осаждением 
насыщенным раствором сульфата аммония с после-
дующей очисткой препаратов моно- и поликлональ-
ных антител путем ионообменной хроматографии на 
дэаэ-сефацеле («Sigma», сШа).

синтез конъюгатов легионеллезных моно- и 
по ли клональных антител с пероксидазой хрена 
(«Sigma», сШа) проводили с использованием пе-
рйодатного окисления [8]. рабочее разведение имму-
нопероксидазных конъюгатов определяли методом 
«шахматного» титрования.

для определения оптимальной сенсибилизи-
рующей дозы поликлональных антител в лунки 96-
лу ночного планшета вносили раствор иммуноглобу-
линов в концентрации от 0,062 до 40 мкг/мл белка в 
0,05 м карбонатно-бикарбонатном буферном раство-
ре. планшеты инкубировали в течение 1 ч при тем-
пературе 37 °с.

лиофилизацию иммунологически активных 
компонентов тест-системы осуществляли в защит-
ной среде высушивания, содержащей 7,5 % сахаро-
зы, в течение (20±1) ч.

экспериментальное исследование чувствитель-
ности сконструированной тест-системы проводили с 
использованием штаммов L. pneumophila серогруп-
пы 1. изучение специфичности тест-системы прово-
дили в отношении близкородственных легионелл, а 
также ряда гетерологичных микроорганизмов.

результаты и обсуждение

полученные препараты липополисахаридного 
антигена в рдп с легионеллезной монорецепторной 
кроличьей сывороткой формировали линии преци-
питации при разведении от 1:16 до 1:64. 

в опыте по получению гипериммунных кроли-
чьих сывороток после первых трех этапов наблюда-
лась положительная динамика накопления сыворо-
точных антител к липополисахаридному антигену. 
четвертый этап характеризовался незначительной 
сероконверсией. в результате были получены сыво-
роточные препараты, характеризующиеся высоким 
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уровнем тиров антител к иммуногену (от 1:102400 до 
1:409600). при исследовании полученных сывороток 
методом иФа с культурами близкородственных ле-
гионелл и гетерологичных микроорганизмов пере-
крестных реакций не выявлено.

в результате трех опытов по слиянию иммун-
ных спленоцитов и миеломных клеток получено 
98 первично-позитивных культур, продуцирующих 
мкат к липополисахаридному антигену и не взаи-
модействующих с гетерологичными микроорганиз-
мами. с целью отбора наиболее перспективных для 
клонирования первично-позитивных культур оцени-
вали морфологию растущих гибридных клеток, их 
пролиферативную активность, а также способность 
сохранять высокий уровень синтеза специфических 
моноклональных антител. в итоге были отобраны 10 
первично-позитивных культур, которые подвергли 
клонированию методом лимитирующих разведений. 
по результатам оценки пролиферативной активно-
сти и стабильности антителопродукции отобраны 9 
гибридом, которые затем были использованы для на-
работки мкат in vivo.

по результатам иФа, наиболее выраженный 
уровень продукции мкат в титрах от 1:640000 до 
1:2560000 был отмечен у трех гибридных клеточных 
линий: 149н7в1, 147е5а10, 142н12в7, которые ха-
рактеризовались высокой стабильностью своих основ-
ных свойств в процессе культивирования in vivo.

с целью выбора препаратов моно- и поликло-
нальных антител, обеспечивающих наиболее высо-
кую эффективность иммуноферментных реакций, на-
правленных на выявление L. pneumophila серогруп-
пы 1, опробованы в качестве сенситина и основы для 
приготовления иммунопероксидазных конъю гатов 
различные комбинации специфических моно- и по-
ликлональных антител (табл. 1). 

результаты иФа были отрицательными при ис-
пользовании в качестве сенситина и основы иммуно-
пероксидазного конъюгата мкат одной гибридомы, 
что можно объяснить одноэпитопной направлен-
ностью антител. высокая чувствительность иФа к 
L. pneumophila штамма Philadelphia-1 обеспечива-
ется при сочетании поликлональных антител в каче-
стве сенситина и мкат, продуцируемых гибридомой 
147е5а10, как основы для иммунопероксидазного 
конъюгата. таким образом, при конструировании 

тест-системы были использованы поликлональные 
антитела в качестве сенситина и меченные перокси-
дазой мкат гибридной клеточной линии 147е5а10.

в результате оценки влияния сенсибилизирую-
щей дозы поликлональных антител на чувствитель-
ность и воспроизводимость иФа установлено, что 
полный уровень сенсибилизации планшета в течение 
1 ч при температуре 37 °с обеспечивается при кон-
центрации иммуноглобулинов 10 мкг/мл. увеличение 
концентрации антител до 40 мкг/мл к повышению 
чувствительности не приводило, а применение им-
муноглобулинов в концентрации 5 мкг/мл и менее не 
обеспечивало воспроизводимости иФа. 

исследование чувствительности и специфич-
ности сконструированной иммуноферментной тест-
системы показало, что препарат обеспечивал выяв-
ление штаммов L. pneumophila серогруппы 1 в кон-
центрации 100 тыс м.к./мл, а также не давал ложных 
положительных результатов при исследовании близ-
кородственных легионелл и ряда гетерологичных 
микроорганизмов в концентрации 100 млн м.к./мл 
(табл. 2).

Таблица 1

Чувствительность ифа при выявлении L. pneumophila штамма Philadelphia-1 в условиях постановки реакций  
с использованием разных комбинаций специфических моно- и поликлональных антител

антитела,  
используемые в качестве сенситина

чувствительность иФа при выявлении L. pneumophila штамма Philadelphia-1  
с использованием иммунопероксидазного конъюгата, приготовленного на основе препарата, м.к./мл  

(хгеом ×
÷  antilg I95, lg)

мкат гибридной клеточной линии
поликлональных антител

149н7в1 147е5а10 142н12в7

мкат гибридной  
клеточной линии

149н7в1 н 8,57·105 ×
÷  1,35 2,99·106 ×

÷  1,22 7,21·105 ×
÷  1,65

147е5а10 8,28·105 ×
÷  1,80 н 1,75·106 ×

÷  1,26 1,00·105 ×
÷  1,11

142н12в7 3,10·106 ×
÷  1,08 1,60·106 ×

÷  1,18 н 1,84·106 ×
÷  1,29

поликлональные 7,73·105 ×
÷  1,66 0,97·105 ×

÷  1,05 1,71·106 ×
÷  1,22 3,73·105 ×

÷  1,34

примечание . н – невозможно выявление L. pneumophila штамма Philadelphia-1 при данном сочетании; во всех случаях n=20.

Таблица 2

Чувствительность и специфичность иммуноферментной  
тест-системы для обнаружения L. pneumophila серогруппы 1

вид (серогруппа) 
микроорганизма

количество 
исследованных 

штаммов

определяемая 
концентрация, 

м.к./мл

количество 
выявляемых 

штаммов

L. pneumophila (1) 5 1∙105 5
L. pneumophila (2) 1 1∙108 -
L. pneumophila (3) 1 то же -
L. pneumophila (5) 1 » -
L. pneumophila (6) 1 » -
L. micdadei 1 » -
L. bozemanii 1 » -
L. dumoffii 1 » -
Y. рestis 3 » -
B. аnthracis 1 » -
F. tularensis 3 » -
B. аbortus 2 » -
B. mallei 1 » -
B. рseudomallei 1 » -
V. cholerae 1 » -
E. coli 1 » -
Y. рseudotuberculosis 6 » -
Y. enterocolitica 3 » -
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таким образом, получены 3 гибридные клеточ-
ные линии мкат к специфическим эпитопам липо-
полисахаридного антигена L. pneumophila серогруп-
пы 1, сохраняющих высокую стабильность основных 
свойств при культивировании in vivo. разработана 
методика получения высокоактивной и специфичной 
гипериммунной кроличьей сыворотки против липо-
полисахаридного антигена L. pneu mo phila штамма 
Philadelphia-1. приготовлены препараты специфиче-
ских легионеллезных моно- и поликлональных анти-
тел, и на их основе разработана высокочувствитель-
ная и специфичная иммуноферментная тест-система, 
перспективная для обнаружения L. pneumophila се-
рогруппы 1.
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для профилактики туляремии в рФ использует-
ся живая вакцина, созданная на основе штамма F. tu-
larensis 15/10. анализ нуклеотидной последователь-
ности генома штамма F. tularensis LVS [10], произ-
водного штамма F. tularensis 15/10, показал наличие 
recA-подобного гена [http://www.ncbi.nlm. nih.gov/ 
genome?Db=genome&Cmd=ShowDetailView&TermT
oSearch=19299]. но функциональная роль этого гена 
для туляремийного микроба остается невыяснен-
ной. ранее для близкородственного микроорганизма 
F. tularensis subsp. novicida было показано, что уда-
ление recA-подобного гена приводит к повышению 
чувствительности к ультрафиолетовому облучению 
и воздействию алкилирующих агентов [5], но отсут-
ствовали данные о влиянии этой мутации на гомо-
логичную рекомбинацию и иммунобиологические 
свойства. известно, что инактивация белка RecA в 
вакцинном штамме Micobacterium bovis BCG приве-
ла к стабилизации вакцинных свойств [7]. поэтому 
представляет определенный интерес изучение имму-
нобиологических свойств F. tularensis 15/10 без recA-
подобного гена. 

материалы и методы

Штаммы и плазмиды, использованные в работе, 
представлены в таблице.

Штамм Francisella tularensis 15/10∆recA получен 
методом аллельного обмена, описанным ранее [6].

культивирование штаммов F. tularensis прово-
дили при температуре 37 °с на среде FT-агар (Фгун 
гнц пмб) и жидкой питательной среде (FTB) [2], 

при необходимости в питательные среды добавляли 
антибиотики полимиксин в (Pm) 100 мкг/мл, хло-
рамфеникол (Cm) 3 мкг/мл. культивирование штам-
мов E. coli проводили на питательной среде лурия-
бертани (LB) [8] при температуре 37 °C с добавле-
нием соответствующих антибиотиков Cm 10 мкг/мл, 
Ap 100 мкг/мл.

для приготовления клеточных бактериальных 
суспензий использовали забуференный физиологи-
ческий раствор (зФр), pH 7,2. стандартные генно-
инженерные манипуляции проводили как описано 
[3]. для определения чувствительности к перекиси 
водорода (H2о2) использовался диско-диффузион-
ный метод с диаметром дисков 5 мм. определение 
чувствительности к уФ-облучению проводили, ис-
пользуя UV-облучатель с длиной волны 254 нм, «Cole 
Parmer», сШа. 

линию мышиных макрофагоподобных клеток 
J774.A1 культивировали в пластиковых флаконах и 
планшетах для культур тканей (Corning Costar, сШа) 
в концентрации 3–9·105 м.к./мл в среде игла в моди-
фикации дульбекко (DMEM, Gibco, сШа) с добав-
лением 10 % инактивированной фетальной сыворот-
ки теленка, 2 мм L-глутамина и 0,2 % бикарбоната 
натрия при температуре 37 °с и концентрации угле-
кислого газа 5 % в CO2-инкубаторе (Sanyo, сШа). 

нормальная кроличья сыворотка (нкс) была 
получена от кроликов породы шиншилла. оценку 
устойчивости к нкс туляремийных штаммов прово-
дили по выживаемости бактерий в нкс после инку-
бирования бактериальной суспензии в концентрации 
1·106 кое/мл при температуре 37 °с в течение 24 ч. 
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делеция гена recA в геноме Francisella tularensis 15/10 приводит к повышению чувствительности к ультра-
фиолетовому облучению, снижению способности к гомологичной рекомбинации, незначительному снижению 
вирулентности для мышей. эффективность размножения штамма Francisella tularensis 15/10∆recA в макрофаго-
подобных клетках, устойчивость к бактерицидному действию нормальной кроличьей сыворотки и протективные 
свойства на мышиной модели туляремии не изменились по сравнению с штаммом Francisella tularensis 15/10. 
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в работе использовали мышей линии BALB/c. 
определение LD50 проводили согласно методу кербера 
в модификации и.п.ашмарина и а.а.воробьева [1]. 
мышей линии BALB/c (по 5 в группе, самцы и сам-
ки, возраст 6–8 недель, массой 18–20 г) инфициро-
вали подкожно бактериальной суспензией в дозах 
1·101, 1·102, 1·103 и 1·104 кое/мышь и наблюдали в 
течение 30 дней. определение протективности про-
водили аналогично определению LD50, по проше-
ствии 30 дней, мышам вводили подкожно культуру 
F. tularensis 503 в дозе 1·103 кое/мышь (DCl штам-
ма F. tularensis 503 для мышей линии BALB/c равна  
1 кое).

ампликон размером 4009 п.о. с геном recA был 
получен c праймерами FSA 5′-AAAGTCGACCTG 
GTGGTTTGATGGTT-3′ и RSA 5′-AAAGTCGACTAC 
CATTCTCAAGGTACT-3′ на матрице днк клеток 
штамма F. tularensis 15/10.

плазмида pHV33-mob/recA была получена в ре-
зультате встраивания в плазмиду pHV33-mob по сай-
ту рестрикции SalI ампликона с геном recA. селекцию 
клонов E. coli DH5α с плазмидой pHV33-mob/recA 
проводили на среде с ампициллином с последующим 
пцр-анализом с праймерами FSA, RSA. 

мобилизационный перенос плазмид из клеток 
E. coli S17-1 в клетки F. tularensis проводили как 
описано [6]. 

результаты и обсуждение

делеция гена recA не повлияла на культурально-
морфологические свойства штамма при выращива-
нии на плотных и жидких питательных средах. после 
48 часов инкубации на FT-агаре вырастали колонии 
диаметром 2 мм с характерной для культур вакцинно-
го штамма туляремийного микроба формой и цветом. 

время удвоения оптической плотности культуры на 
среде FTB равнялось двум часам. 

в мышиных макрофагоподобных клетках линии 
J774.A1 количество клеток F. tularensis 15/10∆recA 
увеличилось за 21 ч в 44 раза, что не отличалось от 
данных для клеток штамма F. tula ren sis 15/10.

клетки штамма F. tularensis 15/10∆recA облада-
ют повышенной чувствительностью к уФ-облучению 
по сравнению с исходным штаммом F. tularensis 
15/10 (рисунок). введение плазмиды pHV33-mob/
recA с геном recA в клетки F. tularensis 15/10∆recA 
полностью восстанавливает устойчивость бактерий 
к уФ-облучению. 

Штаммы и плазмиды

название характеристика источник или ссылка

E. coli DH5α F¯supE44 ΔlacUl69 (φ801acZΔM15)hsdR17 (rk¯mk¯ ) recA l 9 endAI 
gyrA96 thi-I elAl

[13]

E. coli S17-1 thi, thr, leu, tonA, lacy, supE, recA: :RP4-2-Tc: :Mu, Kn: :Tn7 [11]

E. coli S17-1(pHV33-mob) E. coli S17-1 с плазмидой pHV33-mob [6]

E. coli S17-1(pHV33-mob/recA) E. coli S17-1 с плазмидой pHV33-mob/recA данная работа

Francisella tularensis 15/10 Pmr, прототип вакцинного штамма государственная коллекция  
микроорганизмов «гкпм-оболенск»

Francisella tularensis 15/10∆recA F. tularensis 15/10 с инактивированным геном recA государственная коллекция  
микроорганизмов «гкпм-оболенск»

Francisella tularensis 
15/10∆recA(pHV33-mob/recA)

F. tularensis 15/10 с инактивированным геном  recA,   
несущий плазмиду pHV33-mob/recA, содержащую  
регион хромосомной днк с нативным геном  recA

данная работа

E. coli S17-1(pPV/∆iglС) E. coli S17-1 с плазмидой pPV/∆iglС  [6]

pPV/∆iglС Ampr, Cmr, sacB, mob содержит фрагмент хромосомы  
F. tularensis 15/10 с инактивированным геном iglС

 [6]

pHV33-mob Ampr, Cmr, Tcs  [6]

pHV33-mob/recA Ampr, Cmr, Tcs, содержит регион хромосомной днк  
F. tularensis 15/10 с нативным геном recA 

данная работа

устойчивость штаммов F. tularensis 15/10 к уФ-облучению
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чувствительность бактерий штамма F. tularen-
sis 15/10 ∆recA к бактерицидному действию пере-
киси водорода (H2о2) сравнима с таковой для кле-
ток F. tularensis 15/10. для концентраций перекиси 
водорода 1 % зона подавления составляла 0,9 см. 
бактерицидная активность нкс для штаммов F. tu-
larensis 15/10∆recA и F. tularensis 15/10 была прак-
тически одинакова и составила 10 % выживаемости. 
эффективность переноса плазмиды pHV33-mob в 
штамм F. tularensis 15/10∆recA сопоставима с тако-
вой родительского штамма F. tula ren sis 15/10. 

процесс гомологичной рекомбинации изучался 
с использованием плазмиды pPV/∆iglС, несущей по-
следовательность, гомологичную хромосомной днк 
F. tularensis 15/10. частота интеграции pPV/∆iglС в 
хромосомную днк штамма F. tula ren sis15/10 состав-
ляла 10–7, тогда как для F. tularensis 15/10∆recA клоны 
с интегрированной плазмидой не получены, т.е. ча-
стота интеграции составляла менее 10–9. эти данные 
позволяют сделать вывод о том, что делеция recA гена 
приводит к репрессии механизма рекомбинации. 

удаление гена recA из клеток F. tularensis 15/10 
привело к десятикратному снижению остаточной ви-
рулентности по сравнению со штаммом F. tularensis 
15/10. LD50 штамма F. tularensis 15/10∆recA состави-
ла 5,0·103 кое. 

мыши линии BALB/c, иммунизированные 
клетками штамма F. tularensis 15/10∆recA в дозе 
1·101, 1·102, 1·103 и 1·104 кое/мышь, были устой-
чивы к заражению в дозе 1·103 кое/мышь штамма 
F. tula rensis 503. 

таким образом, изучение иммунобиологических 
свойств полученного штамма F. tularensis 15/10∆recA 
сравнительно со штаммом исходного типа показало 
одинаковые культурально-морфо ло ги ческие свой-
ства и повышение чувствительности к ультрафиоле-
товому облучению. данное наблюдение совпадает с 
результатами работы [5] и, возможно, говорит об уча-
стии гена recA в репарации повреждений хромосомы, 
вызванных уФ-облучением. полученные данные об 
отсутствии влияния мутации гена recA у клеток F. tu-
larensis на чувствительность к H2O2 не отличают туля-
ремийный микроб от Brucella abortus [9]. мутантный 
штамм сохранил свойство выживать в нормальной 
кроличьей сыворотке [4] и не утратил способности 
к размножению в макрофагоподобных клетках J774.
A1, что важно для формирования в организме хозяина 
клеточного иммунитета [12]. аттенуирование на по-
рядок при сохранении протективных свойств можно 
рассматривать как положительный признак для жи-
вой вакцины, а существенное снижение способности 
к гомологичной рекомбинации позволяет говорить о 
стабилизации полезных качеств штамма.
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возбудитель сибирской язвы, Bacillus anthracis, 
до относительно недавнего времени считался гене-
тически высокомономорфным. индивидуальные 
различия геномов штаммов стали очевидными толь-
ко после внедрения наиболее результативных ме-
тодов молекулярного типирования, основанных на 
многолокусном анализе вариабельных областей ге-
нома B. anthracis (MLVA). схема исследования вось-
ми генетических областей с вариабельным числом 
тандемных повторов (VNTR-локусы), предложен-
ная P.Keim et al. [9], широко применяется как само-
стоятельно, так и с использованием дополнительных 
VNTR-локусов [10, 11]. 

в настоящее время в мировой практике моле-
кулярное типирование возбудителя сибирской язвы 
проводят, применяя метод MLVA в качестве самосто-
ятельного, а также в сочетании с другими методами. 
в частности, MLVA дополняют анализом медленно 
эволюционирующих единичных нуклеотидных по-
лиморфизмов (SNP) [13] и единичных нуклеотидных 
повторов (SNR), являющихся одной из разновидно-
стей VNTR-локусов и обладающих очень высокой 
частотой мутаций [12]. 

в соответствии с приказом Федеральной служ-
бы по надзору в сфере защиты прав потребителей и 
благополучия человека № 88 от 17.03.2008 г. на базе 

Фгуз ставнипчи роспотребнадзора функцио-
нирует референс-центр по мониторингу за возбу-
дителем сибирской язвы. одной из задач референс-
центра, для решения которой требуется использова-
ние методов генетического типирования, является 
создание геномных портретов штаммов B. anthracis с 
целью проведения оперативных и ретроспективных 
расследований вспышек сибирской язвы с использо-
ванием молекулярных методов анализа.

материалы и методы

обработку и обеззараживание исследуемого 
материала для проведения полимеразной цепной 
реакции (пцр) выполняли согласно методическим 
указаниям [2]. генотипирование штаммов прово-
дили методом MLVA в собственной модификации 
с использованием олигонуклеотидных праймеров 
для 8–25 VNTR-локусов, описанных [9, 10, 11], а 
также разработанными в ставнипчи оригиналь-
ными методами, состоящими в сочетанном ис-
пользовании MLVA, анализа полиморфизма длины 
амплификационно-рестрикционных фрагментов 
гена протективного антигена (PCR-RFLP PA) и SNR 
[5]. для некоторых локусов использовали секвениро-
вание последовательностей днк.

удк 616.981.51

а.Г.рязанова, е.и.еременко, о.и.цыганкова, е.а.цыганкова, а.н.куличенко

иСПоЛЬЗоВание МеТодоВ МоЛеКУЛЯрноГо ТиПироВаниЯ BACILLUS ANTHRACIS  
В реФеренС-ценТре По МониТоринГУ За ВоЗБУдиТеЛеМ СиБирСКоЙ ЯЗВЫ

ФКУЗ «Ставропольский научно-исследовательский противочумный институт», Ставрополь 

в работе представлены результаты молекулярного типирования B. anthracis в рамках деятельности референс-
центра по мониторингу за возбудителем сибирской язвы. обобщен опыт использования генотипирования при про-
ведении эпидемиологического расследования вспышек сибирской язвы. отмечено, что MLVA-генотипирование 
с анализом от 8 до 25 VNTR-локусов при изучении штаммов B. anthracis, выделенных в российской Федерации 
и на сопредельных территориях, позволяет проводить корректное сравнение генотипов с данными всемирной 
MLVA-базы данных. определены основные задачи референс-центра по разработке подходов к генотипированию 
возбудителя сибирской язвы, к числу которых относится изучение возможности использования дополнительных 
методов генотипирования, таких как анализ SNP, SNR с оценкой вариабельности описанных локусов и поиском 
новых полиморфных областей.
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Application of Bacillus anthracis Molecular Typing Methods by the Reference Center  
for the Anthrax Agent Monitoring 
Stavropol Research Anti-Plague Institute, Stavropol 

Presented are the results of B. anthracis molecular typing of in the scope of work of the Reference center for the anthrax agent 
monitoring. Summarized is the experience of genotyping application in epidemiological investigation of anthrax outbreaks. MLVA-
genotyping (8–25 VNTR-loci analysis) of B. anthracis strains, isolated in Russia and in neighboring regions is shown to provide the 
correct comparison of genotypes with the data of the global MLVA-data bank. The major tasks of reference center for the development 
of approaches to B. anthracis genotyping are identified. These approaches include research of additional genotyping methods such as 
SNP analysis, SNR analysis with assessment of the described loci variability and identification of new polymorphic regions.
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результаты и обсуждение

в оригинальном варианте MLVA выполняется с 
использованием флуоресцентно-меченых праймеров 
и анализа фрагментов амплификации в автоматиче-
ском анализаторе днк, что требует дорогостоящего 
оборудования и реактивов. нами предложена более 
доступная модификация MLVA с использованием 
немеченых праймеров к VNTR-локусам, электрофо-
ретического разделения фрагментов амплификации 
в агарозном геле, фрагментного анализа с помощью 
цифровой системы визуализации и компьютерной 
программы [4]. результаты проведенного MLVA-8-
генотипирования штаммов B. anthracis, выделен-
ных за последние 55 лет на территории российской 
Федерации и республик бывшего советского союза, 
позволили отнести штаммы как к описанным ге-
нотипам, так и выявить уникальные генотипы с их 
географической приуроченностью. анализ восьми 
VNTR-локусов позволил определить характерный 
генотип, присущий штаммам с комплексом атипич-
ных свойств, генотипические особенности штаммов 
B. anthracis с различным проявлением признаков, ас-
социированных с патогенностью [1, 3, 4, 6].

ретроспективное исследование 14 штаммов 
B. anthracis, выделенных из разных объектов в 
ставропольском крае, кабардино-балкарской рес-
пуб лике и двух районах республики калмыкия в 
июле-августе 1998 г., выявило четыре разных MLVA-
генотипа, идентичных в пределах каждой группы 
штаммов одной территории. интерпретация этих 
результатов позволила сделать вывод о независимом 
характере вспышек сибирской язвы в четырех регио-
нах. напротив, MLVA-генотип штаммов, выделенных 
от людей и из почвы с места вынужденного убоя жи-
вотных во время двух последовательных вспышек си-
бирской язвы, произошедших осенью 2006 г. и весной 
2007 г. на сопредельных территориях – моздокском 
районе республики северная осетия-алания и кур-
ском районе ставропольского края, оказался одинако-
вым. эти данные свидетельствовали о происхождении 
штаммов из одного и того же стационарно неблаго-
получного пункта на территории курского района 
ставропольского края, что подтверждалось эпидемио-
логическим расследованием [7]. 

MLVA-генотипирование и секвенирование так-
же были использованы при проведении оператив-
ного эпидемиологического расследования с целью 
установления причинно-следственных связей фор-
мирования эпидемического неблагополучия по си-
бирской язве, сложившейся в 2010 г. в омской обла-
сти, а результаты исследования с их использованием 
имели ключевое значение.

после вынужденного убоя больных лоша-
дей в тюкалинском районе сибирской язвой забо-
лело шесть человек, один из которых скончался. 
эпидемиологическое расследование установило, что 
мясо вынужденно забитых лошадей из этого эпизоо-
тического очага поступило на мясоперерабатываю-

щее предприятие омска ооо «дарина», где было 
использовано при изготовлении мясных полуфабри-
катов, которые в дальнейшем поступили в торговую 
сеть нескольких областей российской Федерации.

в референс-центре проведена окончательная 
идентификация шести штаммов возбудителя сибир-
ской язвы, выделенных из различных источников в 
ходе этой вспышки учреждениями роспотребнадзора 
и россельхознадзора. с целью отождествления штам-
мов проведено генетическое типирование методом 
MLVA с анализом 24 VNTR-областей генома B. an-
thracis. MLVA-24-генотипирование показало, что днк 
двух штаммов B. anthracis, выделенных гу «омская 
областная ветеринарная лаборатория» из уха жеребца 
(д. бекишево), уха кобылы (д. бура нов ка), штамма, 
изолированного Фгуз ставнипчи, из пробы пель-
меней «особенные», а также двух штаммов, выделен-
ных из проб пельменей «русские» (Фгуз «центр ги-
гиены и эпидемиологии в тверской области»), имели 
идентичные MLVA-генотипы. днк штамма B. anthra-
cis, выделенного из крови скончавшегося больного 
(Фгуз «центр гигиены и эпидемиологии в омской 
области»), имела MLVA-генотип, идентичный геноти-
пу днк штаммов, выделенных из проб пельменей и 
материала от лошадей, по 22 хромосомным и 1 плаз-
мидному локусу, отличаясь по размеру VNTR-фраг-
мента плазмиды капсулообразования рхо2 на 2 пары 
нуклеотидов (1 тандемный повтор). такое измене-
ние размера локуса, по всей видимости, обусловлено 
пассированием штамма возбудителя через организм 
человека, а также воздействием интенсивной анти-
бактериальной терапии. результаты проведенного ге-
нотипирования были подтверждены секвенированием 
и переданы в управление роспотребнадзора и след-
ственные органы омской области.

MLVA-генотипирование выявило принадлеж-
ность днк штаммов, изолированных в омской об-
ласти, к генотипу, не описанному в мировой базе 
данных генотипов B. anthracis, однако генотип этих 
штаммов был очень близок к генотипу штаммов, вы-
деленных в республике бурятия в 2008 г., отличаясь 
по размеру неизвестного ранее аллеля одного хромо-
сомного локуса – сeb-Bams 13 (247 п.н.), тогда как 
бурятские штаммы имели относительно распростра-
ненный в мире аллель (427 п.н.). уникальность ге-
нотипов штаммов, выделенных в омской области и 
республике бурятия, заключается в наличии редкого 
аллеля локуса vrrB2 величиной 180 п.н., упоминав-
шегося в доступной литературе лишь однажды при 
описании MLVA-8-генотипа штамма, изолированно-
го из трупа коровы в эстонии [8].

при проведении лабораторного исследования 
материала от заболевших людей выделение культу-
ры не всегда возможно, особенно, если отбор мате-
риала осуществлен после начала антибиотикотера-
пии. так, во время вспышки сибирской язвы, про-
изошедшей в краснодарском крае в апреле 2011 г., 
референс-центром проведено генотипирование днк 
возбудителя сибирской язвы, выделенных из натив-
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ного материала – смывов с язв двух больных кожной 
формой сибирской язвы – без выделения культуры. 
днк-содержащего материала было достаточно для 
анализа днк по основной схеме генотипирования с 
исследованием 8 VNTR-локусов. Филогенетический 
анализ, проведенный для сравнения полученных 
данных с результатами MLVA-8-гено типирования 
днк штаммов, выделенных ранее на территори-
ях краснодарского края и сопредельных субъектов 
Южного и северокавказского федеральных округов, 
установил, что исследованные днк имели размеры 
аллелей локусов и их сочетание, присущие большин-
ству штаммов Юга россии.

в ставнипчи также разработан методический 
подход к генетическому типированию возбудителя 
сибирской язвы, состоящий в сочетанном использова-
нии MLVA, анализа PCR-RFLP PA и SNR. включение 
в схему PCR-RFLP PA или SNR-локуса 16 A ch дает 
возможность разделить штаммы из одной вспышки, 
имеющие одинаковый MLVA-гено тип, на группы. 
использование сочетания MLVA с анализом трех 
SNR-локусов позволяет получить индивидуальную 
характеристику штаммов из одной вспышки [5]. 

нами разработана база данных генотипов кол-
лекционных штаммов сибиреязвенного микроба 
«Bacillus anthracis genotypes». она содержит сведения 
о происхождении и генотипах штаммов сибиреязвен-
ного микроба, выделенных в разных регионах рФ и 
некоторых бывших республиках ссср. база содержит 
информацию об аллелях от 8 до 25 VNTR-локусов, 
данные о SNR-локусах и генотипах гена протективно-
го антигена и позволяет пополнять ее данными об ал-
лелях SNP-анализа и опубликованных генотипах. для 
сравнения MLVA-25 генотипов штаммов, полученных 
в результате анализа, используют on line базу данных 
«Bacillus anthracis 2006» Web-сайта «MLVAbank for 
Bacterial Geno typing», охватывающую опубликован-
ные генотипы штаммов B. anthracis. 

опираясь на имеющийся опыт молекулярного 
типирования возбудителя сибирской язвы сотрудни-
ки референс-центра в 2010 г. разработали проекты 
методических рекомендаций «использование метода 
MLVA для эпидемиологического расследования вспы-
шек сибирской язвы» и «генетическое типирование 
штаммов Bacillus anthracis методом MLVA-22». 

таким образом, современный подход к молеку-
лярному типированию возбудителя сибирской язвы, 
признанный в настоящее время во всем мире, заклю-
чается в использовании MLVA-генотипи ро ва ния с 
анализом от 8 до 25 VNTR-локусов как основопола-
гающего метода, который может быть применен са-
мостоятельно или в совокупности с другими метода-
ми типирования (например, анализ SNP, SNR и др.). 
использование MLVA-генотипирования при анализе 
штаммов, выделенных в российской Федерации и 
на сопредельных территориях, позволяет проводить 
корректное сравнение генотипов с данными всемир-
ной MLVA-базы данных. 

задача референс-центра по мониторингу за воз-

будителем сибирской язвы заключается в изучении 
возможности использования дополнительных мето-
дов генотипирования, таких как анализ SNP, SNR с 
оценкой вариабельности описанных локусов и поис-
ком новых полиморфных областей, а также секвени-
ровании последовательностей генов, полиморфных 
локусов генома B. anthracis. перспективной является 
оценка информативности методов мультилокусного 
секвенирования (MLST), анализа длины амплифи-
цированных фрагментов (AFLP) и целесообразности 
их применения как независимых методов типирова-
ния, так и в комплексе с существующими схемами. 
результаты вышеизложенных исследований позволят 
в итоге стандартизировать методические подходы к 
генотипированию возбудителя сибирской язвы.
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сибирская язва является особо опасной инфек-
цией, поражающей людей и сельскохозяйственных 
животных, и требует постоянного внимания органов 
санитарно-эпидемио ло ги ческого и ветеринарного 
надзора. подобно другим бациллам, в неблагопри-
ятных условиях бактерии Bacillus anthracis образуют 
споры, которые могут сохраняться в почве в течение 
нескольких десятилетий, формируя устойчивые при-
родные очаги инфекции.

по данным воз, в мире ежегодно регистрируется 
около 20 тыс. случаев заболевания людей сибирской 
язвой, нередко с летальным исходом. на территории 
россии и стран снг выявлено более 72 тыс. стацио-
нарно неблагополучных пунктов, где существуют по-
чвенные очаги инфекции. в настоящее время отме-
чается активизация многих очагов сибирской язвы, 
поэтому службы надзора российской Федерации 
оценивают санитарно-эпидемио ло ги ческую обста-
новку как напряженную.

приоритетной задачей лабораторной диагности-
ки сибирской язвы является создание новых досто-
верных способов детекции спор и вегетативной фор-

мы B. anthracis в различных объектах окружающей 
среды и материале от животных и людей. 

к настоящему времени в нашей стране и за ру-
бежом разработано множество экспериментальных 
иммунодиагностических тест-систем, предназначен-
ных для выявления возбудителя сибирской язвы и его 
антигенов. однако экспериментальные разработки 
зачастую не завершаются внедрением результатов в 
практику на уровне сертифицированных препаратов, 
как правило, из-за несоответствия принятым пара-
метрам специфичности (неспецифическое взаимо-
действие с близкородственными видами, такими как 
B. cereus и др. [3]). в связи с этим весьма перспектив-
ным представляется конструирование тест-систем, 
уникальная специфичность которых к спорам воз-
будителя сибирской язвы обеспечивается особыми 
свойствами основного иммунореагента – монокло-
нальных антител.

в ходе предыдущих работ нами была получена 
и охарактеризована панель из 20 гибридных клонов, 
продуцирующих мка к спорам возбудителя си-
бирской язвы B. anthracis, шесть из исследованных 
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раЗраБоТКа и иСПЫТаниЯ диаГноСТиКУМа на оСноВе  
МоноКЛонаЛЬнЫХ анТиТеЛ дЛЯ оПредеЛениЯ СПор ВоЗБУдиТеЛЯ  

СиБирСКоЙ ЯЗВЫ В реаКции ЛаТеКС-аГГЛЮТинации

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

проведены исследования по иммобилизации моноклональных антител на твердом носителе (латексных микрочастицах) 
и подбору оптимальной их нагрузки. наибольшая чувствительность реакции латекс-агглютинации наблюдалась при исполь-
зовании моноклональных антител 1е6. оптимальная нагрузка моноклональных антител на латексных частицах составила 
20 мкг на 50 мкл исходной латексной суспензии. проведена оценка чувствительности и специфичности лиофильновысушен-
ных латексных суспензий с иммобилизованными мка. их чувствительность и специфичность не уступала исходной жидкой 
латексной суспензии. на их основе сконструирован латексный диагностикум для определения спор возбудителя сибирской 
язвы, разработан и утвержден комплект нормативной документации, включающий в себя инструкцию по применению и тех-
нические условия (ту 9388-112-78095326-2010, код окп 938890). проведены межлабораторные и комиссионные испытания 
экспериментальных образцов сконструированного латексного диагностикума. полученные препараты характеризуются вы-
сокой чувствительностью (от 1·105 до 2·106 спор/мл и выше) и специфичностью (не реагируют со спорами различных видов 
спорообразующих бацилл в концентрации 1·108 спор/мл и ниже).

Ключевые слова: моноклональные антитела (мка), латексные микрочастицы, реакция латекс-агглютинации 
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Development and Testing of Monoclonal Antibodies-Based Diagnostic Preparation  
for Bacillus anthracis Spores Detection Using Latex Agglutination Method
State Research Center of Applied Microbiology and Biotechnology, Obolensk

Immobilization of anti-B. anthracis monoclonal antibodies (MAbs) on latex microparticles was studied, the optimal load of these 
MAbs was determined to be 20 µg for 50 µl of the stock latex suspension. The highest sensitivity of latex agglutination test was observed 
for 1E6 MAbs. Latex suspensions with immobilized MAbs were lyophilized. Their sensitivity and specificity were shown to be highly 
competitive with those of the stock liquid latex suspension. Latex diagnosticum for Bacillus anthracis spores detection was constructed on 
the basis of these lyophilized reagents, developed and approved was the regulatory documentation that included their application instruc-
tions and technical specifications. Carried out were inter-laboratory and commission tests of experimental prototypes of the designed latex 
diagnosticum. These preparations demonstrated high sensitivity (from 1·105 to 2·106 spores/ml and even more) and specificity (absence of 
cross-reactions with spores of different species of sporogenous bacilli at concentration of 108 spores/ml).

Key words: monoclonal antibodies (MAbs), latex microparticles, latex agglutination test, sensitivity, specificity, commission tests.
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мка – 4е6, 2B8, 3G3, 2C8, 6B6 и 1е6 специфиче-
ски взаимодействовали со спорами 16 штаммов воз-
будителя сибирской язвы и не давали перекрестных 
реакций со спорами 21 штамма близкородственных 
бацилл. результаты по определению констант аффин-
ности мка показали, что наибольшей аффинностью 
обладают антитела 1E6, 6в6 и 3G3 [1]. 

основными параметрами диагностических тест-
систем являются их специфичность, чувствитель-
ность и воспроизводимость получаемых результатов. 
кроме того, существенным показателем является 
время, затрачиваемое на проведение анализа. одним 
из простых и надежных методов детекции возбуди-
телей инфекционных заболеваний является реакция 
латекс-агглютинации, отличающаяся простотой по-
становки, возможностью быстрого получения отве-
та, отсутствием необходимости использования спе-
циальных устройств для регистрации результатов 
при достаточно высокой чувствительности метода. 
реакция латекс-агглютинации может быть исполь-
зована как для качественного, так и для полуколи-
чественного определения инфекционных агентов. 
метод основан на специфическом взаимодействии 
антител, иммобилизованных на твердом носителе 
(полиакролеиновых микрочастицах), с целевыми 
микроорганизмами (или их компонентами) с обра-
зованием визуально регистрируемого агглютината. 
очевидно, что при разработке латексных диагности-
кумов преимущество должно отдаваться мка, как 
более стандартным и высокоспецифичным иммуно-
логическим компонентам [2].

целью работы являлось конструирование ла-
тексного диагностикума на основе отобранных вы-
сокоспецифичных мка для выявления возбудителя 
сибирской язвы в споровой форме.

материалы и методы

Штаммы микроорганизмов. в работе исполь-
зовались споры штаммов микроорганизмов рода 
Bacillus, которые были получены из коллекции 
микроорганизмов Фбун гнц пмб, из коллекции 
патогенных микроорганизмов Фкуз ставнипчи 
и Фкуз иркутскнипчи сибири и дв, а также 
из коллекционного центра живых культур Фкуз 
волгограднипчи. споры получали при выра-
щивании микроорганизмов на голодном L-агаре. 
образование спор оценивали путем просмотра в ми-
кроскопе с помощью фазово-контрастного устрой-
ства раздавленной или висячей капли, а также маз-
ков, окрашенных по цилю-нильсену.

Иммобилизация МКА на латексных частицах. 
в работе использовались латексные частицы а-63-
21 (институт биоорганической химии им. акад. 
м.м.Шемякина и Ю.а.овчинникова ран, москва). 
синтезированные монодисперсные акролеиновые 
частицы имели средний диаметр 1180 нм. к 50 мкл 
10 % суспензии латексных частиц добавляли от 10 до 
100 мкг мка. частицы предварительно дважды от-

мывали 500 мкл 0,9 % раствора натрия хлорида пу-
тем центрифугирования в течение 10 мин при 8000 g. 
после добавления антител объем раствора доводили 
до 500 мкл 0,9 % раствором натрия хлорида и инку-
бировали в течение 2 ч при комнатной температуре 
на шейкере. для блокировки непрореагировавших 
альдегидных групп к латексным частицам добавля-
ли 4 мл 1 % раствора овальбумина в 0,1 м боратном 
буфере, pH 8,2. от несвязавшихся мка латексные 
частицы отмывали 0,1 м боратным буфером путем 
трехкратного центрифугирования в течение 10 мин 
при 1200 g, после чего осадок ресуспендировали в 
5 мл 0,1 м боратного буфера (pH 8,2), содержащего 
1 % овальбумина.

Постановка реакции латекс-агглютинации. 
постановку реакции латекс-агглютинации осу-
ществляли в 96-луночных круглодонных план-
шетах (мед полимер, россия). в лунки планшета 
(кроме первого вертикального ряда) вносили по 
25 мкл 0,1 м боратного буфера. в лунки первого 
и второго вертикальных рядов вносили по 25 мкл 
взвесей спор убитых культур сибиреязвенного 
микроба и штаммов гетерологичных микроорга-
низмов с концентрацией 1·109 м.к./мл. суспензию 
спор титровали двукратным шагом, начиная со 
второго вертикального ряда, получая ряд последо-
вательных разведений с концентрацией от 1·109 до  
5·105 м.к./мл. в качестве отрицательного контроля 
(контроль спонтанной агглютинации) использова-
ли 0,1 м боратный буфер. далее во все лунки, со-
держащие споры убитых культур микроорганизмов, 
и в лунки с отрицательными контролями вносили 
по 25 мкл приготовленных латексных суспензий с 
иммобилизованными в определенной концентрации 
мка 1е6, 6в6 и 3G3. конечный объем в лунках со-
ставил 50 мкл. непосредственно перед внесением в 
лунки планшета латексные суспензии хорошо пере-
мешивали. планшеты слегка встряхивали и инкуби-
ровали в течение 1,5–2 ч при комнатной температу-
ре в защищенном от света месте. 

результат учитывали визуально по четырех-
крестовой системе: «++++» – агглютинированы все 
частицы латекса, равномерно покрывая дно лун-
ки и образуя «зонтик»; «+++» – агглютинирована 
большая часть латексных частиц, что выражается в 
уменьшении диаметра «зонтика»; «++» – агглютини-
рована половина латексных частиц; «+» – большая 
часть латексных частиц не агглютинирована и осела 
на дно в виде «пуговицы»; «−» – признаков агглюти-
нации нет, все частицы осели на дно в виде «точки». 
положительной считается реакция, оцениваемая не 
менее чем на «+++».

Лиофильное высушивание латексных суспензий 
с иммобилизованными МКА. полученные латексные 
суспензии с иммобилизованными мка были вы-
сушены из замороженного состояния с использова-
нием лиофильной сушки Epsilon 2-4 LSC, («Christ», 
германия). предварительно латексные суспензии 
были разлиты по 0,5 мл в стеклянные флаконы объе-



ДИАГНОСТИКА, ИММУНОЛОГИЯ, ИММУНОТЕРАПИЯ

73

мом 4 мл с резиновыми пробками. высушенные пре-
параты хранили при температуре 4 °с.

результаты и обсуждение

работа по конструированию латексного диагно-
стикума для определения спор B. anthracis состояла 
из следующих этапов:

- иммобилизация и подбор оптимальной нагруз-
ки мка на твердом носителе – латексных микроча-
стицах (получение латексных суспензий с иммоби-
лизованными мка);

- проверка чувствительности и специфичности 
полученных латексных суспензий с иммобилизован-
ными мка при помощи панели штаммов спор си-
бирской язвы и гетерологичных микроорганизмов в 
реакции латекс-агглютинации;

- лиофильная сушка латексных суспензий с им-
мобилизованными мка, проверка чувствительности 
и специфичности высушенных латексных реагентов 
в реакции латекс-агглютинации;

- изготовление экспериментальных образцов ла-
тексных диагностикумов для определения спор воз-
будителя сибирской язвы;

- проведение межлабораторных и комиссионных 
испытаний экспериментальных образцов латексных 
диагностикумов для определения спор возбудителя 
сибирской язвы.

для конструирования сибиреязвенного диагно-
стикума предварительно были выбраны мка 1е6, 
6в6, 3G3, обладающие высокой аффинностью и 
специфичностью в отношении спор B. аnthracis. 
данные мка были получены и охарактеризованы 
ранее в рамках Федеральной целевой программы 
«национальная система химической и биологиче-
ской безопасности российской Федерации (2009–
2013 годы)», государственный контракт № 117-д от 
11.06.2009 г. 

для подбора оптимальной нагрузки мка на ла-
тексных частицах была проведена их иммобилиза-

ции с различной концентрацией (10, 20, 40, 60, 80, 
100 мкг). оптимальную нагрузку мка определяли в 
реакции латекс-агглютинации, мка 1е6, 6в6, 3G3 − 
со спорами вакцинного штамма B. anthracis сти-1 
(таблица).

по результатам анализа было установлено, что 
чувствительность реакции значительно увеличива-
ется при использовании латексной суспензии с им-
мобилизованными мка 1е6 по сравнению с други-
ми антителами. оптимальная нагрузка на латексных 
частицах для всех трех моноклональных антител 
составила 20 мкг/мл на 50 мкл исходной латексной 
суспензии, дальнейшее увеличение количества мка 
не привело к увеличению чувствительности реакции. 
таким образом, для разработки сибиреязвенного ла-
тексного диагностикума были выбраны мка 1е6 с 
нагрузкой на латексных частицах – 20 мкг мка на 
50 мкл латексной суспензии.

чувствительность и специфичность сибиреяз-
венной латексной суспензии оценивали в реакции 
латекс-агглютинации с инактивированными культу-
рами трех штаммов B. anthracis (B. anthracis сти-1, 
B. anthracis м-71, B. anthracis м71/12) и четырех ге-
терологичных штаммов рода Bacillus (B. mega te rium 
в-1435, B. cereus в-160, B. subtilis в-1405, B. licheni-
formis в-1411).

в результате проведенного анализа установлено, 
что полученная латексная сибиреязвенная суспензия 
с иммобилизованными мка 1е6 выявляет исследо-
ванные штаммы возбудителя сибирской язвы в кон-
центрациях от 9,8·105 до 2,0·106 спор/мл и выше и не 
имеет перекрестной активности с гетерологичными 
штаммами рода Bacillus.

для увеличения срока годности латексные 
суспензии были лиофильно высушены. чувстви-
тельность и специфичность лиофильно высушен-
ных латексных суспензий определяли в реакции 
латекс-агглютинации. перед началом анализа фла-
коны с лиофильно высушенными образцами выдер-
живали в течение 20 мин при комнатной температу-

Подбор оптимальной нагрузки моноклональных антител 1е6, 6В6, 3G3 к B. anthracis на латексных частицах «а-63-21»

мка,  
мкг мка

концентрация спор B. anthracis, спор/мл

5,0·108 2,5·108 1,3·108 6,3·107 3,1·107 1,6·107 7,8·106 3,9·106 2,0·106 9,8·105

10 1е6 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 3+ 2+ -
6в6 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 3+ 2+ - -
3G3 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 3+ 2+ - -

20 1е6 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 3+ 2+
6в6 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 3+ 3+ 2+ -
3G3 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 3+ 3+ 2+ -

40 1е6 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 3+ 2+
6в6 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 3+ 3+ 2+ -
3G3 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 3+ 3+ 2+ -

80 1е6 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 3+ 2+
6в6 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 3+ 3+ 2+ -
3G3 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 3+ 3+ 2+ -

100 1е6 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 3+ 2+
6в6 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 3+ 3+ 2+ -
3G3 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 3+ 3+ 2+ -
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ре, затем содержимое каждого флакона ресуспенди-
ровали в 500 мкл деионизованной воды и тщательно 
перемешивали.

постановку анализа и учет результатов реакции 
проводили как описано выше, за исключением того, 
что споровые взвеси штаммов B. anthracis, близко-
родственных микроорганизмов рода Bacillus и поло-
жительный контроль титровали двукратном шагом с 
начальной концентрации 2,5·108 м.к./мл. в качестве 
положительного контроля использовали жидкую 
споровую взвесь B. anthracis сти-1. 

в результате проведенного анализа установ-
лено, что лиофильно высушенная сибиреязвен-
ная латексная суспензия выявляет исследованные 
штаммы B. anthracis в концентрациях от 9,8·105 до 
2,0·106 спор/мл и выше и не имеет перекрестной ак-
тивности с близкородственными микроорганизмами 
рода Bacillus, то есть по чувствительности и спец-
ифичности определения лиофильно высушенный 
латексный препарат не уступает исходной жидкой 
латексной суспензии с иммобилизованными мка и 
может быть использован в качестве компонента ла-
тексного сибиреязвенного диагностикума для опре-
деления спор B. anthracis (рисунок).

на основании проведенной работы по конструи-
рованию латексного диагностикума был разработан 
и утвержден комплект нормативной документации, 
включающий в себя инструкцию по применению и 
технические условия (ту 9388-112-78095326-2010, 
код окп 938890).

в набор латексного диагностикума входили: 
96-луночный планшет с U−образным профилем лу-
нок для постановки реакции латекс-агглютинации; 
лиофильно высушенная латексная суспензия с 
иммобилизованными моноклональными антите-
лами к спорам B. anthracis − 5 флаконов; жидкая 
инактивированная взвесь спор B. anthracis сти-1  

(1·109 спор/мл) – 1 флакон; навеска солей (0,34 г бор-
ной кислоты, 0,43 г тетрабората натрия) для приго-
товления 100 мл 0,1 м боратного буфера, pH 8,2.

для оценки эффективности сконструированных 
диагностикумов были проведены межлабораторные 
испытания на базе Фгун гнц пмб и комиссионные 
испытания на базе иркутского, ставропольского и 
волгоградского научно-исследовательских проти-
вочумных институтов роспотребнадзора. для про-
ведения испытаний предоставлялось не менее 5 
наборов латексного диагностикума. подлинность, 
чувствительность и специфичность латексного диа-
гностикума проверяли путем постановки рла с 17 
штаммами B. anthracis и с 36 штаммами близкород-
ственных бацилл в споровой форме. в результате 
проведенных испытаний установлено, что «набор 
реагентов для определения спор Bacillus anthracis в 
реакции латекс-агглютинации» обнаруживал споры 
возбудителя сибирской язвы в концентрации от 1·105 

до 2·106 спор/мл и выше и не реагировал со спорами 
различных видов спорообразующих бацилл в кон-
центрации 1·108 спор/мл и ниже, за исключением 
Bacillus cereus VRRL 569, который выявлен в кон-
центрации 1·108, что составило 2,7 %. ввиду нали-
чия перекрестно реагирующих антигенов у предста-
вителей рода Bacillus, допускается при проведении 
рла положительный результат с гетерологичными 
штаммами не более, чем у 10 % от числа исследуе-
мых штаммов.

таким образом, латексный диагностикум 
«набор реагентов для определения спор Bacillus 
anthracis в реакции латекс-агглютинации» по чув-
ствительности и специфичности соответствует 
требованиям, предъявляемым к мибп для иден-
тификации возбудителей особо опасных инфекций. 
простота постановки реакции, ее демонстратив-
ность, возможность быстрого получения ответа, от-
сутствие необходимости применения специальных 
устройств для регистрации результатов является 
основанием для рассмотрения вопроса о внедрении 
набора реагентов в практику работы учреждений 
санэпиднадзора в условиях повседневной деятель-
ности и чрезвычайных ситуаций. методы контроля, 
предложенные авторами в технических условиях, 
воспроизводимы. показатели качества, полученные 
в результате контроля, соответствуют требования 
ту 9388-112-78095326-2010. инструкция по при-
менению на представленный набор реагентов вклю-
чает все необходимые пользователю сведения для 
воспроизведения предлагаемого способа идентифи-
кации спор возбудителя сибирской язвы.

выражаем благодарность за помощь в про-
ведении работ научным сотрудникам Фбун гнц 
пмб маринину л.и.; Фкуз волгограднипчи 
храповой н.п., баркову а.м., барковой и.а.; Фкуз 
ставнипчи тюменцевой и.с., жарниковой и.в., 
ждановой е.в.; Фкуз иркутскнипчи сибири и 
дв кравец е.в., дугаржаповой з.Ф.

оценка чувствительности и специфичности сибиреязвенной 
латексной суспензии после лиофильного высушивания



ДИАГНОСТИКА, ИММУНОЛОГИЯ, ИММУНОТЕРАПИЯ

75

список литературы
1. Хлынцева А.Е., Белова Е.В., Жарникова И.В., Тю мен цева 

И.С., Куличенко А.Н., Дятлов И.А., Шемякин И.Г. конструирование 
тест-системы для селективного концентрирования спор Bacillus 
anthracis на основе магнитных частиц с иммобилизованными мо-
ноклональными антителами. биотехнол. 2010; 4:81–8.

2. Andreotti P.K., Ludwig G.V., Peruski A.H. et al. Immunoassay 
of in fectious agents. Biotechniques. 2003; 35:850–9.

3. Steichen C., Chen P., Kearney J.F., Turnbough C.L. Identifi-
cation of the Immunodominant Protein and Other Proteins of the 
Bacillus anthracis Exosporium. J. Bacteriol. 2003; 185:1903–10.

References (Presented are the Russian sources in the order of citation 
in the original article)

1. Khlyntseva A.E., Belova E.V., Zharnikova I.V., Tyumentseva I.S., 
Kulichenko A.N., Dyatlov I.A., Shemyakin I.G. [Development of the test-

system for the selective concentration of Bacillus anthracis spores based 
on the use of magnet particles with immobilized monoclonal antibodies]. 
Biotekhnologia. 2010; 4:81–8. 

Authors:
Khlyntseva A.E., Luneva N.M., Belova E.V., Dyatlov I.A., Shemyakin 

I.G. State Research Center of Applied Microbiology and Biotechnology. 
Obolensk, Moscow Region, 142279, Russia. E-mail: info@obolensk.org

об авторах:
Хлынцева А.Е., Лунева Н.М., Белова Е.В., Дятлов И.А., Шемякин 

И.Г. государственный научный центр прикладной микробиоло-
гии и биотехнологии. 142279, московская обл., п. оболенск. E-mail:  
info@obolensk.org

поступила 03.03.11.



76

бешенство относится к группе особо опасных 
инфекци онных болезней человека и животных, ха-
рактеризующихся поражением центральной нервной 
системы и абсолютной летальностью. несмотря на 
проведение профилактических мероприятий, бешен-
ство по-прежнему остается одним из наиболее рас-
пространенных зооантропонозов, угрожающим здо-
ровью людей. по оценке воз, в мире ежегод но полу-
чают укусы и имеют контакты с подозреваемыми на 
бешенство животными около 10 млн чел., 4 млн из их 
числа получают специальную медицинскую помощь, 
количество летальных случаев составляет от 35000 
до 55000 [36]. в россии, по данным Федерального 
центра гигиены и эпидемиологии роспотребнадзора, 
число ежегодных обращений за антирабической 
помощью составляет более 400000 чел., на детей в 
возрасте до 14 лет приходится около 25 %. на про-
тяжении последних лет инфекцию регистрировали в 
семидесяти субъектах страны. 

в случаях нанесения повреждения человеку 
больным или подозрительным на бешенство живот-
ным необходимо использование антирабического 
иммуноглобулина (аиг) [36]. в основе методики 
комбинированных прививок аиг и вакциной лежит 
идея удлинения инкубационного периода бешенства 
за счет пассивного введения антител и формирования 
активного иммунитета в результате курса вакцина-
ции. в настоящее время в мировой практике здраво-
охранения применяют препараты аиг, полученные 

из иммунных сывороток человека или животных.
гомологичный аиг, получаемый из сыворотки 

крови человека, отличается хорошей переносимостью 
и редкими случаями возникновения аллергических ре-
акций. высокая стоимость и небольшой объем препа-
рата, связанный с трудностями иммунизации волонте-
ров, ограничивает спрос на препараты гомологичного 
антирабического иммуноглобулина в развивающихся 
странах с низким доходом населения [36]. 

за рубежом на стадии изучения находится во-
прос получения моноклональных антител к вирусу 
бешенства, а также молекул иммуноглобулинов и их 
фрагментов, созданных методами генной инженерии 
[27, 28, 37]. их использование должно способство-
вать снижению развития постэкспозиционного ана-
филактического шока. вместе с тем, обладая узкой 
специфичностью действия, препараты нового по-
коления могут быть недостаточно эффективными в 
результате возможной мутации антигенного состава 
вируса бешенства. сложные методы получения и 
контроля максимально очищенных препаратов ведут 
к их высокой себестоимости. 

производством гетерологичных препаратов 
аиг в основном занимаются национальные фарма-
цевтические компании развивающихся стран. данное 
обстоятельство связано со сравнительно низкой сто-
имостью производимого препарата. некоторые ми-
ровые фармацевтические компании (Behring, Sclavo, 
Berna) отказались от производства гетерологичного 
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аиг, причиной тому является давление, которое ока-
зывают на них защитники прав животных [35], по-
скольку в качестве продуцентов в большинстве стран 
используют лошадей [11].

в россии зарегистрировано два препарата 
аиг из сыворотки крови лошади – производства 
российского научно-исследовательского противочум-
ного института «микроб» (россия) и зао «биолек» 
(украина). оба препарата успешно применяются на 
территории российской Федерации и стран снг.

на сегодняшний день гетерологичный аиг 
можно считать приемлемой и безопасной альтернати-
вой гомологичному препарату, так как современные 
методы очистки иммуноглобулиновых препаратов 
позволяют значительно снизить частоту побочных 
эффектов, проявляющихся в результате применения 
аиг животного происхождения, до 1–2 % [1, 36]. в 
середине прошлого столетия значение данного пока-
зателя составляло около 46 % [20], а в конце восьми-
десятых годов – около 6 % [34].

вопрос дальнейшего усовершенствования гете-
рологичных препаратов аиг, даже при такой срав-
нительно небольшой доле возникновения побочных 
эффектов, остается актуальным. перспективны раз-
работки более совершенных способов концентрации 
и очистки антирабической сыворотки, значительно 
повышающие специфическую активность и безопас-
ность готового препарата. отечественные и зарубеж-
ные исследователи предлагают использовать различ-
ные варианты осаждения, хроматографии, фермента-
тивной обработки, фильтрации [1, 3, 10, 18, 23]. по 
мнению некоторых исследователей, использование 
в качестве продуцентов сыворотки вместо лошадей 
других домашних животных, антитела которых явля-
ются менее аллергенными, позволит получать более 
безопасный в иммунологическом отношении препа-
рат [9, 26, 31]. продуцентами иммунной сыворотки 
могут быть крупный рогатый скот, свиньи, овцы, до-
машняя птица. 

другим направлением совершенствования препа-
рата гетерологичного аиг является применение для 
иммунизации продуцентов антигена, полученного на 
культуре животных клеток. в настоящее время мно-
гие производители гетерологичного антирабического 
иммуноглобулина для иммунизации продуцентов сы-
воротки применяют инактивированный фиксирован-
ный вирус бешенства, полученный из мозговой ткани 
животных. органотканевой антиген характеризуется 
не только более низким уровнем иммуногенности по 
сравнению с культуральным, но и содержанием в нем 
балластной мозговой ткани, вызывающей образование 
в сыворотке продуцентов антител-нейротоксинов [8, 
36]. в связи с этим применение клеточных культур в 
качестве основной системы для репродукции вирусов 
вполне обосновано возможностью получать стандар-
тизированный препарат антигена, максимально очи-
щенный, с небольшим числом чужеродных антигенов 
в виде клеточных компонентов.

на сегодняшний день репродукцию вируса бе-

шенства успешно осуществляют на различных кле-
точных системах. для производства вакцин исполь-
зуют первично-трипсинизированные и перевиваемые 
клетки почек сирийского хомяка (псх) [4, 8, 19, 22], 
куриные и перепелиные фибробласты [6, 25], заро-
дышевые клетки свиньи, собаки [30], диплоидные 
клетки человека [14], клетки почечного эпителия зе-
леной мартышки (Vero) [12, 13, 16, 21]. в настоящее 
время выявлено бесспорное преимущество пере-
виваемых клеток в качестве клеточного субстрата 
для репродукции вируса бешенства по сравнению 
с первично-трипсинизированными, что связано с 
высокой потенцией роста клеток, стандартностью 
биологических свойств и возможностью крупномас-
штабного культивирования в ферментерах большого 
объема. необходимо отметить, что в россии из всего 
разнообразия перевиваемых клеточных культур для 
производства мибп официально разрешена только 
клеточная линия Vero (ишкильдин и.б. и соавт., 2005; 
петрова и.и. и соавт., 2005). она не представляет 
опасности для человека при производстве биопрепа-
ратов, существенным моментом является отсутствие 
онкогенных свойств у данной клеточной линии [30, 
32]. за рубежом клеточная линия Vero успешно при-
меняется при производстве вакцин против бешенства, 
полиомиелита, японского энцефалита. отечественные 
исследователи также предлагают использование кле-
точной линии Vero для производства антирабической 
концентрированной клеточной вакцины [12]. 

вирус бешенства, репродуцированный на куль-
туре первично-трипсинизированных клеток псх, 
был предложен для иммунизации продуцентов анти-
рабической сыворотки P.Lepine и P.Atanasiu в конце 
шестидесятых годов прошлого века [4, 5]. вирус 
бешенства в клеточной культуре псх накапливался 
в меньшем титре и обладал меньшей иммуногенно-
стью, чем вирус, полученный на мозговом субстрате. 
поэтому для иммунизации требовалось либо приме-
нение больших доз антигена, что индуцировало об-
разование низкоафинных антител в течение длитель-
ного времени, либо введение в организм продуцента 
живого вируса. 

более эффективным оказался способ получения 
профилактической лошадиной антирабической сыво-
ротки, предложенный C.A.Consales et al. [15]. для им-
мунизации продуцентов авторы использовали вирус 
бешенства (штамм пастера), репродуцированный на 
перевиваемой культуре клеток почек хомяка (BHK). в 
результате применения культурального антигена нако-
пление необходимого титра антител в организме про-
дуцента происходило в два раза быстрее, объем имму-
низирующей дозы удалось сократить в пять раз.

вирус, репродуцированный на клеточной линии 
BHK, также предложен для получения активной ове-
чьей антирабической сыворотки [2]. авторами раз-
работана схема комбинированной иммунизации овец 
органотканевым и культуральным антигеном (штамм 
щелково-51с). в сравнении с предложенным ранее 
способом, не предусматривавшим применения куль-
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турального антигена [7], такой подход позволяет по-
лучать сыворотку с более высоким титром антител.

однако наибольшие успехи в области примене-
ния культурального вируса бешенства в производстве 
гетерологичного иммуноглобулина были получены 
при использовании перевиваемой линии клеток Vero. 
отечественными исследователями установлено, что 
антиген вируса бешенства полученный на перевива-
емой культуре клеток Vero, при равной иммуноген-
ности с вирусом, репродуцированном на первичной 
культуре клеток псх, позволяет получать более вы-
сокий титр вируснейтрализующих антител (ситник 
н.п. и соавт., 2005). после цикла иммунизации мор-
ских свинок нативной антирабической вакциной, 
полученной на культуре перевиваемых клеток Vero, 
титр антител в сыворотке составил 46,2 ме/мл. при 
использовании вакцины, полученной на культуре 
клеток псх, титр антител в сыворотке морских сви-
нок был равен 11,7 ме/мл. при сравнении гумораль-
ного ответа лошадей показано, что титр защитных 
антител был выше в 1,5 раза в иммунной сыворотке 
лошади, иммунизированной антирабической вакци-
ной, полученной на культуре перевиваемых клеток 
Vero, по сравнению с титром в сыворотке лошади, 
иммунизированной вакциной, полученной на куль-
туре клеток псх. подобный эффект позволил рас-
сматривать возможность использования клеточной 
линии Vero для репродукции вируса бешенства при 
производстве антирабического иммуноглобулина [9]. 
иммунизация лошадей инактивированным, очищен-
ным и концентрированным культуральным вирусом 
бешенства (штамм внуково-32) с адъювантами фос-
фатом алюминия и нуклеинатом натрия позволяет 
получать антирабическую сыворотку со специфиче-
ской активностью 133,0–211,2 ме/мл и содержанием 
гамма-глобулина 44,5–58,2 %. активность иммуно-
глобулина, полученного из такой сыворотки, соста-
вила (439,4±17,3) ме/мл [10].

предложены способы получения антирабической 
сыворотки с использованием коммерческих культу-
ральных вакцин Rabipur (индия), полученных на 
клетках куриных эмбрионов, и PVRV (Франция) – на 
клетках Vero [17]. в качестве продуцентов использо-
вали мулов. преимущество иммунизации животных 
культуральными вакцинами установлено в сравнении 
с органотканевым антигеном из ткани головного моз-
га лошади. значения титров антител сывороток, полу-
ченных при использовании антигена на основе куль-
туральных вакцин Rabipur и PVRV, а также вирусной 
мозговой суспензии к 56-му дню эксперимента соста-
вили соответственно 139, 118, 18 ме/мл. 

T.Luekrajan сообщает о практическом приме-
нении культурального антигена в серийном произ-
водстве аиг в таиланде [24]. к 8-й неделе иммуни-
зации титр антител достигает значения 70 ме/мл. 
активность антирабического иммуноглобулина, про-
изводимого в таиланде с использованием вакцины, 
полученной на клеточной линии Vero, соответствует 
требованиям воз и составляет не менее 200 ме/мл.

O.Ozkan et al. при иммунизации лошадей пред-
лагают использовать не подкожный, а внутрикож-
ный способ введения культурального рабического 
антигена [29]. в отличие от подкожного введения 
рабического антигена, при внутрикожном и внутри-
мышечном накопление антител происходит быстрее 
и в большем количестве. подобное явление может 
быть связано с более эффективным взаимодействи-
ем компонентов вируса с сетью нервных рецепторов 
(иванов в.с., 2001). значение титра антител полу-
ченной сыворотки составило 320 ме/мл уже через 
пять недель после первой иммунизации.

таким образом, несомненна перспектива при-
менения перевиваемой клеточной линии Vero для из-
готовления культурального рабического антигена в 
производстве гетерологичного аиг.

применение высокоактивного препарата анти-
рабического иммуноглобулина, полученного с ис-
пользованием культурального антигена, позволит 
улучшить качество оказываемой антирабической по-
мощи за счет снижения риска возникновения побоч-
ных эффектов в виде нейропаралитических осложне-
ний у пациентов. 

следует отметить, что получение более актив-
ного и безопасного в аллергическом отношении 
препарата далеко не единственное преимущество 
использования культурального антигена. например, 
небольшой объем вводимой дозы антигена упроща-
ет рутинную процедуру иммунизации [17, 29]. при 
использовании культурального антигена у животных 
практически не происходит возникновения абсцес-
сов в месте введения в отличие от применения орга-
нотканевого. использование культурального рабиче-
ского антигена на этапе получения гипериммунной 
сыворотки является альтернативой трудоемким про-
цессам интрацеребрального заражения животных, их 
вскрытия и приготовления вируссодержащей мозго-
вой суспензии, и позволит не только сделать произ-
водство препарата более этичным, но и соответство-
вать рекомендациям воз по исключению применения 
органо-тканевого антигена в производстве антираби-
ческого иммуноглобулина [36]. систематизировав 
вышеуказанные материалы и определив направле-
ние научного поиска сотрудники Фгуз роснипчи 
«микроб» начали разработку технологии получения 
культурального рабического антигена для производ-
ства гетерологичного аиг. 

работа выполнена по государственному кон-
тракту № 63-д от 29.06.2010 в рамках реализации 
федеральной целевой программы «национальная 
система биологической и химической безопасности 
российской Федерации 2009–2013 годы».
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проблема охраны окружающей среды от загряз-
нения отходами в последние десятилетия привлекает 
все большее внимание. на предприятиях российской 
Федерации ежегодно образуется около 7 млрд т твер-
дых и 90 млн т токсичных промышленных отходов, из 
которых 87 млн т относятся к III и IV классам опас-
ности. количество отходов потребления, или твердых 
бытовых отходов (тбо), ежегодно возрастает в россии 
на 30 млн т. после вступления в силу Федерального 
закона от 27.12.2002 г. № 184-Фз «о техническом ре-
гулировании» идет процесс наработки общих и спе-
циальных технических регламентов. одним из се-
рьезных вопросов, требующих должного отражения 
в регламентируемых документах, является решение 

вопросов обращения с отходами производства.
на предприятиях по производству медицинских 

иммунобиологических препаратов (мибп) образу-
ется значительное количество отходов, в том числе 
биологических, которые перерабатываются в незна-
чительной степени и используются в качестве кор-
мовых добавок или утилизируются как отходы про-
изводства и вывозятся на полигон тбо, что способ-
ствует ухудшению экологической обстановки.

проблему утилизации некоторых отходов про-
изводства мибп пытались решить во всесоюзном 
государственном научно-исследовательском инсти-
туте контроля, стандартизации и сертификации вете-
ринарных препаратов, где была разработана техно-
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БеЗоТХоднЫе ТеХноЛоГии В ПроиЗВодСТВе  
ГеТероЛоГиЧноГо анТираБиЧеСКоГо иММУноГЛоБУЛина

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

предложен комплексный подход к утилизации отходов производства гетерологичного антирабического имму-
ноглобулина – эритроцитарной массы, фибрина, спиртосодержащего стока. методом десорбции с поверхности 
эритроцитов выделен специфический иммуноглобулин. выявлено, что дополнительный выход иммуноглобулина 
после обработки эритроцитов неионными детергентами составляет от 10 до 19 %. из высушенной методом рас-
пыления эритроцитарной массы получена ценная белковая подкормка для лошадей-продуцентов. из фибрина 
методом ферментативного гидролиза получена питательная основа для изготовления микробиологических сред. 
в результате масштабированного выращивания штаммов Vibrio cholerae способом глубинного культивирования 
установлено, что показатель эффективности сред на основе гидролизата фибрина в 1,5–2 раза выше по сравнению 
со средами на основе гидролизата мяса и казеина. разработана технология регенерации этилового спирта после 
цикла риванол-спиртового осаждения гамма-глобулина. объемная доля этилового спирта после регенерации со-
ставила (93±1) %. показано, что восстановленный спирт пригоден в качестве осадителя при фракционировании 
антирабической сыворотки. таким образом, разработанные технологии позволяют утилизировать отходы произ-
водства антирабического иммуноглобулина и предусматривают дальнейшее использование продуктов переработ-
ки в производстве мибп. 

Ключевые слова: гетерологичный антирабический иммуноглобулин, отход производства, эритроциты, гидро-
лизат фибрина, питательная среда, регенерация, десорбция.
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Non-Waste Alternative Technologies in the Production of Heterologous Anti-Rabies Immunoglobulin 
Russian Research Anti-Plague Institute “Microbe”, Saratov

Presented is a comprehensive approach to utilization of the wastes that appear in the process of heterologous anti-rabies immuno-
globulin production (packed red cells, fibrin, and alcohol-containing products). Specific immunoglobulin is extracted from the surface 
of red blood cells using desorption technique. Additional yields of immunoglobulin after exposure of erythrocytes to non-ionic deter-
gent amount to 10–19 % of the output. Rich protein supplement feeding for horses-producers is obtained from spray-dried packed red 
cells. Solid nutritious substrate for microbiological media production is obtained from fibrin using enzymic hydrolysis method. The 
efficiency of the fibrin hydrolysate-based media is 1.5–2 times higher in comparison with that of the media based on the digest of meat 
and casein, as demonstrated by the results of Vibrio cholerae scaled cultivation. Furthermore, worked out is the technology of ethanol 
regeneration after the rivanol-ethanolic precipitation of gamma globulin, alcohol content by volume being (93±1) % after the regenera-
tion. It is demonstrated that the regenerated alcohol can be used as a precipitator in the process of anti-rabies serum fractioning. All in 
all, the developed techniques make it possible to utilize the wastes of anti-rabies immunoglobulin production and provide for further 
use of derivatives while producing medical immunobiological preparations. 

Key words: heterologous anti-rabies immunoglobulin, wastes, erythrocytes, fibrin hydrolysate, nutrient medium, regeneration, 
desorption.
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логия выделения белков – серопротеина и альбумина 
из отходов глобулинового производства с помощью 
полиэтиленгликолевого метода для получения гидро-
лизатов. доказана возможность использования от-
ходов вакцинно-сывороточного производства (туши 
животных, лошадиные эритроциты, фибрин, «отра-
ботанные» куриные эмбрионы) в качестве основы 
питательных сред для культивирования микроор-
ганизмов [7, 11, 12]. из отхода производства холер-
ной вакцины был выделен ферментный комплекс 
для получения гидролизата белкового сырья [3]. в 
литературе описан упрощенный и удешевленный 
способ выделения с4 и с3 компонентов комплемен-
та человека из отходов промышленного фракцио-
нирования плазмы крови по кону [4, 5]. из отходов 
промышленного фракционирования человеческой 
плазмы был получен противогерпетический имму-
ноглобулин человека, состоящий на 97 % из IgG [2]. 
имеются данные о получении трансфер-факторного 
препарата «аффинолейкин» из лейкоцитарной мас-
сы – неутилизируемого отхода производства альфа-
интерферона человека [6]. 

однако комплексные программы по утилизации 
основных типов отходов, образующихся в процессе 
производства мибп, в частности, гетерологичного 
антирабического иммуноглобулина (аиг), в литера-
туре не описаны.

целью работы явилась разработка эффективных, 
ресурсосберегающих и экономичных методов пере-
работки отходов производства аиг за счет внедре-
ния оригинальных биотехнологических способов.

материалы и методы

в работе использовали отходы производства 
гетерологичного аиг – фибрин и эритроцитарную 
массу из гипериммунной сыворотки крови лошадей-
продуцентов, а также спиртосодержащий сток после 
риванол-спиртового осаждения гамма-глобу лина. 

Фибрин образуется на этапе дефибринации из 
иммунной плазмы крови лошадей. плазму смеши-
вали с 30 % раствором кальция хлорида из расчета 
2,6 см3 на 1 дм3 плазмы и выдерживали в течение 
18 ч при температуре (6±2) °с. сгусток фибрина раз-
рушали с помощью гомогенизатора и отделяли на се-
параторе асг-3м при (9000±200) об./мин. 

гидролизат фибрина для использования в ка-
честве основы питательных сред готовили методом 
ферментации фаршем из поджелудочной железы 
крс [12]. Физические свойства и химический со-
став гидролизата фибрина определяли по методи-
кам, изложенным в государственной Фармакопее 
(гФ) российской Федерации XII, ч. 1, Фс 42-3874-
99 «Физико-химические, химические и иммунохи-
мические методы контроля медицинских иммуно-
биологических препаратов», мук 4.1/4.2588-96 
«методы контроля медицинских иммунобиологиче-
ских препаратов, вводимых людям» и мук 4.2.2316-
08 «методы контроля бактериологических пита-

тельных сред». 
биологические показатели питательной среды 

контролировали в соответствии му 3.3.2.2124-06 
«контроль диагностических питательных сред по 
биологическим показателям для возбудителей чумы, 
холеры, сибирской язвы, туляремии, бруцеллеза, ле-
гионеллеза». 

эффективность применения питательных сред, 
приготовленных на основе гидролизата фибрина, 
оценивали по результатам экспериментального мас-
штабированного выращивания производственных 
штаммов Vibrio cholerae O1 M-41 и V. cholerae не 
O1 105. выращивание микроорганизмов в жидкой 
питательной среде из гидролизата фибрина проводи-
ли способом глубинного культивирования с прину-
дительной аэрацией, перемешиванием и подкормкой 
40 % раствором глюкозы. 

эритроцитарную массу высушивали методом 
распыления на установке кяул 101325.002. для вы-
деления иммуноглобулина с поверхности эритроци-
тов использовали метод десорбции [8]. в десорбци-
онных растворах и полученном из них иммуногло-
булине определяли содержание белка биуретовым 
методом и его однородность – электрофоретически 
на пленках из ацетатцеллюлозы согласно Фс 42-
3874-99, а также значение рн потенциометрическим 
методом согласно гФ хII, ч. 1. 

статистическую обработку результатов иссле-
дования проводили с использованием программы 
«STATISTICA».

уровень специфической активности десорби-
рованного аиг и иммуноглобулина, выделенного с 
использованием регенерированного этилового спир-
та, определяли двумя способами: in vivo – биологи-
ческим методом в реакции нейтрализации вируса 
бешенства на белых мышах [15], и in vitro – в дот-
иммуноанализе [14]. статистическую обработку ре-
зультатов реакции нейтрализации проводили по ме-
тоду Reed и Muench [15]. 

спиртосодержащий отход (фугат) собирали в 
на копитель на конечном этапе выделения гамма-гло-
бу лина после прохождения смеси фильтрата антира-
бической сыворотки и 25 % этилового спирта через 
сверхцентрифугу сго 100 и перерабатывали на скон-
струированной оригинальной регенерационной уста-
новке. определение концентрации этилового спирта 
проводили ареометрическим методом на ареометре 
асп-3 с погрешностью спирта по объему 0,5 %.

результаты и обсуждение

согласно биотехнологической схеме получения 
гетерологичного аиг, на этапе взятия гипериммун-
ной крови у лошадей-продуцентов отходом являются 
форменные элементы крови, в том числе эритроци-
ты; на этапе фракционирования – фибрин, получае-
мый из иммунной плазмы; после осаждения гамма-
глобулина риванол-спиртовым методом – спиртосо-
держащий сток. данная схема не предусматривает 
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переработку вышеперечисленных отходов и они 
уничтожаются путем сжигания эритроцитов, вывоза 
фибрина на свалку тбо и сброса спиртосодержащих 
стоков в очистные сооружения. между тем, пер-
вые два отхода являются ценными биологическими 
продуктами и могут быть использованы в качестве 
пищевой подкормки для продуцентов и дополни-
тельного источника выхода иммуноглобулинов [1, 
8, 13], а также в производстве питательных сред [9, 
10]. регенерированный этиловый спирт может при-
меняться в производстве аиг в качестве осадителя 
гамма-глобулиновой фракции или дезинфектанта. 

предложенный нами комплексный подход к 
утилизации отходов производства аиг включает в 
себя как их переработку, так и дальнейшее исполь-
зование продуктов переработки в производстве пре-
парата. так, для получения качественной белковой 
подкормки продуцентов была разработана биотех-
нологическая схема высушивания эритроцитарной 
массы методом распыления на установке марки 
кяул 101325.002, где высокая температура обеспе-
чивается нагнетаемым в сушильную камеру горячим 
воздухом. в ходе экспериментов подобран оптималь-
ный температурный режим высушивания эритроци-
тов, предохраняющий их от обугливания: на входе 
в камеру – 120 °с, на выходе – 95 °с. для лучшей 
адсорбции эритроцитов на наполнителе был подо-
бран оптимальный размер фторопластовых частиц, 
который соответствовал (0,4±0,1) см3 и обеспечивал 
эффект «псевдокипящего слоя» при конвекционной 
сушке. предварительно перед высушиванием про-
водили разбавление сырца-эритро ци тарной массы 
водой, очищенной до конечной концентрации 20 %. 
скорость высушивания составила 5 кг/ч из расче-
та по сухой массе. получены 3 экспериментальные 
серии сухих эритроцитов общим весом 19,2 кг из 
300 дм3 жидкой эритроцитарной массы.

второе направление использования эритроцитов 
иммунной крови продуцентов связано с их высокой 
сорбционной емкостью. опыт производств мибп 
(столбнячных, дифтерийных, стафилококковых сы-
вороток и иммуноглобулинов) свидетельствует, что 
эритроциты крови с сорбированными на их поверх-
ности белками могут являться резервным источни-
ком дополнительных количеств специфических им-
муноглобулинов. использование метода десорбции 
позволяет увеличить выпуск мибп на 20–35 %. для 
обработки эритроцитарной массы предложен метод 
десорбции с использованием неионных детерген-
тов Tween 80 и Span 20 с последующим выделени-
ем гамма-глобулина риванол-спиртовым методом. 
показано, что оптимальным является десорбцион-
ный раствор, содержащий 0,9 % натрия хлорида с 
0,5 % неионного детергента Tween 80 (рн 8,2). были 
получены три экспериментальные серии аиг, десор-
бированного с поверхности эритроцитов. при изуче-
нии основных качественных характеристик десорби-
рованного иммуноглобулина зарегистрированы пока-
затели, соответствующие таковым в фармакопейной 

статье на коммерческий препарат аиг. так, значение 
специфической активности препарата серии № 1, 
выявленное in vivo, составило 345 ме/мл (титр анти-
тел – 1:3094) при участии в реакции 527 LD50 вируса 
бешенства, в то время как фармакопейный показа-
тель составляет не менее 150 ме/мл при участии в 
реакции 100–1000 LD50; активность, определенная in 
vitro в иммунозолотом анализе, соответствовала ти-
тру 1:5000 для серий № 1, 2 и 1:2500 для серии № 3 
(активность коммерческого аиг в иммунозолотом 
анализе 1:2500–1:10000). содержание белка в пре-
парате экспериментальных серий № 1–3 составило 
(9,1±0,1) %, что также соответствовало регламенти-
руемому показателю – (10,0±1,0) %. результаты элек-
трофореза подтвердили однородность десорбирован-
ного иммуноглобулина – была получена практически 
100 % фракция гамма-глобулина без примесей альбу-
мина, α, β-глобулинов. 

следовательно, для увеличения выпуска анти-
рабического иммуноглобулина без повышения чис-
ленности лошадей-продуцентов имеется резерв – 
иммуноглобулины, сорбированные на поверхности 
форменных элементов иммунной крови. выявлено, 
что дополнительный выход иммуноглобулина после 
обработки эритроцитов десорбирующим раствором 
составляет от 10 до 19 %.

еще одним отходом после фракционирования 
гипериммунной плазмы является фибрин – цен-
нейшее белоксодержащее сырье. Фибрин содержит 
полноценный по аминокислотному составу белок, 
близкий к белку мышечной ткани – миозину, а также 
необходимые для питания бактерий соли натрия, ка-
лия, железа, фосфора, кальция. в отличие от белков 
мяса животных, фибрин состоит только из аминокис-
лот и свободен от небелковых включений, что уско-
ряет расщепление белков на аминокислоты. в связи с 
этим вполне обосновано использование фибрина как 
альтернативы мясному сырью и казеину для изготов-
ления питательных сред. 

для получения питательной основы фибрин 
подвергали гидролизу ферментами поджелудочной 
железы крупного рогатого скота при рн (8,0±0,1). 
предварительно проводили термическую обработку 
фибрина при 100 °с в течение 30 мин и для лучшей 
денатурации белка применяли механическое измель-
чение. содержание аминного азота в гидролизате фи-
брина составило от 0,5 до 0,7 %. Физико-химические 
показатели экспериментальной и контрольных основ 
представлены в таблице. 

полученный гидролизат использовали в каче-
стве основы для приготовления питательных сред. 
по физико-химическим и биологическим показате-
лям питательные среды на основе гидролизата фи-
брина при выращивании на них тест-штаммов хо-
лерного вибриона и чумного микроба удовлетворяли 
требованиям мук 4.2.2316-08. 

об эффективности применения питательных 
сред, приготовленных на основе гидролизата фибри-
на, свидетельствуют данные экспериментального 
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масштабированного выращивания производствен-
ных штаммов V. cholerae O1 M-41, используемого 
для изготовления холерной вакцины, и V. cholerae не 
O1 105, применяемого в качестве адсорбента при про-
изводстве холерной диагностической агглютинирую-
щей сыворотки о1. при культивировании V. cholerae 
не о1 105 в ферментере объемом 0,250 м3 с использо-
ванием среды из гидролизата фибрина показатель эф-
фективности составил 40 млрд м.к./мл, тогда как на 
традиционной среде из гидролизата мясного сырья – 
18 млрд м.к./мл. при культивировании V. сholerae 
о1 м-41 в ферментере объемом 0,5 м3 на среде из 
гидролизата фибрина этот показатель имел значе-
ние 158 млрд м.к./мл, в то время как на традиционной 
среде из казеинового гидролизата – 111,4 млрд м.к./мл. 
следовательно, показатель эффективности сред, по-
лученных на основе гидролизата фибрина, в 1,5–2 
раза выше по сравнению со средами, полученными 
на основе гидролизата мяса и казеина. 

если учесть, что для производства 100 дм3 пита-
тельной среды требуется 40 дм3 гидролизата фибри-
на, а за год от 80 лошадей возможно получить свыше 
200 кг фибрина или 200 дм3 питательной основы, то, 
используя данный отход, можно ежегодно произво-
дить не менее 500 дм3 питательного бульона для глу-
бинного культивирования микроорганизмов.

переработку еще одного отхода производства 
аиг – спиртосодержащего стока, образующего-
ся после осаждения гамма-глобулина 96 % этило-
вым спиртом, проводили на оригинальной регене-
рационной установке, сконструированной на базе 
емкости-реактора рзря рн-6/0,63-1нж. процесс 
регенерации спиртосодержащего отхода (фугата) 
проводили при максимальной температуре кипения 
98 °с, в дефлегматоре на всем протяжении цикла 
температуру поддерживали в пределах (78,5±0,5) °с. 
производительность регенерационной установки – 
(7±0,5) л/ч. объемная доля этилового спирта после 

процесса регенерации составила (93±1) %. первые 
3–5 дм3 легколетучих фракций (хлороформсодер-
жащие соединения) и остатки после регенерации с 
1 % содержанием спирта утилизировали в очистные 
сооружения. 

восстановленный спирт использовали в каче-
стве осадителя при экспериментальном фракциони-
ровании антирабической сыворотки. аиг трех экспе-
риментальных серий, полученных с использованием 
регенерируемого спирта, по основным показателям 
полностью соответствовал требованиям специфика-
ции на препарат.

за год при производстве аиг образуется свы-
ше 16000 дм3 спиртосодержащих стоков, из кото-
рых возможно получить методом регенерации более 
2900 дм3 92–94 % этилового спирта. 

таким образом, разработаны схемы переработки 
отходов производства аиг – эритроцитарной массы, 
фибрина и спиртосодержащих стоков. показано, что 
продукты переработки отходов могут быть включе-
ны в биотехнологическую схему производства аиг, 
а также служить сырьем для производства питатель-
ных сред. помимо экономических приоритетов, на-
стоящие разработки имеют и другие значимые аспек-
ты, так как ведут к снижению экологической нагруз-
ки на окружающую среду.
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сибирская язва широко распространена в стра-
нах азии, африки и Южной америки. ежегодно в 
мире регистрируется от 20 до 100 тыс. случаев забо-
леваний людей. преобладает кожная форма болезни, 
однако возможны септическая, легочная, кишечная 
[1, 2, 3, 4, 5].

территория юга кыргызстана исторически явля-
ется неблагополучной по сибирской язве [5]. в по-
следние годы в южных областях республики (ошская, 
жалал-абадская, баткенская) регистрируется от 20 
до 77 случаев заболеваний сибирской язвой среди 
людей в год. учитывая клиническую картину забо-
левания (в основном, кожные проявления), больные 
нередко обращаются за медицинской помощью к хи-
рургам, дерматовенерологам, целителям. 

целью исследования является клинико-эпиде-
мио логический анализ 217 случаев заболевания кож-
ной формой сибирской язвы. 

материалы и методы

анализ клинических проявлений кожной фор-
мы сибирской язвы был проведен на основании на-
блюдения за 217 больными с данной нозологией в 
возрасте от 15 до 70 лет, находившихся на стацио-
нарном лечении в медицинских учреждениях в юж-
ных областях кыргызстана с 1999 по 2009 год. при 
клиническом обследовании и оценке тяжести состо-
яния больных использовали общепринятые крите-
рии, особое внимание обращали на характер выра-
женности основных симптомов: продолжительность 
лихорадки, наличие отека, размер язвы, серозное от-
деляемое, срок отторжения струпа, продолжитель-

ность лимфаденита [1, 3, 4]. у 136 (62,7 %) больных 
кожной формой сибирской язвы удалось выделить 
из сибиреязвенных карбункулов B. anthracis. забор 
материала (серозно-кровянистое содержимое из-под 
струпа, отделяемое из свежих дочерних пузырьков 
вокруг язвы) производился стерильной пипеткой на 
1–2-й день госпитализации и на 3–4-й день после от-
мены антибиотиков. выделенные микроорганизмы 
идентифицировали, производили пересев и прово-
дили исследования чувствительности к антибиоти-
кам унифицированным диско- диффузным методом. 
эпидемиологический анализ проводился по таким 
показателям, как территориальное распределение 
заболеваний, сезонность, половой и возрастной со-
став заболевших.

результаты и обсуждение

анализ 217 случаев заболеваний людей кожной 
формой сибирской язвы показал, что независимо от 
эпидемиологической ситуации чаще болеют люди в 
возрасте от 18 до 50 лет (76,9 %) и от 51 до 60 лет 
(17,2 %). причем среди заболевших преобладают 
лица мужского пола (90,3 %). по социальному со-
ставу больные распределились следующим образом: 
73 (33,6 %) – рабочие, 21 (9,7 %) – пенсионеры и до-
мохозяйки, 64 (29,5 %) – животноводы, 59 (27,2 %) – 
фермеры и арендаторы.

из 217 пациентов у 214 (99,1 %) установлен ис-
точник возбудителя инфекции. заражение произо-
шло во время участия в прирезке крупного и мел-
кого рогатого скота – 67 (30,9 %), разделки туш 
животных – 51(23,5 %), обработке внутренних орга-
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нов – 22 (10,1 %), при контакте с сырым мясом – 59 
(27,2 %), шкурами животных – 13 (5,9 %), почвой – 
2 (0,9 %). заболеваемость сибирской язвой на юге 
кыргызстана имеет выраженную летне-осеннюю 
сезонность. большинство (73,9 %) случаев заболева-
ния приходится на июль, август и сентябрь. 

из 217 больных 171 (78,8 %) был госпитализи-
рован в стационар в течение первых 4 дней болезни, 
46 (21,9 %) – на 5–6-й день. с диагнозом сибирская 
язва поступило 69 (31,8 %) больных, с другими диа-
гнозами (фурункул, флегмона, рожа, абсцесс, инфи-
цированная рана, сепсис и др.) – 33 (15,2 %) больных. 
самолечением занимались 42,0 % больных сибир-
ской язвой, амбулаторную помощь с хирургическим 
вмешательством до госпитализации в стационар по-
лучили 13,7 % больных, к целителям обращались 
11,6 % больных сибирской язвой. 

 легкое течение кожной формы сибирской язвы 
наблюдалось у 158 (72,8 %) больных и характеризо-
валось нормальной или субфебрильной температу-
рой тела, удовлетворительным общим состоянием, 
наличием незначительного отека мягких тканей в 
области карбункула. при среднетяжелом течении за-
болевания (37 больных – 17,1 %) отмечались повы-
шение температуры тела до 38–38,5 °с, отек мягких 
тканей, увеличение регионарных лимфатических 
узлов, умеренно выраженные явления интоксикации 
(умеренная тахикардия, тахипноэ, головная боль и 
др.). тяжелое течение болезни (22 больных – 10,1 %) 
проявлялось выраженными нарушениями общего 
состояния (головной болью, тошнотой, рвотой, тахи-
кардией) лихорадкой до 39–39,3 °с и выше, наличи-
ем обширного отека тканей. 

размеры карбункулов соответствовали тяжести 
течения болезни. сроки отторжения струпа коррели-
ровали с тяжестью основного процесса. появление 
отека на 1-й день болезни отмечено у 43,3 % боль-
ных, на 2-й – у 39,2 %, на 3–5-й – у 17,5 %. при этом 
отмечена четкая зависимость сроков появления отека 
и тяжести течения болезни. увеличение регионарных 
лимфатических узлов наблюдалось у 58,8 % больных 
и отсутствовало у 41,2 % больных, у 13 (6,7 %) от-
мечены явления лимфангоита. установлено, что ча-
стота лимфаденита находится в прямой зависимости 
от тяжести заболевания: при легком течении болез-
ни лимфаденит наблюдался у 49,3 % больных, при 
средней тяжести – у 58,5 %, при тяжелом течении – 
у 69,1 %. у 31 % больных заболевание протекало с 
нормальной температурой, у 51,6 % больных повы-
шение температуры тела наблюдалось в пределах от 
37,1 до 38,0 °с и лишь у 17,4 % больных – до 40,0 °с 
и выше. 

при легких формах назначали бензилпеницил-
лин по 500000–1000000 Eд внутримышечно 6 раз в 
сутки в течение 5–7 дней. при среднетяжелом и тя-
желом течении дополнительно назначали инфузион-
ные растворы и средства патогенетической терапии.

у 76 (30,8 %) больных диагноз сибирской 
язвы был подтвержден антраксиновой пробой, у 

95 (43,8 %) – бактериологическим методом, у 55 
(25,3) – бактериологически и антраксиновой про-
бой, у 21(9,7 %) – клинико-эпидемиологическим 
методом. при этом в первые 3 дня болезни положи-
тельная реакция на введение антраксина отмечена у 
47,0 % больных, на 2-й неделе – у 74,0 %. в то же 
время положительные результаты при бактериоло-
гических исследованиях на 1-й неделе от начала за-
болевания были отмечены у 43,9 % больных, на 2-й 
неделе – у 17,6 %. 

у 215 из 217 больных заболевание протекало с 
развитием на коже типичного сибиреязвенного кар-
бункула, представляющего собой очаг коагуляцион-
ного некроза в месте входных ворот инфекции с резко 
выраженной экссудацией серозно-геморра ги че ской 
жидкости в окружающие ткани, сопровождающейся 
явлениями отека и лимфаденитом. 

все случаи кожной формы сибирской язвы, со-
провождавшиеся с первых дней заболевания образо-
ванием карбункула с последующим или одновремен-
ным развитием отека и лимфаденита, выделены нами 
как карбункулезная разновидность кожной формы. 

у 5 (2,3 %) больных заболевание началось не с 
образования карбункула, а с развития обширного оте-
ка тканей. и только некоторое время спустя в области 
наиболее выраженного отека появились симптомы 
некроза кожи и подкожной клетчатки. тяжелое те-
чение этой клинической разновидности, отсутствие 
видимого типичного карбункула и развитие обшир-
ного отека с последующим некрозом резко отличает 
эти случаи от обычной клиники кожной формы, что 
позволило нам выделить эризипелоидную разновид-
ность кожной формы. у 9 больных, заболевание у 
которых протекало в форме, напоминающей карбун-
кулезную, на месте входных ворот инфекции имело 
место развитие пузырей, наполненных геморрагиче-
ской жидкостью. эта форма заболевания в дальней-
шем описана нами как буллезная разновидность кож-
ной формы сибирской язвы. 

установлено, что зоны локализации карбун-
кулов охватывают преимущественно открытые 
области тела, которые поражаются неодинаково. 
существуют участки, через которые заражение про-
исходит наиболее часто (пальцы рук, кисти, пред-
плечья, плечи, локтевые суставы). не было случаев 
поражения волосистой части головы. локализация 
единичных карбункулов по отдельным областям 
тела была следующей: верхние конечности – 210 
случаев (96,7 %), шея – 3 (1,2 %), пупок – 2 (0,8 %), 
брови – 2 (0, 8 %). 

первичный аффект в виде плоской, сухой язвы 
у больных сибирской язвой встречается в 88,7 % 
случаев; у больных с гнойно-бактериальной инфек-
цией первичный аффект (100 % случаев) протекает 
в виде гнойных пустул с некротическим стержнем. 
дочерние везикулы в виде симптома «жемчужного 
ожерелья» встречаются только в 47 % случаев. по 
количеству карбункулов преобладают единичные – 
188 (86,6 %), множественные сибиреязвенные кар-
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бункулы отмечены в 29 (13,4 %) случаях.
таким образом, в результате проведенного ана-

лиза 217 случаев заболевания людей кожной формой 
сибирской язвой установлено, что при локализации 
сибиреязвенного карбункула в области лица и шеи 
болезнь протекает тяжелее, чем при поражении ки-
стей рук и нижних конечностей. заболевания реги-
стрировали только в летний период, больных госпи-
тализировали в стационар начиная с 3 дня болезни. 
среди заболевших подавляющее большинство со-
ставляют мужчины; обычно отмечается легкое тече-
ние болезни. 
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контроль приобретения теоретических знаний 
и практических навыков – неотъемлемый этап про-
цесса обучения. нормативные документы в сфере 
непрерывного профессионального образования и 
обеспечения биологической безопасности работ [1], 
учебные программы регламентируют оценку уровня 
знаний в виде зачетов, тестирования, решения эпиде-
миологических и бактериологических задач, заклю-
чительного экзамена. 

для совершенствования процесса обучения, со-
ставления учебной программы, расписания занятий, 
решения вопросов, связанных с организацией и нор-
мированием труда преподавателей, лаборантов, де-
зинфекторов актуальным является изучение затрат 
времени на проведение слушателями курсов отдель-
ных микробиологических исследований. к наиболее 
опасным и продолжительным работам с патоген-
ными биологическими агентами (пба) относится 
вскрытие лабораторных животных. 

имеются утвержденные расчетные нормы вре-
мени на проведение микробиологических исследо-
ваний для лабораторий клинической микробиологии 
(бактериологии) лечебно-профилактических учреж-
дений. анализ документов показал, что отсутству-
ют нормы времени на исследование биопробных 
животных, зараженных возбудителями сибирской 
язвы, туляремии, холеры, чумы. на исследование 
биопробных животных, зараженных возбудителем 
бруцеллеза, в целом отведено 150 мин. однако этот 
показатель не определяет временные затраты на от-

дельные этапы исследования, в т.ч. на вскрытие. в 
нормативном документе также содержится общий 
показатель «вскрытие лабораторных животных», 
не позволяющий адекватно судить о виде животно-
го и возбудителе инфекционной болезни. вместе с 
тем, требования по обеспечению биобезопасности 
при вскрытии биопробных животных, зараженных 
пба I–II групп [1] и пба III–IV групп [2], различны. 
соответственно должны отличаться и временные за-
траты на выполнение манипуляции. 

целью исследования является изучение динами-
ки продолжительности операций по вскрытию лабо-
раторных животных при освоении методов безопас-
ной работы с возбудителями оои у слушателей кур-
сов профессиональной переподготовки.

для изучения временных затрат был использован 
хронометраж рабочего процесса [3, 5, 7].. в результате 
анализа существующих видов хронометража и учета 
особенностей организации проведения практических 
занятий для проведения исследований был выбран ме-
тод индивидуального непрерывного хронометража с 
цифровой записью результатов [3, 7]. 

хронометраж проводили преподаватели отдела 
образовательных программ и подготовки специали-
стов роснипчи «микроб», наблюдающие за вскры-
тием лабораторных животных и соблюдением правил 
обеспечения биобезопасности работы слушателями 
курсов. контрольную группу составили сотрудники 
роснипчи «микроб», владеющие навыками вскры-
тия лабораторных животных.
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вскрытие лабораторных животных проводили 
в соответствии с регламентированной методикой [6] 
с соблюдением требований санитарных правил [1]. 
операция включала непосредственно вскрытие, при-
готовление мазков-отпечатков внутренних органов 
для окраски по граму и исследование методом флюо-
ресцирующих антител, посев органов на плотные и 
жидкие питательные среды. 

освоение методики проводили в несколько  
этапов: 

- вскрытие незараженных лабораторных живот-
ных в противочумном костюме IV типа; 

- вскрытие незараженных животных в противо-
чумном костюме I типа; 

- вскрытие зараженных животных в противо-
чумном костюме I типа. 

по полученным данным были рассчитаны средне-
арифметические показатели, а достоверность их раз-
личий определялась с помощью критерия стьюдента 
(t-критерий) [4]. временные затраты на начальном эта-
пе освоения методики вскрытия лабораторных живот-
ных на незараженных белых мышах в противочумном 
костюме IV типа составили в среднем (46,9±12,2) мин, 
что в 2,3 раза превышало средние временные затраты 
контрольной группы (р<0,05). 

дальнейшее обучение показало приобретение 
навыка, что было подтверждено результатами вскры-
тия незараженных животных в противочумном ко-
стюме I типа. при этом среднее значение временных 
затрат сократилось на 36 % и составило (30±8,4) мин 
(р<0,05), что, тем не менее, превышало показатель 
контрольной группы в 1,5 раза (р<0,05). 

практические занятия по лабораторной диагно-
стике возбудителей острых пневмоний, сибирской 
язвы, чумы включали задания по вскрытию инфици-
рованных лабораторных животных в противочумном 
костюме I типа по стандартной методике. среднее 
значение временных затрат на вскрытие состави-
ло (34,6±10,1) мин, что на 29,4 % меньше началь-
ных результатов при освоении методики (р<0,05). 
положительная динамика результатов при условии 
точного выполнения методики и правил обеспечения 
биобезопасности работ свидетельствовали о закре-
плении навыка вскрытия лабораторных животных.

большие временные затраты, (40,7±8,4) мин, 
на вскрытие животных, зараженных Pasteurella 
multocida, обусловлены увеличением объема зада-
ния – вскрытие двух белых мышей, из которых одна 
имела патолого-анатомические изменения, и, соот-
ветственно, более длительным пребыванием слуша-
телей курсов в противочумном костюме I типа в бло-
ке для работы с инфицированными животными. 

необходимо отметить ряд недостатков хрономе-
тража, влияющих на продолжительность выполнения 
операции. во-первых, полученные данные обычно 
содержат потери времени, связанные с недостатками 
в организации труда. во-вторых, необходимо при-
сутствие наблюдателя в непосредственной близости 
от объекта наблюдения, что является основным усло-

вием процесса обучения, и может оказать негативное 
психологическое воздействие на слушателя, вызвать 
проявления нервозности и привести к искажению 
действительных временных показателей. 

таким образом, сокращение временных затрат 
на выполнение вскрытия лабораторных животных 
при соблюдении техники и биобезопасности работ 
свидетельствует об успешном освоении методики 
слушателями курсов. полученные данные являются 
основой при планировании практических занятий, 
составлении учебного расписания, совершенство-
вании организации работ по обеспечению учебного 
процесса.

с целью совершенствования организации дея-
тельности с пба I–II групп целесообразно использо-
вание хронометража и других методов расчета норм 
времени на проведение отдельных микробиологиче-
ских исследований (операций). предварительно не-
обходимо разработать стандартные операционные 
процедуры, учитывающие требования обеспечения 
биобезопасности и рациональные приемы труда.
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мелиоидоз – инфекционное заболевание, рас-
пространение которого в природе имеет опреде-
ленные географические границы (регионы с влаж-
ным субтропическим климатом). также, по данным 
экспертов, возбудитель мелиоидоза – Burkholderia 
pseudomallei – является потенциальным агентом 
биотерроризма [1, 6, 8]. сложности лечения мели-
оидоза, в первую очередь, обусловлены природной 
резистентностью возбудителя ко многим антибио-
тикам. летальность при несвоевременно начатой 
терапии у больных септической и легочной формой 
мелиоидоза превышает 90 %. ранее нами было по-
казано, что иммобилизация гентамицина в липосо-
мы повышает эффктивность лечения эксперимен-
тального мелиоидоза [5]. 

целью данной работы явилось изучение протек-
тивных свойств липосомального и свободного гента-
мицина при аэрогенном заражении животных возбу-
дителем мелиоидоза.

материалы и методы

липосомы готовили методом выпаривания и 
обращения фаз [2] из хроматографически чистых 
лецитина и холестерина («Serva», германия) в весо-
вом соотношении 7:3. материалом для включения 
внутрь липосом служил гентамицина сульфат (оао 
«синтез», курган, россия). экструзию липосомаль-
ного гентамицина проводили через поликарбонат-
ные мембраны с размером пор 100 нм. средний раз-
мер и однородность по размеру липосом определяли 
методом электронной микроскопии (инструменталь-
ное увеличение – 120000). количество включенного 

в липосомы антимикробного препарата определяли 
микробиологическим методом [4]. степень окис-
ления липидов липосомальной мембраны (проба 
клейна) определяли спектрофотометрически [7]. в 
эксперименте нами были использованы белые мыши 
и белые крысы обоего пола по 7 животных в груп-
пе, свободную и липосомальную форму препарата 
вводили животным внутрибрюшинно однократно 
за 4 ч до заражения в дозах 6,0; 3,0 и 4,26; 2,13 мг 
соответственно. контролем служили интактные жи-
вотные. экспериментальных животных заражали в 
динамической камере аэрозольной лаборатории су-
точной культурой B. pseudo mallei 100 в дозе 10, 20 
и 40 LD50. наблюдение за животными проводили в 
течение 30 сут. об эффективности антибиотиков су-
дили по количеству павших животных, еD50, средней 
продолжительности жизни. эффективную дозу ле-
карственного препарата оценивали общепринятым 
методом [3].

результаты и обсуждение

нами проведено изучение протективных свойств 
липосомального и свободного гентамицина сульфата 
при аэрогенном заражении белых мышей возбудите-
лем мелиоидоза однократное введение животным 
липосомального гентамицина сульфата за 4 ч до за-
ражения в дозах 4,26 и 2,13 мг/мышь способствова-
ло выживанию 85 и 57 % животных соответственно. 
применение свободного антибиотика было менее 
эффективным, процент защиты составил всего 14 и 
28 % от общего количества мышей при использова-
нии 3 и 6 мг антибиотика на животное, ED50 липосо-
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мального гентамицина сульфата в 2 раза ниже тако-
вой неиммобилизованного препарата (3,68 и 7,54 мг 
соответственно).

при использовании заражающей дозы 40 LD50 
ED50 липосомального гентамицина сульфата состави-
ла 4,1 мг, что в 1,8 раза меньше чем при применении 
свободного антибиотика (ED50 = 5,9 мг).

в следующем исследовании протективных 
свойств гентамицина сульфата в свободной и ли-
посомальной формах при аэрогенном заражении 
B. pseu domallei 100 в качестве экспериментальных 
животных нами были использованы белые крысы. 
применение липосомального гентамицина сульфата 
в дозах 4,26 и 2,13 мг при заражающей дозе 10 LD50 
было эффективным. при этом выжило 75 % белых 
крыс, свободная форма препарата в дозах 6 и 3 мг 
была менее эффективна и позволила выжить 50 % 
животных. ED50 иммобилизованного в липосомы ан-
тибиотика составила 3,29 мг, что в 1,9 раза меньше, 
чем у свободного гентамицина сульфата (6,28 мг).

сравнительное изучение протективных свойств 
гентамицина сульфата в свободной и липосомальной 
формах при аэрогенном заражении B. pseudo ma llei 
100 при использовании заражающей дозы 20 LD50 по-
казало значительные преимущества фосфолипидных 
везикул с включенным внутрь антибиотиком перед 
обычной формой препарата. применение свободной 
формы антибиотика в дозах 6,0 и 3,0 мг позволила 
выжить всего 25 % животных в каждой группе. 

использование липосомального гентамицина 
сульфата в дозах 4,26 и 2,13 мг позволило увеличить 
процент защиты до 75 и 50 соответственно. еD50 ли-
посомального гентамицина сульфата была ниже в 1,9 
раза в сравнении со свободным (3,95 и 7,7 мг соот-
ветственно).

таким образом, применение липосомальных ан-
тибактериальных препаратов было более эффектив-
ным, чем использование в качестве протективного 
агента свободного антибиотика при эксперименталь-
ной аэрогенной мелиоидозной инфекции, что может 
быть связано с повышенной сорбцией липосомаль-

ного препарата паренхиматозными органами, в том 
числе, легкими. 
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в 2011 г. исполнилось 110 лет старейшему 
учреждению противочумной службы россии – 
астраханской противочумной станции. в июле 
1901 г. в связи с эпидемическими вспышками чумы 
в астраханском крае по решению правительства 
была учреждена первая в стране противочумная 
лаборатория в астрахани. до 1914 г. лаборатория 
находилась в ведении управления главного врачеб-
ного инспектора мвд, в 1914–1917 гг. – института 
экспериментальной медицины санкт-петербурга. 
уже в дореволюционный период она из провинци-
альной бактериологической лаборатории выросла 
в научный центр по борьбе с чумой на юго-востоке 
россии. Штат ее постепенно увеличивался. в это 
время на базе астраханской лаборатории проводи-
ли свои исследования выдающиеся ученые – доктор 
медицинских наук, профессор, впоследствии акаде-
мик д.к.заболотный (1911 г.), доктор медицинских 
наук в.и.исаев (1901, 1905 гг.), а также профессор, 
видный отечественный биолог, иммунолог и бакте-
риолог, почетный член петербургской ан и мно-
гих иностранных академий, лауреат нобелевской 
премии, доктор медицинских наук и.и.мечников 
(1911 г.). с 1901 по 1922 год в астраханской лабо-
ратории работали известные исследователи – врачи 
и.а.де минский, е.и.нагулевич, и.в.страхович, 
с.в.су воров, в.и.иорданский, принимавшие непо-
средственное участие в локализации и ликвидации 

вспышек чумы [23, 24]. в этот период в отечествен-
ной и зарубежной литературе специалистами лабо-
ратории были опубликованы научные работы, ряд 
которых имеет мировое значение. к ним можно от-
нести работы и.а.деминского и н.н.клодницкого, в 
которых обосновывалась эндемичность природных 
очагов чумы и была показана роль верблюдов в рас-
пространении инфекции [3, 8]. в 1912 г. и.а.де мин-
ский, заразившись чумой при лабораторном вскры-
тии малых сусликов, ценой своей жизни доказывает, 
что источником чумы в астраханских степях явля-
ются эти грызуны.

с 1917 по 1922 год лаборатория подчинялась 
губернскому отделу здравоохранения. в эти годы 
она переживала тяжелые времена: материальных 
средств на оснащение и содержание лабораторной 
базы не хватало, штат сокращался, методы диагно-
стики, лечения и профилактики чумы отсутствовали 
или оказывались неэффективными.

в 1922 г. астраханская бактериологическая ла-
боратория в числе других, расположенных на юге 
россии, перешла в непосредственное подчинение 
саратовского государственного краевого институ-
та микробиологии юго-востока рсФср «микроб», 
в штате которого находилась до 1935 г. в этот пе-
риод укрепляется лабораторная база учреждения, 
увеличивается число квалифицированных кадров. 
специалисты лаборатории участвуют в ликвидации 

ЮБиЛеи

В.В.кабин1, б.л.агапов1, а.а.кузнецов2, а.н.матросов2

К 110-ЛеТиЮ ФедераЛЬноГо КаЗенноГо УЧреждениЯ ЗдраВооХранениЯ 
«аСТраХанСКаЯ ПроТиВоЧУМнаЯ СТанциЯ» 

1ФКУЗ «Астраханская противочумная станция», Астрахань;  
2ФКУЗ «Российский научно-исследовательский противочумный институт «Микроб», Саратов

приводится исторический очерк деятельности одного из старейших противочумных учреждений россии – 
астраханской противочумной станции. специалисты станции внесли большой вклад в развитие учения о при-
родной очаговости чумы и других опасных инфекций, обеспечение и проведение мероприятий по эпидемио-
логическому надзору и профилактике чумы и других особо опасных инфекционных болезней на территории 
северо-западного прикаспия.

Ключевые слова: астраханская противочумная станция, эпидемиологический надзор, чума, холера, туляре-
мия, вирусные инфекции.

V.V.Kabin, B.L.Agapov, A.A.Kuznetsov, A.N.Matrosov

To 110th Anniversary of the Federal Public Health Institution “Astrakhan Plague Control Station”
Astrakhan Plague Control Station, Astrakhan; Russian Research Anti-Plague Institute “Microbe”, Saratov

Presented is a historical essay on the work of one of the oldest Russian anti-plague institutions – “Astrakhan Plague Control 
Station”. Noted is the fact that specialists of this institution made a substantial contribution to the development of the theory of plague 
natural focality and other contagious infections, as well as to the provision for and implementation of measures for epidemiological 
surveillance and prophylaxis of plague and other particularly dangerous infectious diseases in the territory of the North-West Caspian 
sea region. 

Key words: Astrakhan plague control station, epidemiological surveillance, plague, cholera, tularemia, viral infections.



ЮБИЛЕИ

93

эпидемических вспышек чумы в нижнем поволжье, 
совместно с сотрудниками института ведут научные 
исследования по эпидемиологии, эпизоотологии и 
лечению чумы и других опасных инфекций в регио-
не. с.в.суворов, а.а.вольферц и м.м.воронкова 
впервые в стране дифференцировали туляремию как 
нозологическую единицу, доказали эпидемичность 
нижнего поволжья по этой инфекции, описали кли-
нику и лабораторную диагностику заболевания [26]. 
в 1926 г. в с. яндыки было открыто противочумное 
отделение астраханской лаборатории.

в 1930–1950 гг. сформировались организацион-
ные основы эпидемиологического надзора за чумой: 
в структуре противочумных подразделений появи-
лись станции, отделения и сезонные противоэпиде-
мические отряды. в 1935 г. астраханская лабора-
тория была реорганизована в противочумную стан-
цию и перешла в ведение народного комиссариата 
здравоохранения ссср. в этом же году открывается 
противочумное отделение в с. енотаевка, в 1938 г. – 
на станции досанг, а в 1950 г. – в г. харабали. в 
1930–1950 гг. станция значительно укрепляется ка-
драми врачей и зоологов. развивается материально-
техническая база учреждения: строятся здания, 
расширяется гужевой, появляется автомобильный 
и речной транспорт. в противочумной практике на-
чинает использоваться малая авиация. в этот период 
противочумная станция разрабатывает и проводит 
профилактические мероприятия по чуме, холере и 
другим особо опасным инфекциям на территории 
астраханской, ростовской, калмыцкой и западно-
казахстанской областей. 

под руководством института «микроб», со-
вместно со специалистами астраханской, гурьев-
ской и уральской противочумных станций в 50-е 
годы был разработан приманочный метод борьбы с 
песчанками, в том числе с использованием авиации 
[1, 17, 20]. позитивный опыт борьбы с малыми сус-
ликами и мелкими песчанками позволил резко сни-
зить эпизоотическую активность закрепленной тер-
ритории очагов и соответственно эпидемический 
потенциал. за разработку и внедрение эффективных 
методов борьбы с песчанками сотрудники станции 
о.и.вуг мей стер, н.и.калабухов и н.н.тропин 
были удостоены звания лауреатов государственной 
премии. в это же время начинают разрабатываться 
методы специфической профилактики чумы [14, 
18]. в очагах чумы проводятся исследования по 
фауне грызунов и их эктопаразитов [5, 19]. на фоне 
активизации эпизоотий чумы в 50–60-е годы под 
руководством м.и.леви на станции впервые стали 
изучаться иммунологические методы диагностики 
чумы с последующим внедрением их в широкую 
практику эпизоотологического обследования при-
родных очагов чумы. уникальные эксперименты 
а.и.Штельмана, посвященные исследованиям по-
пуляций малых песчанок, позволили определить их 
значение в эпизоотологии чумы [28, 29]. 

в 1970–1975 гг. на фоне эпидемических вспы-

шек холеры на юге европейской части страны 
астраханская противочумная станция возглавила ла-
бораторную службу по диагностике, лечению и про-
филактике холеры. специалисты принимали непо-
средственное участие в ликвидации вспышек этого 
заболевания в регионе. 

в 1970–1990 гг. специалисты станции прини-
мали участие в разработке и внедрении в практику 
серологических методов исследования проб на чуму 
и холеру, что дало возможность повысить результа-
тивность проводимых диагностических исследо-
ваний. в практике работы противоэпидемических 
отрядов для оперативной доставки лабораторного 
материала, грузов и людей на всей территории стан-
ции используются самолеты ан-2 и вертолеты к-26. 
особого внимания в этот период заслуживают раз-
работки новых методов учета грызунов, работы по 
картографированию поселений сусликов, малых 
песчанок, изучению пространственной структуры 
и ландшафтной приуроченности эпизоотий чумы. 
исследования зоологов г.б.постникова, б.с.варшав-
ско го, о.к.дробинского, а.и.дмитриева, в.л.скир-
та че ва, а.а.кузнецова, а.н.матросова, э.л.тихо ми -
ро ва и др. позволили вести поиски эпизоотий чумы 
и наблюдение за популяциями носителей и перенос-
чиков чумы более направленно [2, 4, 6, 12, 15, 16, 21, 
22, 25, 27]. опытные научно-иссле до ва тель ские из-
ыскания по вопросам борьбы с грызунами позволи-
ли объективно оценить эффективность авиа ционно-
приманочного метода дератизации и отказаться от 
широкомасштабных обработок в природных очагах 
чумы [11, 13]. специалисты станции провели боль-
шую работу по изучению неорганизованного туриз-
ма, что было чрезвычайно важно для оценки риска 
заражения населения в природных очагах чумы и ту-
ляремии. были начаты исследования природной оча-
говости вирусных инфекций. в частности, с участи-
ем специалистов станции была расшифрована этио-
логия нового риккетсиоза, названного в дальнейшем 
астраханской пятнистой лихорадкой [7]. 

в тяжелые 90-е годы станция сумела сохранить 
костяк опытных и квалифицированных специалистов, 
проводила все мероприятия по профилактике чумы и 
других опасных инфекций в зоне своей деятельности. 
площади обследуемых на чуму природных очагов 
несколько сократились: восточные участки волго-
уральского междуречья стали контролироваться про-
тивочумными учреждениями казахстана. несмотря 
на это на станции велись научно-исследовательские 
работы по изучению факторов очаговости чумы и 
других опасных инфекций [9]. 

в настоящее время астраханская противочумная 
станция является одним из наиболее крупных проти-
вочумных учреждений россии. эпидемиологический 
надзор за чумой и другими опасными природно-
очаговыми инфекционными болезнями осуществля-
ется на территории площадью 68700 кв. км. в адми-
нистративных границах астраханской области, части 
волгоградской области и республики калмыкия.
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большой объем работы проводится станцией по 
оказанию консультативной, методической и прак-
тической помощи учреждениям роспотребнадзора, 
органам управления здравоохранения субъектов 
российской Федерации по вопросам санитарной 
охраны территории, организации и проведения 
профилактических и противоэпидемических меро-
приятий при возникновении чумы и других особо 
опасных инфекционных болезней, их лабораторной 
диагностики, соблюдения требований безопасности 
работ с микроорганизмами I–II групп патогенности.

станция является региональным центром мони-
торинга за возбудителями инфекционных болезней 
I–II групп патогенности.

на станции функционирует отдел подготов-
ки лаборантов, на базе которого проводятся курсы 
первичной специализации и усовершенствования 
лаборантов-бактериологов по особо опасным ин-
фекциям.

в настоящее время штат Федерального казен-
ного учреждения здравоохранения «астраханская 
противочумная станция» Федеральной службы по 
надзору в сфере защиты прав потребителей и благо-
получия человека составляет 248 единиц, в том чис-
ле 54 специалиста с высшим образованием. ученую 
степень кандидата наук имеют 5 сотрудников стан-
ции, 80 % врачей, зоологов и лаборантов имеют выс-
шую и первую квалификационную категорию.

лаборатории и отделы станции и противочум-
ных отделений укомплектованы современным обору-
дованием, позволяющим использовать как классиче-
ские методы лабораторного анализа, так и передовые 
методы экспресс-диагностики (пцр в режиме реаль-
ного времени, иммуноферментный анализ, люминес-
центная микроскопия). наличие современного нави-
гационного и информационно-коммуникационного 
оборудования позволяет внедрять в практику эпиде-
миологического надзора гис-тех нологии.

вся практическая и научная деятельность 
учреждения на протяжении многих лет неразрывно 
связана с российским научно-исследовательским 
противочумным институтом «микроб», который 
с момента своего основания оказывал и оказыва-
ет станции всестороннюю научно-методическую и 
практическую помощь. в разные годы большую кон-
сультативную помощь оказывали профессор, доктор 
биологических наук Ю.к.эйгелис, кандидат меди-
цинских наук а.и.кологоров, доктор медицинских 
наук с.н.дальвадянц, доктор биологических наук 
а.а.кузнецов.

за 110 лет существования астраханской пчс 
сменилось несколько поколений специалистов и 
обслуживающего персонала [10]. в стенах учреж-
дения сформировались и долгие годы трудились 
такие талантливые организаторы здравоохранения, 
как эпидемиологи с.в.констансов, н.н.клод ниц-
кий, е.и.нагулевич, е.и.новикова, Ф.в.горбунов, 
п.м.кучеров, а.Ф оптякова, а.а.рожков, и.я.жу-
рав лев, в.с.буркин, а.а.илюхин, а.к.рогаткин, 

в.а.ка бин, б.л.агапов, в.а.лещук. большой вклад 
в оперативную работу станции в разные годы внес-
ли зоологи – заведующие лабораториями п.и.зи-
нин, а.а.рожков, с.с.марышев, б.с.вар шав-
ский, т.а.козлова, в.п.осипов, в.а.бондарев. на 
астраханской противочумной станция были вос-
питаны квалифицированные кадры ученых: док-
тора наук н.и.калабухов, в.с.замараев, а.а.куз-
не цов, а.и.дми триев, а.н.матросов, кандидаты 
наук с.в.су воров, а.и.Штельман, в.с.буркин, 
а.а.илю хин, в.г.мацуга, а.в.пилипенко, е.и.но-
ви кова, а.к.рогаткин, Ю.а.Штельман, з.с.пав лен-
ко, с.в.андросова, в.и.журавлев, к.и.де ре вян чен-
ко, н.н.тропин, б.с.варшавский, э.а.сувернева, 
в.л.скир тачев, т.а.козлова, н.з.настюков, э.л.ти-
хо ми ров, м.м.Шилов, в.и.касаткин, н.и.мо роз-
кин, в.п.булычев. заслуживает глубокого уважения 
самоотверженный труд врачей и зоологов станции, 
долгие годы обеспечивающих здоровье населения в 
регионе: в.т.товстухи, а.в.гненюка, п.м.маль ко ва, 
н.м.бондаренко, Ю.в.бондаренко, в.н.неж не вой, 
а.и.яценко, н.м.яценко, в.е.муромцева, в.и.ма-
зурова, т.в.петрушиной, с.с.соломатина, в.а.чу-
ринова, п.Ф.трещилина, а.г.перервы, б.м.пар-
шина, т.п.мацуги, т.а.богдановой, с.а.бог да нова, 
л.и.товстуха, о.л.васильковой, т.п.да вы довой, 
г.г.чивилевой, н.г.путилиной, г.и.маль ковой, 
э.б.ду ховской, в.к.синцова, с.м.го ло сов ского, 
в.с.манжиевой, т.с.ким, л.и.го лу бевой, в.л.го-
лубева, а.а.глотова, и.а.бах ти го зина, в.к.чехонина, 
т.а.бочарниковой, в.в.дуб ро вина, в.п.буниной, 
п.с.дубягина, а.а.рож ко ва, р.н.варшавской, 
в.в.ларина, л.и.бе ляе вой, л.в.мещеряковой, 
н.и.аса нова и др.

труд многих работников станции по борьбе и 
профилактике особо опасных инфекций отмечен 
правительственными наградами и почетными зва-
ниями. нынешнее поколение чумологов состоит из 
высококвалифицированных ветеранов и молодых 
специалистов, принимающих эстафету своих опыт-
ных коллег [10]. 

в юбилейный год станция, как структурная 
единица роспотребнадзора, бережно хранит и чтит 
традиции отечественной медицины и неуклонно 
развивает свой потенциал, внося вместе с другими 
учреждениями службы посильный вклад в обеспече-
ние санитарно-эпидемиологического благополучия 
населения страны.
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в соответствии с планом основных организа-
ционных мероприятий роспотребнадзора на 2011 г. 
(п. 1.4.60.) и во исполнение приказа Федеральной 
службы по надзору в сфере защиты прав потребите-
лей и благополучия человека № 652 от 07.07.2011 на 
базе Фкуз «астраханская противочумная станция» 
проведено межведомственное совещание по про-
блемам санитарной охраны территории российской 
Федерации (пленум координационного научно-
го совета (кнс) по санитарной охране территории 
российской Федерации).

в совещании приняли участие представи-
тели учреждений минздравсоцразвития россии, 
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-биологического 
агентства, 57 человек из 26 органов и учреждений.

согласно утвержденной программе совещания 
специалисты профильных научных и практических 

учреждений страны рассмотрели следующий пере-
чень вопросов санитарно-эпи де мио ло ги ческой охра-
ны территории российской Федерации:

1. эпи де мио ло ги ческий 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 2011 г. и плановых на 2012 г. материалов кнс.
участники совещания констатируют, что в 2011 г. 

эпи де мио ло ги ческая обстановка по особо опасным 
и другим инфекционным болезням в российской 
Федерации остается нестабильной. 

обстановка по чуме в мире остается напря-
женной. наиболее неблагоприятная ситуация скла-
дывается в странах африканского континента. 

реШение МежВедоМСТВенноГо СоВещаниЯ  
По ПроБЛеМаМ СаниТарно-ЭПи де Мио Ло Ги ЧеСКоЙ оХранЫ  

ТерриТории роССиЙСКоЙ Федерации 
(19–20 октября 2011 г., астрахань)

в сентябре 2011 г. в г. астрахани был прове-
ден VIII Форум межрегионального сотрудничества 
российской Федерации и республики казахстан с 
участием глав государств. в рамках Форума состо-
ялся круглый стол санитарно-эпидемиологических 
служб российской Федерации и республики 
казахстан «вопросы реагирования на чрезвычай-
ные ситуации санитарно-эпидемиологического ха-
рактера». в работе круглого стола приняли участие 
представители органов государственного санитарно-
эпидемиологического надзора и научно-исследо-
ва тель ских институтов из 15 регионов россии и 
казахстана.

сопредседателями круглого стола выступи-
ли руководитель Федеральной службы по надзору 
в сфере защиты прав потребителей и благополу-
чия человека, главный государственный санитар-
ный врач российской Федерации г.г.онищенко и 
председатель комитета государственного санитарно-
эпидемиологического надзора, главный государ-
ственный санитарный врач республики казахстан 
ж.м.бекшин.

инФорМациЯ

о ПроВедении КрУГЛоГо СТоЛа СаниТарно-ЭПидеМиоЛоГиЧеСКиХ СЛУжБ 
роССиЙСКоЙ Федерации и реСПУБЛиКи КаЗаХСТан  

«ВоПроСЫ реаГироВаниЯ на ЧреЗВЫЧаЙнЫе СиТУации  
СаниТарно-ЭПидеМиоЛоГиЧеСКоГо ХараКТера»  

В раМКаХ VIII ФорУМа МежреГионаЛЬноГо СоТрУдниЧеСТВа  
роССиЙСКоЙ Федерации и реСПУБЛиКи КаЗаХСТан С УЧаСТиеМ ГЛаВ ГоСУдарСТВ 

(14 сентября 2011 г., астрахань)

участники обсудили актуальные вопросы меж-
дународного сотрудничества, направленного на про-
тиводействие угрозам, связанным с возникновением 
и трансграничным распространением вспышек опас-
ных инфекционных болезней. обсуждены конкрет-
ные предложения по созданию системы совместного 
реагирования на чрезвычайные ситуации в области 
санитарно-эпидемиологического благополучия насе-
ления трансграничного характера, предусматриваю-
щей информационный обмен и алгоритм ответных 
действий; совершенствования эпидемиологического 
надзора за опасными инфекционными болезнями и 
санитарной охраны территории; совершенствова-
ния нормативно-методической базы в области пред-
упреждения и ответных действий на чрезвычайные 
ситуации санитарно-эпидемио ло ги че ского харак-
тера, гармонизации ее с международными медико-
санитарными правилами (2005 г.).

в рамках VIII Форума проведено развертыва-
ние специализированной противоэпидемической 
бригады (спэб) Фкуз «ставропольский научно-
исследовательский противочумный институт».
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заболевания чумой зарегистрированы в 2011 г. в 
ливии и на мадагаскаре. на севере мадагаскара от-
мечена крупная вспышка чумы, в результате которой 
умерло 49 человек. общее число больных составило 
310 человек. в сШа (штат нью-мексико) зареги-
стрированы 2 случая бубонной чумы.

за 7 мес. 2011 г. на территории российской 
Федерации эпизоотии чумы зарегистрированы в 
горно-алтайском, тувинском горном, восточно-
кавказском горном и центрально-кавказском при-
родных очагах чумы на площади 487,5 км2, выделе-
но 11 штаммов возбудителя чумы.

на территории республики казахстан эпи-
зоотии чумы выявлены в 11 природных очагах 
чумы (предустюртском, устюртском, арыскумско-
дариялытакирском (заараль ском), мангышлакском, 
приаральско-каракумском, кы зыл кумском, 
мойынкумском, таукумском, прибал хашском, 
восточно-приалакольском, илийском межгорном). 
выделен 381 штамм возбудителя чумы, эпизоотиче-
ская площадь составила 19900 км2.

в настоящее время в мире наблюдается устой-
чивое ухудшение эпи де мио ло ги ческой обстановки 
по холере. 

в октябре 2010 г. крупная эпидемия холеры заре-
гистрирована на гаити, и в настоящее время не име-
ет тенденции к завершению. на 25 сентября 2011 г. 
общее число заболевших составляет 457582, в том 
числе 6477 летальных.

в доминиканской республике зарегистрирова-
но 17784 случаев заболевания холерой и 135 смер-
тельных исходов. заболевания зарегистрированы в 
венесуэле – более 450. завозные случаи выявлены в 
мексике, испании, сШа, канаде и чили.

эпидемии и вспышки холеры в настоящее время 
регистрируются во многих странах африки, в иране, 
афганистане, пакистане, индии.

в мае 2011 г. отмечена вспышка холеры в 
мариуполе донецкой области украины, завершив-
шаяся 29 августа, во время которой было зарегистри-
ровано 32 случая заболевания холерой и 22 случая 
вибриононосительства. у всех инфицированных 
выделен токсигенный холерный вибрион V. choleraе 
eltor серовара огава. кроме мариуполя, заболевание 
холерой отмечено в поселке калинино волновахского 
района донецкой области.

крупная вспышка острой кишечной инфекции, 
вызванной шиготоксинпродуцирующей кишечной 
палочкой E. coli о104:н4, зарегистрирована в 2011 г. 
в германии с завозом инфекции в другие страны 
европейского региона и в сШа. в общей сложности 
из 16 стран европы и северной америки сообщили 
о 4075 случаях инфекции (с летальным исходом – 50 
случаев), развитие гемолитико-уремического син-
дрома (HUS) имело место в 857 случаях. 

за 8 месяцев 2011 г. по сравнению с аналогич-
ным периодом 2010 г., в российской Федерации от-
мечается рост заболеваемости впервые выявлен-
ным бруцеллезом – на 16,3 %; клещевым вирусным 

энцефалитом – на 12,4 %, клещевым боррелиозом 
(болезнь лайма) – на 31,6 %. отмечено снижение 
заболеваемости геморрагическими лихорадками – 
в целом на 24,9 %, в том числе по глпс на 24,4 %. 
зарегистрировано 98 случаев крымской геморраги-
ческой лихорадки, 84 случая лихорадки западного 
нила. в сентябре-начале октября 2011 г. продолжают 
регистрировать заболевания лихорадкой западного 
нила, наибольшее число отмечено в волгоградской 
(58 случаев) и воронежской (38 случаев) областях.

зарегистрировано снижение заболеваемости си-
бирской язвой (2 случая против 17 в 2010 г.), туляре-
мией – в 2,3 раза, бешенством (7 случаев против 11 в 
2010 г.), малярией – на 18,0 %. 

вспышка полиомиелита, вызванного диким 
полиовирусом отмечена в китайской народной 
республике – на 22 сентября 2011 г. зарегистрировано 
10 случаев заболевания, в том числе один – с леталь-
ным исходом. в 2011 г., по данным воз, ухудшилась 
эпи де мио ло ги ческая ситуация по заболеваемости 
полиомиелитом в пакистане, кроме существующей 
передачи дикого полиовируса 1-го типа, зарегистри-
рован единственный в азии случай инфицирования 
диким полиовирусом 3-го типа (штаммом, находя-
щимся на грани ликвидации в азии).

в связи с сохраняющейся угрозой заноса, воз-
никновения и распространения опасных и особо 
опасных инфекций, связанной с неблагополучной 
эпи де мио ло ги ческой 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 2011 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 рос-
сий ской Федерации № 1426 от 02.10.2009 г. «о выде-
лении в 2009–2012 гг. средств федерального бюджета 
на проведение научно-исследовательских работ, раз-
работку новых средств диагностики и профилактики 
тропических болезней, развитие международного со-
трудничества»;

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

- реализация отраслевой научно-исследова тель-
ской программы «научные исследования и разра-
ботки с целью обеспечения санитарно-эпи де мио ло-
ги ческого благополучия и снижения инфекционной 
заболеваемости в российской Федерации» на 2011–
2015 гг.;

- совершенствование эпидемиологического над-
зора за особо опасными инфекционными болезнями;
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- 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-эпи де мио ло ги ческого благополучия 
населения российской Федерации.

участники совещания отмечают существен-
ный вклад координационного научного совета по 
санитарно-эпи де мио ло ги ческой 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 
2011 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 
эпи де мио ло ги ческому надзору за оои на 2011 г. спе-
циалистами учреждений координационного научно-
го совета разработано 26 нормативно-методических 
документов, из них 8 – утверждены на федеральном 
уровне, 16 проектов документов представлено в 
роспотребнадзор, из них 2 документа межгосудар-
ственного уровня.

в рамках деятельности координационного со-
вета по проблемам санитарной охраны территорий 
снг переработано соглашение о сотрудничестве в 
области санитарной охраны территорий государств-
участников снг (утверждено советом глав прави-
тельств государств-участников снг 31 мая 2001 г., 
минск)

активно продолжается работа по совершенство-
ванию стратегии и тактики эпи де мио ло ги ческого 
надзора за опасными инфекционными болезнями. 

разработана методология реализации 
международных медико-санитарных правил (2005 г.) 
на национальном уровне, осуществлено ее внедрение 
на территории российской Федерации. 

разработана и нормативно закреплена опти-
мальная с точки зрения международных медико-
санитарных правил (2005 г.) и санитарных правил 
и норм «санитарная охрана территорий государств-
участников содружества независимых государств» 
(утверждены на XVII заседании совета по сотруд-
ничеству в области здравоохранения снг 3–4 июня 
2005 г., душанбе, республика таджикистан) си-
стема санитарной охраны таможенной территории 
таможенного союза (евразэс).

создана система мобильных структурно-
функци ональных комплексов санитарно-эпи де мио-
ло ги ческого профиля экстротерриториального на-
значения (спэб), предназначенных для оказания 
помощи структурам здравоохранения санитарно-
эпи де мио ло ги ческого и лечебно-профи лакти ческого 
профиля, действующим по территориальному прин-
ципу, по предупреждению и ликвидации чрезвычай-
ных ситуаций санитарно-эпи де мио ло ги ческого ха-
рактера, возникающих самостоятельно и в условиях 
стихийных бедствий и антропогенных катастроф (гу-
манитарных, техногенных, биотеррористических);

обоснована необходимость участия спэб в 
обеспечении санитарно-эпи де мио ло ги ческого бла-
гополучия населения в таких крупных междуна-
родных мероприятиях, как саммит атэс – 2012 г. 
во владивостоке, XXVII всемирная универсиа-
да – 2013 г. в казани, зимняя олимпиада – 2014 г. в 
сочи.

обоснована необходимость участия спэб в 
обеспечении санитарно-эпи де мио ло ги ческого бла-
гополучия населения в рамках сотрудничества 
российской Федерации и республики казахстан по 
вопросам реагирования на чрезвычайные ситуации 
санитарно-эпи де мио ло ги ческого характера. 

определены актуальные научно-практические 
направления сотрудничества российской Федерации 
и республики казахстан в области обеспечения 
санитарно-эпи де мио ло ги ческого благополучия насе-
ления, в том числе в отношении совершенствования 
эпи де мио ло ги ческого надзора за конкретными опас-
ными инфекционными болезнями на приграничных 
территориях.

получено практическое подтверждение эпи де-
мио ло ги ческих прогнозов по чуме, холере, крымской 
геморрагической лихорадке, лихорадке западного 
нила и др. особо опасным инфекционным болезням, 
составленных на 2011 г.

завершены работы по созданию и разверты-
ванию гис-сервера для опытной эксплуатации 
системы поддержки принятия управленческих ре-
шений (сппр) в приволжском федеральном округе.

завершены разработки базы данных «риски 
в области биологической безопасности в субъекте 
российской Федерации на платформе Arc GIS», под-
держанные подачей заявки в роспатент на получение 
свидетельства.

разработан технический образец компьютерной 
программы «оценка степени эпидемической опас-
ности сочетанных природных очагов чумы и других 
опасных инфекционных болезней бактериальной, 
риккетсиозной и вирусной этиологии».

завершены разработки фрагмента компью-
терной программы «система поддержки принятия 
управленческих решений», подкрепленные подачей 
заявки в роспатент на получение свидетельства.

подготовлен проект монографии «санитарная 
охрана территории российской Федерации в совре-
менных условиях».
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создана электронная карта природных очагов 
чумы государств-участников снг.

разработан электронный паспорт природного 
очага чумы.

проведено (членами координационного на-
учного совета) обсуждение актуальных вопросов и 
перспективных направлений их решения в области 
обеспечения санитарно-эпи де мио ло ги ческого благо-
получия населения в современных условиях на:

- заседании круглого стола санитарно-эпи-
де мио ло ги ческих служб российской Федерации 
и республики казахстан, проведенного в рамках 
VIII Форума межрегионального сотрудничества 
российской Федерации и республики казахстан 
с участием глав государств (14 сентября 2011 г., 
астрахань);

- совещании глав служб государств-членов 
Шос, отвечающих за обеспечение санитарно-эпи де-
мио ло ги ческого благополучия (14 октября 2011 года, 
москва,);

- международном Форуме «црт-6 в восточной 
европе и центральной азии» в рамках участия 
Федеральной службы по надзору в сфере защиты 
прав потребителей и благополучия человека по во-
просам роли россии как донора программ помощи 
для борьбы с инфекционными болезнями странам 
восточной европы и центральной азии (10–12 октя-
бря 2011 года, мос ква). 

продолжены работы по реализации распоряже-
ния правительства российской Федерации № 1426, 
по унификации алгоритмов эпи де мио ло ги ческого 
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.

осуществлялась реализация «сетевого графика 
разработки и внедрения препаратов для диагности-
ки и профилактики особо опасных инфекционных 
болезней». в 2011 г. количество зарегистрирован-
ных препаратов по сравнению с 2010 г. увеличилось 
в 2,6 раза. обеспеченность зарегистрированными 
препаратами этапа индикации возбудителей особо 
опасных бактериальных инфекционных болезней 
составляет 75–100 %. разработаны и зарегистриро-
ваны препараты для диагностики сапа и мелиоидо-
за. зарегистрированными препаратами полностью 
обеспечены молекулярно-генетические исследова-
ния, в том числе пцр в режиме реального време-
ни для диагностики чумы, туляремии, сибирской 
язвы, бруцеллеза, холеры (роснипчи «микроб», 
волгограднипчи, ставнипчи, иркутскнипчи, 
цнииэ). 

в комиссии по нормированию роспотребнадзора 
рассмотрены и утверждены четыре методических 
указаний: «порядок организации и проведения ла-
бораторной диагностики чумы для лабораторий 
территориального, регионального и федерального 
уровней» (нипчи, пчц, Фцгиэ, гиск им. л.а. 

тарасевича); «порядок организации и проведения 
лабораторной диагностики туляремии для лабора-
торий территориального, регионального и феде-
рального уровней» (нипчи, пчц, Фцгиэ, гиск 
им. л.а.тарасевича, гнц пмб); «порядок органи-
зации и проведения лабораторной диагностики си-
бирской язвы для лабораторий территориального, 
регионального и федерального уровней» (нипчи, 
пчц, Фцгиэ, гиск им. л.а.тарасевича), «порядок 
организации и проведения (стандарт) лабораторной 
диагностики холеры для лабораторий территориаль-
ного, регионального и федерального уровней» (пчц, 
Фцгиэ, «гиск им. л.а.тарасевича», гнц пмб).

издано «руководство по вакцинопрофи-
лактике особо опасных инфекций» (48 цнии, 
гиск им. л.а.та расевича, нипчи и гнц 
роспотребнадзора). 

впервые показана возможность усиления имму-
ногенных и протективных свойств поверхностных 
антигенов возбудителя мелиоидоза при их инкапсу-
лировании в липосомы и использовании в схеме им-
мунизации совместно с препаратами рекомбинант-
ных цитокинов и пептидным иммуномодулятром 
бестим (волгограднипчи).

определены оптимальные компонентные соста-
вы прототипов химических сибиреязвенных вакцин, 
выяснены особенности их взаимодействия со струк-
турами врожденного и адаптивного иммунитета ма-
кроорганизмов (роснипчи «микроб»). 

продолжены работы по разработке и рекон-
струкции технологических линий по производству 
противохолерной вакцины, а также по регистрации 
отечественной противохолерной вакцины с целью 
использования за рубежом.

предложена модель для определения адгезив-
ного потенциала и комплекс методов для выявления 
токсигенных вариантов не о1/не о139 серогрупп на 
основе ферментации многоатомных спиртов и адге-
зивной активности in vitro (ростнипчи).

получены новые данные о реализации системы 
активатор плазминогена-плазмин у холерного вибри-
она о1 и о139 серогрупп. впервые изучены распро-
страненность факторов персистенции и степень их 
выраженности у холерных вибрионов, роль в адапта-
ции к условиям среды обитания (ростнипчи).

показана перспективность использования пцр-
ана лиза генов антибиотикорезистентности в составе 
интегронов и SхT элемента для молекулярно-эпи де-
мио ло ги ческого мониторинга и типирования штам-
мов возбудителя холеры (волгограднипчи).

разработаны и направлены для регистрации 
базы данных: «оперативный эпи де мио ло ги ческий 
анализ», «VNTR-генотипы возбудителя холеры в 
формате карманного компьютера».

издан аннотированный библиографический ука-
затель «холера и патогенные для человека вибриона» 
за 2010 год.

оформлен четвертый выпуск каталога бакте-
риофагов и тест-штаммов патогенных для человека 
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вибрионов и иерсиний.
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 уровне: 

методические указания «лабораторная диа-
гностика мелиоидоза» (роспотребнадзор, волго-
граднипчи), «лабораторная диагностика сапа» 
(волгограднипчи).

разработаны проекты методических указа-
ний «лабораторная диагностика особо опасных 
микозов» (роспотребнадзор, волгограднипчи), 
методических рекомендаций «типовой оператив-
ный план противоэпидемических мероприятий по-
тенциально опасного объекта в случае выявления 
больного сотрудника с подозрением на заболевание, 
вызванное микроорганизмами I–II групп патоген-
ности» (роснипчи «микроб», гнц вб «вектор», 
иркутскнипчи, ставнипчи, гнц пмб), «нормы 
штата госпитальной базы и методика расчета коеч-
ного фонда на случай возникновения очага чумы 
и холеры» (роснипчи «микроб», ростнипчи, 
иркутскнипчи, пчц, ставнипчи), «методические 
рекомендации по принятию управленческих реше-
ний и координации межведомственного взаимо-
действия комиссии по чрезвычайным ситуациям и 
санитарно-противоэпидемической комиссии при 
предупреждении и ликвидации последствий чрезвы-
чайных ситуаций в области санитарно-эпи де мио ло-
ги ческого благополучия населения на уровне субъек-
та российской Федерации» (роснипчи «микроб», 
гнц вб «вектор», ставнипчи, иркутскнипчи). 

сформирован «сводный перечень нмд и 
имд по вопросам биобезопасности, требую-
щим разработки или переработки в 2012–2013 гг. 
(волгограднипчи, роснипчи «микроб», пчц, 
ставнипчи, ростнипчи, иркутскнипчи, гнц 
пмб). 

разработана математическая модель локальной 
эпидемии гриппа и модель распространения эпиде-
мии между регионами россии и другими странами 
снг (гнц вб «вектор»).

продолжается выпуск реферативного сборника 
«биологическая безопасность».

издана книга «биологическая безопасность. 
термины и определения» (второе дополненное из-
дание).

по результатам нир в роспатенте зарегистриро-
вано 20 патентов, оформлено 6 заявок на изобрете-
ния.

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 2012 г.

в рамках кнс в 2011 г. выполнялось 128 отрас-
левых тем. завершено в 2011 г. 20 нир, выполняемых 

по отраслевым заданиям, в том числе по проблем-
ным комиссиям кнс: пк 48.01 – 3, пк 48.02 – 4, 
пк 48.03 – 5, пк 48.04 – 6 , пк 48.05 – 2. все инфор-
мационные карты на завершенные темы рекомендо-
ваны к утверждению.

для внедрения в практику здравоохранения в 
2011 г. разработано 171 наименование научной про-
дукции. 

на заседаниях проблемных комиссий кнс рас-
смотрены 21 регистрационная карта на темы, плани-
руемые к исполнению с 2012 г. по пк 48.01 – 6, реко-
мендовано включить в план 6, пк 48.02 – 2, рекомен-
довано включить в план 2; пк 48.03 – 4, рекомендо-
вано – 4; пк 48.04 – 5, рекомендовано – 5; пк 48.05 
– 4, рекомендовано – 4. всего в план нир на 2012 г. 
рекомендовано включить 21 тему. планируемые нир 
являются актуальными, отличаются научной новиз-
ной и современным методическим уровнем. по тема-
тике кнс в 2012 г. будет выполняться 108 тем.

для включения в план внедрения результатов 
нир в практику в 2012 г. на федеральном, региональ-
ном и учрежденческом уровнях представлено 121 
предложение, 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), решениям 
саммита «группы восьми» (санкт-петербург, 15–17 
июля 2006 г.), направленным на борьбу с инфекцион-
ными болезнями. 

на основании результатов рассмотрения ши-
рокого круга специальных вопросов, посвященных 
проблемам санитарно-эпи де мио ло ги ческой охраны 
территории российской Федерации, совещание ре-
шило:

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 года в 
части научного обеспечения модернизации лабо-
раторных сетей, сил оперативного реагирования на 
чс санитарно-эпи де мио ло ги ческого характера на 
национальном и международном уровне (воз, снг, 
Шос, евразэс, атэс и др.) и развития внутриве-
домственного и межведомственного взаимодействия 
в этой сфере национальной безопасности. 

2. обеспечить реализацию отраслевой научно-
исследовательской программы «научные исследо-
вания и разработки с целью обеспечения санитарно-
эпи де мио ло ги ческого благополучия и сниже-
ния инфекционной заболеваемости в российской 
Федерации» на 2011–2015 гг. и федеральной целевой 
программы «национальная система химической и 
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биологической безопасности российской Федерации 
(2009–2013 годы)» в рамках компетенции кнс:

- совершенствование научных основ эпи де мио-
ло ги ческого надзора за опасными инфекционными 
болезнями с использованием современных техноло-
гий, 

- создание научно-обоснованных систем па-
спортизации и районирования территорий на основе 
гис-технологий, 

- развитие информационно-аналитического и 
прогнозно-моделирующего направления в эпидеми-
ологии, 

- разработку и внедрение в систему эпи де мио-
ло ги ческого надзора и профилактики опасных ин-
фекционных болезней современных алгоритмов 
мониторинга, методов и средств лабораторной диа-
гностики, 

- разработку современной стратегии неспецифи-
ческой профилактики инфекционных болезней бак-
териальной, риккетсиозной и вирусной этиологии на 
территории российской Федерации, 

- совершенствование методов прогнозирования 
эпизоотической активности сочетанных природных 
очагов чумы и других опасных инфекционных бо-
лезней.

3. расширять научные исследования в области 
обеспечения санитарно-эпи де мио ло ги ческого благо-
получия населения и совершенствования эпи де мио-
ло ги ческого надзора за опасными инфекционными 
болезнями на приграничных территориях в рамках 
развития сотрудничества российской Федерации и 
республики казахстан.

4. продолжить исследования по обеспечению 
модернизации технологической базы и методологи-
ческой основы эпи де мио ло ги ческого надзора в при-
родных очагах чумы, сочетанных с другими опас-
ными инфекционными болезнями с использованием 
гис-технологий. 

5. одобрить проекты нормативно-мето ди че-
ских документов по санитарной охране территории 
российской Федерации и эпи де мио ло ги ческому 
надзору за чумой и другими оои в соответствии с 
планом основных организационных мероприятий 
роспотребнадзора и планом внедрения результатов 
нир в практику здравоохранения кнс на 2011 г.

6. продолжить работу по усовершенствованию 
нормативно-методической базы по вопросам неспец-
ифической профилактики особо опасных природно-
очаговых инфекционных болезней на территории 
российской Федерации.

7. обеспечить внедрение в практику проведения 
противоэпидемических мероприятий новых дезин-
фектологических технологий и препаративных форм 
дератизации, дезинсекции и дезинфекции.

8. продолжить проведение приоритетных работ 
в рамках сетевого графика разработки и внедрения 
препаратов для диагностики и профилактики особо 
опасных инфекционных болезней. зарегистрировать 
в росздравнадзоре 3 препарата для диагностики 

чумы, 2 – туляремии, 7 – холеры, 2 – бруцеллеза, 3 – 
сибирской язвы, 2 – сапа и мелиоидоза, 2 – глубоких 
микозов, 7 – вирусных инфекций. особое внимание 
уделить вопросам разработки и подготовки к реги-
страции препаратов для диагностики особо опасных 
вирусных инфекционных болезней, особо опасных 
микозов, тест-систем для проведения ретроспектив-
ной диагностики и диагностикумов для проведения 
эпизоотологического обследования природных оча-
гов чумы.

9. определить срок устранения задолженности 
по выполнению сетевого графика за 2011 г. для гнц 
пмб, ставропольского нипчи, и гнц вб «вектор» 
не позднее второго квартала 2012 г. 

10. продолжить работу по паспортизации кол-
лекции штаммов микроорганизмов и их антигенов, 
с использованием современных методических под-
ходов.

11. референс-центрам обеспечить выполнение 
приказа роспотребнадзора № 88 «о мерах по совер-
шенствованию мониторинга за возбудителями ин-
фекционных и паразитарных болезней» (17.03.2008) 
в части представления эпидемически значимых 
штаммов оои для депонирования в государствен-
ных коллекциях патогенных бактерий и вирусов. 

12. активизировать модернизацию научной ра-
боты на базе инновационных разработок, шире ис-
пользовать высокопроизводительные инструменты и 
приборы.

13. продолжить разработку ресурсосберегаю-
щих технологий, применяемых при проведении 
ниокр, и внедрение их в практику производства 
мибп.

14. усилить межведомственное взаимодействие 
институтов роспотребнадзора, нии россельхоз 
академии минсельхоза при решении вопросов пла-
нирования и выполнения нир, а также реализации 
мероприятий, направленных на борьбу с болезнями, 
общими для человека и животных.

15. осуществлять дальнейшую кооперацию и 
сотрудничество научно-исследовательских институ-
тов роспотребнадзора и рамн при планировании 
и выполнении ниокр в рамках Федеральных про-
граммам и распоряжений правительства российской 
Федерации.

16. одобрить отчет о ходе выполнения плана ра-
боты координационного научного совета в 2011 г.

17. одобрить итоги выполнения плана нир, пла-
на внедрения результатов нир в практику здравоох-
ранения на 2011 г. и рекомендовать представленные 
ик по завершенным на 2011 г. темам к утверждению. 
одобрить и направить в роспотребнадзор и рамн 
основные достижения учреждений кнс в 2011 г.

18. утвердить план нир на 2012 г., включающий 
108 тем, из них 21 вновь планируемая. включить 121 
предложение в план внедрения результатов нир в 
практику здравоохранения на 2012 г. считать выпол-
нение плана кнс обязательным.

19. в связи с переходом противочумных учреж-
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дений к новому типу во исполнение Федерального 
закона № 83 от 08.05.2011 г. обеспечить подготовку:

- проектов государственных заданий бюджетных 
и казенных учреждений и их выполнение;

- экономических обоснований по планируемым в 
2012 году нир, срок предоставления в кнс 1 месяц. 

20. одобрить и направить в роспотребнадзор 
предложения кнс к плану основных организацион-
ных мероприятий Федеральной службы по надзору 
в сфере защиты прав потребителей и благополучия 
человека на 2012 г.

21. в соответствии с решением 
межведомственного совещания по проблемам 
санитарно-эпи де мио ло ги ческой охраны территории 
российской Федерации в 2010 г. (ставрополь) про-
вести на базе Фкуз роснипчи «микроб» в 2012 г. 
следующие мероприятия:

- XI межгосударственную научно-практи че-
скую конференцию «современные технологии в со-
вершенствовании мер оперативного реагирования и 
ответных действий на чрезвычайные ситуации в об-
ласти санитарно-эпи де мио ло ги ческого благополучия 
населения»;

- XI заседание координационного совета по про-
блемам санитарной охраны территорий государств-
участников снг от завоза и распространения особо 
опасных инфекционных болезней;

- межведомственное совещание по проблемам 
санитарно-эпи де мио ло ги ческой охраны территории 
российской Федерации (пленум координационного 
научного совета по санитарно-эпи де мио ло ги ческой 
охране территории российской Федерации).

22. одобрить и направить в отделение про-
филактической медицины российской академии 
медицинских наук основные направления разви-
тия научных исследований, выполняемых в рамках 
координационного научного совета по санитарно-
эпи де мио ло ги ческой охране территории российской 
Федерации на 2012 г.

23. одобрить изменения в составе кнс и его про-
блемных комиссий и направить в роспотребнадзор 
на утверждение.

24. направить отчет о работе координационного 
научного совета по санитарно-эпи де мио ло ги ческой 
охране территории российской Федерации в 2011 г. в 
роспотребнадзор и рамн.


