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ЭПиЗооТоЛоГиЧеСКое оБСЛедоВание оСТроВа рУССКиЙ  
и МерЫ, неоБХодиМЫе дЛЯ ПредоТВраЩениЯ ЗаБоЛеВаеМоСТи наСеЛениЯ  

и УЧаСТниКоВ СаММиТа аТЭС инФеКЦиЯМи,  
ПередаЮЩиМиСЯ иКСодоВЫМи КЛеЩаМи

1ФКУЗ «Иркутский научно-исследовательский противочумный институт Сибири и Дальнего Востока», 
Иркутск; 2ФКУЗ «Приморская противочумная станция», Уссурийск 

весной 2011 г. во время эпизоотологического обследования территории острова русский выявлено пять видов 
иксодовых клещей: Ixodes persulcatus, I. pavlovskyi, Haemaphysalis concinna, H. japonica douglasi, Dermacentor 
silvarum, оказавшихся зараженными возбудителями вирусного клещевого энцефалита, клещевых боррелиозов и 
риккетсиозов, моноцитарного эрлихиоза. 

подготовка к проведению на острове в сентябре 2012 г. саммита атэс повлекла масштабное строительство 
на нем новых объектов различного назначения, трансформацию природных биотопов, значительное увеличение 
численности постоянно и временно проживающего населения. рассматривается комплекс мер профилактики,  не-
обходимых для предотвращения заболеваемости участников саммита и местного населения инфекциями, пере-
дающимися иксодовыми клещами.

Ключевые слова: клещевой энцефалит, иксодовые клещевые боррелиозы, профилактика, фауна иксодовых 
клещей, приморский край.

S.V.Balakhonov1, A.Ya.Nikitin1, T.V.Zvereva2, R.V.Adel’shin1, A.V.Allenov2, E.I.Andaev1, E.A.Borisenko2, 
T.I.Borisova1, Yu.A.Verzhutskaya1, E.A.Vershinin1, N.S.Gordeyko2, V.T.Klimov1, V.N.Krasnoshchekov2, 
E.A.Sidorova1

Epizootiological Survey of the Isle Russian and Measures Necessary for the Prophylaxis  
of Tick-Born Infections among Population of the Region and Participants of APEC Summit 
1Irkutsk Research Anti-Plague Institute of Siberia and Far East, Irkutsk; 2Primorsk Plague Control Station, Ussuriysk

In spring, 2011 within the frames of epizootiological survey of the Isle Russian territory, identified were five species of Ixodic 
ticks: Ixodes persulcatus, I. pavlovskyi, Haemaphysalis concinna, H. japonica douglasi, Dermacentor silvarum. Those ticks were 
infected with the agents of tick-born encephalitis, borreliosis, rickettsiosis, and monocytic ehrlichiosis. Further preparations for the 
hosting of APEC Summit in the territory of the Isle in September 2012 involve large-scale construction of various facilities, transfor-
mation of natural biotopes, and significant increase in population numbers both permanently and temporally residing in the region. In 
this connection, a complex of preventive measures aimed at protection of local population and participants of the Summit from tick-
borne infections is currently under consideration. 

Key words: tick-born encephalitis, ixodic tick-born borrelioses, prophylaxis, fauna of ixodic ticks, the Primorsk Territory. 

в 2010 г. в дальневосточном федеральном окру-
ге зарегистрировано 68 (1,0 0/0000) случаев клещевого 
энцефалита (кэ), 271 (4,2 0/0000) – иксодовых клеще-
вых боррелиозов (икб) и 227 (3,5 0/0000) – клещевых 
риккетсиозов (кр). наибольшая заболеваемость кэ, 
икб и кр характерна для жителей приморского 
края. причем на долю этого субъекта приходится 
78 % всех региональных случаев кэ при ежегодной 
регистрации тяжелых форм болезни с единичными 
летальными исходами [4].

наибольшую опасность, как переносчик вируса 
кэ и боррелий, в приморском крае имеет таежный 
клещ. в отношении риккетсий эпизоотологическая 
роль клещей рода Dermacentor и Haemaphysalis не-
сомненна [5]. однако их ведущее значение в «эпи-

демиологическом контакте» признается не всеми 
авторами [1].

в сентябре 2012 г. во владивостоке и на о. рус-
ский планируется проведение саммита атэс. 
прибытие многочисленных участников мероприятия 
на остров требует оценки опасности их заражения, а 
в случае необходимости – разработки рекомендаций 
по защите людей от болезней, передающихся с уку-
сами иксодовых клещей. 

материалы и методы

остров русский площадью около 98 км2, (дли-
на – 18, ширина – 13 км) расположен в заливе 
петра великого японского моря. наименьшее рас-
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стояние между островом и континентальной частью 
(владивосток) – 800 м. постоянное население со-
ставляет 5200 человек.

сбор клещей проводили на флаг с растений [7] 
во второй декаде мая 2011 г. всего отработано 18 ч, 
пройдено около 60 км маршрутов и собрано 479 имаго 
трех родов иксодовых клещей: Ixodes, Haemaphysalis 
и Dermacentor. наиболее полно обследованы терри-
тории, окружающие бухты воеводиха, рында, п-ов 
саперный, с координатами точек массовых сборов 
клещей, определенных по GPS-приемнику: N 43,00° 
E 131,79°; N 43,02° E 131,80°; N 42,98° E 131,91°. 
обследованные биотопы по характеру растительных 
комплексов разделены на две группы. первая – луго-
полевая зона находится в непосредственной близо-
сти к населенным пунктам и включает территории 
освоенных земель. для нее характерен обедненный 
травяно-кустарниковый состав растительности (до-
минируют злаковые, осоки, несколько видов полы-
ни). вторая группа представлена вторичными широ-
колиственными лесами с малым количеством опада 
(дуб монгольский с примесью берез маньчжурской и 
даурской). в результате деятельности человека леса 
имеют разреженный характер, местами полностью 
лишены подлеска.

антиген вируса кэ выявляли на тест-систе-
мах двух производителей: зао «вектор-бест» 
(новосибирская область, п. кольцово) и Фгуп 
нпо «микроген» (томск). выявление рнк/днк 
возбудителей клещевого энцефалита, патогенных 
геномовидов возбудителей клещевых боррелиозов 
(Borrelia burgdorferi и др.), моноцитарного эрлихи-
оза (Ehrlichia chaffeensis) и гранулоцитарного ана-
плазмоза человека (Anaplasma phagocytophilum) про-
водили с помощью мультиплексной тест-системы 
амплисенс (Фгун цнии эпидемиологии, москва); 
днк риккетсий выявляли методом пцр с набором 
реагентов зао «синтол» (москва) и праймерами RTF 
(5’-GTGGTGGCGGATCGC-AGAGATGCT-3’), RTR1 
(5’-TCGCCGTCTTGCTTCCCTCTGTAAACA-3’), 
комплементарными участку гена 16S рибосомаль-
ной рнк микроорганизмов порядка Rickettsiales. 
в последующем для выявления микроорганиз-
мов рода Rickettsia использовали праймеры, 
комплементарные участку гена ompB RtsfF (5’-
GGGTGTAGGTCAGAACGTTA-CAACATTT-3’), 
RtsfR (5’-CCAGCTAA-ACCGCCTTTCTTACTTT-3’), 
кодирующему поверхностный белок риккетсий.

результаты и обсуждение

в ходе проведенных работ проанализирована 
фауна и численность клещей в отдельных биотопах 
острова, дана оценка их зараженности  патогенами 
и опасности, которую они могут представлять для 
участников саммита атэс. на основе этого предло-
жены меры по профилактике зоонозов.

при обследовании на острове выявлено 
пять видов иксодовых клещей: Ixodes persulcatus 

Schulze (1930), Ixodes pavlovskyi Pomerantzev (1946), 
Haemaphysalis concinna Koch (1844), Haemaphysalis 
japonica douglasi Nuttall et Warburton (1915), 
Dermacentor silvarum Olenev (1932). общая числен-
ность клещей по отдельным биотопам колебалась 
от 9,0 до 63,0 экз. на флаго-час. непосредственно на 
полуострове саперный, где в преддверии саммита 
развернуто основное строительство объектов и ком-
муникаций, обилие имаго составило 22,0 клеща на 
флаго-час. подобные показатели численности следу-
ет считать достаточно высокими и, в случае заражен-
ности клещей возбудителями болезней, представля-
ющими эпидемиологическую опасность. 

наибольшая численность клещей (63,0 экз. на 
флаго-час) зарегистрирована на небольшом участ-
ке высокотравного болотистого луга (вейниково-
осоковое сообщество), в зоне освоенных земель, где 
осуществляется выпас скота. здесь выявлено три 
вида иксодид: H. concinna, I. persulcatus, D. silva rum. 
абсолютно доминировал H. concinna (индекс доми-
нирования (ид) – 91,8 %); I. persulcatus, I. pavlovskyi 
и D. silvarum представлены единичными особями. 
в зоне широколиственных лесов выявлено четыре 
вида иксодовых клещей: I. persulcatus, I. pavlovskyi, 
H. concinna, H. j. douglasI. по данным учета, прове-
денного вверх по течению реки русская, ид видов 
составил: I. persulcatus – 53,3; H. concinna – 33,3; 
I. pavlovskyi – 8,3; H. j. douglasi – 5,0 %.

обнаружение имаго I. pavlovskyi (34 экз.) в одних 
биотопах с I. persulcatus позволяет считать популяцию 
первого вида на о. русский самостоятельной. ранее 
считали, что она поддерживается за счет постоянного 
заноса птицами. симпатрия двух указанных видов ха-
рактерна и для других районов приморья [8].

данные по зараженности четырех видов иксо-
довых клещей, собранных на о. русский, приведены 
в таблице. количество D. silvarum было недостаточ-
ным для оценки их зараженности. показано, что все 
исследованные виды представляют эпидемиологиче-
скую угрозу. 

рнк вируса кэ обнаружена в 21,2 % I. persul
catus, 11,5 – I. pavlovskyi, 2,8 – H. concinna и 8,3 – 
H. j. douglasI. таким образом, наибольшее эпи де-
миологическое значение, в силу большей вирусо-
форности и достаточно высокой численности, имеет 
таежный клещ.

несмотря на количественное преобладание в 
сборах H. concinna, который доминировал в отдель-
ных биотопах, его зараженность вирусом кэ на по-
рядок ниже, чем у таежного клеща, и самая низкая из 
исследованных видов. вирусофорность I. pavlov skyi и 
H. j. douglasi фактически не различается (таблица). но, 
учитывая более высокую численность I. pavlovskyi в 
обследованных биотопах острова, он играет большую 
роль в обеспечении циркуляции вируса кэ. меньшее 
эпидемиологическое значение I. pavlovskyi в отноше-
нии кэ, по сравнению с I. persulcatus, соответствует 
данным, полученным исследователями в других ча-
стях ареала совместного обитания двух видов [6].
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методом иФа из 93 исследованных особей 
I. persulcatus антиген вируса кэ обнаружен в 4 
(4,3 %). исходя из того, что средняя вирусофорность 
клещей по результатам применения этого метода в 
малоактивных очагах составляет 0,3 % [2], природ-
ный очаг кэ на о. русский следует отнести к эпи-
демически активному типу. при индивидуальном 
исследовании в иФа 125 имаго H. concinna, 24 экз. 
I. pavlovskyi  и 12 экз. H. j. Douglasi антиген вируса 
кэ не выявлен.

патогенные для человека боррелии комплекса 
Borrelia burgdorferi sensu lato выявлены в трех ви-
дах клещей, инфицированность которых составила: 
I. persulcatus – 42,4 %, I. pavlovskyi – 34,6 % и H. con
cinna – 0,3 % (таблица). судя по этим данным, два 
вида рода Ixodes играют основную роль в обеспече-
нии циркуляции боррелий в природных очагах икб 
о. русский.

возбудитель моноцитарного эрлихиоза чело-
века (мэч) выявлен в четырех иксодовых клещах, 
три из которых относятся к I. persulcatus (таблица). 
возбудитель гранулоцитарного анаплазмоза не об-
наружен. 

на клещевые риккетсиозы исследовано мето-
дом пцр 150 иксодовых клещей четырех видов (та-
блица). в 57 особях зарегистрирована днк возбуди-
теля, который может быть отнесен к роду Rickettsia: 
I. persulcatus – 48 (52,2 %), I. pavlovskyi – 6 (26,1 %), 
H. concinna – 1 (3,3 %), H. j. douglasi – 2 (20,0 %). в 
имаго иксодовых клещей выявляется также днк и 
других риккетсий порядка Rickettsiales: суммарное 
число особей, давших положительный результат – 
76 (50,7 %). 

значительная зараженность риккетсиями кле-
щей Ixodes согласуется с мнением е.и.болотина и 
др. [1] о возможно значительно большей, чем приня-
то считать эпидемиологической значимости клещей 
этого рода в отношении клещевых риккетсиозов. 

при индивидуальном исследовании зара-
женности клещей была установлена их микст-
инфицированность, т.е. сочетанное заражение неко-
торых особей 2–3 видами возбудителей зоонозов: кэ 

и икб обнаружены в 11 имаго I. persulcatus (11,1 %) 
и одном I. pavlovskyi (3,8 %); икб и мэч – в двух 
имаго I. persulcatus (2,0 %) и одном I. pavlovskyi 
(3,8 %); кэ и кр – в семи I. persulcatus (8,0 %); икб 
и кр – в 13 I. persulcatus (14,9 %); кэ+икб+кр – в 
пяти I. persulcatus (5,7 %). 

несомненно, что достаточно высокая числен-
ность и зараженность различными патогенами всех 
обнаруженных на о. русский массовых видов иксо-
довых клещей, позволяет сделать вывод о серьезной 
эпидемиологической опасности в отношении зоо-
нозов, передающихся с укусами этих переносчиков. 
для полной оценки ситуации необходимы более ре-
презентативные наблюдения. 

на рисунке приведены усредненные (за 2007–
2011 гг.) еженедельные данные, отражающие ха-
рактер сезонной активности переносчика, получен-
ные на основе анализа обращаемости населения в 
находкинское отделение приморской противочум-
ной станции для исследования на зараженность сня-
тых с людей иксодовых клещей. 

из представленных данных следует, что несмо-
тря на то, что саммит атэс будет проходить в сентя-
бре месяце, когда активность всех видов иксодовых 
клещей значительно падает, опасность заражения лю-
дей сохраняется, т.к. случаи присасывания иксодид 

результаты исследования клещей методом Пцр

вид клеща объем материала
анализ на зараженность возбудителями

кэ икб кр мэч гач

I. persulcatus исследовано 99 99 87 66 66
положительные: абс. и (%) 21 (21,2) 42 (42,4) 48 (55,2) 3 (4,5) 0 (0,0)

I. pavlovskyi исследовано 26 26 23 18 18
положительные: абс. и (%) 3 (11,5) 9 (34,6) 6 (26,1) 1 (5,6) 0 (0,0)

H. concinna исследовано 318 318 30 30 30
положительные: абс. и (%) 9 (2,8) 1 (0,3) 1 (3,3) 0 (0,0) 0 (0,0)

H. j. douglasi исследовано 12 12 10 12 12
положительные: абс. и (%) 1 (8,3) 0 (0,0) 2 (20,0) 0 (0,0) 0 (0,0)

всего исследовано 455 455 150 126 126
положительные: абс. и (%) 34 (7,5) 52 (11,4) 57 (38,0) 4 (3,2) 0 (0,0)

примечание . кэ – клещевой энцефалит; икб – иксодовые клещевые боррелиозы; кр – клещевые риккетсиозы; мэч – моноцитарный 
эрлихиоз; гач – гранулоцитарный анаплазмоз.

усредненные данные (2007–2011 гг.) еженедельной  
обращаемости населения в находкинское отделение 

приморской противочумной станции для исследования  
на зараженность присосавшихся особей иксодовых клещей
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наблюдаются в течение всей осени. это согласуется 
с данными литературы [3] об активности иксодовых 
клещей в приморье до конца октября. известно так-
же, что D. silvarum и H. j. douglasi способны к зимов-
ке на диких и домашних млекопитающих.

выявленная сопряженность природных очагов 
болезней, микст-инфицированность клещей и пред-
полагаемое прибытие на остров не вакцинирован-
ного от кэ контингента, требует опираться на меры 
профилактики, связанные с акарицидными обработ-
ками территории, индивидуальным применением 
акарицидно-репеллентных средств и созданием пун-
ктов, куда могут обратиться пострадавшие от укусов, 
с целью назначения этиотропных мер предотвраще-
ния болезней. в частности, весной–осенью 2012 г. 
необходимо провести углубленное весеннее эпи-
зоотологическое обследование территории острова, 
обеспечить максимально широкий охват диагно-
стическими исследованиями всех пострадавших от 
присасывания клещей, наметить участки природных 
биотопов, на которых в конце августа, в преддверии 
саммита атэс, должны быть проведены акарицид-
ные обработки. 

следует учитывать, что подготовка к проведе-
нию саммита влечет существенную трансформацию 
природных биотопов острова. на нем происходит 
масштабное строительство новых объектов различ-
ного назначения, ожидается значительное увеличе-
ние численности постоянно проживающего и дли-
тельно находящегося на острове населения. в этой 
связи необходима разработка перспективного плана 
комплекса мер по профилактике заболеваемости ин-
фекциями, передающимися клещами, среди населе-
ния острова. несомненно, потребуется проведение 
вакцинации от кэ. возникает вопрос о целесообраз-
ности открытия на о. русский собственного центра 
по диагностике возбудителей трансмиссивных бо-
лезней. исходя из дальнейших наблюдений за изме-
нениями численности и видового состава иксодовых 
клещей, должны быть намечены участки, подлежа-
щие обязательным акарицидным обработкам. сроки 
обработок и их кратность требуют уточнения. но, 
судя по полученным к настоящему времени данным 
о численности и сезонной активности клещей, суще-
ствует необходимость проведения не менее двух ака-
рицидных обработок (в середине апреля и в середине 
мая) эпидемиологически значимых территорий. 

список литературы
1. Болотин Е.И., Ананьев В.Ю., Бурухина Е.Г. некоторые 

особенности экологии клещевых инфекций в приморском крае. 
здоровье. медицинская экология. наука. 2009; 3(38):63–5.

2. Бочкова Н.Г., Башкирцев В.Н., Левина Л.С. и др. опыт 

применения иммуноферментного метода для индикации вируса 
клещевого энцефалита в различных очагах. вопр. вирусол. 1990; 
2:165–7. 

3. Бурухина Е.Г., Жигаев Д.С., Жебровская Е.В., Хомичук 
Т.Ф. об опыте проведения акарицидных обработок на терри-
тории всероссийского детского центра «океан». здоровье. 
медицинская экология. наука. 2009; 3(38):66–8.

4. Никитин А.Я., Сидорова Е.А., Андаев Е.И., Чеснокова 
М.В. заболеваемость населения сибирского и дальневосточного 
федеральных округов инфекциями, передающимися клещами, в 
2009–2010 гг. и прогноз на 2011 г. пробл. особо опасных инф. 
2011; 1(107):24–9.

5. организация эпидемиологического надзора за клещевым 
риккетсиозом. методические указания 3.1.1755-03. м.; 2004. 
20 с.

6. Романенко В.Н., Кондратьева Л.М. зараженность иксо-
довых клещей, снятых с людей, вирусом клещевого энцефалита 
на территории города томска и его окрестностей. паразитология. 
2011; 1(45):3–10. 

7. сбор, учет и подготовка к лабораторному исследова-
нию кровососущих членистоногих – переносчиков возбудителей 
природно-очаговых инфекций. методические указания 3.1.1027-
01. м.; 2002. 55 с.

8. таежный клещ Ixodes persulcatus Schulze (Acarina. 
Ixodidae). морфология, систематика, экология, медицинское зна-
чение. л.: наука; 1985. 420 с.

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

1. Bolotin E.I., Anan’ev V.Yu., Burukhina E.G. [Some peculiarities of 
ecology of the tick-born infections in Primorsk Territory]. Zdorov’e. Med. 
Ecologiya. Nauka. 2009; 3(38):63–5.

2. Bochkova N.G., Bashkirtsev V.N., Levina L.S. et al. [Experience in 
application of enzyme-linked immunoassay for indication of tick-born en-
cephalitis virus in different foci]. Vopr. Virusol. 1990; 2:165–7.

3. Burukhina E.G., Zhigaev D.S., Zhebrovskaya E.V., Khomichuk T.F. 
[Experience in application of acaricide treatment in the territory of the All-
Russian child center “Ocean”]. Zdorov’e. Med. Ecologiya. Nauka. 2009; 
3(38):66–8.

4. Nikitin A.Ya., Sidorova E.A., Andaev E.I., Chesnokova M.V. [Tick-
born infections incidence among the population of Siberian and Far East fed-
eral districts in 2009 and 2010 and prognosis for 2011]. Probl. Osobo Opasn. 
Infek. 2011; 107:24–9.

5. [Organization of epidemiological monitoring over tick rickettsiosis]. 
Methodological Regulations 3.1.1755-03. M., 2004. 20 p.

6. Romanenko V.N., Kondrat’eva L.M. [Infestation of ixodic ticks gath-
ered from people with tick-born encephalitis virus in the territory of the city 
Tomsk and its surroundings]. Parazitologia. 2011; 1(45):3–10. 

7. [Collecting, survey, and preparation for laboratory analysis of blood-
sucking arthropods – vectors of natural focal infections]. Methodological 
Regulations 3.1.1027-01. M., 2002. 55 p. 

8. [Taiga Tick Ixodes persulcatus Schulze (Acarina. Ixodidae). 
Morphology, Taxonomy, Ecology, and Medicinal Significance]. L.: Nauka; 
1985. 420 p.

Authors:
Balakhonov S.V., Nikitin A.Ya., Adel’shin R.V., Andaev E.I., Borisova 

T.I., Verzhutskaya Yu.A., Vershinin E.A., Klimov V.T., Sidorova E.A. Irkutsk 
Research Anti-Plague Institute of Siberia and Far East. 78, Trilissera St.,  
Irkutsk, 664047, Russia. E-mail: adm@chumin.irkutsk.ru

Zvereva T.V., Allenov A.V., Borisenko E.A., Gordeyko N.S., 
Krasnoshchekov V.N.  Primorsk Plague Control Station. 46, Dzerzhinskogo 
St., Ussuriysk, Primorsky Krai, 692512, Russia.

об авторах:
Балахонов С.В., Никитин А.Я., Адельшин Р.В., Андаев Е.И., 

Борисова Т.И., Вержуцкая Ю.А., Вершинин Е.А., Климов В.Т., Сидорова 
Е.А. иркутский научно-исследовательский противочумный инсти-
тут сибири и дальнего востока. 664047, иркутск, ул. трилиссера, 78.  
E-mail: adm@chumin.irkutsk.ru

Зверева Т.В., Алленов А.В., Борисенко Е.А., Гордейко 
Н.С., Краснощеков В.Н. приморская противочумная станция. 
692512, приморский край, г. уссурийск, ул. дзержинского, 46.  
E-mail: ppchsadm@mail.ru

поступила 13.01.12.



ЭПИДЕМИОЛОГИЯ

9

при рассмотрении осложнений санитарно-
эпидемиологической обстановки при стихийных 
бедствиях и антропогенных катастрофах необходимо 
остановиться прежде всего на определении само-
го термина «чрезвычайная ситуация». определение 
чрезвычайных ситуаций в области общественного 
здравоохранения (санитарно-эпидемио ло ги че ского 
благополучия населения), имеющих международное 
(национальное) значение, даны в международных 
медико-санитарных правилах (ммсп, 2005 г.) 
[7], энциклопедических словарях [12, 15], ста-
тье а.в.топоркова и соавт. [23]. в российской 
Федерации санитарно-эпидемиоло ги че ски ми прави-
лами сп 3.4.2318-08 «санитарная охрана террито-
рии российской Федерации», гармонизированными 
с ммсп (2005 г.) нормативно закрепляется термин 
«чрезвычайная ситуация в области санитарно-
эпидемиологического благополучия населения». 

существо определений состоит в том, что к чс 
отнесены экстраординарные события санитарно-
эпидемиологического характера, требующие прове-
дения мероприятий по их контролю (эпидемиологи-
ческий надзор, санитарная охрана) на национальном 
и международном уровне при необходимости и не-
избежности межведомственного (межсекторального) 
сотрудничества и взаимодействия.

в понятие чс входят инфекционные болезни и 
неинфекционные заболевания (алиментарные отрав-
ления), обусловленные действием биологических, 
химических, радиоактивных факторов, санитарно 
опасных товаров и грузов, которые могут создать 
угрозу санитарно-эпидемиологическому благополу-
чию населения и препятствия для международных 
перевозок и торговли. 

что касается инфекционных болезней, то номен-
клатура их принадлежности к чрезвычайным ситуа-
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циям приведена в приложении 2 ммсп (2005 г.) – 4 
болезни и 10 нозологических форм, способных вы-
звать чс; санитарно-эпидемио ло ги че ских прави-
лах «санитарная охрана территории российской 
Федерации» (2008 г.) – 16 нозологических форм; до-
кументе по санитарной охране таможенной террито-
рии таможенного союза – 24 нозологические формы. 
во всех вышеперечисленных документах списки 
инфекционных болезней, ассоциируемых с чс, оста-
ются открытыми, поскольку завершаются рубрикой 
«и другие». это значит, что существуют другие ин-
фекционные болезни и обстоятельства их эпидеми-
ческого проявления, которые могут быть определены 
с помощью специального алгоритма (приложение 2 
ммсп-2005 г. и сп 3.4.2318 – 08).

в указанных выше документах поименованы и 
другие события санитарно-эпидемиологического ха-
рактера, которые могут быть определены с помощью 
упомянутого алгоритма как чрезвычайная ситуация. 
с учетом приведенных выше определений и номен-
клатуры чс составлен данный обзор. 

в литературе имеется значительное число пу-
бликаций, посвященных рассмотрению эпидемиче-
ских осложнений и чс, возникающих при стихий-
ных бедствиях (природных катастрофах) различного 
характера. наиболее часто эпидемические осложне-
ния возникают в условиях наводнений или цунами. в 
табл. 1 приведены нозологические формы инфекци-
онных болезней, зарегистрированные по данным ли-

тературы [5, 8, 9, 16, 31, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 48, 49].
в условиях наводнения и цунами наиболее ча-

сто наблюдаются следующие группы инфекций: 
кишечные (холера, дизентерия, сальмонеллез, ко-
лиэнтерит, гепатит а, криптоспоридиоз), природно-
очаговые (чума, сибирская язва, малярия, лептоспи-
роз, туляремия, лихорадка долины рифт, лихорадка 
денге), воздушно-капельные (корь, менингококко-
вая инфекция). 

санитарно-эпидемиологические осложнения 
при землетрясениях, техногенных катастрофах, со-
циальных конфликтах и гуманитарных кризисах 
представлены в табл. 2.

Санитарно-эпидемиологические осложнения 
землетрясений. нозологические формы инфекци-
онных болезней, осложнявших санитарно-эпи де-
мио ло гическую обстановку в условиях землетрясе-
ний, представлены сравнительно небольшим кругом 
инфекций (чума, кокцидиомикоз, малярия, корь, 
оки) [3, 31, 32, 42, 43, 45]. это, в первую очередь, 
природно-очаговые инфекции, активизация которых 
происходит при нарушении экологического равно-
весия в популяции носителей и переносчиков в ре-
зультате действия природных сил, а также инфекции 
кишечной группы и воздушно-капельные инфекции, 
актуальные для всех событий, сопровождающихся 
концентрацией большого количества вынужденно 
перемещенных лиц на ограниченной территории в 
неадекватных санитарно-гигиенических условиях. 

Таблица 1

санитарно-эпидемиологические осложнения наводнений, цунами

год, территория условия, осложнившие  
санитарно-эпидемиологическую обстановку

инфекции,  
по которым возникли осложнения

1989–1990, ботсвана, индия наводнения в период сезона дождей чума

1992, карачаево-черкесская 
республика

сочетание природного события (сильные ливни, приведшие  
к вымыванию из почвы скотомогильников возбудителя сибирской  
язвы) и социальных факторов, связанных с трудностями  
осуществления ветеринарного и эпидемиологического надзора

сибирская язва

1994, приморский  
и хабаровский края

наводнение дизентерия, сальмонеллез, колиэнтериты, 
гепатит а, лептоспироз, туляремия  
и менингококковая инфекция

1996, индия наводнение малярия

1996, бразилия наводнение лептоспироз

1997, краснодарский край наводнение лептоспироз

1997–1998, кения, сомали наводнение лихорадка долины рифт

1998, индия наводнение холера

1998, центральная америка сочетание тайфуна и наводнения холера, желудочно-кишечные инфекции, 
лептоспироз, лихорадка денге

1999, индия наводнение лептоспироз (легочная форма)

2000, индия наводнение лептоспироз

2001, якутия наводнение дизентерия и оки, гепатит а

2001, тайвань тайфун лепоспироз

2001, индонезия наводнения криптоспоридиоз

2002,  перу наводнение малярия

2004, бангладеш наводнение холера и оки

2004, страны Юго-восточной  
азии

цунами острые респираторные инфекции и оки, 
малярия, корь

2004, индонезия цунами оки, гепатит а
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имеется также достаточное количество публи-
каций, касающихся эпидемических осложнений 
и возникновения чс вследствие антропогенных  
катастроф.

Санитарно-эпидемиологические осложнения 
техногенных катастроф. по нашему мнению, круг 
нозологических форм, могущих представлять угрозу 
в условиях техногенных катастроф, может быть до-
статочно широк и определяется, прежде всего, воз-
будителями инфекционных болезней, хранящимися 
в учреждениях, осуществляющих работу с инфек-
ционными агентами. прочие инфекционные агенты, 
при определенных аварийных ситуациях способные 
вызвать эпидемические вспышки, распростране-
ны повсеместно (легионеллез, инфекции кишечной 
группы) [14].

Санитарно-эпидемиологические осложнения 
социальных конфликтов, гуманитарных кризисов. 
среди нозологических форм, осложняющих эпиде-
миологическую обстановку в условиях гуманитар-
ных кризисов и вооруженных конфликтов можно 

назвать практически любую природно-очаговую ин-
фекционную болезнь, поскольку в первую очередь 
возникают предпосылки для активизации путей и 
факторов их передачи за счет полного или частич-
ного прекращения профилактических мероприятий 
в природных очагах и среди населения [4, 6, 10, 20, 
22]. данное положение в полной мере относится и 
к иммуноуправляемым инфекциям (корь, полиомие-
лит, дифтерия, коклюш и др.) из-за прекращения 
вакцинации людей на протяжении ряда лет. среди 
населения, сосредоточенного во временных лагерях, 
возможны эпидемические осложнения по инфекци-
ям кишечной и воздушно-капельной групп. 

Чрезвычайные ситуации, вызванные примене-
нием биологических агентов в террористических 
целях. чрезвычайные ситуации в области санитарно-
эпидемиологического благополучия населения могут 
быть вызваны преднамеренным использованием па-
тогенных биологических агентов, в том числе в тер-
рористических целях [1, 2, 17, 18, 19, 21].

известно более 40 инфекционных болезней, воз-

Таблица 2

санитарно-эпидемиологические осложнения землетрясений, техногенных катастроф, социальных конфликтов  
и гуманитарных кризисов, применение биологических агентов в военных и террористических целях

год, территория условия, осложнившие санитарно-эпидемиологическую обстановку инфекции,  
по которым возникли осложнения

Санитарно-эпидемиологические осложнения землетрясений

1991, Филиппины землетрясение корь

1991, коста-рика землетрясение малярия

1994, индия сочетание землетрясения, последующего наводнения и массового  
скопления людей (фестиваль)

чума

1994, мексика землетрясение кокцидиоидомикоз

2005, пакистан землетрясение оки, корь

Санитарно-эпидемиологические осложнения техногенных катастроф

2003–2004, карачаево-
черкесская республика

аварии на водоразводящей сети водопровода гепатит а

2007, свердловская область авария на системе горячего водоснабжения легионеллез

Санитарно-эпидемиологические осложнения социальных конфликтов и гуманитарных кризисов

1965, Южный вьетнам вооруженный конфликт чума

1989, узбекистан межнациональный конфликт оки

1994–1995, чеченская  
республика

социальный конфликт с гуманитарными последствиями корь, коклюш, дифтерия, полиомие-
лит, оки, шигеллезы, вирусный гепа-
тит а, чесотка, педикулез 

1995, республика ингушетия миграция населения вследствие гуманитарного кризиса в чеченской  
республике

оки, гепатит а, корь, дифтерия, 
полиомиелит

ЧС, вызванные применением биологических агентов

1346, г. каффа (Феодосия) осада татарами г. каффы чума

1422, чехия религиозная война чума

1754–1767, захватнические действия в северной америке натуральная оспа

1917 распространение германскими войсками возбудителей опасных  
инфекционных болезней среди скота

сибирская язва, сап

1940–1942, китай применение японской армией биологического оружия чума, сибирская язва, паратиф

1952, корея, китай диверсионное применение возбудителей опасных инфекционных  
болезней для заражения людей и сельскохозяйственных посевов

чума, холера, сибирская язва,  
возбудители, уничтожающие  
сельскохозяйственные посевы 

1981, куба диверсионное применение зараженных комаров лихорадка денге

1984, сШа террористический акт сальмонеллез

2001, сШа террористический акт сибирская язва
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будители которых могут быть использованы в каче-
стве патогенных агентов в террористических целях. 
к ним относятся чума, сибирская язва, холера, оспа, 
контагиозные вирусные геморрагические лихорад-
ки и др., вызывающие тяжелые формы заболевания, 
способные к эпидемическому распространению, от-
личающиеся высокой контагиозностью и трудностью 
в обнаружении.

ЧС в области санитарно-эпидемиоло ги че-
ского благополучия, возникшие вследствие сти-
хийных бедствий или антропогенных катастроф 
и зафиксированные по данным мониторинга, про-
водимого центром мониторинга ЧС РосНИПЧИ 
«Микроб» в 2010 г.

поиск чрезвычайных ситуаций в мире за 2010 г. 
проводился по данным сети интернет (ведущие ин-
формационные агентства, международная медицин-
ская гуманитарная организация «врачи без границ», 
данные воз). 

в результате мониторинга [24–30] в 2010 г. вы-
явлены следующие эпидемические осложнения и чс 
(табл. 3).

ярким примером эпидемического осложнения 
природной катастрофы (землетрясения) являет-
ся эпидемия холеры на гаити. 12 января 2010 г. на 
гаити произошло разрушительное землетрясение, 
погибло более 230 тыс. человек. до сих пор почти 
800 тыс. граждан страны проживают в палаточных 
городках, они в значительной мере лишены доступа 
к элементарным бытовым удобствам. обстановку в 
стране осложнил ураган «томас», в результате кото-
рого погибли 20 человек и были разрушены системы 
питьевого водоснабжения [13]. 

эпидемия холеры началась на северо-
востоке гаити в конце октября 2010 г. по данным 
панамериканской организации здравоохранения, на 
8 апреля 2011 г. на гаити зарегистрировано 274418 
больных холерой, из них 4787 умерших. из общего 
числа больных холерой 53,5 % были госпитализиро-
ваны. холерой поражены все 10 департаментов гаити. 

общий показатель летальности по стране – 2,3 %. в 
настоящее время холерой оказалось поражено около 
2 % населения страны. зарегистрированы выносы 
холеры с гаити: в доминиканскую республику – 1300 
случаев, венесуэлу – 452 случая, сШа – 9 случаев и 
канаду – 1 случай. к возникновению эпидемии холе-
ры на гаити, по мнению французского эпидемиолога 
R.Piarroux, наиболее вероятно причастны военнос-
лужащие миротворческих сил оон, прибывшие из 
непала. Штамм холерного вибриона, ставший этио-
логическим агентом эпидемии, был исследован в 
центре контроля и профилактики заболеваний (CDC) 
и оказался генетически схожим со штаммами, цирку-
лирующими в Юго-восточной азии. особенностью 
штамма также является его повышенная вирулент-
ность [13]. 

таким образом, по данным научных публикаций 
и собственных наблюдений, эпидемические осложне-
ния и чс в области санитарно-эпи де мио ло гического 
благополучия населения могут наблюдаться при мно-
гих стихийных бедствиях и антропогенных катастро-
фах. тем не менее, по поводу частоты возникновения 
эпидемических осложнений существуют различные 
точки зрения.

в работе зарубежных специалистов [35], по-
священной рассмотрению вопроса возникновения 
эпидемий после геофизических катастроф (земле-
трясения, извержения вулканов, цунами), проведен 
анализ медицинской литературы и данных, получен-
ных от гуманитарных агентств и воз с 1985 по 2004 
год. из более 600 зафиксированных катастроф при-
водятся данные лишь о трех, явившихся причиной 
возникновения эпидемий (кори, возникшей после 
извержения вулкана пинатубо на Филлипинах; кок-
цидиомикоза после землетрясения в калифорнии, 
малярии, вызванной Plasmodium vivax, в коста-
рике, после землетрясения и сильных дождей). на 
основании этого делается вывод о незначительном 
риске возникновения эпидемических осложнений 
природных катастроф.

Таблица 3

Чс в области санитарно-эпидемиологического благополучия, зафиксированные по данным мониторинга,  
проводимого центром мониторинга Чс росниПЧи «микроб» в 2010 г.

территория условия, осложнившие  
санитарно-эпидемиологическую обстановку инфекции, по которым возникли осложнения

замбия наводнение в результате обильных дождей, послужившее  
причиной загрязнения источников водоснабжения 

холера

уганда наводнение в результате обильных дождей, послужившее  
причиной загрязнения источников водоснабжения 

холера

бразилия обильные дожди, сформировавшие условия для размножения  
переносчиков инфекции – комаров Aedes Aegypti

лихорадка денге

пакистан наводнение в результате обильных дождей вспышки оки, глазных и кожных инфекций, малярии,  
кори во временных лагерях беженцев

гватемала тайфун «агата» случаи оки и инфекции дыхательных путей  
во временных лагерях

киргизия межнациональный конфликт обострение санитарно-эпидемиологической ситуации 
в киргизском городе ош, вызванное резким увеличени-
ем количества случаев заболевания дизентерией в связи 
с приобретением продуктов питания в стихийных местах 
торговли, в антисанитарных условиях

гаити землетрясение, ураган «томас» холера
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сходное исследование, проведенное другой 
группой авторов [47], также посвященное вопросу 
возникновения эпидемических осложнений природ-
ных катастроф, показывает, что риск возникновения 
вспышек инфекционных заболеваний после природ-
ных катастроф низок в том случае, если катастрофа 
не спровоцировала масштабного переселения людей 
и не сопровождается разрушением на пострадавшей 
территории объектов коммунальной инфраструктуры 
и прекращением функционирования служб здравоох-
ранения. авторами выделены группы заболеваний, 
риск возникновения которых велик при масштаб-
ном переселении людей в результате различных сти-
хийных бедствий. это инфекции кишечной группы 
(холера, сальмонеллезы, криптоспоридиоз, лепто-
спироз, гепатит а и е), воздушно-капельные (корь, 
менингит, орз), трансмиссивные (малярия), а также 
сапронозные инфекции (столбняк, кокцидиоидоз).

в соответствии с данными отечественных ис-
следователей, существуют группы событий, в пер-
вую очередь, гуманитарные кризисы и масштабные 
природные катастрофы, при которых осложнения 
санитарно-эпидемиологической обстановки наблю-
даются чаще прочих. 

в монографии г.г.онищенко и соавт. [11], по-
священной противоэпидемическому обеспечению 
населения республики Южная осетия в период 
ликвидации последствий вооруженного конфликта, 
рассматриваются последствия различных событий, 
вызванных природными катастрофами, эпидемиями 
и гуманитарными кризисами. авторы приходят к вы-
воду, что эпидемические осложнения наиболее часто 
(в 63 %) наблюдаются при гуманитарных кризисах, 
приводящих к полному или частичному нарушению 
функционирования систем здравоохранения и объек-
тов коммунальной инфраструктуры на пострадавшей 
территории, наличию большого числа беженцев, со-
средоточенных в неудовлетворительных санитарно-
гигиенических условиях. это полностью согласуется 
и с данными зарубежных авторов [40].

среди стихийных бедствий, наиболее часто со-
провождающихся осложнениями санитарно-эпи де-
мио логической обстановки и угрозой возникнове-
ния вспышек инфекционных болезней, на первом 
месте стоят крупные наводнения. так, по данным 
г.г.онищенко и соавт. [9], 90 % наиболее тяжелых 
последствий природных катастроф приходится на 
четыре вида: наводнения (40 %), тайфуны (20 %), 
землетрясения и засухи (по 15 %).

 на формирование неблагоприятной эпидемио-
логической обстановки при стихийных бедствиях и 
антропогенных катастрофах оказывает влияние це-
лый комплекс факторов [9, 22]:

- интенсивные миграции различных континген-
тов населения и, как следствие, заносы возбудителей 
инфекции;

- возникновение новых мест размножения гры-
зунов и переносчиков болезней, миграция грызунов 
из природных биотопов в антропогенные зоны;

- нарушение экологического равновесия в при-
родных очагах инфекций и, как следствие, их акти-
визация;

- увеличение контактов населения с природны-
ми очагами инфекций;

- возникновение стрессовых ситуаций, ухудше-
ние питания, значительное снижение показателей 
естественной резистентности организма человека;

- снижение уровня иммунных прослоек населе-
ния, обусловленное недостатками в проведении вак-
цинации;

- разрушение коммунальных объектов, ухудше-
ние гигиенических условий окружающей среды, ску-
ченность населения;

- частичное или полное разрушение сети лечеб-
ных и противоэпидемических учреждений;

- активизация механизмов передачи местных 
инфекций.

адекватное и своевременное проведение про-
филактических и противоэпидемических меро-
приятий при угрозе возникновения чс в области 
санитарно-эпидемиологического благополучия насе-
ления, как правило, позволяет избежать санитарно-
эпидемиологических осложнений.

таким образом, подводя итог рассмотрения во-
проса возникновения санитарно-эпидемио ло ги ческих 
осложнений стихийных бедствий и антропогенных 
катастроф, можно сделать следующие выводы:

1. наибольшее число нозологических форм 
различных инфекционных болезней наблюдается 
в условиях гуманитарных кризисов и военных кон-
фликтов. при этом полностью или в значительной 
мере страдают системы жизнеобеспечения людей, 
коммуникации, инфраструктура, а также система 
здравоохранения, ответственная за профилактику и 
борьбу с инфекционными болезнями. значительные 
массы людей оказываются сосредоточенными в 
лагерях беженцев без обеспечения надлежащих 
санитарно-гигиенических условий, качественной 
питьевой воды и продуктов. данные обстоятельства 
определяют широкий перечень возбудителей инфек-
ционных болезней, могущих осложнить санитарно-
эпидемиологическую обстановку: природно-очаго-
вые инфекции (чума, сибирская язва, малярия, леп-
тоспироз, туляремия, арбовирусные лихорадки), 
иммуноуправляемые инфекции (корь, полиомиелит, 
дифтерия, коклюш и др.), воздушно-капельные и ин-
фекции кишечной группы.

2. для наводнений и цунами так же, как и в 
предыдущих ситуациях, характерно наличие широ-
кого спектра угроз санитарно-эпидемиологическому 
благополучию населения в связи с разрушением си-
стем жизнеобеспечения (водопровод, канализация) и 
объектов социальной инфраструктуры, попаданием 
отходов жизнедеятельности и производства в окру-
жающую среду; активизацией механизмов передачи 
инфекции за счет неконтролируемого размножения 
переносчиков инфекции, распространением носи-
телей в населенные пункты; концентрацией лю-
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дей на изолированных территориях при отсутствии 
медицинской помощи и адекватных санитарно-
гигиенических условий.

тем не менее, органы и учреждения здравоохра-
нения государства, в целом, сохранены, и возникают 
лишь трудности в своевременном оказании медицин-
ской помощи населению в труднодоступных местах. 
несмотря на то, что стихийные бедствия данного 
вида возникают сравнительно часто (21 анализируе-
мый случай), тяжесть эпидемических осложнений в 
данном случае ниже, чем в условиях гуманитарных 
кризисов и военных конфликтов. 

3. в условиях землетрясений риск возникнове-
ния эпидемических осложнений невелик. ежегодно в 
мире регистрируются тысячи землетрясений различ-
ной силы. зоной наибольшей сейсмической актив-
ности на земле является так называемое «огненное 
кольцо» (или тихоокеанический пояс). здесь проис-
ходит около 90 % всех землетрясений земного шара. 
описанные в литературе случаи возникновения эпи-
демических осложнений редки и связанны с сочета-
нием других факторов, осложняющих обстановку на 
пострадавшей территории (связь с наводнением при 
вспышке чумы в индии в 1994 г., скученность насе-
ления в местах временного размещения при вспышке 
кори на Филиппинах в 1991 г. и диареи в пакистане в 
2005 г.). возникновение чс после землетрясения мо-
жет быть связано также с заносом инфекции, как это 
имело место на гаити в 2010 г.

4. в условиях техногенных катастроф возника-
ют эпидемические осложнения в случаях аварий в 
учреждениях, использующих в своей деятельности 
культуры возбудителей опасных инфекционных бо-
лезней, или при ненадлежащем контроле ремонтно-
восстановительных работ на объектах коммунальной 
инфраструктуры.

5. чс, связанные с применением патогенных био-
логических агентов в террористических целях, несмо-
тря на редкие эпизоды (8 анализируемых случаев за 
100 лет) представляют собой серьезную угрозу и тре-
буют наличия развитой лабораторной базы для их ве-
рификации, а также хорошо оснащенных мобильных 
сил оперативного реагирования, предназначенных для 
ликвидации последствий их применения. 

6. обеспечение эпидемиологического благополу-
чия населения в зоне стихийных бедствий и антропо-
генных катастроф, связанных со значительными раз-
рушениями инфраструктуры и полным или частичным 
прекращением функционирования системы здравоох-
ранения, достигается за счет быстрого и эффектив-
ного восполнения их санитарно-про фи лакти ческой и 
противоэпидемической деятельности за счет прибыв-
ших специалистов санитарно-эпидемиологического и 
лечебно-профи лакти че ского профиля.

работа выполнена по государственному кон-
тракту № 65-д от 25.07.2011 г. в рамках реализации 
федеральной целевой программы «национальная 
система химической и биологической безопасности 
российской Федерации (2009–2013 годы)». 
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в настоящее время ситуация по чуме в мире 
остается сложной [34]. в государствах, имеющих 
общие границы с россией, отмечаются заболевания 
людей чумой, нередко приобретающие групповой 
характер. расширение международных связей со 
странами африки, азии и америки, неблагополуч-
ными по этой инфекции, увеличивает опасность за-
воза больных людей и инфицированных животных 
[2, 18]. на территории российской Федерации и госу-
дарств ближнего зарубежья выделяют 45 природных 
очагов чумы, в 31 из которых наблюдается высокая 
эпизоотическая активность [3, 4, 8]. специалисты 
прогнозируют сохранение напряженной обстановки 
по чуме в ее природных очагах в ближайшее деся-
тилетие [29]. специфическая профилактика в очагах 
чумы, которая проводится в экстренных случаях при 
эпидемических осложнениях, постоянно совершен-
ствуется, но она трудозатратна и не всегда может 
предотвратить заражение людей [35]. в этой связи 
одним из основных разделов эпидемиологического 
надзора за этой особо опасной болезнью является 
неспецифическая профилактика. 

в границах российской Федерации на ее южных 
рубежах выделяют 11 природных очагов чумы, отно-

сящихся к степному, пустынному и горному типам. 
все они отличаются по размерам, биоценотической 
структуре, характеру эпизоотических проявлений 
и эпидемическому потенциалу. для каждого из них 
разработан регламент проведения профилактических 
мероприятий, в комплексе которого важное место 
отводится неспецифической профилактике заболе-
ваний чумой и другими инфекционными болезнями 
[16, 19, 26]. 

противочумная служба россии и стран ближ-
него зарубежья накопила большой опыт по профи-
лактике этой опасной инфекции. по мере выяснения 
роли грызунов в эпизоотологии чумы вытекал логи-
чески простой вывод о возможности оздоровления 
или ликвидации природных очагов путем тотального 
истребления носителей. в 30–60-х годах прошлого 
века при развитии разлитых (экстенсивных) эпи-
зоотий чумы и эпидемиологических осложнениях 
применяли дератизационные обработки на больших 
площадях методом «сплошных очисток» [13, 21]. в 
70-е годы обратили внимание на эффективность де-
зинсекционных обработок и объемы полевой дерати-
зации несколько сократились [10, 11].

с 80-х годов прошлого века произошло сниже-
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ние эпизоотической активности природных очагов 
чумы: даже при устойчивом ее проявлении эпизоо-
тии стали носить локальный характер, на террито-
рии россии заболевания чумой среди людей не ре-
гистрировались. изучение вопросов эффективности 
истребительных мероприятий в различных очагах 
этого заболевания позволило пересмотреть тактику 
неспецифической профилактики: были прекращены 
дератизационные обработки на больших площадях с 
применением авиации, увеличены объемы работ по 
полевой дезинсекции [7, 31, 32]. 

с 90-х годов хх века в противочумную практику 
стали внедрять новые средства борьбы с носителями 
и переносчиками – более безопасные родентициды-
антикоагулянты и инсектициды-пиретро иды [33]. 
произошло критическое переосмысление опыта оте-
чественной противочумной службы по неспецифиче-
ской профилактике в очагах этого заболевания [9, 25, 
31]. в современный период в результате обработки 
информационной базы данных о проявлениях чумы 
была осуществлена дифференциация всей энзоотич-
ной территории россии по уровню эпидемической 
опасности, что позволило оптимизировать все ме-
роприятия по борьбе с грызунами и кровососущими 
членистоногими [19, 20, 24]. 

на территории природных очагов чумы в связи 
с естественными природными процессами, а также 
под усиливающимся или снижающимся антропоген-
ным прессом на природные экосистемы, происходят 
значительные изменения в биоценозах, вызывающие 
трансформацию пространственной структуры очагов. 
так, при смене климата, гидрологии, ландшафтов ме-
няются видовой состав и ареалы животных – носите-
лей и переносчиков чумы, характер их распределения 
по территории [1, 12]. в результате хозяйственной 
деятельности человека происходят глубокие, ино-
гда необратимые процессы деградации природных 
систем, влияющие на активность природных очагов 
инфекционных болезней [17, 28, 36]. наряду с этим, 
при ослаблении антропогенной нагрузки (снижение 
поголовья домашних животных, смена агротехники, 
разрушение системы орошаемого земледелия и др.) в 
аридных зонах происходит восстановление естествен-
ных биоценозов, приводящее к смене растительности 
и животного мира [23, 38]. в этой связи эффективная 
неспецифическая профилактика в очагах инфекцион-
ных болезней невозможна без постоянного эколого-
эпизоотологического мониторинга, включающего 
комплексные наблюдения за абиотическими и био-
тическими условиями, эпизоотической активностью, 
состоянием популяций животных – носителей и пере-
носчиков возбудителей зоонозов [24].

в настоящее время в границах энзоотичной по 
чуме территории установлены изменения ареалов, 
видового состава, численности и характера размеще-
ния носителей и переносчиков чумы, а также сочетан-
ных с ней инфекций. в первое десятилетие XXI века 
численность основных и второстепенных носителей 
и переносчиков чумы в природных очагах россии в 
большинстве случаев колебалась в пределах невысо-

ких значений, лишь на пиках численности достигая 
эпидемиологически опасных уровней. по-видимому, 
именно этим объясняется невысокая современная 
эпизоотическая активность большинства природных 
очагов чумы на территории россии. вместе с тем, со-
хранение на локальных участках стойкой энзоотии 
группировок зверьков и блох с численностью в не-
сколько раз, а местами на порядок выше фоновой, 
обеспечивает достаточные условия для устойчивого 
сохранения возбудителя чумы в микроочагах. все 
это определяет необходимость постоянного эпизоо-
тологического мониторинга на энзоотичной по этой 
инфекции территории с целью предотвращения воз-
можных эпидемиологических осложнений. 

в современный период формируется и внедря-
ется в практику новая концепция контроля числен-
ности носителей и переносчиков чумы. изменилась 
сама его стратегия при планировании и проведении 
дезинсекции и дератизации. на участках очагов с 
высоким уровнем эпидемической опасности, сум-
марная площадь которых составляет лишь 3,4 %, эти 
мероприятия проводятся как в населенных пунктах, 
так и в природных биотопах. на участках со средним 
уровнем эпидемической опасности, занимающих 
7 % площади очагов, дезинсекцию и дератизацию 
осуществляют при наличии эпизоотий только в насе-
ленных пунктах, их окрестностях и рекреационных 
зонах. на большей части территории природных оча-
гов (около 90 % площади), где плотность населения 
низкая и проявления чумы до настоящего момента не 
отмечались, отсутствует необходимость в проведе-
нии экстренных мероприятий по дезинсекции и дера-
тизации. однако здесь, как и на всей энзоотичной по 
чуме территории, осуществляют заблаговременные 
мероприятия, включающие проведение санитарно-
гигиенических и технических работ, дератизацию 
и дезинсекцию в населенных пунктах и на их неза-
строенных территориях при выявлении высокой чис-
ленности грызунов и кровососущих членистоногих. 

в настоящее время в природных биотопах пол-
ностью отказались от проведения дезинсекции и 
дератизации по типу заблаговременной профилак-
тики с применением высокоперсистентных, то есть 
длительно сохраняющихся в окружающей среде хи-
мических средств. обязательно учитывают, что при 
проведении дезинсекции длительность остаточного 
действия препаратов будет зависеть от времени су-
ществования убежищ млекопитающих. так, таксоце-
нозы нор сусликов, сурков, пищух в плотных грунтах 
могут длительно не восстанавливаться после обрабо-
ток инсектицидами, в то время как норы песчанок, 
мышей и полевок эфемерны, и пулецидный эффект в 
их микробиоценозах может быть краткосрочным.

в населенных пунктах, их окрестностях и ре-
креационных зонах при проведении заблаговре-
менной профилактики основное внимание уделяют 
санитарно-техническим мероприятиям, направлен-
ным на разрушение среды обитания синантропных и 
экзо антропных видов носителей и переносчиков зоо-
нозов, предупреждающим их массовое размножение и 
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расселение. однако при высокой численности с этими 
целями могут использоваться механические средства 
и химические пестициды. при выявлении эпизоотий 
чумы и эпидемических осложнениях преимуществен-
но используют химические средства дезинсекции и 
дератизации, которые могут обеспечить купирование 
и ликвидацию очага заражения в сжатые сроки. для 
проведения экстренной профилактики в современном 
арсенале средств дезинсекции (дезакаризации) преоб-
ладают пиретроидные препараты, а также фосфорор-
ганические соединения и карбаматы. перспективно 
использование неоникотиноидов и фенилпиразолов. 
для дератизации применяют в основном антикоа-
гулянты, но в экстренных случаях для ликвидации 
эпидемических очагов приходится использовать при-
манки с ядами острого действия [6]. экстренная про-
филактика заболеваний чумой в ее природных очагах 
финансируется противочумными учреждениями из 
бюджета. санитарно-гигиенические мероприятия, 
включающие дезинсекцию и дератизацию в населен-
ных пунктах, в обязательном порядке организуют и 
оплачивают все хозяйственные субъекты на основе 
заключаемых договоров с соответствующими органи-
зациями и частными предпринимателями, имеющими 
право на этот вид деятельности. 

при планировании и проведении мероприятий 
по неспецифической профилактике чумы и соче-
танных с ней инфекций одной из основных проблем 
является сохранение биологического разнообразия 
животных в природных биоценозах [14, 37]. вместе 
с тем, истребление инвазийных видов животных 
(синантропных, агрофильных) не противоречит 
принципам сохранения биоразнообразия: борьба с 
опасными чужеродными видами, имеющими меди-
цинское, хозяйственное или интрузивное значение, 
необходима. использование химических средств 
борьбы с возбудителями, носителями и переносчика-
ми инфекций приводит к сохранению и накоплению 
токсических продуктов (поллютантов) в живых орга-
низмах, почве, воде и воздухе. это может негативно 
отражаться на здоровье людей, домашних и диких 
нецелевых видов животных [5, 27]. в целях охраны 
редких видов животных, во избежание загрязнения 
природной среды и среды обитания человека пести-
цидами, ограничивают объемы профилактических 
обработок с применением высокотоксичных и вы-
сокоперсистентных химических средств. в природ-
ных биотопах дезинсекцию и дератизацию проводят 
на локальных участках проявлений чумы и других 
опасных инфекций против целевых видов животных 
только при наличии риска заболеваний людей.

 таким образом, даже при обнаружении эпизоо-
тий чумы на участках, располагающихся вдали от на-
селенных пунктов и не посещаемых человеком, истре-
бительные мероприятия в поселениях диких грызунов 
проводить нецелесообразно. лишь при появлении 
больных чумой и другими опасными инфекциями, 
или выявлении эпизоотий на территориях населенных 
пунктов, в зонах массового отдыха населения осу-
ществляют дератизационные обработки в поселениях 

синантропных и экзоантропных грызунов (сооруже-
ния, пустыри, парки, лесополосы, заросли кустарни-
ковой и бурьянистой растительности и др.), а также 
дезинсекцию (дезакаризацию) мест концентрации и 
выплода кровососущих насекомых и клещей на эпи-
демиологически значимых территориях и объектах. 

при проведении истребительных мероприятий 
необходимо предварительное экологическое обосно-
вание планируемых работ. в этой связи следует учи-
тывать такие характеристики популяций грызунов и 
членистоногих, как видовой состав сообществ, попу-
ляционная и половозрастная структура группировок 
(микропопуляций), сезонные особенности феноло-
гии, пространственного размещения, активности и 
подвижности животных, их генеративное и физиоло-
гическое состояние [15, 25, 26, 39]. 

современную концепцию контроля численно-
сти носителей и переносчиков чумы в ее природных 
очагах можно представить в виде следующих поло-
жений: 

1. при обеспечении эпидемического благопо-
лучия населения в очагах чумы и сочетанных с ней 
инфекций основное внимание уделяют мероприяти-
ям экстренной профилактики заболеваний зооантро-
понозами: дезинсекцию и дератизацию проводят при 
выявлении заболеваний среди людей, обнаружении 
эпизоотий в населенных пунктах или в непосред-
ственной близости от них.

2. все экстренные мероприятия с применением 
механических и химических средств дезинсекции и 
дератизации проводят только на небольших по пло-
щади участках против целевых видов носителей и 
переносчиков инфекций в местах высокого риска за-
ражения человека.

3. основным разделом истребительных работ в 
очагах чумы является дезинсекция. дератизация про-
водится параллельно с ней или после дезинсекции 
(во избежание нападения голодных инфицирован-
ных блох на человека). основной объем дезинсекции 
и дератизации осуществляют в населенных пунктах, 
их окрестностях и местах массового сосредоточения 
населения.

4. при заблаговременной профилактике основ-
ное внимание уделяют санитарно-гигиеническим и 
санитарно-техническим мероприятиям, направлен-
ным на разрушение среды обитания грызунов и кро-
вососущих членистоногих в населенных пунктах и 
местах массового пребывания людей. дезинсекция и 
дератизация в целях заблаговременной профилактики 
заболеваний осуществляется при обнаружении вы-
сокой численности синантропных грызунов, а также 
блох и клещей, активно нападающих на человека. 

5. в целях сохранения биологического разноо-
бразия животных и во избежание загрязнения при-
родной среды токсическими веществами в очагах 
чумы и сочетанных с ней инфекций ограничивают 
применение высокотоксичных и стабильных хими-
ческих средств борьбы с грызунами и кровососущи-
ми членистоногими, не проводят обработки против 
редких и узкоареальных видов животных.



ЭПИДЕМИОЛОГИЯ

19

таким образом, можно заключить, что контроль 
численности носителей и переносчиков зоонозов не-
возможен без проведения регулярных наблюдений 
за изменениями фауны и структуры ареалов воз-
будителей, носителей и переносчиков чумы и дру-
гих природно-очаговых инфекционных болезней. 
изучение популяционной экологии мелких млекопи-
тающих и их эктопаразитов, динамики численности 
и распределения по территории, изменения эпизоо-
тологического статуса животных в разные периоды 
(циклы) активности конкретных природных очагов 
чумы во многом определяет наши возможности по 
управлению численностью видов, имеющих эпиде-
миологическое значение. в этой связи оптимизация 
и развитие неспецифической профилактики заболева-
ний зооантропонозами безусловно предусматривает 
осуществление комплекса санитарных, технических, 
гигиенических и истребительных мероприятий, на-
правленных, в первую очередь, на разрушение среды 
обитания возбудителей, носителей и переносчиков 
болезней. при этом речь, естественно, идет только о 
территориях высокого риска заражения людей особо 
опасными инфекционными болезнями. основной объ-
ем дезинсекционных и дератизационных обработок 
осуществляют в строениях и сооружениях населен-
ных пунктов, зонах отдыха и промышленных, на объ-
ектах транспортной инфраструктуры. дезинсекцию и 
дератизацию в природных биотопах проводят только в 
окрестностях населенных пунктов и зонах рекреации. 

одним из основных элементов эпидемиологиче-
ского надзора в природных очагах чумы остается на-
блюдение за здоровьем населения, характером его хо-
зяйственной деятельности, социальными и бытовыми 
условиями жизни, миграционными и демографиче-
скими процессами. противочумные учреждения, по-
прежнему, будут уделять внимание информационно-
разъяснительной работе с населением, в первую 
очередь с контингентом, проживающим на участках 
стойкой энзоотии чумы. крайне важна регулярная 
подготовка работников медицинской и ветеринарной 
сетей по особо опасным инфекциям. необходимы и 
комплексные санитарно-технические профилактиче-
ские мероприятия с целью предотвращения возмож-
ности проникновения инфекционного агента в посто-
янные и временные населенные пункты. 
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природные очаги чумы представляют собой 
частный случай биогеоценотической структуры 
земли. биосфера, одна из основ этой структуры, об-
ладает определенным гомеостазом: средняя призем-
ная температура на протяжении почти 4 млрд лет со-
ставляет около 15 °с с амплитудой 5 °с.

в настоящее время скорость роста приповерх-
ностной температуры не менее чем в 200 раз пре-
вышает те скорости, о которых известно по палео-
климатическим реконструкциям, что приводит к раз-
балансировке климатической системы, в результате 
чего биоценозы испытывают беспрецедентный ан-
тропогенный пресс, при этом наиболее существен-
ным фактором является сокращение биоразнообра-
зия. именно оно определяет потенциал адаптации 
биоты в целом к изменяющимся условиям ее суще-
ствования.

в последние десятилетия степные и полупу-
стынные экосистемы претерпели существенные из-
менения, которые в определенной степени измени-
ли сложившиеся представления о биоценотической 
структуре природных очагов чумы.

материалы и методы

использованы собственные материалы, по-
лученные при проведении эколого-эпизоотоло ги-
че ского обследования прикаспийского песчано-
го, прикаспийского северо-западного степного, 
волго-уральского степного очагов чумы в 1980–
2006 гг., а также архивные материалы астраханской, 
элистинской и дагестанской противочумных стан-

ций за период 1945–2010 гг., данные банка унифици-
рованных документов роснипчи «микроб» с 1977 
по 1993 год. при определении численности мелких 
млекопитающих применялись методы, рекомендо-
ванные к использованию в противочумных учрежде-
ниях россии [7].

результаты и обсуждение

природные очаги чумы представляют собой 
пример саморегулирующейся динамической экоси-
стемы с определенным набором биотических и абио-
тических составляющих. за последнее столетие воз-
никли беспрецедентные обстоятельства, ведущие к 
деструктуризации очаговых комплексов. изменения 
климата, несомненно, могут влиять как на границы 
ареалов возбудителя (в частности чумы), его носи-
телей, так и на общий характер размещения очагов 
внутри ареала. в конечном итоге, распространение 
возбудителя, как и любого другого биологическо-
го вида, зависит от наличия необходимых для него 
условий, которые складываются под влиянием ти-
пично зональных, интразональных и экстразональ-
ных явлений и их сочетаний [6]. это определяет 
неравномерность и мозаичность природных очагов. 
при этом смена природно-очаговых комплексов ско-
рее закономерность, чем исключение.

по некоторым данным, в прошлом на террито-
рии средней и Юго-восточной европы существовал 
обширный природный очаг чумы [14]. еще несколь-
ко десятков лет назад на территории современной 
волгоградской, ростовской, саратовской областей 
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отмечались как эпизоотические, так, местами, и эпи-
демические проявления чумы. современная северо-
западная граница эпизоотий сдвинулась на несколь-
ко сотен километров к югу. интересно, что северо-
восточные, азиатские границы энзоотии чумы, по 
крайней мере, по факту новых обнаружений микроба 
расширяются. несомненно, на современном этапе 
природные очаги чумы, как и прочие биосистемы, 
претерпевают значительные структурные изменения. 
частично это объясняется прямым антропогенным 
воздействием.

так, по состоянию на 2001 г. в республике 
калмыкия в различной степени сбоя находилось 77 % 
пастбищ. из них 55 % – на стадии сильного и очень 
сильного сбоя [2]. пастбищная дигрессия привела к 
нивелировке комплексности растительного покрова. 
в результате активизировались эрозионные процес-
сы, засоление, заболачивание и подтопление. с 1990 
по 1995 год площадь подтопленных и заболоченных 
пастбищ увеличилась более чем в 5 раз [4]. Ширина 
фильтрационных потерь вдоль оросительных кана-
лов достигает 2–3 км, в результате чего происходит 
накопление солей в верхних почвенных горизонтах, 
что вызывает галофитизацию растений. за последние 
10 лет экосистемы калмыкии претерпевают экспан-
сию таких видов, как солянки древовидная (Salsola 
arbuscula) и мясистая (S. crassa), тамарикс многовет-
вистый (Tamarix sp.). 

при прогнозе климатических условий 
прикаспийского региона с помощью моделей об-
щей циркуляции атмосферы [15] показано, что при 
удвоении концентрации углекислого газа в атмосфе-
ре ожидаемое увеличение сумм среднесуточных по-
ложительных температур воздуха может составить 
в среднем от 35 до 51 %, изменение сумм годовых 
осадков – от –3 до +21 % коэффициенты увлажне-
ния (отношение годовой суммы осадков к испаряе-
мости) уменьшаются на 10–26 % в зависимости от 
климатической модели и наблюдается некоторое 
продвижение зоны пустыни к северу за пределы юж-
ной границы степной зоны; гидротермические же 
коэффициенты (отношение суммы осадков за период 
со среднесуточными температурами воздуха выше 
10 °с к сумме среднесуточных температур воздуха 
за то же время) меняются по разным сценариям от 
–12 до +10 %. 

аридизация экосистем отразится прежде все-
го на фитоценозах. при смене засушливых и сухих 
степных экосистем опустыненными следует ожидать 
уменьшения общей фитомассы примерно в 4 раза (до 
9 т/га), общего проективного покрытия растительно-
сти в 2–2,5 раза (до 30–40 %), числа видов на 1 м 2 в 
4 раза [11]. при движении с севера на юг для степей 
характерны следующие закономерности: травостой 
все более разреживается, уменьшается число дву-
дольных растений, усиливается роль однолетников, 
уменьшается число широколистных злаков, сменя-
ется ряд ковылей – от крупнодерновинных до мел-
кодерновинных, уменьшается видовое разнообра-

зие, увеличивается относительная масса подземных 
частей растений в сравнении с надземной, сезонная 
динамика растительного покрова становится все бо-
лее аритмичной [8]. кроме того, аридизация климата 
приводит к увеличению воздействия на экосистемы 
пирогенного фактора. под воздействием огня проис-
ходит изменение конкурентной способности различ-
ных видов растений. полукустарнички, почки кото-
рых расположены над почвой, повреждаются огнем 
сильнее, чем травянистые растения [13]. изменение 
фитоценозов неизменно влечет за собой смену фау-
нистического комплекса.

одна из наиболее значимых для степных эко-
систем группа – грызуны, среди которых, в свою 
очередь, ведущую роль в природной очаговости 
чумы играл малый суслик (Spermophilus pygmaeus). 
однако в последнее время доминирующее значение 
постепенно приобретают мелкие песчанки (Merio nes 
meridianus, M. tamariscinus) и мышевидные грызуны. 
при этом уровень плотности и динамика численно-
сти малого суслика после снижения интенсивности 
сельскохозяйственной деятельности определяются 
главным образом первичными природными фактора-
ми, то есть влиянием климатических условий.

на территории нижнего поволжья в период с 
70-х годов по настоящее время отмечено превыше-
ние среднегодовой температуры над климатической 
нормой на 0,6 °с, с одновременным направленным 
увеличением годовых сумм осадков [10].

в саратовской области, на северной границе аре-
ала малого суслика, в 60–70-х годах двадцатого столе-
тия в заволжье наибольшая плотность поселений ма-
лого суслика отмечена на территории перелюбского 
района (северо-восток саратовской области), где 
среднее количество нор на 1 га достигало 350; макси-
мальное – 728. однако в 80–90-х годах прошлого сто-
летия в условиях комплексного негативного влияния 
антропогенных и климатических факторов показате-
ли фоновой численности зверьков значительно сни-
зились [9]. в александрово-гайском районе в 2001 г. 
плотность этого вида достигала 21,2 особей на 1 га, 
при среднем значении 6,0. рекогносцировочное об-
следование 2003–2004 гг. показало резкое падение 
численности до единичных особей. 

на юге волгоградской области, где в настоя-
щее время земледелием занято до 80–90 % земель, 
площадь поселений малого суслика за период 1933–
1956 гг. сократилась, по меньшей мере, в 10 раз [1]. 
учетные данные 1993–1999 гг. показали среднюю 
плотность в 11–20 ос/га. однако за счет гибели осо-
бей в результате засухи к весне 1999 г. площади с вы-
сокой плотностью поселений малого суслика сокра-
тились в сравнении с 1998 г. с 48,6 до 34,4 % [3].

рекогносцировочные обследования этой терри-
тории и смежных районов ростовской области в 80–
90-х годах прошлого столетия показали, что уровень 
численности малого суслика к северу от цимлянского 
водохранилища повсеместно характеризуется очень 
низкими показателями. подобные же данные полу-
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чены при изучении современного состояния зоны 
контакта ареалов малого и крапчатого сусликов на 
территории от волги до северского донца [5].

по данным элистинской пчс, в конце 80-х – на-
чале 90-х годов прошлого столетия плотность мало-
го суслика в различных ландшафтных регионах со-
ставляла в большинстве случаев около 10–15 ос/га. 
на территории терско-кумского междуречья в 1979 г. 
общая площадь сохранившихся поселений сусликов 
не превышала 1 млн га, из которых 92,3 % было за-
селено с плотностью менее 1 зверька на 1 га; 6,6 % – 
менее 5 ос/га и лишь 1,1 % – с плотностью 6–10 ос/
га и более.

к 1984 г. площадь поселений сусликов сократи-
лась здесь до 211 тыс. га, из которых 94,1 % было за-
селено сусликами с плотностью 0,01–0,5 ос/га. в по-
следующий период популяции малого суслика про-
должали оставаться в состоянии глубокой депрес-
сии. аналогичная ситуация отмечена и на смежной 
территории калаусско-кумского междуречья, что 
указывает на наличие тенденции расширения совре-
менной западной границы прикаспийского песчано-
го очага. существенно, что синхронное падение чис-
ленности малого суслика в этот период имело место 
также в ногайской степи дагестана, на черных зем-
лях в калмыкии, в волго-уральском междуречье в 
среднем до 5 ос/га. эта тенденция в настоящее время 
прослеживается в пределах всего ареала.

причины этого явления, очевидно, многофак-
торные: изменение фитоценоза (меняются каче-
ственное и количественное состояние кормовых 
ресурсов, степень покрытия и высота травостоя ста-
новятся некомфортными для обитания); изменение 
эдафических факторов: структуры и химизма почв, 
колебания уровня грунтовых вод. распашка земель в 
свое время, несомненно, отрицательно сказалась на 
численности малого суслика. однако следует отме-
тить, что значительная часть популяции этого вида 
всегда обитала в малопригодных для земледелия 
стациях. также нельзя считать решающим фактором 
в ограничении численности и непосредственное 
уничтожение малого суслика как носителя чумы. 
несмотря на огромные масштабы дератизации по-
пуляции смогли сохранить потенциал для восста-
новления и стабилизации вида. одной из причин 
снижения численности малого суслика может явить-
ся подъем уровня грунтовых вод, как следствие – 
меньшая глубина залегания в спячку и вымерзание. 
помимо того, это ведет к засолению почв, т.е. умень-
шению биотопов, пригодных для рытья нор.

далее, несомненно, непосредственное влияние 
климатических факторов и их флуктуаций на популя-
ционную экологию любого вида. из всего многооб-
разия возможных схем такого воздействия нагляднее 
всего выглядят фенологические наблюдения. так, на 
территории республики калмыкия наметилась тен-
денция более раннего пробуждения малого суслика: 
если 15–20 лет назад этот процесс начинался во 2–3 
декадах апреля и даже в марте, то в последние годы 

это происходит в 1–2 декадах февраля, а в 2000 г. – в 
3 декаде января. все это отрицательно сказывается на 
состоянии популяции этого вида. в целом, темпера-
турные отклонения от нормы в период 1995–2004 гг. 
на территории калмыкии составили в январе от –0,2 
до +5,2 °с; в феврале от +0,4 до +8,6 ° с; в марте от 
+1,0 до +5,4 °с. одним из механизмов развившейся 
глубокой депрессии численности зверьков явилась 
высокая смертность молодняка в результате часто по-
вторявшихся сильных весенне-летних засух.

в итоге следует констатировать, что на фоне 
глобальных изменений климатических факторов 
происходит в первую очередь существенная транс-
формация структуры биоценозов (в том числе 
природно-очаговых), которая в силу своих беспреце-
дентных темпов может привести к дестабилизации 
экосистемы в целом. при этом нарушается целый 
ряд общебиологических законов. это закон внутрен-
него динамического равновесия, при котором любое 
изменение среды неизбежно приводит к развитию 
природных цепных реакций, идущих в сторону ней-
трализации произведенного изменения, или форми-
рованию новых природных систем, образование ко-
торых при значительных изменениях среды может 
принять необратимый характер [12]. при этом даже 
слабое воздействие или изменение одного из показа-
телей может вызвать сильные отклонения в других и 
во всей системе. при нестабильном состоянии лю-
бой популяции, снижающей численность, достаточ-
но изъять 10 % особей для ее уничтожения (прави-
ло десяти процентов). а чтобы вывести природную 
систему из равновесного (квази стационарного) со-
стояния, достаточно изменить ее энергетику в преде-
лах 1 %. глобальная же природная, или природно-
антропогенная катастрофа (в том числе и резкое из-
менение климата) приводит к существенным эволю-
ционным перестройкам.
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жизненный цикл Yersinia pestis – возбудителя 
особо опасной природно-очаговой инфекции пред-
ставляет собой последовательную смену фаз су-
ществования, включающих пребывание в организ-
ме хозяина – грызуна (или других теплокровных 
животных) и вне его – в переносчике блохе или во 
внешней среде. возбудитель чумы имеет сложную 
систему генетической регуляции дифференциаль-
ной экспрессии систем жизнеобеспечения на разных 
стадиях своего жизненного цикла. важное место в 
этой системе занимают глобальные регуляторные 
гены, такие как phoP/phoQ и rovA, осуществляющие 
контроль транскрипции значительного числа генов 
патогенности и жизнеобеспечения в соответствии с 
сигналами, поступающими из внешней среды [5, 7, 
8, 9, 11, 13].

для эффективной трансмиссии Y. pestis пере нос-
чиком-блохой необходимо формирование в предже-
лудке насекомого массивной биопленки – «чумного» 
блока [2, 4]. недавно было показано, что для образова-
ния биопленки в пищеварительном тракте блохи обя-
зательно наличие двухкомпонентной сенсорной си-
стемы PhoP/PhoQ [12]. у мутантного штамма ∆phoP 
– производного Y. pestis KIM6+ в преджелудке блохи 
значительно снижалась экспрессия 133 генов и суще-
ственно повышалась экспрессия других 62 генов. это 

означает, что ген phoP необходим для повышения вы-
живаемости Y. pestis в пищеварительном тракте блох и 
для длительного сохранения при хронической инфек-
ции этого переносчика чумы [12]. наличие гена phoP 
также обязательно для развития инфекционного про-
цесса в теплокровном хозяине, поскольку транскрип-
ционный регулятор PhoP необходим для выживания 
в макрофагах и, следовательно, для проявления виру-
лентности возбудителем чумы [7, 9].

все патогенные виды иерсиний содержат так-
же транскрипционный регулятор RovA, который у 
энтеропатогенных иерсиний контролирует экспрес-
сию фактора инвазии – инвазина-адгезина Inv, обе-
спечивающего транслокацию бактерий через эпите-
лий кишечника [5]. у возбудителя чумы этот инва-
зин инактивирован, однако RovA все же участвует 
в проявлении вирулентности Y. pestis, поскольку 
установлено, что мутант ∆rovA в 80 раз снижал свою 
вирулентность (LD50) и терял способность к распро-
странению/колонизации селезенки и легких после 
заражения. показано также, что RovA участвует в 
регуляции таких генов, как psaEFABC, и тем самым, 
вносит вклад в вирулентность возбудителя [5]. 

Штаммы возбудителя чумы существенно отли-
чаются друг от друга по вирулентности и эпидеми-
ческой значимости. Штаммы Y. pestis, относящиеся 
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к основному подвиду, как правило, высоковирулент-
ны и имеют высокий эпидемический потенциал, в 
то время как штаммы неосновных – кавказского, ал-
тайского, гиссарского и улегейского подвидов имеют 
избирательную вирулентность и низкий эпидемиче-
ский потенциал. по сравнению с основным подвидом 
штаммы неосновных подвидов хуже колонизируют 
блох и с меньшей эффективностью образуют био-
пленку на кутикуле нематод [1, 6]. они приспособле-
ны к существованию в определенных ландшафтно-
географических условиях, в то время как штаммы 
основного подвида распространены по всему миру. 
причины различий в патогенности и в особенностях 
экологии у разных подвидов возбудителя чумы оста-
ются до сих пор не выясненными. возможно, они 
связаны с наличием различий в регуляции экспрес-
сии систем жизнеобеспечения и патогенности у раз-
ных подвидов Y. pestis.

в этой работе нами впервые проведено срав-
нение нуклеотидных последовательностей генов 
phoP/phoQ и rovA у природных штаммов возбуди-
теля чумы основного и неосновных подвидов для 
выявления возможных различий между ними в 

структурно-функциональной организации этих ре-
гуляторных генов.

материалы и методы

в работе использовано 22 природных штамма 
Y. pestis, полученных из государственной коллекции 
патогенных бактерий (таблица). Штаммы культи-
вировали на 1,5 % агаре и бульоне LB (pH 7,2) при 
28 °с в течение 18–24 ч. выделение днк штаммов 
проводили общепринятым способом [3]. пцр выпол-
няли в стандартных условиях при следующем темпе-
ратурном режиме: 1 цикл – 94 °с в течение 5 мин, 
30 циклов – 94 °с 30 с, 55 °с 30 с, 72 °с 1 мин и за-
вершающий цикл – 72 °с в течение 5 мин. продукты, 
полученные в пцр, анализировали методом электро-
фореза в 1 % агарозном геле. 

амплифицированные фрагменты гена phoP/
phoQ и rovA у штаммов Y. pestis секвенирова-
ли на генетическом анализаторе модели «CEQ 
8000» (Beckman Coulter) по методу F.Sanger [10]. 
сравнительный анализ нуклеотидных последова-
тельностей генов проводили с использованием ал-

Вариабельность нуклеотидных последовательностей генов phoP/phoQ и rovA у штаммов Y. pestis разных подвидов

Штамм, природный очаг
гены

phoP (G → A, 643*) 346** phoQ (G → A, 214) 729 rovA (A → C, 65) 539

основной подвид:
CO92 (NCBI GenBamk) + - -
м956 волго-уральский песчаный + - -
а-1822 кызылкумский пустынный + - -
а-1824 кызылкумский пустынный + - +C после 351
807 кобыстанский равнинно-предгорный + - -
а-1793 зауральский степной + - -
и-1270 забайкальский степной + - -
и-1996 забайкалький степной + - -
и-3244 боян-улегейский аймак, мнр + - -
177 прикаспийский песчаный + - -
с-471 центрально-Kавказский высокогорный + - -
212 африка + - -

кавказский
pestodies F (NCBI GenBank) - + -
3544 арм ленинаканский горный - - -
1146 зангезуро-карабахский горный - - -

алтайский
и-2359 алтайский горный - - -
и-2998 алтайский горный - - -
и-3086 баян-хонггорский аймак, мнр - - т → а в позиции 200

улегейский
и-3068 убур-хангай, мнр - - а → G в позиции 203
и-3071 Южно-гобийский аймак, мнр - - т → а в позиции 204
и-3130 Южно-гобийский,мнр - - -

гиссарский
а-1633 гиссарский высокогорный - - -
а-1728 гиссарский высокогорный - - -
A-1724 гиссарский высокогорный  - - -

*положение мутации. **размер секвенированного фрагмента гена.
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горитма BLAST (NCBI) и программного обеспече-
ния MEGA 5.0.

результаты и обсуждение

на первом этапе нами был проведен сравнитель-
ный анализ нуклеотидных последовательностей ге-
нов phoP/phoQ и rovA у штаммов Y. pestis CO92 (ori-
entalis), KIM (medievalis), Antiqua (antiqua), Nepal516 
(antiqua), Angola, 91001 (microtus), Pestoides F (кав-
казский подвид), Z176003, D106004, D182038, пред-
ставленных в базе данных NCBI GenBank. в ре-
зультате было установлено, что ген phoQ, имеющий 
размер 1455 пар нуклеотидов (п.н.) и кодирующий 
сенсорный белок PhoQ, имеет идентичное строение 
у штаммов сO92, KIM, Antiqua, Nepal516, Angola, 
91001, Z176003, D106004 возбудителя чумы. в от-
личие от них у штамма Pestoides F в 214 позиции 
от начала гена phoQ присутствует миссенс-мутация 
G → A, приводящая к смене кодона GTT → ATT и 
кодируемой аминокислоты Val → Ile в позиции 72 
аминокислотного остатка (а.о.) белка PhoQ. только у 
одного штамма – D182038, относящегося к основно-
му подвиду, присутствует миссенс-мутация т → G в 
662 позиции от начала гена phoQ, вызывающая смену 
кодона CTG → CGG и кодируемой им аминокислоты 
Leu → Arg в позиции 221 а.о. кроме того, у штамма 
D182038 в гене phoQ содержится еще одна мутация – 
делеция единичного нуклеотида (Δс) в 719 позиции, 
приводящая к сдвигу рамки считывания и термина-
ции трансляции белка PhoQ после 247 а.о. однако 
данная мутация может не вызвать потери функции 
сенсорного белка PhoQ, поскольку она не затрагива-
ет структуру его активного центра.

в гене phoP (размер гена 672 п.н.) у всех штам-
мов Y. pestis основного подвида (сO92. KIM, Antiqua, 
Nepal516, Z176003, D106004, D182038) наблюдалось 
наличие миссенс-мутации в 643 позиции от начала 
гена – замены единичного нуклеотида G → A отно-
сительно штаммов Angola, 91001, Pestoides F, которая 
приводит к смене аминокислотного остатка Gly → Ser 
в позиции 215 а.о. полипептидной цепи, кодируемой 
этим геном. выявленная мутация в гене phoP, по-
видимому, может быть связана с различной патогенно-
стью или разной выживаемостью в блохах, поскольку 
присутствует у всех штаммов основного подвида и от-
сутствует у штаммов неосновных подвидов. 

сравнительный анализ нуклеотидной последова-
тельности еще одного глобального регулятора – гена 
rovA (размер гена 432 п.н.) – выявил идентичность 
его структуры у всех штаммов Y. pestis и Y. pseudo
tuberculosis за исключением штамма Antiqua, у кото-
рого в 65 позиции этого гена обнаружена миссенс-
мутация а → с, приводящая к смене триплета 
сат → сст и кодируемой аминокислоты His → Pro 
в позиции 22 а.о. полипептидной цепи белка – регу-
лятора транскрипции RovA. 

для выявления изменчивости генов phoP, phoQ и 
rovA у природных штаммов возбудителя чумы основ-

ного и неосновных подвидов нами с использованием 
программы Primer Express были рассчитаны прай-
меры на вариабельные участки этих генов, которые 
имели следующий состав: 
phoP-S  TTATCCGCAACGCAGGGAAAGT
phoP-As  ATGGGCTCTGAAGGTGCTTT
phoQ-S  сGGTGGTAGGTTATATCG
phoQ-As  TAAGGCTGTGAGTGAGGT
rovA-S  ATAGACTGGACTCTGGGA
rov-As  GTACTGTGGGGCTTGTTT

размеры амплифицированных с помощью этих 
праймеров фрагментов днк составляли для phоQ – 
729 п.н, phoP – 346 п.н., rovA – 539 п.н. полученные 
с применением рассчитанных праймеров пцр фраг-
менты природных штаммов Y. pestis были секвени-
рованы и определены нуклеотидные последователь-
ности вариабельных фрагментов генов phoP, phoQ и 
всего гена rovA. всего изучено 22 природных штамма 
Y. pestis, 11 из которых принадлежали к основному 
подвиду и 11 (по три штамма алтайского, гиссарско-
го и улегейского подвидов и два штамма кавказского 
подвида) – к неосновным подвидам (таблица).

сравнение нуклеотидных последовательностей 
фрагментов генов phoP у штаммов Y. pestis выяви-
ло наличие вариабельного локуса в позиции 643 от 
начала гена. у всех 11 штаммов неосновных под-
видов в этой позиции присутствовал нуклеотид G. 
у штаммов предшественника возбудителя чумы – 
псевдотуберкулезного микроба Y. pseudotuberculosis 
PB1/+, YPIII, IP 32953, IP 31758 , представленных 
в базе NCBI GenBank, в этой позиции также содер-
жался нуклеотид G. в отличие от них все 11 секве-
нированных нами штаммов Y. pestis основного под-
вида содержали миссенс-мутацию в 643 позиции от 
начала гена – замену единичного нуклеотида G → A, 
которая приводит к замене аминокислотного остатка 
(Gly → Ser) в позиции 215 регуляторного белка PhoP. 
регуляторный белок PhoP состоит из 223 а.о. и вклю-
чает согласно базе данных Pfam (http://pfam.janelia.
org/) два домена. первый из них – N-концевой регу-
ляторный домен (3–112 а.о.) и второй с-концевой до-
мен (146–220 а.о.), обладающий днк-связывающей 
активностью с HTH (от англ helix-turn-helix) мотивом. 
выявленная в штаммах Y. pestis основного подвида 
мутация приводит к замене аминокислоты в положе-
нии 215 а.о. с-кон це вого днк-связывающего доме-
на, что, возможно, вызывает изменение активности 
белка PhoP у штаммов Y. pestis основного подвида по 
сравнению со штаммами неосновных подвидов. 

сравнение нуклеотидных последовательностей 
другого гена – phoQ этой двухкомпонентной сенсор-
ной системы PhoP/PhoQ выявило полную идентич-
ность секвенированного фрагмента гена (729 п.н.) у 
всех 22 изученных штаммов основного и неосновных 
подвидов, в том числе и у двух штаммов кавказского 
подвида (таблица). ранее у штамма кавказского под-
вида Y. pestis pestoides F, представленного в базе дан-
ных NCBI GenBank, нами выявлено наличие замены 
единичного нуклеотида G → A в позиции 214 от нача-
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ла гена, однако ее отсутствие у двух изученных нами 
природных штаммов этого подвида означает, что вы-
явленная у pestoides F мутация является либо индиви-
дуальной для этого штамма, либо она характерна для 
определенной группы штаммов этого подвида.

в гене rovA у исследованных штаммов Y. pestis 
установлено наличие индивидуальных замен, встре-
чающихся только у отдельных штаммов. у штамма 
алтайского подвида Y. pestis и-3086 присутствовала 
замена единичного нуклеотида T → A в позиции 200, 
у штаммов гиссарского подвида и-3068 замена A → G 
в позиции 203 и у и-3071 – T → A в позиции 204. все 
три штамма выделены на территории монголии. у 
других штаммов эти мутации отсутствовали. только 
у одного из штаммов основного подвида – а-1824 
из кызылкумского песчаного очага чумы выявлена 
другая мутация – вставка единичного нуклеотида C 
после 351 позиции. эта мутация приводит к сдвигу 
рамки считывания, что влечет за собой изменение 
аминокислотного состава белка RovA в его концевой 
части (таблица).

таким образом, в этой работе нами проведе-
но сравнение нуклеотидных последовательностей 
генов phoP/phoQ и rovA, кодирующих глобальные 
транскрипционные регуляторы PhoP/PhoQ и RovA. 
в гене phoP у всех штаммов основного подвида при-
сутствует миссенс-мутация, которая вызывает за-
мену единичного нуклеотида и смену кодируемого 
аминокислотного остатка глицина на серин в пози-
ции 215 регуляторного белка PhoP. возможно, что 
эта мутация, общая для всех штаммов основного 
подвида, приобретенная на ранней стадии эволю-
ции этого подвида, привела к изменению вторич-
ной структуры одного из доменов белка PhoP, что 
вызвало изменение его регуляторной активности. 
известно, что штаммы основного подвида обладают 
большей патогенностью и способностью выживать 
в блохах по сравнению со штаммами неосновных 
подвидов. последовательность гена phoQ, кодирую-
щего сенсорный белок двухкомпонентной системы 
PhoP/PhoQ, была высококонсервативна у штаммов 
всех подвидов, несмотря на большой размер секве-
нированного нами фрагмента (729 п.н.) этого гена, 
что указывает на важность сохранения структурно-
функциональной целостности гена phoQ и кодируе-
мого им белка PhoQ.

последовательность небольшого (432 п.н.) гена 
rovA оказалось достаточно консервативной у иссле-
дованных штаммов Y. pestis разных подвидов, что 
также свидетельствует о важности сохранения его 
структурно-функциональной целостности для пато-
генности Y. pestis. 

работа выполнена по государственному кон-
тракту № 70-д от 25 июля 2011 г. в рамках федераль-

ной целевой программы «национальная система хи-
мической и биологической безопасности российской 
Федерации (2009–2013 годы)». 
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развитие микроскопии уже произвело револю-
цию в мире клеточной и молекулярной биологии 
и остается важнейшей предпосылкой ее будущих  
открытий.

применение электронной микроскопии в био-
логии существенно изменило и углубило прежние 
представления о тонкой структуре клетки и ее вне-
клеточных компонентов, что способствовало до-
полнительному пониманию ее функциональных 
особенностей.

визуализация биологических объектов является, 
по-видимому, наиболее сложной задачей для микро-
скопии любого типа. это связано со специфически-
ми особенностями биообъекта: малыми размерами, 
сложным рельефом поверхности, прозрачностью, 
мягкостью и легкой повреждаемостью при иссле-
дованиях. возможность проведения структурно-
функционального анализа клеток неразрывно связана 
с изобретением и дальнейшим усовершенствованием 
световых, электронных и зондовых микроскопов [1, 
3–5, 15, 16]. такая необходимость вызвана стремле-
нием ученых в более полном понимании механизмов 
сложных пространственных процессов и происходя-
щих в клетке на ультраструктурном уровне (менее 
100 нм). более того, появилась возможность изучения 
биообъектов в трехмерном – 3D изображении с высо-
ким пространственным разрешением (0,2–0,5 нм).

получение объемной информации на ультра-
структурном уровне существенно расширяет воз-

можность традиционных подходов при изучении 
микромира, а именно: 

- позволяет получать новую информацию об 
объекте исследования – анализировать и хранить 
информацию о форме, рельефе поверхности и про-
странственных параметрах клетки в ее трехмерной 
субмикроскопической морфологии [2, 3, 6];

- осуществлять моделирование микрообъектов с 
сохранением их истинных размеров и форм [2, 10];

- проводить компьютерную видовую диагности-
ку в трехмерном режиме [6, 12, 22, 29];

- накапливать информацию об их нативной ар-
хитектонике и биоразнообразии [8, 9, 14, 16] .

наиболее часто применяются следующие типы 
микроскопии, которые позволяют изучать и визуали-
зировать ультраструктуру биологических объектов в 
трехмерном изображении с высоким пространствен-
ным разрешением:

- трансмиссионная (просвечивающая) электрон-
ная микроскопия – тэм;

- растровая (сканирующая) электронная микро-
скопия – рэм;

- сканирующая зондовая микроскопия – сзм, 
включающая сканирующую туннельную микроско-
пию – стм, атомно-силовую микроскопию – асм, 
сканирующую оптическую микроскопию ближнего 
поля – сомбп;

- лазерная сканирующая конфокальная микро-
скопия – лскм;
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- рентгеновская микроскопия – рм;
- цифровая голографическая микроскопия – 

цгм.
каждый из указанных выше микроскопов имеет 

как преимущества, так и определенные недостатки.
Трансмиссионная электронная микроскопия 
этот вид микроскопии более известен, чем дру-

гие. в общих чертах тэм очень напоминает свето-
вой микроскоп (рис. 1, а).

источником освещения в тэм является нить 
катода, излучающего электроны. для формирова-
ния когерентного пучка электронов между катодом 
и анодом прикладывается ускоряющее напряжение 
(порядка 50–150 кв) в условиях высокого вакуума. в 
качестве линз используются электромагниты, кото-
рые фокусируют электронный луч. изучаемый объ-
ект через воздушный шлюз помещают в вакуум, где 
он попадает под сфокусированный пучок электро-
нов. часть электронов, которые проходят через об-
разец, рассеиваются (в зависимости от плотности ве-
щества в данном месте), а остальные фокусируются 
и образуют изображения, которые просматриваются 
на флуоресцентном экране и фиксируются на фото-
пленке (рис. 1, б).

с помощью тэм можно получать сведения о 
трехмерной структуре клеток. известно, что в тэм 
изображения представляют собой проекцию на пло-
скость структуры заметной толщины. проекции и 
сечения этих структур описываются двумерными 
функциями оптической плотности. дальнейший путь 
исследования может состоять в анализе изображе-
ния, ограничивающемся плоскими представлениями 
о пространственной структуре, либо в определении 
некоторых количественных характеристик трехмер-
ной структуры по имеющемуся в наличии набору 
плоских картин [2, 3, 22, 32, 34]. набрав достаточное 
количество таких изображений клеточной структу-
ры, строят ее объемную пространственную модель с 
помощью компьютерных программ [6, 20 ,22, 32].

разрешающая способность тэм для биологиче-

ских объектов составляет 0,5–1 нм. основной недо-
статок – наличие высокого вакуума и тепловое воз-
действие пучка электронов на объект.

Растровая (сканирующая) электронная ми-
кроскопия

рэм является прибором, позволяющим полу-
чать обширную информацию от изображения, созда-
ваемого взаимодействием между исследуемым образ-
цом и электронным зондом [9, 12, 21, 30]. растровый 
электронный микроскоп основан на использовании 
предварительно сформированного тонкого электрон-
ного луча (зонда), положением которого управляют с 
помощью электромагнитных полей. это управление 
(сканирование) во многом аналогично процессу раз-
вертки в телевизионных кинескопах. исследуемый 
образец, в условиях высокого вакуума, сканирует-
ся сфокусированным электронным пучком средних 
энергий (рис. 1, в). в зависимости от механизма ре-
гистрирования сигнала различают несколько режи-
мов работы рэм: отраженных электронов, вторич-
ных электронов, катодолюминесценции, рентгенов-
ского излучения и др. разработанные методики по-
зволяют исследовать не только свойства поверхности 
образца, но получать и визуализировать информацию 
о поверхностных структурах и, по мере надобности, 
проводить элементный анализ на микроучастке ис-
следуемого объекта [5, 7, 12].

одним из основных преимуществ растрового 
электронного микроскопа является большая глубина 
резкости.

при подготовке биологических препаратов для 
рэм требуются определенные методические прие-
мы – образец должен быть токопроводящим. для это-
го в условиях высокого вакуума (в вакуумном посту) 
образец оттеняется (напыляется) высокоочищенны-
ми тяжелыми металлами (золото, платина, палладий 
и их сплавы). в результате изучаемые объекты, по-
казанные с помощью рэм, выглядят трехмерными. 
при этом разрешающаяся способность для биологи-
ческих объектов составляет от 10 до 20 нм. 

рис. 1. схема основных узлов  
светового микроскопа (А)  

и электронных микроскопов:  
просвечивающего (Б) и сканирующего (В) 
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растровая электронная микроскопия признана 
классическим методом изучения пространственных 
объектов биологической природы и прекрасно себя 
зарекомендовала на практике.

Сканирующая зондовая (туннельная, атомно-
силовая, оптическая ближнего поля) микроскопия

принципиально новые возможности открылись 
благодаря созданию в начале 1980-х годов различных 
сканирующих зондовых микроскопов, к основным 
типам которых относятся: сканирующий туннельный 
микроскоп (стм), позволяющий исследовать прово-
дящие объекты [11, 13, 18], сканирующий силовой 
микроскоп (ссм или асм), исследующий как про-
водящие, так и диэлектрические объекты [1], и ска-
нирующий оптический микроскоп ближнего поля 
(сомбп), исследующий тонкие и преимущественно 
прозрачные объекты [1, 11, 13]. зондовые микро-
скопы являются уникальными наноэлектронными 
приборами, сочетающими свойства микроскопа ато-
марного разрешения (около 0,2 нм в плоскости ис-
следуемого объекта) и технологического устройства, 
с помощью которого могут создаваться наноразмер-
ные элементы с программируемыми свойствами, на-
пример, микрочипы. 

с возникновением и развитием сзм связаны 
значительные надежды на существенное повышение 
разрешения структур биологических объектов и воз-
можность проведения исследования живых клеток в 
условиях, близких к нативным. в настоящее время 
биологические приложения сзм находятся в началь-
ной стадии: отрабатываются методики приготовления 
объектов, учитывающие специфику зондовой микро-
скопии, устанавливаются особенности артефактов, 
свойственных сзм, совершенствуются алгоритмы 
отслеживания рельефа поверхности биологических 
объектов и др. в настоящее время наиболее широкое 

применение в медико-биологических исследованиях 
нашла атомно-си ло вая микроскопия [28].

в асм в качестве чувствительного элемента 
служит микрозонд, представляющий собой тонкую 
пластинку-консоль (кантилевер, от английского сло-
ва «cantilever» – консоль, балка).

на конце кантилевера расположен острый шип 
(радиус закругления от 1 до 10 нм). при перемеще-
нии микрозонда вдоль поверхности образца острие 
шипа приподнимается и опускается, очерчивая ми-
крорельеф поверхности подобно тому, как скользит 
по грампластинке патефонная игла. на выступаю-
щем конце кантилевера (над шипом) расположена 
зеркальная площадка, на которую падает и от кото-
рой отражается луч лазера. когда шип опускается 
или поднимается на неровностях поверхности, от-
раженный луч отклоняется, и это отклонение реги-
стрируется фотодетектором. данные фотодетектора 
используются в системе обратной связи, которая обе-
спечивает постоянную силу давления острия на об-
разец. пьезоэлектрический преобразователь может 
регистрировать изменение рельефа образца в режи-
ме реального времени (рис. 2, а).

разрешающая способность метода составля-
ет примерно 0,1–1 нм по горизонтали и 0,01 нм по 
вертикали. однако при исследовании биологических 
объектов разрешающая способность асм ограни-
чивается 10–20 нм, что обусловлено углублением 
острия кантилевера в биообъект, в результате чего 
рельеф исследуемой поверхности усредняется по 
площади контакта. современные асм воздействуют 
на исследуемый объект с силой около 10–9 н в кон-
тактном режиме и примерно на порядок, меньший 
в полуконтактном. дальнейшему снижению силы 
взаимодействия в полуконтактных режимах препят-
ствуют силы поверхностного натяжения пленки воды 

рис. 2. схема работы атомно-силового 
микроскопа [29] (А); возможные  
конфигурации ближнепольного   
оптического микроскопа [11]:  

исследование образцов на отражение (Б)  
и на просвет (В)
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(образующейся на исследуемых объектах при их изу-
чении на воздухе), которое прижимает острие канти-
левера к исследуемому объекту. переход на бескон-
тактную (резонансную) силовую микроскопию, в ко-
торой острие отделено от поверхности расстоянием 
в несколько десятков нанометров позволяет снизить 
силу взаимодействия до 10–15 н, при этом снижается 
локальность исследования поверхности до 10–20 нм. 
таким образом, для дальнейшего повышения раз-
решения необходимо либо уменьшить силу взаимо-
действия острия с поверхностью путем перехода на 
другие схемы устройств кантилеверов (например, 
использование крутильных кантилеверов [10, 11]), 
либо повысить жесткость исследуемого объекта (на-
пример, путем его заморозки в глубоком вакууме для 
препятствия образования пленок льда) [15].

что касается сканирующего оптического ми-
кроскопа ближнего поля, то на практике использу-
ются несколько конструктивных схем (рис. 2, б, в). 
наиболее часто реализуется схема, в которой оптиче-
ское излучение лазера локализуется в пространстве с 
помощью волоконного зонда. такая схема позволяет 
получить максимальную мощность излучения в об-
ласти субволнового отверстия и проводить исследо-
вание образцов как на отражение (рис. 2, б), так и на 
просвет (рис. 2, в). для увеличения чувствительно-
сти излучение, отраженное от образца или прошед-
шее сквозь образец, собирается на фотоприемнике с 
помощью фокусирующего зеркала или линзы.

Конфокальная лазерная микроскопия
оптическая микроскопия уже более 300 лет на-

ходит все более разнообразное и широкое примене-
ние. наиболее простым, но весьма информативным, 
является метод изучения окрашенных срезов тканей 
и клеток в проходящем белом свете. применение 
оптической микроскопии и сегодня остается неот-
ъемлемой частью клинических и медико-лабо ра тор-
ных исследований. данный подход основан на ис-
пользовании различий в интенсивности и цвете есте-
ственной или искусственной окраски определенных 
веществ в клетках и тканях, в комбинации с анали-
зом морфологических признаков [14, 31]. разработка 
оптических систем для реализации методов темного 
поля, фазового и дифференциального интерференци-
онного контраста открыла исследователям возмож-
ность наблюдения и исследования микроструктур в 
неокрашенных и слабоконтрастных биологических 
объектах, таких как живые клетки. создание флуо-
ресцентных микроскопов позволило на фоне огром-
ного числа разнообразных молекул избирательно на-
блюдать флуоресцирующие объекты и стимулирова-
ло развитие новых методов для изучения структуры 
и функции клеток [16].

изобретение конфокальной системы регистра-
ции сигнала обеспечило измерение флуоресцентных 
сигналов с трехмерным субмикронным разрешением 
и существенно расширило возможности неразруша-
ющего анализа прозрачных образцов.

в настоящее время наибольшее распространение 

получила лазерная сканирующая конфокальная ми-
кроскопия (лскм). объемное изображение в лксм 
получается при помощи регистрации флуоресцен-
ции в фокусе лазерного луча (рис. 3). излучаемые 
фотоны фокусируются объективом на небольшом 
(«pinhole», ~50 µm) отверстии, которое ослабляет 
флуоресцентный сигнал от участков, находящихся 
не в фокусе. получаемые с их помощью трехмерные 
изображения позволяют заглянуть в микромир, по 
информативности они несопоставимы с обычными 
двухмерными картинками. благодаря своему высо-
кому разрешению и контрасту наиболее часто встре-
чающейся задачей в изучении структуры клеток и 
их органоидов является исследование цитоскелета 
клеток, ядра, хромосом, или даже локализации в них 
отдельных генов [15, 31]. 

исследуется также колокализация в клетке двух и 
более веществ, например белков [31]. предварительно 
белки метятся антителами разными флуорохромами. 
при обычной микроскопии трудно разобрать, нахо-
дятся они рядом или один под другим. конфокальная 
микроскопия позволяет определить их местонахож-
дение. записав в памяти компьютера серию срезов, 
можно провести объемную реконструкцию объекта и 
получить его трехмерное изображение, не используя 
трудоемкую методику изготовления и фотографиро-
вания серийных гистологических срезов.

еще одна задача решается этими приборами – 
исследования динамических процессов, происходя-
щих в живых клетках [31]. например, движение че-
рез клеточные мембраны ионов кальция или других 
веществ. однако для этого нужен высокоскоростной 
конфокальный микроскоп.

новыми перспективными направлениями конфо-

рис. 3. оптическая схема конфокальной  
сканирующей системы [31]
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кальной микроскопии являются методики FRAP – 
Fluorescence Recovery After Photobleaching (вос-
становление флуоресценции после фотовыжигания) 
и FRET – Fluorescence Resonance Energy Transfer 
(передача энергии посредством флуоресцентного ре-
зонанса).

FRAP применяется для исследования подвиж-
ности биоорганических молекул посредством ини-
циации фотохимического разложения флуорохрома в 
зоне облучения и последующего его рассоединения с 
молекулами. после выжигания молекулы с флуорох-
ромом из необлученной зоны движутся (вследствие 
диффузии) в облученную зону образца. по времени 
нарастания в ней флуоресценции можно судить о 
подвижности молекул. 

FRET используется при определении располо-
жения, взаимодействия и расстояния между мо-
лекулами разных типов. в этом случае молекулы 
метятся двумя флуорохромами, один со спектром 
испускания (донор), второй со спектром поглоще-
ния (акцептор). в результате резонанса между энер-
гетическими уровнями молекул, энергия от донора 
передается к акцептору. далее энергия, излучаемая 
акцептором в видимой области спектра, регистри-
руется микроскопом.

как и у любого метода, у лксм имеется ряд не-
достатков, одним из которых является относительно 
невысокое разрешение, по сравнению с другими ви-
дами трехмерной микроскопии (см. выше). предел 
разрешающей способности конфокальной микроско-
пии составляет 150–300 нм. тем не менее, конфокаль-
ный микроскоп дает две неоценимые возможности: 
он позволяет исследовать ткани на клеточном уровне 
в состоянии физиологической жизнедеятельности, а 
также оценивать результаты исследования (т.е. кле-
точной активности) в четырех измерениях – высота, 
ширина, глубина и время.

Рентгеновская микроскопия
известно, что рентгеновское излучение, имея 

малую длину волны (менее 10 нм), потенциально 
способно создавать 3D изображения объекта с вы-
соким разрешением (до половины длины волны). в 
настоящее время в силу многих технических причин 
разрешение, получаемое с помощью лабораторных 
рентгеновских микроскопов, не превышает 200 нм. 
исключение составляют микроскопы на основе син-
хротронного излучения или рентгеновских лазеров, 
дающие атомарное разрешение [26]. однако имея 
большие технические сложности и высокую стои-
мость, данные приборы не нашли широкого приме-
нения в медико-биологических приложениях.

Цифровая голографическая микроскопия
еще одним способом получения трехмерного 

изображения биологических объектов является лазер-
ная голографическая микроскопия. это интенсивно 
развивающаяся методика позволяет проводить ис-
следование неокрашенных живых клеток в реальном 
масштабе времени, получая при этом данные о вну-
тренней структуре с глубиной резкости несколько 

миллиметров [27]. принцип работы голографическо-
го микроскопа основан на регистрации исследуемого 
объекта, в котором лазерное излучение, проходя по 
двум путям (через объект и минуя его), объединяется, 
строя его голограмму. с помощью фотоматрицы высо-
кого разрешения голограмма регистрируется компью-
тером. для последующего восстановления изображе-
ния используются различные алгоритмы математиче-
ской обработки. микроскопы подобного рода серийно 
не выпускаются, разработаны только прототипы не-
скольких вариантов конструкций, имеющих различ-
ные ограничения по скорости и разрешению. 

в заключение следует отметить, что представ-
ленные выше материалы следует рассматривать как 
предельно сжатое обобщение о возможности изуче-
ния биологического микромира, где важным услови-
ем развития работ по использованию вышеприведен-
ных приборов является особое внимание к подготов-
ке объекта для изучения, от которой в значительной 
мере зависят возможности метода. в соответствии 
с целями и задачами исследования методика такой 
подготовки может быть различной.

в настоящее время в роснипчи «микроб» про-
водятся работы по изучению тонкой структуры и ви-
зуализации в трехмерном измерении с высоким про-
странственным разрешением бактерий чумы, холеры 
и сибирской язвы, применяя при этом три типа микро-
скопии: тэм, сэм, асм [1, 8, 9]. такие исследования 
способствуют получению более полной информации 
по ультраструктурно-функцио наль ной организации 
вышеуказанных возбудителей и тонкому пониманию 
взаимодействия макро- и микроорганизмов.
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бактерии отличаются большой гибкостью мета-
болизма, им свойственна экономичность в исполь-
зовании веществ и энергии. адаптация – сложный 
процесс, происходящий на гено- и фенотипическом 
уровне, сопровождаемый изменениями метаболизма 
и типа питания. она осуществляется под контролем 
уровня роста и размножения, и в условиях «голода-
ния» регуляторные механизмы тормозят рост боль-
шинства клеток популяции [12]. 

у представителей рода Vibrio хромосома со-
держит сотни кассет, повышающих адаптационные 
свойства бактерий [3]. Vibrio cholerae является ге-
теротрофным микроорганизмом и факультативным 
анаэробом [7, 11]. контроль колонизации и размно-
жения холерных вибрионов проводит группа генов, 
мощным индуктором которых является глюкоза [25]. 
в условиях пониженной аэрации происходит сбра-
живание глюкозы, как у облигатных анаэробов. при 
повышении уровня о2 продукты анаэробного расще-
пления окисляются кислородом. в питательных сре-
дах глюкоза используется холерными вибрионами не 
только в качестве генератора энергии, но и для син-
теза аминокислот, нуклеотидов.

азотистый обмен холерных вибрионов связан 
с их мощной протеолитической системой, которая 
есть практически у всех штаммов и при самых раз-
нообразных условиях существования. в одних слу-
чаях она обеспечивает холерный вибрион продукта-
ми питания, в других – способностью адгезировать 
к слизистой кишечника (гемагглютинин/протеаза) 
[39]. известно несколько протеолитических фермен-
тов холерных вибрионов, в частности желатиназа, 
коллагеназа, и протеазы, осуществляющие плаз-
мокоагулазную и фибринолитическую активность 

[1]. уровень гидролиза белка сказывается на жиз-
необеспечении вибрионов. утилизацию азота они 
осуществляют, отщепляя аминогруппы от других 
соединений. в качестве источника азота V. cholerae 
способен использовать аммиак, пурины. холерный 
вибрион синтезирует нуклеиновые кислоты и раз-
личные по сложности нуклеопротеиды. они связаны 
с углеводным обменом, в частности над играет важ-
ную роль в цикле трикарбоновых кислот. в синтезе 
некоторых метаболитов (холерный токсин) никоти-
намид необходим в питательной среде.

липиды в холерных вибрионах являются состав-
ной частью клеточных мембран и липополисахарида. 
гидролиз липосодержащих продуктов питательных 
сред осуществляется с помощью липазы, лецитина-
зы, фосфатазы, происходит также окисление липи-
дов. выявлена эстеразная активность вибрионов. они 
расщепляют длинноцепочечные жирные кислоты [2]. 
все эти ферменты составляют комплекс гидролаз, ко-
торые необходимы для жизнеобеспечения холерного 
вибриона [1, 15]. на питательной среде с глицерином 
наблюдали гидролазную активность преимуществен-
но у атоксигенных штаммов холерных вибрионов. 
вибрионы классического биовара (вирулентные) ра-
стут на среде с жиром, не проявляя гидролитической 
активности. способность гидролизовать жир и глице-
рин коррелирует с гемолитической активностью. 

холерные вибрионы хорошо растут в щелочной 
(до рн 9,2 ) среде, размножаются в присутствии хло-
ристого натрия (0,5–2,0 %) при температуре от 10 до 
40 °с. при выращивании в бульоне через 6 ч падает 
до минимума окислительно-восстановительный по-
тенциал и понижается рн среды. холерные вибрионы 
выравнивают потенциал путем окисления аминокис-
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лот, и при длительной инкубации он активно повыша-
ется, что сопровождается изменением рн (до уровня 
7,6–8,0). кислород окружающей среды активирует 
эти метаболические пути. на понижение уровня аэ-
рации холерные вибрионы реагируют по-разному [9]. 
выращивание в 10 мл 1 % пептонной воды в течение 
20 ч в стационарных условиях 170 штаммов холерных 
вибрионов 1-й группы биохимической активности 
по хейбергу позволило разделить их на три группы 
с такими средними значениями времени достижения 
м-концентрации: 5,5 ч V. cholerae non O1 / non O139; 
10,0 и 10,9 ч V. cholerae cholerae и V. cholerae O139; 
13,2 ч V. cholerae eltor [35]. в условиях ограниченно-
го доступа кислорода некоторые штаммы могут расти 
и размножаться на минеральной среде с добавлением 
глюкозы [9]. 

холерные вибрионы способны обитать в не-
скольких экологических нишах. это определяет био-
логическое многообразие фенотипических признаков 
вибрионов. отмечено соответствие генотипов услови-
ям обитания: популяция холерных вибрионов может 
образовать биогеографический профиль на регио-
нальном уровне [30]. следует обратить внимание на 
тот факт, что в современный период эволюция генома 
возбудителя холеры продолжается [13]. при анализе 
путей формирования атипичных штаммов выявлены 
не только изменения клеточного метаболизма, но и 
утрата способности синтезировать токсин.

холерные вибрионы – типичные R-стратеги, ха-
рактерной чертой которых является наличие периода 
«взрывного» роста популяции. питательные потреб-
ности вирулентных холерных вибрионов «обслужи-
вают» 92 метаболических пути, множество фермен-
тативных реакций [36]. на ранних стадиях холеры 
выявлена высокая экспрессия белков, кодированных 
на острове патогенности, в том числе пилей адгезии, 
необходимых для прикрепления к слизистой кишеч-
ника. адгезия осуществляется при активной роли не-
скольких ферментов [27, 39, 43], среди которых ней-
раминидаза оказывает влияние на регуляцию генов 
вирулентности холерных вибрионов [20]. ключевым 
сигналом синтеза факторов колонизации может быть 
анаэробиоз, поскольку патогенность V. cholerae про-
является в кишечнике в условиях низкого содержания 
кислорода. другим важным регуляторным сигналом 
является концентрация водородных ионов. показано 
[5] , что сигналом внешней среды, влияющим на из-
менения в природных популяциях холерного вибрио-
на, является щелочная реакция среды (рн 9,0). в этих 
условиях происходит переключение экспрессии генов 
вирулентности и персистенции: изменяется содержа-
ние белков, влияющих на проницаемость мембраны, 
деление клеток, подвижность, участвующих в энерге-
тическом обмене, синтезе экзополисахарида, холерно-
го токсина, гемолизина, растворимой гемагглютинин/
протеазы [4]. при высокой солености среды в коор-
динации с определенной концентрацией водородных 
ионов меняется морфология и подвижность холерных 
вибрионов, а также уровень продукции экзаполисаха-

рида и гемагглютинин/протеазы [24]. 
в организме человека, в верхнем отделе кишеч-

ника, где вибрионы персистируют во время холеры, в 
начале инфекционного процесса возбудитель обеспе-
чен всем необходимым для бурного роста. сиаловые 
кислоты поверхности слизистой являются источником 
углерода и энергии, а продукты пристеночного пище-
варения позволяют использовать азотистые продукты 
и глюкозу. в переключении метаболических процес-
сов вирулентных штаммов после попадания в кишеч-
ник, по мнению исследователей, главное – повышение 
энергетики анаэробиоза. одним из индукторов такого 
переключения считается бикарбонат. в верхней части 
тонкого кишечника присутствует в большой концен-
трации со2. превращение двуокиси углерода в бикар-
бонат стимулирует транскрипцию генов вирулентно-
сти возбудителя холеры в тонком кишечнике [18]. в 
организме холерных больных метаболизм вибрионов 
зависит от нехватки железа и кислорода [21]. в связи с 
этим экспрессируется не менее 24 генов, вовлеченных 
в транспорт железа, и 13 генов анаэробного энерге-
тического метаболизма, которые способствуют син-
тезу факторов колонизации [18, 33]. смена фенотипа 
V. cholerae сопровождается изменением энергетиче-
ского и белкового обмена, структурных компонентов 
внешней мембраны, транспорта и секреции [4]. к 
исходу заболевания, которое иногда длится всего не-
сколько часов, содержимое кишечника уже не может 
обеспечить условия для хорошего роста холерного ви-
бриона. когда питательные субстраты исчезают, начи-
нается утилизация резервных соединений, что отра-
жается на специфических функциях малой хромосо-
мы, где располагаются гены, которые индуцируются 
при аминокислотном голодании [12]. показано [43], 
что при выращивании вибрионов in vivo в перевязан-
ной петле кишечника кролика и in vitro в «богатой» 
питательной среде экспрессия генов, ответственных 
за инфицирование, особенно выражена в середине 
фазы экспоненциального роста. в этот период in vivo 
экспрессируются гены, которые влияют на размноже-
ние холерных вибрионов в кишечнике; in vitro – во-
влеченные в подвижность, хемотаксис, колонизацию. 
если у штаммов с повышенной скоростью роста ак-
тивнее амплифицируются гены большой хромосомы, 
то при сниженной скорости роста увеличивается чис-
ло копий генов, имеющих отношение к синтезу ток-
сина. это соответствует огромным энергетическим 
затратам на обеспечение «взрывного» роста холерных 
вибрионов и перераспределению энергии в следую-
щей фазе роста популяции. отмеченные закономер-
ности токсиногенеза используют для продукции CT 
in vitro. применяют метод культивирования холерных 
вибрионов, при котором относительно анаэробные 
условия во время начальной фазы выращивания ме-
няют на ярко выраженный аэробиоз (метод Iwanaga) 
[26]. добавление в среду бикарбоната индуцирует 
экспрессию генов вирулентности. в кишечнике на 
поздней стадии холерной инфекции происходит экс-
прессия оперонов, которые вновь меняют метаболизм 
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инфекционного агента. усиливается потребление ами-
нокислот и железа, транскрипция генов, связанных с 
утилизацией хитина, что становится важным для хо-
лерных вибрионов в преддверии выхода в новую сре-
ду обитания [21, 42]. 

в регионах, где холерные эпидемии часты, до 
99,2 % выделенных из воды штаммов холерных ви-
брионов лишены главных факторов вирулентности – 
холерного токсина (ст) и пилей адгезии (тср) [23]. 
вместе с тем, отмечено генетическое разнообразие 
популяции, представленной свободноживущими 
планктонными, связанными с биотической или абио-
тической поверхностью, а также сгруппированными 
в биопленке клетками. в межэпидемический период, 
когда патогенные вибрионы наравне с комменсалами 
водной среды, обитают в реках, морях, эстуариях, за-
соленных водоемах, жизнеобеспечение возбудителям 
холеры обеспечивают особые физиологические со-
стояния и метаболические пути [37, 42]. при неблаго-
приятных условиях микробные клетки уменьшаются 
в размерах, приобретают склонность к агрегации, кон-
центрации в биоплнках. часть их составляют непод-
вижные покоящиеся формы, а в крайних случаях они 
превращаются в некультивируемые формы [16]. этот 
тип неблагоприятного воздействия, как и другие виды 
стресса, индуцирует общие пути изменения физио-
логии клеток: снижение скорости роста, нарушение 
целостности внешней мембраны и метаболизма желе-
за [38]. чтобы выжить в окружающей среде в услови-
ях голодания, холерные вибрионы на какое-то время 
выбирают стратегию «энергетического сдерживания» 
[29]. замедление и прекращение роста позволяет бак-
териям пережить трудности с питанием, впав в покоя-
щееся состояние, при котором выключены почти все 
жизненные функции [12]. при ухудшении условий ро-
ста на питательных средах холерные вибрионы пере-
страивают энергетический метаболизм, увеличивают 
активность ключевого фермента сапрофитов – рибуле-
зодифосфат карбоксилазы [14]. многие исследователи 
считают, что в водных резервуарах холерные вибрио-
ны могут надолго сохраняться в форме биопленок [28, 
32]. регуляция процесса формирования биопленки, 
ее архитектуры, плотности клеток и их открепления, 
происходит под влиянием гемагглютинин/протеазы 
(нар) и системы «чувства кворума» (QS) [8]. главным 
компонентом матрикса биопленки является экзопо-
лисахарид. активаторами vps гена являются сигналы 
окружающей среды в виде моносахаридов (арабино-
за), нуклеозидов, солей желчи, соленость среды оби-
тания [19, 31]. они регулируют питание микробных 
клеток внутри биопленки [32, 40]. при выращивании 
в щелочной пептонной воде репрессорами являются 
сахароза, декстроза, фруктоза, мальтоза, цитрат, соли 
желчи, тиосульфат [19]. наличие в среде моносахари-
дов и последующее их усвоение микробом важно для 
накопления резервных питательных веществ внутри 
биопленки, что может повлиять на длительность со-
хранения возбудителя холеры в окружающей среде 
[31]. регуляторные механизмы поддерживают много-

образие физиологических свойств бактерий, обра-
зующих пленку, что признается многими авторами. в 
составе биопленки могут быть как продуценты холер-
ного токсина, так и утратившие способность его про-
дуцировать. 

в водной среде вибрионы находятся в окружении 
антагонистов. в донных отложениях морского побе-
режья важным фактором, влияющим на вибрионы, 
является присутствие там амеб [34, 41]. испытывая 
трудности с питанием, холерный вибрион ассоции-
рует с фито- и зоопланктоном, ракообразными и яй-
цами насекомых. есть сведения, показывающие роль 
некоторых амеб в качестве хозяина холерных вибри-
онов в окружающей среде [17]. холерный вибрион 
способен колонизовать поверхности животных бла-
годаря наличию у него хитин-связывающих пилей, 
глюкозамин-связывающего белка, маннозочувстви-
тельного гемагглютинина. паразитирование на по-
крытых хитином поверхностях животных обуслов-
ливает высокая активность хитинолитической систе-
мы вибрионов [22]. по мнению исследователей [10], 
катаболизм полисахарида хитина является одним из 
главных механизмов поддержания патогенных штам-
мов V. cholerae в природе. при заносе возбудителя 
холеры в условия более холодного климата рост его 
популяции зависит от прогревания воды, размноже-
ния хитинсодержащих животных планктона и насту-
пления периода цветения определенных видов водо-
рослей. массовое развитие цианобактерий и обилие 
хлорококковых зеленых водорослей совпадает с пе-
риодом обнаружения вибрионов [16 ]. 

в заключение можно сказать, что современные 
тенденции в области изучения физиологии холер-
ных вибрионов связаны с регуляторными процес-
сами, влияющими на добывание пищи бактериями. 
гетерогенность популяции V. cholerae во многом за-
висит от разнообразия условий обитания холерных 
вибрионов. хорошее снабжение питательными ве-
ществами приводит к «взрывному» росту популяции, 
но подобное состояние – редкость, поэтому для ви-
брионов более характерно ограничение питательных 
потребностей. в процессе размножения происходит 
гибель части клеток, однако вирулентность остав-
шихся может сохраняться. это заставляет активно 
исследовать механизмы, регулирующие физиологию 
питания холерных вибрионов в соответствии с целе-
выми задачами жизнеобеспечения.
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Accessory cholera enterotoxin (Ace) относят к 
числу дополнительных факторов вирулентности хо-
лерных вибрионов [9–12]. кодирующий его ген ace 
вместе с генами cep, orfU, zot и ctxAB входит в состав 
коровой области генома умеренного филаментозно-
го фага стхφ, интегрированного в хромосому Vibrio 
cholerae и способного к горизонтальной передаче 
перечисленных генов от штамма к штамму [6, 12]. 
Ace представляет собой гидрофобный белок с моле-
кулярной массой (мм) 11,4 килодальтон (кда), кото-
рый способен агрегироваться в димер с образовани-
ем структуры, сходной с ион-проницаемой порой [10, 
11]. известно, что он является одновременно необхо-
димой составляющей фагового морфогенеза [6, 12] 
и диареегенным фактором, поскольку способен вы-
зывать накопление жидкости в изолированных пет-
лях кишечника кролика и повышение тока короткого 
замыкания (Isc) в ткани кишечника при исследовании 
в камерах Юссинга [9]. предполагаемый механизм 
действия асе заключается во встраивании гидрофоб-
ной α-спи ра ли этого белка в мембрану энтероцита 
(формирование поры), вследствие чего жидкость с 
ионами поступает обратно в просвет кишечника, вы-
зывая диарею [10, 11]. однако его роль в патогенезе 
холеры до сих пор не доказана и оспаривалась неко-
торыми авторами [6]. 

дальнейшее изучение биологической активно-
сти Ace требует наличия его препаратов, наиболее 
перспективным способом получения которых явля-

ется использование продуцентов – рекомбинантных 
штаммов микроорганизмов, содержащих клониро-
ванный ген ace, поскольку холерные вибрионы син-
тезируют крайне низкие количества этого белка [10] 
на фоне продукции целого ряда других токсинов. 
ранее M.Trucksis et al. [10] ген ace был клонирован в 
составе хромосомной днк дрожжей Pichia pastoris. 
полученный рекомбинантный клон оказался актив-
ным продуцентом искомого белка. вместе с тем, воз-
можность его технологического применения ограни-
чена длительным периодом культивирования (36–
48 ч) и крайней токсичностью используемого в каче-
стве индуктора метилового спирта. в последующем 
о клонировании гена ace в Escherichia coli в составе 
вектора pBAD/Thio-TOPO сообщала группа исследо-
вателей из малайзии [7, 8]. после продолжительной 
индукции (60–72 ч) арабинозой рекомбинантный 
штамм продуцировал Ace в форме «сплава» с бел-
ком HP-тиоредоксином общей мм 34 кда, биологи-
ческая активность которого авторами не изучалась. 
поэтому вопрос о полном соответствии его свойств 
таковым нативного Ace, продуцируемого холерными 
вибрионами, остался открытым.

целью работы явилось клонирование гена ace в 
составе плазмидного вектора pQE30, обеспечиваю-
щего экспрессию чужеродных генов под контролем 
т5-промотора, и создание штамма E. coli – проду-
цента нативного и функционально активного белка 
Ace V. cholerae.
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Accessory cholera enterotoxin (ace) gene of Vibrio cholerae, amplified by PCR, is cloned into the BamHI-HindIII sites using 
plasmid pQE30. Expression of ace gene is under the control of T5 promotor. The Escherichia coli strain M15[pREP4]pAce90 (KM 
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материалы и методы

донором днк для амплификации гена ace слу-
жил штамм V. cholerae о1 15500 биовара эльтор, со-
держащий неполный CTX-профаг (pre-CTX) [5].

в качестве хозяина для трансформации реком-
бинантных плазмид использовали штаммы E. coli 
Jm103 (thi, strA, endA, sbcB15, hsdR4, Δ(lac-proAB), 
[F’, traD36, proAB, lacIqZ ΔM15]) (Pharmacia) и 
M15[pREP4] (NaIS, StrS, RifS, Thi–, Lac–, Ara+, Gal+, 
Mtl–, F–, RecA+, Uvr+, Lon+) (QIAGEN), в каче-
стве вектора для клонирования – плазмиду pQE30 
(QIAGEN).

для культивирования штамма E. coli Jm103 ис-
пользовали жидкую и агаризованную среду LB; для 
M15[pREP4] к средам добавляли 25 мг/мл канами-
цина, а для соответствующих рекомбинантов – до-
полнительно 50 мкг/мл ампициллина и 0,5 % глюко-
зы. в качестве индуктора использовали изопропил-
β-D-тиогалактозид (иптг) в конечной концентра-
ции 1 мм. 

хромосомную и плазмидную днк выделяли из 
клеток холерного вибриона и кишечной палочки в 
соответствии с общепринятыми методами [1]. 

конструирование праймеров для амплификации 
клонируемого фрагмента днк и детекции гена ace 
осуществляли с помощью пакета программ Vector NTI 
Suit 9; cинтез праймеров выполнен ооо «сибэнзим» 
(новосибирск). амплификацию проводили на ампли-
фикаторе «терцик мц-2» («днк-технология»). по 
окончании реакции смесь подвергали электрофоре-
зу в 0,7 % агарозном геле в трис-ацетатном буфере 
в присутствии 0,5 мкг/мл бромистого этидия, затем 
просматривали в ультрафиолетовом свете, вырезали 
участок геля с амплифицированным фрагментом раз-
мером 311 п.н., выделяли последний элюцией, очи-
щали смесью фенол:хло ро форм:изоамиловый спирт в 
соотношении 25:24:1 и осаждали этиловым спиртом. 

днк плазмиды и амплификата гена ace расще-
пляли эндонуклеазами рестрикции BamHI и HindIII 
(Fermentas UAB) в течение 3–4 ч в соответствующем 
каждому ферменту буфере. линейную форму плаз-
миды и амплификат после рестрикции очищали в 
0,7 % агарозном геле и лигировали с использовани-
ем днк-лигазы т4 (Fermentas UAB) согласно реко-
мендациям изготовителя. лигазной смесью транс-
формировали компетентные клетки E. coli Jm103, 
приготовленные с помощью обработки хлористым 
кальцием [1]. трансформанты высевали на агар Lв, 
содержащий 50 мкг/мл ампициллина и 0,5 % глю-
козы. посевы культивировали при 37 °с в течение 
ночи. отбирали ампициллинрезистентные колонии и 
определяли присутствие ace с помощью праймеров 
для детекции гена. из позитивных клонов выделяли 
плазмидную днк [1], подтверждали наличие в ней 
вставки гена ace рестрикцией BamHI и HindIII с по-
следующим электрофорезом в агарозном геле. 

рекомбинантной плазмидой трансформирова-
ли компетентные клетки E. coli M15[pREP4]; полу-

ченные клоны проверяли на присутствие гена ace и 
плазмиды, как описано выше.

для выявления способности к синтезу Ace ре-
комбинантный штамм E. coli M15[pREP4]pAce90, а 
также контрольный, содержащий векторную плазми-
ду pQE30 без вставки, выращивали в жидкой среде 
LB, содержащей 50 мкг/мл ампициллина, в течение 
3–4 ч при 37 °с с шуттелированием при 150 об./мин 
и затем индуцировали 1 мм иптг в течение 1, 2, 3 
и 4 ч при 37 °с с шуттелированием при 150 об./мин, 
клетки осаждали центрифугированием, лизировали 
в буфере, содержащем 65 мм трис-HCl (pH 6,8), 1 % 
SDS и 10 мм 2-меркапто эта но ла, при температуре 
96 °с в течение 15 мин. лизат подвергали электро-
форезу в 16,5 % пааг с SDS и окрашивали гель 
Coomassi Blue R250 и нитратом серебра. процентное 
содержание 6His-белка по отношению к суммарным 
клеточным белкам определяли с помощью програм-
мы Quantity One.

для определения локализации искомого про-
дукта осадки клеток ресуспендировали в 50 мм 
Na-фосфатном буфере (pH 8,0), содержащем 1 мM 
фенилметилсульфонилфторида (PMSF) и 2 мг/мл ли-
зоцима, инкубировали на льду в течение 30 мин, до-
бавляли тритон X-100 до 1 % и днказу до 5 мкг/мл, 
продолжали инкубацию на льду в течение 10 мин, 
затем замораживали в жидком азоте. после размора-
живания разделяли растворимую и нерастворимую 
фракции центрифугированием, добавляли к обеим 
лизис-буфер, прогревали при 100 °с в течение 10 мин 
и исследовали в электрофорезе. 

для исследований in vivo использовали освет-
ленные ультразвуковые дезинтеграты (од) клеток 
рекомбинантного и контрольного штаммов, приго-
товленные как описано ранее [3], и нерастворимую 
фракцию, которую растворяли в 8 м мочевине, раз-
бавляли равным объемом 10 мм трис-HCl (рн 8,0), 
осветляли центрифугированием и подвергали мно-
гоступенчатому диализу с постепенным снижени-
ем концентрации мочевины в диализном буфере. 
содержание белка в препаратах определяли методом 
лоури и доводили до 500 мкг/мл.

для изучения биологической активности мышам-
сосункам массой 3–4 г через задний проход вводили 
по 100 мкл препаратов (по 50 мкг общего белка на 
одно животное). через 5 ч после введения животных 
умерщвляли и определяли FA (отношение массы же-
лудка и кишечника к массе тела) [3]. статистическую 
обработку результатов проводили с помощью про-
граммы «Primer of Biostatistics» v.4.03. 

результаты и обсуждение

схема констуирования рекомбинантной плазми-
ды pAce90 показана на рис. 1, из которого видно, что 
пцр-амплификат ace (311 п.н.) был встроен в плазми-
ду pQE30 по сайтам BamHI-HindIII. использованный 
нами плазмидный вектор несет ген устойчивости к ам-
пициллину (bla) и содержит промоторно-операторную 
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область, включающую T5-про мо тор и два располо-
женных тандемом lac-оператора, обеспечивающих 
максимальную репрессию синтеза Ace в присутствии 
глюкозы, а также синтетический сайт связывания 
рибосомальной рнк, старт-кодон, последователь-
ность триплетов, кодирующих синтез гексагистидина 
(6His), полилинкер (MCS) и два терминатора транс-
крипции (t0 фага лямбда и т1 из rrnB-оперона E. coli). 
экспрессия клонированных генов происходит при 
индукции иптг и начинается с плазмидного старт-
кодона, при этом образуется гибридный белок, перед 
первой аминокислотой которого располагается гекса-
гистидиновый блок (6His-tag). в ожидаемом продукте 
на N-конце должно было содержаться 12 дополни-
тельных аминокислотных остатков, первые шесть из 
которых представляли 6His-tag. 

в результате трансформации компетентных кле-
ток E. coli Jm103 лигазными смесями были получены 
клоны, несущие рекомбинантную плазмиду, обозна-
ченную pAce90. гидролиз этой плазмиды BamHI и 
HindIII с последующим электрофорезом в агарозном 
геле подтвердил наличие вставки размером 0,3 т.п.н. 
рекомбинантные клоны штамма E. coli Jm103, од-
нако, не выдерживали длительного хранения на пи-
тательных средах даже в присутствии глюкозы и 
требовали частых пересевов, вероятно, в связи с не-
достаточно эффективной репрессией т5-промотора 
и токсичностью продукта клонированного гена для 
E. coli. с целью создания более жизнеспособного 
продуцента мы трансформировали рекомбинантную 
плазмиду в штамм M15[pREP4], содержащий низ-

кокопийную плазмиду pREP4, обеспечивающую до-
полнительную репрессию т5-промотора за счет кон-
ститутивной экспрессии входящего в ее состав гена 
lacI. действительно, трансформанты M15[pREP4] 
оказались более жизнеспособными по сравнению с 
таковыми штамма Jm103.

для выявления способности рекомбинантов к 
продукции токсина мы использовали лизаты клеток 
штаммов E. coli M15[pREP4]pAce90 и M15[pREP4]
pQE30 (контроль), выращенные с индукцией иптг. 
после SDS-электрофореза в 16,5 % пааг и окраши-
вания геля нитратом серебра только в лизате штам-
ма M15[pREP4]pAce90 была выявлена мажорная 
белковая полоса в области 13 кда (отсутствующая в 
лизате контрольного штамма), что соответствует раз-
меру искомого рекомбинантного белка, содержащего 
на N-конце гексагистидиновый блок (рис. 2, б). на 
рис. 2 (а) показан тот же гель, предварительно окра-
шенный Coomassi Blue, в котором упомянутая поло-
са отсутствует. она проявилась только после докра-
шивания геля нитратом серебра, что свидетельствует 
в пользу того, что она действительно представляет 
собой Ace, который, как известно, не окрашивается 
Coomassi Blue [11]. его количество, по данным про-
граммы Quantity One, составило 7–10 % суммарных 
клеточных белков. большая часть Ace находилась в 
клетках в виде телец включения, однако некоторое 
количество присутствовало и в растворимой фрак-
ции (рис. 2, в).

од рекомбинантного клона и нерастворимая 
фракция вызывали статистически достоверное на-

рис. 1. схема конструирования 
плазмиды pAce90
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копление жидкости в кишечнике мышей-сосунков в 
дозе 50 мкг общего белка на одно животное (табли-
ца). поскольку од контрольного штамма не обладал 
такой активностью, мы сочли наиболее вероятным, 
что наблюдаемый эффект обусловлен именно дей-
ствием Ace. 

таким образом, гибридный рекомбинантный бе-
лок Ace, несмотря на присутствие в его молекуле до-
полнительных аминокислотных остатков, обладает 
биологической активностью – способностью вызывать 
накопление жидкости в кишечнике мышей-сосунков. 

рекомбинантный штамм E. coli M15[pREP4]
pAce90 депонирован в государственной коллек-
ции патогенных бактерий «микроб» под номером 
км 194 и защищен патентом на изобретение [4]. 
использование его в качестве продуцента Ace в 
перспективе позволит выделять очищенный препа-
рат с помощью специфически связывающих 6His-
белков сорбентов в целях изучения его значимости 
в патогенезе холеры, особенно вызываемой нехо-
лерогенными штаммами холерных вибрионов, со-
держащими неполный CTX-профаг (pre-CTX) [5]. 
преимуществами предлагаемого продуцента, по 
сравнению с холерными вибрионами, является вы-
сокий выход искомого белка и отсутствие способно-
сти к синтезу каких-либо дополнительных токсиче-
ских субстанций, которые могли бы затруднить его 
выделение и очистку, а по сравнению с известными 
рекомбинантными штаммами-продуцентами [7, 8, 
10] – непродолжительный период наращивания био-
массы (4–6 ч, включая индукцию), что обеспечивает 
возможность ускоренного получения токсина.
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рис. 2. SDS-электрофорез в 16,5 % 
пааг лизатов клеток (А, Б) E. coli 

M15[pREP4]pQE30, M15[pREP4]pAC90 
и их растворимой и нерастворимой 

фракций. А – окраска Coomassi Blue;  
Б – тот же гель, докрашенный нитратом 
серебра; В – фракции клеток, выращен-
ных с индукцией. положение рекомби-

нантного белка Ace отмечено стрелками:
А, Б: 1 – M15[pREP4]pQE30 (контроль),  
2 – M15[pREP4]pAce90 без индукции,  

3, 4, 5, 6 – M15[pREP4]pAce90 с индукцией 
иптг в течение 1, 2, 3 и 4 ч соответственно.  

В: 1 – нерастворимая; 2 – растворимая  
фракции клеток M15[pREP4]pQE30;  

3 – нерастворимая; 4 – растворимая фракции 
клеток M15[pREP4]pAce90
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за последние годы на территории российской 
Федерации и в некоторых государствах снг из раз-
личных объектов внешней среды периодически вы-
деляются эпидемически неопасные штаммы холер-
ных вибрионов, у которых, по данным генетических 
исследований, отсутствует ген холерного токсина ctx 
ав. в то же время неэпидемичность этих штаммов 
не подтверждается чувствительностью к диагности-
ческому бактериофагу ctx–.

значение показателя специфической активности 
фага ctx– зависит от места выделения культур, что, 
по мнению многих исследователей, может быть свя-
зано с индивидуальными особенностями штаммов, 
циркулирующих на различных территориях, нали-
чием у них группо- и штаммоспецифических систем 
рестрикции-модификации, гомоиммунных умерен-
ных фагов и другими факторами [1].

умеренные фаги, тесно связаны с диссоциаци-
ей бактерий. накопление умеренного фага в куль-
туре приводит к изменению клеточного состава 
микробной популяции в сторону увеличения в ней 
доли шероховатых и других измененных форм, об-
ладающих фагорезистентностью в силу различных 
причин [4, 5, 6, 7].  

цель работы – выявление у холерных вибрионов 
биовара эльтор носительства гомоиммунных умерен-
ных фагов с помощью специализированной индика-
торной системы. 

материалы и методы

изучено 70 штаммов V. cholerae еltor из 
государственной коллекции патогенных бактерий 

роснипчи «микроб», выделенных в различных ре-
гионах российской Федерации из объектов внешней 
среды за период с 1992 по 2009 год. по паспортным 
данным, указанные штаммы не содержали ген CTX 
ав и имели разный статус чувствительности к диа-
гностическому бактериофагу ctx–. в опыт по опреде-
лению умеренных фагов в культуре были отобраны 
25 фагоустойчивых штаммов V. cholerae eltor с ти-
пичными свойствами (таблица). 

изучение культуральных, морфологических, 
биохимических, серологических свойств тестируе-
мых штаммов проводили по общепринятым методи-
кам, изложенным в [2]. посевы культур осуществляли 
на жидких и плотных питательных средах: 1 % пеп-
тонная вода и бульон мартена, с содержанием пепто-
на 2,2 %; 2 % агар мартена, с содержанием аминного 
азота 80–90 г/л, рн всех сред составлял 7,6±0,1.

для проведения исследований использова-
ли фаг ctx– из комплекта коммерческого препарата 
«бактериофаги диагностические холерные эльтор ctx+ 

и ctx–, раствор для диагностических целей» сер. 16.
пробу с фагом ctx– ставили методом агаровых 

слоев по грациа. после застывания агара с культурой 
на его поверхность бактериологической петлей нано-
сили каплю фага ctx–, чашки инкубировали 18–20 ч 
при температуре 37 °с. за положительный результат 
принимали любую степень лизиса. определение ли-
зогенности штаммов холерных вибрионов проводи-
ли в агаровой культуре. для этого 24-часовую агаро-
вую культуру исследуемого штамма петлей наносили 
на газон индикаторного штамма в слое мягкого ага-
ра. на одной чашке петри испытывали 10 штаммов. 
через 18–20 ч инкубирования при температуре 37 °с 
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на месте нанесения исследуемых штаммов форми-
ровались крупные колонии холерных вибрионов. 
при наличии в них умеренного фага вокруг колонии 
появлялась полупрозрачная зона лизиса за счет по-
давления фагом роста соответствующего индикатор-
ного штамма. при отсутствии фага в тестируемых 
культурах, вокруг колоний наблюдался равномерный 
рост индикаторного штамма. 

результаты и обсуждение

согласно методическим указаниям «порядок 
организации и проведения лабораторной диагно-
стики холеры для лабораторий территориального, 
регионального и федерального уровней» 4.2.2870-11 
схема идентификации типичных культур V. cholerae 
о1 биовара эльтор включает оценку эпидзначимости 
холерных вибрионов по чувствительности к бакте-
риофагам диагностическим холерным эльтор ctx+ и 
ctx– и гемолитической активности по грейгу. 

исследуемые культуры по различному статусу 
чувствительности к диагностическому бактериофагу 
ctx–, были разделены на три группы: чувствительные; 
слабочувствительные; фагорезистентные. 

следует отметить, что культуры, отнесенные к 
группам 2 и 3, по схеме оценки эпидзначимости штам-
мов V. cholerae еltor, указанной в инструкции по при-
менению, бактериофагов, определялись как эпидеми-
чески неопасные и не требовали дополнительных ис-
следований по обнаружению гена холерного токсина.

в ходе работы было обнаружено, что основное 

количество изучаемых культур характеризовались 
типичными для холерных вибрионов культураль-
ными, морфологическими, биохимическими и се-
рологическими свойствами. Штаммы, отнесенные к 
группе фагочувствительных культур (группа 1), были 
стабильны по изученным свойствам и проявили вы-
сокую чувствительность к фагу ctx–. 

из всего числа изученных культур, входивших в 
группу фагорезистентных (группа 3) и слабочувстви-
тельных (группа 2), 5 штаммов (7 %) проявили не-
характерные для V. cholerae о1 биовара эльтор био-
химические свойства – не ферментировали маннозу, 
декарбоскилировали аргинин, отмечался слабый 
рост в среде с полимиксином; 3 штамма (4,2 %) про-
явили нетипичную реакцию Фогэс-проскауэра при 
типичных характерных биохимических свойствах. 
известно, что атипичные формы холерных вибрио-
нов значительно чаще встречаются среди культур, 
несущих умеренные фаги. на основании этого дан-
ные штаммы были исключены из дальнейших иссле-
дований. интерес представляли культуры с характер-
ными для холерных вибрионов свойствами. 

различные условия хранения и культивирования 
могут приводить к изменению соотношения фагоре-
зистентных и фагочувствительных клеток в составе 
популяции и оказывать влияние на результат взаимо-
действия системы фаг-бактерия. в целях повышения 
или восстановления фаголизабельности исследуемых 
культур, после проведения многократных пассажей 
на обогащенных по солевому составу питательных 
средах, удалось восстановить фагочувствительность 

краткая биохимическая характеристика фагорезистентных штаммов V. cholerae eltor, выделенных из объектов внешней среды

Штамм место выделения гемолиз по грейгу чувствительность к фагу ctx–* наличие гомоиммунного  
умеренного фага

м-1280 астрахань + - +
м-1337 астрахань + - +
м-1427 астрахань + - +
м-1414 республика калмыкия неполный гемолиз - -
м-1433 республика калмыкия неполный гемолиз - +
м-1443 республика калмыкия + ± +
122 республика калмыкия + - +
м-1417 пенза + - +
м-1419 пермь + - +
м-1315 пермь неполный гемолиз - +
м-1418 пермь + - +
м-1425 пермь + + +
м-1388 саратов + ± +
м-1438 самара + - +
м-1383 республика татарстан + ± +
м-1332 челябинск неполный гемолиз - +
м-1385 астраханская обл. + ± +
м-1379 республика татарстан + - +
м-1314 республика калмыкия + - -
м-1432 республика калмыкия + ± +
м-1434 республика калмыкия + - -
м-1444 республика калмыкия + - +
95 республика калмыкия + - +
м-1334 курган + - +
м-1426 пермская обл. + - +

примечание : * – проба с фагом ctx–; «–» – отрицательная, «±» – единичные негативные колонии или мутное литическое пятно, «+» – по-
ложительная.



МИКРОБИОЛОГИЯ

45

у 1 штамма из группы 3 и повысить фаголизабель-
ность у 8 штаммов из группы 2, что составило 0,7 и 
11,5 % соответственно.

специфический исход системы взаимодействия 
фаг-бактерия, на котором базируется фагодиагности-
ка, контролируется наличием гомологии зон рецепции 
фага и клетки, наличием и соответствующей функцио-
нальной активностью у бактерии ферментативных си-
стем, синтезирующих элементы паразита под контро-
лем фаговой днк, существованием у клетки систем 
рестрикции-модификации различной специфичности. 

известно, что неэпидемические холерные ви-
брионы эльтор являются носителями умеренных 
фагов не менее трех серотипов – II, XI, XII (по оте-
чественной классификации), которые по типу имму-
нитета представляют 11 иммунотипов. тип фага яв-
ляется основной таксономической единицей внутри 
вида холерных фагов, который определяется строгой 
серологической специфичностью и характером ли-
тической активности в отношении биоваров и диссо-
циативных форм возбудителя холеры [2, 3]. из этого 
следует, что различные внутривидовые группы хо-
лерных вибрионов являются носителями фагов опре-
деленных и строго специфичных для них иммунных 
типов, являющихся их генетической меткой. на этом 
основано применение метода профаготипирования, 
для дифференциации холерных вибрионов на биова-
ры, классических вибрионов – на фаготипы, вибрио-
нов эльтор – на эпидемические и неэпидемические. 
для этих целей разработаны специализированные 
тест-системы, состоящие из индикаторных штаммов, 
обладающих специфической чувствительностью к 
умеренным фагам исследуемых культур [3]. 

для определения умеренного фага в популяции 
фагорезистентных клеток использовали специализи-
рованную тест-систему [2, 3], предназначенную для 
выявления умеренных фагов неэпидемических холер-
ных вибрионов биовара эльтор, состоящую из двух и 
ндикаторных штаммов V. choleraе eltor 379 и V. chole-
rae eltor 485, депонированных в государственной 
коллекции патогенных бактерий Фкуз роснипчи 
«микроб» под номерами км-12 и км-21 соответ-
ственно. обнаружение умеренного фага достигается 
за счет высокой чувствительности каждой входящей 
в состав индикаторной системы тест-культуры к 
строго определенным группам умеренных фагов (III, 
V, VI иммунотипов) и резистентностью к фагам всех 
остальных групп. 

при исследовании 25 культур фагорезистент-
ных вибрионов с типичными морфологическими и 
биохимическими свойствами с помощью индика-
торной тест-системы для определения лизогенности 
штаммов холерных вибрионов было обнаружено но-
сительство умеренного фага у 22 штаммов, что со-
ставило 88 % из числа изученных культур. реакция 
характеризовалась появлением полупрозрачной 
зоны лизиса вокруг выросших колоний испытуемых 
микроорганизмов (рисунок).

таким образом, в результате проведенных иссле-
дований у изученных культур неэпидемических хо-

лерных вибрионов биовара эльтор выявлено лизоген-
ное состояние, характеризующееся носительством 
гомоиммунного умеренного фага, что явилось при-
чиной возникновения фагоустойчивых вариантов хо-
лерных вибрионов к бактериофагу сtx–. дальнейшее 
более глубокое изучение явления лизогении фагоре-
зистентных культур может позволить адаптировать 
бактериофаг ctx– к фагоустойчивым вариантам хо-
лерных вибрионов с целью повышения специфиче-
ской активности данного препарата.
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возбудители сапа и мелиоидоза относятся к 
β-под классу протеобактерий, семейству Burkhol-
deria ceae, роду Burkholderia. в настоящее время род 
Burkholderia включает более 50 видов микроорганиз-
мов и представляет собой довольно гетерогенную 
таксономическую группу, объединяющую сапрофи-
ты, фитопатогены и патогены теплокровных живот-
ных. к возбудителям особо опасных инфекций отно-
сят два вида – B. pseudomallei и B. mallei, мелиоидоз-
ный и сапной микроб соответственно.

мелиоидоз эндемичен для влажных тропиче-
ских и субтропических регионов Юго-восточной 
азии, северной австралии, западной африки и 
латинской америки. довольно большое число спо-
радических случаев заболевания, связанных с за-
носом из эндемичных регионов, в последнее время 
отмечено для ряда стран умеренного климатического 
пояса [11]. летальность при септической и легочной 
форме мелиоидоза превышает 90 %. несмотря на ис-
пользование для лечения самых современных препа-
ратов, смертность составляет более 40 %. 

сапной микроб B. mallei вызывает тяжелое ин-
фекционное заболевание у человека и довольно ши-
рокого круга животных. описанные случаи внутри-
лабораторного заражения человека свидетельствуют 
о его довольно высокой видовой чувствительности 
к этому возбудителю. возбудитель сапа патогенен 
для непарнокопытных животных (лошадей, мулов, 

ослов), кошек, собак, морских свинок и мышей. в 
экспериментальных условиях наиболее чувстви-
тельными к сапу животными являются кошки, зо-
лотистые хомячки и морские свинки. кролики мало 
восприимчивы к сапу. белые мыши и крысы – высо-
ко резистентны [4]. в связи с уменьшением числен-
ности лошадей, являющихся основным резервуаром 
этой инфекции, сегодня в мире проблема сапа не 
стоит так остро, как ранее, однако сап по-прежнему 
наносит значительный экономический урон в живот-
новодческих хозяйствах, практикующих разведение 
и использование непарнокопытных животных [17]. 

в россии последние вспышки сапа были зареги-
стрированы в период второй мировой войны. на тер-
ритории ссср сап считался полностью ликвидиро-
ванным. в настоящее время это заболевание в россии 
официально не регистрируется, однако вероятность 
заноса этой инфекции не может быть полностью ис-
ключена ввиду того, что возбудитель ее постоянно 
циркулирует в ряде сопредельных стран (монголия, 
турция, иран и др.) [4]. 

вид B. mallei отличается высокой генетической 
и фенотипической мономорфностью, внутри вида не 
существует общепризнанного подразделения на био-
вары и подтипы. высокая близость геномов сапа и 
мелиоидоза, объединение штаммов возбудителя сапа 
в единый сиквенс-тип, входящий в клональный ком-
плекс со штаммами возбудителя мелиоидоза, позво-
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лили сделать предположение, что B. mallei является 
клоном B. pseudomallei, хотя на уровне экологии и 
эпидемиологии возбудители сапа и мелиоидоза – 
различные виды микроорганизмов, отличающиеся 
по микробиологическим свойствам [16].

на сегодняшний день можно констатировать, 
что существующие методы обнаружения патогенных 
буркхольдерий оказываются недостаточно эффек-
тивными для экспресс-диагностики, а идентифика-
ция возбудителей сапа и мелиоидоза по-прежнему 
является трудоемкой задачей.

до внедрения в лабораторную практику полу-
автоматических и автоматических систем типа API, 
Vitek, а также генетических методов с применени-
ем пцр лабораторная диагностика и идентифика-
ция культур B. pseudomallei и B. mallei основыва-
лась, главным образом, на изучении культурально-
морфологических и биохимических свойств микро-
организмов [6, 15]. установление принадлежности 
к большой группе так называемых неферментирую-
щих глюкозу грамотрицательных бактерий (гнФ) 
позволяло проводить дальнейшую идентификацию, 
используя простые, вполне доступные по набору те-
стов идентификационные ключи [46, 49]. 

для дифференциации от фенотипически сходных 
микроорганизмов осуществляется дополнительная 
постановка 20–30 тестов [15, 32]. принципиальное 
значение придается исследованию окисления моно– 
и дисахаридов, оксидазной, декарбоксилазной, жела-
тиназной активности, гидролизу эскулина, определе-
нию бета-галактозидазы (ONPG), наличия гемолизи-
нов, днк-азы и способности к росту при 42 °с.

современная идентификация бактерий рода 
Burkholderia является многоэтапной и относится к 
тем случаям, где необходима комбинация методов 
определения фенотипических и генотипических 
признаков, то есть использования полифазного так-
сономического подхода [46, 47, 49]. так, при работе 
с микроорганизмами комплекса B. cepacia полуавто-
матические системы не позволяют идентифициро-
вать изоляты до вида (геномовара). при определении 
видовой принадлежности этих микроорганизмов до-
статочно часто возникают ошибки их дифференциа-
ции от B. pseudomallei [19, 23]. 

тактика обнаружения, идентификации и внутри-
видового типирования патогенных микроорганизмов 
предусматривает применение ряда иммунодиагно-
стических тестов с использованием моноклональных 
антител (мка). в практической работе для экспресс-
ускоренного выявления и последующей идентифика-
ции возбудителей сапа и мелиоидоза чаще всего ис-
пользуют метод флуоресцирующих антител (мФа), 
реакцию непрямой гемагглютинации (рнга), твердо-
фазный иммуноферментный анализ (тиФа), реакцию 
двойной иммунодиффузии (рдд), иммуноблоттинг [8, 
35]. в качестве дополнительного метода дифферен-
циации патогенных и непатогенных буркхольдерий 
целесообразно использовать реакцию двойной имму-
нодиффузии с применением преципитирующих мка 
заданной специфичности. перспективной тенденцией 
совершенствования лабораторной диагностики сапа и 

мелиоидоза считают сочетанное применение двух ме-
тодов: пцр и тиФа на основе мка. 

из фенотипических методов известное значе-
ние имеет анализ белков в полиакриламидном гель-
электрофорезе с додецилсульфатом натрия (SDS-
PAGE). с применением компьютерных программ 
для анализа электрофореграмм этот метод позволяет 
не только разграничивать штаммы B. pseudo mallei и 
B. mallei от буркхольдерий других видов, но и отра-
жать внутривидовые особенности штаммов возбуди-
телей сапа и мелиоидоза [2].

опыт зарубежных исследователей свидетель-
ствует, что молекулярно-биологические методы об-
наружения патогенных буркхольдерий целесообраз-
но включать в качестве подтверждающих тестов в 
схему лабораторной диагностики при положитель-
ных находках в полуавтоматических системах иден-
тификации [19]. 

молекулярно-генетические подходы в настоящее 
время стали занимать главенствующее место и при ти-
пировании возбудителей сапа и мелиодоза [10, 39, 40]. 
такие методы, как гель-электрофорез в пульсирую-
щем электрическом поле, различные варианты поли-
меразной цепной реакции и мультилокусного сиквенс-
типирования, были использованы для внутривидовой 
дифференциации штаммов B. pseudomallei и B. mallei, 
выделенных из внешней среды, от животных и чело-
века [17, 44], расшифровке вспышек инфекций [12] и 
оценке эффективности проводимой антибиотикоте-
рапии [24, 45]. применение автоматических секвена-
торов и методологии биочипов позволило вплотную 
подойти к экспрессному секвенированию полного 
генома микроорганизмов [18, 21, 26]. информация, 
полученная при секвенировании геномов патогенных 
буркхольдерий, может быть использована для разра-
ботки быстрых и точных методов диагностики и диф-
ференциации возбудителей сапа и мелиоидоза от близ-
кородственных микроорганизмов, а также для внутри-
видового типирования этих патогенов [20]. поскольку 
секвенирование полного генома в лабораторных усло-
виях является трудоемким и дорогостоящим методом, 
а методы ускоренной расшифровки полноразмерных 
геномов в настоящее время недоступны, гораздо боль-
ший интерес представляет выявление отдельных ге-
нетических локусов (размером 500–950 н.п.), анализ 
которых позволит решить поставленные перед иссле-
дователем задачи. так, изучение наиболее консерва-
тивных последовательностей дает возможность уста-
навливать степень родства на уровне семейств, родов 
и видов, и как следствие – проводить идентификацию 
возбудителя инфекционного заболевания. проведение 
дифференциации близкородственных микроорганиз-
мов и внутривидовое разграничение может осущест-
вляться при сопоставлении вариабельных последова-
тельностей генома.

в последние годы наиболее предпочтительным 
методом идентификации буркхольдерий в хорошо 
оснащенных клинических лабораториях является 
полимеразная цепная реакция (пцр), в том числе с 
флуоресцентной детекцией [38, 47]. специфическая 
флуоресцентная гибридизация в процессе амплифи-
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кации может регистрироваться детектором флуорес-
ценции как по окончании реакции, так и в режиме 
реального времени [40, 41]. 

применение пцр в условиях ускоренной иденти-
фикации предусматривает обнаружение патогенных 
биологических агентов в любом биологическом мате-
риале и объектах окружающей среды как при работе с 
нативными пробами, так и после биологического на-
копления на питательных средах и в органах биопроб-
ных животных. в качестве днк мишеней были реко-
мендованы гены 16S рРНК [13], 23S рРНК [27], спей-
серные области 16-23S рРНК [25], кластер генов LPS, 
кодирующий капсульный липополисахарид [34], гены 
системы III типа секреции (TTS1) [29, 33, 50], флагел-
лярный ген [36]. в большинстве работ использовался 
пцр-анализ с электрофоретической детекцией. 

пцр в режиме реального времени показала бо-
лее высокую чувствительность, специфичность и 
быстроту в использовании по сравнению со стан-
дартной пцр. R.Novak et al. [31], продолжая исследо-
вания предыдущих авторов, используя в качестве ми-
шени orf2 из кластера генов III типа секреции (TTS1), 
описали метод пцр в режиме реального времени, 
который со 100 % специфичностью детектировал 
чистые культуры штаммов B. рseudomallei. позже 
эти праймеры и флуоресцентные зонды были апро-
бированы на клинических образцах мокроты, мочи, 
крови, а также в мазках гноя и ран [29]. на основе 
гена TTS1 M.Kaestli et al. [22] была сконструирована 
тест-система в режиме реального времени, позволяв-
шая детектировать B. pseudomallei в образцах почвы. 
разработкой праймеров для TaqMan зондов на основе 
генов, детерминирующих 16S ррнк и флагеллин, за-
нимались H.Tomaso et al. [41] и гена IpxO – A. Merritt 
et al. [28]. в работе F.M.Thibault et al. [40] исследова-
тели использовали праймеры и гидролизуемые зон-
ды (TaqMan), сконструированные на основе класте-
ров генов TTS1 и TTS2. H.Tomaso et al. [41] впервые 
удалось дифференцировать B. mallei от B. pseudomal
lei и других гетерологичных микроорганизмов, соз-
дав пцр-тест-систему в режиме реального времени, 
сконструированную на основе последовательности 
fliP. для специфической детекции B. mallei были 
сконструированы тест-системы на основе гена bimA 
(Burkholderia intracellular motility A), который коди-
рует белок, участвующий в полимеризации актина 
[42, 43]. авторы другого исследования с помощью 
технологии TaqMan разработали тест-системы, ко-
торые детектировали два новых гена, кодирующих 
гипотетические белки, уникальные для B. pseudo-
mallei (GenBank A0179 и A1189) [37]. с помощью 
этих тест-систем детектировали B. pseudomallei в 
образцах крови от больных септицемией. используя 
технологию «молекулярных маячков», была разра-
ботана тест-система на основе консервативных по-
следовательностей генов «домашнего хозяйства» 
narK и gltB. пцр-продукт narK детектировался при 
исследовании B. mallei, B. pseudomallei и B. thai lan
den sis, но отсутствовал у других видов Burkholderia. 
амплификация gltB происходила при обнаруже-
нии всех штаммов Burkholderia за исключением 

Burkholderia phenazinium и Ralstonia metallidurans. 
для дифференциации между B. mallei и B. pseudo
mallei в данных последовательностях генов были вы-
браны единичные нуклеотидные замены [48].

для идентификации патогенных буркхольдерий 
нами разработаны амплификационные тест-системы 
на основе нуклеотидных последовательностей генов 
23S рРНК, III типа секреции (TTS I) и флагелляр-
ного гена fliC как в формате электрофорезной, так 
и флуоресцентной детекции, в том числе в формате 
реального времени [1, 7, 9]. высокая специфичность 
и чувствительность данных тест-систем позволили 
нам рекомендовать их использование в алгоритме 
лабораторной диагностики сапа и мелиоидоза, а так-
же при идентификации патогенных буркхольдерий 
по таксономическим признакам и эпидемической 
значимости. причем использование двух днк ми-
шеней – участков 16S рРНК и 23S рРНК, orf13 или 
fliC, при сочетании пцр и секвенирования позво-
ляет повысить достоверность пцр-диагностики и 
ускорить идентификацию B. mallei и B. pseudo mallei 
и их дифференциацию от близкородственных видов 
микроорганизмов. 

проведенные исследования геномной организа-
ции различных штаммов возбудителей сапа и мелиои-
доза на основе секвенирования их полных геномов по-
зволяют определять днк-маркеры, с которыми можно 
проводить сравнение остальных штаммов и изолятов, 
определять консервативные и вариабельные после-
довательности для идентификации и внутривидовой 
дифференциации штаммов B. mallei и B. pseudomal
lei [18, 30]. аннотированные сиквенсы геномов пато-
генных буркхольдерий представлены на веб-серверах 
(http://www.tigr.org) и (http://www.sanger.ac.uk). на 
основе анализа литературных данных [10, 11, 14, 16, 
44] и результатов собственных исследований нами по-
казано, что для дифференциации штаммов возбудителя 
мелиоидоза эффективны методы пульс-электрофореза 
и мультилокусного сиквенс-типирования (MLST), 
амплификации полиморфной днк с произвольными 
праймерами (RAPD), анализ количества вариабель-
ных тандемных повторов (VNTR-анализ), Rep-пцр 
и схема типирования на основе вариабельных ампли-
конов (VAT). из методов генотипирования для штам-
мов B. mallei применим макрорестрикционный анализ 
днк в формате пульс-электрофореза, VNTR-анализ, 
амплификация с произвольными праймерами и ана-
лиз вариабельных ампликонов. 

разработка методов идентификации и типирова-
ния штаммов возбудителей сапа и мелиоидоза, осно-
ванных на изучении их генетического полиморфиз-
ма, должна обеспечить возможность быстрого выяв-
ления генетических особенностей штаммов с целью 
определения их происхождения и связи с опреде-
ленными эколого-эпидемическими районами. более 
перспективным представляется использование в ка-
честве маркерных систем полиморфных нуклеотид-
ных последовательностей днк, включая различные 
тандемные повторы и вариабельные ампликоны.

в принципе, все данные фено- и генотипических 
методов, а также результаты филогенетических ис-
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следований могут быть включены в расширенную 
схему идентификации и типирования, опирающуюся 
на принципы полифазной таксономии. таких мето-
дов множество, но выбор оптимального сочетания 
наиболее эффективных подходов и формирование 
универсального алгоритма является актуальным для 
любых микроорганизмов, в том числе возбудителей 
сапа и мелиоидоза. это обстоятельство определяет 
актуальность дальнейших исследований, направ-
ленных на совершенствование схем идентификации 
и внутривидовой дифференциации штаммов воз-
будителей сапа и мелиоидоза. важная роль в обе-
спечении этих исследований отводится созданному 
на базе Фкуз волгограднипчи роспотребнадзора 
референс-центру по монито рингу за возбудителями 
сапа и мелиоидоза, в задачи которого входит изуче-
ние биологических, молекулярно-генетических и 
биохимических свойств B. mallei и B. pseudomallei, в 
том числе штаммов с атипичными свойствами, ана-
лиз эффективности создаваемых диагностических 
препаратов и разработка идентификационных тестов 
и методов внутривидовой дифференциации штаммов 
патогенных буркхольдерий. 

в волгоградском научно-исследовательском 
противочумном институте имеется коллекция штам-
мов B. mallei, B. pseudomallei и близкородствен-
ных буркхольдерий – B. thailandensis и B. cepa cia, 
выделенных в различных географических регио-
нах. сконструированные амплификационные тест-
системы для идентификации патогенных буркхоль-
дерий прошли внутриинститутские и приемотехни-
ческие испытания. 

проведен сравнительный анализ хромосом па-
тогенных буркхольдерий c учетом их блочной ре-
организации, получена и охарактеризована полная 
библиотека вариабельных фрагментов B. mallei и 
B. pseudomallei, которая может быть использована в 
качестве днк-маркеров при создании высокоэффек-
тивных систем внутривидового типирования возбу-
дителей сапа и мелиоидоза.

апробированы методы типирования штаммов 
B. mallei и B. pseudomallei с использованием произ-
вольных праймеров (RAPD), рестрикционный ана-
лиз хромосомной днк (RFLP), в том числе пульс-
электрофорез, VNTR-анализ и пцр-типирование 
на основе вариабельных ампликонов, днк-днк 
гибридизация, сравнительный анализ плазмидных 
профилей и белковых спектров. создан банк переви-
ваемых линий гибридом-продуцентов мка к анти-
генам B. pseudomallei и B. mallei, экспонированным 
на поверхности бактериальных клеток, что позво-
ляет использовать индивидуальные образцы или их 
смеси для идентификации данных патогенов и их 
дифференциации от непатогенных представителей 
рода Burkholderia. в институте на постоянной осно-
ве осуществляется производство лиофилизирован-
ных препаратов для мФа в объемах, удовлетворяю-
щих запросы медицинской службы го и учреждений 
роспотребнадзора: иммуноглобулинов диагностиче-
ских флуоресцирующих сапных моноклональных и 
иммуноглобулинов диагностических флуоресцирую-

щих мелиоидозных моноклональных, предназначен-
ных для обнаружения и идентификации B. mallei и 
B. pseudomallei соответственно [3, 4, 5, 8]. 

недостаточная защищенность человека от цело-
го ряда природных инфекционных болезней усилива-
ется угрозой возможного преднамеренного использо-
вания биологических агентов в целях терроризма. в 
этом случае, определяющее значение имеет скорость 
не только установления диагноза, но и расшифровки 
вспышки инфекции. 

объем и порядок проведения диагностических 
исследований по обнаружению патогенных биоло-
гических агентов опасных инфекционных болезней 
в микробиологических лабораториях регламенти-
рованы соответствующими для каждого вида воз-
будителя нормативно-методическими документами, 
вместе с тем, многие из них требуют корректировки. 
проведенные исследования позволяют обозначить 
необходимый перечень биохимических, иммуноди-
агностических и молекулярно-генетических тестов 
для оптимизации существующих схем лабораторной 
диагностики возбудителей сапа и мелиоидоза и раз-
работки стандартов лабораторной диагностики осо-
бо опасных инфекций для диагностических лабора-
торий территориального, регионального и федераль-
ного уровней. 

работа выполнена по государственному кон-
тракту № 54-д/3 от 20.08.2010 г. в рамках реализации 
федеральной целевой программы «национальная 
система химической и биологической безопасности 
российской Федерации (2009 – 2013 гг.)».
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в настоящее время угроза возникновения чрез-
вычайных ситуаций различного характера является 
актуальной проблемой для всех государств мирово-
го сообщества [3, 17]. сохраняется потенциальная 
опасность применения патогенных биологических 
агентов (пба) в качестве агентов биотерроризма [3, 
4, 12, 15]. перечень пба, включаемых специалиста-
ми в группу возможных биологических средств, ко-
торые с большой степенью вероятности могут быть 
использованы с террористической целью, в настоя-
щее время расширен за счет возбудителей вирусно-
го происхождения и биологических токсинов. в 
1988 г. министерством здравоохранения ссср был 
утвержден перечень агентов, в отношении которых 
необходимо создавать средства защиты и проводить 
защитные мероприятия. к их числу относят ток-
сины растительного и животного происхождения: 
ботулинические, столбнячный, сибиреязвенный, 
шигеллезный токсины, стафилококковые энтеро-
токсины, рицин, нейротоксины и др. [2]. интерес к 
токсинам вызван целым рядом преимуществ перед 
возбудителями инфекционных болезней. они более 
стабильны при хранении и применении, их можно 
легко и в больших количествах получить в научно-
исследовательских лабораториях, возможно скрыт-
ное применение в диверсионно-террористических 
целях, и, что особенно важно, практически отсут-
ствует инкубационный период заболевания, что при-
ближает токсины по тактическим характеристикам 
к химическим агентам. в связи с этим разработка 

современных методов и средств экспрессной инди-
кации и идентификации биологических токсинов за-
нимает одно из приоритетных мест в системе биоло-
гической защиты. ее успешное решение необходимо 
для обеспечения своевременности и эффективности 
всего комплекса противоэпидемических и лечебно-
профилакти че ских мероприятий. ботулинический, 
холерный, столбнячный, стафилококковый токсины, 
рицин, согласно регламенту, входят в перечень аген-
тов, выявляемых в лабораториях специализирован-
ных противоэпидемических бригад (спэб). в связи 
с этим лаборатории спэб должны быть обеспечены 
методами и средствами их индикации.

в соответствии с действующими нормативно-
методическими документами для выявления и иден-
тификации ботулинических токсинов используют 
постановку биологической пробы на белых мышах, 
для определения стафилококковых энтеротоксинов 
применяют иммуноферментные тест-системы отече-
ственного и зарубежного производства [2, 16]. рицин 
обнаруживают в реакции агглютинации эритроцитов. 
в настоящее время зарегистрированные тест-системы 
для выявления холерного токсина отсутствуют. 
продукцию холерного токсина культурами холерного 
вибриона определяют на модели кроликов-сосунков. 
постановка биопробы на ботулотоксин занимает от 1 
до 72 ч, твердофазный иммуноферментный анализ на 
стафилококковые энтеротоксины – 6 ч, определение 
рицина занимает порядка 2 ч, кроликов-сосунков на-
блюдают 48 ч. модернизация спэб на современном 
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этапе предполагает разработку и внедрение в практи-
ку новых экспрессных методов и средств индикации 
биологических токсинов, основанных на достижени-
ях науки и техники, характеризующихся быстротой 
постановки анализа, удобством в обращении, порта-
тивностью, низкой себестоимостью.

среди методических и инструментальных под-
ходов экспрессной индикации биологических ток-
синов на сегодняшний день можно выделить имму-
нохроматографические тест-системы, иммуночипы и 
иммуносенсоры (таблица). указанные системы пред-
ставляют собой портативные высокочувствительные 
экспресс-анализаторы, не требующие, как правило, 
каких-либо вспомогательных операций.

в настоящее время для выявления биологиче-
ских токсинов (ботулинического, стафилококково-
го энтеротоксина, рицина) рядом зарубежных фирм 
выпускаются наборы для иммунохроматографиче-
ского анализа (BADD, SMART-II, Prime Alert и др.). 
преимущества иммунохроматографических тест-
систем заключаются в экспрессности – возможности 
получения ответа в течение 10–15 мин, простоте по-
становки анализа, возможности визуального учета 
результатов и использования в полевых условиях. 
выполнение исследований не требует специализи-
рованного оборудования, тест-системы малогабарит-
ны и легко комплектуются в виде укладки (рис. 1). 
представленные данные указывают на перспектив-
ность использования иммунохроматографических 
тест-систем в оснащении специализированных про-

тивоэпидемических бригад. повысить чувствитель-
ность и объективность визуального иммунохромато-
графического анализа можно за счет использования 
флуоресцентных и фосфоресцентных меток и при-
борного обеспечения регистрации флуоресценции. 
этот подход реализован при создании систем RAMP 
(Response Biomedical Corp., канада), BioThreat Alert 
(Tetracore, сШа), Guardian Reader System (Alexeter 
Technologies, сШа).

они предназначены для использования в мо-
бильных лабораториях. все существующие извест-
ные укладки функционально идентичны: они анали-
зируют пробу, отобранную из внешней среды путем 
взятия мазков, сбора неизвестных подозрительных 
порошков и капель жидкости, в последующем рас-
творяют их в так называемом «буфере анализа» 
(определенный состав водного раствора солей, де-
тергентов и белка) и переносят часть полученно-
го раствора (или взвеси частиц) на индикаторный 
элемент (тест-полоску). затем, после прохождения 
реакции, на поверхности индикаторного элемента 
появляются окрашенные полосы, которые свиде-
тельствуют о наличии искомого микроорганизма 
или токсина в пробе. недостатком существующих 
имму нохроматографических тест-систем является 
наличие ложноположительных результатов, связан-
ных с присутствием в пробах из окружающей среды 
различных природных кислот, щелочей, детергентов, 
пылевых частиц, которые могут вызывать появле-
ние на тест-полоске окрашенных полос, даже в от-

коммерческие системы индикации биологических токсинов

методический  
подход

коммер-
ческие  

системы
произво дитель

вид опреде-
ляемого  
токсина

чувстви-
тель ность, 

нг/мл

время 
ответа, 

мин

специ-
фичность, 

%
вид материала источ-

ник

иммуно-
хро ма то-
гра фи-
че ский 
анализ

визуальный 
учет

BADD Osborn 
Scientific

бт, сэт,  
рицин

5–33 1 99 жидкие, твердые пробы, 
смывы, пробы воздуха

[8,10]

SMART-II New Horizons 
Diagnostic, Inc.

бт, сэт,  
рицин

50 15–30 95 жидкие, твердые пробы, 
смывы, культура, кровь, 

фекалии

[8, 10]

Prime Alert GenPrime, Inc. бт, сэт,  
рицин

400 15 100 порошки [8]

инстру мен-
таль ный 
учет

BioThreat 
Alert

Tetracore бт, сэт,  
рицин

2,5–50 1–15 95 жидкие, твердые пробы, 
пробы воздуха, порошки, 

продукты питания

[8, 10]

RAMP Response 
Biomedical 

Corp.

бт, рицин 5–10 15 100 жидкие, твердые пробы, 
смывы, пробы воздуха

[8]

Guardian 
Reader 
System 

Alexeter 
Technologies 

бт, сэт,  
рицин

5–20 15 95 жидкие, твердые пробы, 
смывы, пробы воздуха

[8]

иммуно чипы Hand Held 
Micro-

array Assay 
(HHMA)

ANP 
Technologies, 

Inc. 

бт, сэт,  
рицин

1–25 15 нд жидкие, твердые  
пробы, смывы

[8]

иммуно сенсоры Analyte 2000 Research 
International Inc.

хт, сэт, 
рицин

0,1–1 15 нд жидкие пробы,  
суспензии

[8, 10]

RAPTOR Research 
International Inc.

бт, хт, 
сэт, рицин

0,1–1 15 100 твердые пробы, смывы, 
пробы воздуха

[8, 10]

M-SERIES BioVeris Corp. бт, сэт,  
рицин

0,0005–10 15 100 жидкие, твердые  
пробы, смывы,  

пробы воздуха, кровь, 
сыворотка, плазма,  
фекалии, продукты  

питания

[8, 10]

примечание : бт – ботулинический токсин, сэт – стафилококковый энтеротоксин B, хт – холерный токсин, нд – нет данных.
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сутствие искомого биологического агента. указанная 
проблема была решена отечественными специали-
стами при создании укладки иммунохроматографи-
ческих индикаторных элементов для выявления воз-
будителей особо опасных инфекционных болезней и 
токсинов уихэ (Фгуп госниибп Фмба, россия). 
в дополнение к основным индикаторным элементам 
для выявления микроорганизмов и токсинов укладка 
содержит один иммунохроматографический элемент 
для выявления примесей и исключения ложнополо-
жительных результатов [6].

одна иммунохроматографическая тест-полоска 
рассчитана для выявления только одного вида микро-
организма или токсина. множественный параллель-
ный анализ на наличие нескольких видов токсинов 
может быть осуществлен при использовании техно-
логи иммуночипов. иммуночип представляет собой 
пластинку из стекла, кремния, нитроцеллюлозной 
мембраны, на которой в определенном порядке на-
несены от нескольких до десятков видов специфиче-
ских антител. преимущества микрочиповых систем 
связаны с их портативностью, низким уровнем лож-
ноположительных результатов, сокращением време-
ни анализа, возможностью определения множества 
аналитов в одном анализе. иммуночиповые тест-
системы для индикации биологических токсинов не 
так широко представлены на зарубежном и отече-
ственном рынке, как иммунохроматографические. 
коммерческим является иммуночип HHMA (ANP 
Technologies, Inc., сШа), представляющий собой им-
мунохроматографическую тест-полоску с нанесен-
ными в виде отдельных точек антителами, он прост 
в обращении и позволяет обнаружить интересующие 
токсины в течение 15 мин (таблица) [8]. однако для 
большинства иммуночипов требуется наличие у пер-
сонала определенных навыков постановки иммуно-
логического анализа и приборного обеспечения ре-
гистрации и учета результатов – ридера или сканера. 
L.C.Shriver-Lake et al. [19] разработали мультиана-
литический микрочип Multi-Analyte Array Biosensor 
(MAAB), детектирующий менее чем за 15 мин столб-
нячный, ботулинический, стафилококковый токсины 
и рицин в одном анализе. в институте молекулярной 
биологии им. в.а.энгельгардта ран были разрабо-
таны белковые иммуночипы для одновременного 
выявления стафилококкового, дифтерийного, столб-

нячного, сибиреязвенного токсинов, рицина и ви-
скумина в концентрации 0,1–2 нг/мл (рис. 2) [5, 18]. 
однако они пока не внедрены в практику.

Французские ученые разработали удобный спо-
соб обнаружения ботулинического токсина типа B, 
основанный на определении протеазной активности 
ботулотоксина, субстратом которого служит ассоци-
ированный с везикулами мембранный белок VAMP2 
(синамбревин). анализ выполняется на белковом 
чипе, где иммобилизированы везикулы посредством 
моноклональных антител к белку [7]. 

среди систем многопараметрического анали-
за следует отметить автономную систему детекции 
патогенов APDS – Autonomous Pathogen Detection 
System (Lawrence Livermore National Laboratory, 
сШа), сочетающую в себе молекулярно-генети че-
ский и иммунологический анализ на основе хMAP-
технологии (Luminex, сШа) [9]. система APDS осу-
ществляет непрерывный мониторинг воздуха на на-
личие 11 видов патогенных биологических агентов, в 
том числе ботулинического токсина. 

наряду с иммунохроматографическими и имму-
ночиповыми системами для детекции биологических 
токсинов используются различные иммуносенсор-
ные устройства: Analyte 2000, RAPTOR, M-SERIES 
и др. (таблица). потенциальное использование им-
муносенсоров, особенно при мониторинге состояния 
окружающей среды, в большей степени ориентиро-
вано на системы предупреждения и получения сиг-
нального ответа, не требующие точного определения 
концентрации пба. принцип действия иммуносен-
соров основан на взаимодействии биологических 
молекул иммуносенсора (антител, антигенов) с ис-
следуемым материалом, в результате чего изменяют-
ся оптические, электрохимические и другие характе-
ристики среды, которые регистрируются с помощью 
физического преобразователя этих изменений в элек-
трический сигнал [1]. достоинства иммуносенсоров 
заключаются в способности преобразовывать различ-
ные виды энергии, в высокой избирательности и чув-
ствительности, возможности обнаружения ионных 
примесей, простых и сложных неорганических и ор-
ганических молекул. применение иммуносенсоров в 
экспресс-индикации биологических токсинов позво-
лит на 2–3 порядка повысить чувствительность ана-
лиза по сравнению с другими иммунологическими 
методами, специфичность, сократить время анализа 
до нескольких минут. так, система RAPTOR (Research 
International Inc., сШа) и ее предшественник Analyte 
2000 (Research International Inc., сШа), созданные на 
основе оптоволоконного иммуносенсора, детектиру-

рис. 1. устройство для детекции агентов  
биологического оружия (Osborne Scientific, сШа) [8]

рис. 2. биологический микрочип  
для определения биологических токсинов  

(имб им. в.а.энгельгардта ран, россия) [18]
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ют ботулинический токсин, стафилококковый энте-
ротоксин, холерный токсин и рицин в концентрации 
0,1–1 нг/мл за 1 мин. электрохемилюминесцентный 
анализ с применением системы M-SERIES (BioVeris 
Corp., сШа) повышает порог определения токси-
нов (ботулинического, стафилококкового) до 0,5– 
10 пг/мл [8]. американские специалисты также 
сконструировали оптический биосенсор для мульти-
плексного определения белковых маркеров патогенов 
с использованием квантовых точек, где на волново-
де иммобилизированы связывающие антитела [13]. 
представленные иммуносенсорные устройства яв-
ляются довольно дорогостоящими и сложными в об-
ращении. они требуют предварительной подготовки 
прибора к работе, его калибровки в течение 30 мин 
и высококвалифицированного обслуживающего пер-
сонала. устройства должны быть обеспечены ком-
пьютером, источником бесперебойного питания. 

в последнее время ведутся работы по конструи-
рованию средств индикации биологических токсинов 
с применением нанотехнологий и наноматериалов, 
которые позволяют создавать высокочувствитель-
ные и, в то же время, малогабаритные устройства. 
так, N.M.Nirankar et al. [14] для детекции токсина 
Staphylococcus aureus предложили использовать на-
норазмерные транзисторы из кремниевых нано-
проводников. покрыв поверхность транзистора со-
ответствующим антителом, исследователи смогли 
детектировать стафилококковый токсин, образую-
щий комплекс с антителом и меняющий параметры 
тока, протекающего через транзистор. Шведские 
ученые со специалистами из таиланда разрабо-
тали электрический иммуносенсор для детекции 
холерного токсина на субатоммолярном уровне. 
ультрачувствительность сенсора обусловлена нали-
чием комплексного интерфейса на поверхности зо-
лотого электрода с использованием наночастиц [11]. 
M.Yang et al. [20] предложили для детекции стафи-
лококкового энтеротоксина в электрохимический 
сенсор, действие которого основано на перколяции 
через сеть углеродных нанотрубок, модифицирован-
ных антителами и расположенными между серебря-
ными электродами сенсора. м.б.раевым (2008 г.) на 
основе наночастиц коллоидного углерода были раз-
работаны оригинальные тест-системы для определе-
ния ботулинического и столбнячного токсина.

таким образом, в настоящее время, наряду с 
регламентированными методами определения био-
логических токсинов, существуют перспективные 
средства экспрессной индикации – иммунохромато-
графические, иммуночиповые и иммуносенсорные 
тест-системы. представляет интерес разработка ме-
тодов и средств индикации токсинов с использовани-
ем нанотехнологий и наноматериалов.
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вирусные геморрагические лихорадки в настоя-
щее время представляют особую актуальность для 
национальных и международных систем здравоох-
ранения. регистрация новых очагов этих опасных 
инфекционных болезней, активные миграционные 
процессы с высоким риском заноса возбудителей ин-
фекций на неэндемичные территории, а также воз-
можность использования вирусов в качестве биоло-
гического оружия усиливают остроту проблемы. 

крымская геморрагическая лихорадка (кгл) – 
вирусная трансмиссивная природно-очаговая инфек-
ция человека, вызываемая вирусом крымской-конго 
геморрагической лихорадки (вирусом ккгл), принад-
лежащим к роду Nairovirus семейства Bunyaviridae. 
основным переносчиком вируса являются иксодовые 
клещи рода Hyalomma. кгл характеризуется широ-
ким географическим распространением, возникно-
вением новых и активизацией ранее известных при-
родных очагов, тяжестью течения и высоким уровнем 
летальности (до 80 %). природные очаги кгл извест-
ны на обширной территории европы, азии и африки. 
в европе случаи заболевания кгл регистрируют-
ся в албании, болгарии, греции, венгрии, косово, 
Югославии, македонии, португалии и на украине. 

в последние годы по эпидемическим проявлени-
ям кгл стала одной из наиболее актуальных инфек-
ций на юге европейской части российской Федерации. 
стремительное развитие эпидемической ситуации по 
кгл на Юге россии, нарастающая угроза здоровью 
и жизни населения региона потребовали разработки 
мер по совершенствованию эпид надзора за данной 
инфекцией, что, наряду с профилактическими мера-
ми, предусматривает своевременное выявление слу-
чаев заболевания кгл, дифференциацию местных и 
заносных случаев инфекции. лабораторная и эпиде-
миологическая диагностика инфекционной болезни с 
учетом рекомендаций воз должна осуществляться в 
соответствии с единым алгоритмом диагностики [4], 
что потребовало разработки принципов стандартно-
го подхода к ее проведению.

эпидемиологическая диагностика осуществля-
ется путем анализа эпидемиологических данных, 
обобщения, определения их значения и взаимосвя-
зи при сравнительном логическом исследовании. 
принципы эпидемиологической диагностики инфек-
ционной болезни основываются на знании ее основ-
ной эпидемиологической характеристики – количе-
ственных и качественных показателей эпидемиче-
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отмечено, что в последние годы по эпидемическим проявлениям крымская геморрагическая лихорадка 
стала одной из наиболее актуальных инфекций на юге европейской части российской Федерации, где располо-
жен ее единый природный очаг. проанализированы данные мониторинга кгл за 12-летний период (с 1999 г.). 
определены основные эпидемиологические особенности этой инфекции в современный период.  представлены 
принципы разработки единого стандарта эпидемиологической и лабораторной диагностики. отмечено, что диф-
ференциация объемов и номенклатуры диагностических исследований в лабораториях разного уровня позволяет 
повысить их надежность и качество, проводить верификацию получаемых результатов. 
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It is stated that due to epidemic manifestations Crimean hemorrhagic fever (CHF) has recently become one of the most pressing 
issues in the South of the European part of the Russian Federation, the area where its integrated natural focus is situated. In this respect, 
analyzed are the data on CHF monitoring over the past decade (since 1999); determined are the main epidemiological peculiarities of 
the infection in the modern period. Furthermore, outlined are the basic principles of development of the unified standard concerning 
epidemiological and laboratory diagnostics of the disease. Emphasized is the importance of differentiation in scope and nomenclature 
of diagnostic investigations in laboratory facilities of different echelons, which makes it possible to increase plausibility and quality 
of the surveys conducted, and carry out verification of the results obtained.
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ского процесса (уровень и динамика заболеваемости, 
распределение по территории и среди различных 
групп населения, механизмы, пути и факторы пере-
дачи инфекции) и факторов, их определяющих (ком-
поненты паразитарной системы, экологические, со-
циальные) [5]. мониторинг кгл за 12 лет активного 
периода позволил суммировать полученные сведения 
и определить эпидемиологические особенности кгл 
на территории россии в современных условиях.

единый природный очаг кгл расположен на 
юге европейской части российской Федерации на 
территории пяти субъектов Южного федерально-
го округа (ЮФо) – астраханская, волгоградская, 
ростовская области, краснодарский край, республика 
калмыкия – и пяти субъектов северо-кавказского 
федерального округа (скФо) – ставропольский 
край, карачаево-черкесская, кабардино-балкарская 
республики, республики ингушетия и дагестан. 

состав иксодовых клещей, зараженных вирусом 
ккгл, на данной территории представлен 18 вида-
ми (таблица). иксодиды распространены мозаично 
с доминированием некоторых видов в зависимости 
от погодно-климатических условий и ландшафтно-
географических особенностей территорий. 

наибольшее количество видов вирусофорных 
клещей выявлено на территории ставропольского 
края и республики дагестан (по десять видов). 
обращает на себя внимание распространенность ви-
русофорных клещей H. marginatum на территории 
всех субъектов российской Федерации, входящих в 
зону природной очаговости кгл. 

анализ территориального распределения боль-
ных кгл в российской Федерации с 1999 г. свидетель-
ствует о постепенном и значительном к настоящему 
времени расширении нозоареала кгл. практически 
ежегодно до 2011 г. на территории ЮФо и скФо 
выявлялись новые районы с эпидемическими про-
явлениями этой инфекции. эпидемически активная 

территория природного очага кгл, расположенного 
на Юге россии, к настоящему времени равна око-
ло 290,8 тыс. км2, что составляет 49,4 % террито-
рии ЮФо и скФо, и охватывает всю территорию 
астраханской области, 25 районов ставропольского 
края, 10 – волгоградской области, 25 – ростовской 
области, 11 – республики калмыкия, 11 – республики 
дагестан, 2 – республики ингушетия, 1 – карачаево-
черкесской республики. 

анализ сезонных показателей динамики заболе-
ваемости кгл в российской Федерации, рассчитан-
ный на основании суммации данных о количестве 
больных для каждого месяца за все годы рассматри-
ваемого периода, показал, что первые больные кгл 
зарегистрированы в первой декаде апреля. рост чис-
ла больных начинается со второй декады апреля, до-
стигая своего максимума в третьей декаде мая. по де-
кадам июня отмечается лишь незначительное сниже-
ние заболеваемости, но, в целом, за месяц суммарное 
количество больных является наибольшим. индекс 
сезонности в этот период составляет 283 %, т.е. коли-
чество больных в июне примерно в 2,8 раза превыша-
ет средний годовой уровень заболеваемости. в июле 
наблюдается отчетливая тенденция к снижению за-
болеваемости (индекс сезонности составил 96 %). в 
августе, сентябре и октябре выявляются единичные 
случаи заболевания. продолжительность эпидсезона 
на эндемичной территории российской Федерации 
в среднем составляет (137,8±1,3) дня. длительность 
сезонного подъема в среднем равна (65,1±1,4) дня. 
продолжительность сезонного спада заболеваемо-
сти находится в пределах (65,8±1,2) дня.

анализ распределения больных кгл (n=966) по 
путям и факторам передачи инфекции показал, что в 
подавляющем большинстве случаев заражение про-
исходило при укусе клещом (59,6 % от общего чис-
ла больных), 10,5 % больных заразились при снятии 
и раздавливании клещей незащищенными руками. 

Видовой состав иксодовых клещей, зараженных вирусом ккГл, на юге европейской части российской федерации

виды клещей

вирусофорные клещи в субъектах ЮФо и скФо

ставрополь-
ский край

респуб ли ка 
калмы кия

карачаево-
черкес ская 
республи ка

краснодар-
ский край

ростов ская 
область

респуб лика 
ингуше тия

респуб лика 
дагестан

волго град-
ская область

кабар ди но-
балкар ская 
респуб лика

астра хан-
ская область

Hyalomma marginatum + + + + + + + + + +
Rhipicephalus rossicus + + + + + + + +
Dermacentor marginatus + + + + + + +
Hyalomma scupense + + + + +
Rhipicephalus sanguineus + + + +
Boophilus annulatus + + + + +
Ixodes ricinus + + + + +
Haemaphysalis punctata + + + +
Dermacentor reticulatus + + +
Haemaphysalis parva + +
Rhipicephalus turanicus + +
Dermacentor niveus + + +
Rhipicephalus bursa + +
Hyalomma anatolicum +
Hyalomma detritum +
Rhipicephalus schulzei +
Rhipicephalus pumilio +
Ixodes laguri +
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«наползание» клеща отмечали 5,3 % больных кгл. 
заболевание в результате контакта с больным кгл 
было установлено в 0,5 % случаев. в 24,1 % случа-
ев путь передачи инфекции установить не удалось. 
анализ таблиц сопряженности показал наличие ста-
тистически значимой связи между количеством боль-
ных кгл и путем передачи инфекции (p<0,001). 

анализ распределения больных кгл в россий-
ской Федерации (n=577) в зависимости от условий 
заражения показал, что большинство из них подвер-
гались нападению клещей при уходе за сельскохозяй-
ственными животными на частных подворьях (42,8 %). 
в меньшей степени, но практически с одинаковой ча-
стотой, люди заражались вирусом ккгл при уходе за 
сельскохозяйственными животными в общественном 
секторе, во время полевых работ и отдыха на природе 
(18,2, 18 и 16,1 % соответственно). случаи заболева-
ния среди лиц, подвергавшихся нападению клещей на 
пастбище при выпасе сельскохозяйственных живот-
ных, составили 4,7 %. имело место заражение в лпу 
при контакте с больным кгл (0,2 %). 

ведущим механизмом передачи возбудителя 
кгл является трансмиссивный с реализацией иноку-
ляционного или контаминационного путей передачи 
инфекции при укусе зараженными клещами, при по-
падании слюны, гемолимфы на кожу рук и слизистые 
вследствие раздавливания инфицированных клещей, 
втирания экскрементов в кожу при их «наползании», 
а также при разрезании клещей (чаще сытых самок) 
во время стрижки животных, при удалении присо-
савшихся членистоногих с домашних животных (из-
влечение хоботка клеща с остатками слюны и участка 
кожи, являющихся наиболее опасным вируссодержа-
щим материалом). в отдельных случаях заражение 
человека может происходить при контактном и аспи-
рационном механизмах передачи возбудителя кгл. 
при контакте с кровью и кровянистыми выделениями 
больного заражаются члены семьи, медицинские ра-
ботники, больные, находящиеся в палате, и т.д. [3]. 

несмотря на тот факт, что количество случаев за-
болевания кгл среди мужчин значительно превышает 
таковое у женщин, анализ таблиц сопряженности по-
казал отсутствие существенной статистической связи 
между количеством больных кгл и полом (p>0,05). 
установленная возрастная структура больных кгл 
подтверждает наиболее частые контакты с природны-
ми очагами людей трудоспособного возраста (от 20 до 
60 лет), что определяет группу риска, средний возраст 
которой составил (41±0,7) лет. анализ таблиц сопря-
женности показал наличие зависимости количества 
больных кгл от их возраста (p<0,001).

распределение больных кгл по социально-
профессиональным группам (n=964) показало, что 
наибольший удельный вес больных отмечается сре-
ди неработающего населения, включая пенсионеров 
(46,7 %), в основном занимающегося содержанием 
и уходом за поголовьем сельскохозяйственных жи-
вотных на частных подворьях или выращиванием 
сельскохозяйственных культур как на собственных 
приусадебных участках, так и на полях у частных 

предпринимателей. причем наибольшему риску за-
ражения кгл подвержены безработные (34,6 %), 
так как они привлекаются к сезонным сельскохозяй-
ственным работам, а также к периодическому уходу 
за животными по найму. 

заболеваемость сельского населения превыша-
ет заболеваемость городского в девять раз (p<0,001). 
городские жители болеют в единичных случаях. 

таким образом, алгоритм эпидемиологической 
диагностики кгл включает определение причинно-
следственных связей основных показателей эпиде-
мического процесса кгл: пребывание в зоне природ-
ной очаговости кгл, сезон года, условия заражения, 
механизмы, пути и факторы передачи инфекции, 
принадлежность к группе риска, возраст больно-
го, социально-профессиональная принадлежность, 
место проживания (город, сельская местность). 
проведение двухфакторного дисперсионного ана-
лиза без повторений с целью определения наиболее 
влияющих факторов на количество больных кгл и 
оценку этого влияния на изменение уровня заболева-
емости кгл на территории природного очага позво-
лило установить, что наиболее значимыми фактора-
ми риска являются «профессиональная принадлеж-
ность», «возраст больного», «место проживания» и 
«условия заражения». имеет значение также фактор 
риска «пребывание на эндемичной территории».

проблема кгл на Юге россии не теряет своей 
остроты на ближайшую перспективу, поэтому чрез-
вычайно важными остаются вопросы своевременной, 
качественной и надежной лабораторной диагности-
ки болезни, для чего крайне необходимыми являют-
ся обязательная регламентация порядка проведения 
анализа в лабораториях разного уровня и разработ-
ка единого стандарта диагностики. стандартизация 
лабораторной диагностики предусматривает рацио-
нальное оснащение лабораторий оборудованием, рас-
ходными материалами и диагностическими препара-
тами, позволит сократить время диагностики за счет 
уменьшения объемов исследований в лабораториях 
разных уровней, а главное обеспечит четкую диффе-
ренциацию всех этапов исследования в соответствии 
с правилами биологической безопасности. исходя 
из этого и в соответствии с трехуровневой системой 
организации лабораторной диагностики инфекцион-
ных болезней в российской Федерации, исследования 
проб биологического материала, собранного в ходе 
эпизоотологического обследования природного очага 
кгл, а также лабораторную диагностику кгл у людей 
согласно действующим нормативно-методическим 
документам [2] проводят Фбуз «центр гигиены и 
эпидемиологии» в субъекте российской Федерации и 
противочумные учреждения, имеющие разрешение на 
работу с возбудителями II группы патогенности (опас-
ности). при этом осуществляются детекция рнк ви-
руса ккгл методом пцр, выявление антигена вируса 
ккгл и антител к нему с помощью иФа с исполь-
зованием диагностических препаратов, зарегистриро-
ванных в установленном порядке. 

материалом для исследования при обследовании 
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природных биотопов и животноводческих хозяйств 
служат иксодовые клещи, органы птиц и мелких мле-
копитающих (головной мозг, печень), пробы крови 
крупного и мелкого скота. для выявления маркеров 
вируса ккгл в материале от людей используют: от 
больных – цельную кровь, плазму, сгусток крови, от 
трупа – секционный материал (печень, легкие, се-
лезенка, почки, головной мозг). следует учитывать, 
что рнк вируса ккгл обнаруживается в крови боль-
ных с 1-х по 7-е сутки, иногда – до 14 сут от нача-
ла заболевания. специфические антитела класса м 
(Igм) появляются на 5–7-й день, максимальные ти-
тры (1:20000 и более) выявляются на 2–3-й неделе, 
а к 90-м суткам Igм, как правило, обнаруживаются 
в невысоких титрах или не определяются совсем. 
антитела класса G (IgG) появляются на 7–10-й день 
от начала заболевания, достигают пика к концу вто-
рого месяца, держатся в высоких титрах 6–8 мес. к 
концу первого года титр IgG снижается, и невысокие 
титры у некоторых больных сохраняются годами. у 
части больных к концу первого года IgG полностью 
исчезают из периферической крови. 

возможность экспресс-диагностики кгл мето-
дом пцр в первые дни заболевания является осно-
вой ранней диагностики болезни и, соответственно, 
своевременно начатого специфического лечения 
больных. использование количественной пцр-
диагностики позволяет не только выявить рнк виру-
са ккгл, но и установить уровень и продолжитель-
ность виремии при кгл. целью серологического 
исследования являются ранняя диагностика кгл с 
выявлением вирусного антигена и Igм и подтверж-
дение диагноза при четырехкратном и большем на-
растании титра IgG в парных сыворотках крови. 

выявление рнк и/или антигена вируса ккгл в 
исследуемых образцах, взятых на ранних сроках за-
болевания (до 5–7-го дня), свидетельствует об инфи-
цированности больных и в совокупности с данными 
эпидемиологического анамнеза, клинической карти-
ны и результатами клинической лабораторной диа-
гностики может считаться основанием для постанов-
ки диагноза «кгл». при обнаружении IgM в титре 
1:800 и более и IgG в любом титре диагноз «кгл» 
считается подтвержденным [2]. 

выделение вируса ккгл осуществляется в спе-
циализированных вирусологических лабораториях, 
имеющих разрешение на работу с вирусами II группы 
патогенности. для выделения вируса используют био-
пробных животных – 1–2-дневных сосунков белых 
мышей или клеточные линии Vero-E6, SW-13 и др. 

лаборатории референс-центра мониторинга  
кгл проводят генотипирование изолятов вируса 
ккгл ме тодом прямого секвенирования, что стано-
вится ключевым элементом мониторинга циркуляции 
известных и заноса новых штаммов вируса ккгл на 
территории российской Федерации, а также решения 
вопроса о возможных эпидемиологических и клини-
ческих отличиях кгл в россии и европе от кгл, ре-
гистрируемой в республиках средней азии, в китае, 
на ближнем востоке и в африке, где распростране-

ны штаммы вируса ккгл других генетических ли-
ний [1]. в референс-центре, наряду с зарегистриро-
ванными тест-системами, возможно использование 
экспериментальных серий препаратов.

изолированные штаммы вирусов передают-
ся в национальный центр верификации диагно-
стической деятельности, выполняющий функции 
государственной коллекции микроорганизмов, где 
осуществляют всестороннее изучение выделен-
ных штаммов с помощью иммуносерологических и 
молекулярно-генетических методов.

дифференциация объемов и номенклатуры диа-
гностических исследований в лабораториях разного 
уровня позволит проводить верификацию получае-
мых результатов и повысить надежность и качество 
проводимых диагностических исследований.

часть материалов, представленных в статье, по-
лучены в ходе выполнения государственного кон-
тракта № 67-д от 25.07.2011 г. в рамках реализации 
федеральной целевой программы «национальная 
система химической и биологической безопасности 
российской Федерации (2009–2013 годы) в 2011 г.
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возбудители особо опасных инфекций – сапа 
(Burkholderia mallei) и мелиоидоза (Burkholderia 
pseudomallei) – аэробные грамотрицательные нефер-
мен тирующие бактерии, принадлежащие к роду 
Burkholderia β-подкласса протеобактерий семейства 
Burkholderiaceae. в настоящее время род Burkhol-
deria включает более 50 видов микроорганизмов и 
представляет собой довольно гетерогенную таксо-
номическую группу, объединяющую сапрофиты, 
фитопатогены и патогены теплокровных животных. 
характерным биологическим свойством патогенных 
буркхольдерий и близких им микроорганизмов явля-
ется высокая природная резистентность к широко-
му спектру антимикробных соединений, что создает 
значительные трудности для эффективного лечения 
соответствующих заболеваний. 

в геномах патогенных буркхольдерий первично 
аннотированы многочисленные последовательности 
β-лактамаз классов а, в и D [7, 8]. очевидно, что иссле-
дование данных детерминант важно как в плане более 
полного понимания механизмов антибиотикоустойчи-
вости буркхольдерий, так и в аспекте совершенство-
вания схем лечения вызываемых ими инфекций, ге-
нодиагностики и молекулярно-эпидемиологического 
мониторинга штаммов возбудителей.

материалы и методы

дизайн праймеров осуществлен на основе коди-
рующих последовательностей геномов Burkholderia, 
гомологичных известным генам β-лактамаз, представ-
ленных в общедоступных генетических базах данных.

принадлежность генов β-лактамаз буркхольде-

рий к различным молекулярным классам оценена с 
помощью базы данных InterProScan (www.ebi.ac.uk/
Tools/InterProScan). определение консервативных и 
вариабельных фрагментов сиквенсов проведено с ис-
пользованием процедуры множественного выравни-
вания по алгоритму W.Clustal [10]. консервативные 
аминокислотные мотивы β-лактамаз анализировали 
средствами сервера TMHMM v. 2.0 (www.cbs.dtu.dk/
servises/TMHMM).

подбор праймеров, комплементарных консерва-
тивным фрагментам нуклеотидных последователь-
ностей генов β-лактамаз, проведен с использовани-
ем программы FastPCR v. 6.1.72 (PrimerDigital Ltd.). 
предварительная верификация полученных вари-
антов праймеров проведена на геномных сиквенсах 
бактерий с использованием сервиса PrimerBLAST 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast).

для выделения днк использовались штаммы 
B. pseudomallei, B. mallei, B. thailandensis, B. cepacia 
и ряда гетерологичных видов микроорганизмов из 
коллекции Фкуз волгоградский нипчи. культуры 
микроорганизмов выращивали на Nutrient agar (Difco) 
в течение 24–48 ч при 37 °с. для выделения геном-
ной днк 200 мкл бактериальной суспензии в 0,15 м 
NaCl (pH 7,2) плотностью 2·109 м.к./мл смешивали с 
равным объемом лизирующего буфера (20 мм трис-
HCl, 100 мм KCl, 5 мм MgCl2, 0,2 мг/мл желатина, 
0,9 % Nonidet P-40, 0,9 % твин 20, 150 мкг/мл проте-
иназы к), инкубировали при 65 °C 120 мин, прогре-
вали при 96 °C 30 мин для инактивации фермента, 
центрифугировали (10000 об./мин, 1 мин) и хранили 
до использования при –20 °с.

амплификацию проводили на приборе с1000 
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(«BioRad», сШа). программа амплификации для 
всех пар праймеров состояла из этапов начально-
го прогрева проб при 94 °с 5 мин, 35 реакционных 
циклов (денатурация 94 °с 30 с, отжиг праймеров 
59,9 °с 30 с, удлинение цепи 72 °с 45 с) и финальной 
элонгации 72 °с в течение 1 мин.

объем реакционной смеси на 1 пробу составлял 
25 мкл. в состав реакционной смеси входили прай-
меры в конечной концентрации 15 пм, 1 ед. DiaTaq 
днк-полимеразы и 1·пцр-буфер с днтФ и MgCl2 
(интерлабсервис, россия). анализируемые препа-
раты геномной днк вносили в реакционную смесь в 
объеме 1 мкл. продукты пцр анализировали с помо-
щью электрофореза в 1,5 % агарозном геле и визуа-
лизировали окрашиванием бромистым этидием. 

результаты и обсуждение

выбор кодирующих последовательностей гено-
мов Burkholderia, гомологичных генам β-лактамаз 
был проведен на основе анализа девяти первично 
аннотированных геномов B. рseudomallei, B. mallei 
и близкородственного непатогенного вида B. thai-
lan densis (Genbank access. CP000011, CP000545, 
CP000547, CP000525, CP000572, CP000124, CP000570, 
BX571965, CP000085), а также 12 частично аннотиро-
ванных геномов штаммов данных видов микроорга-
низмов, представленных в GenBank NCBI (www.ncbi.
nlm.nih.gov) и базе данных геномных проектов J. Craig 
Venter Institute (http://gsc.jcvi.org/projects). 

в результате было выбрано 118 кодирующих по-
следовательностей β-лактамаз, формирующих 5 групп 
гомологии и относящихся к молекулярным классам а 

(1 группа), в (3 группы) и D (1 группа). далее было 
сгенерировано 42 пары олигонуклеотидных прайме-
ров, комплементарных консервативным фрагментам 
генов β-лактамаз, входящих в данные группы гомо-
логии. анализ специфичности всех предварительных 
вариантов олигонуклеотидов in silico в PrimerBLAST 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast) позво-
лил сформировать набор из 5 пар олигонуклеотидов, 
комплементарных фрагментам генов классов а, в и D 
буркхольдерий и имеющих практически идентичную 
температуру отжига (таблица).

результаты пцр-детекции последовательно-
стей β-лактамаз различных молекулярных классов 
в препаратах геномной днк штаммов возбудителей 
мелиоидоза и сапа, родственных видов буркхольде-
рий и гетерологичных микроорганизмов приведе-
ны на рис. 1. Фрагмент гена penA размером 680 п.н. 
(праймеры bm1F1-bm4R1) обнаружен в геномах всех 
исследованных штаммов B. pseudomallei, B. mallei, 
B. thailandensis и B. cepacia. специфический уча-
сток гена металло-β-лактамазы класса в (праймеры 
bm1F2-bm14R2) размером 352 п.н. обнаружен так-
же только у видов буркхольдерий. Фрагмент гена 
металло-β-лактамазы класса в (праймеры bps1F3-
bps1R3) размером 727 п.н. отмечен только в штам-
мах B. pseudomallei и B. mallei. вариант металло-
β-лактамазы (праймеры bps3F5-bps8R5, размер 
ампликона 190 п.н.) обнаруживается как у видов 
буркхольдерий, так и видов отдаленной гетерологии 
(V. cholerae, P. aeruginosa). ген β-лактамазы клас-
са D (праймеры bps1F4-bps8R4, размер ампликона 
440 п.н.) был детектирован в в исследуемых штам-
мах B. pseudomallei и B. thailandensis.

характеристика сконструированных олигонуклеотидных праймеров для детекции и типирования генов β-лактамаз  
патогенных буркхольдерий

праймер последовательность, 5’ – 3’ генетическая мишень локализация размер  
ампликона, п.н.

bm1F1 ttcccgcgatccgcctgatga ген β-лактамазы класса а Burkholderia mallei 10247  
(Genbank access. CP000547 локус BMA10247_A1040)

41–61 нуклеотид
680bm4R1 cttgttgccgagcatccatgc 700–720 нуклеотид

bm1F2 acgttcctcggcgcgacggaaac ген β-лактамазы класса в Burkholderia mallei ATCC 23344  
(Genbank access. CP000011 локус BMA_A0168)

10–32 нуклеотид
352bm14R2 ccggatgatgtttcgagtagccgtg 337–361 нуклеотид

bps1F3 acggcaattcctccattgcga ген β-лактамазы класса в Burkholderia pseudomallei 1106b  
(Genbank access. PRJNA16181 локус BURPS1106B_2313)

9–29 нуклеотид
727bps1R3 ctcgtcagggttgcgtccggagt 713–735 нуклеотид

bps1F4 cgcattcgttttgctgggttgcat ген β-лактамазы класса D Burkholderia pseudomallei 1106b  
(Genbank access. PRJNA16181 локус BURPS1106B_2455)

27–50 нуклеотид
440bps8R4 tctgcagcgacgagccgatcca 445–466 нуклеотид

bps3F5 tctgtggctgctgcgcgacgagat ген β-лактамазы класса в Burkholderia pseudomallei 1106b  
(Genbank access. PRJNA16181 локус BURPS1106B_A3704)

132–155 нуклеотид
190bps8R5 gcacagccagttcgcgagtccga 299–321 нуклеотид

рис. 1. детекция генов β-лактамаз классов а, B и D 
буркхольдерий в пцр с праймерами bm1F1-bm4R1 

(A), bm1F2-bm14R2 (B), bps1F3-bps1R3 (C)  
и bps1F4-bps8R4 (D):

 Штаммы: 1 – B. pseudomallei 56830; 2 – B. pseudomallei 100; 
3 – B. pseudomallei 114; 4 – B. pseudomallei 135;  

5 – B. pseudomallei 139; 6 – B. pseudomallei C141;  
7 – B. thailandensis E264; 8 – B. thailandensis E299;  

9 – B. mallei ц-54; 10 – B. cepacia 25416; 11 – P. aeruginosa 215; 
12 – V. cholerae о139 Bengal; 13 – V. cholerae о1 El Tor B-139; 

М – днк леддер с шагом 100 п.н. (100–1000 п.н.).
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учитывая то обстоятельство, что праймеры, спец-
ифичные генам металло-β-лактамаз (bps1F3-bps1R3, 
bps1F4-bps8R4) и оксациллиназ (bm1F2-bm14R2), 
продемонстрировали возможность дифференциации 
между видами буркхольдерий, относящихся к группе 
«pseudomallei» (B. pseudomallei, B. mallei, B. thailand
ensis), представлялось перспективным использовать 
их в формате мультилокусной пцр. для постановки 
пцр в мультилокусном варианте данные три пары 
праймеров были использованы в эквимолярном ко-
личестве (по 5 пм).

результаты пцр (рис. 2, A) продемонстрирова-
ли одновременную детекцию трех генетических ло-
кусов с праймерами bps1F3-bps1R3, bps1F4-bps8R4 и 
bm1F2-bm14R2 в штаммах B. pseudomallei, двух ло-
кусов с праймерами bps1F4-bps8R4 и bm1F2-bm14R2 
в штаммах B. thailandensis, двух локусов с прайме-
рами bps1F3-bps1R3 и bm1F2-bm14R2 в штаммах 
B. mallei и 1 генетического локуса с праймерами 
bm1F2-bm14R2 в штаммах B. cepacia. постановка 
мультилокусной пцр на широком наборе штаммов 
B. pseudomallei, B. mallei, B. thailandensis и штам-
мов различных геномоваров cepacia-комплекса под-
твердила возможность дифференциации между раз-
личными видами рода Burkholderia по набору генов 
β-лактамаз классов B и D (рис. 2, B).

антибиотики β-лактамной группы, в частности, 
цефалоспориновые и карбапенемовые соединения, 
стандартно используются в существующих схемах 
экстренной и пролонгированной терапии мелиоидо-
за и сапа. опыт их применения в лечении больных 
мелиоидозом демонстрирует заметное число случаев 
развития резистентности возбудителя в ходе лечения 
и фатального исхода заболевания [2, 4, 5, 12]. участие 
и роль собственных β-лактамаз мелиоидозного и сап-
ного микробов в развитии устойчивости к антибиоти-
кам β-лактамной группы чрезвычайно мало освеще-
ны в современной научной периодике. сообщалось, 
что возрастание резистентности B. pseu domallei к 
β-лактамам может быть обусловлена как расширени-
ем спектра ферментной инактивации, так и снижени-
ем чувствительности лактамаз микроба к ингибито-
рам, например клавулановой кислоте [3, 11].

ранее были сконструированы праймеры, ис-
пользованные для амплификации, последующего 
клонирования и функциональной характеристики 

генов пенициллиназы (penA) и оксациллиназы (oxa) 
возбудителя мелиоидоза [3, 6, 9]. предложенные ав-
торами олигонуклеотиды фланкировали полную ко-
дирующую последовательность соответствующих 
генов и использовались для их клонирования и оцен-
ки характера мутационных изменений при формиро-
вании резистентности к ампициллину, оксациллину 
и цефтазидиму. единого набора олигонуклеотид-
ных праймеров для детекции последовательностей 
β-лактамаз классов а (пенициллиназы), в (металло-
β-лактамазы) и D (оксациллиназы, цефалоспорина-
зы) у патогенных видов рода Burkholderia до настоя-
щего времени не разработано. 

результаты, полученные в настоящей работе, де-
монстрируют перспективность использования скон-
струированного набора праймеров для исследова-
ния распространенности β-лактамаз молекулярных 
классов а, в и D в геномах штаммов B. pseudomallei, 
B. mallei и родственных буркхольдерий, а также разра-
ботки систем генетической паспортизации штаммов 
возбудителей с целью решения практических задач 
генной диагностики и молекулярного типирования.
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рис. 2. детекция генов β-лактамаз классов B и D в мультило-
кусной пцр с праймерами bps1F3-bps1R3, bps1F4-bps8R4 и 

bm1F2-bm14R2: 
A: 1 – B. pseudomallei 56830; 2 – B. thailandensis E264; 3 – B. mallei ц-5; 
4 – B. cepacia 25416; 5 – B. pseudomallei 139; 6 – B. thailandensis E299; 

7 – B. mallei 10230; 8 – B. cepacia 3189.  
B: 1 – B. cepacia 323; 2 – B. cepacia 506; 3 – B. cepacia 1934;  
4 – B. cepacia 25416; 5 – B. cepacia 3189; 6 – B. cepacia 8235;  

7 – B. cepacia 8237; 8 – B. cepacia 8240; 9 – B. pseudomallei C141;  
10 – V. cholerae O139 Bengal; 11 – B. pseudomallei 56830;  

12 – B. thailandensis E264; 13 – B. mallei ц-5; 14 – B. cepacia 25416;  
М – днк леддер с шагом 100 п.н. (100–1000 п.н.)
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атомно-силовая микроскопия является одним из 
современных методов изучения морфологии и локаль-
ных свойств поверхности твердых тел с высоким про-
странственным разрешением [2]. в последние 10 лет 
атомно-силовая микроскопия стала применяться для 
исследования поверхностной структуры клеток про- и 
эукариот, клеточных фрагментов, вирусов и биологи-
ческих макромолекул (белков, нуклеиновых кислот) 
[1, 6, 9, 10]. преимущества атомно-силовой микро-
скопии перед электронной микроскопией связаны с 
возможностью проведения исследований нативных 
и фиксированных биологических препаратов как на 
воздухе, так и в жидкости, без применения дополни-
тельных меток и красителей, без создания условий 
вакуума и напыления металлами. кроме того, атомно-
силовая микроскопия позволяет изучать локальные 
свойства поверхности биологических объектов, такие 
как жесткость, пластичность и адгезивность. данные 
свойства атомно-силовой микроскопии открывают но-
вые возможности изучения биологических молекул, 
клеток микроорганизмов, решения фундаментальных 
и прикладных задач в микробиологии возбудителей 
особо опасных инфекционных болезней.

в ряде случаев при исследовании клеток бакте-
рий методом атомно-силовой микроскопии не требу-
ются специальные методы подготовки образцов, т.к. 
атомно-силовая микроскопия позволяет изучать как 
живые клетки, так и высушенные на воздухе. однако 
исследование возбудителей особо опасных инфекци-
онных болезней требует соблюдения биологической 

безопасности при работе с биологическими объекта-
ми и обеззараживания микроорганизмов в соответ-
ствии с сп 1.3.1285-03 [4]. нами установлено, что 
табельные средства обеззараживания возбудителей 
особо опасных инфекционных болезней, такие как 
кипячение, обработка формалином, фиксация спир-
том приводят к нарушению морфологии клеток и 
поверхности клеточной стенки. поэтому они не при-
годны для подготовки микроорганизмов для атомно-
силовой микроскопии. регламентированные средства 
фиксации возбудителей инфекционных болезней для 
атомно-силовой микроскопии отсутствуют.

целью данной работы стала разработка мето-
дических подходов подготовки микроорганизмов 
I–II групп патогенности для исследования методом 
атомно-силовой микроскопии.

материалы и методы

в работе использовали штаммы возбуди-
телей особо опасных инфекционных болезней: 
Yersinia pestis, Vibrio cholerae, Bacillus anthracis, 
Francisella tularensis, Brucella abortus, B. melitensis, 
B. suis, B. ovis, B. canis, B. neotomae полученные из 
«государственной коллекции патогенных бактерий» 
Фкуз роснипчи «микроб» и лаборатории препа-
ратов против чумы и других особо опасных инфек-
ций Фгун гиск им. л.а.тарасевича. Штаммы ми-
кроорганизмов выращивали на твердых питательных 
средах (агаре хоттингера (рн 7,2) – штаммы Y. pestis, 
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B. аnthracis, агаре хоттингера (рн 7,6) – V. choleraе, 
FT-агаре (рн 7,2) – F. tularensis, эугоник агаре 
(рн 7,2) – Brucella spp.) в течение 48 ч при температу-
ре 28 °с (Y. pestis), 37 °с (остальные виды бактерий). 
агаровые культуры бактерий в концентрации, соот-
ветствующей 5 (для V. choleraе) и 10 ед. (остальные 
виды микроорганизмов) отраслевого стандартного 
образца мутности (осо 42-28-85п), обеззараживали 
2,5 % раствором глутарового альдегида в 0,1 моляр-
ном какодилатном буфере рн (7,2–7,4) в течение 2 ч 
при температуре 4 °с – для неспорообразующих и 
5 % раствором глутарового альдегида в 0,1 молярном 
какодилатном буфере (рн 7,2–7,4) в течение 3 ч при 
температуре 50 °с – для спорообразующих (B. an
thracis). контроль специфической стерильности пре-
паратов осуществляли в соответствии с инструкцией 
по контролю специфической стерильности экспери-
ментальных препаратов, приготовленных из куль-
тур чумного и холерного микробов (саратов, 1982). 
клетки бактерий после обеззараживания осаждали 
центрифугированием при 6000 об./мин в течение 
15–20 мин, осадок отмывали дважды стерильной 
дистиллированной водой и хранили при температуре 
4 °с. для проведения атомно-силовой микроскопии 
полученную взвесь клеток в объеме 4 мкл помещали 
на поверхность подложки и высушивали на воздухе.

исследования клеток проводили с помощью 
сканирующего зондового микроскопа Solver P47-
PRO (NT-MDT, россия) методом полуконтактной 
атомно-силовой микроскопии в воздушной среде. 
при этом использовали полуконтактные кремние-
вые зонды серии NSG01 (NT-MDT, россия) жест-
костью 5,1 н/м, с радиусом кривизны 10 нм и резо-
нансной частотой 150 кгц. обработку и анализ изо-
бражений проводили с использование программы 
Image Analysis (NT-MDT, россия).

результаты и обсуждение

при выборе подложки для проведения атомно-
силовой микроскопии оценивали размах высот по-
верхности и среднеквадратичную шероховатость в 
нанометрах (нм). традиционно в качестве подложки 

для атомно-силовой микроскопии используют слюду, 
пирографит и другие слоистые материалы. в работе 
была изучена возможность применения альтернатив-
ных подложек (покровное стекло, полистирол, ни-
троцеллюлозная мембрана) в качестве субстрата для 
микроскопии клеток микроорганизмов. установлено, 
что покровное стекло по своим физическим харак-
теристикам (среднеквадратичная шероховатость по-
верхности стекла составляет 3–9 нм) приближено к 
слюде (среднеквадратичная шероховатость слюды – 
4–15 нм) и может быть использовано при проведе-
нии исследований клеток микроорганизмов.

в связи с тем, что данные по обеззараживанию 
проб возбудителей особо опасных инфекционных 
болезней для атомно-силовой микроскопии в литера-
туре отсутствуют, для подготовки неспорообразую-
щих микроорганизмов I–II групп патогенности нами 
был использован режим фиксации, описанный для 
других видов грамнегативных бактерий (Escherichia 
сoli, Pseudomonas aeruginosa), включающий обработ-
ку 2,5 % раствором глутарового альдегида в течение 
2–2,5 ч при температуре 4 °с [8, 10]. для обеззаражи-
вания культур возбудителя сибирской язвы примени-
ли режим дезинфекции спор 5 % раствором глутаро-
вого альдегида, нагретого до температуры 50 °с [5]. 
Фиксацию проводили в течение 3 ч. установлено, что 
данные режимы обработки клеток бактерий I–II групп 
патогенности приводят к полному обеззараживанию 
материала. полученные результаты подтверждены ко-
миссионными испытаниями. отмечено, что фиксация 
возбудителей особо опасных инфекционных болез-
ней глутаровым альдегидом сохраняет морфологию 
бактериальных клеток, целостность поверхностных 
структур, эпитопы и рецепторы для прикрепления 
специфических иммуноглобулинов и бактериофагов.

при проведении исследований были подобра-
ны оптимальные режимы сканирования образцов. 
программное обеспечение сканирующего зондо-
вого микроскопа Solver P47-PRO позволяет прово-
дить морфометрический анализ клеток микроорга-
низмов и определять такие параметры, как длина, 
ширина, периметр клетки, площадь сечения клетки. 
морфометрические показатели клеток, установлен-

морфометрические показатели клеток микроорганизмов

вид микроорганизма
длина клетки, по дан-

ным асм, мкм 
M±m

Ширина клетки, по дан-
ным асм, мкм 

M±m

среднеквадратичная шерохова-
тость клетки, нм 

M±m

размеры клеток согласно ли-
тературным данным [3], мкм 

длина × ширина

Y. pestis 2,27±0,12 0,83±0,03 30±2 1–3 × 0,5–0,8
B. anthracis 2,47±0,09 1,22±0,06 109±11 1,2–10 × 0,5–2,5
F. tularensis 0,70±0,04 0,60±0,02 12±1 0,2–0,7 × 0,2
B. abortus 0,70±0,04 0,60±0,02 28±5 0,6–1,5 × 0,5–0,7
B. melitensis 1,20±0,04 0,45±0,04 23±5
B. suis 1,00±0,04 0,50±0,04 27±5
B. canis 0,60±0,04 0,60±0,04 30±5
B. ovis 0,70±0,04 0,60±0,04 18±5
B. neotomae 1,00±0,04 0,60±0,04 30±5
V. cholerae cholerae 2,74±0,10 0,54±0,01 12±1 1,4–2,6 × 0,5–0,8
V. cholerae eltor 1,78±0,06 0,66±0,02 14±1
V. cholerae O139 2,26±0,16 0,63±0,02 15±1
V. cholerae nonO1 1,92±0,05 0,56±0,02 18±2
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ные с помощью асм соответствовали литературным 
данным (таблица). асм позволяет определять также 
трехмерные характеристики бактериальных клеток 
(высоту, объем, среднеквадратичную шероховатость 
поверхности клеток). показатель шероховатости по-
верхности клеток (таблица) указывает на степень 
укладки пептидогликана и может служить дополни-
тельной характеристикой клеток.

для увеличения разрешения асм-изображений 
и выявления структур в нанометровом диапазоне 
был использован полуконтактный метод рассогласо-
вания асм и метод отображения фазы (рис. 1). при 
этом было обнаружено капсулоподобное вещество, 
окружающее цепочки клеток возбудителя сибирской 
язвы B. anthracis, не выявляемое обычными метода-
ми асм, и жгутики у холерного вибриона (рис. 2). 
преимущества асм связаны с отсутствием специ-
альных методов окрашивания для выявления спор, 
капсул, жгутиков бактерий, используемых в световой 
микроскопии.

таким образом, в результате проведенных иссле-
дований подобраны оптимальные условия подготов-
ки и анализа образцов возбудителей особо опасных 
инфекционных болезней с использованием методов 
атомно-силовой микроскопии, включающие выбор 
подложки, режима обеззараживания и фиксации об-

разцов, сканирования и использования различных 
методов атомно-силовой микроскопии для повыше-
ния информативности, разрешающей способности 
метода и выявления субклеточных структур в нано-
метровом диапазоне.
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рис. 2. асм-изображение клеток V. cholerae eltor M1289. 
метод рассогласования. увеличение ×8000.  

стрелками указаны жгутики холерного вибриона

рис. 1. асм-изображение клеток  
B. anthracis 759/79: 

а – метод рассогласования; Б – метод  
отображения фазы. увеличение ×3000.  

стрелками указаны: 1 – вегетативные клетки 
B. anthracis; 2 – капсулоподобное вещество
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в настоящее время существует множество ра-
бот, посвященных изучению патогенеза гриппа 
птиц у различных видов дикой и домашней птицы. 
приводятся данные о поражении органов этих жи-
вотных (сердце, мозг, почки, лимфоидная ткань, в том 
числе селезенка и тимус, трахея, легкие, надпочечни-
ки, поджелудочная железа и миндалины) [9, 11]. во 
всех работах, связанных с изучением патогенеза этой 
инфекции у кур, представлена информация о нако-
плении патогена, как правило, на одну или несколько 
временных точек [5, 6, 8, 11]. до сих пор вопрос о 
последовательности распространения вируса гриппа 
птиц (вгп) по органам и тканям инфицированных 
кур не до конца решен исследователями.

в связи с этим целью работы являлось изучение 
диссеминации вгп в организме кур, инфицирован-
ных интраназально.

материалы и методы

Вирус. в работе использовали высокопатоген-
ный штамм вгп подтипа H5N1, выделенный во 

время эпизоотии среди кур в курганской области –  
A/Chicken/Kurgan/05/2005, который был получен из 
государственной коллекции возбудителей вирусных 
инфекций и риккетсиозов Фгун гнц вб «вектор» 
роспотребнадзора. данный штамм на 2-м пассаже 
(от источника выделения) при культивировании на 
развивающихся куриных эмбрионах (ркэ) был на-
работан до концентрации 8,5 lg 50 % эмбриональных 
инфицирующих доз в 1 мл (эид50/мл) и хранился до 
использования в экспериментах в низкотемператур-
ном холодильнике при –70 °с.

Животные. в исследованиях использовали 
кур кросса хайсекс браун генетической линии род-
айленд массой 300 г, полученных из новосибирской 
птицефабрики. животных содержали на стандартном 
рационе с достаточным количеством воды в соответ-
ствии с требованиями по гуманному содержанию и 
использованию животных в экспериментальных ис-
следованиях [4]. время наблюдения за инфициро-
ванной птицей составило 54 ч. определение наличия 
вируса в пробах проводили на 9-суточных ркэ крос-
са хайсекс браун генетической линии род-айленд.
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диССеМинаЦиЯ ВирУСа ГриППа ПТиЦ а/H5N1  
При инТранаЗаЛЬноМ инФиЦироВании КУр 

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

изучена диссеминация вируса гриппа птиц (вгп) в организме кур, инфицированных интраназально. первичный 
орган накопления а/н5N1 (штамм A/Chicken/Kurgan/05/2005) у кур находится в респираторном тракте животных 
(слизистая носовой полости), в котором вирус регистрируется уже через 18 ч после заражения, накопление пато-
гена также наблюдается во многих органах и сыворотке крови кур и начинается через 30–42 ч после заражения. к 
моменту гибели животных (54 ч после заражения) концентрация вируса во всех исследованных пробах достигает 
максимальных значений. наивысшие показатели накопления вгп, превышающие 7 lg 50 % эмбриональных инфи-
цирующих доз в г/(мл), отмечены в легких, сыворотке крови и почках животных. показана высокая степень корре-
ляции (коэффициент корреляции r=0,89) между результатами оценки концентрации вгп путем титрования проб от 
животных с использованием куриных эмбрионов и от-пцр в режиме реального времени.

Ключевые слова: вирус гриппа птиц а/H5N1, курица, интраназальное заражение, динамика накопления виру-
са, от-пцр в режиме реального времени.
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A.N.Sergeev

Dissemination of Influenza A/H5N1 Virus after Intranasal Inoculation of Chickens
State Research Centre of Virology and Biotechnology “Vector”, Kol’tsovo

Studied was dissemination of avian influenza virus (AIV) in the organism of chickens after intranasal challenge with 10–100 LD50. 
The primary organ of accumulation of AIV A/H5N1 (A/Chicken/Kurgan/05/2005strain) is the respiratory tract (nasal mucosa), where 
the virus is registered in 18 hours after challenge. The accumulation of pathogen is observed in many organs and serum of chicken in 
30–32 hours after challenge. The animals die in 54 hours, the concentration of virus reaches critical value in all studied samples. The 
highest AIV loads (7 lg of chicken embryo infective dose – EID50/g or ml) are registered in lungs, blood serum and kidneys of chicken. 
The results of AIV loads measuring using titration and real time RT-PCR show high degree of correlation (r=0.89).

Key words: avian influenza A/H5N1 virus, chicken, intranasal infection, dynamics of virus accumulation, RT-PCR in real time.
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Методы инфицирования кур. заражение кур 
проводили интраназально с применением седатив-
ных средств, вводя каждому животному по 0,1 мл 
вируссодержащего материала в дозе 10–100 лд50.

Изучение динамики накопления вируса в орга-
низме кур 

Подготовка проб материала. умерщвление жи-
вотных проводили методом цервикальной дислока-
ции. в экспериментах использовали по 3 животных 
на временную точку. Фрагменты органов (стенки 
носовой полости, трахея, легкие, пищевод, желудок, 
тонкий и толстый кишечник, печень, поджелудоч-
ная железа, почка, клоака, селезенка, головной мозг, 
поперечно-полосатая мышечная ткань) и сыворотки 
крови отбирали через 1, 18, 30, 42 и 54 ч после зара-
жения. для анализа готовили 10 % гомогенаты орга-
нов механическим способом на стерильном растворе 
хенкса с добавлением антибиотиков.

Метод титрования. определение концентра-
ции вируса в образцах гомогенатов органов и сы-
воротке крови птиц проводили путем титрования 
на ркэ с последующей регистрацией вируса в ре-
акции гемагглютинации [3]. параллельно концен-
трацию вируса в пробах от кур определяли методом 
обратно-транскриптазной полимеразной цепной 
реакции (от-пцр) в режиме реального времени. 
рнк из проб выделяли методом нуклеосорбции на 
силикагеле с использованием набора «рибо-сорб» 
(производитель – Фгун «цнии эпидемиологии» 
роспотребнадзора). реакции обратной транскрип-
ции и пцр-амплификации проводили с набора-
ми реагентов «реверта-L» и «амплисенс Influenza 
virus а H5N1-FL» в соответствии с инструкциями 
производителя (Фгун «цнии эпидемиологии» 

роспотребнадзора). пцр и детекцию продуктов ам-
плификации в режиме реального времени произво-
дили в аппарате «Rotor-Gene 6000» (Corbett Research, 
австралия). для учета накопления продуктов пцр 
в режиме реального времени были использованы 
стандартные образцы в виде кднк, полученные из 
разведений вж с концентрациями вируса 5,5 и 1,5 lg 
эид50/мл. контрольные образцы были приготовле-
ны из вж с титром 8,5 lg эид50/мл путем последова-
тельных 10-кратных разведений. из пробы от каждо-
го разведения выделена рнк, синтезирована кднк 
и проведена пцр с учетом накопления продуктов 
реакции в режиме реального времени. вычисление 
накопления продуктов пцр при проведении реакции 
с исследуемыми образцами проводили путем обра-
ботки результатов в стандартной программе аппара-
та «Rotor-Gene 6000», используя известные значения 
концентраций контрольных образцов. 

Статистическая обработка результатов. 
статистическую обработку и сравнение результа-
тов осуществляли стандартными методами [1]. для 
установления статистических взаимосвязей был ис-
пользован корреляционный анализ с установлением 
простой линейной корреляции (пирсона) [2].

результаты и обсуждение

на первом этапе были проведены исследования, 
с использованием ркэ для титрования биологиче-
ских проб, по изучению динамики распространения 
вгп в организме кур, инфицированных 10–100 лд50. 
результаты исследований представлены в табл. 1. 
отмечено, что первичным очагом накопления вгп 
в организме кур при интраназальном инфицирова-

Таблица 1

Динамика накопления вируса гриппа птиц а/н5N1 (штамм A/Chicken/Kurgan/05/2005) у кур при интраназальном заражении 10–100 лД50

вид органов и тканей

концентрация вгп в органах кур [lg эид50/г(мл)] через разные временные промежутки после инфицирования

1 ч 18 ч 30 ч 42 ч 54 ч

M Sm M Sm M Sm M Sm M Sm

стенки носовой полости <0,2 - 0,43 0,27 1,60 0,21 3,15 0,29 5,80 0,17

легкие <0,2 - <0,2 - 1,39 0,28 4,01 0,27 7,76 0,30

клоака <0,2 - <0,2 - 1,05 0,22 2,17 0,27 6,39 0,27

сыворотка крови <0,2 - <0,2 - 0,70 0,17 1,50 0,24 7,20 0,21

почка <0,2 - <0,2 - <0,2 - 4,33 0,27 7,07 0,29

кишечник (тонкий и толстый) <0,2 - <0,2 - <0,2 - 1,97 0,28 6,07 0,22

печень <0,2 - <0,2 - <0,2 - 3,27 0,22 5,98 0,27

селезенка <0,2 - <0,2 - <0,2 - 4,24 0,21 5,80 0,15

головной мозг <0,2 - <0,2 - <0,2 - 3,67 0,21 5,66 0,27

желудок <0,2 - <0,2 - <0,2 - 2,54 0,28 5,47 0,22

поперечно-полосатая мышеч-
ная ткань 

<0,2 - <0,2 - <0,2 - 1,85 - 4,69 0,17

трахея <0,2 - <0,2 - <0,2 - 1,47 0,27 3,66 0,17

пищевод <0,2 - <0,2 - <0,2 - 2,00 0,30 3,57 0,27

поджелудочная железа <0,2 - <0,2 - <0,2 - <0,2 - 0,62 0,21

примечание : м – средняя концентрация вируса в грамме органа или миллилитре сыворотки крови; Sm – стандартное отклонение (коэффи-
циент стьюдента для оценки 95 % доверительных интервалов для всех величин составляет 1,96); 0,2 – величина в lg эид50/г(мл) чувствительности 
использованного метода титрования вируса; «-» – величина не определена.
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нии является слизистая носовой полости, где вирус 
появляется через 18 ч после заражения и достигает 
максимальной концентрации к 54 ч (5,80 lg эид50/г). 
позднее (через 30 ч) патоген регистрировали в лег-
ких, клоаке и сыворотке крови, к 54 ч после зараже-
ния отмечались высокие концентрации. причем в 
легких в данный период наблюдается самое высокое 
накопление вируса (7,76 lg эид50/г) по сравнению 
с таковым в других органах и сыворотке крови кур. 
затем (через 42 ч) вгп обнаруживается практически 
во всех изучаемых органах. при этом обращает на 
себя внимание тот факт, что самых высоких концен-
траций вирус достигает в почках, кишечнике, пече-
ни, селезенке и головном мозге также к 54 ч после 
заражения.

в дальнейшем нами проведены исследования, 
связанные с изучением возможности использования 
метода от-пцр в режиме реального времени для 
количественной оценки накопления вируса гриппа 
птиц (вгп) субтипа H5N1 во внутренних органах 
инфицированных птиц. после проведения от-пцр 
в режиме реального времени и оценки концентрации 
вируса в органах методом титрования на ркэ были 
получены данные, представленные в табл. 2. данные 
корреляционного анализа указывают на наличие вы-
сокой положительной корреляционной связи между 
результатами, полученными методом пцр и инфи-
цирования ркэ (r=0,89), что говорит о возможности 
использования пцр для изучения накопления вгп в 
органах животных и птиц.

результаты исследования по выявлению у ин-
фицированных кур первичного очага инфекции 
(слизистая носа) для вгп (штамм A/Chicken/Kur-
gan/05/2005) подтвердили ранее полученные нами 
данные аналогичного эксперимента с использова-
нием другого штамма вгп: A/Chicken/Suzdal ka/

Nov-11/2005. появление вируса одновременно че-
рез 30 ч после заражения в крови, легких и клоаке 
свидетельствует о том, что его проникновение в эти 
органы происходит, скорее всего, гематогенным пу-
тем из слизистой носа, возможно, через эндотелий 
кровеносных сосудов обонятельной области. более 
поздняя регистрация вируса в трахее, чем в легких, 
подтверждает это предположение, но не исключает 
вероятности существования нисходящего способа 
распространения патогена из носовой полости по 
дыхательному тракту кур. 

к моменту гибели кур (через 54 ч после зара-
жения) в некоторых органах их пищеварительной 
системы (тонком и толстом кишечнике, печени, же-
лудке) вирус накапливается до высоких концентра-
ций (5,0–6,1 lg эид50/г). вероятно, эти органы ин-
фицированных кур являются одним из источников 
поступления вируса в каловые массы. более высо-
кий уровень накопления вируса в этот период от-
мечен в клоаке, которая, несомненно, добавляет в ее 
содержимое существенную порцию патогена. еще 
более высокие концентрации патогена регистриру-
ются в почках (7,1 lg эид50/г) по сравнению с та-
ковыми в пищеводе, желудке, тонком и толстом ки-
шечнике, печени, поджелудочной железе и клоаке, 
что дает основание считать, что основной вклад в 
обсеменение патогеном клоакального содержимого 
инфицированных кур вносит вирус, поступающий в 
клоаку с мочой. 

в последние годы для идентификации вируса 
гриппа и определения контаминации им объектов 
внешней среды используются молекулярно-биоло-
гические методы, в частности, коммерческие и 
лабораторные варианты тест-систем, основанные 
на от-пцр [8] и количественной пцр с регистра-
цией сигнала накопления продуктов амплифика-

Таблица 2

Динамика накопления вируса гриппа птиц (ВГП) в органах и сыворотке крови интраназально инфицированных кур,  
оцененные с помощью методов Пцр и титрования на ркЭ

вид органа  
(время после заражения, ч)

средняя концентрация вгп в различных органах интраназально инфицированных кур,  
оцененная разными методами:

титрование на ркэ, lg эид50/мл пцр, lg копий рнк/мл

стенки носовой полости (42) 3,7 3,8

стенки носовой полости (54) 6,3 6,2

легкие (30) 1,2 4,0

легкие (54) 7,2 6,5

трахея (54) 4,3 5,2

сыворотка крови (30) 0,7 0

сыворотка крови (54) 7,2 7,2

мозг (42) 3,7 4,8

мышца (42) 1,8 3,2

мышца (54) 4,8 5,8

кишечник (42) 2,2 2,0

кишечник (54) 6,3 6,0

селезенка (42) 4,2 3,2

селезенка (54) 5,9 6,1

желудок (54) 5,8 6,2
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ции в режиме реального времени [7]. однако эти 
молекулярно-биологические реакции не позволяют 
оценить концентрацию жизнеспособного (инфек-
ционного) вируса в отличие от способа определе-
ния количества эид50 в исследуемом образце при 
титровании на ркэ. тем не менее, некоторые иссле-
дователи применяют метод пцр для изучения ди-
намики накопления вируса гриппа птиц в органах 
животных и птиц [5]. судя по результатам наших 
исследований по сравнительному изучению нако-
пления вгп в различных органах и сыворотке кро-
ви инфицированных кур, регистрируемого двумя 
методами (путем титрования на ркэ и от-пцр в 
режиме реального времени) с получением высокой 
степени корреляции между данными, применение 
этого молекулярно-генетического метода вполне 
оправдано. наличие высокой положительной кор-
реляционной зависимости между данными по нако-
плению вгп в различных органах и сыворотке кро-
ви инфицированных кур, полученными с использо-
ванием двух методов – титрования на ркэ и от-
пцр в режиме реального времени, свидетельствуют 
о том, что применение молекулярно-генетического 
метода вполне оправдано. 

таким образом, первичный орган накопления 
вгп а/н5N1 (штамм A/Chicken/Kurgan/05/2005) у 
кур при интраназальном способе инфицирования до-
зой вируса 10–100 лд50 находится в респираторном 
тракте животных (слизистая носовой полости), в 
котором патоген регистрируется уже через 18 ч по-
сле заражения, через 30–42 ч наблюдается во многих 
органах кур. к моменту гибели животных (54 ч по-
сле заражения) концентрация вируса во всех иссле-
дованных пробах органов достигает максимальных 
значений. при этом наивысшие показатели, превы-
шающие 7 lg эид50/г (мл), отмечены в легких, сы-
воротке крови и почках животных. показана высо-
кая степень корреляции (коэффициент корреляции 
r=0,89) между результатами оценки концентрации 
вгп путем титрования проб от животных с исполь-
зованием куриных эмбрионов и от-пцр в режиме 
реального времени.
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для создания быстрой неспецифической защи-
ты организма от патогенов в последние годы предло-
жена новая концепция разработки вакцин, в основе 
которой лежит принцип стимуляции функциональ-
ной активности клеток системы врожденного имму-
нитета [7]. важной частью врожденного иммунного 
ответа является, наряду с фагоцитозом, образование 
сетеподобных структур (ловушек) для киллинга бак-
терий во внеклеточном пространстве [36, 37, 44]. 
интерес исследователей к оценке врожденного им-
мунного ответа по данному показателю обусловлен 
тем обстоятельством, что примированные нейтрофи-
лы крови иммунного (сенсибилизированного) орга-
низма отвечают на повторный контакт со специфи-
ческим антигеном более интенсивными и быстрее 
развивающимися дегенеративными изменениями 
в ядрах и цитоплазме [1, 26]. хотя на практике это 
давно используется (показатель повреждения ней-
трофилов – тест ппн in vitro) для диагностики ин-
фекционных заболеваний (например, туберкулеза), а 
также для оценки напряженности приобретенного в 
результате вакцинации антибактериального иммуни-
тета [8], без учета недавно установленной способно-
сти нейтрофилов формировать внеклеточные ловуш-
ки сложно объяснить, каким образом «повреждение» 
нейтрофилов в периферической крови или в очаге 
инфекционного воспаления может предотвратить 
распространение бактерий по всему организму [44]. 

целью настоящей работы явился обзор литерату-

ры, посвященной изучению процесса формирования 
внеклеточных ловушек нейтрофилами, тучными клет-
ками и эозинофилами, а также роли этих структур в 
защите организма хозяина от патогенных бактерий. 

нейтрофильные внеклеточные ловушки 
(neutrophil extracellular traps – NETs)

нейтрофилы являются одной из самых много-
численных клеточных популяций в организме, и в 
крови человека доля этих клеток врожденного имму-
нитета составляет более 90 %. нейтрофильные гра-
нулоциты выполняют функцию киллинга патогенных 
микроорганизмов с помощью NETs и фагоцитоза, а 
также функцию регуляции иммунного ответа орга-
низма хозяина путем модуляции экспрессии клеточ-
ных рецепторов и активности провоспалительных 
цитокинов [5]. 

впервые NETs были зарегистрированы с ис-
пользованием электронной микроскопии в 2004 г. 
[14] и на рис. 1 показано, как выглядят эти структу-
ры, формируемые активированными нейтрофилами 
во внеклеточном пространстве, когда они захваты-
вают и убивают бактерии. при образовании NETs 
происходит деконденсация ядерного хроматина и 
дезинтеграция ядерной оболочки с одновременным 
нарушением целостности мембран лизосомальных 
гранул, что следует за обязательной предваритель-
ной стимуляцией в клетках «респираторного взры-
ва» с высвобождением реактивных форм кислорода. 
активированный нейтрофил еще сохраняет свою 
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жизнеспособность, когда в нем происходит смешива-
ние ядерного хроматина с содержимым бактерицид-
ных гранул и формируется сетеподобная структура, 
секретируемая впоследствии во внеклеточное про-
странство. при высвобождении данной структуры 
активированный («поврежденный») нейтрофил по-
гибает [1]. морфологически этот процесс, названный 
«NETosis», отличается от других классических про-
цессов клеточной гибели – апоптоза и некроза, прежде 
всего, деконденсацией хроматина и дезинтеграцией 
ядерной оболочки, исчезновением цитоплазматиче-
ских гранул и смешиванием ядерного содержимого с 
материалом цитоплазмы. молекула днк высвобожда-
ется из клетки без фрагментации ее эндонуклеазами. 
при апоптозе, наоборот, хроматин конденсируется и 
происходит его фрагментация без нарушения целост-
ности ядерной оболочки. при некрозе нарушается 
целостность самой клетки, она лизируется, но без 
развития изменений в гранулах и ядерной мембра-
не. сетеподобная структура, состоящая из молекулы 
днк и содержимого цитоплазматических гранул, при 
некрозе и апоптозе не образуется [21]. 

так как обработка днказой приводит к раз-
рушению NETs (рис. 2), молекула днк считается 
основным структурным элементом внеклеточных 
ловушек, формируемых нейтрофильными грануло-
цитами. нити днк в составе NETs имеют диаметр 
15–17 нм, а в комплексе с локализованными на них 
белками – от 25 до 50 нм. катионные белки внекле-
точных ловушек (сериновые лейкоцитарные протеа-
зы, гистоны и антибактериальные пептиды – абп) 
определяют способность данных структур к эффек-
тивному киллингу патогенных бактерий [32, 44]. 

важнейшим компонентом нейтрофильных ло-
вушек считается лейкоцитарная эластаза (лэ) [32], 
расщепляющая при дегрануляции ядерные гистоны 
(н1, н4) и запускающая, таким образом, процесс де-
конденсации хроматина активированных нейтрофи-

лов, необходимый для формирования NETs [39]. лэ 
является протеазой, ответственной за избирательное 
расщепление бактериальных факторов вирулентно-
сти [46], за деградацию микробных антигенов, об-
ладающих провоспалительными и иммуностимули-
рующими свойствами [33], а также за образование 
абп из лизосомальных (небактерицидных) белков 
предшественников [18]. этот катионный белок игра-
ет решающую роль в обезвреживании некоторых 
грамотрицательных микроорганизмов (нaпример, 
Borrelia burgdorferi [23], Pseudomonas aeruginosa [27], 
Escherichia coli [19]) и считается ключевым белком 
врожденной антибактериальной защиты [46]. за счет 
адсорбции на молекуле днк достигается высокая 
концентрация лэ в месте внедрения инфекционного 
агента. с другой стороны, адсорбция предотвращает 
(или ослабляет) повреждающий эффект этой самой 
опасной лейкоцитарной протеазы на белки плаз-
мы крови и других тканей организма хозяина [32]. 
кроме лэ, в состав NETs входят: миелопероксидаза, 
катепсин G, желатиназа, Aбп, гистоны, гуморальный 
паттернраспознающий рецептор пентраксин 3 и бел-
ки, распознающие пептидогликан [44]. 

отрицательно заряженная молекула днк служит 
также основой для адсорбции участвующих в коагу-
ляции плазменных сериновых протеаз (факторы XI, 
XII и калликреин), которые вместе с высокомолеку-
лярным кининогеном входят в контактную систему. 
образование NETs активирует контактную систему, 

рис. 1. А. Формирование NET активированными нейтрофила-
ми. активация нейтрофилов (1) приводит к «респираторному 

взрыву» и высвобождению реактивных форм кислорода. 
нарушается целостность ядерной мембраны (2) и содержимое 
гранул смешивается внутри клетки с ядерным хроматином (3). 
клеточная мембрана открывается и сетеподобная структура, 
состоящая из хроматина и бактерицидных катионных белков, 

высвобождается во внеклеточное пространство (4). 
В. снимок с сайта института инфекционной биологии 

им. макса планка. слева – нейтрофил выбрасывает свою  
ловчую сеть наружу, а справа – участок сети,  
в котором запутались бактерии рода Shigella

рис. 2. Формирование NETs активированными нейтрофилами 
по данным световой (слева) и электронной (справа)  

микроскопии:
нейтрофилы до (1) и после (2) стимуляции комплексом 

 фибриноген-белок м1 S. pyogenes, стимулированные нейтрофилы  
после обработки днказой (3). рисунок адаптирован из работы 

S.Oehmcke et al. [38]
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что приводит к резкому повышению уровня секреции 
абп и к усилению врожденного иммунного ответа 
[38]. недавно полученные экспериментальные дан-
ные T.A.Fuch et al. [22] наглядно иллюстрируют, что 
NETs – это основа для адгезии тромбоцитов и эри-
троцитов, ранее неизвестное связующее звено между 
инфекцией, воспалением и тромбозом. важно, что 
NETs стимулируют внутрисосудистое свертывание 
крови, а препятствующий тромбообразованию гепа-
рин предотвращает формирование NETs в образцах 
крови человека и животных. 

анализ литературы свидетельствует, что NETs 
формируют активированные нейтрофилы крови как 
человека [38], так и различных видов животных [14, 
20, 44]. запускать этот процесс могут различные про-
воспалительные стимулы, включая перекись водоро-
да (н2о2), бактериальный липополисахарид (лпс), 
митоген форболмиристатацетат (Фма) и хемокин 
интерлейкин-8 (ил-8) (таблица). стимулировать 
процесс образования NETs может также продукт рас-
щепления 5-го компонента комплемента во время его 
активации в сыворотке крови (с5а), но только после 
примирования зрелых нейтрофилов интерферонами 
или фактором, стимулирующим образование коло-
ний гранулоцитов и макрофагов (гм-ксФ) [35]. 

сравнительные исследования, проведенные рос-
сийскими учеными, показали, что эффективность за-
хвата и киллинга бактерий NET структурами выше, 
чем при фагоцитозе. от данного механизма киллинга 
бактерий во многом зависит антибактериальная за-
щита слизистых оболочек [1] и эффективность реа-
лизации нейтрофилами своего мощного бактерицид-
ного потенциала в крови, обсемененной патогенными 
бактериями [26]. при бактериемии лпс активирует 
тромбоциты через TLR-4 (Toll-like receptor 4) типа 
на клеточной поверхности, что приводит к секреции 
этими клетками цитокинов. цитокины индуцируют 
формирование стимулированными нейтрофилами 
NETs, которые захватывают и убивают бактерии в 
кровеносных сосудах [17, 34]. на добавление лпс 
чумного микроба в цельную кровь человека нейтро-
филы уже через 30 мин отвечают, по данным проточ-
ной цитофлуориметрии, интенсивной азурофильной 
дегрануляцией [4] и, возможно, формируют внекле-
точные ловушки, подобно тому, как это происходит 
в ответ на препарат «пирогенал» (лпс P. aeruginosa) 
при 30-ми нутной экспозиции в условиях in vitro [9]. 
для запуска образования NETs может быть достато-
чен контакт с другими очищенными антигенами па-
тогенных бактерий, например такими, как белок M1 
Streptococcus pyogenes [31,38] или поверхностный ли-
пофосфогликан Leishmania amazonensis [24]. однако 
взаимодействие нейтрофилов с различными живыми 
микроорганизмами (таблица) оказывает более выра-
женный эффект на процесс образования NETs [14, 21]. 
особо активны представители нормальной микрофло-
ры (Bifidobacterium spp., Lacto bacte rium spp.), которые 
обитают в организме человека, постоянно активируют 
клетки врожденного иммунитета и, возможно, именно 
поэтому не проявляют свои патогенные свойства [1]. 

время, необходимое для формирования NETs, состав-
ляет в зависимости от стимула от 10 мин до 4 ч [44]. 

на примере клеток Staphylococcus aureus в усло-
виях in vitro было установлено, что нестимулирован-
ные (наивные) нейтрофилы обезвреживают бактерии 
сначала c помощью фагоцитоза, а затем путем обра-
зования NETs. однако если нейтрофилы стимулиро-
вать Фма или лпс, запустив процесс формирова-
ния NETs, то киллинг бактерий за счет фагоцитоза 
будет минимальным и они будут погибать в основ-
ном во внеклеточных ловушках. спустя 3–4 ч после 
стимуляции, когда процесс образования ловушек за-
вершается, киллерная активность нейтрофильных 
гранулоцитов по отношению к золотистому стафило-
кокку на 100 % связана с функционированием NETs 
[21]. по нашим данным, гранулоциты цельной крови 
привитых против чумы людей отвечают in vitro на 
клетки чумного микроба, выращенные при 28 °с, 
более интенсивной секреторной дегрануляцией. 

факторы или микроорганизмы,  
вызывающие формирование внеклеточных ловушек

Фактор или микроорганизм тип клеток форми-
рующих ловушки

источник  
литературы

интерлейкин –8 (ил-8) нейтрофилы [14]

липополисахарид (лпс) нейтрофилы [14]

Форболмиристатацетат (Фма) нейтрофилы,  
тучные клетки

[14, 21, 43]

перекись водорода нейтрофилы,  
тучные клетки

[21, 43]

тромбоциты крови,  
активированные лпс через тLR4 

нейтрофилы [17, 26,34]

интерферон (иФн)γ + с5а нейтрофилы,  
эозинофилы

[35, 48]

интерферон (иФн)γ + лпс эозинофилы [48]

интерферон (иФн)γ + эотаксин эозинофилы [48]

ил-5+лпс/с5а/эотаксин эозинофилы [48]

интерферон (иФн)α+ с5а нейтрофилы [35]

гм-ксФ + с5а нейтрофилы [35]

Staphylococcus aureus нейтрофилы, 
 тучные клетки 

[1, 14, 21, 43]

Streptococcus pyogenes нейтрофилы,  
тучные клетки

[15, 38, 43]

Streptococcus pneumoniae нейтрофилы [45]

белок м1 Streptococcus pyogenes + 
фибриноген 

нейтрофилы,  
тучные клетки

[31, 38]

Bifidobacterium spp. и 
Lactobacterium spp.

нейтрофилы [1]

Pseudomonas aeruginosa тучные клетки [43]

Mycobacterium tuberculosis нейтрофилы [40]

Candida albicans нейтрофилы [42]

Escherichia coli нейтрофилы [1]

Salmonella enterica нейтрофилы [14]

Shigella flexneri нейтрофилы [14]

Plasmodium falciparum нейтрофилы [11]

Listeria monocytogenes нейтрофилы [14]

Aspergillus nidulans нейтрофилы [12]

Leishmania amazonensis нейтрофилы [24]

липофосфогликан L. amazonensis нейтрофилы [24]
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противочумная вакцинация активирует врожденный 
иммунный ответ на клетки чумного микроба, вероят-
но, путем стимуляции процесса формирования NETs 
[6]. необходимы дальнейшие исследования в данном 
направлении с целью создания экспериментально-
методической основы для оценки у людей напряжен-
ности приобретенного противочумного иммунитета. 

контроль за дегенеративными изменениями в 
ядерном хроматине и гранулах нейтрофилов можно 
осуществлять с помощью микроскопии [1, 26, 38], 
либо методом импульсной проточной цитофлуори-
метрии [4 ,6, 29 30]. разработанные в россии ориги-
нальные методы оценки содержания и антимикроб-
ной активности NETs в периферической крови и 
мукозальных секретах применяются на практике для 
определения эффективности иммунотропных препа-
ратов и мукозальных вакцин [1]. 

Внеклеточные ловушки тучных клеток (Mast 
cell extracellular traps – MCETs) и эозинофильные 
внеклеточные ловушки (eosinophil extracellular 
traps – EETs) 

на начальном этапе исследований считалось, что 
внеклеточные ловушки формируют только нейтро-
филы. однако в дальнейшем было установлено, что 
тучные клетки (тк) также способны секретировать 
свою ядерную днк для образования внеклеточных 
ловушек. в связи c распространением данного фе-
номена на другие клетки термины «NET и NETosis» 
было предложено заменить на «ET и Eтosis» [44]. 

тк встречаются в коже, дыхательных путях, 
желудочно-кишечном тракте, а также в органах моче-
половой, эндокринной и нервной систем, где локали-
зуются преимущественно вдоль кровеносных, лимфа-
тических сосудов и нервных окончаний, в непосред-
ственной близости к границе внешней и внутренней 
среды организма [10]. они имеют общность проис-
хождения с лейкоцитами и содержат в цитоплазма-
тических гранулах мощный арсенал бактерицидных 
веществ, принимающих участие в антибактериальной 
защите [13]. однако более распространено представ-
ление о тк как эффекторах аллергических реакций 
или одноклеточных эндокринных железах, способ-
ных продуцировать различные классы биологически 
активных веществ (биогенные амины, пептидные 
гормоны, эйкозаноиды, цитокины, хемокины и др.). 
механизмы киллинга бактерий тк еще недостаточно 
изучены, но в последние годы отмечается повышен-
ный интерес исследователей к их выяснению [10] и, в 
частности, формированию MCETs [44]. 

способность тк человека и мышей к секреции 
ядерной днк и формированию MCETs впервые была 
установлена в 2008 г. M. von Kockritz-Blickwede et al. 
[43] c помощью люминесцентной и сканирующей 
электронной микроскопии. в настоящее время такая 
способность зарегистрирована в опытах с различ-
ными патогенными микроорганизмами (таблица), 
включая S. aureus, P. aeruginosa, S. pyo ge nes [43], и, 
подобно формированию NETs, в ответ на белок м1 
S. pyogenes [31]. ключевыми компонентами MCETs 
являются молекула днк и гистоны ядерного хро-

матина, но по составу бактерицидных веществ эти 
структуры имеют принципиальное отличие от NETs. 
вместо эластазы, миелопероксидазы и катепсин G, 
они содержат специфическую протеазу тк трипта-
зу и специфический абп LL-37 [44]. в отличие от 
NETs, MCETs нельзя инактивировать только путем 
обработки их днказой и требуется дополнительная 
обработка миелопероксидазой для деградации трип-
тазы [43]. механизм гибели тк при формировании 
ловушек такой же, как и при образовании NETs, и 
также занимает по времени от 10 мин до 4 ч [44]. 

эозинофилы демонстрируют сходные с нейтро-
филами феномены созревания, за исключением того, 
что, видимо, у них формируется только один тип гра-
нул. эти клетки имеют обыкновение появляться в ме-
стах локализации чужеродных белков и паразитов, а 
также при аллергических реакциях. однако роль эо-
зинофилов в иммунитете, их точная функция (и) в за-
щите организма от патогенных бактерий остается не-
ясной [3]. поэтому важным достижением в изучении 
механизмов врожденной антибактериальной защиты 
явилось установление факта катапультаподобного 
выброса (catapult-like ejection) эозинофилами мито-
хондриальной днк для обезвреживания патогенных 
микроорганизмов [48]. этот процесс занимает по вре-
мени не часы и минуты, а секунды. подобно NETs, 
обработка EETs днказой приводит к их разрушению 
и, как следствие, к неспособности функционирования 
механизма внеклеточной бактерицидности эозино-
фильных гранулоцитов [44]. за счет выброса содер-
жимого своих гранул на поверхность паразитов, эози-
нофилы обнаруживают исключительную способность 
к их повреждению и уничтожению [3]. 

формирование ETs при различных заболева-
ниях. механизмы, используемые микробами для 
предотвращения захвата и бактерицидного эф-
фекта ETs 

механизм внеклеточной бактерицидности, ле-
жащий в основе нефагоцитарного типа тканевой 
резистентности [2], играет важную роль в киллинге 
грамположительных и грамотрицательных бактерий, 
микобактерий, грибов и паразитов (таблица), но во-
прос о способности ETs захватывать и убивать ви-
русы остается открытым [36, 44]. иерсинии, саль-
монеллы и другие факультативные внутриклеточные 
паразиты в результате частичного (или полного) 
обезвреживания продуктами секреции нейтрофилов 
быстро подвергаются завершенному фагоцитозу ма-
крофагами. они утрачивают способность к размно-
жению в макрофагах [2, 41]. 

имеются сообщения о формировании ETs в усло-
виях in vivo при различных заболеваниях, включая 
аппендицит [14], бактериальный вагиноз [1], маля-
рию [11], кожный лейшманиоз [24], эксперименталь-
ную дизентерию [14], отиты [28], системную крас-
ную волчанку [25], пневмонию [37, 45] и инвазивный 
бронхолегочный аспергиллез [12]. неспособность 
клеток врожденного иммунитета формировать ETs 
приводит к сепсису и другим инфекционным ослож-
нениям, что, в частности, характерно, для всех ново-
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рожденных, обладающих в сравнении со взрослыми 
повышенной чувствительностью к инфекционным 
заболеваниям, вызываемым условно-патогенной 
микрофлорой [47]. при нарушении регуляции фор-
мирования и удаления ETs образуются аутоантитела 
к днк, гистонам, эластазе и другим белкам нейтро-
филов крови [25], но роль еTs при аутоиммунных 
заболеваниях до конца неясна и в настоящее время 
является объектом изучения [11, 25, 32, 44]. 

несколькими независимыми группами исследо-
вателей было установлено, что патогенные бактерии 
могут использовать для распространения в организме 
хозяина процесс разрушения ETs нуклеазами. Штаммы 
S. pyogenes, лишенные продукции кодируемой бакте-
риофагом днказы Sda1, обладали повышенной чув-
ствительностью к киллингу NETs и пониженной сте-
пенью вирулентности, в то время как гетерологичная 
экспрессия Sda1 у других бактериальных штаммов 
приводила к неспособности нейтрофилов убивать ми-
кробные клетки вследствие разрушения NETs нуклеа-
зой [15]. приобретением кодируемой бактериофагом 
днказы Sda1 и генетическим «переключением» на 
инвазивный фенотип по данному показателю объяс-
няют причину быстрого распространения гиперви-
рулентного клона M1 серотипа S. pyogenes по всему 
организму и развития различных инфекций кожи и 
мягких тканей, включая некротизирующие фасциты 
[15, 44]. поверхностный белок м1, являющийся фак-
тором вирулентности S. pyogenes, связывает абп, что 
приводит к неспособности NETs и MCETs убивать 
стрептококки [31]. установлена способность днказы 
EndA S. pneumoniae разрушать NETs, что определяет 
устойчивость этого вида бактерий к киллингу нейтро-
филами и, как следствие, их повышенную вирулент-
ность при изучении на модели экспериментальной 
пневмонии мышей [20, 44].

от бактерицидного эффекта NETs микробную 
популяцию защищает образование биопленок [28]. 
кроме того, чтобы защитить свои структурные бел-
ки и факторы вирулентности от разрушительного 
действия лэ, патогенные бактерии продуцируют 
специальный ингибитор (экотин), специфически по-
давляющий активность этой сериновой трипсинопо-
добной протеазы. мутанты, лишенные продукции 
экотина, обладают сниженной вирулентностью и их 
скорость размножения в условиях in vivo в сотни раз 
ниже, чем диких штаммов. причем, это характерно 
для бактерий, патогенных для людей и животных 
(Yersinia pestis, E. coli, P. aeruginosa и др.), но не 
для растений [19]. Y. pestis как возбудитель самой 
эпидемически опасной бактериальной инфекции 
(первично-легочной форму чумы) в 2 раза больше 
влияет на уровень экспрессии другого специфиче-
ского ингибитора лэ (Neutrophil/Monocyte Elastase 
Inhibitor или N/M EI) в лейкоцитах крови человека, 
чем близкородственный возбудитель псевдотуберку-
леза. на возбудитель кишечного иерсиниоза в ана-
логичных экспериментальных условиях реакция по 
данному показателю отсутствовала. хотя с помощью 
протеомики была изучена экспрессия 12 различных 

лейкоцитарных белков, участвующих в регуляции 
иммунного ответа организма хозяина, особой реак-
ции на чумные микробы не зарегистрировано ни по 
какому другому показателю [16]. 

по данным проточной цитофлуориметрии, жи-
вые чумные микробы, выращенные с аэрацией на 
жидкой питательной среде с температурой 37 °с 
(экспоненциальная культура), совсем не вызывают, 
попадая в цельную кровь человека, дегенеративные 
изменения в ядерном хроматине и бактерицидных 
гранулах клеток врожденного иммунитета в течение 
первых 6–8 ч инкубации крови при 37 °с. поскольку 
такие изменения неизменно развиваются к 4 ч в от-
вет на клетки золотистого стафилококка и чумные 
микробы, выращенные при 28 °с [29, 30], можно 
предположить, что у возбудителя чумы имеется эф-
фективный, но еще неизученный механизм подавле-
ния в крови человека процесса формирования NETs, 
связанный с изменением фенотипа при повышении 
температуры от 28 до 37 °с. если это так, то для 
обезвреживания чумного микроба, вероятно, необ-
ходимо запустить процесс формирования внекле-
точных ловушек, активировав клетки врожденного 
иммунитета пробиотиками или каким-либо другим 
иммуностимулирующим препаратом (лпс, белком 
м1 S. pyorenes и т.д.). 

таким образом, в антибактериальной защите 
важную роль играет, наряду с фагоцитозом, механизм 
внеклеточной бактерицидности нейтрофилов, эози-
нофилов, тучных клеток и, возможно, других клеток, 
участвующих в реализации механизмов врожденного 
иммунитета. на современном этапе развития науки 
наблюдается тенденция к переходу от изучения вну-
триклеточных, к исследованию еще недостаточно из-
ученных внеклеточных механизмов бактерицидности. 
необходимы исследования, направленные на изуче-
ние процесса формирования NETs в крови человека и 
животных под влиянием штаммов возбудителей осо-
бо опасных инфекций (чумы, сибирской язвы, холе-
ры, туляремии и др.) с различными фенотипическими 
и генотипическими свойствами. результаты изучения 
процесса формирования внеклеточных ловушек под 
влиянием возбудителей особо опасных инфекций и их 
антигенов могут представлять интерес как в аспекте 
дальнейшего изучения взаимодействия макро- и ми-
кроорганизма, так и с точки зрения характеристики 
эффективности вакцин по степени их активирующего 
воздействия на секреторную функцию гранулоцитов 
крови людей и животных. 
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противоэпидемические мероприятия в небла-
гополучных по сибирской язве очагах включают 
вакцинацию контингента групп риска и сельскохо-
зяйственных животных. используемая на террито-
рии россии лицензированная живая аттенуирован-
ная вакцина Bacillus anthracis сти-1 обеспечивает 
формирование напряженного иммунитета. однако 
ее недостатком является относительно высокая 
частота возникновения побочных эффектов, обу-
словленных действием токсичных продуктов [1]. 
снижение риска возникновения нежелательных 
последствий возможно за счет использования для 
вакцинации очищенного препарата протективного 
антигена (па) – основного иммуногена возбудителя 
сибирской язвы [5]. 

в роснипчи «микроб» на основе бесплазмид-
ных производных вакцинных штаммов B. anthra
cis сти-1 и B. anthracis 55 были сконструированы 
рекомбинантные штаммы, лишенные детерминант 
синтеза основных факторов патогенности сибиреяз-
венного микроба, но содержащие ген pag, кодирую-
щий синтез па [2, 3]. 

цель данного исследования – сравнение дина-
мики титров антител у кроликов, иммунизированных 
препаратом протективного антигена, полученного из 
генно-инженерного продуцента, вакцинным или ре-
комбинантным штаммами B. anthracis. 

материалы и методы

в работе использовали: рекомбинантный 
штамм B. anthracis стиΔтпа-1 (KM 96, патент 
рФ № 2321628) (государственная коллекция па-
тогенных бактерий, саратов), вакцинный штамм 
B. anthracis сти-1 (Фгбу «нцэсмп», москва). 
рекомбинантный и вакцинный штаммы B. anthra
cis выращивали на агаре хоттингера (роснипчи 
«микроб», саратов) при температуре 37 °с. в сре-
ду при необходимости добавляли канамицин (Merck, 
германия) – 25 мкг/мл. 

па выделяли из штамма B. anthracis 
55∆тпа-1(Spo–). антиген очищали двухэтапной 
хроматографией, как описано ранее [2]. подготовку 
споровой взвеси штаммов В. anthracis осуществляли 
по стандартной методике [3]. для иммунизации ис-
пользовали кроликов породы шиншилла массой от 
2,5 до 3 кг (роснипчи «микроб», саратов). титры 
антител к протеинам па и еа1 в сыворотках им-
мунизированных животных определяли с помощью 
твердофазного иммуноферментного анализа [3]. 

результаты и обсуждение

па получали из аспорогенного рекомбинант-
ного продуцента B. anthracis 55Δтпа-1(Spo–) [3]. 

удк 616.981.51:576.809.7

П.Ю.Попова, н.и.микшис, а.Ю.Гончарова,  
Т.н.каштанова, Ю.а.Попов 

оСоБенноСТи оБраЗоВаниЯ анТиТеЛ У ЛаБораТорнЫХ жиВоТнЫХ,  
иММУниЗироВаннЫХ ПреПараТоМ СиБиреЯЗВенноГо ПроТеКТиВноГо анТиГена, 

реКоМБинанТнЫМ иЛи ВаКЦиннЫМ ШТаММаМи BACILLuS AntHRACIS

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

протективный антиген, полученный из аспорогенного рекомбинантного штамма Bacillus anthracis, в экспе-
риментах in vivo вызывает развитие напряженного адаптивного иммунитета. двукратная иммунизация кроликов 
дозой 50 мкг очищенного белкового препарата стимулирует выработку специфических антител в более высоких 
титрах, чем в случае иммунизации вакцинным или генно-инженерным сибиреязвенным штаммами. выявлено, 
что рекомбинантный штамм B. anthracis дополнительно инициирует выработку антител к белку S-слоя возбуди-
теля сибирской язвы. 

Ключевые слова: сибирская язва, протективный антиген, вакцины, иммунитет, антителогенез.

P.Yu.Popova, N.I.Mikshis, A.Yu.Goncharova, T.N.Kashtanova, Yu.A.Popov

Peculiarities of Antibody Genesis in the Laboratory Animals Immunized  
with Anthrax Protective Antigen Preparation, Bacillus anthracis Recombinant  
or Bacillus anthracis Vaccine Strains
Russian Research Anti-Plague Institute “Microbe”, Saratov

Protective antigen, extracted from Bacillus anthracis asporogenic recombinant strain, triggers progression of a high-grade adap-
tive immunity in vivo. Two-fold immunization of rabbits with the purified protein preparation in a dose of 50 mcg induces production 
of specific antibodies in titers higher than those registered in case of immunization with vaccine or genetically engineered anthrax 
strains. It is determined that the recombinant B. anthracis strain initiates further production of antibodies towards S-layer protein of 
anthrax agent.

Key words: anthrax, protective antigen, vaccines, immunity, antibody genesis.



Проблемы особо опасных инфекций, вып. 112, 2012

76

очищенный белковый препарат вводили кроликам 
в дозе 50 мкг в сочетании с полным адъювантом 
Фрейнда. инъекции делали подкожно двукратно с 
интервалом в 2 недели. для сравнения использовали 
группы животных (по три особи в каждой), имму-
низированных подкожно двукратно дозой 5·107 спор 
вакцинного (B. anthracis сти-1) или рекомбинантно-
го (B. anthracis сти∆тпа-1) штаммов. повторные 
иммунизации культурами штаммов B. anthracis про-
водили на 21-е сутки. кроликов контрольной груп-
пы оставляли интактными. забор крови из краевой 
ушной вены биомоделей осуществляли на 7, 14, 21, 
28, 35-е сутки, а также через 1,5; 2 и 2,5 мес. после 
первой иммунизации. титры антител к па в сыво-
ротках лабораторных животных определяли с помо-
щью твердофазного иммуноферментного анализа. 

при иммунизации кроликов препаратом очи-
щенного па титры специфических антител достига-
ли наиболее высоких значений, оставаясь на суще-
ственном уровне до конца срока наблюдения (рис. 1). 
повторная иммунизация стимулировала дополнитель-
ное антителообразование в организме лабораторных 
животных. нарастание титров специфических анти-
тел у кроликов, иммунизированных препаратом па, 
продолжалось в течение 1,5 мес. максимальные зна-
чения (1/8000–1/128000) регистрировали через 45 сут 
после первой иммунизации или 30 сут после второй. 
в дальнейшем в сыворотках биомоделей происходило 
постепенное снижение количества антител к па до 
титров: 1/2000–1/64000 – к 2 мес. и 1/1000–1/16000 – 
через 2,5 мес. от начала эксперимента. 

динамика титров антител к па при использо-
вании вакцинного или рекомбинантного штаммов 
B. anthracis отличалась большей сглаженностью 
показателей (рис. 1). схожесть основных тенден-
ций образования антител в случаях иммунизации 
споровыми аттенуированными культурами не ис-

ключала существования некоторых особенностей. 
антителогенез у лабораторных животных, иммуни-
зированных B. anthracis сти-1, характеризовался 
более высокими значениями титров анти-па анти-
тел в первый месяц поствакцинального периода. пик 
антителообразования у биомоделей, вакцинирован-
ных B. anthracis сти-1, приходился на 35-е сутки 
от начала эксперимента, а у кроликов, иммунизи-
рованных рекомбинантным штаммом B. anthracis 
сти∆тпа-1, на 45-е сутки. максимальные значения 
титров антител у кроликов в эти периоды находи-
лись в пределах от 1/4000 до 1/32000. в дальнейшем 
в обоих случаях происходило постепенное снижение 
количества антител. однако у кроликов, получивших 
ту же дозу рекомбинантного штамма, данный про-
цесс отличался меньшей интенсивностью. через 2 и 
2,5 мес. от начала эксперимента титры антител были 
на достаточно высоком уровне – 1/1000–1/16000 и 
1/512–1/16000. у биомоделей, иммунизированных 
вакцинным штаммом, эти же значения составили 
1/1000–1/8000 и 1/128–1/4000. 

как известно, иммунный ответ на введение жи-
вой сибиреязвенной вакцины характеризуется поли-
валентной детерминацией. помимо доминирующего 
па, в его формировании принимают участие и другие 
составляющие сибиреязвенного токсина, а также раз-
личные поверхностные структуры, включая споровые 
антигены и белки S-слоя [4, 6]. в этой связи в сыво-
ротках кроликов, иммунизированных вакцинным или 
рекомбинантным штаммами, дополнительно опреде-
ляли титры антител к белку еа1. хотя S-слой возбуди-
теля сибирской язвы представлен двумя протеинами 
Sap и еа1, в макроорганизме синтезируется преиму-
щественно еа1, продукция белка Sap более характер-
на для роста штаммов B. anthracis in vitro [8]. 

количество анти-еа1 антител у кроликов, им-
мунизированных штаммами B. anthracis сти-1 и 

рис. 1. динамика титров анти-па антител при иммунизации 
лабораторных животных (кроликов) препаратом па,  

вакцинным и рекомбинантным штаммами. по оси абсцисс – 
сутки после первой иммунизации. по оси ординат – обратные 

значения титров анти-па антител в сыворотках кроликов,  
иммунизированных двукратно: 

1 – препаратом очищенного па; 2 – споровой взвесью  
штамма B. anthracis сти-1; 3 – споровой взвесью штамма B. anthracis 

сти∆тпа-1. на графиках приведены средние значения данных,  
полученных от 3 особей животных 

рис. 2. динамика титров анти-еа1 антител при иммунизации 
лабораторных животных (кроликов) вакцинным  

и рекомбинантным штаммами. по оси абсцисс – сутки после 
первой иммунизации. по оси ординат – обратные значения 

титров анти-еа1 антител в сыворотках кроликов,  
иммунизированных двукратно: 

1 – споровой взвесью штамма B. anthracis сти-1; 2 – споровой взвесью 
штамма B. anthracis сти∆тпа-1. на графиках приведены средние  

значения данных, полученных от 3 особей животных 
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B. anthracis сти∆тпа-1, в первые полтора месяца 
эксперимента закономерно увеличивалось (рис. 2). 
изменения титров в обеих группах животных проис-
ходили почти синхронно в течение 28 сут. в последу-
ющем тенденция изменилась и значения титров анти-
тел к еа1 были выше у лабораторных животных, по-
лучивших иммунизирующую дозу рекомбинантной 
культуры. максимум антител к белку S-слоя отмечали 
в сыворотках, взятых на 35-е сутки после первичной 
иммунизации кроликов вакциной B. anthracis сти-1 
(1/2000–1/16000) и на 45-е сутки после введения пер-
вой дозы рекомбинантного штамма (1/4000–1/16000). 
аналогичная закономерность распределения пиков 
антителообразования во времени была установлена 
и в исследовании влияния па на формирование им-
мунного ответа макроорганизма. спустя 2 и 2,5 мес. 
значения титров анти-еа1 антител были значитель-
но выше у биомоделей, иммунизированных споровой 
взвесью B. anthracis сти∆тпа-1, – 1/2000–1/8000 и 
1/1000–1/2000 соответственно. в то же время у кро-
ликов, которым вводилась такая же доза вакцинного 
штамма, они составили 1/512–1/2000 и 1/32–1/128. 
на наш взгляд, более напряженная выработка анти-
тел к еа1 у животных, иммунизированных генно-
инженерным штаммом, связана с его генетическими 
особенностями, а именно отсутствием гена pagR, 
осуществляющего негативную регуляцию синтеза 
не только па, но и белков S-слоя сибиреязвенного 
микроба [7].

таким образом, продуцируемый рекомбинант-
ным аспорогенным штаммом па приводит к разви-
тию у лабораторных животных адаптивного иммуни-
тета, характеризующегося высокими титрами специ-
фических антител. после двукратной иммунизации 
кроликов препаратом очищенного па происходит 
«всплеск» выработки анти-па антител, достигаю-
щий максимума к 45-му дню иммуногенеза. в течение 
последующего за пиком периода количество антител 
к па в сыворотках биомоделей, иммунизированных 
антигенным препаратом, превышало значения, реги-
стрируемые у животных, иммунизированных живой 
сибиреязвенной вакциной. относительное вырав-
нивание значений титров антител достигается через 
2,5 мес.

дополнительно выявлены некоторые особен-
ности динамики титров антител к па и белку S-слоя 
при иммунизации штаммом B. anthracis сти∆тпа-1. 
в случае двукратного введения споровой взвеси ре-
комбинантного штамма максимальные количества 
антител к па и еа1 регистрировали на 45-е сутки от 
начала иммунизации, а при аналогичной схеме введе-
ния вакцинной культуры – на 35-е сутки. кроме того, 

у животных, иммунизированных генно-инженерным 
штаммом, после достижения максимума титры анти-
тел к па и еа1 снижались менее интенсивно. в сово-
купности полученные данные свидетельствуют о пер-
спективности дальнейшего изучения взаимодействия 
рекомбинантного па с клетками иммунной системы 
биомоделей с целью конструирования эффективных и 
менее реактогенных сибиреязвенных вакцин. 

работа выполнена по государственному кон-
тракту № 62-д от 22.07.2011 г. в рамках федеральной 
целевой программы «национальная система хими-
ческой и биологической безопасности российской 
Федерации (2009–2013 годы)». 
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вирус бешенства способен вызвать у человека 
и животных неизлечимое заболевание, которое, по 
оценке воз, входит в группу инфекционных бо-
лезней, наносящих значительный ущерб экономике 
и здравоохранению. в российской Федерации, по 
данным Федерального центра гигиены и эпидемио-
логии роспотребнадзора, ежегодно за антирабиче-
ской помощью обращаются 430–470 тыс. человек, 
больше половины из них получают специфическое 
антирабическое лечение. для специфической про-
филактики бешенства используют антирабические 
вакцину и иммуноглобулин, в производстве которых 
применяют фиксированные штаммы вируса бешен-
ства. в мировой биотехнологической практике анти-
рабический иммуноглобулин (аиг) производят из 
гипериммунной сыворотки человека или животных. 
в россии широкое применение имеет препарат ге-
терологичного антирабического иммуноглобулина, 
полученный из лошадиной сыворотки. в настоящее 
время многие производители гетерологичного аиг, 
в том числе и институт «микроб», в качестве им-
мунизирующего материала применяют антиген на 

основе инактивированного фиксированного вируса 
бешенства, полученного из мозговой ткани живот-
ных [15]. 

отрицательной стороной применения подобного 
антигена является накопление в сыворотке крови про-
дуцентов антител к мозговой ткани, которые могут 
быть причиной нежелательных явлений [6, 15]. для 
их устранения рекомендуется на этапе иммунизации 
продуцентов использовать фиксированный вирус бе-
шенства, выращенный на культуре животных клеток. 
к настоящему времени для получения культурально-
го антигена предложены первичнотрипсинизирован-
ные и перевиваемые клетки почек сирийского хомяка 
[9, 11], куриные фибробласты [10], клетки почечного 
эпителия зеленой мартышки (Vero) [7, 10, 14]. 

задачей исследования явилась разработка аль-
тернативного способа получения гетерологичного 
антирабического иммуноглобулина с использовани-
ем антигена, полученного на основе репродуциро-
ванного на перевиваемой клеточной линии Vero ви-
руса бешенства «москва 3253». выбор субстрата для 
культивирования вируса обусловлен тем, что данная 
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клеточная линия безопасна для человека и использу-
ется в россии для производства мибп.

материалы и методы

Фиксированный вирус бешенства (штамм 
«москва 3253») выращивали на перевиваемой кле-
точной линии Vero суспензионным методом с ис-
пользованием биореактора BioG-M Plus («BioTron», 
корея) вместимостью 5 л. к предварительно выра-
щенной в биореакторе суспензии клеток Vero до-
бавляли вируссодержащую жидкость, заражающая 
доза при этом составила 0,2 лд50 на 1 клетку. для 
культивирования клеток Vero использовали среду 
игла мем с 10 % содержанием сыворотки крупно-
го рогатого скота («биолот», россия); вируса бешен-
ства – среду 199 («биолот», россия) с содержанием 
человеческого сывороточного альбумина 0,1 % и 
антибиотиков (пенициллин – 100 ед/мл, стрепто-
мицин 0,1 мг/мл). выращивание проводили при 
температуре 32 °с и рн 7,2 в течение 72 ч, затем 
вируссодержащую суспензию собирали в стериль-
ную посуду и инактивировали фенолом в конеч-
ной концентрации 0,5 % при 37 °с в течение 24 ч 
согласно действующим методическим указаниям 
му 3.3.1.1099-02 «безопасность работы с произ-
водственными штаммами фиксированного вируса 
бешенства». удаление клеточного дебриса осущест-
вляли предварительным осаждением и фильтраци-
ей жидкости через ацетатцеллюлозные фильтры с 
диаметром пор 0,45 и 0,2 мкм. вируссодержащую 
жидкость концентрировали методом тангенциаль-
ной ультрафильтрации с помощью фильтрационной 
установки Vivaflow 200 («Sartorius», германия), сна-
ряженной полипропиленовой мембраной с номи-
нальной отсечкой по молекулярной массе 300 кда, 
с площадью фильтрации 0,2 м2. 

полученный концентрат использовали для им-
мунизации продуцентов антирабической сыворот-
ки – кроликов Oryctologus iniculus породы «шиншил-
ла». животных иммунизировали подкожно в объеме 
1 мл на 0, 7, 21, 28, 52, 59-е сутки. титр вирусней-
трализующих антител определяли на 42 и 73-е сутки. 
аналогичную схему иммунизации применяли при 
использовании адъювантов: гидроксида алюминия и 
полиоксидония.

Фракционирование специфических антител осу-
ществляли риванол-спиртовым методом [4]. осадок 
иммуноглобулина растворяли в физиологическом 
растворе до конечной концентрации 10,0 %. для по-
лучения высокоочищенного раствора иммуноглобу-
лина проводили предварительную фильтрацию через 
ацетатцеллюлозные фильтры с диаметром пор 0,8 и 
0,45 мкм. для улучшения показателей цветности и 
прозрачности осуществляли фильтрацию через глу-
бинные фильтры Zeta Plus («CUNO», Франция). для 
стерилизации жидкого раствора иммуноглобулина 
осуществляли его фильтрацию через фильтры с диа-
метром пор 0,22 мкм. 

специфическую активность антирабической 
сыворотки и иммуноглобулина определяли in vitro в 
дот-иммуноанализе [8] и in vivo в реакции нейтра-
лизации вируса бешенства на белых мышах [13]. 
подсчет титра нейтрализующих антител проводили 
по методу Reed и Muench [13]. Физико-химические 
свойства иммуноглобулина исследовали согласно 
мук 4.1/4.2588-96 «методы контроля медицинских 
иммунобиологических препаратов, вводимых лю-
дям». статистический анализ полученных результа-
тов проводили по общепринятым методам [1].

результаты и обсуждение

на активность гипериммунной сыворотки суще-
ственное влияние оказывают качество и доза вирус-
ного антигена, способ и частота его введения. при 
расчете иммунизирующей дозы исходили из того, что 
уровень содержания вирусных частиц в исследуемой 
культуральной жидкости должен быть близок тако-
вому в антигене органо-тканевого происхождения, 
применяемому в настоящее время в производстве 
гетерологичного аиг. количество вирусных частиц 
в культуральном антигене оценивали по содержанию 
в материале вирусной рнк методом количественной 
пцр. в антигене органо-тканевого происхождения 
содержание вирусной рнк составило 108–109 ко-
пий/мл. аналогичная концентрация вирусной рнк в 
культуральном антигене была достигнута в процессе 
концентрирования вируссодержащей культуральной 
жидкости методом тангенциальной ультрафильтра-
ции [3]. выбор интервала между инъекциями и спо-
соб введения антигена обусловлены опытом и реко-
мендациями как отечественных, так и зарубежных 
исследователей [6, 7, 10, 12].

для изучения возможности повышения специфи-
ческой активности антирабической сыворотки иссле-
довали действие адъювантов: гидроксида алюминия 
и полиоксидония. гидроксид алюминия традиционно 
применяют в производстве вакцин. благодаря высо-
кой способности к сорбции он выполняет функцию 
антигенного депо, а также неспецифически усилива-
ет фагоцитоз [5]. 

полиоксидоний представляет собой N-окси ди ро-
ванное производное полиэтиленпиперозина с высокой 
молекулярной массой [5]. полиоксидоний не обладает 
антигенными свойствами, не оказывает аллергизи-
рующего, мутагенного и канцерогенного действия. 
введение антигена в сочетании с полиоксидонием 
обеспечивает высокий гуморальный ответ даже у низ-
кореагирующих особей. в настоящее время полиок-
сидоний применяют в производстве гриппозной вак-
цины [5]. сотрудниками гиск им. л.а.тарасевича 
(Фгбу «нц эсмп») показан адъювантный эффект 
полиоксидония при его введении белым мышам со-
вместно с культуральной антирабической вакциной 
отечественного производства [2]. 

уровень антителообразования в ответ на вве-
дение рабического антигена изучен на трех груп-
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пах животных. первую группу иммунизировали 
культуральным антигеном без адъюванта, вторую 
и третью – культуральным антигеном, содержащим 
гидроксид алюминия (3 мг/мл) или полиоксидоний 
(1,5 мг/мл) соответственно. на рисунке показана за-
висимость изменения титра антител в кроличьей сы-
воротке от используемого адъюванта.

анализ in vitro специфической активности анти-
рабической сыворотки, полученной на 42-е сутки 
иммунизации, показал, что оба адъюванта (гидрок-
сид алюминия и полиоксидоний) способствовали 
усилению продукции антител. при этом у второй 
группы животных, иммунизированных антигеном 
с гидроксидом алюминия, наблюдали самый высо-
кий уровень антител – (1:160 – 1:320) или -lg(X±x) = 
(2,3±0,3). значения специфической активности сы-
вороток у первой и третьей группы были соответ-
ственно равны (1:40 – 1:80), или -lg(X±x) = (1,8±0,3), 
и 1:160, или -lg(X±x) = (2,2±0,0). к 73-м суткам уро-
вень титра антител возрос во всех опытных груп-
пах, наиболее высокую активность также проявляли 
сыворотки, полученные от второй группы живот-
ных – (1:1280 – 1:2560), или -lg(X±x) = (3,2±0,3). 
у первой и третьей групп значения специфической 
активности сывороток составили (1:320 – 1:640), 

или -lg(X±x) = (2,7±0,3), и (1:640 – 1:1280), или 
-lg(X±x) = (2,9±0,3). анализ полученных результатов 
свидетельствует о возможности использования куль-
турального антигена для иммунизации продуцентов 
антирабической сыворотки и целесообразности при-
менения адъювантов. при этом наиболее рациональ-
ным представляется использование в качестве адъю-
ванта гидроксида алюминия, хотя следует отметить 
тенденцию к увеличению образования антител при 
применении полиоксидония.

следующим этапом явилось получение экспе-
риментальных образцов антирабического иммуно-
глобулина из исследованных образцов иммунной 
кроличьей сыворотки с наиболее высокими титрами. 
дополнительно вируснейтрализующая активность 
данных сывороток была изучена in vivo. по данным 
реакции нейтрализации вируса бешенства на белых 
мышах, значения специфической активности иммун-
ных сывороток находилось в пределах 1:513–1:640 
(10–13 ме/мл). были получены две эксперименталь-
ные серии аиг. 

экспериментальные серии кроличьего антира-
бического иммуноглобулина были изучены по основ-
ным биологическим и физико-химическим параме-
трам. согласно требованиям нормативной докумен-
тации PN 002639/01-250210 на препарат аиг, полу-
чаемый из лошадиной сыворотки, уровень его спец-
ифической активности не должен быть ниже 150 ме 
при исследовании в реакции нейтрализации вируса 
бешенства в количестве от 100 до 1000 LD50/0,03 мл. 
уровень специфической активности образцов аиг, 
полученных из кроличьей сыворотки, составляет 
332 и 347 ме/мл (при титре антител соответственно 
1:8786 и 1:9190). 

Физико-химические показатели: рн, электрофо-
ретическая чистота, прозрачность, цветность также 
соответствовали требованиям нормативной доку-
ментации, предъявляемым к коммерческому препа-
рату гетерологичного аиг (таблица).

таким образом, в результате проведенных экспе-
риментов получены образцы аиг из сыворотки кро-
ликов, иммунизированных культуральным рабиче-
ским антигеном. Физико-химические свойства и уро-

специфическая активность кроличьих антирабических  
сывороток, полученных с применением  

культурального антигена: 
1 – группа животных, иммунизированных культуральным рабическим 
антигеном без адъюванта; 2 – группа животных, иммунизированных 

культуральным рабическим антигеном с гидроксидом алюминия  
(3 мг/мл); 3 – группа животных, иммунизированных культуральным 

рабическим антигеном с полиоксидонием (1,5 мг/мл)

характеристика физико-химических и биологических свойств аиГ, полученного из сыворотки кроликов,  
иммунизированных культуральным антигеном

показатель образец 01 образец 02 требования нд
PN 002639/01-250210

специфическая активность  
в реакции нейтрализации,  
ме/мл

332 347 не менее 150

специфическая активность  
в дот-иммуноанализе 1:5000 – 1:10000 1:5000 – 1:10000  —

содержание белка, % 10,0 10,0 10,0±1,0

рн 7,2 6,8 7,0±0,4

электрофоретическая чистота Фракция γ-глобулина – не менее 
90 %; наличие α,β-глобулинов –  

не более 10 %.  
альбумин отсутствует

Фракция γ-глобулина – не менее 
90 %; наличие α,β-глобулинов –  

не более 10 %.  
альбумин отсутствует

Фракция γ-глобулина – не менее 
80 %; наличие примесей –  

α,β-глобулинов – не более 20 %.  
альбумин отсутствует

прозрачность 0,05 0,04 не более 0,05

цветность 0,14 0,13 не более 0,15
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вень специфической активности исследуемых образ-
цов удовлетворяют требованиям нд PN 002639/01-
250210 на коммерческий препарат гетерологичного 
аиг. положительный опыт получения аиг из им-
мунной сыворотки кроликов свидетельствует о необ-
ходимости дальнейших исследований в разработке 
технологии получения культурального рабического 
антигена и возможности его применения для имму-
низации лошадей – более крупных продуцентов ан-
тирабической сыворотки. 

работа выполнена по государственному кон-
тракту № 73-д от 25.07.2011 в рамках реализации 
федеральной целевой программы «национальная 
система химической и биологической безопасности 
российской Федерации (2009–2013 годы)» 
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анализ большинства разработанных к настояще-
му времени питательных сред для выделения и диф-
ференциации штаммов возбудителя сибирской язвы 
[2, 4] показал, что всем им свойственны те или иные 
недостатки. в некоторых случаях это нестабильность 
проявления дифференцирующих признаков, напри-
мер, фосфатазообразования, продукции лецитиназы 
и других биохимических особенностей B. anthracis 
и близкородственных бацилл. в других – невозмож-
ность проведения внутривидовой дифференциации 
штаммов B. anthracis (вирулентных и аттенуиро-
ванных). это положение отражено в постановлении 
главного государственного санитарного врача 
российской Федерации № 41 от 27.06.2008 г. «о ме-
рах совершенствования мероприятий по профилак-
тике сибирской язвы в российской Федерации» в ко-
тором указано, что в настоящее время у нас в стране 
отсутствуют селективные питательные среды для 
выделения возбудителя сибирской язвы.

целью настоящей работы являлась разработка 
плотной питательной среды для выделения и иден-
тификации возбудителя сибирской язвы.

материалы и методы

Штаммы микроорганизмов. в работе использо-
вали штаммы возбудителя сибирской язвы и других 
микроорганизмов из коллекции государственного 
научного центра прикладной микробиологии и био-
технологии (Фбун гнц пмб).

 Питательные среды. в качестве основы пита-

тельной среды использовали ферментативный гидро-
лизат рыбокостной муки производства Фбун гнц 
пмб (оболенск).

Химические реактивы и добавки. D(+)-сорбит по 
ту 6-09-1588-87; бромтимоловый синий по ту 6-09-
2086-77; полимиксин м-сульфат (агрофарм, россия); 
натрия гидроокись (NaOH) по гост 4328-77; спирт 
этиловый ректификованный по гост 18300-87; агар-
агар микробиологический (Becton Dickinson Difco, 
сШа); перекись водорода по гост 177-88.

результаты и обсуждение

одним из перспективных направлений развития 
экспресс-индикации возбудителей инфекционных 
заболеваний считается энзимоиндикационное, свя-
занное с наличием у микроорганизма определенных 
биохимических свойств, отличающих его от других 
представителей данного рода. это направление мо-
жет быть реализовано посредством использования 
дифференциально-диагностических питательных 
сред. в состав таких сред входят: питательная осно-
ва, обеспечивающая размножение бактерий; химиче-
ский субстрат, отношение к которому является диа-
гностическим признаком для данного микроорганиз-
ма; цветной индикатор, изменение окраски которого 
свидетельствует о наличии у исследуемого микро-
организма ферментной системы к использованному 
субстрату. 

при сравнительной оценке ферментативной ак-
тивности штаммов B. anthracis и близкородственных 

удк 616.981.51:576.809.33

В.а.Говорунова, л.и.маринин, р.и.миронова, м.В.храмов, а.н.мокриевич, а.м.баранов

диаГноСТиЧеСКаЯ ПиТаТеЛЬнаЯ Среда дЛЯ ВЫдеЛениЯ  
и иденТиФиКаЦии ВоЗБУдиТеЛЯ СиБирСКоЙ ЯЗВЫ

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

разработана дифференциально-диагности ческая плотная питательная среда для выделения и идентификации 
возбудителя сибирской язвы. в состав среды входят: питательная основа (ферментативный гидролизат рыбо-
костной муки), агар-агар, D (+)-сорбит, индикатор pH бромтимоловый синий и антибиотик широкого спектра 
действия (полимиксин). среда позволяет дифференцировать по цвету и морфологии колоний вирулентные (кап-
сулообразующие) и авирулентные (бескапсульные) штаммы Bacillus anthracis, а также близкородственные сапро-
фитные микроорганизмы.

Ключевые слова: питательная среда, возбудитель сибирской язвы, D(+)-сорбит, бромтимоловый синий, микро-
организмы.
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Diagnostic Nutrient Media for Isolation and Identification of Anthrax Agent
State Research Center of Applied Microbiology and Biotechnology, Obolensk

Designed is a differential-diagnostic solid nutrient media for isolation and identification of anthrax agent. This media contains: 
nutrient base (enzymic hydrolysate of fishbone powder), agar-agar, D (+)-sorbite, pH indicator bromthymol blue, and broad-spectrum 
antibiotic (polymyxin). The media makes it possible to differentiate virulent (capsular) and avirulent (non-capsular) Bacillus anthracis 
strains, as well as closely related saprophyte microorganisms, depending upon the color and colony morphology.

Key words: nutrient media, anthrax agent, D(+)-sorbite, bromthymol blue, microorganisms.
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бацилл нами была установлена разница в их способ-
ности к утилизации сорбита. эта особенность и по-
зволила провести исследования по разработке плот-
ной диагностической питательной среды для одно-
временного выделения и дифференциации сибиреяз-
венных культур и спорообразующих сапрофитов. 

в ходе работ экспериментальным путем был по-
добран состав питательной среды, обеспечивающий 
оптимальные условия для роста и проявления био-
химической активности тестируемых микроорганиз-
мов, определены рабочие концентрации ферментиру-
емого субстрата и регистрирующего его утилизацию 
индикатора. установлено, что наилучшие результаты 
могут быть получены при использовании в качестве 
основы для питательной среды ферментативного ги-
дролизата рыбокостной муки. оптимальная концен-
трация в среде D (+)-сорбита составила 2 %. в ка-
честве индикатора утилизации сорбита был выбран 
бромтимоловый синий в конечной концентрации 
0,003 %. подавление роста неспецифической микро-
флоры обеспечивалось за счет введения в состав 
среды антибиотика широкого спектра действия (по-
лимиксина).

в результате была разработана дифферен-
циально-диагностическая питательная среда сле-
дующего состава:

- панкреатический гидролизат рыбокостной 
муки (грм) – 20,0 г,

- агар-агар микробиологический – 15,0 г,
- раствор D(+)-сорбита 20 % – 100,0 мл,
- спиртовой раствор бромтимолового синего 

1,6 % – 1,9 мл,
- полимиксин м сульфат – 25 мг,
- вода дистиллированная – до 1 литра.
для приготовления среды в дистиллированную 

воду добавляли гидролизат рыбокостной муки, агар-
агар, перемешивали и прогревали смесь при тем-
пературе 50–60 °C до полного растворения компо-
нентов. доводили pH среды до 7,2–7,4 добавлением 
NaOH. стерилизовали среду автоклавированием при 
температуре (120±1) °с в течение 20 мин. отдельно 
готовили: 20 % раствор D(+)-сорбита и стерилизова-
ли кипячением; 1,6 % спиртовый раствор бромтимо-
лового синего; навеску полимиксина м-сульфата. 

в расплавленную питательную среду при тем-
пературе 45–50 °C стерильно добавляли раствор 

D(+)-сорбита, спиртовый раствор бромтимолового 
синего и навеску полимиксина м-сульфата. после 
тщательного перемешивания среду разливали в чаш-
ки петри слоем 2,0–2,5 мм; застывшая питательная 
среда должна иметь сине-зеленый цвет (цвет мор-
ской волны). чашки с разлитой средой можно хра-
нить до 1 месяца в плотно укупоренных пакетах при 
температуре 2–4 °с. 

для проведения анализа исследуемый матери-
ал наносили на поверхность питательной среды в 
чашке петри в объеме 0,1–0,2 см3 и тщательно рас-
тирали стеклянным шпателем. этим же шпателем 
последовательно растирали остатки культуры еще на 
4–5 чашках для получения изолированных колоний. 
посевы инкубировали в термостате при температуре 
(36±1) °с в течение 28–36 ч, после чего проводили 
визуальную идентификацию выросших колоний ми-
кроорганизмов на основании их морфологии и окра-
ски (таблица). 

в ходе проведенных работ [3] нами были апро-
бированы 16 штаммов B. anthracis и 13 штаммов 
близкородственных сапрофитов. сапрофиты на диа-
гностической среде образовывали колонии сине-
зеленого цвета. в дополнительных исследованиях 
других родственных сапрофитов были обнаружены 
штаммы, которые давали колонии желтого цвета, но 
по своей морфологии они четко дифференцирова-
лись от колоний B. anthracis (рисунок). состав среды 
защищен патентом российской Федерации [1].

морфология и окраска колоний микроорганизмов рода Bacillus, выращенных на дифференциально-диагностической питательной среде

вид микроорганизма окраска колоний морфология колоний

вирулентные штаммы 
B. anthracis

желтая (желто-зеленая) колонии мелкие (1,5–2 мм), круглой формы с фестончатым краем, выпуклым центром,  
с нежной зернистой структурой, с ярким желтоватым ореолом вокруг колонии.

аттенуированные штаммы 
B. anthracis

зеленая (светло-зеленая) колонии среднего размера (3–6 мм), круглой формы, без выраженного центра,  
с однородной структурой, матовые.

B. subtilis желтая или сине-зеленая колонии крупные (4–8 мм), с выраженным фестончатым краем, поверхность плоская, 
бугристая, с выраженным центром.

B. cereus желтая или сине-зеленая колонии очень крупные (4–10 мм), с выраженным фестончатым краем,  
поверхность плоская, бугристая, без выраженного центра.

B. thuringiensis сине-зеленая колонии среднего размера (3–7 мм), круглой формы с фестончатым краем,  
с ярко окрашенным синим центром. 

колонии микроорганизмов рода Bacillus  
на дифференциально-диагностической питательной среде 

(32 ч культивирования при (36±1) °с): 
1 – колония B. thuringiensis; 2 – колония аттенуированнанного штамма 

B. anthracis; 3 – колония B. cereus ; 4 – колония B. subtilis
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эксперименты по выделению штаммов B. anthra-
cis из свежих и длительно хранившихся трупов жи-
вотных, а также из образцов почвы потребовали вве-
дения в среду полимиксина для подавления роста 
посторонней микрофлоры. 

таким образом, разработанная диффе рен циаль-
но-диагностическая плотная питательная среда с 
дополнительным внесением антибиотика для вы-
деления и идентификации возбудителя сибирской 
язвы позволяет дифференцировать по цвету и мор-
фологии колонии вирулентных (капсулообразую-
щих) и авирулентных (бескапсульных) штаммов 
B. anthracis, а также близкородственных сапрофит-
ных микроорганизмов. 

авторы выражают благодарность в.м.храмову 
за фотографии, представленные в статье.
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для создания производственных мощностей 
приготовления холерной бивалентной химической 
вакцины, с учетом обеспечения биологической безо-
пасности производства и современных достижений в 
области разработки оборудования для медицинских 
иммунобиологических препаратов, коллективом 
ученых роснипчи «микроб» [4] был сконструи-
рован, изготовлен и установлен на аппаратурно-
технологической линии приготовления вакцины 
реактор-ферментер. 

в предыдущих исследованиях нами была изу-
чена кинетика роста биомассы производственных 
штаммов V. cholerae м-41 серовара огава и 569в се-
ровара инаба. было показано, что она значимо не от-
личается от аналогичных показателей в существую-
щих производственных реакторах.

целевыми продуктами при выращивании про-
изводственных штаммов являются о-антигены, 
продуцируемые холерными вибрионами сероваров 
огава и инаба, и холерный токсин, выделяющийся 
в культуральную среду при культивировании V. chol
erae 569в серовара инаба. поэтому представлялось 
целесообразным изучить кинетику накопления вы-
шеназванных антигенов в производственных и раз-
работанном реакторах.

каждый микроорганизм живет со строго опре-
деленным значением рн и очень чувствителен к его 

изменению. это приводит либо к замедлению роста, 
либо к гибели. от рн зависит активность фермента, 
заряд клеточных оболочек, растворимость катионов 
и анионов и т.д. общеизвестно, что при глубинном 
периодическом культивировании микроорганизмов 
основную роль в изменение рн культуральной жид-
кости вносят продукты метаболизма бактерий при 
потреблении, в основном, углеродных источников их 
питания [1, 2]. поэтому несомненный интерес пред-
ставляло изучение физиологических потребностей 
в источниках углерода производственных штаммов 
холерных вибрионов – продуцентов протективных 
антигенов и их морфологических свойств при куль-
тивировании в сконструированном биореакторе. 
значимый научно-практический интерес представ-
ляло исследование физико-химических и иммуно-
биологических свойств вакцины холерной химиче-
ской бивалентной таблетированной, полученной с 
использованием разработанного биореактора, что и 
являлось целями данной работы.

материалы и методы

в работе использованы штаммы V. cholerae 
м-41 серовара огава и 569в серовара инаба, являю-
щиеся продуцентами компонентов холерной хими-
ческой вакцины, и V. cholerae 3122-р серовара Oгава 

удк 615.371/.372:663.15:66.081.63

а.к.никифоров, а.В.комиссаров, а.Ю.Ульянов, с.а.еремин, о.а.Волох, н.и.белякова, 
Ю.а.алешина, Ю.Г.Васин

иССЛедоВание ПроЦеССоВ КУЛЬТиВироВаниЯ  
ШТаММоВ ХоЛерноГо ВиБриона – ПродУЦенТоВ ПроТеКТиВнЫХ анТиГеноВ  

ВаКЦинЫ ХоЛерноЙ БиВаЛенТноЙ ХиМиЧеСКоЙ ТаБЛеТироВанноЙ  
В СКонСТрУироВанноМ БиореаКТоре

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

изучена кинетика накопления основных антигенов при выращивании штаммов Vibrio cholerae м-41 серовара 
огава и 569в серовара инаба в производственных и разработанном реакторах. установлена возможность по-
лучения кондиционных нативных протективных антигенов на разработанном биореакторе. показана идентич-
ность физиологических и морфологических свойств производственных штаммов холерных вибрионов в ходе их 
глубинного культивирования на производственных и разработанном биореакторах. показатели качества вакцины 
холерной химической бивалентной таблетированной, полученной с использованием разработанного биореакто-
ра, соответствуют требованиям нормативной документации и не уступают таковым препарата, производимого 
традиционным способом.
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Examination of Processes of Cultivation of V. cholerae strains – Producers of Protective Antigens  
of Cholera Bivalent Chemical Vaccine in Tablets – in the Engineered Bioreactor

Studied is the kinetics of major antigen accumulation at growing of Vibrio cholerae M-41 Ogawa and 569 B Inaba strains in indus-
trial and engineered reactors. Demonstrated is the possibility to obtain conditional native protective antigens in the engineered bioreac-
tor. Shown is the identity of physiological and morphological properties of industrial Vibrio cholerae strains during their submerged 
cultivation in industrial and engineered bioreactors. Cholera bivalent chemical vaccine obtained using engineered bioreactor possesses 
quality indices meeting the requirements of normative documents and equal to those of preparation received by traditional approach.
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и V. cholerae 879-м серовара инаба, которые при-
менялись для контроля иммуногенности препаратов 
(государственная коллекция патогенных бактерий 
роснипчи «микроб»).

выращивание штаммов V. cholerae м-41 серова-
ра огава и V. cholerae 569в серовара инаба с целью 
получения протективных антигенов проводили на 
разработанном биореакторе и реакторе-ферментере 
типа рзря-6/0,63, установленных на аппаратурно-
технологической линии производства холерной хи-
мической вакцины.

выделение протективных антигенов после эта-
па осаждения сульфатом аммония осуществляли на 
сверхцентрифугах сго-100 и Beckman при 15000 и 
10000 g соответственно.

активность о-антигенов и токсина холерных 
вибрионов определяли в реакции иммунодиффузии 
в геле (рид) по оухтерлони с сывороткой диагно-
стической холерной о1 адсорбированной и антихо-
лерогенной сывороткой (ахс) соответственно.

определение ионов аммония и сульфат-ионов, 
остаточного формальдегида, рн, потери в массе 
при высушивании проводили в соответствии с ме-
тодиками, изложенными в методических указаниях 
(мук 4.1/4.2.588-96, 1998).

определение иммуногенности проводили в 
тесте активной защиты на белых беспородных мы-
шах. специфическую безвредность (остаточную 
токсичность) проверяли в полуфабрикате специ-
фической фракции инаба на кроликах-сосунках. 
специфическую безопасность вакцины определяли 
на кроликах породы шиншилла. антигенную актив-
ность по анатоксинсвязыванию (ес) определяли в 
готовой продукции и полуфабрикате фракции инаба, 
на кроликах породы шиншилла. 

результаты и обсуждение

анализ полученных данных по изучению кине-
тики накопления антигенов в производственных и 
разработанном реакторах (табл. 1) показывает, что 
они значимо не отличаются, при этом полученные 
полупродукты (о-антигены и холерный токсин) со-
ответствуют нормируемым требованиям.

на следующем этапе исследований изучено из-
менение уровня рH культуральной среды в ответ на 

введение основного энергетического источника пи-
тания холерных вибрионов – глюкозы. временные 
профили рH среды культивирования и количества 
глюкозы на производственном и разработанном био-
реакторах представлены на рисунке. 

анализ кривых, представленных на рисунке, по-
казывает практически полное совпадение временных 
профилей рH среды культивирования и количества 
глюкозы на производственном и сконструированном 
биореакторах при выращивании штамма V. cholerae 
569в инаба. максимальное закисление культураль-
ной среды происходит к 5-му часу выращивания, 
после чего наблюдается возрастание рH, которое до-
стигает своего максимума к 7-му часу и далее не ме-
няется до окончания выращивания.

временные профили рH среды культивирова-
ния и количества глюкозы на производственном и 
сконструированном биореакторах при выращивании 
штамма V. сholerae м-41 огава сходны со значения-
ми, полученными при выращивании штамма V. chol
erae 569в инаба. также максимальное закисление 
культуральной среды происходит к 5-му часу выра-
щивания, после чего наблюдается возрастание рH, 
которое достигает своего максимума к 7-му часауи 
далее не меняется до окончания выращивания.

таким образом, изучение изменения уровня рH 
культуральной среды в ответ на введение основного 
энергетического источника питания холерных вибри-
онов – глюкозы при культивировании производствен-
ных штаммов в производственном и сконструирован-
ном биореакторах не выявило значимых различий.

кроме того, на всех этапах культивирования про-
изводственных штаммов проверяли их морфологию 
путем микроскопии мазков, окрашенных по граму. в 
мазках, приготовленных из культуральной жидкости 
производственных и сконструированного биореакто-
ров, вибрионы имели вид слегка изогнутых грамо-
трицательных палочек длиной 1,5–4,0 мкм, толщи-
ной 0,2–0,4 мкм, обладали полиморфизмом. 

на заключительном этапе работы были опреде-
лены физико-химические и иммунобиологические 
свойства вакцины холерной бивалентной химической 
таблетированной, полученной на сконструированном 
ферментационном оборудовании и с использованием 
разработанной экспериментальной технологии кон-
центрирования. одновременно с эксперименталь-

Таблица 1

кинетика накопления антигенов в ходе культивирования

продолжительность  
выращивания, ч

содержание о-антигена V. сholerae 
569в инаба в рид с о1 сывороткой, 

обратный титр

содержание холерного токсина 
V. сholerae 569в инаба в рид с ахс, 

обратный титр

содержание о-антигена V. сholerae м-41 
огава в рид с о1 сывороткой,  

обратный титр

пр ср нз пр ср нз пр ср нз
5 1 1 - 1 1 - 0 1 -
6 2 2 - 2 2 - 1 2 -
7 6 6 - 3 3 - 2 4 -
8 10 10 - 4 4 - 6 8 -
9 10 10 не менее 4 4 4 не менее 1 10 12 не менее 8

примечание . пр – производственный реактор; ср – сконструированный реактор; нз – нормируемое значение; «–» требования отсутствуют.
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ными сериями вакцины исследованиям, в качестве 
контроля, были подвергнута производственная се-

рия № 86, полученная по регламентной технологии. 
полученные данные, представленные в табл. 2, по-

временные профили рH среды культивирования и количества глюкозы: 
а – на производственном биореакторе при выращивании штамма V. сholerae 569в инаба; б – на сконструированном биореакторе  

при выращивании штамма V. сholerae 569в инаба; в – на производственном биореакторе при выращивании штамма V. сholerae м-41 огава;  
г – на сконструированном биореакторе при выращивании штамма V. сholerae м-41 огава

Таблица 2

результаты исследования нормируемых физико-химических и иммунобиологических свойств серий вакцины

наименование показателя требования нормативной документации
значение показателя по сериям

контроль экспериментальная

описание таблетка – серовато-желтая компактная масса, покрытая 
светлой блестящей кислотоустойчивой оболочкой

соответствует

ионы аммония и сульфат-ионы не допускается наличия ионов аммония и сульфат-ионов отсутствуют

рн растворенного препарата от 6,7 до 7,4 6,7 6,9

распадаемость оболочка таблетки вакцины должна быть устойчива к дей-
ствию децимолярного раствора соляной кислоты в течение 
3 ч и распадаться в децимолярном растворе натрия гидрок-
сида в течение 1 ч при температуре (37±1) °с

устойчива – 3 ч 25 мин; 
распадается в течение 
57 мин

устойчива – 3 ч 35 мин; 
распадается в течение 
55 мин

средняя масса таблетки от 0,285 г до 0,315 г 0,3 0,29

Формалин не более 0,2 % 0,012 0,014

потеря в массе при высушивании не более 5 % 4,6 4,15

микробиологическая чистота допускается не более 1000 колоний непатогенных микро-
организмов на одну таблетку. вакцина не должна содержать 
патогенных и условно патогенных микроорганизмов

не содержит патоген-
ных и условно патоген-
ных микроорганизмов; 
непатогенных – 44 
колонии

не содержит патоген-
ных и условно патоген-
ных микроорганизмов; 
непатогенных – 34 
колонии

токсичность вакцина должна быть нетоксичной нетоксичны

специфическая безопасность вакцина должна быть специфически безопасной специфически безопасны

специфическая активность

антигенная активность  
по анатоксиносвязыванию

должна содержать (100000±20000) единиц связывания  
анатоксина (ес)

100000 120000

содержание о-антигена не менее 2000 у.е. штаммов V. cholerae 10240 10480

иммуногенность ед50 должна быть не более 1/20000 части таблетки 1/125000 (сер. огава)  
1/68000 (сер. инаба)

1/142000 (сер. огава)  
1/100000 (сер. инаба)
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казали, что экспериментальная серия удовлетворяет 
требованиям нормативных документов, а ее качество 
не уступает вакцине, приготовленной по существую-
щей технологии.

таким образом, в результате проведенных ис-
следований установлено, что культивирование про-
изводственных штаммов холерных вибрионов на 
разработанном биореакторе обеспечивает получе-
ние кондиционных нативных протективных антиге-
нов. изучение физиологических и морфологических 
свойств производственных штаммов холерных вибри-
онов в ходе их глубинного культивирования на произ-
водственных и разработанном биореакторах показало 
их идентичность. исследование физико-химических 
и иммунобиологических свойств вакцины холерной 
химической бивалентной таблетированной, получен-
ной с использованием разработанного биореактора, 
выявило, что она соответствует требованиям норма-
тивной документации и не уступает по качеству пре-
парату, производимому традиционным способом.
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вирус гриппа типа а принадлежит семейству 
Orthomyxoviridae. субтипирование вируса гриппа 
происходит согласно антигенной специфичности 
поверхностных гликопротеинов – гемагглютинина 
(HA) и нейраминидазы (NA), в настоящее время из-
вестно 16 субтипов гемагглютинина и 9 субтипов 
нейраминидазы [6]. только комбинация из трех суб-
типов гемагглютинина вируса гриппа (H1, н2 и н3) 
и двух субтипов нейраминидазы (N1 и N2) вызывали 
эпидемии и пандемии в прошлом [1]. самой извест-
ной масштабной пандемией считается пандемия ис-
панского гриппа (H1N1) в 1918 г., жертвами которого 
стали по разным данным от 20 до 50 млн человек [4]. 
за ней следуют пандемии азиатского гриппа (H2N2) 
в 1957 г. и гонконгского (H3N2) в 1968 г., унесшие 
около 4 и 1 млн человеческих жизней соответственно 
[10]. в 2003 г. внимание человечества было приковано 
к новому высокопатогенному варианту гриппа птиц 
H5N1, летальность для людей при котором достига-
ет 60 % [5]. опасения пандемии не подтвердились, 
однако периодические случаи заражения людей этим 
вариантом вируса гриппа регистрируются в египте, 
таиланде, китае, индонезии, камбоджи, вьетнаме, 
турции [http://www.who.int/csr/disease/avian_influenza/
country/cases_table_2010_12_09/en/index.html]. 

весной 2009 г. появился новый вариант виру-
са гриппа н1N1sw [3], содержащий в своем соста-
ве фрагменты геномов вирусов гриппа человека, 
птиц и свиней. в июне этого же года воз объяви-
ла о пандемии гриппа, вызванного этим вариантом 

вируса [http://www.who.int/csr/don/2009_04_24/en/
index.html]. для своевременного реагирования и 
введения мероприятий, препятствующих быстрому 
распространению высокопатогенных вариантов ви-
руса гриппа птиц и пандемического вируса гриппа  
A/H1N1(2009), в настоящее время остро встал во-
прос о дифференциальной диагностике вируса грип-
па и его субтипировании.

основными методами субтипирования в настоя-
щее время являются серологические (реакция тор-
можения гемагглютинации – ртга), а также мето-
ды на основе полимеразной цепной реакции (пцр). 
однако вследствие высокой скорости изменчивости 
поверхностных гликопротеинов HA и NA могут воз-
никать трудности в субтипировании. по этой причи-
не актуально использовать дополнительные методы 
диагностики, а также их комбинации для получения 
достоверного результата.

в настоящий момент детекция на основе днк-
биочипа является одним из альтернативных методов 
дифференциальной диагностики вируса гриппа, так 
как этот метод позволяет совместить производитель-
ность метода амплификации нуклеиновых кислот и 
широкие возможности скрининга с помощью микро-
чипа. ранее в литературе описывались попытки соз-
дать на основе днк-биочипов систему для детекции 
и субтипирования вируса гриппа [2, 7, 6].

целью работы явилась оригинальная разра-
ботка днк-биочипа, выявляющего 6 субтипов (H1, 
в том числе H1sw пандемического вируса гриппа  
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A/H1N1(2009), H2, H3, H5, H7, H9) гемагглютинина 
и 3 субтипа (N1, N2, N3) нейраминидазы для диффе-
ренциальной диагностики данных субтипов вируса 
гриппа типа а.

материалы и методы

Штаммы вируса гриппа. в работе использо-
вались штаммы вируса гриппа типа а: а/Aichi/2/ 
68(н3N2), A/chicken/Kurgan/05/2005(H5N1), A/No vo-
sibirsk/1/09(H1N1), A/Ekaterinburg/01/2009(H1N1)v.  
Штамм вируса гриппа а/Aichi/2/68(н3N2) был 
полу чен из нии вирусологии им. д.и.ивановского 
рамн, москва, а A/chicken/Kurgan/05/2005(H5N1) 
– из нии грип па рамн, санкт-петербург. вирусы 
сезонного гриппа A/Novosibirsk/1/09(H1N1) и пан-
демического гриппа A/Ekaterinburg/01/2009(H1N1)
v выделены в гнц вб «вектор». все штаммы были 
наработаны на культуре клеток MDCK (Madin Darby 
Canine Kidney), полученной из отдела клеточных 
технологий гнц вб «вектор». клетки культивиро-
вались в атмосфере, содержащей 5 % CO2 при темпе-
ратуре 37 °C. для поддержания культуры клеток ис-
пользовали питательную среду DMEM – Dulbecco’s 
Modified Eagle’s Medium (ооо «биолот», россия) с 
добавлением 2 ммоль/л глютамина («Sigma-Aldrich», 
сШа) и антибиотиков: 100 мкг/мл пенициллина и  
100 ме/мл стрептомицина.

Получение препаратов вируса гриппа типа А. 
для исследования были использованы препараты 
вирусов, приготовленные следующим образом: на 
5-е сутки после заражения из культуральных со-
судов отбирали культуральную вируссодержащую 
жидкость (квж). клеточный дебрис удаляли цен-
трифугированием при 6000 g при температуре 4 °C 
в течение 10 мин, а к надосадочной жидкости до-
бавляли полиэтиленгликоль – пэг 6000 до конечной 
концентрации 8 % (масса/объем). суспензию пере-
мешивали в течение 1 ч при температуре 4 °C и затем 
центрифугировали 20 мин при 1000 g. полученный 
осадок ресуспендировли в STE буфере (10 мм Tris-
HCl, 100 мм NaCl, 1 мм EDTA, pH 7,8) и наносили 
на градиент, состоящий из 10–60 % растворов саха-
розы. центрифугирование проводили в течение 4 ч 
при 150000 g. Фракции, содержащие по результатам 
реакции гемаглютинации (рга) максимальное коли-
чество вируса гриппа, использовали для анализа.

Экстракция РНК и синтез кДНК виру
са гриппа типа А. вирусную рнк выделяли из 
объема 50 мкл с использованием коммерческо-
го набора «рибосорб» (ооо «интерлабсервис», 
москва) согласно инструкции производителя. 
комплиментарная днк синтезировалась на ма-
трице суммарной рнк с использованием синтети-
ческого праймера 5'-GACTAATACGACTCACTAT
AGGGAGCAAAAGCAGG-3', универсального для 
всех субтипов вируса гриппа. синтез проводился в 
20 мкл раствора, состоящего из 1 мкл праймера 5'-
GACTAATACGACTCACTATAGGGAGCAAAAGC 

AGG-3' (20 мкм), 9 мкл рнк и 2 мкл dNTP (10 мм) 
нагревали 10 мин при температуре 65 °C, охлаж-
дали во льду, добавляли 4 мкл 5x кднк буфера, 
1 мкл 0,1 M DTT, 1 мкл рнкзина (40 а.е.), 1 мкл 
воды, 1 мкл обратной транскриптазы ThermoScript 
(«Invitrogen», сШа). смесь центрифугировали и 
инкубировали при температуре 55 °C – 5 мин, при 
60 °C – 55 мин.

Изготовление микрочипов для субтипирования 
вируса гриппа типа А. печатая микрочипы, зонды 
наносили на стеклянные, содержащие изотиоцианат-
ную группу, слайды методом контактной печати на 
споттере BioOdyssey Calligrapher Miniarrayer («Bio-
Rad», сШа).

использованные для амплификации фрагмен-
ты генов нейраминидазы, гемагглютинина, м1 бел-
ка матрикса пары праймеров приведены в таблице. 
длина нарабатываемых ампликонов составляла ~830 
и 600 нуклеотидов для гена нейраминидазы, ~600 и 
800 нуклеотидов для гена гемагглютинина и ~900 ну-
клеотидов для гена м1 соответственно.

для получения флуоресцентно меченных ам-
пликонов проводили пцр в асимметричном ре-
жиме. состав реакционной смеси (50 мкл): буфер 
для пцр (1,5 мм MgCl2, KCl, (NH4)2SO4, трис-HCl, 
pH 8,7) («Qiagen», германия), 1,5 мM MgCl2, 200 нм 
dATP, dCTP dGTP, 70 нм dTTP, 100 нм dUTP-Cy3, 
80 нM прямого праймера, 1 мкM обратного прай-
мера, 1,25 ед. Hot Start Taq-полимеразы («Qiagen», 
германия) и 2 мкл раствора кднк. пцр проводили 
в термоциклере iCycler («BioRad», сШа), исполь-
зуя следующий протокол: 95 °C – 15 мин, затем 35 
циклов: 94 °C – 30 с; 52–55 °C – 30 с; 72 °C – 10 с, 
финальная элонгация – 72 °C – 1 мин. контроль 
прохождения пцр осуществляли электрофоретиче-
ски, используя 1 % агарозный гель. Флуоресцентно 
меченные ампликоны очищали от избытка мече-
ных трифосфатов на гель-филь трующих колонках 
(«Qiagen», германия), высушивали досуха на ваку-
умной центрифуге при температуре 60 °C.

Гибридизация анализируемых ампликонов. 
высушенный образец ампликона растворяли в 
10 мкл воды, добавляли 10 мкл 2-кратного гибри-
дизационного буфера (1-кратный гибридизацион-
ный буфер: 6x SSC, 5x раствор денхардта, 0,1 % 
Tween 20) и прогревали перед нанесением на слайд 
2 мин при температуре 97 °C, а затем охлаждали во 
льду. гибридизацию проводили в гибридизационной 
камере («ArrayIt», сШа) при температуре 55–60 °с в 
течение 2 ч. затем слайд последовательно отмывали 
в растворах 6x SSC, 2x SSC + 0,1 % SDS, 2x SSC и 
1x SSC, центрифугировали и сканировали на скане-
ре Scan Array Express 2.0 («Perkin Elmer», сШа) при 
длине волны возбуждающего лазера λ = 543 нм.

результаты и обсуждение

первая публикация о разработке днк-биочипа 
была в журнале Science в 1995 г. [11], за 15 лет этот 
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метод занял значительное место в области биосенсор-
ных технологий. в настоящее время днк-биочипы 
широко используются в исследовании нуклеиновых 
кислот и белков, современные днк-биочипы позво-
ляют проводить количественные исследования экс-
прессии генов и точечных мутаций.

в мире разработаны биочипы для идентифика-
ции и типирования энтеровирусов [12], субтипирова-
ния вируса гриппа [2, 7, 6], генотипирования вируса 
кори [9], дифференциальной диагностики микозов 
[8] и другие.

в данной работе представлен метод выявления 
вируса гриппа и субтипирования гемагглютинина 
(субтипов H1, в том числе H1sw пандемического ви-
руса гриппа A/H1N1(2009), H2, H3, H5, H7, H9) и 3 
субтипа (N1, N2, N3) на основе оригинального днк-
биочипа. на рис. 1 представлена схема разработан-
ного биочипа.

нанесение зондов осуществляли на стеклян-
ные, содержащие изотиоцианатную группу, слайды. 
каждый слайд содержал 6 эквивалентных микромас-
сивов зондов (микроэррей). средний диаметр спотов 
(ячеек микрочипа с иммобилизованными зондами) 
был ~360 мкм, расстояние между спотами ~760 мкм. 
Формат микроэррея составлял 24×10 спотов. печать 
проводилась из 384-луночного планшета (24×16).

на рис. 1 приведено расположение зондов на 
планшете и, соответственно, в микроэррее. в край-

ние ячейки каждой строки планшета, за исключени-
ем строчки в, добавлялся маркерный зонд, несущий 
на 3’-конце аминогексильную группу, необходимую 
для иммобилизации на поверхности слайда, а на  
5’-конце − флуорофор на основе тетраметилродами-
на (Tamra), позволяющий визуализировать границы 
субэррея и определять качество печати чипа.

каждый микромассив днк-биочипа, предназна-
ченный для субтипирования одного штамма виру-
са, содержит зонды выявляющие H1, H1sw, H2, H3, 
H5, H7, H9-субтип гена гемагглютинина и N1, N2, 
N3-субтип гена нейраминидазы, а также зонды, вы-
являющие ген м1 вируса гриппа типа а. последние 
зонды используются для подтверждения, что анали-
зируемый вирус относится именно к типу а. левый 
и правый края микроэррея образуют споты, содержа-
щие флуоресцентную метку. они предназначены для 
контроля печати слайда и позиционирования спотов 
при измерении их флуоресценции. один микрочип 
может содержать до 6 микромассивов зондов. таким 
образом, на одном микрочиповом слайде можно про-
анализировать 6 различных изолятов вируса гриппа.

принципиальная схема субтипирования генов 
вируса гриппа а на микрочипе включает следующие 
стадии:

- из анализируемого образца выделяют суммар-
ную рнк;

- с использованием универсального праймера 
5'-GACTAATACGACTCACTATAGGGAGCAAAAG 
CAGG-3', специфичного к рнк вируса гриппа типа 
а, получают кднк;

- с помощью праймеров 5'-CTATAGGGAGCAA 
AAGCAGGAGT-3' и 5'-CACTATAGAAGTAGAAAC 
AAGGAGTTTTTT-3’, специфичных к гену нейрами-
нидазы, из кднк путем проведения пцр получают 
полноразмерный ампликон гена нейраминидазы ви-
руса гриппа типа а;

- полученный ампликон реамплифицируют в 
асимметричном режим с праймерами NA_F1 и NA_
R1, NA_F2 и NA_R2 (таблица) и метят путем введе-
ния флуоресцентной метки в его состав;

- аналогичным образом, используя праймеры 
HA_F1 и HA_R1, HA_F2 и HA_R1 (таблица), полу-

рис. 1. структура биочипа для идентификации субтипов  
вируса гриппа а, потенциально опасных для человека

структура олигонуклеотидных праймеров, использованных при разработке Днк-биочипа для субтипирования вируса гриппа

праймер длина* структура праймера (5΄ – 3΄) ген

NA_F1 23 CTATAGGGAGCAAAAGCAGGAGT (1 (2)) NA

NA_R1 22 TAACAGGARCYTCCTCRTARTG

NA_F2 23 CAYTAYGAGGARTGYTCCTGTTA 1

NA_R2 30 CACTATAGAAGTAGAAACAAGGAGTTTTTT 12

HA_F1 28 GACTCACTATAGGGAGCAAAAGCAGGGG HA

HA_R1 23 TCWATRAANCCNGCDATDGCHCC

HA_F2 23 GGDGCHATHGCNGGNTTYATWGA

HA_R2 34 GGTGACACTATAGAAGTAGAAACAAGGGTGTTTT

M_T7_F 38 GACTAATACGACTCACTATAGGGAGCAAAAGCAGGTAG M1

M_SP6_R 43 GACATTTAGGTGACACTATAGAAGTAGAAACAAGGTAGTTTTT

*длина праймера в нуклеотидах.
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чают флуоресцентно меченные ампликоны гена ге-
магглютинина;

- используя праймеры M_T7_F и M_SP6_R (та-
блица), получают флуоресцентно меченные ампли-

коны гена м1 белка матрикса вируса гриппа типа а;
- на следующей стадии проводят гибридизацию 

смеси полученных ампликонов с дискриминирую-
щими зондами, входящими в состав разработанного 

рис. 2. результаты анализа субтипируемых штаммов гриппа: 
А – гибридизационный паттерн анализируемого штамма. В – результаты субтипирования после обсчета среднего значения  

флуоресцирующих спотов. H1, H2,H3 H1v (субтип пандемического вируса гриппа 2009), H5, H7, H9 – субтипы гена гемагглютинина,  
N1, N2, N7 – субтипы гена нейраминидазы, Mat – маркер гена матриксного белка
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микрочипа;
- анализ результатов гибридизации прово-

дят с помощью сканера микрочипов и программы 
Scanаrray Express («Perkin-Elmer», сШа).

для объективного представления результатов 
гибридизации на микрочипе проводили анализ ре-
зультатов сканирования чипа не визуально, а ин-
струментально. с этой целью нами после проведе-
ния сканирования проводился анализ флуоресцен-
ции спотов с использованием программы ScanArray 
Express («Perkin-Elmer», сШа). результаты анализа 
представляются в виде гистограммы. при опреде-
лении субтипа вируса гриппа определяли среднее 
значение флуоресценции спота каждого субтипа. 
экспериментально установлено, что такой подход 
дает лучшие результаты при оценке соотношения 
сигнал/шум.

при помощи созданного днк-биочипа были про-
анализированы кодированные пробы вируса гриппа 
типа а субтипа н3N2 (штамм а/Aichi/2/68(н3N2)), суб-
типа H5N1 (штамм A/chicken/Kurgan/05/2005(H5N1), 
субтипа H1N1 (штамм A/Novosibirsk/1/09 (H1N1)) и 
пандемического вируса гриппа а субтипа H1N1 (A/
Ekaterinburg/01/2009(H1N1)v). анализируемые об-
разцы были успешно субтипированы с помощью раз-
работанного микрочипа (рис. 2).

при исследовании анализируемых проб значе-
ние специфической флуоресценции достоверно пре-
вышало значение фоновой (P<0,05). кроме того, во 
всех образцах достоверно детектирован м ген. 

таким образом, был разработан днк-биочип, 
выявляющий сезонные штаммы вируса гриппа н1N1 
и н3N2 субтипов, высокопатогенный вирус гриппа 
птиц субтипа н5N1 и пандемический вариант виру-
са гриппа субтипа H1N1(2009). преимуществом ис-
пользуемого микрочипа является одновременное суб-
типирование анализируемого изолята вируса гриппа 
со всеми возможными зондами, специфическими для 
каждого субтипа гемагглютинина и нейраминидазы. 
показана принципиальная возможность использова-
ния для диагностики и субтипирования высокопато-
генного вируса гриппа птиц A/H5N1, пандемическо-
го вируса гриппа A/H1N1(2009), сезонных вирусов 
гриппа A/H1N1 и A/H3N2 днк-биочипа. наличие 
специфических зондов для H7 и H9-субтипов виру-
са гриппа потенциально позволяет разработанному 
микрочипу выявлять и эти субтипы. очевидна не-
обходимость оценки чувствительности полученного 
метода в последующей работе. при дальнейшем усо-

вершенствовании данная разработка является пер-
спективной как дополнительный, альтернативный 
метод субтипирования вируса гриппа типа а. также 
этот метод имеет перспективы для использования его 
в практике.
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синантропная популяция сизого голубя широ-
ко распространена в саратове. в разные годы на-
шего исследования (2000–2011 гг.) численность по-
пуляции оценивается от 40–50 до 70–80 тыс. особей. 
голубь оседло живет на селитебной территории 
города и образует разного типа скопления числом 
от 20 до 1000 особей. постоянно голуби концен-
трируются в общественных местах (парки, скверы, 
площади, остановки, вокзал, автостанция, торговые 
места, продовольственные рынки), у мусорных кон-
тейнеров, на свалках тбо, складах и предприятиях, 
связанных с хранением, переработкой и реализацией 
зернопродуктов. наиболее постоянные по времени 
скопления птиц образуются на чердаках многоэтаж-
ных жилых домов. тесный контакт голубя с насе-
лением саратова имеет потенциальную санитарно-
эпидемиологическую опасность [1, 2].

в процессе изучения экологии сизого голубя в 
саратове мы собрали некоторые сведения, освещаю-
щие санитарно-гигиенические и паразитологические 
аспекты жизнедеятельности голубя в городе.

в 6 районах саратова обследовано 51 скопление 
голубей общим числом 3230 особей. наблюдаемые 
скопления насчитывали от 40 до 120 птиц. всего от-
мечено 148 птиц (4,6 %) с наружными патологиями, 
а доля скоплений с такими птицами составила 92 %. 
число голубей с патологиями в одном скоплении – 
1–14 (до 11 %) особей. птицы с наружными пато-
логиями распределились следующим образом: по-
вреждения оперения (разреженность и курчавость 
опахала) – 9 особей (6,0 %); повреждение глаз – 1 

(0,7 %); искривление клюва – 3 (2,0 %); повреждение 
восковицы – 7 (4,7 %); опухоль на голове – 1 (0,7 %); 
нарост на цевке лапы – 1 (0,7 %); отсутствие одно-
го или всех фаланг пальцев на лапе – 118 (79,7 %); 
механическое повреждение цевки одной или обеих 
лап – 11 (7,4 %).

патология оперения у птиц вызвана пухоеда-
ми Columbicola columbae и Goniocotes bidentatus. 
основными местами их локализации были маховые, 
кроющие и пуховые перья. обширные повреждения 
наблюдали под крыльями, на боках и надхвостье. 
патология, вызванная пухоедами, наблюдается от-
носительно редко, но сами насекомые обнаружены у 
62 % взрослых птиц.

патология восковицы и искривление верх-
него клюва птиц обусловлены паразитированием 
Knemidocoptes mutans. при вскрытии восковицы 
клещ не обнаружен, но характерная картина патоге-
неза свидетельствует о его паразитизме.

повреждения цевки голубей имеют разную при-
роду. у 7 птиц это механические повреждения, со-
провождающиеся утратой пальцев и различной их 
деформацией, у 3 птиц развилось заболевание кне-
мидокоптоз ног, вызванное клещом Knemidocoptes 
mutans. поражалась нижняя часть цевки лап. в одном 
случае клещ идентифицирован.

вскрыто 290 взрослых голубей. из них 40 отлов-
лены в сельской местности на зернохранилище. эти 
птицы были здоровые, патологий не имели, гельмин-
ты и эктопаразиты на них не обнаружены. другие 240 
голубей добыты в разных районах саратова: 120 осо-
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бей летом и 120 – зимой. еще 10 птиц пойманы боль-
ными, зимой на улице. все голуби осмотрены внешне, 
ощиплены; у них вскрыты и осмотрены носовая по-
лость, система пищеварения и все внутренние органы. 
обнаружен аргасовый клещ Argas zeflexus (1–4 экз.), 
летом у 12 % птиц, зимой – 8 %; летом у 15 % голубей 
единично встречены два вида гамазид – Omithonyssus 
sylviarum, Dermanyssus gallinae. гельминты не обна-
ружены, но в помете голубей их яйца встречаются. 
осмотр 240 внешне здоровых птиц показал: три го-
лубя имели признаки частичной закупорки зоба (твер-
дый зоб), вызванной твердой пищей; две птицы имели 
некрозные поражения (3–4 мм) слизистой оболочки 
железистого желудка. в зимний период у 5 птиц обна-
ружена гиперемия брыжейки в сочетании с венозным 
застоем в печени и сердце; 4 голубя имели на сероз-
ной оболочке тонкого кишечника парные инкапсули-
рованные конгломераты желтоватого цвета размером 
с просяное зерно; 7 голубей (5 летом и 2 зимой) име-
ли на слизистой оболочке толстого отдела кишечника 
расширенные, утолщенные участки длиной 6–10 мм. 
10 больных голубей были проверены лабораторно на 
орнитоз – специфические антитела в рск и ра не об-
наружены. среди них одна птица имела сильный вос-
палительный процесс клоаки и венозную гиперемию 
толстого отдела кишок; один голубь страдал перело-
мом крыла, имел обширную гиперемию и гематому 
грудной мышцы и органов грудной полости; другая 
птица страдала отеком легких и имела мокрые выде-
ления на клюве (выраженная клиника при орнитозе, 
но путем исследования мазков-отпечатков органов 
вирусоносительства не установлено); семь других по-
казали явные признаки истощения.

при тотальном обследовании в июле 2010 г. 216 
птенцов-слетков 10 гнездовых колоний голубя уста-
новлен паразитизм пухоедов в 100 % случаев; пе-
рьевых клещей – 65 %; блох, иксодовых, аргасовых, 
краснотелковых клещей – 8–15 %; у 15 % птиц в по-
мете обнаружены яйца гельминтов. в этих колониях 
в гнездах голубей (осмотрено 150 гнезд, расположен-
ных на полу и 50 гнезд, расположенных на чердач-
ных перекладинах). отмечены членистоногие из 14 
отрядов, среди которых доминируют жесткокрылые, 
двукрылые, ногохвостки, чешуекрылые и клещи. 
часто встречаются личинки мух и кожеедов. птенцы 
голубя регулярно попадают в вентиляционные шах-
ты квартир, где погибают и разлагаются. через вен-
тиляционные отверстия в квартиры проникают все 
микроскопические сочлены голубиного биоценоза, в 
том числе блохи, клещи, личинки и жуки кожеедов. 
тем же путем в квартиры заносится воздушная смесь 
пыли, частиц помета, яиц гельминтов, пухоеды и пе-
рьевые клещи голубя.

чердаки здания – это ключевое жизненное про-
странство экологической ниши голубя. здесь проис-
ходят спаривание, размножение и основная дефека-
ция птиц, размещаются гнезда, места отдыха, ночев-
ки, укрытия, образуются трофические и топические 
связи, формируется социальное поведение (хоминг, 

импринтинг). жизнь на чердаках занимает большую 
долю бюджета голубя: летом 25–40 % времени в сут-
ки, зимой 65–70 % того же времени.

постоянное местообитание колонии на чердаке 
характеризуется большим числом гнезд (25–370). их 
биомасса составляет от 6,25–92,5 до 107,5–1591,1 кг 
на одном чердаке. в качестве строительного матери-
ала в гнезда заносятся веревки, вата, обрывки ткани, 
полиэтиленовая пленка, проволока, бумага, оболочка 
от кабеля. пол чердака усеян экскрементами голубя, 
которые образуют субстрат из смеси керамзита, мел-
кого щебня, песка, экскрементов и стеблей растений. 
в 1 кг поверхностного субстрата стебли составля-
ют до 20 г, экскременты – до 36 г. на площади чер-
дака 780 м2 их общая биомасса достигает 729,3 кг. 
основной объем экскрементов размещен компактно 
в гнездах и главным образом в кучках – «сталагми-
тах» высотой 10–60 см. их биомасса составляет 250–
1050 кг. на чердаке многочисленны трупы и муми-
фицированные тушки птиц. их количество на одном 
чердаке может доходить до 400 штук.

таким образом, обитание синантропной популя-
ции сизого голубя, в основном, связано с селитебной 
территорией города. с точки зрения эпизоотологии 
и санитарной гигиены наиболее опасным местом 
являются вентиляционные системы многоэтажных 
жилых зданий. гнездование голубя в городе спо-
собствует локальному образованию специфической 
органической пыли, обладающей повышенной ин-
вазивностью для человека. на голубях паразитиру-
ют пухоеды, перьевые клещи, клещ Knemidocoptes 
mutans. на птицах и в их гнездах обнаружены арго-
вые, гамазовые, краснотелковые и иксодовые клещи, 
блохи и другие членистоногие (14 отрядов). в теплое 
время в гнездах голубей сосредотачивается много на-
секомых и их личинок, чему благоприятствуют ско-
пления помета, растительные остатки, тушки погиб-
ших птиц. голуби подвержены глистным инвазиям. 
возбудитель орнитоза не обнаружен. 
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важным разделом в работе при оказании различ-
ных медицинских услуг, в том числе при проведении 
клинической лабораторной диагностики инфекци-
онных заболеваний, при производстве медицинских 
иммунобиологических препаратов (мибп), является 
соблюдение регламентированных требований к каче-
ству выпускаемой продукции и оказываемых услуг. 

система менеджмента качества (смк) – это 
совокупность взаимосвязанных компонентов (про-
цессов, персонала, документов, информационных 
технологий и т.д.), обеспечивающих стабильную, 
эффективную и качественную деятельность орга-
низации с позиции всех заинтересованных сторон.* 
наличие сертифицированной смк является одним 
из требований при государственной аккредитации и 
лицензировании различных видов деятельности ор-
ганизации. 

учитывая сказанное выше, целью работы был 
анализ функционирования системы менеджмента ка-
чества в ставропольском противочумном институте.

смк в институте была создана в 90-е годы про-
шлого века как комплекс организационных и техни-
ческих мер, обеспечивающих выпуск мибп для ди-
агностики и профилактики особо опасных инфекций 
в соответствии с регламентированными требования-
ми. работа в области смк проводилась в различных 
направлениях с учетом требований GMP: управление 
качеством, обучение персонала, состояние техноло-
гических помещений и оборудования, документация, 
производство, контроль качества, рекламации, само-
инспекция. 

позднее, в связи с введением в россии гостов 
серии р исо, разработаны обязательные процедуры: 
«управление документацией», «управление запися-
ми», «предупреждающие действия», «кор рек ти рую-

щие действия», «управление несоответствующей 
продукцией», «внутренний аудит».

для дальнейшего развития и совершенствова-
ния смк с учетом процессного подхода было не-
обходимо решить ряд задач: разработать политику 
руководства института в области качества; предста-
вить организационную структуру смк в институ-
те; выделить категории процессов в действующей 
смк; систематизировать документацию, используе-
мую в смк; сертифицировать смк на соответствие 
госту р исо 9001-2008; определить основные на-
правления развития смк.

в настоящее время смк охватывает различные 
сферы деятельности института: проведение фунда-
ментальных и прикладных научных исследований 
и работ; разработку, производство и реализацию 
мибп; оказание медицинских услуг по бактериоло-
гии; деятельность в области послевузовского и до-
полнительного образования; работу испытательного 
лабораторного центра (илц).

дифференциация процессов является исходным 
этапом создания смк. процессы управления (ме-
неджмента) необходимы для реализации стратегии 
предприятия и относятся к области ответственности 
руководства. реализация основных процессов обе-
спечивает производство продукции и оказание услуг. 
вспомогательные процессы служат для их поддерж-
ки. поэтому в сфере деятельности смк нами также 
выделено три вида процессов 

основными документами смк служат 
руководство по качеству мастер-файл (информация 
о предприятии) и документированные процедуры 
(стандарты предприятия), реализация которых осу-
ществляется на основе разработанной политики в 
области качества. 

проведенная работа позволила нам в 2009 г. прой-
ти сертификацию смк на соответствие требованиям 
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госта р исо 9001-2008 в ооо «ставропольский 
краевой центр сертификации». 

в связи с расширением деятельности института 
в области лабораторных исследований в 2010 г. про-
ведена аккредитация впервые созданного в институ-
те испытательного лабораторного центра на соответ-
ствие требованиям гост р исо/мэк 17025-2006. 
для этого нами дополнительно были разработаны 
заявление о политике в области качества и руковод-
ство по качеству, система внешнего и внутреннего 
контроля качества.

наличие сертифицированной смк является 
одним из условий проведения в 2011 г. регистрации 
деклараций производства медицинских диагности-
ческих препаратов органом по сертификации меди-
цинских изделий зао «медитест», москва.

таким образом, проведенный анализ свидетель-
ствует о том, что в институте разработана, внедрена и 
функционирует смк. развитие данной системы – про-
цесс динамичный, охватывающий в течение времени 
новые области деятельности института. это влечет за 
собой изменения в организационной структуре смк, 
расширение процессов и объема регламентированной 

документации, а также количества охваченного персо-
нала и структурных подразделений.

в перспективе необходимо поддерживать и со-
вершенствовать существующую смк: проводить 
своевременную актуализацию документов, ввести 
и поддерживать электронную систему документоо-
борота, разработать комплексную систему само-
инспекции с учетом различных областей действия. 
смк в институте является составной частью ком-
плекса мероприятий по обеспечению защиты прав 
потребителей и удовлетворению потребительского 
рынка в заявленных товарах и услугах. 
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в 1952 г. на базе ставропольской противочум-
ной станции организован научно-исследовательский 
противочумный институт кавказа и закавказья. 
на институт было возложено оперативное и на-
учное руководство противочумными учреждения-
ми в ставропольском крае, грозненской области, 
дагестанской асср, азербайджанской, армянской 
и грузинской сср. первым директором института 
был в.н.тер-вартанов, обладавший богатым опытом 
в организации мероприятий по ликвидации чумы в 
ставропольском крае. большая роль в организации 
эпидемиологических и микробиологических иссле-
дований принадлежала профессорам и.г.иоф фу и 
м.п.покровской. 

научные направления деятельности института 
на протяжении всей его истории определялись эпи-
демиологической ситуацией в стране и на кавказе. 
вопросы изучения чумы всегда были основными. 
специалистами института были открыты и изуче-
ны 8 природных очагов чумы северного кавказа и 
закавказья. весомый вклад в эти исследования внес-
ли известные ученые – о.н.бочарников, п.е.найден, 
а.и.дят лов, в.м.гусев, п.а.петров, п.Ф.емелья-
нов, и.з.климченко, а.к.акиев, г.м.грижебовский, 
м.п.григорьев и др. значительные успехи достиг-
нуты в изучении возбудителя чумы. выделен новый 
подвид – Yersinia pestis cavcasica, циркулируюший в 
высокогорных очагах чумы. изучены два новых плаз-
мидовара Y. pestis из очага центрального кавказа, 
обладающие избирательной вирулентностью по от-
ношению к лабораторным животным. впервые выяв-
лена их гетерогенность по VNTR-профилю и MLVA 
генотипам, дана оценка генетической вариабельно-
сти и территориального распределения штаммов с 
разными генотипами в целом по очагу и отдельным 
ландшафтно-географическим районам. 

создана уникальная, имеющая всероссийское и 
мировое значение, коллекция блох, насчитывающая 
свыше 3 млн экземпляров 917 видов, собранных на 
территории россии, стран ближнего и дальнего за-
рубежья. при коллекции хранится самая полная в 
россии научная библиотека по блохам, насчиты-
вающая более 25 тыс. оттисков статей и 4 тыс. эк-
земпляров книг. основоположником и первым ру-
ководителем лаборатории медицинской паразито-
логии (создана в 1934 г. на базе пчс) был лауреат 
государственной премии ссср, профессор и.г.иофф. 
в лаборатории работали выдающиеся ученые-
паразитологи – о.и.скалон, в.е.тифлов, б.а.рости-
гаев, а.и.гончаров, н.Ф.лабунец, б.к.котти, и.в.чу-
ма кова, л.и.белявцева, внесшие неоценимый вклад 
в разработку проблем экологии, эпизоотологии и 

регуляции численности переносчиков возбудителей 
природно-очаговых болезней. сотрудничество спе-
циалистов лаборатории с зарубежными учеными по-
зволило создать 9 определителей блох на территории 
ссср и сопредельных стран. 

создана, систематизирована и поддерживает-
ся коллекция штаммов возбудителя чумы и других 
микроорганизмов, выделенных в очагах особо опас-
ных инфекций на территории кавказа и закавказья, а 
также полученных из стран европы, азии, африки, 
Южной америки. Фонд ее составляет 3165 штаммов 
возбудителей I–IV групп патогенности. 

противоэпидемическая работа осуществлялась 
в рамках разработанных институтом региональных 
комплексных программ по обеспечению эпидемиоло-
гической безопасности в постоянном взаимодействии 
с санитарно-эпидемиологическими и противочум-
ными учреждениями. благодаря этой деятельности 
эпидемиологическая обстановка по особо опасным и 
природно-очаговым инфекциям на кавказе была ста-
билизирована. в формирование и развитие научных 
эпидемиологических направлений большой вклад 
внесли известные ученые: в.н.Фёдоров, Ю.м.ралль, 
а.к.акиев, м.п.козлов, в.н.савельев, г.д.брюханова, 
Ю.м.евченко, в.и.та ран, а.п.бейер, о.в.малецкая. 
с 1973 г. в институте функционирует сотрудничаю-
щий с воз центр по чуме (руководитель – профессор 
г.м. грижебовский), на базе которого прошли подго-
товку специалисты из 10 зарубежных стран, проведе-
но два международных симпозиума. 

сегодня специалисты эпидотдела разрабатыва-
ют системы противоэпидемических мероприятий с 
применением гис-технологий для обеспечения био-
логической безопасности в регионе проведения мас-
совых мероприятий (олимпийские игры 2014 г.), при 
чрезвычайных ситуациях различного генеза. 

сотрудники института работали в эпидемиче-
ских очагах холеры в российской Федерации, 
на украине, в республиках северного кавказа и 
закавказья. собрана и изучена большая коллекция 
патогенных штаммов холерного вибриона, создан 
электронный «справочник-кадастр распростране-
ния холерного вибриона эльтор в воде поверхност-
ных водоемов, сточных водах и у людей на кавказе». 
изучены биологические свойства холерных вибри-
онов, обусловивших вспышки холеры эльтор на 
кавказе в период седьмой пандемии. внесен суще-
ственный вклад в изучение гибридных вариантов 
V. cholerae биовара эльтор, вызвавших заболевание 
холерой в дагестане в 1993, 1994 и 1998 гг. 

с деятельностью пчс, а затем созданного ин-
ститута связано изучение туляремии на северном 
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кавказе. учеными института в.г.пилипенко, 
м.а.ми  рошниченко, м.м.рудневым, т.а.щеки-
ной, м.п.тарасовым, г.и.басиловой, н.и.тихенко, 
а.а.зайцевым, а.Ф.брюхановым проведены ис-
следования по выявлению природных очагов ту-
ляремии, изучению их эпизоотолого-эпидемио ло-
ги че ских особенностей, биологических свойств 
возбудителя, усовершенствованию методов лабо-
раторной диагностики и профилактики этого забо-
левания, определены основные факторы, способ-
ствующие укоренению туляремии на территории 
природного очага ставропольского края, видовой 
состав носителей и переносчиков. установлена воз-
можность бактерионосительства при туляремии у 
высокочувствительных лабораторных и диких гры-
зунов, разработаны научно-методические подходы 
к изучению латентной инфекции у животных с раз-
ной чувствительностью к возбудителю. 

первые достоверные сведения о бруцеллезе в 
регионе северного кавказа получены экспедицией 
всесоюзного института эпидемиологии и микро-
биологии под руководством п.Ф.здродовского в 
1933–1936 гг. в последующем проблемой бруцел-
леза занимаются высококвалифицированные специ-
алисты бруцеллезной лаборатории: а.м.полякова, 
и.Ф.таран, г.и.лямкин, н.и.тихенко, р.е.цы ган-
ко ва, л.в.ляпустина и др. изучение эпидемиче-
ских вспышек бруцеллеза на территории кавказа 
и закавказья позволило разработать и внедрить 
научно-обоснованную систему мероприятий по борь-
бе с этой инфекцией, провести эпидемиологическое 
районирование территории субъектов Юга россии. 
был изучен природный очаг бруцеллеза в северных 
предгорьях кавказа с новыми, неизвестными ранее 
носителями (мышевидные грызуны) и возбудителем 
(Brucella suis, 5 биовар), результатом чего явилось 
внесение дополнений в таксономию рода бруцелл. 
получены новые данные о бактериофагии, бактерио-
циногении, L-трансформации, метаболизме и анти-
генной структуре бруцелл.

в 1967 г. была создана лаборатория сибирской 
язвы, первая в противочумной системе. за прошед-
шие 45 лет проделана огромная работа: разработаны и 
внедрены в практику медико-биологические препара-
ты для лабораторной диагностики этой инфекции, ин-
дикации и идентификации возбудителя, предложены 
в качестве резервных два вакцинных штамма (228/8 
и сти-пр); внедрены методы молекулярного типи-
рования возбудителя, которые впервые в российской 
Федерации применены при эпидемиологическом мо-
ниторинге; исследовано 1302 штамма сибиреязвенно-
го микроба; на основе использования гис-технологий 
создано 10 справочных атласов-кадастров неблагопо-
лучных по сибирской язве пунктов.

в институте начиная с 2000 г. проводятся науч-
ные исследования по выявлению вируса ккгл, изуче-
нию механизмов эпидемического и эпизоотического 
процессов, профилактике инфекции. разработаны 
рекомендации по энтомологическому обследованию и 

проведению акарицидных обработок пастбищ в при-
родном очаге кгл. продемонстрирована высокая диа-
гностическая ценность выявления рнк вируса ккгл 
с использованием тест-системы «амплисенс-ккгл». 

производственная деятельность института 
складывается из двух направлений – это производ-
ство вакцины чумной живой, разработка и произ-
водство диагностических препаратов. отдел по вы-
пуску чумной вакцины ев организован в 1958 г. 
под руководством в.и. кузнецовой. большая группа 
ученых-энтузиастов, врачей, биологов, инженеров 
посвятила свою жизнь разработке и совершенство-
ванию технологии производства живой чумной вак-
цины – а.и.тинкер, д.а.будыка, и.в.печни ко ва, 
а.д.некрасов, г.н.верховцева, э.а.чернова, т.н.Фун-
тикова, м.н.гончарова, в.Ф.иванова, е.л.ра китина и 
многие другие.

в 1987 г. создана научно-производственная лабо-
ратория препаратов для диагностики особо опасных 
и других инфекций (руководитель – и.с.тюменцева). 
организовано производство 10 наименований мибп 
(диагностикумы эритроцитарные, тест-системы 
диагностические иммуноферментные, иммуно-
глобулины диагностические флуо рес цирующие). 
многолетние научные исследования, выполняемые 
совместно с профессором в.и.еф ре менко, заверши-
лись разработкой биотехнологии производства диа-
гностических препаратов нового поколения – магни-
тоуправляемых аффинных сорбентов. 

уже через год после образования института 
был организован отдел подготовки специалистов 
по особо опасным инфекциям. в настоящее время 
профессиональная переподготовка, повышение ква-
лификации, последипломная подготовка специали-
стов высшего и среднего звена с медицинским и 
биологическим образованием осуществляется по 12 
программам. в подготовку кадров большой вклад 
внесли: е.Ф.оганян, н.и.макаров, и.и.черченко, 
л.а.пшеничная, с.в.никульшин, с.м.кальной, 
г.п.аб гарян, т.г.онацкая, н.м.Швецова, в.и.еф ре-
менко, л.в.ляпустина и др. 

с 2008 г. на базе института функционируют 
референс-центры по мониторингу за возбудителями 
бруцеллеза, крымской геморрагической лихорадки, 
сибирской язвы, центр индикации и диагностики 
опасных инфекционных болезней роспотребнадзора 
для субъектов Южного федерального округа, регио-
нальный центр по мониторингу за возбудителями 
инфекционных и паразитарных болезней I–II групп 
патогенности. на базе института с 2011 г. функцио-
нирует совет по защите докторских и кандидатских 
диссертаций д 208.109.01. 

с целью оперативного реагирования на 
санитарно-эпидемиологические последствия чрезвы-
чайных ситуаций различного происхождения в 1963 г. 
на базе института созданы специализированные про-
тивоэпидемические бригады. за время своего суще-
ствования спэб института неоднократно принимали 
участие в ликвидации последствий чс природного и 
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антропогенного характеров: землетрясение в армении 
(1988–1989 гг.), эпидемии холеры в 70-х годах про-
шлого столетия, в 1994 г. (дагестан), боевые дей-
ствия в чеченской республике (1995, 1999–2000 гг.), в 
республике Южная осетия (2008 г.) и др. 

в результате проведенной в 2007–2010 гг. мо-
дернизации спэб оснащены мобильными лабора-
ториями на базе автошасси, современным высоко-
технологичным оборудованием. возможности совре-
менной спэб института по обеспечению санитарно-
эпидемиологического благополучия были реализо-
ваны в зоне грузино-югоосетинского вооруженного 
конфликта в августе 2008 г. это был первый опыт дея-
тельности спэб на территории другого государства. 

существенный личный вклад в становление 
и развитие института внесли его руководители: за-
служенный врач каракалпакской асср и рсФср 
в.н.тер-вартанов (1952–1963 гг.), профессор в.г.пи-
липенко (1963–1979 гг.), профессор Ю.г.суч ков 
(1979–1982 гг.), профессор, заслуженный деятель 
науки рФ и.Ф.таран (1983–1988 гг.), профессор, за-
служенный деятель науки рФ в.и.ефременко (1989–
2007 гг.), профессор, лауреат государственной премии 
рФ а.н.куличенко (с 2007 г. по настоящее время). 
кадровый потенциал института в настоящее время со-
ставляют 350 сотрудников, в их числе 56 кандидатов 

и 23 доктора наук, из которых 10 имеют ученое зва-
ние профессора, 2 – почетное звание «заслуженный 
деятель науки российской Федерации», 1 – лауреат 
государственной премии рФ. 

если подвести итоги научно-практической, 
научно-производственной и образовательной дея-
тельности института за 60 лет его существования, 
то получаются внушительные цифры: опубликовано 
4576 печатных работ, издано 39 монографий, 68 сбор-
ников научных трудов и тезисов докладов научных 
конференций, защищено 39 докторских и 132 канди-
датских диссертаций, получено 156 авторских сви-
детельств и патентов рФ на изобретения и полезные 
модели, утверждено 367 инструктивно-методических 
документов, составлено 7 компьютерных баз данных, 
19 атласов и кадастров, подготовлено 33 аспиранта и 
93 соискателя, обучено 8650 врачей, биологов и ла-
борантов, разработаны вакцина чумная живая и 33 
диагностических препарата. 

60 лет на страже эпидемиологического благо-
получия на кавказе – таков исторический вклад 
ставропольского научно-исследовательского проти-
вочумного института в развитие эпидемиологической 
науки и противоэпидемической практики в россии.

А.Н.Куличенко, Г.И.Лямкин, Н.П.Буравцева
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про тивочумного отделения уральской пчс до ди-
рек тора одного из ведущих противочумных учреж-
дений центрально-азиатского региона. он возглавил 
казахский противочумный научно-исследовательский 
институт в трудное для респуб лики казахстан время. 
ему удалось сохранить и восстановить этот уникаль-
ный научный центр, единственное в стране учрежде-
ние, работающее с воз будителями инфекционных бо-
лезней I группы патогенности. 

научная эрудиция, целеустремленность и боль-
шая трудоспособность способствовали профессио-
нальному росту б.б.атшабара и принесли ему за-
служенную известность и уважение медицинской и 

ных зоонозных болезней.
бакыт бахияулы – прекрасный организатор, 

требователен к себе и подчиненным, пользуется 
заслуженным авторитетом у коллег и сотрудни-
ков кнцкзи и противочумных станций. вклад 
б.б.атшабара в развитие медицинской науки и здра-
воохранения республики казахстан отмечен прави-
тельственными и ведомственными наградами.

Редколлегия и редакционный совет журна
ла «Проблемы особо опасных инфекций» желают 
Бакыту Бахияулы Атшабару новых успехов на благо
родном поприще борьбы с опасными инфекционными  
болезнями.

К 60-ЛеТиЮ Со днЯ рождениЯ БаКЫТа БаХиЯУЛЫ аТШаБара

26 апреля 2012 г. исполнилось 60 
лет со дня рождения бакыта бахияулы 
атшабара, директора казахского науч-
ного центра карантинных и зоо нозных 
инфекций им. м.айкимбаева, доктора 
меди цинских наук, известного ученого 
и специалиста в области особо опасных 
инфек ционных болезней.

б.б.атшабар – достойный предста-
витель про ти вочумной системы, всегда 
следующий ее лучшим традициям. он 
прошел все этапы профес сио  нального 
становления от врача джангалинского 

научной общественности не только в 
республике казахстан, но и за рубежом. 
он является экспертом всемирной ор-
ганизации здравоохранения, президен-
том ассоциации биологической безо-
пасности центральной азии и кавказа, 
членом-коррес пон дентом International 
Ecoenergy Academy.

круг научных интересов б.б.атша-
бара широк – это вопросы природной 
очаговости и эпизоотологии чумы, ми-
кробиологии и генетики Y. pestis, эпиде-
миологии и профилактики особо опас-

значимых и протективных антигенов. в сферу его 
научных интересов входит изучение иммуно- и па-
тогенеза чумы, структурной организации и функци-
ональной активности антигенов патогенных микро-
организмов, а также клеточная иммунологическая 
инженерия, клиническая лабораторная иммуноди-
агностика инфекционных и соматических болезней, 
вакцинология. 

з.л.девдариани является научным руководите-
лем плановых нир, ниокр, проводимых в рамках 
федеральных целевых программ. он – автор более 250 
научных работ. под его руководством выполнено 9 
кандидатских и 1 докторская диссертации. он являет-
ся членом диссертационных советов д208.078.01 при 

К 65-ЛеТиЮ Со днЯ рождениЯ ЗУраБа ЛеВаноВиЧа деВдариани 

16 апреля 2012 года исполнилось 65 
лет заведующему лабораторией имму-
нодиагностики роснипчи «микроб», 
доктору медицинских наук, профессору 
зурабу левановичу девдариани.

основным направлением научной 
деятельности з.л.девдариани явля-
ется научно-технологическая разра-
ботка новых поли- и моноклональных 
иммуноглобулиновых тест-систем для 
индикации и идентификации возбуди-
телей особо опасных инфекций; имму-
нохимическая и иммунобиологическая 
характеристика их диагностически 

роснипчи «микроб» и д208.094.02 
при сгму. читает лекции на курсах 
специализации и усовершенствования 
врачей и биологов по особо опасным 
инфекциям. з.л.девдариани ведет боль-
шую научно-общественную работу. он – 
член научно-производственного совета 
роснипчи «микроб», председатель 
межведомственной проблемной комис-
сии 48.02 «диагностика, профилакти-
ка и лечение особо опасных инфекци-
онных болезней и член бюро кнс по 
санитарно-эпидемиологической охране 
территории российской Федерации.  

входит в состав редколлегии научно-практического 
журнала «проблемы особо опасных инфекций». 

за высокие показатели в научно-общественной 
и педагогической деятельности девдариани з.л. на-
гражден ведомственным знаком «отличник госсанэ-
пидслужбы». 

з.л.девдариани является высококвалифициро-
ванным специалистом, пользуется заслуженным ав-
торитетом у сотрудников института «микроб», науч-
ных организаций и противочумных учреждений. 

Редколлегия журнала «Проблемы особо опасных 
инфекций» желает Зурабу Левановичу Девдариани 
успехов, здоровья и долгих лет плодотворной науч
ной деятельности.
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при направлении статьи в редакцию следует соблю-
дать следующие правила:

1. присылать один распечатанный экземпляр ста-
тьи и электронную копию на компакт-диске или по 
электронной почте. каждая статья должна иметь на-
правление от учреждения, в котором она выполне-
на, экспертное заключение и лицензионный договор 
о предоставлении права использования произведе-
ния (договор размещен на сайте роснипчи «микроб»  
http://microbe.rospotrebnadzor.ru).

2. размер статей (включая таблицы, рисунки, резюме 
и список литературы) не должен превышать у оригиналь-
ных – 8 стр. (шрифт Times New Roman, размер шрифта 12, 
межстрочный интервал 1,5, поля 2 см), обзоров – 12–14 
стр., кратких сообщений – 4 стр. краткие сообщения пред-
ставляются без таблиц и рисунков.

3. оригинальная статья должна состоять из разделов: 
материалы и методы, результаты и обсуждение. к ориги-
нальным, проблемным статьям, обзорам и кратким сооб-
щениям должны прилагаться резюме (не более 10 строк) и 
ключевые слова. резюме и ключевые слова должны быть 
на русском и английском языках.

4. в начале статьи указываются: инициалы и фами-
лия авторов, название работы, названия учреждений – 
мест работы всех авторов, их должности и контактная 
информация (почтовый адрес с указанием индекса, теле
фон, адрес электронной почты). статья должна быть под-
писана всеми авторами с указанием фамилии, имени и от-
чества (полностью).

5. количество иллюстраций не должно превышать 3 
(либо 3 рис., либо 3 табл., либо 3 в совокупности).

6. место расположения таблиц и рисунков в тексте 
отмечать ссылками на полях (только в распечатанных эк-
земплярах). 

7. таблицы не должны дублировать графики, должны 
иметь краткое название, быть компактными, с «шапками», 
точно отражающими содержание граф. числа в таблицах 
должны быть статистически обработаны. цифровой мате-
риал из таблиц не должен повторяться в тексте статьи.

8. рисунки должны быть четкими. В случае необходи
мости каких-либо обозначений они должны быть сделаны 
на втором экземпляре рисунка или фотографии. количество 
обозначений должно быть сведено к минимуму. все объяс-
нения следует давать в подрисуночной подписи.

9. родовые и видовые названия микроорганизмов, ин-
фраподвидовые категории, наименования семейств должны 
соответствовать принятым международным таксономиче-
ским комитетом (9 изд. «руководство по систематике бакте-
рий берги»). первый раз название микроорганизма пишется 
полностью (Shigella flexneri), далее род – только одной про-
писной бук вой, вид – полностью со строчной (S. flexneri). 
наименования семейств пишутся полностью.

10. сокращение слов, имен, названий (кроме обще-
принятых сокращений, мер физических и математических 
величин и терминов) допускается только с первоначальным 
указанием полного названия.

11. математические формулы должны быть тщатель-
но выверены. во всех формулах необходимо размечать 
(только в распечатанных экземплярах): 

строчные и прописные буквы: прописные обознача-
ются двумя черточками снизу, строчные – двумя черточ-
ками сверху;

латинские и греческие буквы: латинские подчеркива-
ются синим цветом, греческие – красным.

12. в списке литературы (в оригинальных статьях – 
не более 15 источников, проблемных и обзорах – не более 
50, кратких сообщениях – не более 5–8) приводятся работы 
отечественных и зарубежных авторов за последние 10 лет  в 
алфавитном порядке (сначала русские авторы, потом – ино-
странные). в тексте дается ссылка на порядковый номер 
списка (в квадратных скобках), а не на фамилию и годы. 

в списке литературы приводятся авторы работы, на-
звание статьи, название журнала или сборника, год, номер, 
страницы. названия журналов должны быть сокраще-
ны в соответствии со стилем, принятым в Index Medicus  
(http://www.nlm.nih.gov). для книг и патентов давать точ-
ное название. например, статьи в журналах:

Halpern S.D., Ubel P.A., Caplan A.L. Solid-organ trans-
plantation in HIV-infected patients. N. Engl. J. Med. 2002; 
347(4):284-7.

если в статье более 6 авторов, перечислите первых 6 
авторов и добавьте «и др. (et al.)»

Книги и другие монографии
Физические лица в качестве авторов:
Martin E.W. Hazards of medication. 2nd ed. Ruskin A., 

Napke E., Alexander S., Kelsey F.O., Farage D.J., Mills D.H., 
Elkas R.W., editors. Philadelphia: Lippincott; 1978. 686 p.

редакторы, составители в качестве авторов: 
Celli L., editor. The elbow: traumatic lesions. Warr A., 

translator. Vienna (Austria): Springer-Verlag; 1991. 203 p.
ссылки должны быть сверены авторами с оригиналь-

ными документами. автор несет ответственность за пра-
вильность библиографических данных.

не допускаются ссылки на издания, недоступные для 
большинства читателей. к ним относятся приказы, распо-
ряжения, ведомственные издания и инструкции, госты, 
ту, тезисы конференций, симпозиумов, пленумов, съез-
дов, авторефераты докторских и кандидатских диссерта-
ций и  неопубликованные работы.

13. Фамилии иностранных авторов при упоминании в 
тексте статьи даются в иностранной транскрипции.

14. Требования к электронным вариантам статей: 
файлы с текстом и подрисуночными подписями должны 
быть в формате DOC (редактор Microsoft Word) или RTF; 
рисунки и фотографии – в отдельных файлах в форма-
те TIFF (разрешение – 300 пикс/дюйм); диаграммы и 
графики должны быть выполнены в программе Excel 
(в отдельных файлах в формате xLS). рисунки, фото-
графии, диаграммы и графики не вставлять в текст в про-
грамме Microsoft Word.

15. при невыполнении настоящих правил статьи не 
принимаются и отсылаются авторам на дооформление.

16. редакция оставляет за собой право редактировать 
статьи, сокращать или исправлять. вся работа проводится 
по авторскому оригиналу.

17. присланные в редакцию статьи проходят рецен-
зирование.

18. в случае отклонения статьи по рецензии редакция 
направляет автору мотивированный отказ.

19. Публикация – бесплатная.

статьи направлять по адресу: 
410005, саратов, университетская, 46, российский 

научно-иссле до вательский противочумный институт 
«микроб». тел. (845-2) 51-82-22. Факс (845-2) 51-52-12. 
E-mail: rusrapi@microbe.ru

ПраВиЛа дЛЯ аВТороВ 
для публикации в журнале «Проблемы особо опасных инфекций»


