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5

за последние 60 лет в ходе развития санитарной 
охраны территории россии менялось как содержание 
этого понятия, так и перечень нозологических форм 
инфекционных болезней, в отношении которых ре-
гламентировалось проведение соответствующих ме-
роприятий, что находило отражение как в междуна-
родных, так и в российских нормативных документах. 
в 1951 г. после ревизии всех санитарных конвенций 
были приняты международные санитарные правила, 
которые касались только шести карантинных болез-
ней: чумы, холеры, желтой лихорадки, натуральной 
оспы, сыпного и возвратного тифов. принятые сани-
тарные правила должны были обеспечивать противо-
эпидемическую защиту национальных границ госу-
дарств путем предупреждения выноса и завоза каран-
тинных болезней в условиях оказания минимальных 
помех ритму международных сообщений [7]. 

в дальнейшем номенклатура регламентируе-
мых инфекций сократилась до трех – холера, желтая 
лихорадка и чума, что нашло отражение в междуна-
родных медико-санитарных правилах 1969 г. в пери-
од их действия после 1980 г. [2]. это было связано с 
тем, что в 1980 г. 33-я сессия генеральной ассамблеи 
воз провозгласила победу над оспой, а также с до-
стигнутыми успехами в борьбе с сыпным и возврат-
ным тифами.

появление новых опасных инфекционных бо-

лезней, таких как контагиозные вирусные геморра-
гические лихорадки и торс, привело к принятию 
новых международных медико-санитарных пра-
вил – ммсп (2005 г.) [3], определивших новый объ-
ект надзора и контроля – чрезвычайную ситуацию в 
области общественного здравоохранения междуна-
родного значения, включающую проявления таких 
инфекционных болезней, как оспа, полиомиелит, 
грипп, вызванный вирусом нового подтипа, торс, 
а также, при определенных обстоятельствах, холе-
ры, легочной чумы, желтой лихорадки, вирусных 
геморрагических лихорадок марбург, ласса, эбола, 
лихорадок западного нила, денге, рифт-валли, ме-
нингококковой болезни (всего 14 нозологических 
форм). перечень инфекционных болезней в ммсп 
(2005 г.) является гибким, то есть предусматривает 
возможность включения других вновь возникающих 
опасных инфекций.

изменение числа регламентированных инфек-
ционных болезней в международных документах по-
казано на рис. 1.

правила по санитарной охране территории ссср 
1973 г. регламентировали проведение санитарно-
карантинных мероприятий в отношении чумы, холе-
ры, натуральной оспы, желтой лихорадки, сыпного и 
возвратного тифа, малярии, сибирской язвы, бруцел-
леза, ящура, сапа, мелиоидоза, бешенства, пситта-
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коза (всего 14 нозологических форм инфекционных 
болезней).

правила по санитарной охране территории 
ссср от 1983 г. распространялись на чуму, холеру, 
желтую лихорадку, вирусные геморрагические лихо-
радки ласса, эбола, марбург, малярию, лихорадки 
денге, чикунгунья, долины рифт, западного нила, 
энцефаломиелиты лошадиные – западный американ-
ский, восточный американский, венесуэльский, эн-
цефалиты – японский, калифорнийский, сент-луис, 
долины муррея (всего 18 нозологических форм). 

правила по санитарной охране территории 
российской Федерации 1995 г. распространялись 
на девять нозологических форм инфекционных бо-
лезней: чуму, холеру, желтую лихорадку, лихорадки 
ласса, эбола, марбург, малярию, лихорадку денге, 
японский энцефалит.

необходимо отметить, что в отношении такой 
социально значимой инфекции, как вич/спид, так-
же предусматривалось проведение санохранных ме-
роприятий, хотя эта инфекция и не вошла в перечень 
санитарных правил. так, статья 10 Федерального за-
кона от 30 марта 1995 г. № 38-Фз «о предупрежде-
нии распространения в российской Федерации забо-
левания, вызываемого вирусом иммунодефицита че-
ловека (вич-инфекции)» определяет порядок въезда 
на территорию российской Федерации иностранных 
граждан и лиц без гражданства и направлена на огра-
ничение случаев нахождения в россии лиц, не являю-
щихся гражданами российской Федерации, при этом 
имеющих социально значимые заболевания (в том 
числе вич/спид). а в соответствии с постановле-
нием правительства рФ от 1 ноября 2002 г. № 789 
«об утверждении положения о выдаче иностранным 
гражданам и лицам без гражданства разрешения на 
временное проживание» иностранный гражданин 
представляет в органы внутренних дел сертифи-
кат об отсутствии у заявителя (членов его семьи) 
вич-инфекции и документ, выданный полномоч-
ным органом иностранного государства или полно-
мочным учреждением здравоохранения российской 
Федерации, подтверждающий, что заявитель (члены 
его семьи) не болен наркоманией и не страдает ни 

одним из инфекционных заболеваний, которые пред-
ставляют опасность для окружающих.

правила по санитарной охране территории 
российской Федерации от 2003 г. действовали в отно-
шении 9 нозологических форм инфекционных болез-
ней: чумы, холеры, желтой лихорадки, аргентинской 
геморрагической лихорадки (хунин), боливийской 
геморрагической лихорадки (мачупо), лихорадок 
ласса, эбола, марбург, малярии.

правила по санитарной охране территории 
российской Федерации от 2008 г. [4] требуют прове-
дения мероприятий в отношении 16 нозологических 
форм инфекционных болезней: оспы, полиомиелита, 
гриппа, вызванного новым подтипом вируса, торс, 
чумы, холеры, желтой лихорадки, лихорадок ласса, 
эбола, марбург, малярии, крымской геморрагиче-
ской лихорадки, лихорадок западного нила, денге, 
рифт-валли и менингококковой болезни. правила 
предусматривают, как и ммсп (2005 г), возмож-
ность включения в этот перечень других новых опас-
ных инфекционных болезней. 

положение о порядке осуществления санитарно-
карантинного контроля в рамках таможенного союза 
регламентирует проведение мероприятий в отноше-
нии 24 форм инфекционных болезней: оспы, полио-
миелита, гриппа, вызванного новым подтипом виру-
са, торс, чумы, холеры, желтой лихорадки, лихора-
док ласса, эбола, марбург, западного нила, денге, 
рифт-валли, крымской геморрагической лихорадки, 
малярии, менингококковой болезни, сибирской язвы, 
бруцеллеза, сапа, мелиоидоза, эпидемического сып-
ного тифа, туберкулеза, лихорадок хунин и мачупо.

изменение количества нозологических форм ин-
фекционных болезней, требующих проведения меро-
приятий по санитарной охране территории, в россии 
проиллюстрировано на рис. 2.

мы видим, что перечень регламентируемых 
инфекционных болезней как в международных, так 
и в российских нормативных документах неодно-
кратно изменялся как в сторону уменьшения, так и 
в сторону увеличения их количества, что часто было 
обусловлено эпидемиологической конъюнктурой на 
конкретном историческом этапе. необходимо под-
черкнуть, что перечень инфекционных болезней, 

рис. 1. изменение числа регламентированных  
инфекционных болезней в международных документах

рис. 2. изменение количества нозологических форм  
инфекционных болезней, требующих проведения  

мероприятий по санитарной охране территории, в россии
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требующих проведения мероприятий по санитар-
ной охране территории российской Федерации, это 
не просто формальный момент, зафиксированный 
в соответствующих нормативных документах, но и 
важный практический фактор, определяющий не-
обходимость наличия диагностических препаратов, 
соответствующего лабораторного оборудования и 
подготовленных специалистов на каждую нозологи-
ческую форму. чем определяется включение той или 
иной нозологической формы инфекционной болезни 
в перечень инфекций, требующих проведения меро-
приятий по санитарной охране территории?

в международном практическом руководстве 
воз 1990 г. [1], подготовленном по предложению нео-
фициального совещания воз по вопросам разработки 
стратегий контроля чрезвычайных ситуаций, вызван-
ных эпидемиями инфекционных болезней, п.брес 
обозначил чрезвычайную эпидемическую ситуацию 
как ситуацию, которая может быть определена толь-
ко в контексте социально-эконо мических, политиче-
ских и эпидемиологических условий, в которых она 
возникает, т.к. именно они определяют актуальность, 
меры противодействия и необходимость междуна-
родного сотрудничества. для определения момента, 
когда болезнь может рассматриваться как создающая 
чрезвычайную ситуацию для системы общественного 
здравоохранения, были предложены следующие кри-
терии (характерные признаки): существование риска 
распространения среди населения и риска большого 
числа случаев, тяжелые нарушения здоровья, риск 
экономического урона, невозможность националь-
ного здравоохранения справиться с ситуацией, опас-
ность международного распространения. ммсп 
(2005 г.) дает алгоритм отнесения события, в том 
числе и вспышки инфекционной болезни, к чрезвы-
чайной ситуации в области общественного здравоох-
ранения международного значения. алгоритм оценки 
события включает такие критерии, как серьезность 
влияния события на здоровье населения, необычность 
или неожиданность события, риск распространения в 
международных масштабах и риск ограничений для 
международных перевозок и торговли.

оценим с позиции указанных критериев некото-
рые из инфекционных болезней, включенных в пере-
чень сп 3.4.2318-08 и в перечень таможенного со-
юза. например, лихорадка долины рифт. данное за-
болевание эндемично для ряда стран африканского 
континента [6]. на территории россии лихорадка 
долины рифт не регистрируется, неизвестны даже 
завозные случаи. поэтому, даже в случае завоза на 
территорию россии, возникновение вспышки этого 
заболевания как чрезвычайной ситуации в соответ-
ствии с критериями ммсп (2005 г.) представляется 
невероятным, учитывая трансмиссивный механизм 
передачи инфекции. не представляет интереса ли-
хорадка долины рифт и с точки зрения националь-
ного эпидемиологического надзора. то же самое 
можно сказать и о лихорадках хунин и мачупо, 
включенных в перечень инфекций, требующих про-

ведения мероприятий по санитарной охране в рам-
ках таможенного союза. геморрагическая лихорадка 
хунин – зоонозная природно-очаговая вирусная ин-
фекционная болезнь, эндемичная для ряда районов 
аргентины. геморрагическая лихорадка мачупо – 
зоонозная природно-очаговая вирусная инфекцион-
ная болезнь, эндемичная для ряда районов боливии. 
случаи выноса этих болезней за пределы эндемич-
ных территорий не регистрируются.

в то же время хорошо известно существование 
значительного числа других экзотических лихора-
док, являющихся зоонозными природно-очаговыми 
инфекционными болезнями, с достаточно высокими 
показателями летальности (лихорадки цуцугамуши, 
инко, тягиня, гуароа, бвамба, буньямвера и др.), не 
включенных ни в один из регламентированных пе-
речней инфекционных болезней [6].

такие болезни, как сап, мелиоидоз, эпидемиче-
ский сыпной тиф в настоящее время не регистриру-
ются на территории россии и не способны даже в 
случае завоза вызвать чрезвычайную ситуацию в со-
ответствии с критериями ммсп (2005 г.). в то же 
время, сап и мелиоидоз относятся к особо опасным 
инфекционным болезням, поскольку их возбудители 
включены во II группу патогенности.

кгл и лзн, безусловно, являются актуальными 
для национального эпидемиологического надзора, 
поскольку за последнее десятилетие регистрируется 
расширение ареала распространения возбудителей и 
эпидемических проявлений этих инфекций на терри-
тории россии. актуальными инфекциями являются 
малярия, лихорадка денге, завозные случаи которых 
ежегодно имеют место в россии, а также ежегодно 
регистрируемые сибирская язва, бруцеллез, менин-
гококковая болезнь. спорадические проявления и 
вспышки данных болезней на территории россии 
вряд ли могут представлять собой чрезвычайную си-
туацию в соответствии с критериями ммсп (2005 г.), 
поскольку проявления этих болезней не являются в 
россии необычными или неожиданными, при этом 
отсутствует риск распространения этих болезней в 
международных масштабах, а также риск ограни-
чений для международных перевозок и торговли. 
необходимо отметить, что есть и другие инфекции, 
сходные по своим характеристикам с упомянутыми 
выше, но не вошедшие в перечень таможенного со-
юза, например туляремия.

такие инфекции, как натуральная оспа и торс, 
в настоящее время на территории россии и в мире, в 
целом, не регистрируются. однако, даже единичные 
случаи возникновения этих болезней, в соответствии 
с критериями воз будут представлять собой чрезвы-
чайную ситуацию.

грипп, вызванный новым подтипом вируса, по-
тенциально может вызвать чрезвычайную ситуацию 
при наличии определенных свойств вируса, таких 
как способность к пандемическому распростране-
нию и высокая патогенность.

полиомиелит относится к инфекциям, споради-
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ческие проявления которых расцениваются как чрез-
вычайная ситуация. он актуален и для национального 
эпидемиологического надзора, в 2010 г. в российской 
Федерации, впервые с 1996 г., зарегистрировано 14 
случаев полиомиелита, вызванного «диким» полио-
вирусом, в результате завоза из таджикистана.

чума и холера – особо опасные инфекционные 
болезни, актуальные как с точки зрения эпидемиоло-
гического надзора на территории россии, так и спо-
собные при определенных условиях вызвать чрез-
вычайную ситуацию в соответствии с критериями 
ммсп (2005 г.).

и наконец, есть ряд таких болезней, как желтая 
лихорадка, контагиозные вирусные геморрагические 
лихорадки ласса, марбург, эбола, которые не реги-
стрируются на территории россии, но их завоз может 
представлять чрезвычайную ситуацию.

таким образом, все инфекционные болезни, 
включенные в перечень таможенного союза, по рас-
пространению в мире и в россии, по значимости для 
национального эпидемиологического надзора, по спо-
собности вызвать чрезвычайную ситуацию в области 
общественного здравоохранения можно условно раз-
делить на пять групп, представленных в табл. 1.

если говорить о значимости инфекционных 
болезней для национального эпидемиологического 
надзора и способности болезни вызвать чрезвычай-
ную ситуацию в области общественного здравоох-
ранения санитарно-эпидемиологического характе-
ра, то перечень таких инфекций регламентирован 
постановлением главного государственного врача 
российской Федерации от 24.02.2009 г. № 11 «о 
представлении внеочередных донесений о чрезвы-
чайных ситуациях в области общественного здраво-
охранения санитарно-эпидемиологического характе-
ра». указанное постановление содержит перечень из 
более 40 инфекционных болезней, актуальных для 
эпидемиологического надзора и способных, в зави-
симости от количества заболевших, вызвать чрезвы-
чайную ситуацию санитарно-эпидемио логи че ского 
характера в области общественного здравоохранения 
(но не международного значения). четыре инфекци-
онных болезни из этого перечня – оспа, полиомие-

лит, грипп, вызванный новым подтипом вируса, и 
торс – способны в соответствии с критериями воз 
вызвать чрезвычайную ситуацию в области обще-
ственного здравоохранения международного значе-
ния. поскольку более половины инфекционных бо-
лезней, перечисленных в указанном постановлении, 
не включены в перечень болезней, требующих про-
ведения мероприятий по санитарной охране терри-
тории в рамках россии и таможенного союза, то из 
этого вытекает вывод, что способность инфекцион-
ной болезни вызвать чрезвычайную ситуацию в об-
ласти общественного здравоохранения санитарно-
эпидемиологического характера (но не международ-
ного значения) и актуальность болезни для нацио-
нального эпидемиологического надзора не являются 
единственными критериями для включения болезни 
в перечень инфекций, требующих проведения меро-
приятий по санитарной охране территории.

необходимо отметить, что определенные кри-
терии отнесения инфекционных болезней к груп-
пе инфекций, требующих проведения мероприя-
тий по санитарной охране территории российской 
Федерации, были предложены Ю.м.Федоровым и 
а.м.кокушкиным [5] еще в 1999 г., до появления 
ммсп (2005 г.). это такие критерии, как:

- отсутствие убиквитарного распространения 
и необычность эпидемических проявлений болезни 
для данной территории;

- высокая патогенность возбудителя инфекцион-
ной болезни;

- биологическая и социальная обеспеченность 
реализации механизмов эпидемического распростра-
нения болезни;

- высокая восприимчивость людей к возбудите-
лю болезни на данной территории;

- отсутствие практического опыта диагностики 
и борьбы с болезнью на данной территории;

- высокая социально-экономическая значимость 
последствий эпидемических проявлений болезни.

в то же время не совсем понятно скольким кри-
териям должна удовлетворять инфекционная болезнь 
для отнесения ее к группе, требующей проведения ме-
роприятий по санитарной охране территории – одно-

Таблица 1
Группы инфекционных болезней, значимых для санитарной охраны

основные характеристики инфекционные болезни
регистрируемые в мире, не регистрируемые на территории россии, не 
способные на текущий момент вызвать на территории россии чрезвы-
чайную ситуацию (в соответствии с критериями ммсп, 2005 г.)

аргентинская геморрагическая лихорадка (хунин), боливийская 
геморрагическая лихорадка (мачупо), лихорадка долины рифт (рифт-
валли), сап, мелиоидоз, эпидемический сыпной тиф

регистрируемые в мире и в россии, актуальные для национального 
эпидемиологического надзора, но их проявления в россии на текущий 
момент не являются чрезвычайной ситуацией (в соответствии с крите-
риями ммсп, 2005 г.)

крымская геморрагическая лихорадка, лихорадка западного нила, 
лихорадка денге, малярия, менингококковая болезнь, сибирская язва, 
бруцеллез, туберкулез

не регистрируются в настоящее время  ни в мире, ни в россии, но спо-
собные вызвать чрезвычайную ситуацию (в соответствии с критериями 
ммсп, 2005 г.) в случае их возникновения

натуральная оспа, торс, грипп, вызванный новым подтипом вируса

регистрируемые в мире, актуальные для национального эпидемиологи-
ческого надзора с позиции возможного заноса, способные вызвать чрез-
вычайную ситуацию (в соответствии с критериями ммсп, 2005 г.)

холера, чума,  полиомиелит   

регистрируемые в мире, не регистрируемые в россии, но способные в 
случае заноса на территорию россии вызвать чрезвычайную ситуацию 
(в соответствии с критериями ммсп, 2005 г.)

контагиозные вирусные геморрагические лихорадки ласса, марбург, 
эбола, желтая лихорадка
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му из перечисленных, или нескольким, или всем.
более подробные критерии и признаки для от-

несения особо опасных вирусных инфекций к переч-
ню «санохранных» были предложены а.м.ти тен ко 
(2005 г.) в его докторской диссертации – три крите-
рия и 16 признаков (табл. 2).

таким образом, на текущий момент целесообраз-
но выделить две группы критериев отнесения инфек-
ционных болезней к группе инфекций, требующих 
проведения мероприятий по санитарной охране в 
рамках россии или каких-либо межгосударственных 
объединений. первая группа – это критерии ммсп 
(2005 г.) по отнесению события к чрезвычайной си-
туации в области общественного здравоохранения 
международного значения. то есть те инфекционные 
болезни, которые могут вызвать чрезвычайную ситу-
ацию в соответствии с критериями ммсп (2005 г.), 
однозначно требуют проведения мероприятий по 
санитарной охране территории. вторая группа – это 
национальные критерии отнесения инфекционной 
болезни к группе инфекций, требующих проведения 
мероприятий по санитарной охране территории. и 
эта группа критериев требует, на наш взгляд, более 
детальной проработки и комплексного анализа с уче-
том предложений Ю.м.Федорова (2004 г.) и а.м.ти-
тенко (2005 г.) и, возможно, нормативного закрепле-
ния с тем, чтобы при очередном пересмотре перечня 
инфекционных болезней, требующих проведения 
мероприятий по санитарной охране территории в 
рамках россии или каких-либо межгосударственных 
объединений, иметь более четкие критерии, позво-
ляющие включать или не включать инфекции в такой 
перечень.

работа выполнена по государственному кон-
тракту № 50-д от 04.06.2012 г. в рамках реализации 
федеральной целевой программы «национальная 
система химической и биологической безопасности 
российской Федерации (2009–2014 годы)».
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Таблица 2
критерии и признаки для рассмотрения вирусных инфекций с точки зрения их значимости для санитарной охраны территории
основные критерии основные признаки для анализа

занос инфекции приводит к суще-
ственным социально- экономиче-
ским последствиям

тяжесть заболевания и летальность
контагиозность и способность к эпидемическому распространению
необходимый уровень защиты в зависимости от группы патогенности

занос инфекции может привести 
к формированию вторичных очагов

ареал инфекции, наличие очагов на территории россии
механизмы, пути и факторы передачи, устойчивость возбудителя во внешней среде

эффективность противоэпиде-
мических и ограничительных 
мероприятий при управлении 
эпидемическим распространением 
инфекции

длительность вирусемии, носительство (человек)
природный резервуар вируса на эндемичных территориях (хозяева и переносчики)
занос по путям естественной (сезонной) миграции хозяев и переносчиков
занос в результате внешнеэкономических связей (численность населения эндемичных территорий, интенсивность 
грузовых и пассажирских перевозок)
умышленный занос оови
степень риска формирования вторичных очагов оови на неэндемичных территориях
меры по предупреждению заноса оови и ликвидации заносного очага на неэндемичной территории
особенности противоэпидемических мероприятий по отношению к больным оови, переболевшим и контактировав-
шим
целесообразность ограничения миграций населения и импорта
эффективность лечебно-профилактических средств
возможности клинической и лабораторной диагностики, включая субвидовое типирование вирусов для установления 
происхождения и уровня патогенности занесенного возбудителя оови
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на территории центрального федерального 
округа (цФо) имеются очаги лесного, пойменно-
болотного, луго-полевого и степного типов туляре-
мии, приуроченные к различным эколого-геогра-
фическим ландшафтам.

за 1992–2011 год лабораториями особо опасных 
инфекций центров эпидемиологии и гигиены цФо из 
различных объектов окружающей среды изолирова-
но 719 культур Fr. tularensis. наибольшее количество 
культур изолировано от мелких млекопитающих – 
219 (30,46 %), из различных водных источников – 
185 (25,73 %), иксодовых клещей – 129 (17,94 %), 
гамазовых клещей – 50 (7,95 %), из экскрементов 
грызунов – 41 (5,7 %), гнезд грызунов – 26 (3,63 %), 
от шкурок грызунов – 21 (2,94 %), из погрызов гры-
зунов – 20 (2,78 %), от вшей и блох грызунов выде-
лено по 10 (1,4 %). единичные (1–2) культуры воз-
будителя туляремии изолированы из почвы, фуража, 
соломы, погадок, слепня и ласки. в эпизоотический 
процесс вовлекались обыкновенные и рыжие полев-
ки, лесные, полевые и желтогорлые мыши, водяная 
полевка, мышь-малютка, обыкновенная бурозубка, 
серая крыса и домовая мышь.

наиболее активные очаги луго-полевого типа 
находятся в калужской, липецкой, смоленской и 
тульской областях, на территории которых от мелких 
млекопитающих было изолировано 167 культур или 
76,25 %. в тульской области при исследовании до-
бытых мелких млекопитающих 69 культур возбуди-

теля туляремии были выделены от их эктопаразитов 
(гамазовые клещи, вши, блохи), а также 41 культура 
от экскрементов грызунов. всего одна культура ту-
ляремии за эти годы выделена от грызуна в 1993 г. 
в курской области. в белгородской и костромской 
областях не удалось выделить ни одной культуры 
возбудителя туляремии. из имеющихся на террито-
рии москвы 20 очагов туляремии самым активным 
оказался очаг в окрестностях деревни чернево (рай-
он Южное бутово). в 1995 г. здесь из озерной воды 
было изолировано 4 культуры возбудителя туляре-
мии, в 1997 г. – 18 культур (12 – из подснежных гнезд 
грызунов, 2 – из воды и по одной – от трупа обыкно-
венной полевки, полевой мыши, от вшей грызунов и 
погадки хищных птиц). там же в 2002 г. выделено 4 
культуры туляремии (3 – из подснежных гнезд грызу-
нов, 1 – от трупа обыкновенной полевки).

невысокая эпизоотическая активность отмечена 
в природных очагах туляремии пойменно-болотного 
типа, что связано с низкой численностью основного 
носителя – водяной полевки. две культуры возбуди-
теля туляремии были изолированы от водяных поле-
вок, добытых в 1995 г. на реке савала новохоперского 
района воронежской области, а последняя культура в 
области изолирована в 1997 г. из воды реки воронеж 
в г. рамонь. следует отметить, что в настоящее вре-
мя численность водяной полевки находится на очень 
низком уровне не только в цФо, но и в других фе-
деральных округах россии. если суммировать все 
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культуры, выделенные от мелких млекопитающих, 
их эктопаразитов, а также из объектов, связанных с 
их жизнедеятельностью, то их количество составит 
390 культур туляремии или 56,13 % от всех выделен-
ных за это время.

необходимо отметить активную роль воды в 
поддержании эпизоотической активности природ-
ных очагов туляремии. на территории 13 областей 
цФо из различных водных источников за эти годы 
изолировано 185 культур (25,73 %) возбудителя ту-
ляремии, из них 158 во владимирской, ивановской, 
московской, смоленской и ярославской областях. 

в цФо от иксодовых клещей Dermacentor retic-
ulatus выделено 129 культур (17,94 %), значительная 
часть (112) которых изолирована от клещей, добытых 
в брянской, ивановской, рязанской и смоленской об-
ластях. 

с 1992 по 2011 год на территории цФо отме-
чено несколько подъемов эпизоотической и эпиде-
мической активности природных очагов туляремии, 
когда эпизоотии одновременно имели место в 7–9 
областях, а заболеваемость людей регистрировалась 
в 11–15. наиболее активные эпизоотии туляремии с 
выделением значительного количества культур воз-
будителя туляремии были в 1992 (127 культур), 1995 
(59 культур), 1997 (56 культур), 2000 (65 культур), 
2002 (52 культуры), 2004 (69 культур) и 2006 гг. (61 
культура). исключение составил 2005 г., когда эпи-
зоотии выявлены в 2 областях, а заболевшие туляре-
мией люди зарегистрированы в 13. с 2008 г. в цФо 
наметился значительный спад эпизоотической и эпи-
демической активности природных очагов (рис. 1). 

многолетний мониторинг эпизоотической ак-
тивности природных очагов туляремии в россии по-
казал, что очаги туляремии в цФо являются самыми 
активными, это подтверждается значительным коли-
чеством выделенных культур возбудителя туляремии 
(455 культур из 1117 по россии за последние 15 лет).

за период 1992–2011 гг. в цФо зарегистрирова-
но 1420 больных туляремией, что составляет более 
46 % от числа заболевших туляремией в российской 

Федерации. в отдельные годы удельный вес заболев-
ших в цФо от общей заболеваемости туляремией по 
россии составлял: в 1992 г. – 58 %, 1995 г. – 67 %, в 
2001 г. – 52,4 %, в 2005 г. – 71,8 %, в 2008 г. – 66,7 %. 
таким образом, природные очаги туляремии цФо 
можно отнести к эпидемически опасным очагам в 
российской Федерации. 

самые заметные подъемы эпидемической ак-
тивности очагов в цФо были в 1995 г. (зареги-
стрировано 255 случаев туляремии) и в 2005 г. (632 
больных). в 1995 г. эпизоотии туляремии в цФо 
были выявлены в 9 областях, в то время как больные 
туляремией зарегистрированы в 15. значительная 
часть заболевших туляремией связана с двумя груп-
повыми вспышками инфекции – в пос. Юбилейный 
(пригород г. вязьма) смоленской области, где забо-
лел 91 чел. и в москве – 19 чел. (район ховрино). 
причиной вспышки в пос. Юбилейный послужила 
авария водопровода, в результате чего был загрязнен 
резервуар, который использовался жителями как ко-
лодец и из которого выделена культура туляремии. в 
москве групповое заболевание людей связано с упо-
треблением сырого молока, поступившего в продажу 
из Шаховского района московской области в бочко-
вой таре без предварительной пастеризации. другая 
часть (15 чел.) москвичей заразилась при посещении 
соседних областей. в ярославской области заболело 
50 чел., 46 из которых оказались жителями ярославля. 
основной путь заражения – трансмиссивный при от-
дыхе и работе на дачных участках. еще 30 чел. за-
разились туляремией в рязанской области, преиму-
щественно трансмиссивным путем, в клепиковском, 
касимовском, сасовском, спасском, пронском, 
Шацком районах в очагах пойменно-болотного типа. 
из 13 чел., заболевших туляремией в ивановской об-
ласти, 6 занимались отловом ондатр, среди которых 
регистрировались эпизоотии. в тамбовской области, 
на фоне нарастающей эпизоотической активности 
природных очагов, заразились туляремией 12 чел. в 
других областях цФо заболеваемость туляремией за 
год составила от 1–2 до 4–6 чел. 

рис. 1. диаграмма заболеваемости 
туляремией и выделения культур  

возбудителя туляремии с 1992  
по 2011 год на территории 

центрального федерального округа 
российской Федерации:

 – количество случаев,  
 – количество выделенных культур
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годом самой высокой заболеваемости туляре-
мией как в центральном федеральном округе, так и 
в российской Федерации, стал 2005 г., когда из 881 
случая заболевания туляремией в россии – 632 (72 %) 
зарегистрировано в 13 субъектах центрального 
федерального округа, но если в большинстве об-
ластей это были единичные случаи (1–5 чел.), то в 
московской области заболело 166 чел., рязанской – 
135, во владимирской – 40, в воронежской – 35 и в 
москве – 237. 

при анализе эпидкарт заболевших туляремией 
жителей москвы выяснилось, что они заразились на 
территории 15 субъектов: 159 чел. – в московской, 
42 чел. – рязанской, 13 чел. – во владимирской, 
4 чел. – в воронежской областях. в других обла-
стях (калужской, курской, липецкой, тамбовской, 
тверской, ярославской) цФо регистрировалось от 
1 до 3 заразившихся жителей москвы. за предела-
ми цФо заразилось 5 жителей столицы – по одно-
му в волгоградской (урюпинск), новгородской, 
саратовской (трещиха), челябинской (копейск) 
областях и в усульском районе республики 
башкортостан.

жители москвы заразились в 21 районе 
московской области. наибольшее число (81 чел.) – 
в Шатурском, 29 чел. – в орехово-зуевском районах. 

в остальных районах области число заразивших-
ся не превышало 1–3 чел. в рязанской области из 
42 жителей москвы, 28 заразились в клепиковском 
районе. во владимирской области заразилось 13 мо-
сквичей в 6 районах. в лискинском, острогожском 
и панинском районах воронежской области зарази-
лись туляремией 4 жителя москвы.

в 2005 г. на территории 8 районов московской 
области заразились туляремией 166 жителей 
подмосковья, из которых 89 чел. в Шатурском, 48 – 
в орехово-зуевском и 6 чел. в егорьевском райо-
нах. в других районах (раменский, пушкинский, 
дмитровский, коломенский, павлово-посадский) 
отмечены единичные случаи заражения туляремией. 
в указанных районах заразились, в основном, мест-
ные жители и лишь в отдельных случаях это были 
приезжие из других районов области. наибольшее 
количество заразившихся туляремией (34 чел.) заре-
гистрировано в г. рошаль Шатурского района, из них 
местных жителей – 31 чел. вне пределов области за-
разились туляремией 3 чел. во владимирской (гусь-
хрустальный район), тверской (рамешковский рай-
он) и ленинградской (выборгский район) областях.

одной из областей цФо, где почти ежегодно ре-
гистрируется заболеваемость туляремией, является 
рязанская область. в 2005 г. здесь заразились туляре-

рис. 2. места заражения туляремией 
жителей москвы в 2005 г.:
 – места заражения туляремией,   

 – граница цФо
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мией 135 чел. в 7 районах: 70 чел. – в клепиковском, 
22 – в рязанском, 23 – в спасском, по 4 чел. – в 
касимовском и Шацком, по 1 чел. – в Шиловском и 
кадомском районах. еще 4 чел. заразились за преде-
лами области – по одному в Шатурском и егорьевском 
районах московской области, а также тельгушевском 
районе республики мордовия и балаковском районе 
саратовской области. из 135 заболевших туляремией 
126 – жители рязани. 

подобная ситуация была отмечена и для 
воронежской области, где в 24 населенных пун-
ктах 11 районов заразилось туляремией 35 чел., 
29 из которых оказались жителями воронежа. во 
владимирской области 40 местных жителей заболе-
ли туляремией в гусь-хрустальном, вязниковском, 
муромском, гороховецком, камешковском и Юрьев-
польском районах. в 14 населенных пунктах гусь-
хрустального района заболело 26 чел., в других рай-
онах число заболевших составляло от 1 до 3 чел. 

на основании поступивших в противочумный 
центр эпидкарт заболевших туляремией был сделан 
кадастр и ретроспективная карта заражения людей 
туляремией в 2005 г. в цФо (рис. 2). для определе-
ния географических координат мест заражения ис-
пользована большая энциклопедия географических 

баз в масштабе 1:20000 (ингит все регионы россии, 
7 версия). обработка полученных данных проведена 
в программе Mapinfo 10.5. 

необходимо также упомянуть, что в 33 населен-
ных пунктах гороховецкого района владимирской 
области заразились туляремией 96 городских жите-
лей нижегородской области (из нижнего новгорода 
и дзержинска). таким образом, из 881 случая заболе-
вания туляремией в россии на территории цФо за-
разилось 728 чел. (82,6 %) в 315 населенных пунктах 
(рис. 3). 

значительная часть населенных пунктов 
московской, рязанской и владимирской областей, где 
заразились жители этих областей, расположены в зоне 
подтаежных ландшафтов на территории мещерской 
провинции, где располагаются Шатурский, орехово-
зуевский и егорьевский районы московской области, 
гусь-хрустальный район владимирской области, а 
также клепиковский, рязанский и спасский райо-
ны рязанской области. в 173 населенных пунктах 
этих районов заразились более 448 чел., из которых 
279 чел. (62,3 %) жители москвы и рязани.

в дальнейшем сделанная в программе Mapinfo 
10.5 ретроспективная карта мест заражения туляре-
мией жителей цФо в 2005 г. была совмещена с кар-

рис. 3. места заражения туляремией  
жителей цФо и нижегородской области 

в 2005 г.:
● – места заражения жителей цФо, ▲ – места 
заражения жителей нижегородской области, 

 – граница цФо
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той «агроклиматические ресурсы нечерноземной 
зоны рсФср», где имеются выделы с указанием вла-
гообеспеченности вегетационного периода сельско-
хозяйственных культур. так, наиболее эпидемиче-
ски опасные места заражения людей в московской, 
владимирской и рязанской областях совпали с тер-
риториями, где относительный показатель увлажнен-
ности почвы колеблется от 1,3–1,5 и выше 1,7 – это 
избыточно-влажные, переувлажненные и заболочен-
ные почвы, на которых располагаются очаги туляре-
мии пойменно-болотного типа.

на основании анализа результатов исследова-
ний можно сделать вывод о том, что основной метод 
заражения людей туляремией за последние 20 лет – 
трансмиссивный, а основной контингент заболев-
ших туляремией – жители городов. также отмечено, 
что применение гис-технологий позволило выявить 

наиболее эпидемически опасные районы цФо, 
приуроченные к переувлажненным и заболоченным 
почвам. накопленный опыт работы с применением 
программы Mapinfo 10.5 можно использовать для вы-
явления участков стойкого проявления туляремии на 
территории других федеральных округов российской 
Федерации.
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эффективность передачи чумного микроба бло-
хами связывают с феноменом блокообразования в 
организме насекомого [3, 4, 5, 10]. предшествующее 
образованию «блока» формирование конгломера-
тов («глыбок») у блох трактуется как физическое 
состояние агрегированности чумного микроба [3]. 
особи с «глыбками» в желудке могут освободить-
ся от них, а могут дожить до естественного конца 
жизни, являясь своеобразными хранителями микро-
ба – «здоровыми» носителями возбудителя чумы 
[5]. полагают, что при отсутствии блокообразова-
ния подобный исход инфицирования эктопаразита 
не обеспечивает передачу патогена по классической 
схеме: грызун–блоха–грызун [5, 7]. роль таких на-
секомых сводят к обсеменению во время дефекации 
окружающей среды живыми бактериями, защищен-
ными от воздействия неблагоприятных условий 
внешними мембранными образованиями [5]. вместе 
с тем на блохах Frontopsylla caucasica, F. luculenta, 
Nosopsyllus mokrzeckyi, Ns. laeviceps, Xenopsylla con-
formis, Ctenophthalmus pollex, Citellophilus tesquorum, 
Amphalius runatus показано, что при формировании 
у них бактериальных «глыбок» и отсутствии полных 

«блоков» преджелудка возможна передача возбудите-
ля чумы зверькам, в некоторых случаях с агональной 
бактериемией [2, 9]. следовательно, для обеспечения 
процесса циркуляции возбудителя в природном оча-
ге чумы не всегда обязательно блокообразование. в 
этой связи возникает вопрос: можно ли трактовать 
процесс блокообразования как результат коэволюции 
микроба и переносчика?

цель работы – сравнительный анализ формиро-
вания «глыбок» и «блоков» чумного микроба в ор-
ганизме блох с различной векторной активностью, 
прокормителями которых являются животные с 
неодинаковой эпизоотической ролью в природном 
очаге чумы. 

проанализированы данные экспериментов с 
блохами восьми родов, культивируемыми в услови-
ях инсектария или добытыми непосредственно из 
природных популяций, а также с искусственно по-
лученными гибридами двух подвидов C. tesquorum 
(altaicus и sungaris). в опытах использовали штаммы 
Y. pestis subsp. pestis. методы проведения опытов, а 
также получения гибридных блох отражены в ранее 
опубликованных работах [1, 2, 6, 9]. характер взаи-
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для характеристики взаимоотношений 12 видов и подвидов блох (Siphonaptera) и чумного микроба (Yersinia 
pestis subsp. pestis) использованы показатели: доля насекомых с «блоком», «глыбками» и их отношение, названное 
индексом агрегированности микроба. образование блока преджелудка отмечено у 10, а формирование «глыбок» – 
у всех исследованных видов и подвидов отряда Siphonaptera, причем различия между активными и неактивными 
переносчиками по последнему показателю недостоверны. блохи, у которых в опыте не формировался «блок», 
способны к передаче возбудителя чумы, в том числе с генерализацией инфекционного процесса у зверьков, что 
может обеспечить непрерывность трансмиссии микроба. высокое значение показателя «частота блокообразова-
ния» не отражает наличие коэволюции во взаимоотношениях микроба и его переносчика.
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The following factors have been used to characterize 12 species and subspecies of fleas (Siphonaptera) and plague microbe 
(Yersinia pestis subs.pestis): the proportion of fleas with “blocks”, “blockules” and their ratio, called the index of microbe aggregation. 
The block formation is registered in 10, whereas formation of blockules are registered in all of the studied species and subspecies of 
Siphonaptera, the difference between active and passive transmitters according to the last characteristics being unreliable. The fleas, 
among of which “blocked” ones are not revealed in the experiments, are capable to transmit the causative agent of plague, sometimes 
with generalization of infectious process in animals, that can provide for continuous transmission of microbe without formation of 
“blocks” in the proventriculus. Thus, the high value of “rate of block formation” does not reflect the existence of coevolution in the 
interactions between microbe and its transmitter. 
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моотношений возбудителя чумы с блохами оценива-
ли по доле особей с бактериальными «глыбками» и 
полными «блоками» в расчете на одну подкормку и 
индексу агрегированности микроба (отношение доли 
блох с «блоками» к доле насекомых с «глыбками»), 
а также частоте передачи патогена подопытным жи-
вотным и числу зверьков с генерализованной фор-
мой инфекции. статистическая обработка проведена 
стандартными методами.

из многочисленных экспериментов следует, что 
при подкормках блох на естественных хозяевах фор-
мирование бактериальных «глыбок» происходит у 
всех исследованных видов блох из тувинского при-
родного очага чумы, даже в случае отсутствия полных 
«блоков». у блох C. tesquorum altaicus, F. elatoides, 
Neopsylla mana, Oropsylla alaskensis и Rhadinopsylla 
li transbaicalica, паразитирующих на основном но-
сителе – длиннохвостом суслике, отмечен более вы-
сокий уровень блокообразования, чем у F. hetera, 
Paradoxopsyllus scalonae, P. scorodumovi, P. dashi-
dorzhii, Amphipsylla primaris – эктопаразитов мон-
гольской и даурской пищух, а также плоскочерепной 
полевки, играющих второстепенную роль в эпизоо-
тическом процессе. средняя за одну подкормку доля 
особей с «блоком» составляет соответственно у этих 
групп (1,5±0,133) и (0,69±0,106). однако доля особей 
с «глыбками» у эктопаразитов основного носителя, 
наоборот, оказывается меньше (16,8±0,65), чем у блох 
второстепенных носителей (27,1±0,82). несмотря на 
небольшое число сравниваемых видов, различия по 
доле особей с «глыбками» среди блох основного и 
второстепенного носителей чумы статистически зна-
чимы (t=2,73; df=8; P<0,05). индекс агрегированно-
сти микроба, который для блох основного носителя 
составил 0,109, а для второстепенных – 0,025, пока-
зывает, что у эктопаразитов длиннохвостого сусли-
ка в эксперименте на 100 особей с «глыбками» при-
ходится от 2 до 28 особей (в среднем 11), а у блох 
монгольской пищухи – от 1 до 2 особей с «блоком». 
у блохи A. primaris формируется до 8 «блоков» на 
100 особей с «глыбками», также меньше, чем у блох 
суслика. следовательно, у эктопаразитов основного 
носителя в тувинском природном очаге наблюдается 
более высокий индекс агрегированности микроба и 
уровень блокообразования, по сравнению с блохами 
второстепенных носителей, хотя среди последних 

выше доля особей с «глыбками».
проведен анализ особенностей формирования 

чумным микробом бактериальных «глыбок» и «бло-
ков» преджелудка у блох, паразитирующих на основ-
ных и второстепенных носителях в сибирских очагах 
чумы сусликового типа (тувинском и забайкальском), 
а также у насекомых, исторически не имевших кон-
такта с возбудителем на этих территориях (Xenopsylla 
cheopis и искусственно полученные гибриды двух 
подвидов C. tesquorum). у блох суслика доля особей 
с «блоком» преджелудка (2,1 %) в три раза выше, 
чем у паразитов пищухи (0,7 %), однако у X. cheopis 
и гибридов данные показатели (5,4 и 5,3 % соответ-
ственно) почти в два с половиной раза выше, чем у 
блох суслика. следовательно, способность к высокой 
частоте блокообразования не обязательно наблюда-
ется у эктопаразитов основного носителя чумы и не 
является доказательством коэволюционного харак-
тера формирования подобных отношений в пара-
зитарной триаде. не только насекомые с «блоком» 
преджелудка, но и значительная часть популяции 
возбудителя гибнет, если блоха не сможет в течение 
непродолжительного времени найти потенциального 
прокормителя. подобный характер отношений ведет 
к неустойчивости паразитарной системы и требует 
ряда условий (например, массовости грызунов, их 
чувствительности к микробу), позволяющих ей су-
ществовать. эти данные согласуются с мнением ав-
торов [8], которые на примере анализа расселения и 
векторной активности трех наиболее эффективных 
из известных на сегодняшний день в мире перенос-
чиков (X. cheopis, X. brasiliensis и X. vexabilis) приш-
ли к выводу о связи высокой частоты «блокирова-
ния» с исторической молодостью рассматриваемых 
паразитарных систем.

осуществлен сравнительный анализ индекса 
агрегированности микроба у блох с разной вектор-
ной активностью (таблица). обработаны материалы 
28 опытов с имаго высокоактивных переносчиков – 
X. cheopis и гибридов двух подвидов C. tesquorum, 
активного переносчика – C. tesquorum altaicus и 
малоактивного – F. luculenta [4, 6]. в организме вы-
сокоактивных переносчиков (гибридов и X. cheopis) 
формирование «глыбок» почти всегда сопровождает-
ся блокообразованием и чаще обеспечивает агональ-
ную бактериемию у зверьков, а значит и дальнейшую 

индекс агрегированности чумного микроба у блох с различной векторной активностью

вид блох векторная активность  
[источник данных]

индекс  
агрегированности

данные, характеризующие векторную активность блох  
в экспериментах, взятых в анализ

количество мышей, 
использованных  
для подкормок

число передач передачи с генерализацией 
инфекции *

абс. % %

Xenopsylla cheopis высокоактивные [5] 1,0 82 44 53,7 100

гибриды двух подвидов 
Citellophilus tesquorum высокоактивные [11] 1,8 36 19 52,8 100

Citellophilus tesquorum активные [5] 0,1 203 106 52,2 26,4

Frontopsylla luculenta малоактивные [5] 0 69 29 42,0 6,9

*от числа заболевших животных.
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трансмиссию возбудителя. именно для этих насеко-
мых характерен максимальный индекс агрегирован-
ности микроба – 1,0 и 1,8 соответственно. у активно-
го переносчика (C. tesquorum altaicus) данный пока-
затель достоверно ниже – 0,1. при мало различимом 
числе передач ими чумного микроба (53,7; 52,8 и 
52,2 % соответственно) генерализация инфекции на-
блюдалась у первых двух в 100 % случаев, у послед-
него – в 26,4 % (от числа заболевших животных). 
вместе с тем даже малоактивный переносчик – F. luc-
ulenta, у которого не обнаружено в опытах «блоков» 
преджелудка, в связи с чем индекс агрегированности 
чумного микроба равен нулю, способен заражать 
экспериментальных животных. Формирование «глы-
бок» в некоторых опытах отмечали у (34,0–35,5) % 
этих насекомых, а передачу возбудителя устанавли-
вали, в основном, серологическим методом. семь 
процентов зараженных возбудителем чумы белых 
мышей, использованных для подкормок блох в ран-
ний период после их инфицирования (третьи сутки), 
погибло с агональной бактериемией [9].

анализ степени агрегированности чумного ми-
кроба в организме блох (наличие «глыбок», «блока») 
позволил выявить ряд закономерностей в их взаимо-
отношениях. образование агрегированных форм су-
щественно зависит как от роли хозяев – прокормите-
лей блох в эпизоотическом процессе, так и от вектор-
ной активности самих переносчиков. Формирование 
«глыбок» происходит у всех исследованных видов 
блох, причем различия между активными и неак-
тивными переносчиками по данному показателю, в 
целом, недостоверны. блохи, у которых в опыте не 
образуется «блок» также способны к передаче воз-
будителя чумы, причем иногда с генерализацией 
инфекционного процесса у подопытных зверьков, 
что может обеспечить непрерывность трансмиссии 
микроба. особенно высокий индекс агрегированно-
сти возбудителя чумы, превышающий единицу, на-
блюдается у высокоактивных переносчиков чумы, 
исторически не контактировавших с возбудителем 
на исследуемых территориях.
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лихорадка западного нила (лзн) – природно-
очаговая арбовирусная инфекция с трансмиссивным 
механизмом передачи возбудителя. 

впервые вирус лихорадки западного нила 
был обнаружен в крови больной женщины в 1937 г. 
(уганда, африка) [20]. начиная с 1996 г. вирус актив-
но «зашагал» по планете. на сегодняшнем этапе при-
родные очаги лзн зарегистрированы далеко за преде-
лами африки – в тех регионах, в которых он не был 
ранее известен – в евразии и на американском конти-
ненте. в настоящее время на территории евразии аре-
ал распространения вируса охватывает средиземно-
морский регион европы, европейскую часть россии, 
часть западной сибири и Юго-восточной азии. в по-
следние 20 лет заболеваемость лзн отмечена в боль-
шинстве стран снг (республиках армения, беларусь, 
таджикистан, азербайджан, казахстан, молдова, 
туркменистан, украина и т.д.) [13].

вирус западного нила (взн) принадлежит се-
мейству Flaviviridae, роду Flavivirus, антигенному 
комплексу японского энцефалита [14, 19]. вспышки 
за болевания начиная с 1996 г., в основном, были вы-
званы I генотипом вируса. ситуация кардинально 
изменилась в 2010–2011 гг., когда крупные вспыш-
ки лзн, отмеченные в европе и на территории 
ближнего востока, были обусловлены II генотипом 
вируса [2, 12].

среди гомойотермных хозяев взн основное 
значение имеют птицы. основными переносчиками 
взн в схеме циркуляции вируса: «комар – птица – 
комар» являются комары родов Culex и Aedes, реже 

Anopheles. по данным роспотребнадзора, в россии 
взн выделен из комаров Culex modestus, Cx. pipiens 
(неавтогенная форма Cx. pipiens f. pipiens и автоген-
ная форма Cx. pipiens f. molestus), Anopheles hyrca-
nus, комплекс Anopheles maculipennis и Coquillettidia 
richirdii. к числу потенциальных переносчиков отно-
сят и Aedes vexans, вследствие его высокой числен-
ности в южных регионах. род Culex является орни-
тофильным и, в то же время, очень агрессивным по 
отношению к человеку. виды данного рода имеют 
серьезное эпидемиологическое значение в городах, 
где они круглогодично размножаются в сырых под-
валах. наибольшая численность комаров рода Culex 
наблюдается в июле-августе. в этот же период про-
исходит подъем заболеваемости среди людей, кото-
рому обычно предшествуют эпизоотии среди диких, 
а затем домашних и синантропных птиц [9].

взн был изолирован от большого количества 
водоплавающих и наземных видов птиц в различных 
регионах рФ. у диких птиц, как правило, отсутствуют 
клинические признаки лзн. предполагается, что это 
обусловлено генетически за счет адаптации в резуль-
тате длительных межпопуляционных взаимодействий 
в системе: комары–вирус–птица. заражение диких 
птиц вызывает вирусемию, которая обнаруживается 
на протяжении 3–5 дней при титрах вируса у разных 
видов птиц от 1,6 до 4,0 (грачи) lg лд50/0,03 мл. этого 
достаточно для заражения комаров при кровососании 
их на птицах. вирус удается обнаружить в фекали-
ях зараженных цыплят до 4–5 дней, а у зараженных 
уток – до 7–10 дней. во внутренних органах птиц ви-
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рус обнаруживается до 7–10 дней, по некоторым дан-
ным – до 30–180 дней [6]. доказано, что вирус может 
присутствовать в органах зараженных уток и голубей 
в течение 20–100 дней [4, 5]. 

имеются экспериментальные данные о наличии 
хронической почечной инфекции у птиц. у 28 (34 %) 
из 82 экспериментально инфицированных птиц, от-
носящихся к шести видам, были отмечены положи-
тельные результаты от-пцр, направленной на выяв-
ление рнк вируса во внутренних органах в течение 
более 6 недель после инфицирования [18]. таким об-
разом, перелетные птицы способствуют появлению 
вируса в зонах евразии с умеренным климатом во 
время весенних миграций.

антропоургические очаги лзн носят, как пра-
вило, вторичный характер. адаптация птиц к ви-
русу в синантропных экосистемах отсутствует. это 
служит причиной гибели отдельных особей, а ино-
гда и массового падежа с явлением энцефалита у 
синантропных птиц. такая эпизоотия обычно пред-
шествует началу эпидемии, поэтому ворон и цыплят 
кур используют в качестве «сторожевых, маркерных 
животных». по результатам их обследования судят 
о начале и развитии эпизоотии, а затем и эпидемии. 
полевые наблюдения подтверждаются эксперимен-
тальными исследованиями. у синантропных птиц 
при экспериментальном заражении может развивать-
ся выраженная клиническая картина заболевания, 
часто с летальным исходом [6].

кроме того, в циркуляции взн и сохранении 
его в природных очагах в неблагоприятные периоды 
участвуют иксодовые, гамазовые и аргасовые клещи 
в схеме циркуляции вируса: «клещ – птица – клещ». 
изоляция вируса как от птиц, добываемых в непо-
средственной близости от населенных пунктов, так и 
паразитирующих на них клещей, является доказатель-
ством наличия межпопуляционных связей в сложной 
системе: дикие птицы– вирус–комары–синантропные 
птицы–клещи. если учитывать круглогодичное со-
хранение вирусной популяции в клещах, то эколо-
гическая схема циркуляции вируса приобретает вид: 
клещи–вирус–птицы наземного комплекса (преиму-
щественно синантропные) – комары–вирус–дикие 
птицы околоводного и водного комплекса [6]. из из-
вестных в отечественной фауне клещей, являющихся 
паразитами птиц, следует отметить следующие виды: 
Argas reflexus, A. macrostigmatus, A. vulgaris, A. la-
tus, A. tridentatus, A. persicus, A. beclemishevi, Ixodes 
berlesei, I. signa tus, I. putus, I. frontalis, I. unicavatus. 
личинки и нимфы каждого из этих клещей прокарм-
ливаются более чем на 40 видах птиц [7]. основное 
значение в циркуляции взн на юге европейской ча-
сти россии, по данным роспотребнадзора, имеют кле-
щи Hyalomma marginatum и Ornithodoros coniceps.

инфицированные птицы могут выделять значи-
тельное количество вируса в экскрементах, что спо-
собствует прямой передаче вируса от птицы к птице 
или через внешнюю среду [16].

взн многократно был изолирован от птиц, при-

надлежащих к различным семействам, отрядам, родам 
и видам в различных частях ареала распространения в 
нашей стране. особенно часто взн выделяется от во-
рон, галок, горлиц, пустельги, уток, лысух, дроздов.

на территорию российской Федерации пти-
цы заносят вирус из стран африки, Юго-западной 
и Юго-восточной азии. из африки занос вируса в 
европейскую часть россии, по-видимому, осущест-
вляют птицы, придерживающиеся осенью южного 
и юго-западного направления перелета: озерная чай-
ка, перепел, ласточки, утки, кулики, грачи, скворцы 
и многие другие птицы. Юго-западное направление 
осеннего перелета свойственно и птицам западной 
сибири: гуси, утки, кулики, чайки, воробьино-
образные. в восточной сибири осенний перелет на-
правлен в сторону юго-востока к зимовкам, располо-
женным в Юго-восточной азии [10]. можно пред-
положить, что в азиатскую часть нашей страны взн 
заносят птицы, придерживающиеся осенью юго-
восточного направления перелета. кочующие птицы 
способствуют дальнейшему распространению виру-
са, расширяя его ареал в российской Федерации.

таким образом, перелетные птицы являются 
главным фактором, поддерживающим существова-
ние эпидемических очагов лзн. не исключено, что 
различия в путях миграции видов орнитофауны и 
определяют факт существования очагов инфекции, 
сформированных разными генотипами на сопредель-
ных территориях как в европе, так и россии. даже в 
волгоградской и астраханской областях отличаются 
как видовой состав, так и пути миграции перелетных 
птиц. некоторые широко распространенные виды 
птиц в одних местах перелетные, а в других – осед-
лые. так, серая ворона из северных областей россии 
улетает на зимовку в южные области, а на юге эта 
птица оседлая. черный дрозд в европейской части 
россии – перелетная птица, а в городах западной 
европы – оседлая. домовый воробей в европейской 
части россии живет круглый год, а из средней азии 
улетает зимовать в индию [10].

в российских очагах, в дельтах кубани и терека 
основное значение в распространении взн имеют 
голенастые, лысуха и некоторые виды уток. 

в дельте волги в циркуляцию вируса вовлекает-
ся 56 видов птиц. в приморской части дельты особое 
значение имеют птицы водно-околоводного комплек-
са, в первую очередь голенастые (у 45 % выявляются 
антитела к взн), а также большой баклан, лысуха, 
камышница, чомга, в меньшей степени – чайки и 
крачки. в культурном ландшафте дельты волги от-
мечено наибольшее количество очагов лзн, где в 
этот процесс вовлекается около 20 видов птиц, пре-
жде всего грачи, вороны и голуби [5, 9].

по данным обследования в от-пцр, заражен-
ность птиц взн в природных биоценозах оказалась 
наивысшей в среднем поясе дельты волги среди 
бакланов, вдвое ниже среди лысух, в 5 раз ниже у 
цапель, крачек и чаек. в антропогенных биоценозах 
среднего и верхнего поясов дельты волги выявлена 
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высокая зараженность среди врановых и других птиц 
наземного комплекса. кроме того, у врановых птиц 
обнаружена высокая заклещеванность (до 300 экз. на 
птице) личинками и нимфами H. marginatum [8].

зараженность птиц наземного комплекса в си-
нантропных биоценозах не превысила 5 %. по ложи-
тельные пробы были выявлены у черной вороны и 
обыкновенной кукушки. при этом из вороны и со-
бранных с нее клещей H. marginatum было изолиро-
вано 2 штамма вируса лзн. по данным частичного 
секвенирования 5'-концевой области генома, все по-
ложительные пробы и полученные штаммы были от-
несены к 1-му генотипу вируса лзн [1].

высокая частота получения положительных ре-
зультатов при обследовании птиц методом от-пцр, 
возможно, является следствием хронической инфек-
ции лзн с длительным сохранением вируса в орга-
низме инфицированных особей [1].

в волгограде и волгоградской области, как от-
мечает ряд авторов, происходит увеличение числен-
ности врановых птиц. птицы семейства врановых 
особенно восприимчивы к взн, и заболевание у 
них протекает очень тяжело с высокой смертностью 
[17]. из 299 видов птиц, известных в волгоградской 
области, врановые представлены 8 видами: сой-
ка (малочисленна 1–5 пар/км2), сорока (обычна  
6–9 пар/км2), кедровка (редка 0,1–0,9 пар/км2), галка 
(обычна 6–9 пар/км2), грач (очень многочислен 100 и 
более пар/км2), черная ворона (редка 0,1–0,9 пар/км2),  
серая ворона (очень многочисленна 100 и более  
пар/км2), ворон (малочислен 1–5 пар/км2) [15].

на урбанизированных территориях волгограда 
выявлено присутствие 81 вида птиц. видовой состав 
птиц в биотопах, характеризующихся высокой сте-
пенью застройки, значительно беднее (12–19 видов). 
доминирующими являются синантропные виды: го-
лубь сизый, ворона серая, воробей домовый.

городские местообитания с различной степенью 
антропогенной трансформации весьма существенно 
отличаются по показателям относительной численно-
сти, суммарной биомассы, разнообразия сообществ. 
максимальная плотность характерна для районов 
многоэтажной застройки (379,1–365,7 особей/км2), 
где преобладают виды синантропного комплекса.

по данным исследований калмыцкого государ-
ственного университета, в пределах администра-
тивных границ населенных пунктов республики 
калмыкия встречается около 109 видов птиц, отно-
сящихся к 14 отрядам и 37 семействам, что состав-
ляет 36 % всего постоянного видового состава. это 
воробьинообразные – 71 вид, ржанкообразные – 10 
видов, соколообразные – 8 видов и некоторые другие. 
на территории элисты достоверно гнездится 44 вида 
птиц. на зимовках встречается 22 вида, а в перио-
ды сезонных миграций 28 видов птиц. в республике 
калмыкия с 2000 по 2006 год из 521 пробы от птиц 
водного и околоводного комплексов положительны-
ми на взн оказались 35 проб [11].

в краснодарском крае при обследовании 1193 

проб от птиц антиген взн был обнаружен в 117 про-
бах. антитела к взн были выявлены у 34 видов птиц 
(славянский, темрюкский, майкопский районы, 
сочи) [11].

в ростовской области лабораториями Фбуз 
«центр гигиены и эпидемиологии» и Фкуз 
ростнипчи при обследовании объектов внешней 
среды в 2001–2006 гг. были выявлены антитела к 
взн у птиц. случаев массового падежа птиц в сезон 
2009–2010 гг. на территории ростовской области не 
зарегистрировано [11].

до 2010 г. на территории воронежской области 
заболеваемость людей лихорадкой западного нила не 
регистрировалась. в 2010 г. отмечена вспышка лзн, 
при которой заболело 27 чел. однако случаев массо-
вых заболеваний и падежа среди животных, в том чис-
ле птиц, за последние годы не отмечено [11].

в ставропольском крае в течение последних ше-
сти лет на наличие вируса лзн исследовано 1140 проб 
головного мозга и 1048 проб печени диких птиц и мел-
ких грызунов. антиген вируса лзн выявлен в 35 про-
бах суспензий головного мозга и 36 пробах печени ди-
ких птиц и мелких грызунов. среди птиц наибольшее 
число положительных проб выявлено у грачей [11].

водоплавающие птицы, заселяющие челя бин-
скую область, входят в состав одной из макропо-
пуляций птиц, обитающих на территории россии, 
условно именуемой западно-сибирской-каспийско-
нильской. главное русло пролета этих птиц приуро-
чено к долинам рек обь, тобол, урал и дельты волги. 
для водных птиц урала и зауралья преобладающи-
ми зимовками служат районы каспия, черного и 
средиземного морей. на каспийском море зимуют: 
серый гусь, кряква, серая утка, красноголовый ны-
рок, лысуха. к синантропным видам птиц на терри-
тории челябинской области отнесены: голубь, соро-
ка, галка, ворона и воробей. 

в 2010 г. на территории челябинской области 
зарегистрирован первый случай лзн среди людей. 
однако инфекционные заболевания животных, схо-
жие с лзн, не выявлялись. случаи массового паде-
жа птиц (дикие и синантропные) за последние годы 
на территории области также не зарегистрированы. 
мониторинговое обследование птиц на лзн не про-
водится [11]. 

на территории барабинской и кулундинской 
низменностей юга западной сибири в летне-осенний 
период 2002 г. с помощью иФа было установлено на-
личие антигенов взн в образцах внутренних органов 
3 грачей и 2 чирков. такой же результат был получен 
и при детекции рнк взн методом от-пцр [14]. в 
2003–2004 гг. взн выявлен у представителей семи 
различных видов птиц – грач, серая ворона, галка, 
обыкновенный скворец, полевой воробей, обыкновен-
ная овсянка, полевой лунь. эти находки свидетель-
ствуют о продолжающейся активной циркуляции взн 
в популяциях как мигрирующих, так и оседлых птиц 
в этом регионе. все птицы, у которых были обнаруже-
ны маркеры взн, относились к обычным или много-
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численным видам. некоторые из них (грачи, серые 
вороны, обыкновенные скворцы) могут быть связаны 
с синантропными биоценозами, что создает предпо-
сылки для интродукции вируса в человеческую по-
пуляцию. секвенированные в эти годы нуклеотидные 
последовательности филогенетически были наиболее 
близки к другим современным вариантам взн, цирку-
лирующим на юге европейской части россии [3].

таким образом, главным фактором, поддержи-
вающим существование эпидемических очагов лзн, 
являются перелетные птицы. в связи с этим на эн-
демичных территориях российской Федерации необ-
ходимо проведение системы мониторинга птиц как 
потенциальных резервуаров взн.
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сибирская язва – сапрозоонозная особо опасная 
болезнь, сохраняющая социально-экономическую 
значимость в связи с тяжестью ее течения, стойко-
стью почвенных очагов, широким распространением 
во многих странах мира [5]. предположительно, эта 
инфекционная болезнь возникла в эпоху плейстоце-
на в центральной азии и впоследствии с кочевыми 
народами распространилась и укоренилась на терри-
тории сибири [1], чему способствовали природно-
климати ческие условия региона, особенности земле-
пользования, занятия охотой и скотоводством.

сибирь – одна из наиболее неблагополучных по 
сибирской язве территорий российской Федерации. 
протяженность границ южных регионов сибири 
с монголией составляет 3441 км. на пригранич-
ных территориях сибири исторически проходили 
«великий чайный путь» и скотопрогонные трассы, 
вдоль которых сконцентрированы очаги сибиреяз-
венной инфекции. в четырех приграничных субъ-
ектах имеются 24 пункта пропуска государственной 
границы (2 аэропорта, 19 международных автомо-
бильных и 3 железнодорожных).

в монголии эпизоотическое неблагополучие вы-
ражено в северных и центральных регионах страны. 
в аймаках сэлэнгэ, хэнтий, баян-олгий, ховсгол, 
граничащих с российской Федерацией, постоянно 
отмечаются случаи заболевания животных и людей 
сибирской язвой. в 2004–2007 гг. значительно воз-

росла заболеваемость животных и людей в стране. 
в аймаке дорнод в 2007 г. отмечалась эпизоотия си-
бирской язвы с эпидемическими осложнениями, со-
ответственно увеличилось выделение культур сиби-
реязвенного микроба до 69 [7, 8].

цель работы – оценка эпизоотологической и 
эпидемиологической ситуации по сибирской язве на 
сопредельных с монголией территориях республик 
алтай, бурятия и тыва, забайкальского края за 1985–
2011 гг.

материалы и методы

сбор данных по эпизоотологии и эпидемиологии 
сибирской язвы проведен за 27-летний период (1985–
2011 гг.) в четырех субъектах сибири (республики 
алтай, бурятия, тыва и забайкальский край) по ста-
тистическим и отчетным формам роспотребнадзора 
и россельхознадзора. сведения о количестве и видо-
вом составе сельскохозяйственных животных (схж) 
сибири получены из электронных источников ин-
формации Федеральной службы государственной 
статистики [2]. проведен анализ кадастров стацио-
нарно неблагополучных по сибирской язве пунктов 
приграничных субъектов российской Федерации [4]. 

причины и условия возникновения споради-
ческих случаев и трех вспышек сибирской язвы в 
республике бурятия (1999 и 2008 гг.), в забайкальском 
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крае (1996 г.) оценивались при анализе карт эпидемио-
логического обследования очага зоонозной инфекции 
(ф. 391/у), историй болезни (ф. 027/у) и донесений о 
вспышечной заболеваемости. эпизоотологические и 
эпидемиологические данные оценивались на основе 
статистических методов эпидемиологического ана-
лиза [6].

результаты и обсуждение

в сибири учтено 6689 стационарно неблагопо-
лучных по сибирской язве пунктов (снп), из кото-
рых 13,4 % расположены в приграничных субъек-
тах сибири (899). в республике бурятия находится 
41,0 % снп (369), забайкальском крае – 38,0 % (342), 
республике тыва – 14,8 % (133) и республике алтай – 
6,1 % (55). показатели плотности снп в убываю-
щей последовательности отмечаются в республиках 
бурятия (1,05 на тыс. км2), тыва (0,78), забайкальском 
крае (0,76) и республике алтай (0,59). 

за 1985–2011 гг. сибирская язва зарегистри-
рована в трех приграничных с монголией субъек-
тах российской Федерации (таблица), в республике 
алтай последний случай установлен в 1961 г. за этот 
период на юге сибири сибирская язва среди живот-
ных зарегистрирована в 21 снп (2,3±0,7) %, из них 
в 11 (1,3±0,4) % пунктах отмечались эпидемические 
осложнения. наиболее высокая эпизоотическая 
(7,5±2,2) % и эпидемическая (3,0±1,0) % активность 
снп наблюдалась в республике тыва. в республике 
бурятия и забайкальском крае эпизоотически актив-
ны 1,5–1,6 % снп. за исследуемый период сибирская 
язва отмечалась в 10 вновь выявленых снп, из них 5 
в республике тыва в 1988 и 2001 гг. (с. тээли, м. Шат 
бай-тайгинского района и с. ак-эрик, п. бурлун-
аксы, м. бажи эрзинского района). в 2008 г. прои-
зошла вспышка сибирской язвы в двух новых снп 
ассули и тогсохо баргузинского района республики 
бурятия. в трех снп забайкальского края (с. угдан 
и с. новая читинского района, с. сахюрта агинского 
района) эпизоотии отмечались в 1996 и 2002 гг. 

следует отметить, что за анализируемый пе-
риод эпизоотическая и эпидемическая активность 
снп юга сибири была различной. в 14,3 % случаев 
сибирская язва проявилась через 30–39 лет в респу-
бликах бурятия и тыва. в естественных резервуа-
рах снп иркана республики бурятия и кулусутай 
забайкальского края возбудитель сибирской язвы со-

хранялся более 80 лет. 
с учетом индекса эпизоотичности по 

м.г.таршису (иэт) [3] республика тыва (иэт 
0,0114) относится к зоне потенциально высоко-
го риска заражения возбудителем сибирской язвы, 
республика бурятия (0,0010) и забайкальский край 
(0,0014) входят в зону среднего риска. 

на эпизоотологическую ситуацию по сибирской 
язве оказывали влияние социально-экономические 
факторы. в период экономического кризиса 90-х 
годов в сибирском регионе в 2,6 раза снизилось 
общее поголовье схж, в республике бурятия и 
забайкальском крае в 5–6 раз уменьшилось по-
головье мрс. отмечалось снижение заболевае-
мости скота, и в течение ряда лет сибирская язва 
не регистрировалась. затем в трех субъектах юга 
сибири заболели сибирской язвой 138 голов схж 
в 21 снп. бактериологическое лабораторное под-
тверждение получено в (14,0±2,9) % случаев, у 19 
голов схж выделена культура Bacillus anthracis. 
среднемноголетний уровень (1985–2011 гг.) за-
болеваемости схж по сибири составил (0,087± 
0,003) о/оооо. наиболее высокая заболеваемость, 
превышающая региональное значение, отмече-
на в республике бурятия – (0,473±0,358) о/оооо, 
забайкальском крае – (0,232±0,157) о/оооо. весь забо-
левший скот принадлежал владельцам индивидуаль-
ных и фермерских хозяйств, в которых животные не 
были привиты против сибирской язвы.

за исследуемый период в субъектах юга сибири 
в 88,4 % случаев регистрировались вспышечные за-
болевания схж, преимущественно в республике 
бурятия (71,3 %), где зарегистрированы три круп-
ные эпизоотии сибирской язвы. в местности иркана 
северо-байкальского района в декабре 1994 – январе 
1995 гг. зарегистрирована эпизоотия сибирской язвы, 
когда пало и вынужденно забито семь голов крс. в 
1999 г. в кяхтинском районе республики пало и вы-
нужденно забито 17 голов схж (16 крс и 1 лошадь). 
в июне 2008 г. эпизоотия в баргузинском районе на-
чалась с падежа овец (51), с последующим вовлече-
нием крс (4), лошадей (3) и свиней (4). эпизоотии 
сибирской язвы регистрировались в ононском рай-
оне забайкальского края в 1996 г. (20 голов крс) 
и в сретенском районе в 2002 г. (6 голов крс). в 
республике тыва преобладала спорадическая заболе-
ваемость (68,8 %), за исключением эрзинского райо-
на, когда в 2001 и 2003 гг. пали 9 голов схж. 

эпизоотологическую ситуацию по сибирской 
язве на юге сибири определяет в большей степе-
ни крс (54,3±4,2) %, что объясняется значитель-
ным преобладанием количества его поголовья. 
высокая доля заболевшего мрс (38,5±4,1) % обу-
словлена бесконтрольным пастбищным выпасом. 
заболевания лошадей и свиней выражены в мень-
шей степени (по 3,6 %). 

сезонные эпизоотические проявления сибир-
ской язвы длились с первой декады мая по послед-
нюю декаду июля. случаи заболевания схж в зим-

Эпизоотическая и эпидемическая активности снП  
в приграничных с монголией субъектах сибири (1985–2011 гг.)

субъекты снп
плотность 

снп,  
тыс.км2

активные снп

эпизоотически эпидемически

абс. ч. % абс. ч. %

республика алтай 55 0,59 0 0 0 0

республика бурятия 369 1,05 6 1,6±0,5 5 1,4±0,5

республика тыва 133 0,78 10 7,5±2,2 4 3,0±1,0

забайкальский край 342 0,76 5 1,5±0,4 2 0,6±0,2

Всего 899 0,87 21 2,3±0,7 11 1,2±0,4
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ний период в местности иркана связаны с исполь-
зованием инфицированных спорами B. anthracis 
кормов, которые были заготовлены на территории 
затопляемого паводковыми водами сибиреязвенного 
скотомогильника.

за 27 лет наблюдений на юге сибири заболели 37 
человек. наиболее высокий уровень заболеваемости 
отмечается в республиках тыва (0,096±0,009) о/оооо и 
бурятия (0,085±0,0110) о/оооо, превышающий средне-
сибирский (0,018±0,007) о/оооо в 5,6 и 4,7 раза, а сред-
нефедеральный уровень (0,017±0,003) о/оооо – в 6,0 и 
5,0 раз соответственно (рисунок). на юге сибири пре-
обладала вспышечная заболеваемость (86,5±27,9) %. 
эпизоотии сибирской язвы повлекли эпидемические 
осложнения в 1996 г. в забайкальском крае (4 случая) 
и республике тыва (3 случая), в 1999 г. (14 случаев) и 
2008 г. (8 случаев) – в республике бурятия.

все заболевшие не привиты против сибирской 
язвы. к группе риска относилось сельское население 
(95,8 %) в возрасте 20–29 (27,0 %) и 40–49 (24,3 %) 
лет. заболевания лиц в возрасте 15–19 лет (5,4 %), 
занимавшихся разделкой туш, погрузкой и транспор-
тировкой мяса и мясопродуктов, зарегистрированы 
в республике бурятия. в республике тыва отмечены 
четыре случая заболевания детей до 14 лет (10,8 %), 
заражение которых произошло при оказании ими по-
мощи в разделке туш скота при вынужденном убое. 
мужчины (91,9 %) болели в 11,3 раза чаще, чем жен-
щины. инфицирование трех женщин в республике 
бурятия произошло при кулинарной обработке за-
раженного мяса и мясопродуктов. среди непрофес-
сиональных групп населения гораздо чаще болели 
безработные (40,5 %) и владельцы частных хозяйств 
(35,1 %), из-за активного участия в вынужденном 
убое. подобные эпидемиологические закономерности 
позволяют отнести регистрируемую заболеваемость 
сибирской язвой к непрофессиональной группе приу-
садебного типа животноводческого подтипа [5].

диагноз сибирской язвы установлен на осно-
вании клинических проявлений с учетом эпидемио-

логического анамнеза. длительность инкубацион-
ного периода составила от 1 до 8 дней, в среднем 
(4,0±1,9) сут. по клиническим проявлениям преобла-
дала кожная форма болезни (мкб-10 A22.0) в 89,2 % 
(33 чел.), у трех человек – генерализованная сибире-
язвенная септицемия (A22.7), у одного – желудочно-
кишечная (A22.2). один больной умер от генерализо-
ванной формы болезни, летальность составила 5,4 %. 
лабораторно подтверждены 16 случаев (43,2 %) за-
болевания. клинический диагноз потвержден бакте-
риологически в 5,4 % случаев (культуры B. anthracis 
выделены от двух больных в республике бурятия и 
забайкальском крае), положительной антраксиновой 
пробой – 29,7 %, пцр и мФа – по 5,4 %.

достоверно установлено, что источниками зара-
жения сибирской язвой людей явились крс (94,6 %) 
и мрс (2,7 %). в одном случае (2,7 %) источник ин-
фекции выявить не удалось. основными причина-
ми возникновения заболеваний были вынужденный 
убой скота в частных хозяйствах без ветеринарного 
освидетельствования, разделка туш и снятие шкур 
(94,6 %); употребление мяса, мясопродуктов и кон-
такт с кожсырьем (по 2,7 %). 

соотношение заболеваний схж и людей в сред-
нем составляло 3,7:1, наблюдалась корреляционная 
связь между заболеваемостью животных и людей 
(rs=0,77; р<0,01). 

при районировании сибирского региона с уче-
том последовательного ранжирования среднемно-
голетних показателей заболеваемости сибирской 
язвой животных и людей, индекса эпизоотичности 
по таршису и плотности снп, республики бурятия, 
тыва и забайкальский край отнесены к территориям 
с выраженным эпизоотолого-эпидемиологическим 
неблагополучием по сибирской язве. ввиду отсут-
ствия заболеваний схж и людей за изученный пери-
од, малого количества снп и низкой их плотности, 
республика алтай является территорией относи-
тельного благополучия по сибирской язве. 

проведенный анализ ситуации на сопредель-
ных с монголией территориях четырех субъек-
тов российской Федерации показал выраженное 
эпизоо толого-эпидемиологическое неблагополучие 
по сибирской язве в республиках бурятия и тыва и 
забайкальском крае; преобладание вспышечной за-
болеваемости среди животных и людей; превали-
рование заболеваний крс в фермерских хозяйствах 
и личных подворьях; риск заражения животных не 
только в старых снп, но и во вновь выявленных. 
причиной эпидемических осложнений был бескон-
трольный вынужденный убой инфицированного ско-
та, разделка туш и снятие шкур, что обусловливало 
преобладание кожной формы болезни среди непро-
фессиональных групп населения. 

большая протяженность границ между 
монголией и российской Федерацией, наличие по-
чвенных очагов сибиреязвенной инфекции на при-
граничных территориях и бывших скотопрогонных 
трассах, расширение торгово-экономического со-

заболеваемость сибирской язвой в приграничных с 
монголией субъектах российской Федерации  за 1985–2011 гг.  

(на 100 тыс. населения)
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трудничества, увеличение пассажиро- и грузопотока 
требуют совместных работ по оценке эпизоотолого-
эпи де мио логической опасности на сопредельных 
территориях в целях проведения мониторинга по-
чвенных очагов сибирской язвы и прогнозирования 
эпизоотологической и эпидемиологической ситуа-
ций за этой особо опасной болезнью. 
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заболеваемость бруцеллезом в российской 
Федерации на протяжении последних лет не имеет 
тенденции к снижению и стабилизировалась на уров-
не 400–500 случаев впервые выявленного бруцел-
леза. в ряде административных субъектов северо-
кавказского, Южного и сибирского федеральных 
округов вследствие эпизоотического неблагополучия 
бруцеллез остается широко распространенной ин-
фекцией и причиной значительных экономических 
потерь в животноводческой отрасли сельского хозяй-
ства, что усугубляется заболеванием людей, которое 
нередко приводит к потере трудоспособности и ин-
валидности [2].

сохраняющаяся напряженная эпидемическая 
обстановка по бруцеллезу в российской Федерации 
обуславливает необходимость дальнейшего совер-
шенствования эпидемиологического надзора за дан-
ной инфекцией, внедрения новых методов оценки 
эпизоотолого-эпидемического состояния на основе 
современных информационных технологий. 

в российской Федерации к настоящему времени 
разработаны методики применения гис при эпид-
надзоре за чумой, глпс, брюшным тифом, сибир-
ской язвой [1, 4]. 

за рубежом эпидемиологический анализ с ис-
пользованием гис проводился в Фрг (мониторинг 
пространственного распределения заболеваемости 
кишечными инфекциями с учетом структуры водо-
снабжения) [5], испании (прогнозирование ареала 
популяций иксодовых клещей) [6], украине (раз-
работаны электронные карты распространения 7-й 

пандемии холеры в мире и на территории украины), 
казахстане (создана электронная база данных по фе-
нотипическим и генотипическим признакам атипич-
ных штаммов чумного микроба) [3]. 

целью работы явилось совершенствование эпи-
демиологического надзора за бруцеллезом в ск на 
основе создания системы хранения информации 
(базы данных по эпизоотологии и эпидемиологии 
бруцеллеза), визуализации этой информации на кар-
те ск и дальнейший ее анализ с использованием 
программы Arc GIS 10.

материалы и методы

материалом для исследования служили данные 
управления роспотребнадзора по ск о заболеваемо-
сти бруцеллезом людей, управления ветеринарии в ск 
о заболеваемости бруцеллезом сельскохозяйственных 
животных, а также данные территориального органа 
Федеральной службы государственной статистики 
по ск об основных социально-демографических по-
казателях за период 2006–2011 гг.

анализу были подвергнуты 347 эпидемиологи-
ческих карт больных бруцеллезом людей в ск и све-
дения о 398 пунктах, неблагополучных по бруцелле-
зу животных в ск за период 2006–2011 гг. 

статистический анализ данных проводили с ис-
пользованием общепринятых методов. 

в работе использовали электронные карты 
россии и ставропольского края. наложение дан-
ных на карту и их дальнейший эпидемиологический 
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анализ осуществляли с использованием программы 
ArcGIS 10 фирмы ESRI (сШа).

в процессе статистической обработки и создания 
баз данных, были использованы программные про-
дукты Microsoft Office Excel и Microsoft Office Access 
2007. текстовый и графический материал оформлен 
на персональном компьютере IBM Pentium IV в про-
граммных продуктах «Microsoft Office 2007».

результаты и обсуждение

в качестве модели для применения гис-тех-
нологий в эпидемиологическом надзоре за бру-
целлезом был выбран ставропольский край, яв-
ляющийся одним из наиболее неблагополучных 
регионов северо-кавказского федерального округа 
российской Федерации по данной инфекции, в ко-
тором в последние 5 лет наблюдается тенденция к 
росту заболеваемости.

в 2011 г. в крае заболело 76 чел. (и.п. – 2,73, 
превышающий общероссийский показатель в 8 раз), 
выявлены 91 неблагополучный пункт по бруцеллезу 
крупного рогатого скота (крс) и 6 – по бруцеллезу 
мелкого рогатого скота (мрс). 

приступая к решению задачи по совершен-
ствованию эпиднадзора за бруцеллезом с использо-
ванием гис, нами проведен сбор данных и анализ 
эпизоотолого-эпидемиологической обстановки по 
бруцеллезу в ск за 2006–2011 гг. 

для упорядочения и хранения эпизоотолого-
эпидемиологической информации, находившейся 
в большинстве случаев на бумажных носителях, и 
обеспечения быстрого доступа к ней нами выбраны 
электронные базы данных программного продукта 
Microsoft Office Access, которые были структури-
рованы и наполнены данными по эпидемиологии и 
эпизоотологии бруцеллеза в ск. 

в результате нами были разработаны две 
базы данных по бруцеллезу в ск. база данных 
«эпидемиология бруцеллеза в ск» содержит такие 
эпидемиологически значимые показатели, как пол, 
возраст, дата выявления заболевания (число, месяц, 
год), место заболевания (район, населенный пункт), 
категория населения (сельское, городское) профес-
сия, тяжесть заболевания, факторы передачи, пути 
заражения, источник инфекции. 

база данных «эпизоотология бруцеллеза в ск» 
содержит следующие эпизоотологические данные: 
дата регистрации заболевания (месяц, год), катего-
рия хозяйства, место заболевания (район, населен-
ный пункт), вид животного (крс, мрс), количество 
заболевших животных. 

обработка информации, содержащейся в базах 
данных, осуществлялась по средствам интегриро-
ванных функций запроса и создания отчетов, по-
зволяющих быстро находить, анализировать, а так-
же выводить полученные данные в виде доступных 
для пользователя отчетов на монитор персонального 
компьютера.

для визуализации хранящейся в базах дан-
ных информации на карте ск и проведения 
пространственно-временного анализа эпизоотолого-
эпидемио ло гических данных по бруцеллезу нами 
был использован программный продукт ArcGIS 10. 
эта программа позволила не только визуализировать 
данные на карте края в виде отдельно обозначенных 
точек, соответствующих координатам мест реги-
страции заболеваний людей бруцеллезом и неблаго-
получным по бруцеллезу пунктам животных, но и 
проводить многомерный эпизоотолого-эпидемио ло-
гический анализ, накладывая тематические слои с 
данными друг на друга, основываясь на «привязан-
ной» к каждой точке информации по эпизоотологии 
и эпидемиологии бруцеллеза, содержащейся в базах. 

отображение информации, хранящейся в базах 
данных, и последующий ее анализ возможен с ис-
пользованием следующих 4 способов:

первый – нанесение на электронную карту ск 
точек, которые соответствуют координатам местно-
сти, где зарегистрированы случаи заболевания лю-
дей бруцеллезом и неблагополучные пункты по за-
болеваемости животных за исследуемый период; 

второй (более привычный для пользователя) – 
отображение информации в виде атрибутивных та-
блиц определенного слоя; 

третий – отображение информации в виде диа-
грамм, которые наглядно показывают соотношение 
между различными данными как на всей территории 
края, так и для каждого из 26 районов в отдельности; 

четвертый (районирование) – отображение ин-
фор мации градуированными цветами на основе 
расчета показателей риска инфицирования бруцел-
лезом (риб) производимого по методике о.в.кедро-
вой и соавт.

картографирование и дифференциация админи-
стративных территорий края по уровню заболеваемо-
сти осуществлялась с использованием функции про-
граммы ArcGIS 10 – распределение по квантильным 
группам. в результате территория края была разде-
лена на 4 группы: с низкими, средними, высокими и 
очень высокими показателями риб. 

к административным территориям с низкими 
показателями риб (0–0,69) отнесены советский рай-
он, города ставрополь, невинномысск, минеральные 
воды, железноводск, пятигорск, кисловодск; со сред-
ним риб (0,70–2,28) – грачевский, изобильненский, 
ипатовский, кочубеевский, красногвардейский, 
но во александровский, минераловодский, предгор-
ный, Шпаковский районы; с высоким риб (2,29–
5,22) – александровский, андроповский, апа насен-
ков ский, буденновский, георгиевский, кировский, 
петровский, труновский районы; с очень высоким 
риб (5,23–16,16) – арзгирский, благодарненский, 
кур ский, левокумский, нефтекумский, новоселиц-
кий, степновский, туркменский административные 
районы.

таким образом, разработаны методика использо-
вания гис-технологий в эпидемиологическом над-
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зоре за бруцеллезом (на примере ставропольского 
края) и приложение на основе ArcGIS 10 – «эпи-
демиологический надзор за бруцеллезом в став-
ропольском крае», обеспечивающее автоматизацию 
процессов сбора, хранения, обработки данных по 
бруцеллезу на административных территориях края 
и возможность сопоставлять их с оперативной эпи-
демиологической информацией. 

впервые разработана структура электрон-
ных баз данных по эпидемиологии и эпизоотоло-
гии бруцеллеза в субъекте российской Федерации. 
созданы базы данных «эпидемиология бруцеллеза 
в ск» и «эпизоотология бруцеллеза в ск» совме-
стимые с ArcGIS 10 и наполнены эпизоотолого-эпи-
де мио логической информацией за период с 2006 по 
2011 год.

проведено районирование территории ск по 
риску инфицирования бруцеллезом с применением 
квантильного анализа программы ArcGIS 10, выде-
лены административные районы с низкими, средни-
ми, высокими и очень высокими показателями риб. 
районирование территории ск позволяет принимать 
управленческие решения по вопросам дифференци-
рованного планирования профилактических меро-
приятий.
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в классических работах R.M.Pike и S.E.Sulkin  
[9–12, 14] сообщалось о 4079 случаях лабораторно-
го заражения при работе с возбудителями инфекци-
онных болезней, которые привели к 168 смертель-
ным исходам, произошедшим между 1930 и 1978 гг. 
однако в 2000 г. A.L.Harding и K.B.Byers [6] отмеча-
ют, что улучшение качества лабораторного оборудо-
вания, совершенствование технических средств кон-
троля и возросшее внимание к микробиологической 
технике безопасности смогли внести существенный 
вклад в снижение случаев лабораторного инфициро-
вания за последние два десятилетия.

особое место в укреплении лабораторной био-
логической безопасности отводится разработке ре-
гламентирующих документов, публикациям, посвя-
щенным указанной теме. многие опубликованные 
работы освещают практические приемы и методы, 
которые позволяют предотвратить случаи внутрила-
бораторного заражения [4, 13]. наше сообщение от-
носится к указанной категории публикаций и бази-
руется на двенадцатилетнем опыте работы со штам-
мами фиксированного вируса бешенства (virus fixe), 
используемыми при производстве антирабического 
иммуноглобулина.

цель исследования – оценка эффективности 
обеспечения биологической безопасности работ со 
штаммами фиксированного вируса бешенства при 
производстве антирабического иммуноглобулина.

материалы и методы

материалом для исследования служили норма-
тивные документы (методические указания, регламент 
производства, стандартные операционные процеду-

ры), регламентированные лабораторные методики, 
а также используемое при работе с фиксированным 
вирусом бешенства технологическое оборудование и 
квалификационные требования, предъявляемые к пер-
соналу лаборатории. в работе использовали аналити-
ческий метод с инструментальной оценкой рисков.

результаты и обсуждение

в 1999 г. согласно решению межведомственной 
комиссии совета безопасности российской Федерации 
по охране здоровья населения (№ 1 от 24.10.2000 г.) и 
поручению главного государственного санитарного 
врача российской Федерации (№ 2510/12020-99-26 
от 09.11.99 г.) институт «микроб» приступил к орга-
низации технологической линии по масштабному про-
изводству гетерологичного антирабического иммуно-
глобулина. в процессе производства иммуноглобулина 
предусмотрено использование штаммов фиксированного 
вируса бешенства – штамма москва 3253 для иммуниза-
ции лошадей-продуцентов и штамма CVS для постанов-
ки регламентированных контрольных тестов. 

одной из основополагающих задач вновь соз-
данной в 1999 г. лаборатории профилактических им-
муноглобулинов являлась разработка нормативных 
документов, регламентирующих правила работы 
с производственными штаммами фиксированного 
вируса бешенства. таким документом стали мето-
дические указания «безопасность работы с произ-
водственными штаммами фиксированного вируса 
бешенства» (му 3.3.1.1099-02, 2002). разработке по-
добных документов предшествует процедура оценки 
опасности внутрилабораторного заражения с пози-
ций оценки рисков [4, 5, 7]. результатом ее выпол-
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нения является определение степени опасности для 
обоснования и выработки комплекса адекватных 
мероприятий по обеспечению безопасности работ с 
конкретным возбудителем в конкретных условиях, 
включая производственные. 

на начальных этапах работы необходимо было 
четко сформулировать и оценить риски, с которыми 
могут столкнуться сотрудники, выполняющие стан-
дартные технологические операции по изготовлению 
органотканевого рабического антигена.

оценка риска представляет собой аналитический 
процесс, результаты которого позволяют выбрать 
подходящие практические методики, оборудование и 
определить требования к помещениям, которые спо-
собны предотвратить или минимизировать риск вну-
трилабораторного заражения до приемлемого уровня.

основными факторами, которые были учтены 
при оценке риска и выборе мер предосторожности 
при работе с virus fixe, являются группа патогенно-
сти возбудителя и степень опасности лабораторных 
процедур.

одним из эффективных инструментов для про-
ведения оценки микробиологического риска являет-
ся перечень критериев, лежащих в основе формиро-
вания групп риска при работе с патогенными биоло-
гическими агентами. 

по классификации всемирной организации 
здравоохранения, возбудители инфекционных забо-
леваний дифференцируются на четыре группы риска 
[6]. однако простая ссылка на группу риска для фик-
сированных штаммов вируса бешенства была недо-
статочна для проведения оценки опасности. 

помимо критериев, отражающих степень опас-
ности возбудителя инфекции, были приняты во 
внимание следующие дополнительные факторы: 
степень аттенуации штамма и его периферическая 
активность; потенциальные последствия возможно-
го инфицирования; естественные пути передачи воз-
будителя; возможные пути инфицирования, вызван-
ные манипуляциями в лабораторных условиях (па-
рентеральный, воздушно-капельный); устойчивость 
вируса к факторам внешней среды; концентрация 
агента и объем материалов, которые предполагается 
использовать в работе; наличие на рабочем месте эф-
фективных препаратов для местной обработки и по-
стэкспозиционной профилактики.

ранее были даны определения «фиксированный 
вирус бешенства» и «фиксация» [1]. Фиксированный 
вирус бешенства – это аттенуированный вирус улич-
ного бешенства. аттенуация была достигнута много-
кратным пассированием на лабораторных животных, 
в результате чего вирус утратил способность пора-
жать периферические нервы. однако мы не осветили 
в полном объеме указанные выше вопросы, а имен-
но: фиксированный вирус бешенства Rabies virus от-
носится к роду Lyssavirus семейства Rhabdoviridae; 
способен вызывать заболевание только при интраце-
ребральном способе введения; полностью утратил 
способность накапливаться в слюне инфицирован-

ного животного. в связи с этим у штаммов фиксиро-
ванного вируса бешенства отсутствует возможность 
естественного пути передачи. помимо этого, он неу-
стойчив во внешней среде [3].

понятие «аттенуированный» в отношении 
штаммов фиксированного вируса бешенства позво-
ляет отнести их к III группе патогенности в соответ-
ствии с санитарно-эпидемиологическими пра вилами 
сп 1.3.1285-03 «безопасность работы с микроор-
ганизмами I–II групп патогенности (опасности)»  и 
сп 1.3.2322-08 «безопасность работы с микроор-
ганизмами III–IV групп патогенности (опасности) 
и возбудителями паразитарных болезней». однако 
степень аттенуации требует уточнения, в частности, 
в вопросах использования названных штаммов при 
производстве антирабического иммуноглобулина.

проведя углубленный литературный поиск, мы 
смогли документально доказать, что штамм фикси-
рованного вируса бешенства москва 3253 в течение 
многих лет применялся для приготовления антира-
бических вакцин с целью профилактики бешенства у 
людей [2]. вакцину изготовляли из мозговой суспен-
зии овец, инфицированных штаммом москва 3253, и 
инактивировали добавлением фенола с экспозицией 
в течение 24 ч. более того, в ответ на разлитую по-
слевоенную эпизоотию бешенства было принято ре-
шение интенсифицировать антирабическое лечение 
и вводить пациентам данный тип вакцины неинак-
тивированным. на протяжении четырех лет (с 1946 
по 1949 год) препарат вакцины, представлявший 
собой 5 % вируссодержащую неинактивированную 
мозговую суспензию, вводили пациентам подкож-
но в клетчатку живота ежедневно на протяжении 
40 дней в суммарном объеме, достигавшем 240 мл 
[3]. учитывая данные аргументы, совместно со спе-
циалистами государственного научного центра ви-
русологии и биотехнологии «вектор» (кольцово, 
новосибирская обл.) и лаборатории бешенства и 
оспы гиск им. л.а.тарасевича (нц эсмп, москва) 
было принято коллегиальное решение об отнесении 
производственных штаммов фиксированного вируса 
бешенства к III группе патогенности, а фиксацию – к 
способам аттенуации. 

вторым по значимости критерием при оценке 
степени риска являются лабораторные манипуляции. 
в начале работы была определена степень опасности 
при экспериментах, связанных с заражением и вскры-
тием лабораторных животных, которые осуществляли 
на принципах моделирования и оценки принципиаль-
ной опасности и риска с позиций технического ре-
гулирования. нами было установлено, что методики 
заражения и вскрытия лабораторных животных при 
работе с фиксированным вирусом бешенства весьма 
специфичны и требуют подробного рассмотрения с 
позиций биологической безопасности.

критические этапы при проведении производ-
ственных процедур по приготовлению рабического 
антигена, выявленные при оценке рисков, связаны 
с интрацеребральным заражением лабораторных 
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животных, трепанацией черепа и получением ви-
руссодержащей мозговой суспензии [8]. основная 
опасность при манипуляциях, связанных с внутри-
мозговым введением маточной культуры фиксиро-
ванного вируса бешенства, обусловлена возможно-
стью аэрозольного загрязнения воздушной среды 
лабораторного помещения. кроме того, данный этап 
работы опасен тем, что во время проведения мани-
пуляций животное может травмировать кожные по-
кровы экспериментатора (укус, царапина). при изго-
товлении органотканевого рабического антигена для 
иммунизации продуцентов предусмотрены работы, 
связанные с использованием больших объемов ин-
фицированного материала, что, согласно правилам 
сп 1.3.1285-03, оценивается как повышенная сте-
пень опасности и регламентирует использование до-
полнительных средств защиты персонала от возмож-
ного аэрозольного заражения. 

на стадии трепанации черепной коробки кроли-
ка также присутствует опасность получения сотруд-
ником травмы острым режущим инструментом или 
осколком кости, а на стадии приготовления мозговой 
суспензии высок риск создания аэрозоля. 

в процессе разработки стандартных операцион-
ных процедур особое внимание было уделено указан-
ным выше методикам с целью минимизации риска 
возникновения аварийной ситуации. во-первых, во 
время работ по заражению лабораторных животных 
было регламентировано использование I типа про-
тивочумного костюма. во-вторых, строго регламен-
тировано количество персонала, выполняющего те 
или иные манипуляции с животными и их органами. 
в-третьих, при интрацеребральном заражении кроли-
ков предусмотрена обязательная фиксация животного 
на станке, ограничивающая его подвижность, и ис-
пользование специально разработанного пробойника 
для облегчения прохождения иглы шприца через че-
репную коробку. Фиксация животного в станке по-
зволяет снизить риск получения травмы эксперимен-
татором, а использование пробойника предупреждает 
забивание иглы костной тканью и снижает риск раз-
брызгивания инфицированного материала из шприца. 

для выполнения операции трепанации черепной 
коробки кролика был разработан специальный ста-
нок, обеспечивающий надежную фиксацию череп-
ной коробки, что в значительной мере снижает риск 
получения травмы экспериментатором. 

вопрос в отношении возможности инфицирова-
ния персонала фиксированным вирусом бешенства 
воздушно-капельным путем при проведении мани-
пуляций в лабораторных и производственных усло-
виях в доступной литературе не изучался, что с ме-
тодологических позиций безопасности требует рас-
смотрения сценария по наиболее неблагоприятному 
варианту. для защиты сотрудников от аэрозоля, со-
держащего вирус бешенства, который может возни-
кать при приготовлении мозговой суспензии, данный 
технологический этап был локализован в контроли-
руемые условия бокса биологической безопасности 

1бп2-ос, подключенного к системе вентиляции, 
оснащенной фильтрами тонкой очистки воздуха и 
используемого в качестве прототипа бокса биологи-
ческой безопасности III класса. 

не менее важным условием обеспечения безо-
пасной работы при производстве антирабического 
иммуноглобулина, несомненно, являются требования 
к уровню квалификация персонала. к работе с фик-
сированными штаммами вируса бешенства допуска-
ются специалисты, прошедшие профессиональную 
переподготовку с основами безопасной работы с па-
тогенными биологическими агентами, регулярно по-
вышающие квалификацию и имеющие соответству-
ющий сертификат. персонал допускается к работе с 
пба приказом директора учреждения после прове-
денной комиссионно проверки знаний действующей 
нормативно-методической, инструктивной докумен-
тации и практических навыков. кроме того, у всех со-
трудников подразделения регулярно проверяют знания 
санитарных правил по безопасности работ с микро-
организмами I–IV групп патогенности, методических 
указаний и стандартных операционных процедур. 

производство антирабического иммуноглобули-
на в роснипчи «микроб», организованное в 1999 г., 
начиналось с отработки технологических этапов по-
лучения препарата и выпуска экспериментальных 
серий. серийный выпуск производственных серий 
препарата был налажен в 2004 г. с каждым годом 
происходило наращивание темпов и объемов произ-
водства, что, естественно, сопровождалось увеличе-
нием объемов изготовления органотканевого рабиче-
ского антигена с использованием инфицированного 
материала и возрастанием количества инфицирован-
ных интрацеребрально животных (таблица). 

несмотря на десятикратное увеличение масшта-
ба производственных работ по выпуску антирабиче-
ского иммуноглобулина, за двенадцать лет наблюде-
ний не было ни одного случая аварии при работе с 

объемы производственных работ по изготовлению  
органотканевого рабического антигена и препарата  

иммуноглобулина антирабического 

год

кол-во  
инфицированных 
интрацеребрально 
фиксированным  

вирусом бешенства  
и вскрытых  

кроликов

объем  
изготовленного 
органотканевого 

рабического  
антигена, л

объем  
произведенного 

препарата  
иммуноглобулина 

антирабического, л

2000 505 30,3 30,0 *
2001 1246 74,76 45,0 *
2002 1014 60,84 50,0 *
2003 1260 75,6 55,0 *
2004 1051 63,06 71,9
2005 1450 87,0 115,5
2006 964 53,2 102,9
2007 1160 55,7 165,6
2008 1248 73,31 227,4
2009 1656 93,66 250,0
2010 1317 131,7 250,0
2011 1758 143,9 315,0 

Итого: 14629 943,03 1698,3

* экспериментальные серии препарата.
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фиксированным вирусом бешенства, в т.ч. получение 
травм сотрудниками подразделения. 

таким образом, можно заключить, что опреде-
ленные в 1999 г. риски, разработанные нормативные 
документы (методические указания, регламент про-
изводства, стандартные операционные процедуры), 
регламентированные лабораторные методики, уста-
новленное технологическое оборудование и высокие 
квалификационные требования к персоналу лабора-
тории позволили создать эффективную систему био-
логической безопасности при производстве антира-
бического иммуноглобулина. 
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в сложном процессе биотехнологии производ-
ства вакцины чумной живой температура культиви-
рования микробных клеток вакцинного штамма яв-
ляется одним из рычагов, позволяющих существенно 
повысить ростовые свойства биомассы и, в конечном 
итоге, оптимизировать качественные параметры го-
товой продукции. в настоящее время в нормативной 
документации на препарат заложен традиционно 
используемый в течение нескольких десятилетий 
температурный режим культивирования микробных 
клеток (27±1) °с, а также дополнительно (21±1) °с, 
позволивший получать бактериальное сырье как с 
исходно более высокими показателями жизнеспо-
собности микробных клеток, так и с наилучшими 
характеристиками по термо- и ксерорезистентности 
биомассы [3].

в процессе разработки и внедрения (21±1) °с 
температуры культивирования мы обратили внима-
ние на тот факт, что в ходе бактериоскопического 
контроля этапов производства на специфическую 
стерильность клетки чумного микроба Yersinia pestis 
EV были меньших размеров в сравнении с теми, ко-
торые выращивали при температуре (27±1) °с.

целью данного сообщения является изучение 
значения морфометрических показателей клеток вак-
цины чумной живой для более глубокого понимания 
процессов, происходящих во время лиофилизации.

материалы и методы

исследовали образцы вакцины, приготовленные 
из биомасс, выращенных при обеих температурах 
культивирования. после чего готовили препараты 
для исследования под электронным микроскопом, 
фотографировали несколько полей зрения при ин-
струментальном увеличении ×4000. полученные не-
гативы сканировали специальным прибором и в по-
следующем работали с цифровыми копиями.

в качестве изучаемого морфометрического по-
казателя нами был выбран поперечный размер клет-
ки. это было обусловлено тем, что продольный 
размер имеет значительную вариабельность из-за 
постоянного роста и размножения клеток. замеры 
поперечного сечения фотокопий клеток проводили 
с помощью компьютера в миллиметрах. результаты 
измерений делили на инструментальное увеличение 
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микроскопа ×4000 и определяли истинное значение 
поперечного сечения клеток.

статистическую обработку проводили обще-
принятым методом [5].

результаты и обсуждение

для двух температурных режимов было сделано 
44 измерения. в результате поперечный размер кле-
ток, выращенных при температуре (21±1) °с, соста-
вил (0,67±0,03) мкм, а при (27±1) °с – (0,88±0,02) мкм, 
P<0,001.

уменьшение размеров клеток, выращенных при 
более низких температурах, может быть вызвано 
тем, что изменяется их физиологическая активность. 
поскольку по основным параметрам (жизнеспособ-
ность, термостабильность) мы отмечали улучшение 
качества препаратов, полученных при более низкой 
температуре культивирования микробных клеток, 
можно предположить, что в этом случае в их мем-
бранных структурах (цитоплазматическая мембра-
на и мембрана клеточной стенки) липидные слои 
представлены в большей степени ненасыщенными 
жирными кислотами. это, в свою очередь, делает 
мембраны менее уязвимыми к таким факторам, как 
замораживание при низких температурах с последу-
ющей лиофилизацией. изложенное подтверждается 
и литературными данными [1, 4]. 

при сублимационной сушке происходят мощ-
ные газовые потоки, образующие в ампуле с 2 мл 
суспензии почти 20000 л пара, эвакуация которого 
через толщу замороженного блока, по образному вы-
ражению б.и.бланкова и д.а.клебанова [2], «бом-
бардирует» поверхность клеток миллиардами пере-
мещающихся частиц. такая «бомбардировка» наи-
более вредное воздействие оказывает на погранич-
ные системы клеток, которые играют важную роль в 
жизнеобеспечении микробов. поэтому уменьшение 
размеров клеток сказывается положительно при ли-
офилизации, поскольку такие клетки испытывают 
меньшее воздействие молекул пара.

воздействие пара на клетки показано на рисун-
ке, из которого следует, что при уменьшении объема 
клеток уменьшается и площадь, на которую воздей-
ствуют потоки пара. другая положительная сторона 
уменьшения размеров клеток заключается в том, что 
при прочих равных условиях и одинаковых концен-
трациях клеткам с меньшими размерами будет не так 
«тесно» в контейнере, в сравнении с более крупны-
ми в момент механического воздействия кристаллов 
льда, образующихся при замерзании. 

несмотря на то, что температура культивиро-
вания (21±1) °с микробных клеток штамма еV не 
является традиционно оптимальной и приводит к 
уменьшению размера клеток, данная биомасса ха-
рактеризуется более высокими показателями жизне-
способности и лучше переживает процессы замора-
живания и лиофилизации, в сравнении с (27±1) °с 
культурами.

так, исходная жизнеспособность (21±1) °с се-
рий вакцины составила в среднем (47,1±3,7) %, в то 
время как в сериях (27±1) °с регистрировался пока-
затель в (30,7±2,8) %. а термостабильность препара-
та соответственно была (12,4±0,92) и (10,8±0,1) сут.

по истечении 3 лет показатель жизнеспо-
собности микробов в ампуле (21±1) °с составил 
(34,3±3,4) %, что существенно превосходит регла-
ментированный (25 %). наибольшее снижение жиз-
неспособности зарегистрировано у (27±1) °с образ-
цов – (18,0±2,2) %. 

по данным электронной микроскопии, процент 
поврежденных клеток в вакцинных препаратах из 
(21±1) и (27±1) °с составил соответственно (4±0,2) 
и (7,5±0,6).

таким образом, снижение температуры куль-
тивирования биомассы чумного вакцинного штам-
ма EV в биотехнологии препарата вакцины чумной 
живой с (27±1) °с до (21±1) °с обеспечивает более 
высокие кондиции конечного продукта не только 
вследствие оптимизации биохимических механиз-
мов, препятствующих повреждающему воздей-
ствию факторов замораживания-высушивания, но 
и, очевидно, более подходящих морфологических 
параметров микробных клеток, имея в виду умень-
шение физического воздействия на менее крупные 
клеточные корпускулы в процессе возгонки моле-
кул пара при лиофилизации. 
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несмотря на глубокие биологические и гене-
тические исследования возбудителя холеры, многие 
свойства этого патогена остаются малоизученны-
ми. в частности, в настоящее время установлено, 
что популяция холерных вибрионов выделенных 
из различных сред обитания (от больных холерой, 
вибриононосителей, внешней среды) является ге-
терогенной [5, 6]. при изучении популяционного 
состава природных штаммов холерного вибриона 
классического биовара, выделенных на территории 
пакистана и индии в 1942–1969 гг. и хранящихся в 
государственной коллекции патогенных бактерий 
института «микроб», были выявлены штаммы, в по-
пуляции которых присутствовали как типичные мел-
кие прозрачные т-колонии (от англ. translucent), так 
и формирующие атипичные опалесцирующие мут-
ные о-колонии (от англ. opaque). по данным ряда 
авторов [2, 7], изменение морфологии колоний таких 
штаммов коррелировало с изменением их признаков, 
в частности, они отличались по продукции ряда фак-
торов патогенности, вирулентности и персистенции.

существование различий в морфологии коло-
ний могло быть связано с изменением биосинтеза 
поверхностных структур клетки, включая белки 
внешней мембраны, и экзополисахаридного слоя, 
обнаруженного у холерных вибрионов эльтор [4, 
9]. более того, появление клонов с атипичной мор-
фологией могло быть следствием избирательной 
активности набора различных генов, в том числе и 
генов вирулентности [11].

в ранее проведенных исследованиях были обна-

ружены штаммы Vibrio cholerae классического био-
вара – дакка 35, 9361 и B1307, популяции которых 
содержали колонии двух типов, отличающихся друг 
от друга не только по морфологии, продукции рас-
творимой гемагглютинин/протеазы, подвижности, но 
и по уровню синтеза холерного токсина. по данным 
реакции пассивного иммунного гемолиза (рпиг), 
T-колонии указанных штаммов продуцировали хо-
лерный токсин (тох+ фенотип), тогда как O-клоны 
не синтезировали этот белок (тох– фенотип) [2]. 
поскольку различия между колониями по четырем 
свойствам были наиболее выражены у штамма дакка 
35 серогруппы O1 классического биовара, то именно 
этот штамм был выбран в качестве модельного для 
последующих экспериментов.

в связи с вышеизложенным, целью наших ис-
следований было изучение особенностей ультра-
структуры бактерий Vibrio cholerae дакка 35 и об-
разуемых ими колоний методами трансмиссионной и 
сканирующей электронной микроскопии.

материалы и методы

в качестве питательных сред использовали бу-
льон и агар хоттингера (рн 7,2), LB-бульон и агар 
(рн 6,8). бактерии токсигенного и нетоксигенного 
вариантов штамма дакка 35 выращивали в течение 
суток при 37 °с. трансмиссионную электронную 
микроскопию проводили, применяя следующие 
варианты исследований: метод ультратонких сре-
зов, негативного контрастирования, электронно-
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гистохимический метод, а также сканирующую элек-
тронную микроскопию [3]. препараты просматрива-
ли в электронном микроскопе HU-12A и его скани-
рующей приставке HSE-2 («Hitachi», япония).

результаты и обсуждение

для выявления особенностей клеточных струк-
тур, участвующих в изменении морфологии колоний 
в штаммах холерного вибриона, методом негативно-
го контрастирования была изучена поверхность кле-
ток и содержание в них поли-β-гидроксибутирата мо-
дельного штамма V. cholerae дакка 35 классического 
биовара, имеющего в популяции т- и о-клоны. при 
этом было установлено, что клетки т- и о-клонов 
не содержали электронно-плотных гранул поли-β-
гидроксибутирата. в то же время при изучении двух 
фенотипически измененных вариантов V. cholerae 
дакка 35 было выявлено, что на поверхности и меж-
ду клетками о-вариантов присутствует рыхлый слой, 
который отсутствует у т-клонов (рис. 1).

обнаруженный дополнительный слой был вы-
делен с поверхности двух фенотипически разных 
вариантов штамма V. cholerae дакка 35, и при био-
химическом исследовании было установлено, что он 
имеет полисахаридную природу [1].

для подтверждения факта наличия у штамма 
V. cholerae дакка 35 экзополисахаридного слоя бак-

терии т- и о-клонов были исследованы электронно-
гистохимическим методом после их обработки кра-
сителем рутением красным, применяемым для об-
наружения экзополисахарида у грамотрицательных 
бактерий [8, 10]. при изучении популяции клеток в 
электронном микроскопе было выявлено, что дей-
ствительно между клетками о-варианта дакка 35 вы-
является аморфный электронно-плотный слой окра-
шенных экзополисахаридов, тогда как у т-ва рианта 
такой слой отсутствовал (рис. 2, 3). 

на следующем этапе работы было высказано 
предположение, что присутствие дополнительного 
экзополисахаридного слоя на поверхности клеток 
о-вариантов может привести к изменению структу-
ры колоний. для проверки данного предположения 
было проведено изучение двух фенотипически раз-
ных вариантов штамма V. cholerae дакка 35 в ска-
нирующем электронном микроскопе. исследование 
показало, что о-колонии V. cholerae дакка 35 имели 
рыхлую поверхность с отпочкованными островковы-
ми структурами (микроколонии, рис. 4, а, стрелка), 
расположенными на ее поверхности. в основной 
своей массе, клетки были покрыты слизистой обо-
лочкой в результате продукции экзополисахарида. 
иное строение колоний было у популяции т-клонов 
(рис. 4, б). поверхность размножающихся бактерий 
имела гладкую форму, клетки расположены упорядо-
ченно в центре колонии и хаотично по ее краям.

в итоге, с помощью трансмиссионной и скани-
рующей электронной микроскопии было подтверж-
дено наличие экзополисахаридного слоя у о-хо лер-
ных вибрионов классического биовара, который спо-
собствовал изменению морфологии колоний. таким 
образом, экзополисахаридный слой обеспечивает 

рис. 1. электронограмма поверхности клеток  
т- (A) и о- (Б) клонов штамма V. cholerae дакка 35.  

стрелкой показан дополнительный слой, присутствующий  
на внешней поверхности клеток о-клона.  

негативное контрастирование Фвк. увеличение ×30000

рис. 2. электронограмма двух фенотипически разных вари-
антов V. cholerae дакка 35, окрашенных рутением красным. 

негативное контрастирование: 
А – т-клоны, не синтезирующие экзополисахарид;  
Б – о-клоны, продуцирующие экзополисахарид;  

стрелкой отмечен экзополисахаридный слой. увеличение ×35000

рис. 3. то же, что на рис. 2. ультратонкие срезы.  
стрелками показан экзополисахаридный слой.  

увеличение ×30000

рис. 4. сканограммы колоний V. cholerae дакка 35: 
А – колонии о-варианта; Б – колонии т-варианта
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защиту возбудителя в неблагоприятных условиях 
внешней среды.
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недавно возникшие геноварианты Vibrio cholerae 
биовара эльтор отличаются от типичных штаммов 
этого возбудителя структурой генома профага CTXφ, 
в котором ген ctxB эльтор типа (ctxB3) заменен геном 
ctxB холерных вибрионов классического биовара 
(ctxB1). к настоящему времени эти варианты вытес-
нили типичные штаммы во многих эндемичных по 
холере регионах [2, 5, 8, 9, 10]. поскольку генетиче-
ски измененные штаммы являются более вирулент-
ными по сравнению с типичными, а также имеют 
повышенный эпидемический потенциал, существу-
ет необходимость дифференциации этих изолятов. 
более того, до сих пор не решен вопрос о том, какое 
происхождение имеют геноварианты – моно- или по-
ликлональное. существуют две гипотезы относи-
тельно их возникновения. первая состоит в том, что 
широкое распространение геновариантов является 
результатом экспансии единственного клона генова-
рианта, являющегося производным какого-то одного 
типичного штамма возбудителя холеры эльтор, кото-
рый возник на определенной территории в результа-
те приобретения им гена ctxB1 от неизвестного пока 
донора. согласно второй, такое событие обусловлено 
мультиклональным возникновением геновариантов в 
нескольких эндемичных по холере регионах [7, 8]. в 
этом случае следует ожидать, что генетическое раз-
нообразие геновариантов будет весьма значитель-
ным. для решения этих задач может быть использо-
ван метод мультилокусного VNTR-анализа (MLVA), 
который основан на оценке количества повторов 
VNTR в вариабельных участках генома. высокая раз-
решающая способность и воспроизводимость этого 

подхода была показана ранее при изучении различ-
ных штаммов многих патогенных бактерий, включая 
возбудителя холеры [4, 6, 7].

цель работы – изучить возможность дифферен-
циации типичных и измененных штаммов возбудите-
ля холеры методом MLVA, выяснить их филогенети-
ческие связи и оценить разнообразие геновариантов.

материалы и методы

в работе использовано 53 клинических штам-
ма V. cholerae биовара эльтор, из которых 2 изолята 
являлись предпандемическими (1937 г.), а 51 штамм 
был выделен в различные периоды 7-й пандемии 
(1965–2010 гг.) в разных регионах россии и в странах 
ближнего и дальнего зарубежья. среди последних 23 
штамма были типичными, а 28 – геновариантами, 
содержащими в профаге CTXφ ген ctxB1. эти штам-
мы были выделены на территории 14 регионов рФ 
с 1988 по 2010 год. для культивирования бактерий 
использовали бульон и агар LB (pH 7,6). в качестве 
вариабельных участков генома V. cholerae были ис-
пользованы ранее выявленные локусы. 

выделение днк осуществляли в присутствии 
гуанидинтиоцианата с использованием лицензиро-
ванных коммерческих наборов для выделения днк 
(днк-сорб, «AmpliSens», россия) в соответствии с 
инструкцией к используемому набору.

амплификацию днк проводили с использова-
нием программируемого термостата с горячей крыш-
кой iCycler «IQ5» (BioRad, сШа). 

определение нуклеотидной последовательности 
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днк полученных пцр-фрагментов проводили с по-
мощью генетического анализатора «3500xL Genetic 
Analyzers» (Applied Biosystems, сШа). первичное 
выравнивание и сравнение полученных нуклеотид-
ных последовательностей днк осуществляли с по-
мощью программы MEGA 5.0. для определения 
числа тандемных повторов использовали програм-
му «Tandem Repeats Finder v. 4.0». затем нуклео-
тидные последовательности днк были экспорти-
рованы в базу данных модульного пакета программ 
«BioNumerics 6.6» (Applied Maths, бельгия) и на их 
основе построены филогенетические деревья ме-
тодом «максимальной бережливости» (Maximum 
parsimony tree) с использованием категорического  
(categorical) коэффициента.

вариабельность VNTR-локусов оценивали с по-
мощью индекса разнообразия нея (DI) [3], опреде-
ленного по формуле DI=1-∑p2, где DI – индекс раз-
нообразия нея; р – частота встречаемости аллеля 
(отношение числа аллелей данного типа к общему 
числу аллелей).

результаты и обсуждение

анализ полученных данных показал, что среди 
53 штаммов было выявлено 37 MLVA-типoв. это озна-
чает, что каждый изолят, отличающийся от других по 
MLVA-профилю, имеет свой генотип и, следователь-
но, изученные штаммы относятся к 37 генотипам 
(таблица). при этом 23 типичных штамма, выделен-
ные в разные периоды 7-й пандемии (1965–1990 гг.), 
принадлежали к 16 генотипам, тогда как 28 штаммов 
геновариантов (1988–2010 гг.) – к 21 генотипу. эти 
данные свидетельствуют о значительной вариабель-
ности генома обеих групп взятых штаммов, которая, 
возможно, обусловлена временной (1937–2010 гг.) 
и географической (индонезия, индия, узбекистан, 
украина, россия) разобщенностью изолятов, а также 
связана с эволюцией возбудителя.

анализ филогенетического дерева, построенно-
го на основе MLVA, позволил выделить шесть кло-
нальных комплексов, каждый из которых содержал 
группу близкородственных штаммов, имеющих один 
и тот же или близкий генотип (рисунок). в эти ком-
плексы входят следующие группы штаммов: пред-
пандемические и атипичные пандемические изоляты 
(I), пандемические типичные штаммы (II, III, IV) и 
их геноварианты (V, VI). 

клональный комплекс I был представлен тремя 
штаммами, относящимися к двум генотипам, два из 
которых (мак757 и мак676) были предпандемиче-
скими, т.е. изолированными от больных холерой до 
начала 7-й пандемии (1937 г.) на о. целебес, и один 
(ме7) относился к «старым» штаммам с атипичной 
структурой генома, изолированным в самом начале 
7-й пандемии (1966 г.) в индии. их аллельные иден-
тификационные формулы 10,6,7,5,13/10,6,7,13,16 
указывают на их клональное происхождение. 
основные генетические особенности этих штаммов 

заключались в том, что в их геноме присутствовал 
профаг CTXφ с геном ctxB классического типа и от-
сутствовали острова пандемичности VSP-I и VSP-II, 
а также профаг RS1φ. что касается штамма ме7, то, 
несмотря на то, что он был выделен во время 7-й пан-
демии, структура его генома (отсутствовали VSP-I и 
VSP-II и профаг RS1φ) была очень близка к таковой 
предпандемических изолятов. возможно, что эти 
штаммы, наряду с предпандемическими, были пред-
шественниками типичных штаммов возбудителя 
холеры эльтор, которые могли сформироваться в ре-
зультате последовательных генетических событий. 

все типичные штаммы, образовавшие II, III и 
IV комплексы, несут профаг CTXφ с геном ctxB3 и 
содержат в первой хромосоме два острова панде-
мичности – VSP-I и VSP-II, а также профаг RS1φ. 
среди них самым большим является комплекс II, 
который представлен 14 изолятами, относящимися 
к девяти различным генотипам (рисунок). согласно 
данным эпидемиологического анализа эти штаммы 
в 1970 г. были завезены в астраханскую область че-
рез иран, где имели место крупные вспышки. затем 
в период 1970–1975 гг. происходило последующее 
распространение холеры водным путем в другие 
города поволжья и центрального региона россии 
[1]. сопоставление аллельных идентификационных 
формул этих изолятов (таблица) показывает, что они 
различались между собой лишь по числу повторов в 
двух наиболее вариабельных локусах второй хромо-
сомы. в то же время локусы из первой хромосомы 
были идентичны. присутствие в геномах трех гомо-
логичных локусов может свидетельствовать о кло-
нальном происхождении этих изолятов. что касается 
двух других минорных комплексов III и IV, то они 
включают в себя по четыре штамма (украина, 1970 г.; 
ставрополь и пермь, 1990 гг.), которые отличают-
ся как друг от друга, так и от штаммов II комплекса 
по структуре всех пяти локусов (таблица, рисунок). 
это может означать, что вспышки холеры в украине 
(1970), перми и ставрополе (1990) были связаны с 
независимым заносом других клонов возбудителя, 
имеющих генотипические отличия от штаммов II 
клонального комплекса. однако небольшая степень 
генетических различий по MLVA-профилю между 
типичными штаммами из трех разных клональных 
комплексов свидетельствует о их близком родстве 
между собой. 

особый интерес представляют вспышки и от-
дельные случаи холеры на территории россии, заре-
гистрированные в последующий период 7-й панде-
мии (1993–2010 гг.), вызванные заносом генетически 
измененных вариантов возбудителя.

согласно полученным данным, геновариан-
ты четко разделены на два больших клональных 
комплекса (V и VI), в каждый из которых входит 
по 14 (10 генотипов) и 15 (12 генотипов) штаммов 
соответственно (рисунок). их аллельные иденти-
фикационные формулы существенно отличаются 
от таковых типичных штаммов (таблица, рисунок). 
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Генотипы типичных и измененных штаммов V. cholerae биовара эльтор, выделенные в российской федерации  
и странах ближнего и дальнего зарубежья

генотип Штамм аллель гена ctxB год и место выделения аллели (кратность повторов) 
локусов

1 MAK676 Class 1937, о. целебес 10,6,7,15,13

2 MAK757 Class 1937, о. целебес 10,6,7,13,16
ME7 El 1966, индия

3 M415 El 1965, узбекистан 7,6,7,14,21
4 CW6 El 1966, индия 7,6,7,14,30
5 9/67 El 1967, индия 8,6,7,15,24

1/67 El 1967, индия
6 M887 El 1970, астрахань 8,6,7,21,25
7 м736 El 1970, пермь 8,6,7,18,26

м738 El 1970, пермь
8 м818 El 1970, саратов 8,6,7,18,25
9 P2938 El 1970, украина 9,6,7,14,21
10 P3109 El 1970, украина 9,6,7,14,27
11 M963 El 1972, астрахань 8,6,7,20,25
12 M888 El 1970, астрахань 8,6,7,18,24
13 м1011 El 1972, уфа (башкирия)

м1013 El 1972, уфа (башкирия)
14 M589 El 1974, пермь 8,6,7,19,23

M568 El 1974, саранск (мордовия)
M569 El 1974, саранск (мордовия) 8,6,7,15,23

15 M582 El 1974, элиста (калмыкия) 8,6,7,19,25
16 р13762 Class 1988, узбекистан 8,7,7,15,20
17 M1261 El 1990, пермь 9,6,8,19,20
18 M1259 El 1990, пермь 9,6,8,23,20

с402 El 1990, ставрополь
19 с447 El 1990, ставрополь 9,6,8,22,20
20 P15384 Class 1991, украина 8,7,8,16,14
21 P15653 Class 1991, украина 8,7,8,15,14
22 M1271 Class 1993, набережные челны 8,7,8,11,21

M1270 Class 1993, набережные челны
M1272 Class 1993, краснодар

23 м1264 Class 1993, краснодар 8,7,8,10,208,7,8,11,20
м1266 Class 1993, пермь

24 M1275 Class 1993, махачкала (дагестан) 8,7,8,14,20
25 M1294 Class 1994, c. айди-кутан (дагестан) 8,7,8,15,20

M1269 Class 1994, магнитогорск
M1268 Class 1994, магнитогорск
м1293 Class 1994, c. сулина (дагестан)

26 м1326 Class 1998, с. рубас (дагестан) 9,7,8,15,22
M1327 Class 1998, с. хорези (дагестан)
M1328 Class 1998, с. хорези (дагестан)

27 M1298 Class 1993, краснодар 9,7,8,11,21
28 м1344 Class 2001, казань 11,7,6,21,13

м1349 Class 2001, казань
29 м1345 Class 2001, казань 12,7,6,21,13
30 р17647 Class 1997, ачинск 9,8,6,16,24
31 р17644 Class 1997, ачинск 9,8,6,15,24
32 м1429 Class 2004, уфа (башкирия) 9,3,6,20,17
33 м1430 Class 2005, тверь 9,3,6,18,18
34 р18899 Class 2006, мурманск 9,3,6,30,19
35 л-3225 Class 2010, москва 9,3,6,14,19
36 л-3226 Class 2010, москва 9,3,6,15,19
37 л-4150 Class 2010, москва 9,3,6,13,20
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представленные данные свидетельствуют о том, что 
MLVA-типирование действительно позволяет диф-
ференцировать генетически измененные и типичные 
штаммы возбудителя холеры. 

более того, выявлены существенные генетиче-
ские различия между разными группами геновариан-
тов, завезенными на территорию россии из разных эн-
демичных очагов и в различные временные периоды: 
в 1991–1999 гг. (V комплекс) и 1997–2010 гг. (VI ком-
плекс). у сравниваемых групп штаммов четко выраже-
на разная аллельность всех 5 локусов (таблица). так, 
если аллельная идентификационная формула генова-
риантов из V комплекса по трем наименее вариабель-
ным локусам 8,7,8,/8,7,7, то у изолятов VI комплек-
са – 9,8,6/9,7,8/11,7,6/12,7,6/9,3,6. эти данные могут 
служить в пользу предположения о том, что сравни-
ваемые группы геновариантов не ведут своего проис-
хождения от одного клона. следовательно, эпидемии 
холеры, зарегистрированные в современный период в 
различных странах, скорее всего, вызваны геновари-
антами, имеющими поликлональное происхождение 
и возникшими, видимо, одновременно или последова-
тельно в разных эндемичных по холере регионах. это 
предположение полностью совпадает с гипотезой о 
различном происхождении геновариантов, высказан-
ных ранее рядом исследователей [6, 7, 8]. 

кроме того, обнаружена заметная гетероген-

ность геновариантов, входящих в один и тот же 
клональный комплекс. так, VI комплекс состоит 
из четырех различных подгрупп, в состав которых 
входят геноварианты, изолированные в разные годы 
и относящиеся к разным генотипам: 26 (1998 г.); 
28–29 (2011 г.); 30–31 (1997 г.) (таблица, рисунок). 
сопоставление результатов MLVA-типирования с 
данными молекулярно-эпидемиологического ана-
лиза выявило определенные закономерности в рас-
пределении изолятов по подгруппам. установлено, 
что к 29, 30, 31 и 32 генотипам относятся штаммы 
из 1-й и 2-й подгрупп, выделенные от больных в 
период эпидемических осложнений в краснодаре в 
1993 г., в дагестане в 1998 г., казани в 2001 г. и от-
личающиеся от типичных изолятов только по струк-
туре профага CTXφ .

иная картина наблюдается в случае штаммов из 
3-й и 4-й подгрупп. установлено, что в их геноме, в 
отличие от указанных штаммов, присутствует деле-
тированный остров пандемичности VSP-II. при этом 
распределение штаммов между двумя подгруппами 
было прямо связано с размером делеции. у штаммов 
3-й подгруппы из заносного очага в ачинске (1997 г.) 
в VSP-II было делетировано лишь четыре гена, тогда 
как все изоляты из 4-й подгруппы, выделенные в бо-
лее поздние годы (2004–2010 гг.), имели более про-
тяженную делецию (7 генов). поскольку существует 

Филогенетическое дерево, построенное методом «максимальной бережливости» (maximum parsimony tree, Bionumerics, v.6.6)  
на основе MLVA по 5 локусам различных штаммов Vibrio cholerae биовара эльтор. Штрихами выделены VI клональных комплексов, 

которые образуют предпандемические (I) изоляты, пандемические типичные (II, III, IV) и генетически измененные (V и VI)  
штаммы. в кружках указаны изученные штаммы, место и год их выделения
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прямая связь между структурой VSP-II и эпидемиче-
ским потенциалом штаммов [11], то выявленная воз-
можность дифференциации изолятов с интактным и 
делетированным островом пандемичности методом 
MLVA заслуживает большого внимания.

таким образом, в результате MLVA-типирования 
по пяти VNTR-локусам обнаружено, что 53 изучен-
ных штамма относятся к 37 различным генотипам. 
установлено, что этот метод позволяет дифференци-
ровать типичные штаммы V. cholerae биовара эльтор 
и их геноварианты, которые отличаются друг от дру-
га по вирулентности и эпидемическому потенциалу. 
получены данные о генетическом разнообразии ге-
новариантов, которое, видимо, связано как с их по-
ликлональным происхождением, так и с продолжаю-
щимися изменениями генома под влиянием меняю-
щихся факторов окружающей среды. 
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Федеральной целевой программы «национальная 
система химической и биологической безопасности 
российской Федерации (2009–2013 годы)» и при под-
держке гранта рФФи № 12-04-00285а.
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холерные вибрионы обладают широким спек-
тром ферментативной активности, обеспечивающей 
им конкурентоспособность и возможность адаптации 
к различным экологическим нишам. субстратами для 
роста и размножения вибрионов могут служить раз-
нообразные органические соединения, в т.ч. содержа-
щие эфирные связи. к числу последних принадлежат 
твины (сложные моноэфиры многоатомных спиртов 
и жирных кислот, относящихся к классу неионоген-
ных поверхностно-активных веществ), которые мо-
гут использоваться даже в качестве единственного 
источника углерода [3]. установлено, что практиче-
ски все холерные вибрионы в той или иной степени 
обладают способностью гидролизовать твины 20, 
40, 60, 80 [3]. исключение составляют полностью 
лишенные этой способности нетоксигенные водные 
штаммы о139 серогруппы [1]. однако до настоящего 
времени исследования твиназной активности Vibrio 
cholerae проводились лишь по фенотипу вне связи 
с какими-либо генами, ответственными за ее прояв-
ление. в 2000 г. B.A.McCardell и соавт. был описан 
Cef (CHO cell elongating factor) холерных вибрионов. 
помимо цитотонической активности по отношению 
к культурам клеток, давшей название этому фактору, 
он способен гидролизовать p-нитрофениловые эфи-
ры жирных кислот с длиной цепи от 2 до 14 атомов 
углерода [6]. ранее нами была показана и твиназная 
активность рекомбинантных белков Cef холерных ви-

брионов различных серогрупп, а также способность 
Cef представителей о1 и нео1/нео139 серогрупп (но 
не V. cholerae о139) к гидролизу трибутирина [4]. 

цель работы состояла в детекции гена cef в днк 
холерных вибрионов различных серогрупп и срав-
нительном изучении их твиназной активности с ис-
пользованием питательной среды на основе панкреа-
тического перевара пекарских дрожжей.

объектами исследования служили 260 штаммов 
V. cholerae о1, 40 штаммов о139 и 40 штаммов нео1/
нео139 серогрупп. пцр-детекцию гена cef прово-
дили с помощью сконструированных нами прайме-
ров [4]. в качестве субстратов использовали твины 
20, 40, 60, 80, 85 и трибутирин, которые добавляли, 
как описано ранее [1, 4], к среде хдс-агар следую-
щего состава: панкреатический перевар пекарских 
дрожжей – 0,05 % (по аминному азоту); NaCl – 4,0 г; 
Na2HPO4·2H2O – 6,0 г; агар-агар микробиологиче-
ский – 12,0 г; вода дистиллированная – до 1 л; рн 
готовой среды 7,8±0,2. 

биоинформационный анализ аминокислотных 
последовательностей липаз и эстераз проводили с 
помощью пакета компьютерных программ Vector 
NTI 11 (www.informax.com).

полученные результаты показали, что ген cef 
присутствовал в геномах всех штаммов, кроме 
включенных в исследование 22 нехолерогенных 
V. cholerae о139, выделенных из водных источни-
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ков внешней среды. 
в опытах с использованием в качестве основы 

хдс-агара все cef-позитивные вибрионы, включая 
токсигенные клинические штаммы V. cholerae о139, 
гидролизовали твины 20, 40, 60, 80 и 85, тогда как ни 
один из водных cef-негативных штаммов о139 серо-
группы не обладал твиназной активностью. следует 
отметить, что на этой среде нам удалось выявить ак-
тивность по отношению к твину 80 у токсигенных 
штаммов о139 серогруппы, которая ранее не наблю-
далась при использовании других сред. по-видимому, 
некоторое несовпадение представленных в литерату-
ре данных о спектрах твиназной активности холер-
ных вибрионов [1, 3] также связано с использованием 
разными авторами неодинаковых питательных сред 
и концентраций субстратов. наши данные показали, 
что хдс-агар является адекватной средой, позволя-
ющей дифференцировать штаммы холерных вибрио-
нов по этой активности. что касается трибутирина, то 
все штаммы, включая водные cef-негативные V. cho-
le rae O139, гидролизовали этот субстрат, однако у 
последних зоны просветления среды вокруг колоний 
были намного меньше, чем у остальных штаммов, 
содержащих ген cef. поскольку трибутирин является 
субстратом, традиционно используемым для опреде-
ления не только эстеразной, но и липазной актив-
ности [5, 7], эти результаты навели нас на мысль о 
том, что у cef-негативных штаммов гидролиз трибу-
тирина осуществлялся другой липазой(ами), а у cef-
позитивных вибрионов о1 и нео1/нео139 серогрупп 
наблюдался эффект совокупного действия других 
липаз/эстераз и Cef. на обеих хромосомах V. cholerae 
eltor N16961 мы выявили 20 генов известных и пред-
полагаемых липаз и эстераз и провели поиск в их про-
дуктах консервативного пентапептида GXSXG, кото-
рый входит в состав субстрат-связывающего домена 
липаз. серин в его центре играет ключевую роль в 
связывании с субстратом [5]. оказалось, что GXSXG 
присутствует в молекулах трех белков, гены которых 
локализованы на большой хромосоме – предпола-
гаемой эстеразы/липазы YbfF (AAF95343.1) и двух 
протеин-глютамат-метилэстераз CheB (AAF95208.1 
и AAF94558.1), а также четырех белков, гены кото-
рых локализованы на малой хромосоме – липазы, 
входящей в состав Hly-локуса (AAF96133.1), липазы 
семейства GDXG (AAF96394.1), «липазоподобного 
белка» (AAF96652.1) и обозначенного как предпола-
гаемая липаза белка Cef (AAF96761.1). анализ, про-
веденный нами с помощью программы AlignX, не 
выявил значительной гомологии между ними (кро-
ме двух CheB, которые близки друг другу, но далеко 
не идентичны). субстратная специфичность боль-
шинства липаз/эстераз (содержащих пентапептид 
GXSXG) холерных вибрионов не изучена, но мы не 
исключаем, что, по крайней мере, часть из них ак-
тивна по отношению к трибутирину. в таком случае 
вполне понятна более слабая активность cef-нега-
тивных штаммов по сравнению с cef-пози тивными, 
у которых она усилена присутствием Cef. с другой 

стороны, с этих позиций не удается объяснить высо-
кую активность по отношению к трибутирину ток-
сигенных штаммов о139, поскольку продуцируемый 
ими Cef разлагает только твины, но не трибутирин 
[4]. возможно, это связано с повышенным уровнем 
синтеза одной из других липаз/эстераз, одновремен-
ной экспрессией нескольких кодирующих их генов, 
либо с более активным транспортом продукта(ов) во 
внеклеточное пространство. 

таким образом, на основании полученных ре-
зультатов с использованием «природной модели» 
– cef-негативных вибрионов о139 – можно с уве-
ренностью заключить, что твиназная активность 
V. cholerae, отчасти, обусловлена продуктом гена cef. 
однако, принимая во внимание принципиальные от-
личия в структуре геномов водных авирулентных хо-
лерных вибрионов о139 серогруппы от всех осталь-
ных представителей вида V. cholerae [2] и отсутствие 
в GenBank полной нуклеотидной последователь-
ности таких штаммов, остается вероятность того, 
что у вибрионов о1, нео1/нео139 и токсигенных 
штаммов о139 серогруппы твиназной активностью 
обладают и другие вышеупомянутые ферменты. для 
окончательного ответа на этот вопрос необходимы 
дальнейшие исследования, направленные на выяв-
ление генов других эстераз и липаз, определение их 
экспрессии и субстратной специфичности, а также 
получение делеционных мутантов, дефектных по 
гену cef, и сравнение их эстеразной активности с изо-
генными штаммами. во избежание получения лож-
ноотрицательных результатов при проведении таких 
исследований в качестве основы сред с твинами и 
трибутирином может быть рекомендован хдс-агар, 
исподьзование которого позволяет получать четкие и 
однозначные данные. 

Широкое распространение гена cef среди кли-
нических и водных штаммов различных серогрупп 
и достаточно высокий уровень его экспрессии по-
зволяют полагать, что данный фактор может вносить 
свой вклад в выживаемость холерных вибрионов в 
открытых водоемах и сточных водах, которые в на-
стоящее время значительно загрязнены органически-
ми веществами. в этой связи представляет интерес и 
тот факт, что ген cef (VCA0863) локализован на ма-
лой хромосоме в непосредственной близости к гену 
транспортного белка длинноцепочечных жирных 
кислот (VCA0862), которые могут образоваться в ре-
зультате расщепления различных субстратов за счет 
активности Cef.
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Штаммы Yersinia pestis основного подвида де-
лят на три биовара – античный, средневековый и 
восточный, каждый из которых сформировался в 
различные периоды внутривидовой эволюции возбу-
дителя чумы. на территории российской Федерации 
и сопредельных стран действует 45 природных оча-
гов чумы, в которых циркулируют штаммы Y. pestis 
античного и средневекового биоваров. генетические 
отличия штаммов этих биоваров, циркулирующих в 
различных ландшафтно-геогра фи ческих зонах, ис-
следованы далеко не достаточно. дифференциацию 
штаммов проводят по биохимическому признаку – 
редукции нитратов, в основе различной экспрессии 
которого лежит вариабельность единичного ну-
клеотида в гене периплазматической нитратредук-
тазы napA. Штаммы античного биовара активны по 
этому признаку, в то время как изоляты средневе-
кового биовара неспособны к денитрифицирующей  
активности. 

для выявления новых полиморфных днк локу-
сов, отличающих штаммы средневекового и других 
биоваров возбудителя чумы, нами проведен сравни-
тельный анализ нуклеотидных последовательностей 
геномов штаммов Y. pestis средневекового (KIM10), 
античного (Antiqua, Nepal516 Z176003, D182038, 
D106004) и восточного (CO92) биоваров, представ-
ленных в базе данных NCBI GenBank, с помощью ал-
горитма BLAST, который позволил выявить наличие 
двух вариабельных локусов у штамма KIM10, отлич-
ных от штаммов других биоваров. первый локус у 

штамма KIM10 содержал делецию размером 183 п.н. 
после 22490 нуклеотида в межгенном участке aceA 
(21134–22441 п.н.) – aceK (22514–24241 п.н.). второй 
вариабельный локус был расположен в гене y1694 
(1869687–1870825 п.н.), который у штамма KIM10 
включал делецию 70 п.н. после 811 нуклеотида от 
начала кодирующей последовательности. 

на соответствующие вариабельные участки ге-
нома с помощью программы PrimerExpress были рас-
считаны две пары праймеров, фланкирующие участки 
делеций в хромосомной днк. они имели следующий 
состав: Med(-183)-S – CGTTGAGAAAGTCCAGCA, 
Med(-183)-As – GGCAGTGACCTCCAGAAA; 
Med(-70)-S – AAGACCTTCGCCACCAGA, Med(-70)-
As – CCAGGATTCGCCGATTCA. амплификацию с 
парами праймеров Med(-183)-S-As и Med(-70)-S-As 
в пцр осуществляли по следующей схеме: 1 цикл 
при 94 °с – 5 мин, затем 35 циклов при 94 °с – 45 с, 
55 °с  – 1 мин, 72 °с – 45 с и завершающий цикл 
3 мин при 72 °с. ожидаемые размеры образуемых 
амплификатов с парами праймеров Med(-183)-S-As и 
Med(-70)-S-As составляли у штаммов средневеково-
го биовара 331 и 397 п.н., у античного и восточного – 
514 и 467 п.н.

в дальнейшем анализ двух вариабельных днк 
локусов был проведен у 59 штаммов возбудителя 
чумы основного подвида (античного, средневеково-
го и восточного биоваров), выделенных в природных 
очагах на территории россии и зарубежных стран. 
в том числе средневековый биовар был представ-
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лен 9 штаммами: м-567 и м-956 (волго-уральский 
песчаный очаг), м-928 (прикаспийский песчаный), 
с-528 (северо-западный прикаспийский), с-781, 
C-761 (центрально-кавказский высокогорный), 
с-763, с-765, с-621 (центрально-кавказский высо-
когорный, кубано-малкинский район); античный – 5 
штаммами: а-744, 1/156, 14/1646 (аксайский высо-
когорный), 1/220 (алайский высокогорный), 1691 
(верхненарынский высокогорный); восточный – 5 
зарубежными штаммами: Sonche, Marsel, Israel, KM 
715, Hamburg 15 (рисунок). 

у большинства использованных в работе штам-
мов средневекового биовара в пцр с парой прайме-
ров Med(-183)-S-As образовывались амплификаты 
ожидаемого размера – 331 п.н., за исключением изо-
лятов (с-763, с-765, с-621) из кубано-малкинского 
района центрально-кавказского высокогорного оча-
га, у которых отсутствовала делеция в 183 п.н., а раз-
меры образуемых фрагментов составляли 514 п.н., 
как и у штаммов античного и восточного биоваров 
(рисунок, б). большую разрешающую способность 
показала вторая пара праймеров Med(-70)-S-As, с по-
мощью которой характерная делеция выявлялась в 
пцр у всех штаммов средневекового биовара, у кото-
рых в пцр образовывались амплификаты размером 
397 п.н., в то время как у изолятов античного и вос-
точного – 467 п.н. (рисунок, а), что соответствовало 
ожидаемому результату.

таким образом, нами были обнаружены новые 
вариабельные локусы, содержащие делеции разме-
ром 183 и 70 п.н., которые отличают штаммы средне-
векового от штаммов других биоваров возбудителя 
чумы. в дальнейшем требуется провести биоинфор-
мационный анализ этих сайтов для оценки их эволю-
ционной значимости и возможности использования, 
совместно с ранее выявленными днк-мишенями, 
для реконструкции молекулярной генеалогии воз-
будителя чумы. кроме того, в рамках проведения 
молекулярно-эпидемиологического мониторинга вы-
деляемых штаммов Y. pestis совместное использова-
ние двух пар праймеров Med(-183)-S-As и Med(-70)-
S-As позволит просто, надежно и эффективно разде-
лять штаммы античного и средневекового биоваров 
методом пцр без применения дорогостоящих и тру-
доемких секвенационных технологий. 

работа выполнена при поддержке гранта рФФи 
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пцр-анализ вариабельных локусов с парами праймеров Med(-70)-S-As (А) и Med(-183)-S-As (Б):
 1–9 – штаммы средневекового биовара (м-567, м-956, м-928, с-528, с-781, C-761, с-763, с-765, с-621); 10–14 – штаммы античного биовара  

(а-744, 1/156, 14/1646, 1/220, 1691); 15–19 – штаммы восточного биовара (Sonche, Marsel, Israel, KM 715, Hamburg 15);  
20 – отрицательный контроль
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Штаммы Yersinia pestis основного (высоковиру-
лентного и эпидемически значимого) подвида делят-
ся на три биовара – античный, средневековый и вос-
точный, каждый из которых получил пандемическое 
распространение во время одной из трех прошедших 
пандемий чумы. для каждого из этих биоваров ха-
рактерна принадлежность к различным ландшафтно-
географическим зонам и очагам определенного типа. 
Штаммы античного биовара распространены, как 
правило, в высокогорных природных очагах суро-
чьего типа, в то время как штаммы средневекового 
биовара – в равнинно-предгорных, степных и пу-
стынных очагах сусликового и песчаночьего типа, 
а штаммы восточного биовара – в очагах крысино-
го типа, расположенных на морских и океанических 
побережьях. в природных очагах чумы в российской 
Федерации и сопредельных странах циркулируют 
штаммы средневекового и античного биоваров, при-
чем большую часть из этих очагов занимают штаммы 
средневекового биовара, которые распространены на 
обширных пространствах засушливых зон степей и 
пустынь. причины такой широкой распространен-
ности штаммов средневекового биовара остаются не 
установленными. возможно, они связаны с измене-
ниями в геноме штаммов средневекового биовара, 
которые обеспечили их лучшую адаптацию к усло-

виям почвенного биоценоза нор грызунов в засушли-
вых зонах расположения этих очагов.

в российской Федерации существуют 11 при-
родных очагов чумы. значительное большинство 
из них (9) составляют очаги сусликового (очаги 
№ 01–03, 14, 15, 38, 37) и песчаночьего (№ 16, 43) 
типов, в которых, как правило, циркулируют штам-
мы средневекового биовара [6, 7]. Штаммы этого 
биовара распространены и в большинстве природ-
ных очагов чумы, расположенных на пограничных с 
россией территориях, в том числе в большой группе 
среднеазиатских пустынных очагов (№ 18–30, 42), в 
закавказских песчаночьих очагах (№ 07–13), в оча-
ге сусликового типа в казахстане (№ 17). в связи с 
этим очевидна необходимость тщательного изучения 
штаммов  Y. pestis средневекового биовара, имеющих 
широкое распространение на территории российской 
Федерации. важным также является установление 
генетических особенностей штаммов средневеково-
го биовара из разных природных очагов чумы россии 
и сопредельных стран и определение генотипов этих 
штаммов, наличие которых необходимо для установ-
ления происхождения изолятов  Y. pestis и возмож-
ных путей заноса инфекции.

в основе деления штаммов  Y. pestis основного 
подвида на биовары лежат два дифференциальных 
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ночьего типа циркулируют штаммы средневекового биовара, имеющие типичный генотип glpD1 napA2 rhaS1. 
в забайкальском степном очаге распространены штаммы античного биовара с генотипом glpD1 napA1 rhaS1. 
аналогичный генотип имеют штаммы  Y. pestis из тувинского горного очага чумы, что коррелирует с наличием 
денитрифицирующей активности и отсутствием у них маркерной мутации средневекового биовара – замены еди-
ничного нуклеотида G→т в позиции 613 гена napA и свидетельствует о принадлежности штаммов из этого очага 
к античному биовару. среди штаммов  Y. pestis, выделенных в монголии, выявлены два атипичных штамма, не 
редуцирующие нитраты, но относящиеся к античному биовару.
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Carried out is the analysis of genetic peculiarities of Yersinia pestis strains (main ssp.), isolated in natural foci of the Russian 
Federation and Mongolia. Determined is the fact that strains of medieval biovar characterized by typical glpD1 napA2 rhaS1 genotype 
circulate in 7 out of 9 marmot and sandy-type foci. Strains of antique biovar characterized by glpD1 napA1 rhaS1 genotype prevail in 
the Trans-Baikal steppe foci. Y. pestis strains from Tuva mountain focus have similar genotype, which correlates with denitrification 
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and testifies to affiliation of these strains to antique biovar. Among Y. pestis strains isolated in Mongolia, identified are two atypical 
strains incapable of reducing nitrates but pertinent to antique biovar. 
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биохимических признака – ферментация глицерина 
и редукция нитратов. Штаммы античного биовара 
активны в отношении обоих этих субстратов, штам-
мы средневекового биовара не редуцируют нитра-
ты, а штаммы восточного биовара не ферментируют 
глицерин. отсутствие ферментации глицерина связа-
но с наличием делеции размером 93 п.н. в гене glpD 
глицерол-3-фосфатдегидрогеназы у штаммов восточ-
ного биовара, а редукции нитратов – с наличием заме-
ны единичного нуклеотида G→т в позиции 613 гена 
napA периплазматической нитратредуктазы у штам-
мов средневекового биовара [5, 8–10]. за исключением 
последнего признака, отсутствие редукции нитратов и 
лежащей в его основе мутации в гене napA, другие раз-
личия, которые могли бы быть использованы для диф-
ференциации средневекового и античного биоваров, 
не выявлены. генетические особенности штаммов 
средневекового биовара из природных очагов россии 
и сопредельных стран исследованы недостаточно. в 
связи с этим в данной работе нами проведен анализ ге-
нетических свойств штаммов  Y. pestis средневекового 
биовара из природных очагов россии и некоторых со-
предельных стран, и определены генотипы типичных 
и измененных штаммов  Y. pestis, распространенных 
на этих территориях. 

материалы и методы

Штаммы, биохимические свойства, выделение 
ДНК. использованные в работе природные штаммы  
Y. pestis из различных очагов россии и пограничных 
стран представлены в таблице. Штаммы выращива-
ли на агаре хоттингера (pH 7,2), в бульоне и на агаре 
LB (pH 7,2) в течение 18–24 ч при 28 °с. изучение 
способности к редукции нитратов, ферментации 
глицерина и рамнозы проводили так, как это ука-
зано в практическом руководстве по лабораторной 
диагностике опасных инфекционных болезней [3]. 
выделение днк штаммов  Y. pestis выполняли в со-
от ветствии с методическими указаниями [4]. 

ПЦР, секвенирование, биоинформационный ана-
лиз. пцр проводили по стандартной методике в со-
ответствии с му 1.3.2569-09. для амплификации 
фрагментов генов применяли ранее использованные 
праймеры [2, 5, 9, 10]. полученные в пцр продукты 
анализировали методом электрофореза в 1 % агароз-
ном геле при напряжении 10–15 в/см. для расчета 
олигонуклеотидных праймеров и проведения срав-
нительного анализа нуклеотидных последователь-
ностей использовали программы Primer Express и 
алгоритм BLAST. секвенирование полученных пцр 
фрагментов генов осуществляли на генетическом 
анализаторе модели «CEQ 8000» (Beckman Coulter). 

результаты и обсуждение

в работе исследованы свойства 68 штаммов  
Y. pestis основного подвида из 9 природных очагов 
российской Федерации сусликового и песчаночьего 

типов, а также 8 штаммов, выделенных в монголии. 
количество изученных штаммов  Y. pestis из каждо-
го природного очага представлено в таблице. анализ 
биохимических свойств этих штаммов показал, что 
все они не ферментируют рамнозу (как это свой-
ственно штаммам основного подвида), ферментиру-
ют глицерин и неоднородны по признаку редукции 
нитратов (таблица). 

ранее нами была разработана система мульти-
локусного сиквенс-типирования штаммов  Y. pestis, 
основанная на вариабельности генов, кодирующих 
дифференциальные признаки, используемые в фено-
типических схемах внутривидовой классификации 
возбудителя чумы [1]. в разработанной системе ти-
пирования в качестве генетического маркера сред-
невекового биовара использована мутация – замена 
единичного нуклеотида G→т в позиции 613 гена 
napA периплазматической нитратредуктазы. генотип 
по этому гену у штаммов античного и восточного 
биоваров был обозначен как napA1 (интактный ген), 
а штаммов средневекового биовара – napA2 (нали-
чие замены нуклеотида). аналогично этому, генотип 
штаммов античного и средневекового биовара по 
гену glpD был обозначен как glpD1 (интактный ген), 
а восточного биовара – glpD2 (делеция размером 
93 п.н.). для разделения штаммов  Y. pestis основно-
го и неосновных подвидов использовали замену еди-
ничного нуклеотида G→A в позиции 671 регулятор-
ного гена rhaS рамнозного оперона у основного под-
вида (генотип rhaS1), которая отсутствует у штаммов 
неосновных подвидов (генотип rhaS2) – кавказского, 
алтайского, гиссарского и улегейского [2]. в соответ-
ствии с фенотипическими признаками характерными 
генотипами биоваров возбудителя чумы являются: у 
античного – glpD1 napА1 rhaS1, у средневекового – 
glpD1 napА2 rhaS1 и у восточного – glpD2 napА1 
rhaS1. 

для получения молекулярной характеристики 
и определения генотипов штаммов из природных 
очагов российской Федерации и некоторых погра-
ничных стран нами был проведен анализ наличия у 
них маркерных мутаций, типичных для разных био-
варов  Y. pestis. у всех использованных в нашей ра-
боте штаммов не выявлено в пцр делеции размером 
в 93 п.н. в гене glpD, и, следовательно, эти штаммы 
не относились к восточному биовару. все они со-
держали характерную для штаммов основного под-
вида замену единичного нуклеотида в позиции 671 
гена rhaS, что на генетическом уровне подтверждало 
их принадлежность к основному подвиду возбуди-
теля чумы. по способности к редукции нитратов и 
наличию характерной делеции в позиции 613 гена 
napA среди изученных штаммов  Y. pestis было вы-
явлено несколько вариантов. оказалось, что в боль-
шинстве очагов (7 из 9) сусликового и песчаночьего 
типов в россии циркулируют штаммы средневеко-
вого биовара, которые содержат характерную му-
тацию – замену единичного нуклеотида G→т в по-
зиции 613 гена napA. это штаммы из центрально-
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кавказского высокогорного, терско-Cунженского 
низкогорного, дагестанского равнинно-предгорного, 
прикаспийского северо-западного степного, волго-
уральского степного, волго-уральского песчаного и 
прикаспийского песчаного очагов чумы. они имеют 
типичный генотип средневекового биовара glpD1 
napА2 rhaS1 (таблица).

два из восьми штаммов  Y. pestis, изолирован-
ных в пограничной с россией монголии –  Y. pestis 
231/14 (хэнтейский аймак) и 231 (21) (запхинский 
аймак), имели другой генотип. эти штаммы не реду-
цировали нитраты, на основании чего были отнесе-
ны ранее к средневековому биовару. однако прове-
денное нами секвенирование гена napA показало, что 
у обоих штаммов отсутствует мутация в позиции 613 
этого гена, и что их генотип идентичен штаммам ан-
тичного биовара – glpD1 napА1 rhaS1. аналогичное 
несовпадение между фенотипом и генотипом выяв-
лено нами у выделенного в китае штамма  Y. pestis 
Harbin35, который, по данным базы NCBI GenBank, 
относится к средневековому биовару, но, как установ-
лено нами при анализе его нуклеотидной последова-
тельности, также не содержит мутации в гене napA, 
и имеет генотип античного штамма – glpD1 napА1 
rhaS1. таким образом, нами впервые выявлено несо-
ответствие между дифференциальным признаком – 
редукцией нитратов и наличием маркерной мутации 
в гене napА, что ставит под сомнение диагностиче-
скую значимость одного из этих маркеров.

для того чтобы уточнить биоварную принадлеж-
ность атипичных штаммов, выделенных в монголии 

и китае, нами был проведен поиск новых днк ми-
шеней, которые могли быть использованы для диф-
ференциации штаммов античного и средневекового 
биоваров. проведенный сравнительный компьютер-
ный анализ штаммов античного биовара  Y. pestis 
Antiqua, Nepal315 (NCBI GenBank) и средневекового 
биовара KIM позволил нам выявить наличие делеции 
размером 24 п.н. после 3626563 нуклеотида у штам-
ма KIM, которая отсутствовала у штаммов Antiqua 
и Nepal315. на вариабельный участок генома KIM 
были сконструированы праймеры, имевшие следую-
щие последовательности.

M 24-S ataccggtattttgtgtc
M 24-As attaatgagacaccgcca
подобраны оптимальные условия проведения 

пцр: 1 цикл – 94 °с в течение 5 мин, затем 35 ци-
клов – 94 °с 45 с, 56 °с 1 мин, 72 °с 45 с и заверша-
ющий цикл – 3 мин при 72 °с.

с помощью разработанной пцр было иссле-
довано наличие делеции размером 24 п.н у штам-
мов основного подвида  Y. pestis, использованных в 
этой работе. оказалось, что эта делеция, обозначен-
ная нами как м 24, отсутствовала у всех штаммов 
античного биовара, но присутствовала практически 
у всех штаммов средневекового биовара (рисунок). 
эта днк мишень использована нами как дополни-
тельный маркер штаммов средневекового биовара. 
на ее наличие были проверены атипичные штаммы, 
выделенные в монголии  Y. pestis 213/14 и 235 (21) и 
штамм Harbin35 из китая (NCBI GenBank). делеция 
м 24 в их геноме отсутствовала, что в комплексе с 

Штаммы Y. pestis из природных очагов чумы, их фенотипическая и генетическая характеристика

очаги  
(количество изученных штаммов)

Ферментация 
глицерина

редукция 
нитратов

Ферментация 
рамнозы

glpD* napA** rhaS*** генотипы

песчаночьего типа:
волго-уральский песчаный (10) + – – 1 2 1 glpD1 napА2 rhaS1 – ср
прикаспийский песчаный (7) + – – 1 2 1 glpD1 napА2 rhaS1 – ср

сусликового типа:
центрально-кавказский высокогорный 
(15 )

+ – – 1 2 1 glpD1 napА2 rhaS1 – ср

терско-Cунженский низкогорный (3 ) + – – 1 2 1 glpD1 napА2 rhaS1 – ср
дагестанский равнинно-предгорный (8 ) + – – 1 2 1 glpD1 napА2 rhaS1 – ср
прикаспийский северо-западный  
степной ( 7)

+ – – 1 2 1 glpD1 napА2 rhaS1 – ср

волго-уральский степной (5 ) + – – 1 2 1 glpD1 napА2 rhaS1 – ср
забайкальский степной (5) + + – 1 1 1 glpD1 napА1 rhaS1 – ант
тувинский горный (8 ) + + – 1 1 1 glpD1 napА1 rhaS1 – ант

монголия (8)
2 + – – 1 1 1 glpD1 napА1 rhaS1 – ант
6 + + – 1 1 1 glpD1 napА1 rhaS1 – ант

 CO92 (GenBank) – + – 2 1 1 glpD2 napА1 rhaS1 – вост.

Antiqua (GenBank) + + – 1 1 1 glpD1 napА1 rhaS1 – ант

Harbin35 (GenBank) + – – 1 1 1 glpD1 napА1 rhaS1 – ант

 KIM (GenBank) + – – 1 2 1 glpD1 nap2 rhaS1 – ср

 PestoidesF (GenBank) + + + 1 1 2 glpD1 nap2 rhaS1 – кавк. п/в

* отсутствие (1) или наличие (2) делеции в гене glpD. 
**отсутствие (1) или наличие (2) замены нуклеотида в позиции 613 гена napA. 
***наличие (1) или отсутствие (2) замены нуклеотида в позиции 671 гена rhaS. 
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отсутствием маркерной мутации в гене napA доказы-
вает принадлежность этих атипичных по признаку 
редукции нитратов штаммов к античному биовару. 

в число 7 природных очагов чумы сусликово-
го типа, расположенных на территории российской 
Федерации, входят забайкальский степной и 
тувинский горный очаги. Фенотипический анализ 
штаммов  Y. pestis из этих природных очагов чумы, 
показал, что они способны к редукции нитратов (та-
блица), что свидетельствует о том, что эти штаммы не 
относятся к средневековому биовару. о циркуляции 
штаммов  Y. pestis античного биовара в забайкальском 
степном очаге сусликового типа известно давно. это 
связывают с произошедшей здесь в середине про-
шлого столетия сменой основного носителя. взамен 
истребленного в результате хозяйственной деятель-
ности человека монгольского сурка Marmota sibirica 
основным носителем чумы в этом природном очаге 
стал даурский суслик Citellus dauricus. в то же время 
смены носителя в тувинском горном очаге не заре-
гистрировано, и основным носителем чумы в этом 
природном очаге является длиннохвостый суслик 
С. undulatus, в связи с чем остается неясным, почему 
штаммы из этого природного очага чумы обладают 
способностью к редукции нитратов, в соответствии 
с которой по фенотипической схеме классификации 
они должны быть отнесены к античному биовару.

для определения генотипов штаммов из 
забайкальского степного и тувинского горного оча-
гов чумы нами было проведено секвенирование гена 
napA и исследовано наличие у них делеции м 24. 
как оказалось, характерная для средневекового био-
вара мутация (замена единичного нуклеотида G→т в 
позиции 613) гена napA у этих штаммов отсутствует, 
что, в комплексе с наличием у них способности к ре-
дукции нитратов, доказывает их принадлежность к 
античному биовару. эта принадлежность подтверж-
дена нами и при использовании пцр для выявления 

делеции м 24, которая, как оказалось, отсутствует в 
их геноме. полученные нами данные на генетиче-
ском уровне подтверждают принадлежность штам-
мов из забайкальского степного очага чумы к антич-
ному биовару, а также впервые ставят вопрос о цир-
куляции штаммов античного биовара и в тувинском 
горном очаге чумы сусликового типа. в отношении 
тувинского горного очага чумы остается неясным 
вопрос о том, произошла ли здесь незарегистриро-
ванная ранее смена основного носителя, или тип но-
сителя вообще не важен для циркуляции штаммов ан-
тичного или средневекового биоваров. полученные 
нами данные о циркуляции в забайкальком степном 
и тувинском горном очагах чумы сусликового типа 
штаммов античного биовара свидетельствуют об от-
сутствии жесткой корреляции между биоварной при-
надлежностью штаммов  Y. pestis и типом основного 
носителя в очаге. из примера забайкальского степ-
ного очага следует, что произошедшая здесь смена 
носителя не привела к замене существующих на этой 
территории штаммов античного биовара на штаммы 
средневекового биовара, которые, как правило, цир-
кулируют в очагах сусликового типа. 

результаты, полученные в этой работе, также 
ставят вопрос о диагностической ценности призна-
ка редукции нитратов как характерного признака 
средневекового биовара. выявление нами атипичных 
штаммов  Y. pestis античного биовара, не способных 
редуцировать нитраты, свидетельствует о необходи-
мости использования генетического маркера – мута-
ции (замены единичного нуклеотида G→т в позиции 
613) гена napA для доказательства принадлежности 
исследуемого изолята  Y. pestis к средневековому 
биовару. эти факты еще раз подтверждают преиму-
щество использования генетических методов диффе-
ренциации по сравнению с фенотипическими. эти 
данные также требуют разработки более надежных 
методов разделения штаммов античного и средне-
векового биоваров, основанных на их генетических 
особенностях.

работа выполнена по государственному кон-
тракту № 53-д от 04.06.12 г. в рамках реализации 
федеральной целевой программы «национальная 
система химической и биологической безопасности 
российской Федерации (2009–2013 годы)». 
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прикрепление бактерий к эукариотическим 
клеткам представляет собой сложный процесс, обу-
словленный как физико-химическими взаимодей-
ствиями их поверхностей, так и более тонкими мо-
лекулярными взаимодействиями между адгезинами 
микробных клеток и специфическими рецепторами 
мембраны клеток-мишеней [1, 2, 5, 6, 12]. 

по мнению ряда исследователей [2, 10, 11, 13], 
на начальной стадии адгезии бактерий к субстрату 
определяющую роль играет гидрофобность их по-
верхности. в связи с этим сравнительное изучение 
гидрофобных и адгезивных свойств чумного микро-
ба может позволить установить механизмы его взаи-
модействия с клетками макроорганизма. в работе 
представлены результаты определения гидрофобных 
свойств и адгезивной активности клеток Y. pestis EV 
нииэг, выращенных в различных условиях, в отно-
шении эритроцитов человека.

для выяснения природы поверхностных струк-
тур бактерий Y. pestis EV нииэг, участвующих в 
прикреплении к эритроцитам, микробную культу-
ру подвергали различным воздействиям, после чего 

оценивали ее адгезивные свойства. полученные в 
ходе экспериментов данные и их обсуждение приво-
дятся ниже.

материалы и методы

в исследованиях использовали бактерии штам-
ма Y. pestis EV нииэг, выделенные из коммерческой 
чумной живой сухой вакцины. микробные клетки 
выращивали на грм-агаре, агаре хоттингера и мясо-
пептонном агаре (рн 7,2) в течение 48 ч. в качестве 
дополнительных ингредиентов использовали суль-
фит натрия (1:30000) и генцианвиолет (1:100000). 
бактерии суспендировали в 0,9 % растворе хлорида 
натрия (рн 7,2). конечная концентрация клеток в 
суспензии соответствовала 1,0 у.е. оптической плот-
ности при длине волны проходящего света 540 нм 
и длине оптического пути кюветы 5 мм. для изме-
рения оптической плотности суспензии применяли 
фотоэлектроколориметр кФк-2.

эритроциты получали из венозной крови доно-
ра 0(I) Rh+ группы крови. в качестве антикоагулянта 
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в сравнительных экспериментах установлена сильная корреляционная связь между показателем адгезии 
штамма Yersinia pestis EV нииэг к эритроцитам человека и гидрофобными свойствами бактерий, в то же вре-
мя зависимости между гемагглютинирующей способностью и адгезивностью чумного микроба не обнаружено. 
выявлено, что обработка культуры бактерий трипсином и воздействие на нее высокой температуры (56 °с) при-
водят к снижению адгезии. показано, что инкубация микробных клеток с эритроцитами в присутствии анти-
биотиков (ампициллин, гентамицин, доксициклин и цефотаксим) не влияет на их взаимодействие. результаты 
проведенных исследований позволяют предположить, что основная роль в адгезии штамма Y. pestis EV нииэг 
к эритроцитам человека принадлежит гидрофобным взаимодействиям, которые обусловлены поверхностными 
структурами микробных клеток, относящимися к липопротеидам. 
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The comparative experiments demonstrated strong correlation between the index of Yersinia pestis EV NIIEG strain adhesion to 
human red blood cells and hydrophobic properties of bacteria. At the same time no dependence between hemagglutination and adhe-
sion of plague microbe was determined. Bacterial culture treatment with trypsin and high temperature (56 °C) decreased adhesion. 
Incubation of microbial cells with red blood cells in the presence of antibiotics (ampicillin, gentamycin, doxycycline and cefotaxime) 
had no influence on their interaction. The results of investigations suggested the major role of hydrophobic interactions in Y.pestis EV 
NIIEG strain adhesion to human red blood cells provided by the surface structures of microbial cells of the lipoprotein origin. 
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применяли 3,8 % раствор лимонно-кислого натрия 
(1:10). не позднее 24 ч после взятия крови эритроци-
ты трижды отмывали десятикратным объемом 0,9 % 
раствора хлорида натрия (рн 7,2) путем центрифуги-
рования при 1000 об/мин в течение 5 мин и ресуспен-
дировали в этом же растворе. конечная концентрация 
эритроцитов в суспензии составляла 1,0·1012/л.

адгезивную активность микробных куль-
тур определяли с помощью разработанного ав-
торами фотоколориметрического метода [7, 8]. 
гидрофобность бактерий оценивали по степени их 
адсорбции на поверхности капель хлороформа [9]. 
гемагглютинирующую активность микробных кле-
ток определяли по методике [4].

при трипсинизации микробной культуры бак-
терии суспендировали в 0,5 % растворе трипси-
на, приготовленном на 0,9 % растворе хлорида на-
трия (рн 7,2), и инкубировали в течение 1–3 ч при 
(37±1) °с. затем клетки дважды отмывали от трип-
сина 0,9 % раствором хлорида натрия (рн 7,2) пу-
тем центрифугирования при 4000 об/мин в течение 
10 мин и ресуспендировали в этом же растворе. при 
оценке влияния высокой температуры на адгезивную 
способность штамма суспензию бактерий прогрева-
ли при (56±1) °с в течение 5, 10, 20 и 30 мин.

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

результаты и обсуждение

на первом этапе работы проводили сравнение 
адгезивной активности и гидрофобных свойств куль-
тур Y. pestis EV нииэг, выращенных на грм-агаре 
при различной температуре. микробные клетки, 
культивируемые при (20±1) и (28±1) °с и обладаю-
щие выраженными адгезивными свойствами, прояв-
ляли достаточно высокую гидрофобность (значения 
пг составляли 38–44 %). у культуры, выращенной 
при (37±1) °с и характеризующейся низкой адгезив-
ностью, гидрофобные свойства были выражены от-
носительно слабо – пг находился на уровне 8 %.

из литературы [3] известно, что в составе кле-
ток штамма Y. pestis EV нииэг, выращенных при 
температуре (37±1) °с, обнаруживается на два белка 
меньше, чем у бактерий, инкубированных при низ-
кой температуре. вероятно, именно эти белки при-
дают клеткам более выраженную гидрофобность и 
участвуют в их прикреплении к эритроцитам.

последующие эксперименты показали, что ги-
дрофобность и адгезивные свойства микробных кле-
ток зависят не только от температуры культивирова-
ния, но и от состава питательной среды (табл. 1).

при выращивании бактерий на агаре хоттингера 
их адгезивные и гидрофобные свойства были значи-
тельно выше, чем при выращивании на мясопептон-
ном агаре. при этом добавление в состав мясопеп-

тонного агара сульфита натрия и генцианвиолета не 
оказывало значительного влияния на адгезивность 
и гидрофобность микробных клеток, в то же время 
внесение этих ингредиентов в агар хоттингера при-
водило к значительному повышению уровня адгезии 
и в меньшей степени – гидрофобности испытуемой 
культуры. между значениями па и пг микробных 
культур выявили высокую степень корреляционной 
связи (r=0,9), что позволило предположить о важ-
ной роли гидрофобных взаимодействий в процессе 
адгезии клеток Y. pestis EV нииэг к эритроцитам 
человека.

на следующем этапе исследований изучили вза-
имосвязь гемагглютинирующей способности штам-
ма Y. pestis EV нииэг с его адгезивными свойства-
ми. при этом было показано, что два данных свой-
ства проявлялись независимо друг от друга (табл. 2). 
следовательно, рга не позволяла раскрывать адге-
зивную способность исследуемого штамма. в этом 
плане преимуществами обладала методика, предло-
женная авторами.

в дальнейшем для установления состава струк-
тур клеток Y. pestis EV нииэг, ответственных за 
адгезию к эритроцитам, провели эксперименты, за-
ключающиеся в воздействии на микробную культуру 
различными экзогенными факторами (трипсином, 
высокой температурой, антибиотиками) и последую-
щей оценке уровня адгезии. установили (рисунок), 
что обработка бактерий трипсином в течение 1–3 ч 
приводила к снижению интенсивности адгезии в 2,6–
5,1 раза, а прогревание в течение 5–30 мин – в 1,3–1,9 
раза по сравнению с интактными бактериями.

полученные результаты свидетельствовали о 
белковой природе факторов, обеспечивающих фик-
сацию чумного микроба к эритроцитам. тем не 
менее, под воздействием высокой температуры и 
ферментативной обработки бактерий их адгезивная 

Таблица 1

Показатели адгезии и гидрофобности бактерий Y. pestis EV нииЭГ, 
выращенных при (28±1) ºс на питательных средах  

различного состава (n=5)

дополнительные 
ингредиенты

питательная среда

мясопептонный агар агар хоттингера

па, % пг, % па, % пг, %

отсутствуют 35,93±3,87 15,26±3,34 59,67±3,81 27,44±3,32

сульфит натрия 29,24±4,75 13,52±3,02 74,48±2,71 30,48±3,48

генцианвиолет 34,26±4,48 16,95±3,75 78,21±3,21 29,15±3,57

сульфит натрия + 
генцианвиолет

38,97±9,19 15,72±3,96 76,63±2,97 32,26±0,77

Таблица 2

адгезивные и гемагглютинирующие свойства культур  
Y. pestis EV нииЭГ, выращенных при различной температуре  

на Грм-агаре (n=5)

показатели 
(м±m)

температура выращивания микробной культуры,  °с

20±1 28±1 37±1

па, % 57,44±1,18 76,68±2,32 14,57±1,85

титр рга 1:96,0±32,0 1:266,7±138,7 1:277,3±129,8
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способность полностью не исчезала. вероятно, что 
в прикреплении чумного микроба к эритроцитам, 
помимо поверхностных белков, участвуют и другие 
субстанции. учитывая корреляцию гидрофобности 
и адгезивности клеток Y. pestis EV нииэг, можно 
предположить, что структуры, ответственные за свя-
зывание бактерий с чувствительными клетками, яв-
ляются липопротеидами.

в заключительной серии экспериментов оцени-
ли влияние ряда антибиотиков (ампициллина, ген-
тамицина, доксициклина и цефотаксима) на способ-
ность клеток Y. pestis EV нииэг прикрепляться к 
эритроцитам человека.

препараты применяли в субтерапевтических 
и терапевтических концентрациях (создаваемых в 
сыворотке крови при внутривенном введении тера-
певтических доз): гентамицин и доксициклин – 3,0 
и 6,0 мкг/мл, ампициллин – 10,0 и 20,0 мкг/мл, це-
фотаксим – 40,0 и 100,0 мкг/мл соответственно. 
использовали различные варианты внесения анти-
биотиков в пробы: добавление к бактериям непо-
средственно перед их смешиванием с эритроцитами 
с последующей инкубацией проб на вращающейся 
платформе при (37±1) °с в течение 30 мин; предва-
рительную 30-минутную обработку бактерии/эри-
троцитов при (37±1) °с на вращающейся платфор-
ме с последующим добавлением необработанных 
эри тро цитов/бактерий. результаты эксперимента 
показали, что тестируемые антибактериальные пре-
параты не вызывали достоверных изменений уровня 
адгезии микробных клеток.

таким образом, нами проведены сравнительные 
исследования адгезивных, гемагглютинирующих и 
гидрофобных свойств штамма Y. pestis EV нииэг. 
между гидрофобностью бактерий и их адгезивной 
способностью в отношении эритроцитов выявлена 
сильная корреляционная связь. следовательно, в ад-
гезии данного штамма к клеткам-мишеням важная 
роль принадлежит гидрофобным взаимодействиям. 
в то же время какой-либо зависимости между ад-
гезивностью и гемагглютинирующей активностью 
микробных клеток не выявлено, что не позволяет ис-

пользовать рга для оценки адгезии чумного микро-
ба к эритроцитам. установлено, что обработка трип-
сином и воздействие высокой температуры (56 °с) 
приводит к снижению адгезивных свойств микроб-
ных клеток. поэтому можно предположить, что 
структуры, отвечающие за процесс взаимодействия 
чумного микроба с эритроцитами, принадлежат к ли-
попротеидам. для подтверждения этого необходимы 
дальнейшие исследования. показано, что антибио-
тики (ампициллин, доксициклин, гентамицин, цефо-
таксим) не влияют на адгезию Y. pestis EV нииэг к 
эритроцитам человека.

работа выполнена при поддержке программы 
фундаментальных исследований уро ран, проект 
№ 12-п-4-1069 «Функционирование сердечно-сосу-
дистой системы в условиях кислородной недоста-
точности».

список литературы
1. Бондаренко В.М., Gang W., Barcus М.М. адгезивная ак-

тивность клинических штаммов клебсиелл. журн. микробиол., 
эпидемиол. и иммунобиол. 1996; 2:104–9.

2. Езепчук Ю.В. патогенность как функция биомолекул. 
м.: медицина; 1985. 240 с.

3. Зюзина В.П., Демидова Г.В., Соколова Е.П., Беспалова 
И.А., Бородина Т.Н., Алексеева Л.П. и др. сравнение спектра 
белков, присутствующих в препаратах липополисахаридов 
Yersinia pestis, выращенных при 28 и 37 °с. биотехнология. 
2003; 3:20–4.

4. Костюкова Н.Н., Переверзев Н.А. адгезия у Coryne bac-
te rium diphtheriae. журн. микробиол., эпидемиол. и иммунобиол. 
1985; 11:30–2.

5. Костюкова Н.Н. начальный этап инфекционного про-
цесса – колонизация и пути ее прекращения. журн. микробиол., 
эпидемиол. и иммунобиол. 1989; 9:103–10.

6. Макаренкова И.Д., Компанец Г.Г., Запорожец Т.С. 
ингибирование адгезии патогенных микроорганизмов на эука-
риотических клетках. журн. микробиол., эпидемиол. и иммуно-
биол. 2006; 3:121–5.

7. Оборин В.А., Ивонин А.Г., Пименов Е.В., Романов В.Е., 
Абашева Ф.И., Вылегжанина О.В. изучение адгезии клеток вак-
цинного штаммa EV Yersinia pestis к эритроцитам человека фото-
колориметрическим методом. вестник нгу. сер.: биол., клин. 
мед. 2009; 7(3):25–9.

8. Романов В.Е., Ивонин А.Г., Бондаренко А.Л., Оборин 
В.А., Нехорошкина Е.Л. способ определения бактериофикси-
рующей активности эритроцитов. патент 2360969 рФ, опубл. 
10.07.2009 г. бюл. № 11.

9. Серебрякова Е.В., Дармов И.В., Медведев Н.П., Алексеев 
С.А., Рыбак С.И. оценка гидрофобных свойств бактериаль-
ных клеток по адсорбции на поверхности капель хлороформа. 
микробиология. 2002; 71(2):237–9.

10. Федорович В.В., Калюжный С.В., Ван-дер-Мирен П., 

показатели адгезии клеток Y. pestis EV нииэг к эритроцитам человека  
после обработки трипсином (А) и прогревания (Б) (n=5)



МИКРОБИОЛОГИЯ

57

Верстраст В. разработка феноменологической модели кинетики 
бактериальной адсорбции на низкоэнергетических поверхностях. 
вестник московского ун-та. сер. 2. химия. 2002; 43(6):417–20.

11. Яскович Г.А., Яковлева Е.П. изучение гидрофобности 
поверхности штаммов клеток бактерий. микробиология. 1996; 
65(4):565–71. 

12. Jones C.H., Jones C.H., Pinkner J.S., Roth R., Heuser J., 
Nicholes A.V. et al. FimH adhesin of type 1 pili is assembled into a 
fibrillar tip structure in the Enterobacteriaceae. Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA. 1995; 92(2):2081–5.

13. Rosenberg M., Gutnick D., Rosenberg E. Adhrense of bac-
teria to hydrocarbons: a simple method for measuring cell-surface 
hydrophobity. FEMS Microbiol. Lett. 1980; 9(1):29–33.

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

1. Bondarenko V.M., Gang W., Barcus M.M. [Adhesion activity of 
clinical strains of Klebsiella]. Zh. Mikrobiol. Epidemiol. Immunobiol. 1996; 
2:104–9.

2. Ezepchuk Yu.V. [Pathogenicity as a Function of Biomolecules]. M.; 
1985. 240 p.

3. Zyuzina V.P., Demidova G.V., Sokolova E.P., Bespalova I.A., 
Borodina T.N., Alekseeva L.P. et al. [Comparison of the protein spectrum of 
lipopolysaccharide preparations from Yersinia pestis grown at 28 and 37 °C]. 
Biotekhnologia. 2003; 3:20–4.

4. Kostyukova N.N., Pereverzev N.A. [Adhesion in Corynebacterium 
diphtheriae]. Zh. Mikrobiol. Epidemiol. Immunobiol. 1985; 11:30–2.

5. Kostyukova N.N. [Early stage of infectious process – colonization 
and the way of its termination]. Zh. Mikrobiol. Epidemiol. Immunobiol. 1989; 
9:103–10.

6. Makarenkova I.D., Kompanets G.G., Zaporozhets T.S. [Inhibition 
of pathogenic microorganisms adhesion on eukaryotic cells]. Zh. Mikrobiol. 
Epidemiol. Immunobiol. 2006; 3:121–5.

7. Oborin V.A., Ivonin A.G., Pimenov E.V., Romanov V.E., Abasheva 

F.I., Vylegzhanina O.V. [Studying of adhesion of Yersinia pestis vaccinal strain 
EV cells to human erythrocytes by photocolorimetrical method]. Vestnik 
Novosib. Gos. Univer. Ser.: Biol., Klin. Med. 2009; 7(3)25–9.

8. Romanov V.E., Ivonin A.G., Bondarenko A.L., Oborin V.A., 
Nekhoroshkina E.L. [The way of estimating bacteria-fixing activity of eryth-
rocytes]. RF Patent № 2360969. 

9. Serebryakova E.V., Darmov I.V., Medvedev N.P., Alekseev S.A., 
Rybak S.I. [Evaluation of the hydrophobicity of bacterial cells by measuring 
their adherence to chloroform drops]. Mikrobiologia. 2002; 71(2):237–9.

10. Fedorovich V.V., Kalyuzhny S.V., Van-der-Miren P., Verstrast V. 
[Development of a phenomenological model of bacterial adsorption to low 
energy surfaces]. Vestnik MSU. Ser. 2. Khimia. 2002; 43(6):417–20.

11. Yaskovich G.A., Yakovleva E.P. [Strain-specific variations in 
the hydrophobicity of the bacterial cell surface]. Mikrobiologia.1996; 
65(4):565–71.

Authors:
Pimenov E.V., Ivonin A.G. The Laboratory of Comparative Cardiology 

of the Komi Science Centre of the RAMS Ural Division (Kommunisticheskaya 
St., 24, Syktyvkar, 167982, Russia), Vyatka State Agricultural Academy 
(Oktyabr’sky Pr., 133, Kirov, 610017, Russia).

Oborin V.A. Vyatka State University. Krasnoarmeiskaya St., 26, Kirov, 
610002, Russia. E-mail: vaoborin50@mail.ru

об авторах:
Пименов Е.В., Ивонин А.Г. лаборатория сравнительной кардиоло-

гии коми научного центра уральского отделения российской академии 
наук (167982, сыктывкар, ул. коммунистическая, 24). вятская государ-
ственная сельскохозяйственная академия (610017, киров, октябрьский 
пр-т, 133). 

Оборин В.А. вятский государственный гуманитарный университет. 
610002, киров, ул. красноармейская, 26. E-mail: vaoborin50@mail.ru

поступила 15.11.12.



Проблемы особо опасных инфекций, вып. 114, 2012

58

к настоящему времени в процессе эволюции 
сформировались 3 эпидемически опасных, отли-
чающихся по фенотипическим и генотипическим 
свойствам, варианта возбудителя холеры: Vibrio 
choleraе о1 классического биовара, Vibrio choleraе 
о1 биовара эльтор и Vibrio choleraе о139 серогруп-
пы [4]. основным же возбудителем 7-й пандемии на 
протяжении более полувека продолжает оставаться 
V. choleraе о1 биовара эльтор [2]. 

Vibrio choleraе о1 классического биовара был 
возбудителем первых шести пандемий азиатской 
холеры (1817–1926 гг.), при которой в ряде стран 
«смертность превышала возможность хоронить 
мертвых» [1, 10]. однако в 1961 г. более чем у 90 % 
всех заболевших холерой в мире обнаруживались 
V. choleraе о1 биовара эльтор, гемолизположитель-
ные в пробе грейга, которые в августе 1962 г. были 
признаны воз возбудителями холеры эльтор [9]. но 
эпидемический потенциал данных штаммов холерно-
го вибриона эльтор оказался недостаточно высоким 
для дальнейшего эпидемического распространения. 
эту функцию взял на себя новый вариант холерного 
вибриона эльтор – V. choleraе о1 eltor anhaemolyticus, 
обусловивший крупную вспышку холеры в западном 
ириане (новая гвинея) в октябре 1962 г. [7]. в сере-
дине шестидесятых годов прошлого столетия неге-
молитический, токсигенный (ctx+) холерный вибри-
он эльтор вытеснил классический биовар данных 
микроорганизмов на его эндемичной территории.

в 2002–2007 гг. появились сообщения [5, 12, 13] 

о находках у выделенных в 1991–1994 гг. в матлабе 
(бангладеш) и в лечебном центре Beira (мозамбик, 
африка) штаммов холерных вибрионов эльтор, несу-
щих генотипические признаки вибрионов классиче-
ского биотипа: их геном содержал ген rstR классиче-
ского типа, а гены ctxAB кодировали синтез холерно-
го токсина (ст) также классического типа. изоляты 
V. choleraе о1 с генотипическими признаками обоих 
биотипов получили название «гибридных»[11]. 

характеристику генетически измененных штам-
мов холерных вибрионов о1 приводят в своей работе 
A. Safa и соавт. [15]. генотипическая характеристика 
измененных токсигенных штаммов холерного вибри-
она дана в сравнительном аспекте с типичными эль-
тор и классическими вибрионами. так, геном CTXφ 

типичного токсигенного холерного вибриона эльтор 
состоит из коровой области и области RS2. в коровой 
области гены ctxAв кодируют продукцию холерного 
энтеротоксина; гены асе и zot, обеспечивающие мор-
фогенез фаговых частиц, кодируют синтез токсинов, 
нарушающих проницаемость эпителиальных клеток 
кишечника человека, способствующих свободному 
доступу в них энтеротоксина. Функция остальных 
трех генов, входящих в кластер токсигенности, изуче-
на недостаточно. в область RS2 входят гены rstA, rstB, 
кодирующие репликацию, интеграцию фаговых ча-
стиц, и ген rstR, регулирующий эти процессы. геном 
стхφ фланкируется с обеих сторон филаментозным 
фагом RS1, в геноме которого важную роль играет ген 
rstс, специфичный для типичного эльтор. необходимо 
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отметить, что гены ctxAв кодируют продукцию ток-
сина эльторовского типа (CT2), т.е. энтеротоксина, 
аминокислотная последовательность субъединицы в 
которого в положении 39 содержит аминокислоту ти-
розин, а в позиции 68 – изолейцин.

геном CTXφ классического холерного вибриона 
состоит, как и у типичного эльтор, из коровой и RS2 
областей с тем же набором генов. гены ctxAв коди-
руют продукцию энтеротоксина классического типа 
(CT1) – в положении 39 такой энтеротоксин субъеди-
ницы в содержит гистидин, а в положении 68 – трео-
нин. ген rstR по последовательностям нуклеотидов 
имеет четкие отличия от rstR холерного вибриона 
эльтор. кроме того, геном CTXφ классического хо-
лерного вибриона не фланкируется областью RS1.

в группу «атипичных» входят генетически раз-
нородные холерные вибрионы о1 серологической 
группы. так, матлабские варианты содержат в своем 
геноме профаг CTXφ классического биовара с гена-
ми rstRClas и аллелем ctxB1, кодирующем продукцию 
ст1, и не дифференцируются на биовары. вместе с 
тем данные варианты содержат кластер генов VSP1 и 
VSP2, что указывает на происхождение матлабских 
вариантов от типичного холерного вибриона эльтор. 
анализ электрофореграмм пульс-электрофореза по-
казал наличие генов классического и эльтор биоваров 
[14]. мозамбикские варианты фенотипически харак-
теризуются как холерные вибрионы биотипа эльтор, 
содержат в своем геноме CTXφClas c генами rstRClas и 
аллелем ctxB1, кодирующем продукцию ст1. группа 
генетически измененных вариантов холерных вибри-
онов эльтор содержит «гибридный CTXφ» с комбина-
цией генов rstREl и ctxB1(кодируют продукцию ст1) 
или rstRClas и ctxB3 (кодируют продукцию ст2). и, 
наконец, «гибридные эльтор» [15] cодержат в гено-
ме rstRClas и rstREl, что является отражением присут-
ствия двух различных копий CTXφ, расположенных 
как тандемно на одной хромосоме, так и локально на 
различных хромосомах. гибридные варианты эльтор 
продуцируют ст1.

на основании приведенных данных, для гено-
типирования генетически измененных холерных ви-
брионов эльтор методом пцр определен оптималь-
ный набор праймеров, мишенью которых будут днк 
генов rstRElt, rstRClas, ctxA, ctxв1, в3 и rstC.

 все эпидемические осложнения по холере в 
россии и странах снг явились следствием завоза 
инфекции из стран Юго-восточной азии (индия, 
пакистан, иран) или ближнего востока (сирия), что 
предопределило цель настоящего исследования: ре-
троспективный поиск генетически измененных ва-
риантов холерного вибриона эльтор среди изолиро-
ванных в 90-е годы на кавказе. 

материалы и методы

в работе изучены 73 штамма холерного вибриона 
эльтор, из которых 32 выделены от больных в 1970–
1990 гг. в грузии, дагестане и ставропольском крае, 

41 – в 1993, 1994, 1998 гг. в дагестане. клинические 
изоляты идентифицированы как холерные токсиген-
ные вибрионы о1 серологической группы биовара 
эльтор сероваров огава или инаба. 

определение генотипов, в том числе и генети-
чески измененных, среди клинических изолятов хо-
лерного вибриона эльтор, выделенных на кавказе в 
период 7-й  пандемии, осуществляли методом пцр, 
детектируя фрагменты генов rstRElt, rstRClas, ctxA, 
ctxB1(ВClas), ctxB3(BEl), rstC. олигонуклеотидные 
праймеры, использованные в работе, синтезированы 
в зао «синтол» (табл. 1).

для определения размеров ампликонов ис-
пользовали 100 bp DNA Ladder (100–3000 bp). 
секвенирование ампликонов проводили на гене-
тическом анализаторе ABI PRISM 3500 (Applied 
Biosystems) с набором реактивов BigDye Terminator 
v3.1 в соответствии с методическими рекомендация-
ми производителя, исходные данные анализировали 
в программе Sequencing Analysis v5.4. при сопостав-
лении последовательностей были использованы про-
граммы FinchTV 1.4.0. и BLAST (NCBI).

результаты и обсуждение

результаты исследований (табл. 2) показывают, 
что 32 клинических изолята, выделенные от людей 
в 1970–1990 гг., и 7 штаммов, выделенные в 1993–
1994 гг., отнесены нами к генотипу I, 31 штамм – к 
генотипу II, а 3 штамма – к генотипу III, которые по 
генетической структуре прилегающего к умеренно-
му фагу CTXφ участку RS1 с геном rstC отличались 
от классического биовара, фенотипически оставаясь 
эльтор вибрионом. «гибридный», или смешанный, 
генотип II составили дагестанские штаммы, выде-
ленные в 1993, 1994 и 1998 гг. эти штаммы отлича-
лись также полиантибиотикорезистентностью (от 3 
до 8 маркеров устойчивости), и большая их часть не 
лизировалась фагами с, эльтор II, хдФ 3, 4, 5. 

полученные данные позволили выявить среди 
клинических изолятов три генотипа холерного ви-
бриона эльтор, которые характеризовались наличи-
ем, наряду с ctxA, rstC, следующих генов: генотип I 
содержал только свои собственные, эльторовские, 

Таблица 1

олигонуклеотидные праймеры, использованные в работе

тестируемый 
ген

нуклеотидная последова-
тельность праймера, 5'–3' 

размер амп-
ликона, п.н.

источник

rstREl gcaccatgatttaagatgctc
tcgagttgtaattcatcaagagtg

501 [8]

rstRClas cttctcatcagcaaagcctccatc
tcgagttgtaattcatcaagagtg

501 [8]

ctxA cgggcagattctagacctg
cgatgatcttggagcactattcccac

564 [6]

ctxB1(ВClas) аctatcaacagcatatgcacatgg
cctggttacttgaaacg

186 [15]

ctxB3(BEl) аctatcaacagcatatgcacatgg
cctggttacttgaaaca

186 [15]

rstC аtgagtttgaaaccatacacttt
ttacagtgatggatcagtcaat

224 [12]
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гены – rstREl и ctxBEl, генотип II – гены rstREl, rstRClas
 

и ctxBClas, генотип III – rstRClas и ctxBClas
 (табл. 2), т.е. 

генотипы II и III содержат ген ctxBClas, кодирующий 
энтеротоксин классического типа. 

при секвенировании гена ctxB штаммов холер-
ного вибриона эльтор, отнесенных нами к генотипу I, 
установлено, что в нуклеотидной последовательно-
сти данного гена в позициях 115 и 203 присутствует 
тимин, а кодируемая им аминокислотная последова-
тельность субъединицы в холерного токсина в поло-
жении 39 содержит аминокислоту тирозин, в поло-
жении 68 – изолейцин. 

в нуклеотидной последовательности гена ctxB 
штаммов холерного вибриона эльтор II и III геноти-
пов в позициях 115 и 203 находится цитозин, а коди-
руемый им экзотоксин в положениях 39 и 68 содер-
жит соответственно аминокислоты гистидин и трео-
нин. данные секвенирования свидетельствуют о том, 
что штаммы I генотипа продуцируют ст 2-го типа, а 
II и III генотипов – ст 1-го типа.

таким образом, штаммы холерных вибрионов 
I генотипа являются типичными токсигенными хо-
лерными вибрионами биовара эльтор, вызвавши-
ми эпидемиологические осложнения по холере на 
кавказе в 1970–1990 гг., хотя единичные случаи этой 
инфекции наблюдались в 1993–1998 гг. генотипы II 
и III следует определить как генетически изменен-
ные варианты биовара эльтор, обусловившие эпи-
демические вспышки и единичные случаи холеры в 
дагестане в 1993–1998 гг. такие геноварианты био-
вара эльтор продуцируют ст 1-го типа, причем, как 
показали исследования н.и.смирновой и соавт. [4], 
в значительно большем количестве по сравнению с 
типичным токсигенным холерным вибрионом, яв-
ляются полиантибиотикорезистентными и устойчи-
выми к холерным диагностическим бактериофагам. 
учитывая полученные результаты и данные A.Safa 
и соавт. [14], можно утверждать, что выявленные на 
кавказе генотипы II и III холерного вибриона эльтор 
имеют клоновое происхождение от генетически из-
мененных штаммов биовара эльтор, выделяемых в 
азии и африки.
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Таблица 2

Генотипы холерного вибриона эльтор среди 73 клинических изолятов, выделенных на кавказе в период 7-й пандемии

Фенотип, годы выделения,  
кол-во исследованных штаммов 

кол-во изолятов с детектируемыми генами
генотип

rstREl rstRClas ctxA ctxBClas ctxBEl rstC

V. cholerae O1 биовара эльтор, 1970–1990 гг., n=32 32 0 32 0 32 32 I

V. cholerae O1 биовара эльтор, 1993–1998 гг., n=41 7 0 7 0 7 7 I
31 31 31 31 0 31 II
0 3 3 3 0 3 III
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возбудителем холеры, особо опасной инфекции, 
являются токсигенные штаммы Vibrio cholerae о1 
серогруппы классического и эльтор биовара, а также 
V. cholerae о139 серогруппы. холерные вибрионы 
классического биовара вызвали первые шесть пан-
демий холеры, тогда как возбудителем текущей, 7-й, 
пандемии, самой длительной из известных (с 1961 г. 
по настоящее время) является V. cholerae биовара эль-
тор. холерные вибрионы о139 серогруппы вызывают 
спорадические случаи заболевания. в результате эво-
люции возбудителя холеры эльтор почти 20 лет назад 
возникли генетически измененные штаммы, или гено-
варианты, несущие в геноме профага стхφ, кодирую-
щего холерный токсин (хт), ген ctxB холерных вибри-
онов классического биовара (ctxB1) [11]. современный 
период развития 7-й пандемии холеры характеризует-
ся дальнейшим изменением генома V. cholerae био-
вара эльтор, что выражается в появлении дополни-
тельной мутации в гене ctxB, нового аллеля гена tcpA, 
ответственного за биосинтез основной субъединицы 
токсин-корегулируемых пилей адгезии, необходимых 
на первом этапе развития инфекционного процесса – 
колонизации, а также протяженной делеции в острове 
пандемичности VSP-II [8]. к настоящему времени ге-
новарианты вытеснили типичные штаммы возбудите-
ля холеры эльтор на многих эндемичных территориях 
Юго-восточной азии и африки.

что касается россии, то установлено, что на-
чиная с 1993 г. все эпидемические вспышки и еди-

ничные случаи холеры были вызваны геноварианта-
ми [4]. поскольку показано, что измененные вари-
анты генетически неоднородны, большой интерес 
представляют генетические особенности штаммов 
V. cholerae биовара эльтор, выделенные на террито-
рии российской Федерации в последние годы. 

цель работы состояла в проведении фенотипи-
ческого анализа и исследовании структуры генома 
штамма V. cholerae 301 серовара инаба биовара эль-
тор, выделенного в 2011 г. из морской воды в рекреа-
ционной зоне таганрога.

материалы и методы

в работе использовали следующие штаммы, вы-
деленные от больных или из внешней среды: 3 типич-
ных штамма V. cholerae биовара эльтор (V. cho lerae 
м818 (саратов, 1970), р14376 (ростов-на-дону, 1990), 
м1259 (ставрополь, 1990)) и два генетически изме-
ненных (V. cholerae м1269 (дагестан, 1994), л3226 
(москва, 2010)), а также изучаемый штамм V. cholerae 
301. все штаммы получены из государственной кол-
лекции патогенных бактерий. для культивирования 
штаммов использовали агар LB (рн 7,2). определение 
лизабельности диагностическими фагами (классиче-
ский и эльтор) проводили согласно инструкции про-
изводителя. определение чувствительности к поли-
миксину в и способности к продукции ацетилметил-
карбинола в реакции Фогес-проскауэра определяли 
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согласно методическим указаниям [2].
продукцию хт изучали с помощью иммунофер-

ментного анализа GM1ELISA [15]. для детекции хт 
штаммы выращивали в условиях, оптимальных для 
продукции данного белка эльтор вибрионами – бу-
льон AKI (1,5 % бакто-пептона, 0,4 % дрожжевого 
экстракта дифко, 0,5 % NaCl, 0,3 % NaHCO3), рн 7,6, 
при температуре 37 °с [9]. измерение оптической 
плотности проводили на фотометре «Stat Fax 2100» 
(сШа) при длине волны 405 нм. количество про-
дуцируемого хт рассчитывали по калибровочному 
графику, построенному с использованием очищен-
ного хт. гемолитическую активность исследуемого 
штамма, способность к продукции растворимой ге-
магглютинин/протеазы (рга/п) и фосфолипазы изу-
чали на плотных средах по методикам, описанным 
ранее [7, 13, 16]. подвижность определяли на полу-
жидком (0,6 %) LB агаре.

чувствительность к антибиотикам устанавли-
вали при посеве штамма V. cholerae 301 на среды, 
содержащие соответствующие антибиотики [6]. 
результат учитывали после инкубирования посевов 
в течение суток при температуре 37 °с по наличию/
отсутствию роста на пластинках агара.

для изучения генетической организации штамма 
использовали блот-гибридизацию по саузерну, поли-
меразную цепную реакцию (пцр) и секвенирование. 
подготовку и обеззараживание образцов для пцр и 
секвенирования проводили согласно му 1.3.2569-09 
«организация работы лабораторий, использующих ме-
тоды амплификации нуклеиновых кислот при работе с 
материалом, содержащим микроорганизмы I–IV групп 
патогенности». рестрикцию и блот-гибридизацию 
по саузерну осуществляли по методу, описанному в 
пособии по молекулярному клонированию [1]. для 
фрагментирования хромосом использовали рестрик-
тазу PstI. пцр проводили в микропробирках объемом 
600 мкл на аплификаторах «бис» (россия) и «терцик» 
(днк-технология, россия). анализируемую днк до-
бавляли в количестве 10 мкл в приготовленную реак-
ционную смесь объемом 15 мкл (2,5 мкл стандартного 
10х буфера; 2,5 мкл смеси 2 мм днтФ («сибэнзим»); 
0,25 мкл 5 ед/мкл Taq-полимеразы («бионем»); по 
0,5 мкл специфических праймеров и 8,75 мкл деиони-
зованной воды). 

секвенирование генов проводили на приборе 
«CEQ8000» (Beckman Coulter, сШа). полученные 
последовательности изучаемых генов сравнивали с 
последовательностями, представленными в GenBank 
для референс-штаммов V. cholerae N16961 эльтор 
биовара и V. cholerae о395 классического биовара. 
анализ последовательностей днк осуществляли с 
использованием программ «Genetic Ana lysis System 
Software Version 9.0», «Mega4» и «BioEdit 7.1.3». 

результаты и обсуждение

при изучении фенотипических свойств уста-
новлено, что штамм V. cholerae 301 обладает всеми 

признаками, характерными для холерных вибрионов 
биовара эльтор: лизируется до дрт диагностическим 
фагом эльтор и не чувствителен к классическому 
фагу, растет на среде с добавлением 50 ед/мл поли-
миксина в, образует ацетилметилкарбинол в реак-
ции Фогес-проскауэра и продуцирует гемолизин при 
выращивании на плотных питательных средах с до-
бавлением 1 % эритроцитов барана. 

на следующем этапе работы был проведен срав-
нительный анализ продукции основных (холерного 
токсина) и дополнительных (ферменты патогенно-
сти, подвижность) факторов патогенности у изучае-
мого штамма. было показано, что в условиях in vitro 
данный штамм синтезирует и секретирует в среду 
выращивания 0,12 мкг/мл холерного токсина, что 
значительно превышает данный показатель у взятых 
для контроля типичных вибрионов биовара эльтор: 
V. cholerae м818 – 0,03 мкг/мл, р14376 – 0,04 мкг/мл, 
м1259 – 0,02 мкг/мл. вместе с тем уровень продук-
ции хт этим штаммом соответствует таковому, ха-
рактерному для измененных вариантов – V. cholerae 
м1269 – 0,1 мкг/мл, L3226 – 0,4 мкг/мл. приведенные 
результаты полностью согласуются с данными лите-
ратуры [14] и полученными нами ранее сведениями о 
повышенной продукции хт измененными варианта-
ми, выделенными на территории россии [4]. 

при оценке уровня продукции ферментов пато-
генности установлено, что штамм 301 обладает сла-
бой фосфолипазной активностью (зона просветления 
на агаре с яичным желтком – 0,5 мм), а также синте-
зирует в небольшом количестве секретируемый бе-
лок ргап (средняя зона просветления на агаре с мо-
локом – 1,0 мм). вместе с тем клетки исследуемого 
штамма оказались более подвижными по сравнению 
с ранее изученными типичными и генетически из-
мененными штаммами. средний радиус распростра-
нения клеток в макроколонии на полужидком агаре 
составил 7,0 мм. 

далее нами была исследована устойчивость 
штамма V. cholerae 301 к антибактериальным препа-
ратам. при этом минимальная ингибирующая доза 
для хлорамфенкола составила 50 мкг/мл, тетраци-
клина – 2 мкг/мл, триметаприма – 100 мкг/мл, ампи-
циллина – 10 мкг/мл, спектиномицина – 20 мкг/мл, 
стрептомицина – 10 мкг/мл. анализ полученных дан-
ных позволил сделать вывод, что штамм устойчив к 
спектиномицину, стрептомицину и триметаприму, но 
чувствителен к тетрациклину, хлорамфениколу, кана-
мицину, ампициллину и рифампицину. 

таким образом, изучаемый штамм V. cholerae 
301 по фенотипическим свойствам, включая биовар-
специфические, в целом не отличается от типичных 
штаммов холерных вибрионов биовара эльтор. в то 
же время установлено выраженное отличие между 
ним и типичными штаммами по продукции хт – 
основного фактора патогенности.

повышенный уровень продукции хт штамма 
301 может служить указанием на его принадлежность 
к геновариантам. однако для решения этого вопроса 
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необходимо изучение его молекулярно-генетических 
особенностей. в этой связи далее была исследована 
структура генома его профага стхφ, содержащего 
оперон ctxAB, кодирующий синтез хт. с помощью 
сконструированной нами ранее диагностической 
пцр тест-системы, дифференцирующей типичные 
и генетически измененные штаммы [5], было пока-
зано, что в геноме штамма 301 присутствует профаг 
стхφ, содержащий ген ctxB холерных вибрионов 
классического биовара (ctxB1). 

учитывая, что гены ctxAB, кодирующие продук-
цию хт, входят в состав профага CTXφ, нами была 
исследована структура данного мобильного генети-
ческого элемента. при пцр-тестировании 6 генов 
коровой части и 3 генов RS2-области установлено, 
что штамм V. cholerae 301 содержит полноценный 
профаг стхφ. поскольку в настоящее время изме-
ненные варианты холерных вибрионов биовара эль-
тор могут нести разные аллели гена ctxB – ctxB1 или 
ctxB7 [3], нами было проведено секвенирование этого 
гена у штамма V. cholerae 301. в результате показано 
наличие цитозина в положениях 58, 115 и 206, что 
подтверждает присутствие в геноме профага стхφ 
аллеля ctxB1, который характерен для классических 
вибрионов. поскольку в профаге стхφ измененных 
вариантов могут содержаться разные аллели гена 
rstR, далее нами было проведено его секвенирова-
ние. оказалось, что в стхφ имеется эльтор аллель 
гена rstR. это означает, что штамм 301 действитель-
но является геновариантом возбудителя холеры эль-
тор и содержит в геноме гибридный профаг стхφ 
(ctxB1, rstR Eltor). 

учитывая ранее полученные нами данные о ва-
риабельности количества гептаповторов TTTTGAT 
в промоторной области оперона ctxAB (от 3 до 5) у 
измененных вариантов, нами было проведено секве-
нирование промоторной области штамма V. cholerae 
301. установлено, что исследуемый штамм содержит 
4 копии гептаповторов, как и большинство типичных 
и изученных измененных вариантов холерного ви-
бриона биовара эльтор.

на следующем этапе была определена копий-
ность профага CTXφ у штамма 301, которую устанав-
ливали с помощью блот-гибридизации по саузерну 
с использованием ст-зонда, созданного на основе 
амплифицированного фрагмента гена ctxA (564 п.н.). 
хромосома фрагментировалась с помощью эндону-
клеазы рестрикции PstI. в результате было показано, 
что в штамме V. cholerae 301 содержится одна копия 
профага стхφ, расположенная на PstI-фрагменте 
размером около 5,4 п.н. 

для установления локализации профага стхφ 
было проведено пцр-тестирование с праймерами 
сIIF-CIIR на участки хромосомы, соседние с dif-
сайтом на малой хромосоме. суть данного анализа 
заключается в следующем: если профаг стхφ нахо-
дится на малой хромосоме, то сайт рекомбинации за-
нят и образование ампликона размером около 800 п.н. 
не происходит [10]. при проведении пцр нами был 

обнаружен указанный ампликон. это означает отсут-
ствие профага стхφ в dif-сайте на малой хромосоме 
и указывает на его локализацию на большой хромо-
соме, что характерно для типичных штаммов возбу-
дителя холеры эльтор.

принимая во внимание тот факт, что генова-
рианты могут отличаться от типичных штаммов 
по структуре генома острова патогенности VPI-1 и 
острова пандемичности VSP-II, мы изучили струк-
туру этих мобильных элементов. в первую очередь 
была определена нуклеотидная последовательность 
гена tcpA, входящего в состав острова патогенности 
VPI-1. было показано, что ген tcpA содержит одно-
нуклеотидную замену – в положении 266 аденин был 
заменен на гуанин (а на G). эти данные указывают на 
присутствие в VPI-1 аллеля tcpА, который ранее был 
обнаружен в штамме V. cholerae CIRS101, выделен-
ном в 2002 г. в бангладеш, и обозначен как tcpETCIRS 

[8, 12]. эти данные соответствуют ранее получен-
ным нами результатам о наличии аллеля tcpETCIRS в 
штаммах геновариантов V. cholerae, вызвавших спо-
радические случаи холеры на территории россии в 
2004–2010 гг. 

при изучении структуры острова пандемично-
сти VSP-II с помощью пцр показано наличие про-
тяженной делеции – из 13 исследованных отсутство-
вали 7 генов (VCO495–VCO512), локализованных 
в центральной части этого острова. последующее 
секвенирование VSP-II данного штамма подтверди-
ло наличие делеции. при этом было показано, что 
делеция затрагивает часть гена VCO495 и заканчи-
вается в межгенном пространстве между генами 
VCO512 и VCO513. кроме того, было обнаружено, 
что на месте делетированных генов присутствует 
нуклеотидная последовательность размером около 
1,25 т.п.н., соответствующая генам, кодирующим а и 
в-субъединицы транспозазы OrfAB. стоит отметить, 
что подобная нуклеотидная последовательность 
острова пандемичности VSP-II характерна для гено-
вариантов, выделяемых в настоящее время в странах 
Юго-восточной азии и восточной африке [8].

таким образом, фенотипический и молекулярно-
генетический анализ штамма V. cholerae 301, заве-
зенного на территорию россии в 2011 г., показал, что 
исследованный изолят относится к геновариантам 
V. cholerae биовара эльтор, содержит в геноме ги-
бридный профаг стхφ с геном ctxB классического 
типа и геном rstR эльтор типа. исследуемый штамм, 
как и другие геноварианты возбудителя холеры эль-
тор, продуцирует in vitro повышенное количество 
хт. установлено также присутствие в геноме изме-
ненного острова патогенности VPI-1, а также изме-
ненного острова пандемичности VSP-II. эти данные 
свидетельствуют о том, что генетическая организа-
ция штамма V. cholerae 301 полностью соответству-
ет штаммам, выделяемым в настоящее время в ряде 
эндемичных по холере стран Юго-восточной азии, 
являющимся высокопатогенными и имеющим высо-
кий эпидемический потенциал. 



Проблемы особо опасных инфекций, вып. 114, 2012

64

работа выполнена по государственному кон-
тракту № 53-д от 04.06.2012 в рамках реализации 
федеральной целевой программы «национальная 
система химической и биологической безопасности 
(2009–2013 годы)» и гранту рФФи 12-04-00285а.

список литературы
1. Маниатис Т., Фрич Э., Сэмбрук Дж. молекулярное кло-

нирование. м; 1984. 480 с.
2. лабораторная диагностика холеры: методические указа-

ния мук 4.2.2218-07. м.; 2007.
3. Смирнова Н.И., Горяев А.А., Кутырев В.В. эволюция 

генома возбудителя холеры в современный период. мол. генет., 
микробиол. и вирусол. 2010; 4:11–9.

4. Смирнова Н.И., Горяев А.А., Заднова С.П., Краснов Я.М., 
Лозовский Ю.В., Кутырев В.В. генетическая характеристика 
клинических штаммов Vibrio cholerae, завезенных на террито-
рию российской Федерации в современный период. журн. ми-
кробиол., эпидемиол. и иммунобиол. 2011; 3:3–10.

5. Шашкова А.В., Горяев А.А., Заднова С.П., Краснов Я.М., 
Смирнова Н.И., Кутырев В.В. конструирование пцр-тест систе-
мы для идентификации токсигенных штаммов Vibrio cholerae 
O1, определения их биовара и дифференциации штаммов эльтор 
на типичные и измененные. пробл. особо опасных инф. 2011; 
4(110):49–52.

6. Bani S., Mastromarino P.N., Ceccarelli D., Le Van A., Salvia 
A.M., Ngo Viet Q.T. et al. Molecular characterization of ICEVchVie0 
and its disappearance in Vibrio cholerae O1 strains isolated in 2003 
in Vietnam. FEMS Microbiol. Lett. 2007; 266:42–8.

7. Finkelstein R.A., Atthasampunna P., Chulasamaya M., 
Charunmethee P. Pathogenesis of Experimental Cholera: Biologic 
Activities of Purified Procholeragen A. J. Immunol. 1966; 
96(3):440–9.

8. Grim C.J., Choi J., Chun J., Jeon Y.S., Taviani E., Hasan N.A. 
et al. Occurrence of the Vibrio cholerae seventh pandemic VSP-I is-
land and a new variant. OMICS. 2010; 14(1):1–7.

9. Iwanaga M., Yamamoto K., Higa N., Ichinose Y., Nakasone 
N., Tanabe M. Culture conditions for stimulating cholera toxin pro-
duction by Vibrio cholerae O1 El Tor. Microbiol. Immunol. 1986; 
30(11):1075–83.

10. Maiti D., Das B., Saha A., Nandy R.K., Nair G.B., Bhadra 
R.K. Genetic organization of pre-CTX and CTX prophages in the ge-
nome of an environmental Vibrio cholerae non-O1, non-O139 strain. 
Microbiology. 2006; 152(12):3633–41.

11. Nair G.B., Faruque S.M., Bhuiyan N.A., Kamruzzaman M., 
Siddique A.K., Sack D.A. New Variants of Vibrio cholerae O1 bio-
type El Tor with attributes of the classical biotype from hospitalized 
patients with acute diarrhea in Bangladesh. J. Clin. Microbiol. 2002; 
40(9):3296–9.

12. Nair G.B., Qadri F., Holmgren J., Nusrin S., Murphy D., 
Nicol C. et al. Cholera due to altered El Tor strains of Vibrio cholerae 
O1 in Bangladesh. J. Clin. Microbiol. 2006; (44):4211–3.

13. Singh D.V., Matte M.H., Matte G.R., Jiang S., Sabeena F., 
Shukla B.N. et al. Molecular analysis of Vibrio cholerae O1, O139, 
non-O1, and non-O139 strains: clonal relationships between clini-
cal and environmental isolates. Appl. Environ. Microbiol. 2001; 
67(2):910–21.

14. Son M.S., Megli C.J., Kovacikova G., Qadri F., Taylor 
R.K. Characterization of Vibrio cholerae O1 El Tor biotype vari-
ant clinical isolates from Bangladesh and Haiti, including a mo-
lecular genetic analysis of virulence genes. J. Clin. Microbiol. 2011; 
49(11):3739–49.

15. Svennerholm A.M., Strömberg G.J., Holmgren J. Purification 
of Vibrio cholerae soluble hemagglutinin and development of en-
zyme-linked immunosorbent assays for antigen and antibody quan-
titations. Infect. Immun. 1983; 41(1):237–43.

16. Tan N.H., Tan C.S. Acidimetric assay for phospholipase 
A using egg yolk suspension as substrate. Anal. Biochem. 1988; 
170(2):282–8.

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

1. Maniatis T., Fritsch E.F., Sambrook J. [Molecular Cloning]. M.; 
1984. 480 p. 

2. [Laboratory Diagnosis of Cholera: Methodological regulations. 
MR 4.2.2218–07]. M.; 2007.

3. Smirnova N.I., Goryaev A.A., Kutyrev V.V. [Evolution of Vibrio chol-
erae genome during the modern period]. Mol. Genet. Mikrobiol. Virusol. 
2010; 4:11–9.

4. Smirnova N.I., Goryaev A.A., Zadnova S.P., Krasnov Ya.M., Lozovsky 
Yu.V., KutyrevV.V. [Genetic characterization of Vibrio cholerae strains emerg-
ing in the Russian Federation during the 7th cholera pandemics]. Zh. Mikrobiol. 
Epidemiol. Immunobiol. 2011; 3:3–10.

5. Shashkova A.V., Goryaev A.A., Zadnova S.P., Krasnov Ya.M., 
Smirnova N.I., KutyrevV.V. [Construction of the PCR test-system for the de-
tection of Vibrio cholerae O1 toxigenic strain, for identification of their biovar 
and for differentiation between typical and altered El Tor vibrio strains]. Probl. 
Osobo Opasn. Infek. 2011; (110):49–52.

Authors:
Shashkova A.V., Agafonov D.A., Cherkasov A.V., Zadnova S.P., 

Smirnova N.I. Russian Research Anti-Plague Institute “Microbe”. 46, 
Universitetskaya St., Saratov, 410005, Russia. E-mail: rusrapi@microbe.ru

об авторах:
Шашкова А.В., Агафонов Д.А., Черкасов А.В., Заднова С.П., 

Смирнова Н.И. рос сийский научно-исследовательский противочумный 
институт «микроб». 410005, саратов, ул. универ си тет ская, 46. E-mail: 
rusrapi@microbe.ru

поступила 28.06.12.



65

бешенство – особо опасное острое инфекци-
онное заболевание человека, а также теплокровных 
диких и домашних животных природно-очагового 
характера. согласно оценке воз, бешенство входит 
в группу инфекционных болезней, наносящих наи-
больший социальный и экономический ущерб, и, 
вследствие абсолютной летальности, представляет 
серьезную проблему современного здравоохранения 
[14]. для постэкспозиционной профилактики бешен-
ства используют специфический иммуноглобулин 
совместно с антирабической вакциной. 

многие производители гетерологичного анти-
рабического иммуноглобулина (аиг), в том числе и 
роснипчи «микроб», для иммунизации продуцен-
тов используют антиген, полученный на основе фик-
сированного вируса бешенства, репродуцированного 
в мозговой ткани животных. 

в настоящее время воз рекомендует отказаться 
от использования органотканевого антигена ввиду 

высокой вероятности развития поствакцинальных 
осложнений, связанных с возможным образованием 
антител-нейротоксинов в ответ на введение примесей 
мозговой ткани [5, 14]. в качестве альтернативного 
варианта предложено использовать вирус бешенства, 
репродуцированный на клеточных культурах.

ранее отечественными и зарубежными исследо-
вателями показана возможность использования раз-
личных штаммов фиксированного вируса бешенства, 
репродуцированных на клеточных культурах, для по-
лучения гетерологичного антирабического иммуно-
глобулина [6, 9, 11, 13]. 

целью настоящего исследования явилась раз-
работка способа получения антирабического имму-
ноглобулина из сыворотки крови лошадей с исполь-
зованием антигена, полученного на основе штамма 
фиксированного вируса бешенства москва 3253, 
репродуцированного на перевиваемой клеточной 
линии Vero. возможность применения данного анти-
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показана возможность применения культурального рабического антигена, полученного на основе фикси-
рованного вируса бешенства штамма москва 3253, для иммунизации лошадей – продуцентов антирабической 
сыворотки. установлено, что к 11-й неделе иммунизации специфические антитела накапливаются в титре не 
ниже 1:500 (специфическую активность определяли в реакции нейтрализации на белых мышах и в дот-имму но-
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гена была рассмотрена ранее, о чем свидетельствует 
положительный опыт получения аиг из сыворотки 
крови кроликов [2].

используемый штамм фиксированного вируса 
бешенства москва 3253 на протяжении многих лет 
применяют для производства антирабического им-
муноглобулина из сыворотки крови лошади. выбор 
субстрата для репродукции вируса – клеточной 
линии Vero – обусловлен ее безопасностью, отсут-
ствием онкогенных свойств, а также преимущества-
ми перевиваемых клеточных линий: высокой потен-
цией роста клеток, стандартностью биологических 
свойств, возможностью крупномасштабного куль-
тивирования в ферментерах большого объема [4]. 

материалы и методы

Фиксированный вирус бешенства (штамм 
москва 3253) выращивали на перевиваемой кле-
точной линии Vero суспензионным и псевдосуспен-
зионным методами с использованием биореактора 
BioG-M Plus («BioTron», корея) вместимостью 5 л. 
для культивирования клеток и вируса псевдосу-
спензионным методом использовали микроносители 
Cytodex 3 (Sigma). для культивирования клеток Vero 
использовали среду игла мем с 10 % содержани-
ем сыворотки крупного рогатого скота («биолот», 
россия); вируса бешенства – среду 199 («биолот», 
россия) с содержанием человеческого сывороточ-
ного альбумина 0,1 % и антибиотиков (пенициллин 
100 ед/мл; стрептомицин 0,1 мг/мл). к выращен-
ной в биореакторе биомассе клеток Vero добавляли 
вируссодержащую жидкость, заражающая доза при 
этом составила 0,2 лд50 на 1 клетку. культивирование 
вируса проводили при температуре 32 °с и рн 7,2 в 
течение 72 ч, затем вируссодержащую суспензию со-
бирали в стерильную посуду и инактивировали фе-
нолом в конечной концентрации 0,5 % при 37 °с в 
течение 24 ч согласно действующим методическим 
указаниям му 3.3.1.1099-02 «безопасность работы с 
производственными штаммами фиксированного ви-
руса бешенства». удаление клеточного дебриса осу-
ществляли предварительным осаждением и фильтра-
цией 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 лошадей – продуцентов антирабической 
сыворотки. в работе использовали лошадей, не быв-
ших под другими видами иммунизации. схема им-
мунизации обоснована результатами предыдущих 
экспериментов [2], а также рекомендациями отече-
ственных и зарубежных исследователей [6, 8, 10, 
13]. иммунизацию лошадей проводили на протяже-

нии 11 недель с интервалом между первой и второй 
инъекциями 21 день, далее – с интервалом 7 дней. 
первые пять инъекций проводили с использованием 
гидроксида алюминия (3 мг/мл) в качестве адъю-
ванта. затем использование адъюванта исключа-
ли. введение антигена проводили внутримышечно. 
объем иммунизирующей дозы был равен 5 мл с со-
держанием вируса бешенства 108 гэ/мл, по данным 
пцр в режиме реального времени. взятие крови для 
получения аиг осуществляли через 10 дней после 
последней иммунизации.

Фракционирование гамма-глобулиновой фрак-
ции осуществляли риванол-спиртовым методом [3]. 
осадок иммуноглобулина растворяли в физиологи-
ческом растворе до конечной концентрации белка 
10,0 %. остатки этанола удаляли диализом против 
0,9 % раствора натрия хлорида. для получения высо-
коочищенного раствора иммуноглобулина проводи-
ли предварительную фильтрацию через ацетатцел-
люлозные фильтры с диаметром пор 0,8 и 0,45 мкм, 
далее с целью улучшения показателей цветности 
и прозрачности осуществляли фильтрацию через 
глубинные фильтры Zeta Plus («CUNO», Франция). 
стерилизующую фильтрацию раствора иммуногло-
булина проводили с применением ацетатцеллюлоз-
ных мембран с диаметром пор 0,22 мкм. 

специфическую активность антирабической сы-
воротки и иммуноглобулина определяли in vitro в дот-
иммуноанализе [7] и in vivo в реакции нейтрализации 
вируса бешенства на белых мышах [12]. подсчет титра 
нейтрализующих антител проводили по методу Reed 
и Muench [12]. Физико-химические свойства иммуно-
глобулина исследовали согласно мук 4.1/4.2588-96 
«методы контроля медицинских иммунобиологиче-
ских препаратов, вводимых людям».

статистический анализ полученных результатов 
проводили по общепринятым методам [1].

результаты и обсуждение

состояние лошадей в течение всего срока им-
мунизации было удовлетворительным, антиген при 
внутримышечном введении не вызывал общих и 
местных побочных реакций. 

анализ специфической активности полученных 
антирабических сывороток показал положительную 
динамику образования антител (рисунок). к кон-
цу срока иммунизации титр антител в дот-имму но-
анализе составил 1:1000, что явилось достаточным 
для завершения процесса иммунизации.

вируснейтрализующая активность иммунных 
сывороток к 11-й неделе после начала иммунизации 
была изучена in vivo в реакции нейтрализации виру-
са бешенства на белых мышах. по данным реакции 
нейтрализации, значения специфической активности 
иммунных сывороток составили 10 и 14 ме/мл (титр 
антител соответственно 1:554 и 1:692).

для выяснения зависимости между нараста-
нием антител и процентным содержанием фракций 
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белка в сыворотках, последние были исследова-
ны методом электрофореза на ацетатных пленках. 
электрофоретические исследования показали, что 
иммунологические сдвиги происходили с нарастани-
ем гамма-глобулиновой фракции (рисунок). при ис-
следовании образцов лошадиной сыворотки к концу 
иммунизации имело место увеличение содержания 
гамма-глобулинов на 25 % относительно исходного 
их содержания. 

выделенный из антирабической сыворотки 
специфический иммуноглобулин был изучен по 
основным биологическим и физико-химическим па-
раметрам (таблица). согласно требованиям норма-
тивной документации PN 002639/01-121011, специ-
фическая активность аиг из лошадиной сыворотки 
должна быть не менее 150 ме/мл в реакции нейтра-
лизации вируса бешенства в количестве от 100 до 
1000 лд50/0,03 мл. уровень специфической активно-
сти образцов аиг, полученных из эксперименталь-
ных образцов сыворотки крови лошади, составил 
242 и 214 ме/мл (при титре антител соответственно 
1:11987 и 1:11888). 

экспериментальный аиг успешно прошел ис-

пытания на токсичность, не оказывал повреждающе-
го действия на организм экспериментальных живот-
ных: белых мышей и морских свинок.

Физико-химические показатели (содержание 
белка, рн, электрофоретическая чистота, прозрач-
ность, цветность) также соответствовали требова-
ниям нормативной документации, предъявляемым к 
коммерческому препарату гетерологичного аиг.

таким образом, в результате проведенных экспе-
риментов получены образцы аиг из сыворотки лоша-
дей, иммунизированных культуральным рабическим 
антигеном. Физико-химические свойства и уровень 
специфической активности исследуемых образцов удо-
влетворяют требованиям нд PN 002639/01-121011 на 
аиг из сыворотки крови лошади жидкий. результаты 
проведенных исследований доказывают возможность 
использования культурального рабического антигена 
в производстве антирабического иммуноглобулина. 
применение культурального антигена в производстве 
гетерологичного аиг позволит уменьшить вероят-
ность развития побочных реакций у пациента, а также 
упростить рутинную процедуру иммунизации за счет 
значительного уменьшения объема вводимой дозы и 
сокращения общего количества инъекций.

работа выполнена по государственному кон-
тракту № 54-д от 04.06.2012 в рамках реализации 
федеральной целевой программы «национальная 
система химической и биологической безопасности 
российской Федерации (2009–2014 годы)».
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антибиотикорезистентность возбудителя холе-
ры, отсутствие эффективной вакцинопрофилактики, 
возможность формирования вибрионосительства и 
негативные последствия перенесенной инфекции об-
условливают необходимость совершенствования под-
ходов к профилактике и лечению этого заболевания, 
ориентированных на разработку препаратов, альтер-
нативных антибиотикам: бактериофагов, бактерио-
цинов, пептидов животного и растительного проис-
хождения, веществ, блокирующих активность поверх-
ностных структур бактерий и др. [1, 3, 4]. для реше-
ния этой проблемы могут быть рассмотрены возмож-
ности расширения спектра противохолерных средств 
за счет дополнительного использования недорогих, 
неантибиотических, потенциально терапевтических 
и профилактических средств – пробиотиков (лечебно-
диетических продуктов и биотерапевтических пре-
паратов) [7, 10]. перспектива использования того или 
иного пробиотика и при холерной инфекции диктует 
необходимость определения критериев отбора про-
биотических штаммов для обеспечения противохо-
лерного действия препарата. при этом комплекс био-
технологических свойств пробиотиков определяется 
не только видом бактерий, но зависит от конкретного 
штамма [9]. в настоящее время отсутствуют критерии 
противохолерной активности пробиотических бакте-
рий с учетом биологии возбудителя холеры и особен-
ностей патогенеза этой инфекции. 

цель исследования – тестирование in vitro штам-

мов пробиотических бактерий, составляющих основу 
коммерческих пробиотиков и штаммов, являющихся 
перспективными в качестве производственных, по 
основным параметрам биологической активности с 
определением критериев соответствия противохо-
лерной эффективности и с подтверждением данных 
на экспериментальной модели холеры.

материалы и методы

в работе использовали 40 штаммов пробиоти-
ческих бактерий, относящихся к родам Lactobacillus 
(25), Bifidobacterium (8), Bacillus (3), Escherichia (2), 
Enterococcus (1) и Saccharomyces (1), полученных 
из всероссийской коллекции микроорганизмов; 40 
музейных и свежевыделенных штаммов холерных 
вибрионов различных биоваров и серогрупп, в том 
числе токсигенных. для экспериментального мо-
делирования холеры применяли штамм V. cholerae  
eltor 5879. Штаммы холерных вибрионов были пре-
доставлены музеем живых культур ростнипчи. 

изучение пробиотических штаммов по основ-
ным биотехнологическим параметрам (антагонизм, 
адгезивность и кислотообразующая активность) про-
водили в соответствии с мук 4.2.2602-10 с адапта-
цией методик специфике исследований. так, при вы-
явлении антагонистической активности пробиотиче-
ских бактерий по отношению к холерным вибрионам 
методом отсроченного антагонизма использовали ав-
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изучена противохолерная активность 40 штаммов различных видов пробиотических бактерий по основным 
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Studied is the anti-cholera activity of 40 strains from different species of probiotic bacteria according to the main qualitative 
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торскую плотную питательную среду на основе авто-
лизата селезенки крупного рогатого скота. это обе-
спечивало получение сравнимых результатов оценки 
выраженности антагонизма пробиотиков (различной 
родовой принадлежности) к холерным вибрионам, 
что не представлялось возможным при использова-
нии плотной питательной среды мрс-5 (рн 7,4±0,1), 
рекомендованной для изучения антагонизма пробио-
тиков [8], так как на этой среде штаммы V. cholerae не 
росли. учет результатов антагонистической активно-
сти производили с использованием авторской каче-
ственной шкалы оценки на основе количественных 
показателей: низкая степень антагонизма – зона ин-
гибирования ≤ 6,0–15,0 мм; средняя – 15,1–29,0 мм и 
высокая – ≥ 29,1 мм [6]. 

адгезивность оценивали только по одному из 
рекомендуемых показателей – по среднему показа-
телю адгезивности (спа) к эпителиальным клеткам 
кишечника белых мышей с применением соответ-
ствующей шкалы оценки (число микробов на 1 эпи-
телиальную клетку): слабая адгезивность спа = 
1–5, средняя – спа = 5–10, высокая – спа выше 
10. кислотообразующую активность лактобацилл 
и бифидобактерий определяли в градусах тернера 
(°т) объемным методом нейтрализации кислоты в 
присутствии индикатора и оценивали по авторской 
шкале: ≤ 99,9 °т – слабая, 100,0–149,9 °т – средняя, 
≥ 150,0 °т – сильная [6].

оценку результатов тестирования in vitro штам-
мов пробиотических бактерий по основным параме-
трам биологической активности проводили по соче-
танию качественных показателей, которые определя-
ли на основе количественных данных.

профилактическую и лечебную эффективность 
отобранных штаммов изучали по известным методикам 
на модели кроликов-сосунков [2]. в обоих случаях ис-
пользовали 2-суточные культуры пробиотиков на обе-
зжиренном молоке, которые вводили внутрижелудоч-
но (в/ж) в дозе 1,0 мл, концентрации (3,0±0,3)·107 м.к./
мл. заражение производили штаммом V. cholerae el-
tor 5879 в/ж в дозе 1,0 мл (18 ч агаровой культурой в 
3 % растворе соды), в концентрации (1,0±0,1)·108 м.к./
мл. при изучении профилактического действия про-
биотических бактерий их культуры вводили перед 
заражением в течение 7 сут, 1 раз в день, а заражали 
на 8-е сутки (рис. 1). при оценке лечебного действия 
пробиотических бактерий их культуры вводили трое-
кратно – через 6, 12 и 24 ч после заражения (рис. 2). 
контроль – стерильное обезжиренное молоко в той же 
дозе, кратности и режиме введения.

результаты и обсуждение

антагонистическая активность пробиотических 
бактерий и степень ее выраженности по отношению 
к штаммам холерных вибрионов различного проис-
хождения являлась одним из основных биотехнологи-
ческих параметров, определяющим целесообразность 
и объем последующих исследований. в результате 
проведенного скрининга культур пробиотических 
бактерий по степени выраженности антагонистиче-

ской активности было установлено, что все взятые в 
исследование культуры пробиотиков, кроме дрожжей 
Saccharomyces boulardii, обладали антагонизмом по 
отношению к V. cholerae. однако степень интенсив-
ности антагонистического действия существенно 
различалась. антагонистическая активность культур 
рода Escherichia, Enterococcus и Bacillus была оцене-
на как низкая, поэтому указанные микроорганизмы 
не вошли в число пробиотических бактерий, пер-
спективных для дальнейшего изучения возможности 
их использования при холере. как показано в табли-
це, высоко- и среднеактивные антагонисты холер-
ных вибрионов преимущественно относились к роду 
Lactobacillus и виду L. acidophilus, а из представите-
лей рода Bifidobacterium – только к виду B. bifidum. 
только штаммы L. acidophilus вкм в 2020 д, L. aci-
dophilus 12б, L. acidophilus Nк5, L. plantarum 8 RA-3 и 
B. bifidum № 1 проявили высокую и среднюю степень 
антагонистической активности ко всем серогруппам 
холерных вибрионов. среди остальных штаммов лак-
тобацилл и бифидобактерий отмечалась низкая актив-
ность к тем или иным биоварам и серогруппам вибри-
онов. наиболее чувствительными к исследуемым про-
биотическим культурам оказались штаммы холерных 
вибрионов о1 серогруппы классического биовара, 
наименее – холерные вибрионы о139 серогруппы, а 
штаммы V. cholerae о1 eltor и V. cholerae non O1/O139 

рис. 1. профилактическое действие пробиотических бактерий 
на модели кроликов-сосунков:

 – число взятых в исследование животных,    – число павших  
животных,    – с холерогенным эффектом

рис. 2. лечебное действие пробиотических бактерий  
на модели кроликов-сосунков:

 – число взятых в исследование животных,    – число павших  
животных,    – с холерогенным эффектом
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серогрупп занимали промежуточное положение. 
адгезивность пробиотических бактерий рас-

сматривалась нами как с точки зрения ее биологи-
ческого значения в механизмах, обеспечивающих 
приживление микроорганизмов и формирование 
нормальной микрофлоры организма, так и участия в 
предотвращении начальных этапов развития инфек-
ционного процесса, что особенно актуально в кон-
тексте патогенеза холеры. при изучении адгезивно-
сти 34 штаммов-пробиотиков (таблица), отобранных 
с учетом результатов изучения по предыдущему па-
раметру, было установлено, что высокоадгезивными 
были штаммы L. acidophilus 100 H и L. acidophilus 
BKM –D 1660. к среднеадгезивными относились: 
L. acidophilus – вкм в 2020 д, 12б, K3Ш24, Nк5, 
Nк1, Nк2, La-14, ер 317/402; L. plantarum – 8 RA-3 
и ATCC 10241, L. helveticus ATCC 150, L. rham-
nosus GG, а также B. bifidum – лва-3, 791 и № 1. 
остальные испытуемые штаммы являлись низкоад-

гезивными. интерпретация полученных результатов 
носила некоторый полемический характер, когда, на 
первый взгляд, желательные характеристики потен-
циального пробиотика могут служить в организме 
человека фактором патогенности. так, рассматри-
вая адгезивные свойства пробиотических бактерий 
как один из критериев выбора препарата в лечебно-
профилактической практике, некоторые исследова-
тели считают, что благоприятная колонизация ки-
шечника задаваемыми пробиотическими штаммами 
возможна только в том случае, когда они обладают 
высокой адгезией к эпителиоцитам хозяина [5, 8]. 
однако, учитывая сложный характер взаимоотно-
шений микрофлоры человека, нельзя не принимать 
во внимание тезис о потенциальной патогенности (в 
определенных клинических ситуациях) любого ком-
понента пристеночной микрофлоры [10, 11]. в этой 
связи в трактовке результатов изучения адгезивности 
пробиотических бактерий мы исходили из требова-

результаты тестирования пробиотических бактерий по параметрам антагонистической активности по отношению  
к холерным вибрионам различных биоваров и серогрупп, адгезивности и активности кислотообразования*

Штамм
зона угнетения роста холерных вибрионов, мм

адгезивность 
спа экк**

активность  
кислото образо-

вания, °тV. cholerae classica V. cholerae eltor V. cholerae о139 V. cholerae  
non O1/о139

Lactobacillus acidophilus вкм 
в 2020 д

31,1±0,9 29,3±1,4 18,8±1,0 28,7±1,3 5,7±0,3 219,8±0,2

L. acidophilus 12 б 25,7±1,7 26,2±1,3 18,0±0,8 24,9±1,3 5,3±0,2 180,0±0,0
L. acidophilus K3Ш24 20,9±0,8 19,9±1,5 9,7±0,2 16,6±0,9 10,0±0,0 175,2±0,1
L. acidophilus Nк5 25,1±1,7 24,6±0,8 18,9±0,3 24,6± 0,7 5,5±0,3 150,6±0,1
L. acidophilus NK12 18,9±0,3 20,1±1,8 11,4±0,3 17,3±1,0 4,7±0,2 130,2±0,1
L. acidophilus NK1 23,1±2,2 19,9±1,9 10,3±0,2 18,0±1,0 5,3±0,2 105,5±0,0
L. acidophilus NK2 22,7±2,1 18,6±0,4 10,2±0,1 15,8±1,4 5,7±0,2 94,8±0,1
L. acidophilus BKM –D 1660 19,9±1,5 12,1±1,1 10,3±0,2 16,1±1,1 10,7±0,1 151,4±0,8
L. acidophilus ер 317/402 23,9±1,8 19,0±1,2 13,5±0,2 15,7±1,0 6,7±0,2 120,0±0,1
L. acidophilus NCIB 4504 18,4±0,7 17,0±1,8 10,6±0,4 17,0±0,6 5,0±0,0 130,3±0,0
L. acidophilus 100 H 19,8±0,4 17,8±1,6 9,8±0,2 16,7±0,6 10,3±0,2 143,0±0,1
L. acidophilus La-14 20,9±0,4 13,8±1,7 11,5±0,2 7,8±0,2 5,7±0,2 150,6±0,1
L. delbrueckii NCDO 213 20,5±1,8 15,5±1,7 7,5±0,1 12,2±1,0 1,3±0,2 120,0±0,1
L. plantarum ATCC 10241 20,4± 0,6 13,6±1,0 12,1±0,1 16,1±0,9 6,0±0,3 90,2±0,1
L. plantarum 8 RA-3 25,3±0,7 23,9±1,7 15,6±0,9 25,4±1,8 6,0±0,3 120,0±0,1
L. johnsonii La1/Lj 12,9±1,3 10,7±1,1 8,6±0,2 12,4±1,1 2,3±0,2 94,8±0,1
L. casei Lc-11 23,4±0,5 10,7±0,1 9,8±0,3 7,7±0,2 1,0±0,0 89,7±0,1
L. buchneri 1310 22,3±0,9 9,7±0,1 8,6±0,2 8,5±0,2 1,7±0,2 120,0±0,0
L. helveticus ATCC 150 23,2±0,7 8,7±0,1 7,5±0,1 8,2±0,2 5,0±0,0 95,2±0,1
L. rhamnosus GG 19,8±0,4 8,7±0,1 12,7±0,2 11,5±0,2 8,0±0,2 130,3±0,1
L. fermentum 16,5±0,4 8,3±0,1 7,7±0,2 8,0±0,4 4,7±0,3 115,0±0,3
L. lactis ATSS 8000 15,7±0,3 8,6±0,3 8,7±0,3 8,6±0,3 1,3±0,2 100,0±0,3
L. zeae B-57 11,0±0,4 10,3±0,2 8,7±0,5 8,5±0,4 1,0±0,3 80,0±0,0
L. reuteri SD 2112/MM2 14,3±0,5 17,8±1,9 8,6±0,3 8,6±0,3 2,0±0,0 105,5±0,0
L. bulgaricus LB-51 12,6±0,4 13,2±1,0 9,8±0,2 9,1±0,3 3,7±0,2 99,5±0,1
Bifidobacterium bifidum лва-3 10,3±0,3 9,0±0,6 10,9±0,4 10,1±0,2 5,7±0,2 90,2±0,1
B. bifidum № 1 24,7±1,3 20,2±1,9 15,7±1,0 20,6±1,3 7,7±0,2 100,3±0,1
B. bifidum 791 10,7±1,1 6,8±0,2 14,2±0,7 12,2±0,5 10,0±0 78,8±0,2
B. breve 79119 9,8±0,8 7,3±0,1 9,2±0,3 9,1±0,2 0,3±0,2 *** 55,0±0,0
B. lactis BI-04 13,8±1,1 9,8±0,3 5,3±0,2 5,6±0,2 1,7±0,2 50,0±0,0
B. adolescetis B-1 94-бим 10,1±0,5 9,8±0,9 6,8±0,2 6,7±0,2 4,0±0,0 80,5±0,1
B. longum B 379M 13,3±0,1 9,2±0,3 5,4±0,1 5,7±0,2 2,7±0,2 45,7±0,1
B. longum ATCC 15707 11,1±0,1 7,4±0,1 7,4±0,2 7,2±0,1 3,3±0,2 60,4±0,1
B. infantis г 73-15 10,6±0,2 5,4±0,1 9,8±0,9 10,0±0,5 3,7±0,3 70,3±0,1

* приведены средние значения по результатам трех опытов; количественные показатели, соответствующие средней и высокой степени выра-
женности активности того, или иного параметра выделены жирным шрифтом, а соответствующие низкой – обычным шрифтом.

** средний показатель адгезивности к эпителиальным клеткам кишечника белых мышей (число микробов на 1 эпителиальную клетку).
*** недостоверный результат (р > 0,05). 
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ний мук 4.2.2602-10: штаммы с высокой и низкой 
адгезивной активностью не следует рекомендовать 
для производственного использования [8].

пробиотические бактерии продуцируют различ-
ные кислоты, изменяющие pH среды их пребывания 
как in vitro – субстратов и питательных сред, так in 
vivo – в кишечнике [10]. изучение штаммов пробио-
тических бактерий по показателю кислотообразую-
щей активности имело существенное значение для 
отбора критериев селекции пробиотиков по комплек-
су признаков в связи с известным фактом кислото-
чувствительности V. cholerae. как видно из приве-
денной таблицы, активность кислотообразования in 
vitro, равная или превышающая 100,0 °т, определя-
лась у 19 штаммов (55,9 %). из них 18 относились 
к роду Lactobacillus и один штамм – к роду Bifido-
bacterium. отобранные в предшествующих иссле-
дованиях штаммы лактобацилл вошли в категорию 
сильных кислотообразователей (L. acido phi lus вкм 
в 2020 д, 12 б, Nк5), а штаммы L. plantarum 8 RA-3 
и B. bifidum № 1– средних. остальные бифидобакте-
рии проявили слабую активность. 

полученные данные стали основой для проведе-
ния исследований, подтверждающих противохолерную 
активность, на экспериментальной модели холеры.

всего исследовано 10 отобранных штаммов, в 
состав которых не вошли высокоадгезивные, слабые 
антагонисты, а также штаммы, обладающие низ-
кой адгезивной и кислотообразующей активностью. 
профилактическое действие 5 штаммов пробиотиков 
выражалось в защите лабораторных животных на 70–
100 % (рис. 1), а лечебное – на 20–50 % (рис. 2). не 
вошедшие в иллюстрацию данные по штаммам L. aci-
dophilus ( K3Ш24 и ер 317/402) были на 2–3 порядка 
ниже, а изучение in vivo штаммов L. acidophilus ( Nк1, 
Nк12 и NCIB 4504) дало отрицательные результаты.

таким образом, установлено, что пробиотиче-
ские бактерии, перспективные для использования при 
холере, должны соответствовать следующим крите-
риям: антагонистическая активность по отношению 
к холерным вибрионам – высокая или средняя, адге-
зивность – только средняя, кислотообразующая ак-
тивность – высокая или средняя. по разработанным 
критериям отобраны штаммы L. acido philus вкм в 
2020д, L. acidophilus 12б, L. acido philus Nк5, L. plan-
tarum 8 RA-3 и B. bifidum № 1. на эксперименталь-
ной модели холеры доказана их профилактическая 
и лечебная эффективность. показано преимущество 
противохолерного действия лактобацилл и бифидо-
бактерий по сравнению с другими пробиотическими 
бактериями. определено, что штаммы V. cholerae clas-
sica наиболее чувствительны к действию штаммов-
пробиотиков, а штаммы, принадлежащие к V. cholerae 
о139 серогруппы, – наименее. следовательно, отбор 
штаммов пробиотических бактерий по разработанным 
критериям будет способствовать расширению спектра 
противохолерных средств за счет дополнительных 
препаратов выбора, а именно: существующих ком-
мерческих пробиотиков и создаваемых на их основе 
новых препаратов и диетических продуктов. 
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туляремия является зоонозной инфекцией, вы-
зываемой бактериями Francisella tularensis. для про-
филактики туляремии в россии используется живая 
туляремийная вакцина 15 нииэг. иммунизация 
данной вакциной приводит к формированию у лю-
дей длительного протективного иммунитета, ана-
логичного постинфекционному. в формировании 
постинфекционного и поствакцинального противо-
туляремийного иммунитета ключевую роль играют 
т-лимфоциты, включая CD4+ и CD8+ T-клетки, фор-
мирующие в конечном итоге пул т-клеток памяти. 
т-лимфоциты памяти при повторном взаимодей-
ствии с антигенами возбудителя туляремии начина-
ют активно пролиферировать, преобразовываясь в 
эффекторные клетки, активно продуцирующие такие 
цитокины, как иФн-γ и Фно-α [7]. иФн-γ и Фно-α, 
в свою очередь, подавляют способность бактерий 
F. tularensis выживать и размножаться в макрофагах 
[4, 6 ]. таким образом, т-клетки памяти являются 
ключевым элементом иммунной защиты организма 
от повторного заражения туляремией. 

проявление эффекторной активности клетками 
памяти в ответ на повторный контакт с антигенами 
возбудителя инфекции свидетельствует о наличии 
специфического иммунитета [5]. до последнего 
времени выявление противотуляремийного имму-
нитета у людей проводили с использованием се-
рологических исследований и/или реакции гипер-

чувствительности замедленного типа с тулярином. 
аллергическая проба с тулярином может вызывать 
побочные реакции [1]. поэтому взамен аллергиче-
ских реакций in vivo предпочтительно использовать 
тесты для оценки т-клеточного звена противоту-
ляремийного иммунитета in vitro – безопасные для 
организма. существующий метод in vitro – реакция 
лейкоцитолиза – с использованием тулярина позво-
ляет оценить цитотоксическую активность общего 
пула эффекторных клеток. для выявления акти-
вации CD4+ и CD8+ субпопуляций т-лимфоцитов 
широко используются методы цитофлюориметрии. 
специфическую активацию лимфоцитов in vitro, 
как правило, индуцируют с использованием изо-
лированных антигенов или клеточных структур. 
тулярин представляет собой инактивированную су-
спензию клеток F. tularensis, содержащую широкий 
спектр антигенов. в литературе отсутствуют дан-
ные об использовании тулярина in vitro в качестве 
специфического индуктора изменения эффекторной 
активности т-клеток у мышей, иммунизированных 
живой туляремийной вакциной.

цель исследования – оценить способность туля-
рина специфически активировать в системе in vitro 
CD4+ и CD8+ субпопуляции т-лимфоцитов мышей, 
иммунизированных вакцинным штаммом F. tularen-
sis 15 линии нииэг, а также выявить наличие анти-
тел к тулярину в сыворотках иммунных мышей.

удк 616.981.455:616.9–092.9
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материалы и методы

Штаммы. в работе использовались штам-
мы F. tularensis 15 линии нииэг, F. tularensis 503; 
Yersinia pestis EV нииэг; Salmonella enteritidis 92 
из коллекции патогенных микроорганизмов гнц 
пмб. бактериальные культуры для иммунизации 
мышей выращивали: F. tularensis 15 линии нииэг, 
F. tularensis 503 – на FT агаре (Фбун гнц пмб) 
16 ч при 37 °с; Yersinia pestis EV нииэг – на агаре 
Brain heart infusion (High Media, India) с добавлени-
ем 5 % гемолизированной крови 16–18 ч при 28 °с; 
Salmonella enteritidis 92 – на грм-агаре (Фбун гнц 
пмб, оболенск) 16 ч при 37 °с. 

Животные. мышей линии BALB/c весом 18–
20 г иммунизировали однократно подкожно клетка-
ми F. tularensis 15 линии нииэг и Salmonella ente-
ritidis 92 по 20 кое (14 и 7 мышей в группах соот-
ветственно), Y. pestis EV нииэг в дозе 1·105 кое (7 
мышей в группе). на 28-е сутки после иммунизации 
у семи мышей из каждой группы, включая интакт-
ных в качестве отрицательного контроля, отбирали 
кровь для получения сывороток и селезенки для вы-
деления спленоцитов. 

Заражение. на 28-е сутки после иммунизации 
по 7 мышей заражали подкожно штаммом F. tular-
ensis 503 (LD50 меньше 10 кое): интакт ных – в дозе 
10 кое/мышь; иммунизированных штаммом F. tula-
rensis 15 линии нииэг – в дозе 500 кое/мышь (50 
LD50). наблюдение за зараженными животными про-
водили в течение 21 сут. селезенки павших живот-
ных гомогенизировали и высевали на FT агар. 

Тулярин (аллерген туляремийный жидкий для 
накожного применения) – коммерческий препарат, 
представляющий собой взвесь туляремийных ми-
кробов вакцинного штамма F. tularensis 15 линии 
нииэг, убитых нагреванием в 0,9 % растворе хло-
рида натрия (Фгун «нпо «микроген», омск). 

Определение титра антител. тулярин в коли-
честве 108 кл/мл адсорбировали в лунки 96-лу ноч-
ного планшета фирмы Costar (сШа) при 4 °с в те-
чение ночи. 

свободные центры связывания блокировали 3 % 
раствором сухого обезжиренного молока при 37 °с в 
течение 30 мин. сыворотки мышей исходно разводи-
ли 1:20, далее титровали с шагом 1:2 и инкубировали 
при 37 °с в течение 1 ч. после трехкратной отмыв-
ки добавляли конъюгат овечьих антител к иммуно-
глобулину мыши – пероксидаза хрена (Amersham) в 
рабочем разведении и инкубировали при 37 °с в те-
чение 1 ч. окрашивание проводили раствором суб-
страта для пероксидазы хрена ортофенилендиамина 
(оФд) (Sigma, сШа) с добавлением перекиси водо-
рода до 0,03 %. реакцию останавливали раствором 
0,1 м соляной кислоты. оптическую плотность в 
лунках планшета определяли с помощью Multiscan 
(«Labsystem», Финляндия) при длине волны 492 нм. 

Определение поверхностных маркеров лимфо-
цитов и внутриклеточных цитокинов. спленоциты 

(5·105 кл/мл) каждой группы мышей выделяли [8], 
пулировали и инкубировали в лунках 96-луночно-
го планшета по 200 мкл 24 ч при 37 °с во влажной 
атмосфере с содержанием 5 % со2 в присутствии 
тулярина (108 м.к./мл) и без него. после инкубиро-
вания спленоциты отмывали в фосфатно-солевом 
буфере и обрабатывали моноклональными антите-
лами к поверхностным маркерам CD3 PerCP (BD 
Biosciences Farmigen), CD4 APC, CD8 PE, CD69 
FITC (Caltag, Invitrogen) в соответствии с инструк-
циями производителей.

для определения внутриклеточных цитоки-
нов за 4 ч до внесения моноклональных антител в 
культуру спленоцитов добавляли пермеабилизатор 
GolgiPlug (BD Bioscience). затем добавляли моно-
клональные антитела к поверхностным рецепторам 
CD3 PerCP и CD4 APC. через 15 мин добавляли 
0,2 % раствор твин-20 и моноклональные антитела 
IFNg-FITC и Фно-α-PE (Caltag, Invitrogen) и инку-
бировали еще 20 мин. 

спленоциты анализировали на проточном ци-
тофлюориметре FACSCalibur (Becton Dickinson). для 
анализа выделяли (гейтировали) клетки с близкими 
физическими параметрами светорассеяния и интен-
сивностью флюоресценции. в каждом образце ана-
лизировали 10 тыс. клеток. процент клеток, несущих 
маркер CD69, а также клетки, содержащие внутри-
клеточные цитокины иФн-γ и Фно-α, определяли с 
помощью трехцветного цитометрического анализа в 
программе «Cell Quest». 

Статистика. достоверность различий опреде-
ляли по t-критерию стьюдента.

результаты и обсуждение

Формирование протективного противотуля-
ремийного поствакцинального иммунитета у экс-
периментальных животных было подтверждено 
результатами экспериментальной инфекции после 
заражения штаммом F. tularensis 503: все заражен-
ные мыши, иммунизированные F. tularensis 15 ли-
нии нииэг, оставались живыми до конца срока на-
блюдения, а все интактные – погибли на 4–6-й день 
после инфицирования. 

оценка гуморального иммунитета методом 
иФа показала, что у мышей, иммунизированных 
F. tularensis 15 линии нииэг, титр антител составил 
в среднем 1:68 (таблица). несмотря на 100 % вы-
живаемость иммунных мышей, у одного животного 
из пяти проверенных титр антитела к тулярину был 
1:20. у мышей, вакцинированных гетерологичными 
вакцинами Salmonella enteritidis 92 и Yersinia pestis 
EV нииэг, антитела к тулярину в иФа не обнару-
живались, что свидетельствует о специфичности ре-
акции с тулярином.

возможность использования тулярина в каче-
стве активатора т-лимфоцитов оценивали по измене-
нию экспрессии поверхностного рецептора CD69 – 
маркера ранней активации клеток. в таблице при-
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ведены данные процентного содержания т-хелперов 
(CD3+CD4+) и т-супрессоров (CD3+CD8+), экпресси-
рующих маркер CD69, после стимуляции их in vitro 
тулярином в популяции лимфоцитов, полученных от 
интактных и иммунизированных мышей. ранее было 
показано, что возбудители туляремии, чумы и саль-
монеллеза имеют перекрестно реагирующие антиге-
ны [9]. поскольку нами методом иФа в сыворотках 
мышей, иммунизированных Y. pes tis и S. enteritidis, 
не выявлено перекрестно реагирующих антител с 
тулярином, то для подтверждения специфичности 
экспрессии маркера ранней активации на т-хелперах 
в ответ на стимуляцию их in vitro тулярином иссле-
довались также лимфоциты, полученные от мышей, 
иммунизированных Y. pestis EV нииэг и S. enteriti-
dis 92 в иммуногенных дозах. 

без активации тулярином in vitro количество 
CD69-позитивных CD4+ т-лимфоцитов, выделенных 

из селезенки мышей на 28-й день после иммуниза-
ции животных вакцинными штаммами F. tu larensis 
15 линии нииэг, Y. pestis EV нииэг или S. enteriti-
dis 92, составило 1,07, 1,39 и 2,64 % соответственно. 
содержание CD69-позитивных CD4+ т-лим фоцитов 
у интактных мышей составило 0,46 %. некоторое 
увеличение содержания CD69+ т-хел пе ров у иммун-
ных животных по сравнению с лимфоцитами, полу-
ченными от интактных мышей, свидетельствует о 
спонтанной поствакцинальной функциональной ак-
тивности лимфоцитов. 

активация спленоцитов in vitro тулярином 
приводила к увеличению CD69-позитивных т-хел-
перов только в группе мышей, иммунизированных 
живой туляремийной вакциной. процент лимфо-
цитов с маркерами CD3+CD4+CD69+ в этой группе 
животных после стимуляции тулярином увеличил-
ся до 8,94 и коэффициент стимуляции (кс) соста-

специфическая активность гуморального и клеточного противотуляремийного иммунитета у мышей линии BALB/c

группы мышей  
(n=7)

средние  
реципрокные  
титры антител  

к тулярину

CD3+CD4+CD69+ CD3+CD8+CD69+

условия культивирования
кс*

условия культивирования
кс*без активации, 

среда RPMI, %
активация  

тулярином, %
без активации, 
среда RPMI, %

активация  
тулярином, %

интактные 20 0,46 0,77 1,67 2,91 3,78 1,30

иммунизированные  
F. tularensis 15 линии нииэг

68 (20÷160) 1,07 8,94 8,36 3,82 7,65 2,00

иммунизированные Y. pestis 
EV нииэг

20 1,39 2,67 1,92 1,63 2,69 1,65

иммунизированные 
S. enteritidis 92

20 2,64 2,78 1,05 8,58 9,36 1,09

*коэффициент стимуляции – соотношение CD69+ лимфоцитов, стимулированных in vitro тулярином, к количеству CD69+ лимфоцитов, не сти-
мулированных.

процентное содержание т-хелперов, 
синтезирующих иФн-γ и Фно-α  

без стимуляции и после стимуляции 
их in vitro тулярином, у мышей, им-

мунизированных F.tularensis 15 линии 
нииэг:

процентное содержание CD3+CD4+ клеток, 
синтезирующих иФн-γ (А) и Фно-α (В)  

без стимуляции in vitro тулярином;  
процентное содержание CD3+CD4+ клеток,  
синтезирующих соответственно иФн-γ (Б)  

и Фно-α (Г) после стимуляции in vitro  
тулярином
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вил 8,36. в остальных группах мышей кс не пре-
вышал 1,92. полученные данные свидетельствуют 
о специфичной активации тулярином т-хелперов 
(CD3+CD4+CD69+) мышей со сформированным им-
мунитетом к туляремии. 

в субпопуляции цитотоксических лимфоцитов 
(CD3+CD8+) под влиянием тулярина in vitro тенден-
ция к увеличению клеток, экспрессирующих маркер 
CD69, отмечалась только в группе мышей, иммуни-
зированных против туляремии (кс = 2, таблица).

достоверное по отношению к не активирован-
ным тулярином лимфоцитам увеличение т-хел перов, 
синтезирующих иФн-γ и Фно-α, в ответ на стимуля-
цию антигенами туляремийного микроба in vitro обна-
ружено только у лимфоцитов, выделенных от мышей, 
иммунизированных F. tularensis 15 линии нииэг 
(рисунок). содержание CD3+CD4+CD69+ лимфоцитов, 
синтезирующих иФн-γ и Фно-α, после активации их 
in vitro тулярином составляло 9,01 и 11,37, а без стиму-
ляции – 1,95 и 1,45 % соответственно.

таким образом, показано, что тулярин содержит 
антигены, которые специфически взаимодейству-
ют с антителами сывороток мышей, вакцинирован-
ных F. tularensis 15 линии нииэг. молекулярные 
структуры, содержащиеся в тулярине, специфически 
усиливают экспрессию CD69 т-хелперами мышей 
линии BALB/c, иммунизированных против туляре-
мии, в системе in vitro. кроме того, нами показано, 
что тулярин специфически усиливает синтез иФн-γ 
и Фно-α лимфоцитами CD3+CD4+, что согласуется 
с данными, полученными в реакции гиперчувстви-
тельности замедленного типа (гзт) у людей, вакци-
нированных F. tularensis 15 линии нииэг или пере-
болевших туляремией. в реакции гзт происходит 
активация фагоцитов и т-хелперов первого типа – 
Th1, приводящая к продукции иФн-γ, Фно-α и уси-
лению экспрессии CD69 [6]. поэтому предлагаемая 
нами реакция с тулярином in vitro, позволяющая вы-
явить специфическую экспрессию рецептора CD69 

на поверхности CD4+ субпопуляции т-лимфоцитов 
и усиление синтеза иФн-γ и Фно-α лимфоцитами 
CD3+CD4+, может быть использована для выявления 
постинфекционного или поствакцинального имму-
нитета к туляремии.
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согласно мнению экспертов независимой груп-
пы оон по расследованию причин вспышки холе-
ры на гаити в 2011 г. вакцинация – один из наиболее 
действенных способов предотвращения эпидемий 
холеры [8]. разработка безопасных, эффективных, 
простых в применении и экономичных вакцин но-
вого поколения с использованием современных 
достижений молекулярной биологии, генной ин-
женерии и биотехнологии является приоритетным 
направлением развития вакцинологии [2, 7]. особое 
внимание уделяют исследованиям, направленным 
на разработку химической вакцины против холе-
ры, вызываемой как V. cholerae о1 серогруппы, так 
и V. cholerae о139. так, по данным воз, в странах 
азии холера, обусловленная V. cholerae о139, еже-
годно составляет до 30 % и более от общей заболе-
ваемости холерой [3] 

о-антиген V. cholerae – важный протективный 
антиген, ответственный за выработку противобак-
териального иммунитета [1]. использование о1 и 
о139 антигенов в качестве компонентов химиче-
ской вакцины предполагает их тщательное изуче-
ние, в первую очередь, с позиции токсичности и 
безопасности. 

цель работы – оценка иммунобиологических 
свойств экспериментальных препаратов о-антигена 

холерных вибрионов о1 и о139 серогрупп как ком-
понентов химической вакцины против холеры.

материалы и методы

экспериментальные препараты о-антигена по-
лучены из культур V. cholerae о1 серогруппы клас-
сического биовара cеровара огава (штамм M-41) 
и эльтор биовара серовара инаба (штамм M-569), 
V. cholerae о139 серогруппы (штамм м 377/1) с ис-
пользованием установки по ультрафильтрации на раз-
личных мембранных модулях и последующим осаж-
дением сульфатом аммония. все препараты прошли 
контроль специфической стерильности. лиофильно 
высушенные антигены растворяли в физиологиче-
ском растворе и вводили аутбредным и инбредным 
мышам в дозах 100 или 250 мкг/мышь. в контроль-
ную группу входили мыши, которым вводили 0,9 % 
раствор натрия хлорида. токсичность препаратов 
оценивали в классическом тесте на смешанном пого-
ловье аутбредных мышей массой 18–20 г по следую-
щим признакам: особенность поведения, интенсив-
ность и характер двигательной активности, состоя-
ние волосяного и кожного покровов, консистенция 
фекальных масс, изменению массы тела, уровень 
смертности. наблюдение за животными осуществля-
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ли ежедневно в течение 7 сут [4]. морфологическую 
оценку изменений у мышей на введение о-антигена 
холерных вибрионов о1 и о139 серогрупп, а также 
проточно-цито метрический мониторинг клеточно-
го цикла иммунокомпетентных клеток проводили 
на инбредных мышах линии BALb/c массой 18–20 г 
на 1-е и 7-е сутки после иммунизации. для морфо-
логического исследования у декапитированных жи-
вотных были забраны кусочки внутренних органов 
(сердца, легких, почки, печени, селезенки, тонкого и 
толстого кишечника), которые фиксировали в 10 % 
водном растворе формалина. приготовленные по 
стандартной методике [5] полутонкие парафиновые 
срезы окрашивали гематоксилином и эозином и про-
сматривали на световом микроскопе. количество 
клеточных элементов подсчитывали в 10 полях зре-
ния правильно ориентированных срезах органов. при 
проточно-цитометрическом анализе в качестве пока-
зателя безопасности препаратов определяли баланс 
процессов апоптоза и пролиферации иммунокомпе-
тентных клеток в процессе формирования иммун-
ного ответа посредством распределения лейкоцитов 
крови, спленоцитов и клеток костного мозга по кле-
точному циклу с определением коэффициента со-
отношения апоптотических и пролиферирирующих 
клеток [10]. клетки в апоптозе идентифицировали 
как клетки с пониженным содержанием днк (<2с), 
пролиферирующие клетки характеризовались повы-
шенным содержанием днк (>2с). содержание днк 
в клетках соотносили с интенсивностью флуорес-
ценции клеток, выделенных и окрашенных смесью 
красителей митрамицина и этидиум бромида [8]. 

статистическую обработку полученных резуль-
татов проводили с использованием пакета программ 
Microsoft Excel. определяли среднее значение (м), 
стандартную ошибку (m). достоверность различий 
оценивали с помощью t-критерия стьюдента. разница 
считалась достоверной при значении р≤0,05.

результаты и обсуждение

все препараты о-антигена холерного вибриона 
о1 и о139 серогрупп не обладали токсичностью в 
дозе 100 мкг/мышь. при увеличении дозы о-анти-
гена в 2,5 раза мыши, иммунизированные о-анти-
геном о1 серогруппы серовара огава или о-антиге-
ном о139 серогруппы, к концу срока наблюдения 
имели обычное поведение, удовлетворительный 
внешний вид, не отказывались от пищи, прибавили в 
весе. однако первые 2 сут у животных, иммунизиро-
ванных о-антигеном о1 серогруппы серовара огава, 
наблюдали внешние признаки интоксика ции – взъе-
рошенный вид, сонливость, снижение массы тела 
на (3,2±1,7) %. в последующие дни периода наблю-
дения мыши возвратились к исходному состоянию, 
отмечалось увеличение массы тела на (7,6±2,6) %. 
через 1 сут после иммунизации о-анти геном о1 се-
рогруппы серовара инаба регистрировалась гибель 4 
мышей из 5. общее состояние оставшейся мыши из 

данной группы оставалось в пределах нормы, при-
бавка в весе в конце эксперимента составила 11 %. 

дальнейшие морфологические и проточно-
цитометрические исследования о-антигена холер-
ного вибриона о1 и о139 серогрупп проводили с 
заведомо нетоксичной дозой для всех препаратов – 
100 мкг/мышь. 

выявленные при морфологическом исследо-
вании изменения у мышей, иммунизированных 
препаратами о-антигена, носили адаптационно-
компенсаторный характер и заключались в уме-
ренном полнокровии сосудов внутренних органов, 
очаговом функциональном напряжении отдельных 
паренхимных элементов на фоне относительной ак-
тивации звездчатых ретикулоэндотелиальных клеток 
в печени (клеток купфера), различной степени выра-
женности гиперпластических процессов в селезенке 
и отсутствии альтеративно-экссудативных реакций в 
кишечнике. при этом установлены некоторые коле-
бания описываемых адаптационно-компенсатор ных 
процессов у животных в ответ на введение препара-
тов о-антигена холерных вибрионов о1 и о139 се-
рогрупп. так, на введение о139 антигена были отме-
чены компенсированные гемодинамические наруше-
ния и очаговые дистрофические изменения эпителия 
извитых канальцев почек и признаки функциональ-
ного напряжения гепатоцитов, сохраняющиеся до 
7-х суток наблюдения, более выраженные гиперпла-
стические процессы в селезенке регистрировались 
при введении о-антигена холерных вибрионов о1 
серогруппы сероваров инаба и огава. сравнивая 
реакцию клеток эффекторной зоны иммунной си-
стемы кишечника: клеток собственной пластинки 
слизистой (спс) и межэпителиальных лимфоцитов 
(мэл), отмечали умеренную лимфогистиоцитарную 
инфильтрацию и появление зрелых плазматических 
клеток в спс тонкого кишечника всех иммунизиро-
ванных мышей, но при введении о-антигена холер-
ного вибриона O139 серогруппы регистрировали в 
этой зоне еще и незначительное увеличение коли-
чества лейкоцитов и эозинофилов. активация мэл 
в тонком кишечнике животных была достоверной в 
ответ на введение о-антигенов холерного вибриона 
о1 серогруппы. со стороны клеток панета – клеток 
кишечника, обеспечивающих антибактериальную 
защиту [6], в указанные сроки отмечали на введе-
ние о-антигена холерных вибрионов о1 серогруппы 
сероваров инаба и огава умеренное опустошение, 
в то время как при введении о-антигана холерного 
вибриона о139 серогруппы регистрировали гипер-
трофию этих элементов.

проточно-цитометрический мониторинг рас-
пределения лейкоцитов крови, спленоцитов и клеток 
костного мозга показал, что под влиянием о-антигена 
холерных вибрионов о1 и о139 серогрупп происхо-
дило повышение количества клеток пролиферирую-
щих и в апоптозе среди спленоцитов и клеток кост-
ного мозга. наибольшей способностью вызывать 
изменения в клеточном цикле иммунокомпетентных 
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клеток обладал о-антиген холерного вибриона о1 
серогруппы серовара инаба. все зарегистрирован-
ные показатели пролиферации и апоптоза (таблица) 
являются реакцией макроорганизма на введение пре-
парата, обладающего иммунобиологической актив-
ностью. в целом, препараты о-антигена холерных 
вибрионов о1- и о139 серогрупп не вызывали на-
рушения баланса апоптоза и пролиферации иммуно-
компетентных клеток в процессе иммуногенеза (ко-
эффициент соотношения < 1, т.е. количество клеток 
в апоптозе не превысило количество пролиферирую-
щих клеток). 

интересно отметить, что о-антиген о1 серо-
группы серовара инаба обладал токсичностью в 
дозе 250 мкг/мышь и способностью вызывать наи-
большие изменения в клеточном цикле спленоцитов 
и клеток костного мозга в нетоксичной для мышей 
дозе 100 мкг, в отличие от о-антигена о1 серогруп-
пы серовара огава и о139 антигена. установление 
связи между этими событиями требует дальнейших 
наблюдений. 

таким образом, в дозе 100 мкг/мышь все пере-
численные препараты о1 и о139 антигенов холер-
ных вибрионов не обладали токсичностью на уровне 
макроорганизма, не вызывали значимых изменений 
во внутренних органах и нарушения баланса процес-
сов апоптоза и пролиферации иммунокомпетентных 
клеток в условиях данного эксперимента, что может 
служить обоснованием их дальнейшего изучения и 
использования в качестве компонентов холерной хи-
мической вакцины. 

работа проведена в рамках выполнения распо-
ряжения правительства российской Федерации 
№ 1426-р от 02.10.2009 г.
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Показатели апоптоза и пролиферации иммунокомпетентных клеток мышей под воздействием о-антигена V. cholerae (n=6)

препараты 
о-антигена

лейкоциты крови, % спленоциты, % клетки костного мозга, %

апоптоз пролиферация апоптоз пролиферация апоптоз пролиферация

1 сут 7 сут 1 сут 7 сут 1 сут 7 сут 1 сут 7 сут 1 сут 7 сут 1 сут 7 сут

инаба 1,8±0,5 1,9±0,7 11,1±2,5 5,9±1,3 6,8±1,1* 5,4±1,3* 17,3±2,3 20,3±2,9* 1,5±0,2* 2,2±0,4 32,2±3,4 26,1±3,5

огава 2,3±0,6 1,9±0,4 13,1±0,8 4,7±0,4 4,5±1,4 4,5±0,4** 18,6±2,0 20,8±5,4 0,7±0,2 1,1±0,2 34,3±2,0 30,7±1,8

о139 1,8±0,4 1,6±0,2 16,3±0,9 5,5±0,8 3,3±0,8 3,1±0,3* 20,2±2,3 16,6±1,4 0,8±0,2 2,6±0,2** 31,1±1,7 27,4±0,7

контроль 2,3±1,0 1,9±0,1 13,3±3,0 6,2±0,3 3,7±1,0 1,7±0,5 17,0±2,6 12,7±0,7 1,0±0,1 1,3±0,3 28,1±2,7 27,1±1,2

примечание . достоверность различия между опытом и контролем: *– р<0,05, ** – р<0,001.
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крымская геморрагическая лихорадка – энде-
мичное заболевание для юга европейской части 
россии, которое в последние годы по эпидемическим 
проявлениям является одной из наиболее актуальных 
для данного региона инфекцией. в период с 1999 по 
2011 год в субъектах ЮФо и скФо выявлен 1501 
случай заболевания кгл, 68 из них (4,5 %) закончи-
лись летально. в 2011 г. было зарегистрировано 99 
случаев заболевания с пятью летальными исходами 
[1]. ситуация по кгл на юге россии остается напря-
женной, что обусловливает необходимость дальней-
шего изучения не только эпидемиологических и эпи-
зоотологических аспектов кгл, но и генетических 
особенностей вируса. 

геном вируса ккгл представлен одноцепо-
чечной рнк отрицательной полярности, состоит из 
3 сегментов: малого (S) – 1670 п.о., среднего (м) – 
5360 п.о. и большого (L) – 12160 п.о., кодирующих 
соответственно нуклеокапсидный белок (N), оболо-
чечные гликопротеины (G1, G2) и рнк-зависимую 
рнк-полимеразу (RdRp) [5, 6]. 

в настоящее время, на основании частичных 
и полных нуклеотидных последовательностей S- и 

L-сегментов генома вируса ккгл выделяют 7 гено-
типов вируса, имеющих корреляцию с географиче-
ским местом выделения: генотип I или «африка-1», 
II или «африка-2», III или «африка-3», IVa или 
«азия-1», IVb или «азия-2», V или «европа-1», VI 
или «европа-2» [6]. большинство случаев заболева-
ния кгл в россии, турции и на балканском полуо-
строве вызваны вирусом с генотипом «европа-1», 
в пределах которого можно выделить несколько 
топовариантов: подгруппы «волгоград-ростов-
ставрополь», «ставрополь-ростов-астрахань-1», а 
также максимально генетически удаленные от про-
чих «балканскую» подгруппу и «астрахань-2» [3].

анализ частичных и полных последовательно-
стей M-сегмента, позволяет выделить 5 генетиче-
ских групп: м-1, м-2, м-3, м-4 и м-5 [6]. все юж-
нороссийские изоляты вируса входят в группу M-4, 
образуя 2 кластера, разделяющихся по географиче-
скому принципу: «волгоград-ростов-ставопроль» и 
«ставрополь-ростов-астрахань-1» [8]. в результате 
миграции возбудителя с инфицированными домаш-
ними животными или в клещах, питающихся на 
перелетных птицах, возможен занос новых генова-
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риантов, приводящий к нарушению генетической 
однородности популяции и географической привяз-
ки генотипов вируса ккгл [7]. 

целью настоящей работы явилась генетиче-
ская характеристика вариантов вируса ккгл, вы-
явленного в клиническом материале от больных из 
ставропольского края, ростовской и астраханской 
областей в 2011 г., оценка состояния популяции ви-
руса ккгл, циркулирующего на юге европейской 
части россии, определение преобладающих генова-
риантов вируса.

материалы и методы

материалом для исследования служили образцы 
сывороток крови больных кгл с достаточной вирус-
ной нагрузкой, собранных в эпидсезон 2011 г. (15 об-
разцов из ставропольского края, 11 – из ростовской 
и 2 – из астраханской области). исследуемые об-
разцы доставлены из 11 административных районов 
ставропольского края (нефтекумского, ипатовского, 
апанасенковского, андроповского, ново александ-
ровского, степновского, благодарненского, Шпаков-
ского, туркменского, труновского, буденновского), 
из 5 районов ростовской области (волгодонского, 
егорлыкского, песчанокопского, сальского, марты-
нов ского) и 2 районов астраханской области 
(приволжского и камызякского). заражение всех 
больных произошло вследствие укуса клеща при 
выполнении сельскохозяйственных работ по ме-
сту жительства, выездов в другие регионы не было. 
заболевание протекало в среднетяжелой (25 случа-
ев) и тяжелой форме (3 случая, из них 1 летальный), 
преимущественно без геморрагических проявлений 
(19 случаев). 

экстракцию рнк из клинических образцов 
осуществляли с помощью набора реагентов «рибо-
преп» (Фбун цнииэ, москва). получение ком-
плементарной днк производили при помощи на-
бора реагентов «реверта-L-100» (Фбун цнииэ, 
москва).

генетическое типирование изолятов рнк 
осуществляли методом прямого секвенирования 
3 участков генома вируса: фрагментов 115-652 и 
984-1469 кодирующей области малого (S) сегмента 
генома длиной 538 п.о. и 486 п.о., и фрагмента 4620-
5075 кодирующей области среднего (м) сегмента ге-
нома вируса ккгл длиной 435 п.о. с последующим 
проведением филогенетического анализа (позиции 
фрагментов приводятся по полноразмерным после-
довательностям S- и M-сегментов генома штамма 
ROS/HUVLV-100, GenBank: DQ206447, DQ206448). 
адекватность использования участка 4620-5075 ко-
дирующей области M-сегмента генома вируса ккгл 
для выявления генетических групп была доказана 
ранее. Фрагменты 115-652 и 984-1469 S-сегмента 
представляют собой более протяженные участки, 
включающие в себя соответственно FR и PS области 
S-сегмента генома вируса ккгл, используемые ра-

нее для генетической характеристики штаммов ви-
руса кгл [4, 8]. Филогенетические деревья, постро-
енные по участкам 115-652 и 984-1469 кодирующей 
области малого (S) сегмента генома вируса ккгл и 
полноразмерному S-сег мен ту идентично отражают 
филогенетические взаимоотношения между штам-
мами, т.е. исследуемые участки являются конгруэнт-
ными полноразмерному S-сег менту, что доказывает 
возможность их использования для генетического 
типирования вируса ккгл.

для получения специфических ампликонов ис-
пользовали 3 пары праймеров с авторскими моди-
фикациями состава реакционной смеси и режима 
амплификации: 24 (M-4621f): cagccatgcccaaaac(t/c)
tc и 25 (M-5076r): ct(a/g)tcagcta(a/g)tctttcacc(a/g)
tcaag, S-100f: gatgagatgaacaagtggtttga и S-680r: 
tgcctttgacaaattccctgcacca, S-960f: gcacagattgacacc(c/g)
ctttcagct и S-1490r: cactggtggcattgcccttga, разработан-
ные л.с.карань (Фбун цнииэ, москва).

очистку пцр продуктов проводили с помощью 
набора реагентов AxyPrep™ PCR Cleanup Kit (Axygen 
Biosciences, сШа). расшифровку нуклеотидных по-
следовательностей полученных пцр продуктов про-
водили на автоматическом секвенаторе «ABI-Prism 
DNA Sequencer 3500» (Applied Biosystems, сШа) с 
набором реагентов «ABI Prism Big Dye Terminator Kit 
v.3.1.», амплифицированная днк была секвенирова-
на по обеим цепям.

нуклеотидные последовательности фрагмен-
тов генома вируса ккгл, полученные в данной ра-
боте, сравнивали с имеющимися последователь-
ностями штаммов вируса, полученными из базы 
данных GenBank. для сравнения использовали 
полноразмерные и частичные последовательности 
м- и S-сегментов штаммов STV/HU29223, ROS/
TI28044, ROS/HUVLV-100, VLG/TI29414, Kasmanov, 
9553/2001, Kosovo-Hoti, Turkey-Kelkit-06, Turkey 
200310849, V42/81, AP92, Congo 3010, Semunya, 
ArD8194, ArD15786, HY-13, 7001, 79121, Matin, Iran-
52, IbAr 10200, SPU415/85, SPU 4/81, Sudan AB1 
2009 (GenBank: AF481802, AY277672, DQ206447, 
DQ211644, AF428144, DQ133507, GQ337053, 
DQ211649, GU477489, DQ211638, DQ144418, 
DQ076413, DQ211639, DQ211640, CHU88413, 
AF415236, AF358784, AF527810, DQ446212, 
CHU88410, DQ211648, DQ076416, HQ378179, 
AF489586, DQ206448, AY179961, DQ211631, 
AY675511, EU037902, GQ337054, DQ211636, 
DQ211627, GU477490, DQ211625, DQ019222, 
DQ094832, DQ211626, AY900145, AB069670, 
AB069673, AF467769, DQ446215, AF467768, 
DQ211635, HQ378187).

множественное выравнивание нуклеотидных 
последовательностей осуществляли с помощью 
программы Vector NTI Suite 8.0. анализ уровня ге-
нетического родства и построение филогенетиче-
ских деревьев проводили в программе Mega 5.05 
с использованием метода Neighboor joining, по ал-
горитму Kimura-2, статистическую достоверность 
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топологии филогенетических деревьев проверяли с 
помощью Bootstrap анализа, вычисления проводили 
для 1000 итераций.

 
результаты и обсуждение

проведено генетическое типирование 28 об-
разцов вируса ккгл, выявленного в клиническом 
материале от больных кгл. определена нуклеотид-
ная последовательность 84 фрагментов генома вари-
антов вируса ккгл. анализ секвенограмм показал, 
что случаев микст-инфицирования больных разными 
штаммами вируса ккгл не происходило.

полученные фрагменты использовали для про-
ведения филогенетического анализа. для определе-
ния кластерной позиции изучаемых образцов нами 
построено 3 филогенетических дерева, по 3 иссле-
дуемым участкам генома. деревья, построенные по 
участкам S-сегмента идентичны по характеру вет-
вления, в работе приведено лишь одно из них. 

на филогенетических деревьях, построенных по 
участкам S-сегмента, все изучаемые образцы вошли 
в группу «европа-1» (V) (рис. 1), на филогенетиче-
ском дереве, построенном по участку M-сег мен та, – 
в группу M-4 (рис. 2), это позволяет сделать вывод 
о том, что в эпидсезон 2011 г. на юге европейской 
части россии циркулировали штаммы, характерные 
для данной территории. заноса новых генетических 
вариантов из других географических областей не 
происходило. 

как видно из рис. 1 и 2, в группе российских 
штаммов наблюдается деление на 3 подгруппы. 
подгруппа «ставрополь-ростов-астрахань-1» вклю-
чила в себя 13 образцов из ставропольского края, 5 – 
из ростовской области и 1 – из астраханской обла-
сти, кластеризующихся со штаммом STV/HU29223, 
являющимся типичным представителем данной под-
группы. 

в подгруппу «волгоград-ростов-ставрополь» 
вошли 6 образцов из ростовской области, класте-

рис. 1. Филогенетическое дерево, построенное по участку 115-652 кодирующей области малого (S) сегмента генома вируса ккгл 
длиной 538 п.о. (Neighboor joining, Kimura-2), указаны индексы поддержки со значением >50:

♦ – типовые представители генетических подгрупп;  ● – образцы из ставропольского края;  ■ – из ростовской области;   
▲ – из астраханской области
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ризующихся со штаммом ROS/TI28044 – типовым 
представителем этой подгруппы, а также 2 – из 
ставропольского края. 

подгруппу «астрахань-2» образовал вариант из 
астраханской области – «астрахань-5185», форми-
рующий отдельную ветвь в группе «европа-1». на 
филогенетических деревьях, построенных по участ-
кам S-сегмента, эта ветвь наиболее далеко удалена от 
всех представителей «европа-1», включая и штаммы 
из турции и болгарии, однако анализ, проведенный 
по участку M-сегмента, показал, что астраханский 
образец также выделяется в отдельную ветвь, но не 
выходит из группы российских штаммов. по нуклео-
тидной последовательности фрагмента M-сегмента 
он наиболее генетически близок к представителям 
подгруппы «волгоград-ростов-ставрополь», что 
приводит к несоответствию филогений и не исклю-
чает наличия реассортации по M-сег менту. для де-
тальной характеристики данного образца необходи-

ма расшифровка полной нуклеотидной последова-
тельности генома вируса. 

ранее варианты вируса ккгл, относящиеся к 
данной подгруппе, были выделены из клещей, со-
бранных в астраханской области, и охарактеризова-
ны по участку гена нуклеопротеина длиной 223 п.о. 
[3]. из клинического материала от больного кгл 
образец, входящий в подгруппу «астрахань-2», вы-
делен впервые. для более подробной его характери-
стики было проведено сравнение по нуклеотидной 
и предсказанной аминокислотной последовательно-
сти со всеми анализируемыми образцами и выбран-
ными для филогенетического анализа штаммами из 
банка данных GenBank на исследуемых участках 
(табл. 1, 2). 

образец «астрахань-5158» на участках S-сег-
мен та в пределах генотипа «европа-1» имеет сход-
ный процент различий нуклеотидной и аминокис-
лотной последовательностей как с представителя-

рис. 2. Филогенетическое дерево, построенное по участку 4620-5075 кодирующей области среднего (M) сегмента генома вируса 
ккгл длиной 538 п.о. (Neighboor joining, Kimura-2), указаны индексы поддержки со значением >50:

♦ – типовые представители генетических подгрупп;  ● – образцы из ставропольского края;  ■ – из ростовской области;   
▲ – из астраханской области

Таблица 1

различия нуклеотидной / аминокислотной последовательности (%) по фрагментам S-сегмента

генотип

участок  
генома

европа-1 (V)

европа-2   
(VI)

азия-1  
(IVa)

азия-2  
(IVb)

африка-1  
(I)

африка-2  
(II)

африка-3  
(III)

Подгруппа 
«Ставрополь-

Ростов-
Астрахань-1»

Подгруппа 
«Волгоград-

Ростов-
Ставрополь»

«Балканская 
подгруппа»

S 115-652 3,3–4,1/ 
1,7–2,8

3,3–3,9/ 
2,2–2,8

3,7–4,8/ 
2,2–3,3

20,1/ 
11,2

14,1–14,3/ 
6,7

11,7–13,0/ 
6,7–8,4

18,2–18,4/ 
6,7–7,3

15,4–15,6/ 
6,2

15,8–16,8/ 
6,2–6,7

S 984-1469 2,9–4,5/ 
0,6–1,9

2,9–3,7/ 
0–0,6

3,1–4,3/ 
0–1,9

15,4/ 
3,7

9,7–11,0/ 
3,1–3,7

8,6–10,3/ 
1,9–3,1

14,4/ 
2,5

12,1–13,0/ 
2,5

13,2–14,4/ 
2,5–3,1
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ми подгрупп «ставрополь-ростов-астрахань-1» и 
«вол гоград-ростов-ставрополь», так и со штаммами 
«балканской» подгруппы. на участке M 4620-5075 
образец «астрахань-5185» имеет наибольший про-
цент различий нуклеотидной последовательности с 
представителями подгруппы «ставрополь-ростов-
астрахань-1», наименьший – с образцами подгруп-
пы «волгоград-ростов-ставрополь». по аминокис-
лотной последовательности в пределах генотипа ис-
следуемый образец наиболее отличается от штаммов 
«балканской» подгруппы, наименьший процент от-
личий – с образцами подгруппы «волгоград-ростов-
ставрополь».

с представителями других генотипов различия 
по фрагментам S 115-652, S 984-1469 и M 4620-5075 
составляют соответственно 11,7–20,1, 8,6–15,4 и 
15,9–27,4 % по нуклеотидной последовательности, 
6,2–11,2, 1,9–3,7 и 9,7–23,5 % по аминокислотной. 

в пределах генетических подгрупп «ставрополь-
ростов-астрахань-1» и «волгоград-ростов-став-
рополь» процент различий нуклеотидной последо-
вательности фрагментов S 115-652, S 984-1469 и M 
4620-5075 представителей подгруппы «ставрополь-
ростов-астрахань-1» не превышает соответственно 
2,4, 2,7 и 3,2 %, среди представителей подгруппы 
«волгоград-ростов-ставрополь» – 0,9, 1,4 и 2,1 %. 
аминокислотные последовательности на этих же 
участках в пределах подгруппы «ставрополь-ростов-
астрахань-1» максимально различаются на 1,1, 1,2 
и 3,5 %, у штаммов подгруппы «волгоград-ростов-
ставрополь» – на 1,1, 0,6 и 2,2 %.

анализ различий нуклеотидной и аминокислот-
ной последовательностей подтверждает выделение 
образца «астрахань-5185» по участкам S-сег мен та в 
отдельную генетическую подгруппу в пределах гено-
типа «европа-1», по фрагменту M-сег мен та образец 
близок к представителям подгруппы «волгоград-
ростов-ставрополь».

проведенный филогенетический анализ по-
зволил установить корреляцию (статистически не 
значимую, в связи с малым числом выборки) между 
принадлежностью штамма к генетическим подгруп-
пам, тяжестью течения заболевания и наличием ге-
моррагических проявлений. все случаи заболева-
ния с тяжелым течением, из исследованных нами в 
2011 г., вызваны представителями подгруппы «став-
рполь-ростов-астрахань-1», один из них закончился 
летально. внутрибольничная вспышка кгл в мае 
2011 г. в ростовской области также была вызвана 

штаммом этой подгруппы [2]. Штаммы подгруппы 
«волгоград-ростов-ставрополь» вызывали заболе-
вание средней тяжести, геморрагические проявления 
наблюдались в 2 случаях из 8 (25 %). представители 
подгруппы «ставрополь-ростов-астрахань-1» вызы-
вали геморрагические проявления в 31,6 % случаев 
(6 случаев из 19).

таким образом, образцы из ставропольского 
края вошли в 2 подгруппы: «ставрополь-ростов-
астрахань-1» (13 образцов) и «волгоград-ростов-
ставрополь» (2 образца). варианты вируса, цирку-
лирующие в ростовской области, относились к под-
группе «волгоград-ростов-ставрополь» (6 образцов) 
и к подгруппе «ставрополь-ростов-астра хань-1» (5 
образцов). один образец из астраханской области 
образовал подгруппу «астрахань-2», другой – вошел 
в подгруппу «ставрополь-ростов-астра хань-1».

анализ территориального распространения ге-
новариантов вируса ккгл на юге россии показал, 
что наблюдается перекрытие ареалов циркуляции 
генетических вариантов вируса. представители 
подгруппы «ставрополь-ростов-астрахань-1» име-
ют наиболее широкий ареал распространения и 
циркулируют на территории ставропольского края, 
астраханской области, а также в южной и юго-
восточной части ростовской области. для террито-
рии ставропольского края данный геновариант яв-
ляется преобладающим. Штаммы вируса подгруп-
пы «волгоград-ростов-ставрополь» встречаются 
преимущественно в ростовской области, а также 
в северных и восточных районах ставропольского 
края. таким образом, на территории ростовской об-
ласти одновременно циркулируют и, приблизитель-
но с равной частотой, встречаются геноварианты 
«волгоград-ростов-ставрополь» и «ставрополь-
ростов-астрахань-1». изоляты вируса ккгл, от-
носящиеся к геноварианту «астрахань-2», в на-
стоящее время известны только для астраханской 
области (приволжский район), что свидетельствует 
о существовании на данной территории локального 
очага вируса ккгл, штаммы которого генетически 
отличаются от представителей основной популяции 
вируса. 

проведенные исследования позволяют сделать 
вывод о том, что в эпидсезон 2011 г. на территории 
ставропольского края, ростовской и астраханской 
областей циркулировали штаммы вируса ккгл, ти-
пичные для данной территории, случаев заноса но-
вых генетических вариантов вируса не наблюдалось. 

Таблица 2

различия нуклеотидной / аминокислотной последовательности (%) по фрагменту M-сегмента

генотип

участок  
генома

M-4

M-1 M-2 M-3 M-5Подгруппа 
«Ставрополь 

Ростов-
Астрахань-1»

Подгруппа 
«Волгоград-

Ростов-
Ставрополь»

«Балканская 
подгруппа»

M 4620-5075 5,8–7,4/ 
4,8–6,9

1,8–3,2/ 
1,4–2,8

4,1–6,2/ 
3,5–8,3

15,9–17,5/ 
10,3–13,1

16,3–18,9/ 
9,7–13,1

25,1/ 
22,8

24,1–27,4/ 
21,4–23,5
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в настоящее время популяция вируса ккгл, цирку-
лирующего на юге россии, остается стабильной, од-
нако необходимы дальнейшие исследования, в част-
ности, генетическая характеристика штаммов вируса 
из республики калмыкия и дагестан.
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в последние годы на территории астраханской 
области существенно осложнилась эпидемиологиче-
ская ситуация по энтеровирусной инфекции (эви).

восприимчивость к энтеровирусной инфекции 
особенно велика у детей дошкольного и школьного 
возраста (от 2 до 10 лет) и у молодых лиц. в общем ко-
личестве больных удельный вес детей составляет 80–
90 %, достигая 50 % у детей младшего возраста. среди 
заболевших серозным менингитом дети и подростки 
составляют 65–78 %. пятнисто-папулезные высыпа-
ния отмечаются при инфекциях, вызванных вирусами 
есно-4, есно-11, есно-16 и есно-19 [7]. 

при астраханской риккетсиозной лихорадке 
также выявляются обширные поражения кожи в виде 
острого продуктивного васкулита с вовлечением пре-
имущественно мелких артерий, вен и капилляров, 
окруженных отеком и клетками воспаления с форми-
рованием инфильтративных «муфт», фибриноидного 
некроза стенок сосудов и тромбоза. однако характер 
сосудистых нарушений и их роль в органной патоло-
гии при различных инфекционных болезнях изучены 
мало [5]. ранние микроциркуляторные нарушения на-
блюдаются уже в самом начале формирования инфек-
ционных васкулитов, и неинвазивные методы оценки 
этих изменений позволят на доклиническом уровне 
установить степень гемодинамических сдвигов, обо-
сновать необходимость более детального обследования 
для раннего выявления сосудистых осложнений [6]. 

учитывая ограничения в применении существу-
ющих методик, становится актуальным поиск новых 
информативных неинвазивных методов изучения 
сосудистой перфузии, к которым можно отнести вы-
сокотехнологичный метод изучения микроциркуля-
ции (мц) – лазерную допплеровскую флоу мет рию 

(лдФ) [2].
цель исследования – анализ амплитудно-час-

тот ного спектра и термопроб методом лдФ у детей, 
больных энтеровирусной инфекцией и астраханской 
риккетсиозной лихорадкой до и после лечения.

материалы и методы

обследованы 43 детей, больных энтеровирусной 
инфекцией (эви), и 34 – астраханской риккетсиоз-
ной лихорадкой (арл), в возрасте от 2 до 15 лет, нахо-
дившихся на стационарном лечении в астраханской 
областной инфекционной клинической больнице 
им. а.м.ничоги за период 2009–2011 гг. группу кон-
троля составили 40 клинически здоровых детей без 
хронических кожных или соматических заболеваний 
в анамнезе. состояние периферического кровото-
ка оценивалось нами в четырех точках на поверх-
ности кожи с помощью аппарата «лакк-01» (нпп 
«лазма», москва), их выбор связан с тем, что в 
данных участках кожа бедна артерио-венозными ана-
стомозами, исследуется кровоток в так называемых 
«нутритивных» микрососудах, он менее подвержен 
внешним воздействиям по сравнению с областями, 
богатыми анастомозами. первая точка – на коже пра-
вого предплечья, вторая – на тыльной поверхности 
правой кисти, третья – в области нижней трети пра-
вой голени, четвертая – на коже тыла правой стопы. 
для проведения термопробы была выбрана наружная 
поверхность нижней трети голени.

различия величин показателей микроциркуля-
ции в выбранных точках обусловлено, по-ви ди мо му, 
анатомической особенностью строения микроцирку-
ляторного русла данных областей кожного покрова: 
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ГБОУ ВПО «Астраханская государственная медицинская академия», Астрахань

представлены результаты обследования методом лазерной допплеровской флоуметрии детей (43 – больных 
энтеровирусной инфекцией, 34 – астраханской риккетсиозной лихорадкой и 40 – здоровых). по данным лдФ 
тестирования, проведена термопроба и амплитудно-частотный анализ показателей периферической микроцирку-
ляции при инфекционных заболеваниях. выявлены ранние изменения в микроциркуляторном русле у больных 
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Laser Doppler flowmetry method (LDF) was used to examine children (43 patients with enteroviral infection, 34 patients with 
Astrakhan rickettsial fever, and 40 healthy controls). In addition, in view of LDF survey data, carried out was thermal assay and 
amplitude-frequency analysis of peripheral microcirculation predictors. Detected were incipient changes in microvasculature relative 
to microangiopathy.
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плотностью расположения микрососудов, их диа-
метром, интенсивностью мц, наличием артериоло-
венулярных анастомозов, местным набором физио-
логически активных веществ [4].

в одном кожном локусе информация о регионар-
ном кровотоке выводится в виде 9 абсолютных и 11 
нормированных величин. в связи с этим сравнение 
данных с различных областей исследования прово-
дилось по базисному показателю микроциркуляции 
(пм), характеризующему перфузию тканей в зонди-
руемом участке. важным компонентом осцилляций 
тканевого кровотока следует рассматривать пульсовые 
волны (CF), отличающиеся малой амплитудой колеба-
ний флаксмоций и обусловленные перепадами внутри-
сосудистого давления, которые в большей или мень-
шей степени синхронизированы с кардиоритмом [1]. 

нами проведен анализ колебаний перфузии, за-
регистрированных в лдФ-грамме у детей, больных 
эви и арл. ритмическая структура флаксмоций – 
результат интегральной суперпозиции различных 
прямых (эндотелиальных, нейрогенных, миогенных) 
и опосредованных влияний на состояние микроцир-
куляторного русла (мцр) [2]. в результате спектраль-
ного разложения допплерограммы на гармонические 
составляющие колебаний тканевого кровотока (при 
помощи вейвлет-анализа) появляется возможность 
дифференцирования различных ритмических со-
ставляющих флаксмоций, что важно для диагности-
ки нарушений модуляций кровотока.

колебания эндотелиальной природы регистри-
руются при записи более 10 мин, при меньшей по 
времени записи их регистрация недостоверна. в 
связи с этим в амплитудно-частотном спектре (ачс) 
мы регистрировали лишь нейрогенные, миогенные, 
дыхательные и сердечные колебания и в дальнейшем 
анализировали лишь их, исключая эндотелиальную 
активность. каждая ритмическая компонента при 
спектральном анализе лдФ-граммы характеризуется 
двумя параметрами: частотой (F) и амплитудой (а).

результаты и обсуждение

проведенное исследование не выявило суще-
ственного изменения частот ритмических составляю-
щих флаксмоций у больных обеих групп эви и арл 
между собой и по сравнению с данными показате-
лями в группе контроля. частоты колебаний у боль-
ных, по данным амплитудно-частотного спектра, не 
изменялись и в процессе лечения. данное утвержде-
ние касалось обеих областей тестирования (р>0,05). 
частоты нейрогенных колебаний регистрировались 
в диапазоне 0,03–0,04 гц, миогенных колебаний – 
0,09–0,11 гц, колебаний в области дыхательной вол-
ны – 0,31–0,32 гц, кардиоколебаний – 0,83–0,92 гц.

у больных зарегистрированы существенные 
изменения в амплитудно-частотном спектре лдФ-
грам мы. значительное снижение амплитуды миоген-
ных (Amaxм) и нейрогенных (Amaxн) колебаний 
свидетельствовало о подавлении механизма актив-
ной модуляции тканевого кровотока. угнетение ак-

тивных регуляторных систем чаще всего, при усло-
вии сохранения компенсаторных способностей, со-
провождалось возрастанием роли пассивной моду-
ляции, что способствует разгрузке венулярного звена 
микроциркуляторной системы. именно в этой связи 
следует рассматривать общую тенденцию к возрас-
танию вклада респираторных и кардиочастотных 
ритмических составляющих в общий уровень флак-
смоций. при этом у обеих групп больных максималь-
ная величина дыхательных колебаний (Amaxд) в 
обоих кожных локусах превышала таковую в группе 
здоровых (p<0,05). так, значения данного параметра 
составили в точке 3 на коже голени (0,19±0,04) пф.
ед. и (0,17±0,04) пф.ед. у больных двух групп эи и 
арл соответственно против (0,07±0,01) пф.ед. в кон-
троле. на коже правого предплечья в точке 1 макси-
мальная величина дыхательных колебаний у боль-
ных эви и арл первой и второй группы составила 
(0,25+0,050 и (0,23±0,04) пф.ед. соответственно про-
тив (0,16±0,02) пф.ед. в группе контроля.

амплитуда сердечных колебаний (Amaxс) в ис-
следуемых группах больных эви и арл недостовер-
но превышала таковую в группе контроля (p>0,05).

учитывая высокий показатель микроциркуля-
ции у больных эви и арл и превышение амплитуды 
дыхательных колебаний (Amaxд) в данных группах 
больных в сравнении с группой контроля, можно 
говорить о наличии застойных явлений в венозном 
звене мцр в обоих кожных локусах исследуемых 
пациентов. амплитуда дыхательной волны в первой 
группе пациентов достоверно превышала значение 
данного показателя в контроле. амплитуда сердеч-
ных волн изменялась незначительно в сторону умень-
шения значений данного показателя в обеих кожных 
точках. такое изменение характерно для больных 
как первой, так и второй групп. достоверных отли-
чий между собой во всех обследованных группах по 
Amaxс не отмечено. значения амплитуд нейроген-
ных и миогенных колебаний у больных второй груп-
пы (арл) имели ту же тенденцию к увеличению, что 
и в первой группе пациентов (эви), по сравнению с 
контролем, не достигая значений достоверности.

у больных обеих групп эви и арл наблюдалась 
динамика показателей ачс с возрастанием удельного 
веса активных регуляторных механизмов. достоверное 
возрастание аmaxд в обеих группах пациентов свиде-
тельствовало о перераспределении кровотока именно 
в пользу «нутритивных» путей модуля микроцирку-
ляции, что обеспечивает большее снабжение тканей 
и клеток кислородом и питательными веществами. 
снижение же показателей Aд и Aс можно расценивать 
как уменьшение ишемии тканей и несостоятельности 
венулярного отдела мцр и как свидетельство умень-
шения застойных явлений в венозном звене [3].

из-за разброса результатов измерений амплитуд 
колебаний осуществлять диагностику работы того 
или иного механизма регуляции по величинам ампли-
туд затруднительно. целесообразно анализировать 
нормированные характеристики ритмов колебаний, 
т.е. определять вклад амплитуды колебаний опреде-
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ленной группы ритмов относительно средней модуля-
ции кровотока ско. такая нормировка позволяет ис-
ключить влияние нестандартных условий проведения 
исследований, так как увеличение или уменьшение 
амплитуды и флакса происходит в одну сторону.

наиболее значимыми в результате обработки 
данных термопробы являлись: исходный уровень ми-
кроциркуляции, максимальный показатель микроцир-
куляции (пммах), прирост показателя микроциркуля-
ции (пмувелич), время от начала подъема показателя 
микроциркуляции до достижения его максимального 
уровня (т2-т4); время восстановления кровотока (т4-
т6); резерв капиллярного кровотока (ркк), вычисляв-
шийся по формуле ммах/мисх×100 %.

при сравнивании величин термопробы меж-
ду группами больных арл и эви отмечены более 
низкие величины, особенно показателя ркк, где 
у больных арл он составил 208,25±17,53 против 
249,16±30,30 у больных эви. остальные показатели 
практически не отличались друг от друга, имея одно-
направленную тенденцию к снижению по сравнению 
с контрольной группой.

в различных возрастных группах анализ ре-
акции микроциркуляторного русла на термопробу 
установил, что в коже у больных арл длительность 
интервала т4-т6 имела тенденцию к снижению с 
увеличением возраста. причем разница между 1 и 2 
возрастными группами была достоверной (p<0,05).

выявлено, что в обеих группах больных как 
арл, так и эви отмечалась однонаправленная тен-
денция к снижению большинства показателей термо-
пробы с возрастом и преобладание интервала т2-т4 
над т4-т6, что говорит о несостоятельности микро-
циркуляторного звена в 1-й группе детей дошколь-
ного возраста и более зрелой мироциркуляторной 
системе детей более старшего, среднего и младшего 
школьного возраста. в группе больных с тяжелым те-
чением заболевания отмечалась тенденция к сниже-
нию всех величин. отмечено достоверное снижение 
величин ркк и интервала т6-т4, а также величины 
пмувел, что свидетельствует о разнонаправленных 
нарушениях микроциркуляторного русла наиболее 
выраженных у больных с тяжелым течением, мед-
ленным восстановлением показателей микроцирку-
ляции у больных, особенно ркк.

при сравнивании показателей 1-й и 2-й групп 
больных эви и арл между собой наиболее низкие 
величины отмечены у больных арл, особенно с тя-
желым течением. у больных эви с тяжелым течени-
ем наблюдалась тенденция к снижению всех величин 
термопробы.

повышение показателя м обусловлено более 
интенсивным функционированием механизмов ак-
тивного контроля микроциркуляции. в то же время 
чрезмерно высокая колеблемость потока эритроци-
тов свидетельствует о патологических процессах в 
микроциркуляторном русле. в наших исследованиях 
высокий уровень показателя м указывает на то, что 
в группе больных детей как эви, так и арл преоб-
ладает спазм микрососудов.

таким образом, показано, что у больных арл и 
эви после лечения, несмотря на положительную ди-
намику клинических симптомов, сохраняются доста-
точно выраженные изменения показателей базальной 
перфузии тканей кровью (пм и ско) во всех точках. 
это свидетельствует о существовании скрытых нару-
шений микроциркуляторного русла у больных при вы-
писке из стационара, даже при положительной клини-
ческой симптоматике в период ранней реконвалесцен-
ции, для разрешения которых требуется определенное 
время. возникновение подобных изменений в микро-
циркуляторном русле у больных может быть связано 
с длительной риккетсимией, появлением осложнений 
со стороны сосудистого звена. полученные данные до-
казывают наличие нарушений в микроциркуляторном 
русле у больных в период ранней реконвалесценции, 
что свидетельствуют о начальном этапе формирова-
ния осложнений со стороны сосудистого звена с воз-
можной трансформацией в хроническую патологию.
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ежегодно из неблагополучных по холере и ли-
хорадке денге стран на территорию российской 
Федерации прибывает более 1 млн человек и реги-
стрируются завозные случаи этих инфекций [1, 2]. в 
связи с этим остается актуальной задача по разработке 
качественно новых препаратов для генной диагности-
ки данных инфекционных болезней, позволяющих бы-
стро (в течение 2–3 ч), с высокой чувствительностью 
и специфичностью осуществлять не только детекцию 
патогенов, но и их ускоренную идентификацию по 
эпидемической значимости и таксономическому по-
ложению. один из наиболее перспективных способов 
решения поставленной задачи – разработка геноди-
агностических препаратов, основанных на принципе 
многофакторного анализа [5]. 

до последнего времени в нашей стране отсут-
ствовали зарегистрированные наборы реагентов для 
выявления рнк вирусов денге и днк холерных ви-
брионов с одновременным определением таксоно-
мического положения возбудителей: субтипы I–IV 
вируса денге и принадлежность к о1, о139 серо-
группам, биовару возбудителя холеры, и их эпиде-
мической значимости методом пцр с электрофоре-
тическим учетом результатов. в то же время разра-
ботаны и подготовлены экспериментальные серии 
двух генодиагностических препаратов, позволяю-
щих успешно осуществить индикацию и ускорен-
ную идентификацию возбудителей лихорадки денге 
и холеры: «набор реагентов для выявления и уско-
ренной идентификации днк Vibrio cholerae методом 
мультилокусной полимеразной цепной реакции с 
электрофоретическим учетом результатов (ген Vibrio 

cholerae – идентификация – рэФ)», «набор реаген-
тов для выявления рнк вирусов денге (I–IV типов) 
методом обратной транскрипции и полимеразной 
цепной реакции с электрофоретическим учетом ре-
зультатов (ген денге – рэФ)».

неотъемлемой частью процесса внедрения но-
вых диагностических препаратов в практику здраво-
охранения является их государственная регистрация 
по установленной схеме. 

целью работы являлись подготовка и осущест-
вление технических и медицинских испытаний но-
вых препаратов для генной диагностики лихорадки 
денге и холеры.

материалы и методы

в качестве объектов исследования использо-
вали экспериментальные серии наборов реагентов 
«ген Vibrio cholerae – идентификация – рэФ» и «ген 
денге – рэФ» (серии 01 и 02, дата изготовления 
06.2011 г., срок годности – 12.2011 г.), бактериаль-
ные суспензии чистых культур возбудителя холеры и 
гетерологичных микроорганизмов (166 проб), пробы 
биологического материала и объектов окружающей 
среды, искусственно инфицированных холерными 
вибрионами и гетерологичными микроорганизмами 
(129 проб), препараты кднк штаммов вирусов денге 
I–IV типов и гетерологичных вирусов, относящихся 
к семействам Flaviviridae и Bunyaviridae (8 проб), 
пробы биологического материала, искусственно ин-
фицированные кднк штаммов вирусов денге I–IV 
типов (41 проба).
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Штаммы V. cholerae (27 изолятов), Vibrio para-
haemolyticus (2), Escherichia coli (3), Shigella flexneri 
(3), Aeromonas spp. (1), Pseudomonas aeruginosa (1), 
Proteus vulgaris (2) получены из государственной 
коллекции патогенных бактерий «микроб» (гкпб 
«м») Фкуз «российский научно-исследовательский 
противочумный институт «микроб», государствен-
ной коллекции Фбун «гнц прикладной микробио-
логии и биотехнологии», коллекции живых культур 
Фкуз «иркутский научно-исследовательский про-
тивочумный институт сибири и дальнего востока». 
панель кднк вирусов денге I–IV типа (4 изолята) и 
гетерологичных вирусов (4) получена в гбун «нии 
вирусологии им. д.и.ивановского».

для проведения работ применяли нормативно-
методические документы для каждого набора реа-
гентов: ту 9398-033-01898109-2011 («ген денге – 
рэФ»), ту 9398-039-01898109-2011 («ген Vibrio 
cholera – идентификация – рэФ»), инструкцию по 
применению.

подготовку проб и проведение исследований 
осуществляли в соответствии с инструкциями по 
применению и ту. характеристика штаммов и искус-
ственно инфицированных проб, использованных для 
контроля, будет представлена ниже. амплификацию 
проводили на программируемом амплификаторе 
«терцик».

результаты и обсуждение

технические испытания проводили на базе 
лаборатории молекулярной диагностики Фкуз 
«роснипчи «микроб» в соответствии с техниче-
скими условиями и инструкциями по применению. 
для контроля набора реагентов «ген денге – рэФ» 
подготовлены соп: соп к+ денге I (NS3), соп 
к+ денге II (NS), соп к+ денге III (NS3), соп к+ 
денге IV (NS3), соп к+ денге I (NS5), соп к+ 
денге II (NS5), соп к+ денге III (NS5), соп к+ 
денге IV (NS5), представляющие разведение плаз-
мидной днк, выделенной из рекомбинантных штам-
мов Escherichia coli, несущих в составе плазмиды 
фрагменты NS3 и NS5 локусов вирусов денге I–IV 
типа. Штаммы для получения обозначенных выше 
соп депонированы в гкпб «м» Фкуз «роснипчи 
«микроб» (всего 8 культур). для контроля набора 
реагентов «ген Vibrio cholerae – идентификация – 
рэФ» предусмотрено использование бактериальных 
суспензий штаммов холерных вибрионов о1 серо-
группы классического и эльтор биоваров, о139 и 
нео1/нео139 серогрупп с различным набором мар-
керов эпидемической значимости: ctxA и tcpA ге-
нов: Vibrio cholerae O1 биовар cholerae 569B, Vibrio 
cholerae O1 биовар eltor M-1298 (ctxA+tcpA+), Vibrio 
cholerae O1 биовар eltor км-26 (ctxA- tcpA-), Vibrio 
cholerae O139 P-16064 (ctxA+ tcpA+), Vibrio cholerae 
O139 м-377 (ctxA- tcpA-), Vibrio cholerae не-о1 не-
о139 р-9741 (ctxA- tcpA-), E. coli 12226 O-55, Vibrio 
parahaemolyticus 764. полученные рекомбинантные 

штаммы E. coli и природные культуры холерных ви-
брионов и гетерологичных микроорганизмов, пред-
ставленные выше, позволяют в полной мере оха-
рактеризовать чувствительность и специфичность 
контролируемых наборов реагентов. по результатам 
технических испытаний диагностические препараты 
«ген Vibrio cholerae – идентификация – рэФ» и «ген 
денге – рэФ» соответствуют требованиям техниче-
ских условий.

медицинские испытания набора «ген денге – 
рэФ» проводили на базе лаборатории вирусологии 
Фкуз «ставропольский научно-исследовательский 
противочумный институт» и кафедры клинической 
лабораторной диагностики российской медицин-
ской академии последипломного образования. для 
определения специфичности препарата исследовали 
кднк штаммов вирусов денге I–IV типов и гетеро-
логичных вирусов. установлено, что положительный 
ответ зарегистрирован только в случае анализа проб, 
содержащих кднк вируса денге I–IV типа, при этом 
отмечено полное соответствие размера образовав-
шихся ампликонов и типа, к которому относился 
вирус денге. дополнительно изучали пробы био-
логического материала (суспензия комаров, кровь 
доноров), искусственно инфицированные кднк 
вирусов денге I–IV типов и гетерологичных микро-
организмов. наличие специфичной амплификации 
наблюдали только при исследовании проб, содержа-
щих кднк возбудителя. чувствительность набора 
реагентов «ген денге – рэФ» была оценена на осно-
вании изучения разведений плазмидной днк реком-
бинантных штаммов E. coli, содержащих фрагменты 
генома вирусов денге I–IV типов, соответствующие 
1·106 – 1·103 гэ вирусных частиц в мл. установлено, 
что в 100 % случаев вне зависимости от типа вируса 
денге положительный ответ в пцр регистрировался 
при наличии в пробе 1·104 гэ в 1 мл.

таким образом, по результатам технических 
и медицинских испытаний набор реагентов «ген 
денге – рэФ» характеризуется следующими показа-
телями: чувствительность – 1·104 гэ/мл; специфич-
ность – 100 %; воспроизводимость – 100 %. 

медицинские испытания набора реагентов «ген 
Vibrio cholera – идентификация – рэФ» проходили на 
базе Фкуз «иркутский научно-исследовательский 
противочумный институт сибири и дальнего 
востока» (лаборатория холеры) и Фбун «гнц при-
кладной микробиологии и биотехнологии» (отдел 
особо опасных инфекций).

для определения чувствительности и специфич-
ности препарата исследовали бактериальные суспен-
зии холерных вибрионов и гетерологичных микро-
организмов с концентрацией 1·104 – 1·102 м.к./мл. 
для анализа были выбраны эпидемически опасные 
и эпидемически безопасные штаммы V. cholerae о1 
и о139 серогрупп, а также нео1/нео139 серогрупп 
классического и эльтор биоваров. установлено, что 
в 100 % случаев положительный ответ в пцр реги-
стрировался при исследовании проб, содержащих 
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1·104 м.к./мл вибрионов. при этом в полной мере 
удавалось не только детектировать патоген, но и про-
вести его ускоренную идентификацию по эпидеми-
ческой значимости и таксономическому положению. 
при наличии в пробах 1·103 м.к./мл патогенов специ-
фичная многофакторная амплификация отмечена в 
95,65 % образцов, 1·102 м.к./мл – 50 %. при иссле-
довании проб, содержащих гетерологичные микро-
организмы, в пцр во всех случаях зафиксирован от-
рицательный результат. 

дополнительно определена чувствительность 
и специфичность набора реагентов «ген Vibrio 
cholerae – идентификация – рэФ» при исследова-
нии проб биологического материала (испражнения, 
желчь, ректальные мазки) и объектов окружающей 
среды (питьевая вода, смывы с поверхностей, пи-
щевые продукты), искусственно инфицированные 
холерными вибрионами и гетерологичными микро-
организмами. для контаминации образцов исполь-
зовали эпидемически опасные и безопасные штам-
мы V. cholerae о1 и о139 серогрупп. установлено, 
что чувствительность препарата при исследовании 
проб, содержащих 1·104 м.к./мл вибрионов, вне за-
висимости от вида исследуемого материала и эпи-
демической значимости патогена составила 100 %. 
Штаммы холерных вибрионов о1 и о139 серогрупп 
(ctxA+ tcpA+) в концентрации 1·103 м.к./мл выявле-
ны в пробах биологического материала и объектов 
окружающей среды в 100 и 87,5 % случаев соответ-
ственно. при исследовании образцов, содержащих  
1·103 м.к./мл культур холерных вибрионов (ctxA-
tcpA-), положительный ответ в пцр зафиксирован 
в 93,7 % (клинический материал) и 91,6 % (объекты 
окружающей среды). полученные результаты указы-
вают на высокую эффективность испытуемого на-
бора реагентов как при выявлении этиологических 
агентов холеры (V. cholerae O1, O139 (ctxA+tcpA+)), 
так и эпидемически безопасных штаммов холерных 
вибрионов разных серогрупп, которые могут вызы-
вать локальные и спорадические случаи заболевания 
у людей [3, 4]. 

таким образом, результаты технических и ме-
дицинских испытаний свидетельствуют о том, что 
наборы реагентов «ген денге – рэФ» и «ген Vibrio 
cholerae – идентификация – рэФ» характеризуют-
ся высокой чувствительностью – 1·104 гэ/мл или  
м.к./мл соответственно, специфичностью – 100 %, 

воспроизводимостью – 100 % и могут быть реко-
мендованы для серийного производства с целью 
практического использования при мониторинге хо-
леры и лихорадки денге.

разработанные препараты зарегистрированы в 
Федеральной службе по надзору в сфере здравоохра-
нения и социального развития: «ген денге – рэФ» – 
регистрационное удостоверение Фср 2012/13441 
от 21.05.2012 г., «ген Vibrio cholerae – идентифика-
ция – рэФ» – регистрационное удостоверение Фср 
2012/13430 от 21.05.2012 г.

работа проведена в рамках выполнения распо-
ряжения правительства российской Федерации 
№ 1426-р от 02.10.2009 г.
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сибирская язва – инфекционная болезнь жи-
вотных и человека, которая, возникнув в какой-либо 
местности, может сохраняться на многие десятиле-
тия и вызывать повторные вспышки [13]. на террито-
рии россии за период с 1900 по 2010 год зарегистри-
ровано более 35 тыс. стационарно неблагополучных 
по сибирской язве пунктов и более 70 тыс. вспышек 
инфекции. на протяжении последних 5 лет заболе-
ваемость остается на высоком уровне и не имеет тен-
денции к снижению [4, 6]. анализ заболеваемости 
сибирской язвой людей, проведенный а.г.рязановой 
и соавт. [8], позволяет прогнозировать сохранение за-
болеваемости на территории российской Федерации 
в среднем до 10 случаев в год. 

лабораторными критериями установления диа-
гноза сибирской язвы являются положительные ре-
зультаты в пцр, мФа, иммуносерологических ме-
тодах, выделение и идентификация культуры сиби-
реязвенного микроба бактериологическим методом 
[7, 9]. несмотря на постоянное усовершенствование 
лабораторной диагностики сибирской язвы, эта про-
блема до сих пор в достаточной мере не решена [3, 6]. 
одной из основных причин является недостаточное 
обеспечение лабораторных служб зарегистрирован-

ными препаратами. в настоящее время не вызывает 
сомнения тот факт, что важную роль в лабораторной 
диагностике сибирской язвы играет пцр-анализ [1, 
5, 10, 13]. особое значение метод приобретает при 
подтверждении заболевания, когда выделение куль-
туры затруднено. 

метод флуоресцирующих антител (мФа) также 
относится к основным методам индикации, так как 
является достаточно информативным, обеспечиваю-
щим быстрое и достоверное обнаружение возбуди-
теля сибирской язвы на этапах ранней диагностики. 
предварительное заключение с использованием дан-
ного метода может быть дано через 3–5 ч после по-
ступления материала.

положительные результаты, полученные с по-
мощью мФа, позволяют сделать предварительный 
вывод о наличии возбудителя сибирской язвы или его 
антигенов в исследуемом биологическом материале 
или объектах внешней среды и своевременно начать 
проведение противоэпидемиологических, профилак-
тических и терапевтических мероприятий.

до настоящего времени зарегистрированные 
препараты для выявления возбудителя сибирской 
язвы в объектах окружающей среды и биологи-
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ческом материале методом мФа отсутствовали. 
учитывая вышеизложенное, в ставропольском 
научно-исследовательском противочумном институ-
те разработаны иммуноглобулины диагностические 
флуоресцирующие сибиреязвенные вегетативные 
адсорбированные сухие, представляющие собой 
иммуноглобулиновую фракцию к водорастворимо-
му антигену вегетативной формы Bacillus anthracis, 
выделенную из гипериммунной кроличьей сыво-
ротки, адсорбированную на основе магноиммуно-
сорбентов водорастворимыми антигенами штаммов 
B. cereus 8, B. cereus 104, B. cereus 111, B. cereus 250. 
иммуноглобулины предназначены для обнаружения 
вегетативной формы В. aпthracis в реакции имму-
нофлуоресценции (риФ) в мазках из чистых куль-
тур, объектах окружающей среды (почва, подстилка, 
вода, продовольственное сырье, фураж) и биологи-
ческого материала. 

основная цель работы – определение диагности-
ческой эффективности (специфическая активность, 
чувствительность, специфичность, воспроизводи-
мость) иммуноглобулинов для решения вопроса о 
целесообразности их регистрации в качестве изделий 
медицинского назначения в российской Федерации. 

предварительно в Фгун гиск им. л.а.тара-
се вича была проведена оценка качества трех лабора-
торных серий препарата на соответствие требовани-
ям проекта технических условий (ту) и подготовлен 
протокол медицинских испытаний. ученым советом 
Фгун гиск им. л.а.тарасевича (протокол № 6 от 
27 апреля 2010 г.) принято решение о проведении ме-
дицинских исследований иммуноглобулинов на че-
тырех базах (лаборатории препаратов против чумы 
и других особо опасных инфекций Фгун гиск 
им. л.а.тарасевича, Фкуз роснипчи «микроб», 
Фкуз иркутскнипчи сибири и дальнего востока 
и Фбун гнц пмб (оболенск).

материалы и методы

в работе была изучена экспериментальная се-
рия иммуноглобулинов № 1–08 в течение срока ее 
годности. в связи с тем, что отсутствует препарат 
сравнения, в качестве сравнения применяли широко 
используемый бактериологический тест на гемолиз. 
материалами для исследования служили чистые 
культуры Bacillus anthracis и других видов Bacillus, 
которые были подобраны в гкпб «м» роснипчи 
«микроб». исследование проб объектов окружаю-
щей среды (вода, почва) проведены на базе Фкуз 
иркутскнипчи сибири и дальнего востока; про-
бы объектов окружающей среды (смывы с объектов 
внешней среды, корма) и биологического материа-
ла (мясо от животного) – на базе Фбун гнц пмб 
(оболенск). каждый опыт проводили с соблюдением 
принципов строго контролируемого эксперимента в 
соответствии с протоколом медицинских исследова-
ний препарата. используемые в работе штаммы были 
зашифрованы сотрудниками, не принимающими уча-

стия в приготовлении мазков и учете результатов.
всего исследовано 47 штаммов B. anthracis, 

B. cereus, B. subtilis, B. thuringiensis, B. megaterium, 
B. anthracoides, 225 проб объектов внешней сре-
ды (вода, почва, смывы с объектов внешней среды, 
корма) и биологического материала (мясо), искус-
ственно инфицированных B. anthracis в концентра-
циях 1∙106, 1∙107, 1∙108 м.к./мл и гетерологичными 
микроорганизмами (B. subtilis, B. megaterium, B. ce-
reus, B. thuringiensis, B. anthracoides) в концентрации  
1∙108 м.к./мл. все штаммы были типичными по 
культурально-морфологическим, биохимическим и 
генетическим свойствам. 

учитывая назначение сибиреязвенных иммуно-
глобулинов, особое внимание уделялось подготовке 
проб из объектов окружающей среды, почвы, фуража 
и мяса для получения вегетативной формы сибиреяз-
венного микроба. 

препарат изучали по физико-химическим свой-
ствам; определению рабочего разведения (наиболь-
шее разведение препарата, при котором возможно 
достоверное обнаружение возбудителя); чувстви-
тельности (способность препарата в рабочем раз-
ведении выявлять в исследуемых пробах чистых 
культур минимальные концентрации B. anthracis); 
специфической активности (процент правильно 
идентифицированных штаммов B. anthracis и выяв-
ленных положительных проб объектов окружающей 
среды и биологического материала к числу инфици-
рованных); специфичности (процент отрицательных 
результатов при исследовании проб, инфицирован-
ных гетерологичными микроорганизмами); воспро-
изводимости (процент совпадений результатов ис-
следования положительных и отрицательных проб); 
продолжительности анализа в часах.

микроскопию мазков осуществляли с помощью 
люминесцентного микроскопа «Carl Zeiss Primo Star» 
под иммерсионным объективом, применяя иммерси-
онное не флуоресцирующее масло. 

результаты оценивали по 4-крестовой системе: 
4 креста – сверкающая флуоресценция зеленовато-
желтого цвета оболочки микробной клетки, четко 
контрастирующая с темным телом клетки; 3 креста – 
яркая флуоресценция зеленовато-желтого цвета 
оболочки микробной клетки; 2 креста или 1 крест – 
слабое свечение всей клетки. специфическим счи-
тали свечение с яркостью на 4 или 3 креста (при 
просмотре 30 и более полей зрения), свечение с яр-
костью 2 или 1 крест считали неспецифическим и 
не учитывали. 

при постановке теста на гемолиз (метод сравне-
ния) исследуемые культуры высевали бактериологи-
ческой петлей секторами на чашки петри с агаром 
хоттингера (рн 7,1±0,1) с 5 % дефибринированной 
крови барана и инкубировали в термостате при тем-
пературе (35±1) °с в течение (20±2) ч, после чего 
учитывали результат. сибиреязвенный микроб не 
должен лизировать эритроциты барана в отличие от 
большинства родственных спорообразующих сапро-
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фитов, образующих широкую зону гемолиза вокруг 
выросших колоний.

результаты и обсуждение

в результате проведенных исследований уста-
новлено, что испытуемый препарат представляет со-
бой аморфную пористую массу желто-оранжевого 
цвета, после растворения в 0,5 мл дистиллированной 
воды в течение 1 мин – прозрачная опалесцирующая 
жидкость желто-оранжевого цвета, рн растворенно-
го препарата – 8,0 (норма от 7,5 до 8,5).

согласно паспортным данным иммуноглобули-
ны выявляли штаммы сибиреязвенного микроба в 
рабочем разведении 1:128. специфическую актив-
ность иммуноглобулинов определяли при просмотре 
мазков, приготовленных из 16 штаммов B. anthracis 
в концентрации 1,0·108 м.к./мл и окрашенных препа-
ратом в разведениях от 1:8 до 1:256. было установле-
но, что препарат в рабочем разведении 1:128 выявлял 
только 62,5 % исследуемых штаммов сибиреязвенно-
го микроба. поэтому за рабочее разведение опытных 
иммуноглобулинов было принято разведение 1:64, о 
чем свидетельствовало яркое зеленовато-желтое све-
чение интенсивностью на 3–4 креста у 93,8 % иссле-
дованных штаммов B. anthracis. полученные данные 
соответствуют требованиям проекта нормативной 
документации, так как препарат в рабочем разведе-
нии не менее 1:16 должен вызывать специфическое 
свечение вегетативной формы сибиреязвенного ми-
кроба в концентрации 1,0·108 м.к./мл с интенсивно-
стью на 3–4 креста. 

определение чувствительности препарата по 
способности выявлять в рабочем разведении мини-
мальные концентрации сибиреязвенного микроба в 
мазках, приготовленных из взвесей чистых культур 
5 штаммов B. anthracis с концентрациями от 1·104 до 
1·108 м.к./мл, позволило выявить высокую чувстви-
тельность испытуемого препарата. при просмотре 
30 полей зрения в мазках наблюдали специфическое 
свечение с интенсивностью на 3–4 креста 1–2 и бо-
лее микробных клеток B. anthracis в концентрации 
5,0·105 м.к./мл. в тесте на гемолиз (метод сравнения) 
чистые культуры штаммов B. anthracis были пра-
вильно идентифицированы в 100 % случаев. все ис-
следуемые штаммы B. anthracis не лизировали эри-
троциты барана.

специфичность новых иммуноглобулинов из-
учали на 32 близкородственных и гетерологичных 
штаммах микроорганизмов. в результате прове-
денных испытаний зарегистрировано специфиче-
ское свечение на 3 креста 8 штаммов других видов 
Bacillus, окрашенных сибиреязвенными иммуногло-
булинами в рабочем разведении 1:64. в общей слож-
ности неспецифические реакции были обнаружены 
в 25 % случаев, что составляет достаточно высо-
кий процент. невысокую специфичность препарата 
(75 %) можно объяснить генетическим родством (до 
90 % гомологии) сибиреязвенного микроорганизма с 

другими видами рода Bacillus [11]. анализ 5000 хро-
мосомных генов сибиреязвенного микроба выявил 
лишь 150 отличий между ними и генами B. cereus 
и B. thuringiensis. при высеве всех гетерологичных 
штаммов на агаре хоттингера с кровью барана во-
круг выросших колоний отмечалась зона гемолиза. 

воспроизводимость совпадения положитель-
ных и отрицательных результатов с помощью ис-
следуемых иммуноглобулинов составила 100 %. 
исследования, проведенные в 10 повторностях, при 
постановке анализа в разные дни и разными испол-
нителями показали, что во всех определениях со 
штаммом B. аnthracis получены совпадающие поло-
жительные результаты, во всех случаях со штаммом 
B. сereus – отрицательные результаты. 

продолжительность анализа при исследовании 
чистых культур с помощью иммуноглобулинов со-
ставила 2,5–3 ч и (20±2) ч при исследовании объек-
тов окружающей среды и биологического материа-
ла. показано, что положительный ответ при иссле-
довании чистых культур методом гемолиза можно 
выдать через 20 ч и через 40 ч при исследовании 
проб объектов окружающей среды и биологическо-
го материала. несомненно, по срокам получения 
заключения при исследовании подозрительного ма-
териала с помощью сибиреязвенных иммуноглобу-
линов метод мФа имеет преимущество перед бак-
териологическим методом. 

анализ результатов исследований, проведен-
ных на базе Фбун гнц пмб (оболенск), проб 
объектов окружающей среды (смывы с объектов 
внешней среды, корма) и биологического материала 
(мясо), искусственно инфицированных B. anthra-
cis, показал, что сибиреязвенный микроб с помо-
щью испытуемых иммуноглобулинов обнаружен в 
100 % случаев. в разведении 1:128 иммуноглобу-
лины вызывали специфическое свечение сибире-
язвенного микроба в мазках интенсивностью на 
3–4 креста. чувствительность препарата составила  
1,0·106 м.к./мл. отмечена высокая специфичность 
препарата, так как со всеми гетерологичными штам-
мами были получены отрицательные результаты. 
на базе Фкуз иркутскнипчи сибири и дальнего 
востока при испытании иммуноглобулинов диа-
гностических флуоресцирующих во время иссле-
дования проб объектов окружающей среды (вода, 
почва), искусственно инфицированных B. anth ra cis, 
также подтверждена высокая диагностическая эф-
фективность испытуемого препарата. в разведении 
1:128 препарат выявлял B. anthracis в минимальной 
концентрации 1,0·106 спор/мл в 100 % случаев.

сводные данные о результатах изучения диа-
гностической эффективности иммуноглобулинов 
диагностических флуоресцирующих сибиреязвен-
ных вегетативных адсорбированных сухих пред-
ставлены в таблице.

полученные данные позволили внести изме-
нения в проект нормативной документации, касаю-
щиеся уточнения названия, состава и назначения 
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препарата, дополнить раздел «спецификация». 
сущест венные изменения были внесены в методику 
обеззараживания мазков при приготовлении их из 
спорообразующих микроорганизмов. при оценке ка-
чества поступивших первых серий сибиреязвенных 
вегетативных иммуноглобулинов на соответствие 
препарата требованиям нормативной документации 
было выявлено, что иммуноглобулины, даже в раз-
ведении 1:16 (норма не менее 1:16), не вызывали 
специфического свечения сибиреязвенных штаммов. 
вместе с тем, по данным авторов, иммуноглобулины 
выявляли штаммы сибиреязвенного микроба в разве-
дении 1:128. при выяснении причин было установ-
лено, что обеззараживание мазков, приготовленных 
из сибиреязвенных штаммов, авторы проводили 96 
% спиртом без добавления 3 % перекиси водорода, 
использование которой негативно воздействует на 
специфическое свечение при окраске мазков препа-
ратом. в процессе нашей работы мазки обеззаражи-
вали в соответствии с требованиями сп 1.3.1285-03 
[2], которые предусматривают обязательное добавле-
ние к спирту перекиси водорода. авторам было реко-
мендовано провести дополнительные исследования 
на этапе приготовления мазков. в дальнейшем в про-
ект нормативной документации были внесены до-
полнения по приготовлению мазков, заключающиеся 
в промывке стекол с мазками после их обеззаражива-
ния в дистиллированной воде в течение 5 мин.

таким образом, в результате медицинских ис-
следований на четырех базах установлена высокая 
специфическая активность сибиреязвенных имму-
ноглобулинов, обеспечивающих специфическое 
зеленовато-желтое свечение штаммов B. anthracis 
в вегетативной форме в мазках из чистых культур, 
биологического материала и объектов внешней сре-
ды в концентрации 1,0·108 м.к./мл. чувствительность 

препарата по результатам всех исследований уста-
новлена от 5,0·105 до 1·106 м.к./мл. показана диагно-
стическая равноценность иммуноглобулинов и теста 
на гемолиз при исследовании специфической актив-
ности. при изучении специфичности препарата с 
гетерологичными микроорганизмами более точным 
оказался тест на гемолиз (100 %), тогда как специ-
фичность испытуемых иммуноглобулинов составила 
75 %. при этом получение результатов значительно 
быстрее при исследовании с помощью иммуногло-
булинов, чем при исследовании бактериологическим 
методом. 

проведенные исследования позволили рекомен-
довать иммуноглобулины флуоресцирующие сибире-
язвенные вегетативные к регистрации в качестве из-
делия медицинского назначения для специфической 
индикации при исследовании чистых культур воз-
будителя сибиреязвенного микроба, биологического 
материала и объектов внешней среды при диагности-
ке сибирской язвы учреждениями здравоохранения 
(регистрационное удостоверение № Фср 2011/11338 
от 12 июля 2011 г.). 
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в заседании приняли участие члены 
координационного совета и представители от 
азербайджанской республики, республики армения, 
республики беларусь, республики казахстан, 
кыргызской республики, республики молдова, 
российской Федерации, республики таджикистан, 
туркменистана, республики узбекистан, украины, 
исполнительного комитета снг.

с отчетным докладом выступил председатель 
координационного совета (кс) в.в.кутырев, ди-
ректор Фкуз «российский научно-исследова тель-
ский противочумный институт «микроб», акаде-
мик рамн. в числе основных результатов деятель-
ности координационного совета за отчетный пери-
од названы:

- завершение реализации межгосударственной 
программы сотрудничества в области санитарной 
охраны территорий государств-участников снг от 
завоза и распространения особо опасных инфекци-
онных болезней на период до 2011 г.;

- завершение реализации программы сотруд-
ничества и взаимодействия государств-участников 
снг по проблемам биологической безопасности и 
противодействия биологическому терроризму на 
2007–2011 гг.;

- создание на базе модернизированных спэб си-
стем мобильных противоэпидемических комплексов, 
предназначенных для предупреждения и оператив-
ного реагирования на чс в области общественного 
здравоохранения, имеющих международное значение, 
разработка нормативно-методической базы их приме-
нения на территории государств-участников снг;

- разработка методологии реализации 
международных медико-санитарных правил (2005 г.) 
на национальном уровне и внедрение ее при осу-
ществлении санитарной охраны таможенного союза, 
создание научной и методической основы внедре-
ния этого документа на территории государств-
участников снг;

- проведение XI межгосударственной научно-
практической конференции государств-участников 
снг «современные технологии в совершенствовании 
мер предупреждения и ответных действий на чрез-
вычайные ситуации в области общественного здра-
воохранения санитарно-эпидемиологического харак-
тера» (16–17 октября 2012 г., саратов, российская 
Федерация), в которой приняли участие представи-
тели всех стран снг.

определены следующие основные задачи на 
2013–2014 гг.:

- разработка межгосударственной программы 
сотрудничества в области санитарной охраны тер-

риторий государств-участников снг от завоза и рас-
пространения особо опасных инфекционных болез-
ней на 2014–2018 гг.;

- разработка программы сотрудничества и взаи-
модействия государств-участников снг по пробле-
мам биологической безопасности и противодействия 
биологическому терроризму на 2014–2018 гг.;

- гармонизация с ммсп (2005 г.) положения 
о порядке осуществления информационного об-
мена между государствами-участниками снг об 
эпидемиологическом надзоре за карантинными и 
другими опасными инфекционными болезнями и о 
контроле за потенциально опасными для здоровья 
населения товарами и грузами; санитарных правил 
и норм «санитарная охрана территорий государств-
участников содружества независимых государств»;

- рассмотрение в установленном порядке разра-
ботанных кс проектов документов для внедрения на 
межгосударственном уровне: соглашения о сотруд-
ничестве государств-участников снг при ликвида-
ции последствий чрезвычайных ситуаций в области 
санитарно-эпидемиологического благополучия на-
селения с участием российских спэб; положения 
о межгосударственном информационно-ана ли-
тическом центре по вопросам оперативного опове-
щения и реагирования на чрезвычайные ситуации 
в области санитарно-эпидемиологического благопо-
лучия населения государств-участников снг; му 
«организация, обеспечение и оценка противоэпи-
демической готовности медицинских учреждений к 
проведению мероприятий в случае завоза или воз-
никновения особо опасных инфекций, контагиозных 
вирусных геморрагических лихорадок, инфекцион-
ных болезней неясной этиологии, имеющих важ-
ное международное значение»; му «профилактика 
холеры. организационные мероприятия. оценка 
противоэпидемической готовности медицинских 
учреждений к проведению мероприятий на случай 
возникновения очага холеры»;

- проведение в 2014 г. хII межгосударственной 
научно-практической конференции на тему «вклад 
государств-участников снг в обеспечение сани-
тарно-эпидемиологического благополучия населе-
ния в современных условиях»;

- проведение XII расширенного заседания 
кс в г. ильичевск в украине в 2013 г. на тему: 
«мероприятия по ликвидации заноса и распростра-
нения холеры на водном транспорте».

по вопросу «о решении совета по сотруд-
ничеству в области здравоохранения снг от 
18.11.2011 г. о преобразовании координационного 
совета по проблемам санитарной охраны террито-

инФорМаЦиЯ

о XI ЗаСедании КоординаЦионного СоВеТа  
По ПроБЛеМаМ СаниТарноЙ оХранЫ ТерриТориЙ гоСУдарСТВ-УчаСТниКоВ Снг  

оТ ЗаВоЗа и раСПроСТранениЯ оСоБо оПаСнЫХ инФеКЦионнЫХ БоЛеЗнеЙ 
(17 октября 2012 г., Саратов)
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рий государств-участников снг от завоза и распро-
странения особо опасных инфекционных болезней 
в координационный совет по вопросам обеспече-
ния санитарно-эпидемиологического благополучия 
населения государств-участников снг и о предло-
жениях по кандидатурам для включения в состав 
реорганизованного координационного совета и его 
председателе» выступил представитель исполкома 
снг нарушевич г.а. согласно его информации, 
данный вопрос внесен в повестку дня предстоящего 
23 ноября 2012 г. в ялте (украина) XXI заседания 
совета по сотрудничеству в области здравоохране-
ния снг. 

в связи с информацией представителя исполкома 
снг на заседании кс акцентировано внимание на 
высокой потенциальной опасности и специфично-
сти эпидемиологического пространства государств-
участников снг, обусловленных наличием, прежде 
всего, 45 природных очагов чумы, а также эндемич-

ных территорий по другим особо опасным инфек-
ционным болезням, частых заносов холеры, коор-
динация надзора и контроля которых требует соот-
ветствующей специализации, которой обладает кс; 
выражена озабоченность в связи с намеченной реор-
ганизацией кс на XXI заседании совета по сотруд-
ничеству в области здравоохранения снг; высказана 
просьба к совету по сотрудничеству в области здра-
воохранения снг об исключении из повестки дня 
XXI заседания вопроса о реорганизации кс.

в числе других вопросов повестки дня XI за-
седания кс было обсуждение состояния обмена 
эпидемиологической информацией в государствах-
участниках снг и хода рассмотрения на межгосу-
дарственном уровне проектов нормативно-мето ди че-
ских документов, разработанных координационным 
советом по проблемам санитарной охраны террито-
рий государств-участников снг от завоза и распро-
странения особо опасных инфекционных болезней. 

участники XI межгосударственной научно-
практической конференции государств-участников 
снг «современные технологии в совершенствова-
нии мер предупреждения и ответных действий на 
чрезвычайные ситуации в области общественного 
здравоохранения санитарно-эпидемиологического 
ха рак тера» от азербайджанской республики, респуб-
лики армения, республики беларусь, республики 
казахстан, кыргызской республики, республики 
молдова, российской Федерации, республики таджи-
кистан, туркменистана, республики узбекистан, 
украи ны и исполкома снг констатировали актуаль-
ность, своевременность и полноту обсуждения про-
блем, соответствующих тематике конференции.

участники конференции отметили широту про-
блем, связанных с понятием чрезвычайная ситуация 
санитарно-эпидемиологического характера, опреде-
ление которой имеется в международных медико-
санитарных правилах (ммсп 2005) и учитывает-
ся при их реализации на территории содружества 
независимых государств (снг).

современные вызовы и угрозы обосновывают 
необходимость совершенствования всего комплек-
са мер, направленных на обеспечение санитарно-
эпидемиологического благополучия населения, 
включающих эпидемиологический надзор за ин-
фекционными и паразитарными болезнями, сани-
тарную охрану территории, предупреждение и лик-
видацию чрезвычайных ситуаций (чс) санитарно-

эпидемиологического характера, в том числе воз-
никающих в условиях природных, техногенных ка-
тастроф и гуманитарных конфликтов, обеспечение 
биологической безопасности.

участники конференции констатируют, что в 
большинстве докладов и опубликованных материа-
лов конференции освещены, обсуждены и даны кон-
кретные предложения по оптимизации противоэпи-
демических мер в условиях чс на основе внедрения 
современных информационных, диагностических, 
профилактических, производственных (разработка 
иммунобиологических препаратов), организацион-
ных технологий на национальном уровне.

отмечена принципиальная важность рассмо-
тренных проблем в условиях современных эпиде-
миологических, социально-экономических и геопо-
литических реалий.

в создавшейся напряженной эпидемиологиче-
ской обстановке, как подчеркнуто в целом ряде до-
кладов, главная задача на пространстве снг состоит 
в создании межгосударственной системы монито-
ринга и контроля чс в области санитарно- эпидемио-
логического благополучия населения, которая долж-
на стать одной из составляющих целостной системы 
биологической безопасности.

участники конференции отмечают, что в основу 
этой системы должны быть положены инициативы 
саммитов «большой восьмерки G8», Шос в области 
борьбы с инфекционными болезнями, стратегия воз 

реЗоЛЮЦиЯ 
XI МежгоСУдарСТВенноЙ наУчно-ПраКТичеСКоЙ КонФеренЦии  

гоСУдарСТВ-УчаСТниКоВ Снг 
«СоВреМеннЫе ТеХноЛогии В СоВерШенСТВоВании Мер ПредУПреждениЯ  

и оТВеТнЫХ деЙСТВиЙ на чреЗВЫчаЙнЫе СиТУаЦии В оБЛаСТи оБЩеСТВенного 
ЗдраВооХранениЯ СаниТарно-ЭПидеМиоЛогичеСКого ХараКТера» 

(17 октября 2012 г., российская Федерация, Саратов)
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и положения ммсп (2005 г.).
важным при создании системы является учет 

опыта российской Федерации по оптимизации лабо-
раторной сети в целях обеспечения мониторинга за 
возбудителями инфекционных и паразитарных бо-
лезней, а также широкое использование специализи-
рованных мобильных формирований (специализиро-
ванных противоэпидемических бригад – спэб), соз-
данных и модернизированных в последние годы на 
базе противочумных институтов роспотребнадзора 
для предупреждения и ликвидации чрезвычайных 
ситуаций различной природы.

участники конференции подчеркивают прин-
ципиальную важность координации научных ис-
следований на уровне снг по созданию системы 
противодействия чс на национальном уровне, в 
том числе в рамках реализации ммсп (2005 г.). 
организационную, методическую и экспертную 
помощь в этих вопросах может оказать российская 
Федерация, которая имеет достаточно большой 
опыт международного сотрудничества в этой сфере 
деятельности.

в целом участники XI межгосударственной 
научно-практической конференции отмечают нали-
чие достаточно большого опыта межгосударствен-
ного сотрудничества на пространстве снг в обла-
сти санитарно-эпидемиологического благополучия 
населения, в том числе по вопросам санитарной 
охраны территории, оперативного реагирования 
на чс санитарно-эпидемиологического характе-
ра. основным технологическим инструментом для 
консолидации усилий на международном уровне по 
данной проблематике на сегодняшний день остаются 
ммсп-2005.

конференция отмечает, что в целях обеспечения 
совместных ответных действий на чс санитарно-
эпидемиологического характера необходимо реше-
ние следующих задач:

- создание единой базы данных о чрезвычайных 

ситуациях санитарно-эпидемиологического характе-
ра и условиях их возникновения;

- обеспечение обмена между странами достовер-
ной санитарно-эпидемиологической информацией 
в оперативном режиме и плановом порядке (в виде 
эпидемиологических обзоров и прогнозов) с исполь-
зованием электронных средств связи;

- унификация гармонизированной с ммсп 
(2005 г.) нормативно-методической базы в области 
санитарно-эпидемиологического благополучия насе-
ления, касающейся: эпидемиологического надзора за 
инфекционными, в том числе природно-очаго выми, 
зоонозными и паразитарными болезнями, санитар-
ной охраны территории, предупреждения и противо-
действия чрезвычайным ситуациям, возникающим в 
условиях стихийных бедствий и кризисных ситуаций 
антропогенного характера, включая биологический 
терроризм;

- создание и совершенствование систем готовно-
сти к чс санитарно-эпидемиологического характера, 
адекватных требованиям международных медико-
санитарных правил (2005 г.), в том числе с участием 
российских спэб;

- стандартизация процедур скрининга, монито-
ринга, индикации и идентификации биологических 
патогенов, профилактики и контроля инфекцион-
ных болезней, в том числе новых (неизвестных) при 
осуществлении деятельности по предупреждению и 
ликвидации санитарно-эпидемиологических послед-
ствий чрезвычайных ситуаций.

с целью укрепления сотрудничества, реали-
зации обозначенных целей и признавая важность 
обсужденной проблематики, участники научного 
форума поддержали инициативу проведения в 2014 
году XII межгосударственной научно-практической 
конференции на тему: «вклад государств-участ ни ков 
содружества независимых государств в обеспече-
ние санитарно-эпидемиологического благополучия 
населения в современных условиях».

о МежВедоМСТВенноМ СоВеЩании  
По ПроБЛеМаМ СаниТарно-ЭПидеМиоЛогичеСКоЙ оХранЫ  

ТерриТории роССиЙСКоЙ ФедераЦии

в соответствии с планом основных организаци-
онных мероприятий Федеральной службы по надзору 
в сфере защиты прав потребителей и благополучия че-
ловека на 2012 г. (п. 1.4.43.) и во исполнение приказа 
роспотребнадзора № 879 от 31.08.2012 г. 18 октя-
бря 2012 г. в саратове на базе Фкуз «российский 
научно-исследовательский противочумный институт 
«микроб» проведено межведомственное совеща-
ние по проблемам санитарно-эпидемиологической 
охраны территории российской Федерации (пленум 
координационного научного совета (кнс) по 
санитарно-эпидемио ло ги ческой охране территории 
российской Федерации).

кнс (48.00) координирует научные иссле-
дования, выполняемые в роснипчи «микроб», 
ростовском, волгоградском, ставропольском, 
иркутском нипчи, государственном научном цен-
тре прикладной микробиологии и биотехнологии, 
государственном научном центре вирусологии и 
биотехнологии «вектор» и совместные исследования 
с рядом институтов роспотребнадзора, минздрава 
россии, Федерального медико-биологического 
агентства, рос сийской академии медицинских наук, 
российской академии сельскохозяйственных наук, 
минобороны россии, мчс россии, с центрами ги-
гиены и эпидемиологии регионов рФ. 
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Редакционная коллегия и редакционный совет  
научно-практического журнала «Проблемы особо опасных инфекций» 

поздравляют
с 65-летием Николая Владимировича Попова 

заведующего лабораторией эпизоотологического мониторинга РосНИПЧИ «Микроб,  
доктора биологических наук, профессора,

с 50-летием Алексея Константиновича Никифорова 
заместителя директора РосНИПЧИ «Микроб» по научной и производственной работе,  

кандидата медицинских наук
и желают им крепкого здоровья, долгой плодотворной творческой жизни,  

счастья и благополучия, успеха во всех начинаниях

в совещании приняли участие представители 
учреждений Федеральной службы по надзору в сфере 
защиты прав потребителей и благополучия человека, 
российской академии медицинских наук, российской 
академии сельскохозяйственных наук, минобороны 
россии, мчс россии.

согласно утвержденной программе на совеща-
нии рассмотрены вопросы санитарно-эпидемио ло ги-
ческой охраны территории российской Федерации; 
современное состояние эпидемиологии и генной 
диагностики возбудителей особо опасных и вирус-
ных инфекций; внедрение мибп для профилактики, 
диагностики и лечения особо опасных инфекцион-
ных и вирусных заболеваний; выполнение «сетевого 
графика разработки и внедрения препаратов для диа-
гностики и профилактики особо опасных инфекци-
онных болезней»; выполнение плана переработки 
документов по санитарно-эпидемио ло гической охра-
не территории российской Федерации и обсуждение 
проекта плана разработки нормативно-методических 
документов на 2013 год; выполнение научно-иссле-
дова тель ских работ в рамках Фцп «национальная 
система химической и биологической безопасно-
сти российской Федерации (2009–2013 гг.)» и от-
раслевой научно-исследова тель ской программы 
«научные исследования и разработки с целью обе-
спечения санитарно-эпидемио ло гического благопо-
лучия и снижения инфекционной заболеваемости в 
российской Федерации» на 2011–2015 гг.; проблемы 
совершенствования нормирования биологической 
безопасности. 

проведено обсуждение и утверждение отчетных 
за 2012 г. и плановых на 2013 г. материалов кнс.

в соответствии с планом основных органи-
зационных мероприятий роспотребнадзора на 
2012 г., планом кнс по обеспечению гармониза-
ции национальной нормативно-методической базы с 

международными медико-санитарными правилами 
(2005 г) и планом кнс по разработке и переработ-
ке нормативно-методических документов по сани-
тарной охране территории российской Федерации 
и эпидемиологическому надзору за оои на 2012 г. 
специалистами учреждений координационного на-
учного совета разработано 18 нормативно-методи че-
ских документов, из них 4 утверждены на федераль-
ном уровне, 10 проектов документов направлено в 
роспотребнадзор, 4 документа – межгосударствен-
ного уровня.

в рамках кнс в 2012 г. выполнялось 130 отрас-
левых тем. завершено 26 нир, выполняемых по от-
раслевым заданиям. разработано 233 наименования 
научной продукции для внедрения в практику здра-
воохранения в 2012 г.

на заседаниях проблемных комиссий кнс рас-
смотрены 23 регистрационные карты на темы, пла-
нируемые к исполнению с 2013 г. по тематике кнс 
в 2013 г. будет выполняться 127 тем. для включе-
ния в план внедрения результатов нир в практику 
в 2013 г. на федеральном, региональном и учреж-
денческом уровнях представлено 122 предложения. 
одобрены и направлены в роспотребнадзор предло-
жения кнс к плану основных организационных ме-
роприятий Федеральной службы по надзору в сфере 
защиты прав потребителей и благополучия человека 
на 2013 г. одобрены и направлены в отделение про-
филактической медицины рамн основные направ-
ления развития научных исследований, выполняе-
мых в рамках координационного научного совета по 
санитарно-эпидемиологической охране территории 
российской Федерации на 2013 г.

отчет о работе координационного научного со-
вета по санитарно-эпидемиологической охране тер-
ритории российской Федерации в 2012 г. направлен 
в роспотребнадзор и рамн.


