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большинство существующих методов индика-
ции, идентификации, дифференциации, типирования 
микроорганизмов, в том числе патогенных бактерий, 
основано на определении различных фенотипиче-
ских свойств. однако нестабильность фенотипа (в 
частности, зависимость экспрессии генов от условий 
роста, мутационная утрата свойства) затрудняет ин-
терпретацию получаемых результатов. это вызывает 
необходимость разработки приемов молекулярной 
диагностики, основанной на анализе структуры ге-
нома, отличающегося большей консервативностью 
по сравнению с фенотипическими свойствами.

в настоящее время разработано множество 
молекулярно-генетических технологий и методов 
генодиагностического анализа, каждый из которых 
имеет свои преимущества и недостатки, которые мо-
гут быть устранены при комплексном подходе с ис-
пользованием наиболее эффективных способов. 

целью данной работы был анализ данных лите-
ратуры, посвященных применению методов молеку-
лярной генетики для типирования, дифференциации 
и изучения генетического полиморфизма штаммов 
чумы и холеры, определение эффективности исполь-
зования разных методов и разработка комплексного 
алгоритма оценки генетического разнообразия при-
родных изолятов этих патогенов.

возбудители чумы и холеры вызывают особо 
опасные инфекционные заболевания, представляю-
щие серьезную проблему здравоохранения. кроме 
того, существует реальная угроза их применения в 
качестве агентов биотерроризма. 

чума – природно-очаговая инфекционная бо-
лезнь с трансмиссивным механизмом передачи воз-
будителя. по данным воз, в мире ежегодно реги-
стрируется более 2000 случаев заболеваний человека 
чумой [58].

геном возбудителя чумы состоит из хромосо-
мы размером 4,65 млн п.н. и трех неконъюгативных 
плазмид – pCad (70,3 т.п.н.), pFra (96,2 т.п.н.) и pPst 
(9,6 т.п.н.). плазмида кальцийзависимости pCad (си-
нонимы pYV, pCD) родоспецифична и присутствует 
в клетках менее патогенных иерсиний – Y. pseudotu-

bercu losis и Y. enterocolitica. наличие этой плазмиды 
обязательно для вирулентности Y. pestis. две другие 
плазмиды – pFra (pMT1) и pPst (pPla, pPCP1) видо-
специфичны. первая из них кодирует синтез кап-
сульного антигена и «мышиного» токсина, а вторая – 
продукцию бактериоцина пестицина и активатора 
плазминогена [11]. 

по данным многих авторов, даже среди изолятов 
из одного природного очага чумы наблюдается гене-
тическая и фенотипическая изменчивость, в том чис-
ле различия по составу и структуре плазмид [1, 18, 
27]. их размеры варьируют, что может быть резуль-
татом мутаций (делеций, вставок), мультимеризации 
или рекомбинаций. чаще всего мультимеры образует 
плазмида pPst. размеры плазмиды pCad меняются 
от 65 до 75 т.п.н. изменчивы размеры и плазмиды 
pFra – от 60 до 80–90 т.п.н. [27]. кроме того у штам-
мов чумного микроба из разных природных очагов 
выявляются дополнительные плазмиды.

хромосома Y. pestis содержит большое количе-
ство псевдогенов, представляющих собой остатки 
генов, которые функционально активны у возбуди-
теля псевдотуберкулеза. структура этих генов нару-
шена внедрениями различных IS элементов (IS100, 
IS285, IS1541 и др.), делециями, вставками, точеч-
ными мутациями [15]. в геноме возбудителя чумы 
присутствуют участки, содержащие вариабельные 
тандемные повторы различной протяженности [47]. 
наличие перечисленных особенностей генома и обу-
словливает фенотипическое и генетическое разноо-
бразие штаммов Y. pestis. 

согласно распространенной классификации 
чумного микроба, предложенной R.Devignat (1951), 
штаммы Y. pestis, на основании биохимических 
различий (способности к ферментации глицери-
на, редукции нитратов и окислению аммиака) и по 
историко-географическому происхождению, разде-
лены на три биовара: antiqua (античный), medievalis 
(средневековый) и orientalis (восточный). изоляты 
античного биовара наиболее активны по экспрессии 
дифференциальных биохимических признаков: они 
ферментируют глицерин и обладают денитрифи-
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цирующей активностью. Штаммы средневекового 
биовара не редуцируют нитраты, но ферментируют 
глицерин и арабинозу, восточного – не способны 
ферментировать глицерин, но активно редуциру-
ют нитраты. Штаммы предложенного недавно био-
вара microtus, циркулирующие в природных очагах 
полевочьего типа на территории китая, в отличие 
от штаммов античного, средневекового и восточно-
го биоваров, арабинозонегативны, но утилизируют 
рамнозу и мелибиозу. 

в соответствии с классификацией, принятой 
в 1985 г. на всесоюзном совещании по таксономии 
чумного микроба, которая основана на фенотипи-
ческих свойствах, вирулентности по отношению к 
лабораторным животным и ландшафтно-географи-
ческой приуроченности, штам мы Y. pestis делят на 
пять подвидов – основной и 4 неосновных (кавказ-
ский, алтайский, гиссарский и улегейский). как пра-
вило, штаммы основного подвида высоко вирулентны 
и имеют большой эпидемический потенциал. они не 
ферментируют рамнозу и мели биозу, не чувствитель-
ны к пестицину, виру лентны для лабораторных жи-
вотных. по фенотипическим характеристикам штам-
мы основного подвида включают три классических 
биовара: antiqua, medievalis, orientalis. Штаммы не-
основных подвидов фермен тируют рамнозу и мели-
биозу, избирательно вирулентны для лабораторных 
животных, эпидеми чески малозначимы.

существующие фенотипические схемы клас-
сификации, базирующиеся на морфологических, 
культуральных, биохимических, серологических и 
других свойствах не утратили своего значения и в на-
стоящее время, однако достигнутые в последнее вре-
мя успехи генетики и молекулярной микробиологии 
позволяют перевести решение задач по систематике 
Y. pestis на новый уровень, основанный на использо-
вании молекулярно-гене ти ческих особенностей воз-
будителя. перевод классификации чумного микроба 
на генетическую основу повысит надежность, досто-
верность и качество систематизации, благодаря от-
сутствию присущих классическим схемам недостат-
ков, обусловленных изменчивостью фенотипических 
свойств. 

холера – антропонозная инфекционная болезнь 
с фекально-оральным механизмом передачи возбу-
дителя. распространение холеры во многих странах 
определяет реальную возможность ее завоза на тер-
риторию россии. 

согласно современным представлениям, в пре-
делах вида Vibrio cholerae, образовались три эпи-
де мически опасных варианта: вибрио ны O1-серо-
группы классического биовара, вызвавшие, видимо, 
первые 6 пандемий азиатской холеры (1817–1923 гг.), 
вибрионы O1-серо группы биовара эльтор – возбуди-
тели 7-й пандемии (с 1961 г. по настоящее время) и 
появившийся в 1992 г. высо ковирулентный штамм 
V. cholerae O139-серо груп пы, с которым связывали 
начало 8-й пандемии холеры [10, 43].

поскольку в современный период продолжа-

ется 7-я пандемия холеры, V. cholerae биовара эль-
тор, остается в центре внимания исследователей. 
секвенирование его генома позволило выявить сле-
дующие особенности. 

1. этот патоген имеет две кольцевые хромосо-
мы, различающиеся по размеру (2,96 и 1,07 млн п.н.) 
и кодируемым продуктам [32]. 

2. значительная часть генов вирулентности вхо-
дит в состав мигрирующих генетических элементов 
(профаги стхφ и RS1φ, острова патогенности VPI-
1 и VPI-2, острова пандемичности VSP-1 и VSP-2, 
остров персистенции EPI и остров кодирующий  
о-антиген). они локализованы на большой хромосо-
ме и отличаются по гц-составу от остальной части 
генома [25, 32]. 

3. многие гены малой хромосомы входят в 
состав интегронного острова протяженностью 
126 т.п.н., содержащего 179 генных кассет, из кото-
рых лишь немногие связаны с вирулентностью или 
резистентностью к антибиотикам.

мобильность генетических элементов и обу-
словленная этим нестабильность геномов, а также 
изменение экологии и иммунного статуса человека 
во многих регионах мира, включая россию, создают 
предпосылки для образования штаммов с новыми ра-
нее неизвестными свойствами. такая ситуация опре-
деляет актуальность выяснения генетического разно-
образия природных штаммов для оценки основных 
направлений эволюции возбудителя холеры эльтор в 
современный период, что необходимо для прогнози-
рования эпидситуации.

для исследования природного разнообразия 
штаммов возбудителей чумы и холеры используют-
ся различные молекулярно-генетические техноло-
гии: мультилокусное секвенирование, мультилокус-
ный анализ вариабельного числа тандемных повто-
ров, анализ полиморфизма длин рестрикционных 
фрагментов и его варианты – риботипирование, IS-
типирование, макрорестрикционный анализ, раз-
личные виды полимеразной цепной реакции, оценки 
плазмидного состава [44, 53]. 

метод определения плазмидного профиля штам-
мов достаточно прост и эффективен для мониторин-
га патогенных микроорганизмов, однако его приме-
нение возможно только в отношении плазмидосодер-
жащих видов и штаммов. исследования показали, 
что как типирующий критерий плазмидный профиль 
может исполь зоваться только в отношении штаммов 
кавказского подвида.

параллельно с плазмидным анализом исполь-
зуют методы, основанные на идентификации более 
стабильных генетических после дователь ностей. 
удачным генетическим маркером для видовой и под-
видовой классификации является полиморфизм длин 
рестрикционных фрагментов высоко консервативной 
днк, кодирующей рибосомальную рнк. в настоя-
щее время описано более 20 риботипов чумного 
микроба, которые авторы соотносят с различными 
биоварами [30, 31]. однако штаммы чумного микро-
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ба неосновных подвидов этим методом не дифферен-
цируются [7].

метод IS-типирования широко применяется для 
сравнения штаммов чумного микроба разного гео-
графического происхождения и выяснения их фило-
генетических связей [2, 5, 16]. типи ро ва ние днк-
зондом на основе IS100 позволило а.г.боброву и 
а.а.Филиппову (1997) построить филогенетическое 
дерево, три ветви которого представляют биовары 
возбудителя чумы: orientalis, antiqua и medievalis [2]. 
е.п.савостина и соавт. выявили корреляцию полу-
ченных при помощи днк-зонда BX фингерпринтов 
штаммов Y. pestis с определенным видом носителя и 
разделили по этому принципу все штаммы на семь 
генетических вариантов [9]. м.Achtman et al. выяс-
нили геномный полиморфизм 49 штаммов Y. pestis 
трех биоваров генным зондированием с 255 т.п.н.-
фрагментом IS100-элемента в качестве зонда [16]. 
A. Leclercq et al. [37], G.Torrea et al. [55] успешно 
применили комбинацию трех IS-RFLP (IS100, IS285, 
IS1541) для дискриминации штаммов Y. pestis и од-
новременно их кластеризации по биоварам и геогра-
фическому положению [37, 55]. к недостаткам этой 
модификации метода генетического зондирования 
следует отнести то, что мобильные элементы при-
дают нестабильность геному чумного микроба, след-
ствием которой могут быть вариации фингерпринтов 
одних и тех же штаммов. 

одним из вариантов молекулярного типирова-
ния является оценка числа вариабельных тандемных 
повторов (VNTR-анализ) – монотонно повторяющих-
ся нуклеотидных последовательностей произвольно-
го состава, которые могут быть использованы для 
определения степени родства отдельных штаммов и 
групп штаммов. данный метод успешно применяет-
ся для типирования чумного микроба [34]. возможно 
его применение для эпидемиологического монито-
ринга [17]. показана высокая дискриминирующая 
способность VNTR-тестирования для установления 
источника происхождения штаммов чумного микро-
ба [1, 3, 9, 12, 13, 40]. метод позволяет определять 
филогенетическое родство штаммов из разных ре-
гионов, принадлежаших к одному биовару [33, 47]. в 
настоящее время разрабатываются различные моди-
фикации мультилокусного VNTR-анализа (MLVA) с 
использованием новых локусов и способов регистра-
ции результатов [22]. 

наибольшей простотой и доступностью среди 
методов генотипирования отличается полимераз-
ная цепная реакция (пцр). существуют множество 
модификаций метода (REP, ERIC, RAPD и др.), но 
принцип пцр един – многократная амплификация 
раз личных коротких последовательностей днк, при-
сутствующих в геноме бактерий. в качестве приме-
ра: с помощью пяти «произвольных» праймеров ме-
тодом RAPD-пцр S.Shivaji et al. дифференцировали 
штаммы чумного микроба, выделенные от больных 
людей и из других источников [52]. полученные ре-
зультаты коррелировали с данными риботипирова-

ния [31]. 
наиболее информативным методом молекуляр-

ного типирования является мультилокусное секвени-
рование (MLST), при этом в качестве днк-мише ней 
используются гены жизнеобеспечения. две MLST 
системы разработали для дифференциации пато-
генных иерсиний M.Achtman et al., M.Kote ti shvi li et 
al. – для других представителей рода Yersinia [16, 
35]. т.Revazishvili et al. провели сравнение MLST-
профилей, основанных на анализе структуры ге-
нов жизнеобеспечения и патогенности штаммов, 
выделенных на территории сШа и грузии [50]. 
вариантом MLST является метод выявления единич-
ного нуклеотидного полиморфизма. компьютерное 
сравнение геномов штаммов Y. pestis CO92 и FP1 
обнаружило 32 единичные нуклеотидные замены. 
в коллекции из 24 штаммов чумного микроба, вы-
деленных в северной америке, при скринировании 
единичных замен нуклеотидов выделено семь гено-
типов [56]. C.Pourcel et al. и G.Vergnaud et al. при-
менили метод анализа кластеризованных регулярно-
расположенных в межгенных пространствах корот-
ких палиндромных последовательностей для изуче-
ния геномного полиморфизма штаммов Y. pestis [47, 
57]. Y.Cui et al. использовали его для типирования 
125 штаммов возбудителя чумы, выделенных на эн-
зоотичных территориях китая, монголии и бывшего 
советского союза [23]. 

анализ изложенных материалов позволяет сде-
лать следующие предложения по формированию 
комплексного алгоритма генодиагностического ана-
лиза штаммов Y. pestis. определение видовой при-
надлежности штамма (дифференциация чумного 
микроба от близкородственных иерсиний) проведе-
нием моно- и мультилокусных пцр и плазмидного 
скрининга; определение распространенности генов, 
ассоциированных с вирулентностью возбудителя с 
помощью моно- и мультилокусных пцр; определе-
ние параметров изменчивости генов вирулентности 
у штаммов Y. pestis различного происхождения мето-
дом секвенирования; определение принадлежности 
штаммов к конкретному подвиду, биовару, природно-
му очагу посредством моно- и мультилокусных пцр, 
мультилокусного VNTR-анализа и секвенирования 
генов, кодирующих дифференциальные признаки.

исследование выделенного изолята последова-
тельно по четырем ступеням позволит: идентифици-
ровать его видовой и подвидовой статус; определить 
наличие генов вирулентности и степень их поли-
морфизма, принадлежность штамма к конкретному 
биовару, природному очагу, а также оценить нали-
чие филогенетических связей с другими штаммами 
Y. pestis.

центральными проблемами ретроспективного 
и оперативного эпидемиологического анализа холе-
ры остаются выявление генетических связей между 
штаммами холерного вибриона со сходными фено-
типическими свойствами и разным эпидемическим 
потенциалом, а также расшифровка механизма фор-
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мирования патогенных клонов с новыми свойствами. 
для решения этих проблем используют методы мо-
лекулярного типирования. в геноме V. cholerae при-
сутствует несколько копий rrn оперона, кодирующих  
ррнк. рекомбинации, происходящие между rrn опе-
ронами, лежат в основе вариабельности риботипов 
холерных вибрионов. по результатам риботипирова-
ния был сделан вывод, что V. cholerae классического 
биовара, вызвавший шестую пандемию холеры, от-
личается по структуре генома от возбудителя седь-
мой пандемии. вибрионы двух биоваров произошли 
от разных авирулентных штаммов, обитающих во 
внешней среде, которые независимо друг от друга в 
процессе горизонтального переноса генов получили 
гены о1-ан тигена, а также умеренные фаги CTXφ 
и VPI с ключевыми генами вирулентности [19, 32]. 
несмотря на то, что этот метод характеризуется уме-
ренной разрешающей способностью [14], он широко 
используется для типирования штаммов V. cholerae, 
выделенных из различных географических регионов 
и обладающих разным эпидемическим потенциалом 
[24, 49]. так, по данным риботипирования с зондом 
на 16S ррнк, установлено, что клинические штаммы 
V. cholerae о139, возникшие в индии и бангладеш 
(1992–1993 гг.), и авирулентные V. cholerae о139, 
появившиеся в воде открытых водоемов россии с 
1993 г., не имеют генетического родства и последние 
не могут служить резервуаром для формирования 
эпидемически опасной популяции возбудителя о139 
серогруппы [6]. таким образом, обладая высокой 
воспроизводимостью и легко интерпретируемыми 
результатами, позволяющими объединять тестируе-
мые штаммы в группы (риботипы), этот метод может 
быть использован при определении степени родства 
штаммов V. cholerae, выделенных на географически 
удаленных территориях [24, 36]. 

сравнительно недавно для генотипирования 
холерного вибриона стали использовать в качестве 
зондов мобильные генетические элементы. в 2002 г. 
M.Li et al. с помощью RFLP-анализа полиморфных 
длин рестрикционных фрагментов большой и ма-
лой хромосом, расщепленных эндонуклеазой SphI, 
и фингерпринтинга на основе IS1004-элемента ис-
следовали 300 штаммов V. chole rae не O1 было обна-
ружено четыре изолята неэпидемических серогрупп, 
имеющих сходные с классическими и эльтор холер-
ными вибрионами фингерпринты, геномы которых, 
по данным секвенирования и пцр-анализа, содержа-
ли основные «блоки вирулентности» (CTXφ и VPI) 
различного происхождения. полученные данные 
позволили сделать предположение о возможности 
возникновения эпидемических вспышек холеры, вы-
званных вибрионами не о1/не о139, обладающих 
патогенным потенциалом [39]. 

результаты исследований метода электрофореза 
в пульсирующем поле (PFGE) показали его высокую 
разрешающую способность и его преимущество по 
сравнению с другими генотипическими методами 
[21, 28], поскольку он позволяет выяснять географи-

ческое происхождение штамма. тем не менее, несмо-
тря на явные достоинства, этот метод пока не нашел 
широкого применения в практике отечественного 
здравоохранения не только из-за высокой стоимости 
оборудования и сложности исследования. 

одними из наиболее простых методов типиро-
вания V. cholerae являются методы, основанные на 
пцр с использованием различных олигонуклеотид-
ных праймеров, ориентированных как на конкретные 
днк-мишени (REP-пцр, ERIC-пцр, ISSR-пцр), так 
и на случайные участки днк (RAPD-пцр). в 1995 г. 
I.G.Rivera et al. впервые применили ERIC-пцр для 
изучения генетических связей между штаммами 
холерных вибрионов, показав, что токсигенные ви-
брионы эльтор и V. cholerae о139 серогруппы, вы-
деленные от больных и из воды открытых водоемов 
в разные годы, имели один вариант распределения 
пцр-фрагментов, отличающийся от молекулярно-
го «типа» авирулентных вибрионов о1 серогруппы. 
между тем, у 36 изученных нетоксигенных штаммов 
V. cholerae не о1/не о139 выявлено 15 различных 
ERIC-профилей [51]. аналогичные результаты по-
лучены при пцр-типировании клинических и «во-
дных» штаммов V. cholerae 17 неэпидемических се-
рогрупп, выделенных в калькутте в 1997–1998 гг., 
с использованием «универсальных» олигонуклео-
тидных праймеров. обнаружено, что исследуемые 
штаммы отличаются по пцр-фингер прин там как от 
вирулентных вибрионов о1 и о139 серогрупп, так и 
между собой, причем не имелось корреляции между 
источником, местом выделения и серогруппой [20]. 
следует отметить, что ERIC- и RAPD-пцр широко 
используются для выявления генетического родства 
между штаммами V. cholerae [8, 46, 48]. 

метод MLVA успешно применяется для изуче-
ния генома возбудителя холеры [4]. с помощью 
MLVA показана возможность выявлять географиче-
ское происхождение клонов V. cholerae [29, 54]. в ра-
боте J.S.Olsen et al. (2009) описаны мультиплексные 
пцр системы для проведения MLVA, использование 
которых позволяет через 5 ч получить окончатель-
ные данные [45]. 

Широкое применение при изучении геномного 
полиморфизма V. cholerae нашел метод типирования, 
основанный на мультилокусном секвенировании от-
дельных фрагментов генома. использование мето-
да MLST позволяет не только определять вид, био-
вар, но также филогенетическое родство штаммов 
V. cholerae, выделенных на разных территориях и в 
разное время. так, в исследованиях S.S.Mohapatra et 
al. показано, что токсигенные и некоторые нетокси-
генные штаммы V. cholerae имеют различное проис-
хождение. в то же время выявлены нетоксигенные 
штаммы, генетически тесно связанные с токсигенны-
ми. эти данные дают ключ к пониманию механизмов 
формирования токсигенных штаммов из нетоксиген-
ных путем приобретения кластеров генов вирулент-
ности [41]. на основании данных сравнительного 
анализа нуклеотидных последовательностей шести 
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генов «домашнего хозяйства» (asd, cadA, epd, idh-
II, lap, mdh) показано существование у 29 изолятов 
V. cholerae о139, по крайней мере, трех разных кло-
нов, один из которых действительно имеет генотипи-
ческое родство с вибрионами эльтор [26].

на основе анализа литературных и собственных 
данных предложен комплексный алгоритм оценки 
генетического разнообразия природных штаммов 
V. cholerae, который включает 4 этапа: определение 
видовой принадлежности, серогруппы и биовара с 
помощью микробиологических и серологических 
методов и мультилокусных пцр; выяснение рас-
пространенности основных генов, связанных с ви-
рулентностью, персистенцией, пандемичностью и 
антибиотикорезистенстностью на основе моно- и 
мультилокусных пцр; оценка параметров струк-
турной изменчивости генома природных штаммов 
V. cholerae, выделенных на различных территориях, 
с использованием мультилокусной пцр и секвениро-
вания ключевых днк-мишеней; определение генети-
ческих связей между природными штаммами, выде-
ленными на разных территориях, для выяснения их 
происхождения с помощью методов мультилокусно-
го секвенирования генов жизнеобеспечения и виру-
лентности, VNTR-анализа и риботипирования.

использование предложенного алгоритма обе-
спечит: идентификацию возбудителя холеры, вклю-
чая его серогруппу и/или биовар; получение сведе-
ний о распространенности основных генов, опреде-
ляющих вирулентность, персистентность, резистент-
ность к антибиотикам и пандемический потенциал; 
генетические связи между штаммами различного 
происхождении. эти сведения создадут базу данных 
генотипов возбудителя, которая необходима для опре-
деления направления эволюции его патогенности, 
а также совершенствования системы молекулярно-
эпи демио ло гического мониторинга.

предлагаемый алгоритм соответствует совре-
менным требованиям к молекулярной диагностике 
и генотипированию Y. pestis и V. cholerae. он явля-
ется высокоэффективным, позволяет определять ви-
довую и внутривидовую принадлежность штаммов, 
устанавливать происхождение и географическую 
приуроченность изолята, в том числе с атипичными 
свойствами. возможна стандартизация и унификация 
получаемых результатов. разработанный алгоритм 
позволяет проводить широкомасштабные исследова-
ния геномов штаммов чумного микроба и холерного 
вибриона. использование предложенного комплекса 
методов анализа генетического разнообразия штам-
мов чумы и холеры не ограничивает числа исполь-
зуемых для генодиагностического анализа днк ми-
шеней, а быстрые темпы развития этих технологий и 
усовершенствования используемой приборной базы 
способствовует ускорению темпов проведения ис-
следований.

при накоплении большого массива информа-
ции, использование алгоритма даст возможность, 
во-первых, повысить эффективность мониторинга 

чумы и холеры, во-вторых, с использованием спе-
циализированных компьютерных программ создать 
базы данных молекулярных портретов штаммов этих 
возбудителей. 

работа выполнена по государственному контрак-
ту № 111-д от 11.06.2009 г. в рамках Федеральной 
целевой программы «национальная система хими-
ческой и биологической безопасности российской 
Федерации (2009–2013 годы)».
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одной из наиболее важных задач обеспечения 
национальной безопасности российской Федерации 
и здоровья населения страны является защита от осо-
бо опасных инфекционных болезней, к которым от-
носятся чума, сибирская язва, туляремия, холера, ви-
русные геморрагические лихорадки. определяющим 
фактором предупреждения распространения особо 
опасных инфекций является раннее и быстрое обна-
ружение возбудителя и своевременное проведение 
противоэпидемических мероприятий [7]. задача мо-
ниторинга особо опасных инфекционных болезней 
определяет необходимость разработки высокочув-
ствительных средств индикации патогенов, базирую-
щихся на достижениях современной науки и техни-
ки, характеризующихся высокой избирательностью, 
быстродействием, низкой себестоимостью, доступ-
ностью и малыми габаритными размерами. таким 
требованиям удовлетворяют биосенсорные системы, 
созданные с применением новейших технологий.

биосенсор или биологический датчик – это 
устройство безреагентного анализа соединений. 
биосенсор состоит из биологически чувствительного 
элемента (рецептора), физического преобразователя 
и рабочего раствора. биологический компонент био-
сенсора может включать ферменты, ткани, микроор-
ганизмы, антитела, антигены, днк, рнк, иммоби-
лизованные на специальном физическом носителе. 
биосенсоры, содержащие антитела или антигены, на-
зывают иммуносенсорами, имеющие днк или оли-
гонуклеотиды, – геносенсорами. биосенсоры, спо-
собные быстро и воспроизводимо восстанавливаться 
являются многоразовыми. с помощью многоразовых 
биосенсоров осуществляют прямой мониторинг уве-
личения или уменьшения концентрации определяе-
мого биологического агента. биосенсоры, которые 
не могут быть воспроизводимо и быстро восстанов-
лены, называют одноразовыми, к их числу относятся 
биотесты и биоиндикаторы [5]. потенциальное ис-
пользование одноразовых биосенсоров, особенно в 
мониторинге состояния окружающей среды, в боль-
шей степени ориентировано на системы предупре-
ждения и получения сигнального ответа, не требую-
щие точного определения концентрации пба.

принцип действия биосенсоров основан на 

взаимодействии биологического компонента с ис-
следуемым материалом и на регистрации этого 
взаимодействия с помощью физического преобра-
зователя (трансдъюсера) биохимического сигнала в 
электрический [5]. достоинства биосенсоров заклю-
чаются в способности преобразовывать различные 
виды энергии, в высокой избирательности, высокой 
чувствительности, возможности обнаружения ион-
ных примесей, простых и сложных неорганических 
и органических молекул, возможности многократ-
ного использования. биосенсоры характеризуются 
быстродействием (время отклика составляет от не-
скольких минут до 1 ч), в то время как специфиче-
ская индикация микроорганизмов с использованием 
иммуноферментного анализа составляет 3–4 ч (та-
блица).

по виду преобразователя выделяют четыре 
основные группы биосенсоров: электрохимические, 
пьезоэлектрические, калориметрические и опти-
ческие [2]. для обнаружения микроорганизмов в 
основном используют электрохимические, пьезоэ-
лектрические и оптические биосенсоры [15].

принцип действия электрохимических био-
сенсоров основан на измерении электрического 
тока, возникающего в результате окисления или вос-
становления электрохимически активных веществ 
на поверхности рабочего электрода (амперометри-
ческие биосенсоры) или на измерении разности по-
тенциалов между двумя электродами – рабочим и 
электродом сравнения при постоянном токе (потен-
циометрические биосенсоры). в меньшей степени 
распространены другие виды электрохимических 
биосенсоров – кондуктометрические и импедансо-
метрические [5].

к амперометрическим биосенсорам относят 
портативное электронное устройство «электронный 
нос» [19]. прибор представляет собой тонкую крем-
ниевую пластинку с нанесенными сенсорами для 
распознавания молекул, с помощью которой можно 
быстро и точно анализировать газовые смеси и обна-
руживать бактерии в воздухе. принцип его действия 
похож на функционирование биологических рецеп-
торов запахов. перспективно применение «электрон-
ного носа» для идентификации возбудителей заболе-
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ваний, передающихся воздушно-капельным спосо-
бом. многие виды бактерий, такие как Escherichia 
сoli, Proteus, Pseudomonas идентифицируются с по-
мощью «электронного носа». он позволяет диагно-
стировать туберкулез или язвенную болезнь, вызван-
ную Helicobacter pylori, по запаху слюны [15].

амперометрические биосенсоры используют 
для детекции E. сoli в воде [15], Salmonella typhimu-
rium [23], Plasmodium falciparum [24], выявления об-
семененности продуктов бактериями, обнаружения 
возбудителей особо опасных инфекционных болез-
ней – сибирской язвы [15], холеры [22, 26], бруцел-
леза [18, 27].

среди потенциометрических биосенсоров вы-
деляют ион-селективные электроды: рн-электроды и 
полевые транзисторы, которые используют для ана-
лиза ионов образующихся в растворе. наибольшее 
распространение в диагностике инфекционных бо-
лезней получили светоуправляемые потенциометри-
ческие биосенсоры LAPS (от англ. light-addressable 
potentiometric sensors). метод LAPS сочетает в себе 
фильтрацию исследуемого материала через нитро-
целлюлозную мембрану, сэндвич-иммуноанализ и 
светоуправляемый биосенсор. наличие бактерий ре-
гистрируют по изменению рн на мембране. LAPS-
биосенсоры применяют для обнаружения E. coli 
O157:H7 в воде [15], стафилококкового энтеротокси-
на, вируса болезни ньюкасла, возбудителя бруцелле-
за Brucella melitensis [17].

электрохимические биосенсоры характери-
зуются низкой стоимостью, малыми габаритными 
размерами, стабильностью отклика. к недостаткам 
электрохимических биосенсоров следует отнести 
чувствительность к колебаниям температуры, рн и 
излучениям (таблица).

Пьезоэлектрические биосенсоры чувствитель-
ны к изменению массы на поверхности физического 
носителя (гравиметрические биосенсоры); плотно-
сти, вязкости среды, частоты колебаний акустических 
волн. в последнее время в пьезоэлектрических био-
сенсорах все чаще используют пьезоэлектрические 
кристаллы, которые генерируют и передают акусти-
ческую волну с одной стороны кристалла на другую 

(англ. bulk acoustic wave sensors – объемноволновые 
сенсоры) или по одной грани кристалла (англ. surface 
acoustic wave sensors – сенсоры поверхностных аку-
стических волн). на основе акустических биосенсо-
ров разработаны иммуносенсоры для обнаружения 
Salmonella typhimurium, вируса герпеса [15]. при 
этом на поверхности кварцевого резонатора, покры-
того золотой пленкой, иммобилизируют специфиче-
ские антитела. антитела связывают белки микробных 
клеток, при этом масса на поверхности увеличива-
ется, а резонансная частота колебаний акустических 
волн уменьшается на тысячные доли процента, что 
и фиксирует биосенсор. в Фгуз «ставропольский 
научно-исследовательский противочумный инсти-
тут» разработан способ детекции биологических ма-
кромолекул с помощью пьезоэлектрических биосен-
соров. способ включает иммобилизацию слоев ма-
кромолекул на поверхности кварцевого резонатора, 
помещенного в вакуум, и последовательную реги-
страцию резонансных частот после нанесения каж-
дого биослоя [3]. с использованием специфических 
иммуноглобулинов и антигенов Francisella tularensis 
разработаны пьезоэлектрические биосенсоры для 
обнаружения возбудителя туляремии в воде, моло-
ке [21] и противотуляремийных антител в сыворот-
ке животных [20]. диагностика туляремии в первые 
дни болезни представляет значительные трудности. 
поэтому раннее выявление сывороточных антител 
к возбудителю является основанием для постановки 
правильного диагноза и проведения своевременного 
адекватного лечения. пьезоэлектрические биосенсо-
ры позволяют обнаружить специфические противо-
туляремийные антитела на 1–3-и сутки после зараже-
ния в течение 10 мин [20]. пьезоэлектрические био-
сенсоры отличаются от электрохимических быстрым 
откликом (5–10 мин), но, в то же время, они обладают 
низкой чувствительностью и наличием ложнополо-
жительных ответов в результате неспецифического 
связывания с пьезокристаллом.

в оптических биосенсорах аналитический сиг-
нал обусловлен не химическим взаимодействием 
определяемого компонента с чувствительным эле-
ментом, а измеряемыми физическими параметра-

сравнительные характеристики биосенсоров и тест-систем для иммуноферментного анализа

группа чувствительность, 
м.к./мл

время анализа, 
мин преимущества недостатки источник

потенциометрические 
биосенсоры

2,5·104 30–45 простота, надежность медленный отклик,  
чувствительность к электрическим шумам

[15]

амперометрические 
биосенсоры

1·105 55 низкая стоимость,  
малые габариты,  

стабильность отклика

низкая чувствительность,  
низкая селективность

[22]

пьезоэлектрические 
биосенсоры

1·105 5–10 быстрота,  
стабильность отклика

низкая чувствительность, ошибка  
неспецифического связывания

[20, 21]

биосенсоры на основе 
поверхностного  
плазмонного резонанса

1·104 40 высокая чувствительность, 
бесконтактность

оптические помехи, необходимость  
применения фотоприемников

[25]

волоконно-оптические 
биосенсоры

5·104 – 5·105 1–3 быстрота отклика, малое 
влияние электрических помех 

необходимость применения  
фотоприемников

[13, 14]

иммуноферментные 
тест-системы

1·106 180–240 специфичность длительность анализа, необходимость  
использования меток, хромогена

[22]
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ми – интенсивностью поглощения, отражения света, 
люминесценции объекта и т.д. принцип действия 
оптических биосенсоров основан на регистрации 
изменений оптических свойств среды: оптической 
плотности (денситометрические биосенсоры), цвета 
(колориметрические биосенсоры), мутности (тур-
бидиметрические биосенсоры), показателя прелом-
ления среды (рефрактометрические биосенсоры) и 
других свойств в результате присутствия биологиче-
ского агента. в настоящее время наибольшее разви-
тие получили оптические биосенсоры, основанные 
на изменении направления распространения свето-
вого потока, проходящего через оптическое волокно 
или треугольную призму, покрытую тонкой плен-
кой металла. последние основаны на принципе по-
верхностного плазмонного резонанса (англ. surface 
plasmon resonance) [15].

детекция межмолекулярного взаимодействия 
при поверхностном плазмоном резонансе осу-
ществляется по изменению показателя преломления 
среды в результате образования комплекса антиген-
антитело на резонансном слое измерительной кю-
веты или проточной ячейки [15]. принцип преду-
сматривает систему подготовки поверхностей для 
иммобилизации антител, антигенов, систему пере-
мешивания сред, термостатирования кювет или про-
точных ячеек. на основе принципа поверхностного 
плазмонного резонанса разработаны биосенсоры для 
выявления спор возбудителя сибирской язвы [25] и 
холерного вибриона о1 серогруппы [16]. в практи-
ку внедрены коммерческие биосенсоры, основанные 
на явлении поверхностного плазмонного резонанса: 
«BIACore» (Pharmacia Biosensor AB, Швеция) [15] и 
«IASys» (Affinity Sensor, Финляндия) [4]. указанные 
биосенсорные системы являются довольно сложны-
ми и дорогостоящими.

перспективным является использование опти-
ческих волокон в качестве био- и иммуносенсоров. 
они характеризуются низкой себестоимостью, бы-
стрым откликом, простотой постановки анализа. 
обычно, через волокно подается излучение раз-
личных длин волн инфракрасного (ик) спектра. 
учитывая, что многие микроорганизмы обладают 
специфичными ик-спектрами, волоконная ик-
спектроскопия может использоваться для выявле-
ния изменений свойств биологических объектов. 
иммобилизация антител внутри волокна позволяет 
осуществлять специфическую индикацию. на осно-
ве оптоволокна были разработаны иммуносенсоры 
для выявления капсульного антигена «фракция 1» 
чумного микроба [10, 11, 14] и антител к нему [12], 
для обнаружения протективного антигена сибиреяз-
венного микроба [13]. чувствительность биосенсо-
ров составила 5–50 нг/мл белка [10], время отклика – 
1 мин [14]. оптоволоконные биосенсоры нашли свое 
отражение в системе обнаружения пба RAPTOR™ 
(от англ. Rapid Automatic and Portable Fluorometer 
Assay System - быстрая автоматическая и портатив-
ная система флуориметрического анализа) (Research 

International, сШа) [13, 19]. биосенсор RAPTOR™ 
позволяет одновременно выявлять более 4 видов по-
ражающих агентов, в том числе F. tularensis, рицин, 
стафилококковый энтеротоксин [13]. к достоинствам 
оптических биосенсоров следует отнести высокую 
чувствительность, малое время отклика (1–3 мин), 
бесконтактность и малое влияние электрических по-
мех. оптоволоконные биосенсоры могут осущест-
влять индикацию микроорганизмов без применения 
специфических молекул – по спектральным характе-
ристикам патогенов, они удобны в обращении, мало-
габаритны и имеют низкую себестоимость, поэтому 
они наиболее перспективны при разработке средств 
сигнальной индикации патогенных биологических 
агентов.

принципиально новым классом оптических био-
сенсоров являются биосенсоры на основе фотонно-
кристаллических волокон с полой сердцевиной [1, 
6, 8, 9]. принцип действия фотонно-кристал ли-
ческих волноводов основан на обнаружении и иден-
тификации биологических объектов по спектрам 
излучения, проходящего через полую сердцевину, 
заполненную исследуемым материалом, света в ди-
апазоне длин волн от 200 нм до 1100 нм. Фотонно-
кристаллические волноводы имеют каналы для за-
полнения рабочими растворами, введения пробы и 
реагентов. суммарная площадь рабочей поверхности 
фотонно-кристаллического волокна в сотни и тысячи 
раз больше, чем у обычного оптического волокна и 
плазмонно-резонансной кюветы, что ведет к повы-
шению чувствительности метода и скорости проте-
кания реакции межмолекулярного взаимодействия. в 
настоящее время фотонно-кристал лические волокна 
рассматриваются как один из наиболее перспектив-
ных элементов волноводно-оптических датчиков фи-
зических величин. к числу основных преимуществ 
можно отнести защищенность от воздействия от 
электромагнитных полей, высокую чувствительность 
и надежность, воспроизводимость и широкий дина-
мический диапазон измерений, возможность спек-
трального и пространственного мультиплексирова-
ния чувствительных элементов, малое время отклика 
на изменение измеряемой величины (1 мин), малые 
объемы пробы, малые габариты. в настоящее вре-
мя в Фгуз «российский научно-исследовательский 
противочумный институт «микроб» при участии 
учреждений роспотребнадзора ведется работа по 
конструированию биосенсоров для детекции воз-
будителей особо опасных инфекционных болезней 
на основе фотонно-кристаллических волноводов. 
экспериментально установлено различие спектраль-
ных характеристик возбудителей чумы, холеры, их 
антигенов и специфических комплексов антиген-
антитело, что позволяет проводить сигнальную инди-
кацию микроорганизмов с использованием фотонно-
кристаллических волокон. данная работа является 
основой для последующей разработки комплекса 
средств индикации и идентификации возбудителей 
особо опасных инфекций для контроля биологиче-
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ской безопасности при осуществлении мониторинга 
объектов окружающей среды.

применение биосенсоров для сигнальной инди-
кации возбудителей особо опасных инфекционных 
болезней позволит предотвратить распространение 
инфекции, в том числе при актах биотерроризма, сни-
зить возможный социально-эконо ми че ский ущерб от 
временной потери трудоспособности заболевшими 
гражданами за счет быстрого и своевременного про-
ведения противоэпидемических мероприятий.

работа выполнена по государственному контрак-
ту № 113-д от 11.06.2009 г. в рамках Федеральной 
целевой программы «национальная система хими-
ческой и биологической безопасности российской 
Федерации (2009–2013 годы)».
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бешенство представляет серьезную проблему 
здравоохранения многих стран мира, что, в первую 
очередь, связано с проблемой распространения его 
среди диких животных.

основным резервуаром на территории респуб-
лики мордовия остается лиса, однако все шире во-
влекаются в эпизоотический процесс и домашние 
животные: собаки,  кошки и сельскохозяйственные 
животные (рис. 1).

за последние три года произошло резкое ослож-
нение эпизоотической обстановки по бешенству в 
республике мордовия, обусловленное активизацией 
ее природных очагов.

заражение бешенством животных (собак, кошек) 
в основном происходит при их контакте с дикими 
животными (лисами), которые часто забегают в по-
селки, расположенные недалеко от леса. мордовской 
республиканской станцией по борьбе с болезнями 
животных за последние три года (2006–2008 гг.) бе-
шенство установлено у 67 животных: 44 лисы, 10 
собак, 7 кошек, 6 сельскохозяйственных животных. 
максимальное число заболеваний животных (30) от-
мечено в 2008 г. (рис. 2).

по каждому случаю был проведен комплекс, 
противоэпидемических и профилактических меро-

приятий, что позволило предотвратить заболевание 
людей и распространение инфекции среди живот-
ных. 

количество пострадавших от укусов больных 
бешенством животных колебалось от 24 (2006 г.) до 
112 (2008 г.), всего за период с 2006 по 2008 год – 203 
человека (24,1 на 100 т.н.) (таблица).

число пострадавших, прошедших курсы антира-
бического лечения, составило: 1104 (42,5 %) в 2006 г., 
1815 (68,4 %) в 2007 г., 1767 (65,2 %) в 2008 г.

отмечалось снижение тяжелых травм, множе-
ственных укусов опасной локализации на 20,9 %. 
если в 2006 г. с укушенными ранами было госпита-
лизировано в стационар 526 (19,3 %) пострадавших, 
то в 2008 г. – 416 (15,3 %). 

число укушенных домашними животными сни-
зилось от 2089 (246,4 на 100 т.н. – 2006 г.) до 1727 
(205,5 на 100 т.н. – 2008 г.). всего пострадавших от 
домашних животных за три года составило 5665 че-
ловек (671,2 на 100 т.н.).

от укусов безнадзорными животными в 2008 г. 
пострадало 862 человека (102,6 на 100 т.н.), что на 
33,8 % больше, чем в 2006 г. (571 человек – 67,4 на 
100 т.н.). увеличивалось число укушенных дики-
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рис. 1. видовой состав животных, больных бешенством  
за 2008 г.

рис. 2. динамика числа случаев заболевания животных  
бешенством с 2006 по 2008 год
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ми животными в 2008 г. по сравнению с 2006 г. на 
31,1 %. в 2008 г. – 90 человек (10,7 на 100 т.н.), а в 
2006 г. – 62 человека (7,3 на 100 т.н.). были зареги-
стрированы укусы и от сельскохозяйственных жи-
вотных. в 2007 г. по рм – 18 человек (2,1 на 100 т.н.), 
в 2008 г. – 7 человек (0,8 на 100 т.н.) (рис. 2).

при обращении за медицинской помощью на-
значение прививок составило в 2008 г. – 97,1 % (2634 
человека), что на 1,7 % больше, чем в 2006 г. – 95,4 % 
(2597 человек).

анализ локализации укусов показал, что преиму-
щественно укусы были в плечо, туловище – 57,5 %, 
кисти рук, пальцы ног – 37,6 %, укусы в лицо, шею, 
голову – 4,9 %.

заболеваемость животных бешенством в 2008 г. 
в основном пришлась на октябрь, когда было заре-
гистрировано 8 случаев бешенства, февраль, июль, 
август – по 4 случая. в 2006 г. превалировал зимне-
весенний период (январь, февраль, март – по 2 слу-
чая).

в республике мордовия основным препара-
том для профилактики бешенства остается вакцина 
антирабическая культуральная концентрирован-
ная очищенная инактивированная сухая (кокав). 
несомненным успехом следует считать применение 
оральных вакцин для иммунизации диких животных, 
особенно лис. препарат предназначен для иммуни-
зации диких плотоядных животных, а также бродя-
чих и одичавших домашних плотоядных животных. 
«оралрабивак» изготовлен из штамма вируса бешен-
ства, расфасованного в полистироловые капсулы, ко-
торые заключены внутрь приманки. сама приманка 
изготовлена в виде брикета из продуктов, съедобных 
для плотоядных животных, со специфическим для их 
привлечения запахом.

иммунный ответ должен наступить через 3 неде-
ли и будет продолжаться не менее 1 года. лечебными 
свойствами вакцина не обладает. для облегчения мо-
ниторинга поедаемости приманки в ее состав введен 
тетрациклин, который будет откладываться на эмали 
зубов животного, съевшего приманку.

в 2008 г. профилактическая вакцинация диких 
плотоядных животных пройдена на территории 22 
районов республики мордовия. всего на эти цели 
выделено 90000 доз «оралрабивака». наибольшее ко-
личество препарата направлено в зубово-полянский, 
ичалковский, ковылкинский и краснослободский 
районы. специалистами районных ветеринарных 
станций в декабре 2008 г. этот препарат был получен 
и разбросан на местах обитания диких плотоядных 
животных и бродячих собак.
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антирабическая помощь пострадавшим от укусов животных в республике мордовия в 2006–2008 г.

год

число  
пострадавших от укусов

госпитализировано  
в стационар

пострадавшие  
от бешеных животных

отказ  
от антирабического лечения

абс. число на 100 т.н. абс. число на 100 т.н. абс. число на 100 т.н. абс. число на 100 т.н.

2006 2722 321,7 526 62,1 24 2,8 112 13,2

2007 2742 323,5 562 66,3 67 7,9 122 14,4

2008 2712 322,7 416 49,5 112 13,3 201 23,9
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с первых лет нового тысячелетия значитель-
но возросли темпы внедрения комплексного под-
хода к изучению опасных инфекционных болезней. 
основная идея такого подхода заключается в вы-
явлении сочетанных природных очагов и поиске на 
их территориях возбудителей различных инфекций. 
обеспечение эпидемиологического благополучия 
населения, контактирующего с источниками зара-
жения в естественных или антропогенных ландшаф-
тах, является одной из важнейших задач государства. 
необходимым условием решения этой задачи вы-
ступает эпизоотологический мониторинг природных 
очагов инфекций. его результаты служат основой 
планирования противоэпизоотических и противо-
эпидемических мероприятий, проведение которых 
необходимо для управления инфекционными болез-
нями [8].

озабоченность человечества проблемой борьбы 
с инфекционными болезнями наглядно представле-
на в решениях саммита «группы восьми», состояв-
шегося в санкт-петербурге в 2006 г. [9]. принятие 
Федеральной целевой программы «национальная 
система химической и биологической безопасности 
российской Федерации» и выделение необходимых 
для ее выполнения средств трудно переоценить. 
подобная заинтересованность в достижении эпи-
демиологического благополучия населения по осо-
бо опасным инфекционным болезням должна при-
вести к адекватному материально-техническому и 
финансовому обеспечению служб, ответственных 
за это благополучие. с другой стороны, глобальные 
социально-экономические реалии настоящего време-
ни требуют от исполнителей программы и практиче-
ских работников здравоохранения активного поиска 
наименее затратных способов достижения эпидеми-
ологического благополучия населения.

противочумными учреждениями россии нако-
плен уникальный опыт борьбы с чумой и некоторы-
ми другими природно-очаговыми инфекциями, важ-

нейшим результатом которого следует считать раз-
работку стратегических основ эпидемиологического 
надзора за чумой и тактических приемов эпизоото-
логического мониторинга ее природных очагов [5]. 
стержнем новой стратегии служит дифференциация 
энзоотичной по чуме территории по уровню эпиде-
мической опасности отдельных ее участков (секто-
ров). эпидемиологическое районирование, выпол-
ненное по формально-территориальному принципу, 
отражает потенциальный риск заражения человека 
чумой в конкретных местах в периоды активизации 
природных очагов этой инфекции. такой результат 
получен при анализе многолетней динамики явле-
ний, влияющих на эпизоотический и эпидемический 
процессы на энзоотичных территориях [3, 7, 12]. 
адекватная оценка участков по тем или иным кри-
териям стала возможной при наличии длительных 
наблюдений, составляющих несколько десятков лет. 
однако даже в этом случае оценка не всегда достига-
ла стопроцентной однозначности. тем не менее, раз-
работка регламента эпизоотологического обследова-
ния, предусматривающего исключение значительной 
части очаговой территории из плана регулярных по-
сещений, позволила существенно сократить затраты 
на его проведение.

в последнее время на энзоотичной по чуме 
территории высокую актуальность приобретают 
опасные природно-очаговые инфекции бактериаль-
ной, вирусной, риккетсиозной и иной этиологии. 
обнаруживаемое совпадение нозоареалов чумы и 
других опасных инфекций говорит о существовании 
там территориально сочетанных природных очагов 
[14]. указанное обстоятельство, а также наличие спе-
циализированной противочумной службы открывает 
перспективу использования накопленного специали-
стами этой службы опыта для организации унифици-
рованного надзора за другими природно-очаговыми 
инфекциями. наиболее наглядным в этом отношении 
является регион нижнего поволжья, который на про-
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тяжении ряда лет служит модельным полигоном для 
изучения сочетанных очагов чумы и других опасных 
инфекций. [1, 2, 4, 6, 10, 13, 15].

первым и наиболее важным вопросом, возни-
кающим при организации комплексного монито-
ринга, является необходимость дифференциации 
энзоотичной по чуме территории с учетом рас-
положения на ней сочетанных природных очагов. 
детали этой дифференциации еще предстоит раз-
работать и применить на практике, однако уже сей-
час можно сказать, что пространственная структура 
сочетанных очагов будет сложнее, а для ее опреде-
ления необходимы ландшафтно-географические и 
эколого-эпизоотологические исследования в рамках 
Федеральной целевой программы.

любой мониторинг представляет собой систему 
повторяющихся во времени и пространстве наблю-
дений, выполняемых с конкретной целью и в соот-
ветствии с определенной программой. он характе-
ризуется комплексностью применяемых способов 
слежения за объектами, территориями, процессами 
или явлениями и включает всестороннее изучение 
различных их состояний, определение причин про-
исходящих флюктуаций, прогнозирование их глуби-
ны, направленности и возможного влияния на субъ-
ект наблюдения. 

основными объектами эпизоотологического 
мониторинга выступают возбудители инфекций, 
комплексы животных – носителей и переносчиков, 
а также эпизоотии. основная его цель – определе-
ние текущего состояния факторов очаговости чумы 
и других опасных инфекций. в зависимости от дис-
локации, размеров, сезонных особенностей и крат-
ности эпизоотических и эпидемических проявлений 
инфекций, степени их сочетанности, характера дея-
тельности и численности населения в каждом кон-
кретном очаге чумы и в соответствии с комплексным 
эпидемиологическим районированием разрабатыва-
ется свой регламент обследования. 

в качестве основных задач мониторинга высту-
пают: 

1. поиск эпизоотий чумы и сочетанных с ней 
опасных инфекционных болезней разной этиологии, 
определение границ и интенсивности эпизоотиче-
ского процесса. 

2. лабораторное исследование полевого мате-
риала, индикация и идентификация возбудителей 
природно-очаговых инфекций, определение их эпи-
демиологической значимости. 

3. изучение биоценотической и пространствен-
ной структур природных очагов инфекций. 

4. наблюдение за динамикой численности, эко-
логией и размещением диких и синантропных жи-
вотных – носителей и переносчиков возбудителей 
природно-очаговых инфекций. 

5. наблюдение за численностью и распределе-
нием домашних животных, имеющих эпидемиологи-
ческое значение. 

6. изучение влияния абиотических факторов на 

состояние и активность природных очагов инфек-
ций. наблюдение за погодно-климатическими и фе-
нологическими явлениями. 

7. наблюдение за численностью, перемещения-
ми, хозяйственной деятельностью населения на эн-
зоотичных и сопредельных с ними территориях. 

8. прогнозирование эпизоотической активности 
очагов, оценка риска заражения людей и развития 
эпидемических осложнений по чуме и другим ин-
фекциям.

следует заметить, что опыт эпизоотологиче-
ского обследования сочетанных природных очагов 
противочумными учреждениями уже существует. 
касается он небольшого набора инфекций, а в по-
следнее время к ним добавились некоторые вирусные 
и риккетсиозные болезни. однако мониторинг при-
родных очагов этих болезней осуществляется пока 
без целенаправленного изучения их сочетанности, 
и лишь в настоящее время начата разработка общих 
принципов эпидемиологического надзора за ними.

в качестве предварительных рекомендаций по 
мониторингу сочетанных очагов можно привести 
следующие положения. крупные массивы или от-
дельные секторы, где перспективен поиск эпизоо-
тий чумы, туляремии, лептоспироза, бруцеллеза, 
крымской геморрагической лихорадки (кгл), ли-
хорадки западного нила (лзн), астраханской пят-
нистой лихорадки (апл) и других инфекций мо-
гут обследоваться с повышенной интенсивностью. 
серьезной проблемой в организации эпизоотологи-
ческого обследования на сочетанные инфекции мо-
гут оказаться различия в сезонной активности оча-
гов. в нижнем поволжье в весенний период целесо-
образно вести параллельное исследование полевого 
материала (мелкие млекопитающие, кровососущие 
членистоногие, объекты внешней среды) на чуму, ту-
ляремию, лептоспироз, бруцеллез, кгл, апл. летом 
и в начале осени осуществляют основные объемы 
исследований (мелкие млекопитающие, птицы, кро-
вососущие членистоногие) на арбовирусные инфек-
ции. поздней осенью и зимой проводят обследова-
ние на чуму и туляремию.

сроки и плотность эпизоотологического обсле-
дования различных по уровню эпидемической опас-
ности участков природных очагов чумы и сочетан-
ных с ней инфекций могут сильно различаться. в 
зависимости от типа активизации эпизоотического 
процесса по разным инфекциям в течение года на 
конкретных территориях (одновершинный, двухвер-
шинный, трехвершинный) определяют количество 
обследовательских сезонов (весенний, летний, осен-
ний и т. д.), для каждого из которых отдельно указы-
вают сроки и продолжительность обследования. при 
необходимости сезон может быть разбит на два-три 
периода, разделенных интервалами произвольной 
длительности. последовательность охвата террито-
рии, включая повторное взятие материала в том или 
ином секторе в течение сезона, определяется склады-
вающейся эпизоотической обстановкой.
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при распределении общего числа планируемых 
точек эпизоотологического обследования по терри-
тории не следует стремиться к их равномерности 
или к обязательному посещению каждого сектора. 
участки, где наиболее вероятно обнаружение зара-
женных носителей, переносчиков, объектов окру-
жающей среды, могут обследоваться со значительно 
большей плотностью и кратностью. в случаях ма-
лой вероятности обнаружения эпизоотических про-
явлений на конкретном участке в данное время, его 
исключают из плана обследования. на территориях 
(секторах), для которых по регламенту достаточным 
является только визуально-рекогносцировочное об-
следование, сбор полевого материала возможен при 
определении границ эпизоотического участка или 
возникновении на них ситуации, характерной для 
возможного начала эпизоотического периода.

при проведении эпизоотологического обследо-
вания весь полевой материал, поступающий в лабо-
раторию, должен исследоваться дифференцированно. 
выбор тактики и наиболее экономичных и эффектив-
ных методик лабораторных исследований проводят 
на основе результатов многолетних данных, исходя 
из их информативности и целесообразности.

в очагах сочетанных инфекций, в которых но-
сителями (резервуаром) возбудителя являются по-
звоночные животные: мелкие млекопитающие и пти-
цы, ведут наблюдения за видовым разнообразием и 
состоянием их популяций. на постоянных пунктах 
(площадках, маршрутах, трансектах) учета опреде-
ляют численность животных 1–3 раза в год, изучают 
особенности их биотопического размещения. в каче-
стве единиц учета применяют относительный пока-
затель попадания в орудия лова (в %), плотность нор, 
число особей на единицу площади, на стандартный 
отрезок маршрута и т. д. при учете птиц определяют 
также численность особей на маршруте или в едини-
цу времени учета, количество особей в стае (агреги-
рованность) и др. для прогностических целей отсле-
живают генеративное и физиологическое состояние 
популяций животных, наблюдают за отклонениями 
в фенологических явлениях. мелких зверьков добы-
вают в орудия лова (капканы, давилки, живоловки, 
верши, цилиндры), птиц отлавливают сетями или от-
стреливают, затем исследуют на чуму, туляремию и 
другие инфекции. обнаруженные в природе трупы 
животных: птиц и мелких млекопитающих (насеко-
моядных, грызунов, хищных, рукокрылых) обяза-
тельно доставляют в лабораторию. 

в сочетанных очагах инфекционных болезней 
ведут наблюдение за популяциями кровососущих 
членистоногих – блох, иксодовых клещей, комаров. 
сбор кровососущих членистоногих и учет их чис-
ленности проводят в процессе регламентируемого 
оперативного эпизоотологического обследования 
секторов либо на стационарных участках наблюде-
ний. учеты численности блох (в очагах чумы) осу-
ществляют непрерывно в ходе эпизоотологического 
обследования преимущественно путем сбора экто-

паразитов с поступающих в лабораторию зверьков. 
в определенные фенологические периоды осущест-
вляют наблюдение за физиологическим состоянием 
популяций блох. важное эпидемиологическое зна-
чение имеет также определение видового состава и 
обилия блох в жилище человека.

иксодовые клещи являются основными перенос-
чиками туляремии, кгл, апл. выступают как допол-
нительные переносчики, участвующие в циркуляции 
вируса лзн. численность клещей – переносчиков ту-
ляремии и чумы учитывают на отлавливаемых мелких 
млекопитающих, при осмотре ходов нор и гнезд, а в 
очагах туляремии организуют сбор клещей в природ-
ных биотопах. в очагах, где основным переносчиком 
вируса ккгл является клещ Hyalomma marginatum и 
где он участвует в переносе вируса лзн, эпизоотоло-
гическое обследование в полупустынных и степных 
ландшафтах проводят в два этапа: весенне-летний 
и летне-осенний. одновременно учитывают и дру-
гие виды иксодовых клещей. разовые обследования 
сельскохозяйственных животных организуют, в пер-
вую очередь, в хозяйствах, неблагополучных по кгл. 
на территории очага клещей собирают в хозяйствах, 
расположенных в различных ландшафтных зонах в 
пределах ареала Н. marginatum, особенно в местах, 
где выявлена повышенная концентрация иксодид.

нападение иксодовых клещей на человека и 
сельскохозяйственных животных наиболее вероятно 
на пастбищах, краях лесополос, путях скотопрого-
на и прилегающих к этим стациям нераспаханных 
участках. в этих стациях в первую очередь проводят 
массовые сборы и определяют численность клещей. 
пастбища обследуют ранней весной до начала выпа-
са скота. применяют различные способы сбора кле-
щей: на флаг, волокушу, наблюдателя.

в очаге апл основное внимание уделяют клещу 
Rhipicephalus pumilio, который является переносчи-
ком возбудителя этого заболевания в астраханской 
области. возможно участие в сохранении возбуди-
теля и других видов иксодовых клещей, в частности 
R. sanguineus, распространенного в этом регионе.

наблюдения за популяциями комаров проводят-
ся в очагах лихорадки лзн, а также при трансмис-
сивных вспышках туляремии. резервуарами вируса в 
природе служат птицы околоводного экологического 
комплекса, а среди переносчиков имеют значение 
комары родов Culex, Coquillettidia, возможно Aëdes, 
Anopheles. организуют наблюдение за сезонной ди-
намикой численности комаров в населенных пунктах 
и природных биотопах.

помимо указанных групп членистоногих в каче-
стве переносчиков особо опасных заболеваний могут 
иметь значение слепни, гамазовые и краснотелковые 
клещи, вши грызунов (преимущественно при туляре-
мии). их сборы и учеты осуществляют по общепри-
нятым методикам в зависимости от эпидемиологиче-
ской ситуации в очаге и задач эпизоотологического 
обследования.

одним из важных итогов мониторинга является 
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прогноз состояния природного очага на очередной 
период. прогноз может быть кратко-, долго- и сверх-
долгосрочным. методы прогнозирования должны 
учитывать наряду с экологическими характеристи-
ками популяций носителей и переносчиков, микро-
биологические и генетические особенности возбу-
дителей инфекций. Формирование на энзоотичной 
по чуме территории сочетанных очагов зоонозных 
инфекций различной этиологии обусловливает необ-
ходимость разработки дифференцированных вероят-
ностных прогнозов их активности, положительный 
опыт применения которых уже имеется [11].

методические приемы обследования отдельных 
природных очагов особо опасных инфекций доста-
точно хорошо отработаны, их описание содержится 
в соответствующих методических указаниях и ре-
комендациях, поэтому они могут использоваться в 
неизменном виде. главной задачей, стоящей перед 
исполнителями Федеральной целевой программы, 
является новая дифференциация территории при-
родных очагов чумы нижнего поволжья по уровню 
эпидемической опасности отдельных секторов с уче-
том сочетанности различных инфекционных болез-
ней. на основе комплексного эпидемиологического 
районирования будет разработана новая методология 
эпизоотологического мониторинга, совмещающая 
способы эколого-эпизоотологических наблюдений 
за компонентами сочетанных природных очагов ин-
фекций.

работа выполнена по государственному контрак-
ту № 110-д от 11.06.2009 г. в рамках Федеральной 
целевой программы «национальная система хими-
ческой и биологической безопасности российской 
Федерации (2009–2013 годы)».
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в настоящее время, в соответствии с решения-
ми саммита стран «группы восьми» (2006 г.) [5] 
и предпринимаемыми усилиями по укреплению 
международных сил оперативного реагирования 
на возникающие чрезвычайные ситуации в области 
здравоохранения [18], происходит модернизация 
российских специализированных противоэпидеми-
ческих бригад [37]. 

в ходе модернизации, для осуществления спец-
ифической индикации возбудителей инфекционных 
болезней в объектах окружающей среды, лабора-
торной диагностики возникших инфекционных бо-
лезней и санитарно-микробиологического контро-
ля внешней среды, в практику функционирования 
спэб внедрены мобильные модульные лаборатории 
(ммл) – на базе автотранспорта повышенной про-
ходимости и/или пневмокаркасных систем, оснащен-
ных современным высокотехнологичным оборудова-
нием для лабораторных исследований [12, 37]. 

важнейшее условие при проведении всех видов 
работ с возбудителями инфекционных болезней, за-
крепленное законодательно [20, 21, 28] и нормативно 
[1, 2, 30, 31] – обеспечение безопасности для персо-
нала, населения и окружающей среды [22]. данное 
положение является одним из основных принципов 
функционирования спэб. это означает, что проис-
ходящая модернизация должна учитывать современ-
ные тенденции в области безопасности при работе 
с патогенными биологическими агентами (пба), 
то есть обеспечивать необходимый уровень защиты 
персонала и окружающей среды, соответствующий 
как требованиям российских нормативных доку-
ментов, так и требованиям всемирной организации 
здравоохранения (воз) [12, 37, 40].

нормирование как механизм государственного 
регулирования играет важную роль в обеспечении 
безопасности деятельности с использованием пба 
и отражает современный уровень знаний об опасно-
сти. чем детальнее удается охарактеризовать приро-
ду, имманентные механизмы и условия реализации 

опасности, тем адекватнее определяется комплекс 
средств и мероприятий, направленных на достиже-
ние приемлемого уровня опасности, т.е. обеспечение 
безопасности.

таким образом, накопление новых знаний об из-
вестных патогенах, появление или идентификация 
новых возбудителей инфекционных болезней, разра-
ботка и внедрение новых технологий лабораторных 
исследований, средств и методов защиты персонала 
и окружающей среды являются предметом научного 
анализа и основой для совершенствования норматив-
ной документации по обеспечению биологической 
безопасности при работе с пба.

целью настоящей обзорной работы явился ана-
лиз нормативно-методической документации, дей-
ствовавшей на различных этапах, выделяемых в 
соответствии с решаемыми задачами, штатного рас-
писания и табеля оснащения спэб, а также опреде-
ление направлений дальнейшего совершенствования 
обеспечения бб в условиях практической реализации 
концепции модернизации. 

об обеспечении безопасной работы с пба мож-
но судить по содержанию приказов, регламентиро-
вавших организацию деятельности спэб с момента 
их создания; нормативной документации и специ-
альных инструкций, обязательных для исполнения 
всеми учреждениями, производящими работы с ма-
териалом, зараженным или подозрительным на за-
раженность возбудителями инфекционных заболе-
ваний; научных публикаций, посвященных деятель-
ности спэб.

специализированные противоэпидемические 
бригады были сформированы в 1963 г. приказом 
министерства здравоохранения ссср № 466. их 
функции первоначально ограничивались специфиче-
ской индикацией бактериальных средств поражения 
в системе мер гражданской обороны. соответственно 
этому направлению работы штат бригады составлял 
всего 8 человек [41]. 

создание спэб не сопровождалось выпуском 
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профильных инструктивно-нормативных докумен-
тов по обеспечению бб деятельности.

среди доступных для изучения, действовавших 
на момент создания спэб, отечественных норма-
тивов, содержащих требования к безопасности про-
ведения работ с каким-либо возбудителем инфекци-
онной болезни, была «инструкция о режиме работы 
с материалом, зараженным или подозрительным на 
зараженность возбудителем чумы», созданная для 
противочумных учреждений в 1956 г. [8]. так как 
в структурно-функциональном отношении спэб 
являются производными системы противочумных 
учреждений [23], можно предположить, что требо-
вания инструкции учитывались как обязательные и 
для спэб.

введенный инструкцией «противоэпидемиче-
ский режим» предусматривал выполнение общих 
требований, касающихся: получения разрешения на 
проведение работ с материалом, зараженным или по-
дозрительным на зараженность возбудителем чумы; 
требований допуска персонала, имеющего специаль-
ную подготовку; допуска лиц в помещения, где про-
водятся работы с заразным материалом; вакцинации 
и диспансеризации персонала; термометрирования; 
использования защитной одежды; обеззаражива-
ния; охраны лаборатории; соблюдения требований 
противопожарной, противохимической защиты и 
противовоздушной обороны; порядка работы в бак-
териологических лабораториях и лабораториях для 
зараженных животных; производственных отделах; 
алгоритма действий по ликвидации аварий, порядка 
изоляции и госпитализации заболевших сотрудников 
или допустивших аварию во время работы с зараз-
ным материалом; порядка работы в госпиталях или 
изоляторах; зоологической и паразитологической ра-
боты; требований, касающихся обсервации и дезин-
фекции в очагах и вскрытия трупов; выезда работни-
ков противочумных учреждений [8]. 

наряду с условиями работы в стационарных ла-
бораториях, в инструкции прописывались требования 
к организации и проведению исследований во вре-
менных противочумных подразделениях (эпидотряд, 
экспедиция), причем последние явно отличались, как 
менее строгие. так, например, в стационарных усло-
виях помещения лаборатории для экспериментов с 
животными должны были включать, как минимум, 
три комнаты, а во временных лабораториях было раз-
решено проводить исследования даже в одной комна-
те, площадь которой позволяла выделить отдельные 
рабочие места: для хранения полевого материала; зо-
ологической обработки; первичной обработки пара-
зитологического материала; вскрытия грызунов; со-
держания биопробных животных; «чистого» места с 
назначением предвскрывочной. указывалось также, 
что бактериологическую лабораторию во временных 
учреждениях желательно разворачивать в отдельной 
комнате, но при необходимости бактериологическую 
работу можно вести в той же комнате, что и вскрытие 
животных, при выделении отдельного постоянного 

места и стола.
инструкция о противоэпидемическом режиме 

содержала также методику безопасного удаления 
обеззараженных отходов в зависимости от нахожде-
ния на территории учреждения или в экспедицион-
ных условиях, в малонаселенных или не населенных 
людьми местах [8].

таким образом, действовавшая на момент созда-
ния спэб инструкция 1956 г., являлась единствен-
ным нормативным документом, прописывающим 
требования к организации и проведению работ с ма-
териалом, содержащим возбудителя чумы, который и 
в настоящее время оценивается как самый опасный 
патоген бактериальной природы. инструктивное из-
ложение содержания документа, высокая степень де-
тализации требований, основанных на накопленном 
к тому времени опыте работы в учреждениях и в по-
левых условиях с заразным материалом, оказались 
востребованными в качестве основы обеспечения бб 
при осуществлении деятельности спэб.

как известно, нормативная документация, а 
особенно инструктивная, не является долговечной. 
в дальнейшем происходила неоднократная смена 
основных отечественных инструктивно-норма тив-
ных документов, содержавших требования по обе-
спечению личной и общественной безопасности при 
работе с пба. это было обусловлено следующими 
факторами:

- совершенствованием методов оценки опасно-
сти при работе с пба и накоплением научных зна-
ний в области микробиологии, развитием системных 
подходов к созданию безопасных условий работы; 

- повышением требований к инженерно-техни-
ческим системам обеспечения безопасности работ в 
микробиологических лабораториях;

- необходимостью обеспечения защиты от не-
преднамеренного выхода пба в окружающую среду, 
предотвращения доступа посторонних лиц в рабочие 
зоны и несанкционированного выноса опасных био-
логических агентов из лабораторий; 

- появлением новых методов, средств и оборудо-
вания для лабораторных исследований и необходи-
мостью регламентации безопасности их использова-
ния; 

- тенденцией к унификации и стандартизации 
требований безопасного проведения работ с пба, в 
том числе с международными правилами. 

накопление научных знаний в области микробио-
логии и опыта работы с возбудителями инфекционных 
заболеваний, а также результаты целенаправленных 
исследований, проведенных за рубежом, позволили 
сделать выводы о том, что при создании безопасных 
условий необходимо учитывать особенности микро-
организма и проводимых процедур в плане их потен-
циальной опасности [29, 48]. данное положение на-
шло отражение и в инструкции по режиму работы с 
материалом, зараженным или подозрительным на за-
раженность возбудителем чумы [8]. 

так как возбудитель чумы способен вызывать за-
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болевание, отличающееся особой тяжестью, высокой 
частотой летального исхода и возможностью эпиде-
мического распространения, требования к режиму 
проведения работ с таким высокоопасным микро-
организмом легли в основу вступившей в действие в 
1967 г. [9] и сменившей ее в 1975 г. «инструкции по 
режиму работы с материалом, зараженным или подо-
зрительным на зараженность возбудителями чумы, 
холеры, сапа, мелиоидоза, натуральной оспы, сибир-
ской язвы, туляремии и бруцеллеза» [7]. 

в дальнейшем под эгидой воз были сформи-
рованы рекомендации, согласно которым основой 
для национальной регламентации условий работы с 
пба является классификация микроорганизмов по 
степени их опасности – непосредственной опасно-
сти для персонала и опасности последствий попа-
дания в окружающую среду [32]. в соответствии с 
международными рекомендациями, в 1979 г. в назва-
нии основного норматива по правилам безопасной 
работы с пба содержится указание на классифика-
цию микроорганизмов, что отражается и в названии 
документа – «инструкция о противоэпидемическом 
режиме работы с материалом, зараженным или подо-
зрительным на зараженность возбудителями инфек-
ционных заболеваний I–II групп» [6]. 

анализ отечественных нормативных докумен-
тов показал, что с накоплением знаний о потенци-
альной опасности деятельности с использованием 
пба для персонала, населения и окружающей среды 
требования безопасности видоизменялись: повыша-
лись, дополнялись, или упразднялись некоторые по-
ложения. однако круг регламентируемых вопросов 
оставался прежним, и наблюдалось наличие общих 
для всех инструкций положений, что говорит об их 
принципиальном характере. 

неизменными оставались требования: о на-
личии разрешения на работу с пба для учрежде-
ния (подразделения), допуска персонала имеющего 
специальную подготовку; о вакцинации, диспансе-
ризации, ежедневной термометрии персонала; о со-
блюдении особых правил поведения в лаборатории; 
о изоляции заболевших или совершивших аварию, 
или оказавшихся в зоне аварии; о использовании за-
щитной одежды; об обязательном обеззараживании; 
об охране лаборатории. принципиальным оставался 
подход к регламентации типа защитной одежды в 
зависимости от вида возбудителя и потенциальной 
опасности производимых работ. 

повышение требований в основном касалось 
инженерно-технической и организационной деятель-
ности. так, например, по сравнению с требованиями 
инструкции 1956 г. [8], в последующих редакциях 
расширился обязательный набор помещений лабо-
ратории, регламентировано наличие автоклавной 
для обеззараживания (1967 г.) [9]. помещения для 
бактериологических исследований дополняются 
предбоксами (тамбурами). блок для работы с инфи-
цированными животными оснащается помещениями 
для одевания, снятия и обеззараживания защитных 

костюмов. вводится важное положение о снабже-
нии блоков для работы с заразным материалом ав-
тономной системой приточно-вытяжной вентиляции 
с фильтрами тонкой очистки на выходе, а для обез-
зараживания воздуха помещений регламентируются 
бактерицидные лампы (1979 г.) [6]. появляется ре-
гламентация проведения работ с наиболее опасными 
микроорганизмами (вирусы I группы) в лаборатори-
ях максимальной безопасности и основных условий 
их функционирования – наличие системы боксов-
укрытий, исключающих непосредственный контакт 
сотрудников с заразным материалом, снабженных 
высокоэффективными защитными фильтрами для 
обеззараживания выходящего воздуха, установка 
проходного (двухдверного) автоклава с автоматиче-
ской блокировкой дверей, наличие санпропускника 
на границе заразного отделения и чистой части лабо-
ратории. указаны правила работы в защитном боксе 
(1979 г.) [6].

в 1979 г. впервые в отечественной регламента-
ции условий безопасной работы с пба появляется 
указание на деление помещений лаборатории на «за-
разную» и «незаразную» («чистую») зоны. это по-
зволило рассматривать зонирование подразделений 
как универсальный алгоритм для регламентации ра-
бот, связанных с использованием пба, независимо 
от принадлежности к группам опасности [22].

важным организационным моментом стало по-
явление в 1967 г. принципиально неизменного в по-
следующих документах требования об обязательном 
контроле за осуществлением противоэпидемическо-
го режима работы с заразным материалом, или по-
дозрительным на зараженность возбудителями оои 
в учреждении. в 1975 г. установлен специальный 
порядок его осуществления с участием специально 
формируемого органа – режимной комиссии [7]. 

также к мероприятиям организационного ха-
рактера, направленным на усиление контроля за дея-
тельностью с использованием пба, следует отнести 
введение требований учета в специальных журналах 
движения пба, проведения обеззараживания, учета 
посещений заразного отделения лаборатории, вход-
ного контроля дезсредств, контроля работы автокла-
ва [6, 7, 9].

возможность непреднамеренного выхода пба в 
окружающую среду и преднамеренного использова-
ния возбудителей заболеваний человека, животных 
и растений, токсинов, оборудования и технологий в 
террористических и криминальных целях определили 
тенденцию к усилению мер физической защиты лабо-
ратории, а также контроля за выполнением требова-
ний противоэпидемического режима [13, 19, 24]. 

об усилении мер физической защиты лабора-
торий можно судить по повышению в инструкции 
1975 г. [7] требований к охране лаборатории и появ-
лению новых – наличие сигнализации и решеток на 
окнах. 

следует, однако, отметить, что приведенные 
выше положения касались, в основном, стационар-
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ных лабораторий, занятых исследованием материала, 
подозрительного или заведомо зараженного возбуди-
телями I–II групп патогенности. в нестационарных 
условиях «(эпидотряды, экспедиции) лаборатории 
могли размещаться в приспособленных и оборудо-
ванных соответствующим образом зданиях (палат-
ках, юртах, вагонах-лабораториях, автолабораториях 
и др.), но все они должны обеспечивать соблюдение 
правил личной и общественной безопасности при ра-
боте» [6, 7, 8, 9]. более подробных сведений не при-
водилось. очевидно, что деятельность спэб также 
следовало относить к нестационарным условиям.

таким образом, можно констатировать, что на 
территории советского союза к началу восьмидеся-
тых годов прошлого столетия действовавшая норма-
тивная документация по обеспечению биологической 
безопасности при работе с патогенными микроорга-
низмами, в части касающейся стационарных лабора-
торий, в основном отвечала международным тенден-
циям в данной области. нормативная документация, 
регламентирующая биологически безопасную дея-
тельность спэб, отсутствовала. однако о том, что 
требования противоэпидемического режима выпол-
нялись при работе спэб, можно судить по анализу 
научных публикаций. 

наиболее подробно вопросы обеспечения био-
логически безопасного функционирования спэб 
в зоне чс, вызванной землетрясением в армении 
в 1988 г., при разрушенной инфраструктуре комму-
нального хозяйства и санэпиднадзора отражены в 
статье а.м.кокушкина и соавт. [11]. 

в соответствии с действовавшей на время лик-
видации последствий землетрясения нормативной 
документацией [6], учитывая, что в лабораториях 
проводилась работа с материалом, подозрительным 
на зараженность возбудителями инфекционных за-
болеваний I–II групп, лагерь развертывания спэб 
охранялся подразделениями мвд ссср. 

соблюдение правил личной и общественной 
безопасности при работе обеспечивалось следующи-
ми решениями. территория лагеря была разделена 
на две зоны. в «чистой» зоне поставлены палатки 
для жилья, изолятора, моечной, оперативного шта-
ба и склада с имуществом. там также находились 
электрогенераторы, емкости с топливом и питьевой 
водой. в «заразной» зоне были расположены две бак-
териологические лаборатории, оборудована площад-
ка для санитарной обработки транспорта, яма для 
сбрасывания обеззараженных объектов. на террито-
рии развертывания подразделений противоэпидеми-
ческих бригад выделены пути движения персонала и 
поступления материала. на границе «чистой» и «за-
разной» зон организован санитарный пропускник. 
расположение жилых и производственных подраз-
делений, развернутых в палатках усб-56 и уст-10, 
обусловлено требованиями противоэпидемического 
режима, а также конфигурацией выделенной пло-
щадки. размещение подразделений для работы с 
пба в палатках предусмотрено положениями о не-

стационарных лабораториях действующей на тот мо-
мент инструкции [6]. 

в соответствии с инструкцией бактериологи-
ческие лаборатории имели следующие помещения: 
в лаборатории зоонозных инфекций – для приема и 
обработки полевого материала, заражения и вскры-
тия биопробных животных, содержания биопробных 
животных, снятия и обеззараживания противочум-
ных костюмов I типа, бактериологические, сероло-
гическая и люминесцентная секции; для снятия и на-
девания противочумных костюмов IV типа и верхней 
одежды. 

в лаборатории кишечных инфекций на отдель-
ных рабочих местах проводили исследования объек-
тов внешней среды, материала от людей на наличие 
возбудителей острых кишечных инфекций, выявле-
ние кишечной палочки в пробах пищевых продук-
тов, смывах с рук и других объектов. требование 
инструкции по обеспечению поточности продви-
жения поступившего на исследование материала 
обеспечивалось поступлением проб из объектов 
внешней среды и материала от людей, разделенных 
по времени и рабочим местам. это позволило орга-
низовать два потока исследований, обеспечивающих 
жесткий контроль, с одной стороны, за качеством пи-
тьевой воды и пищи, а с другой – за инфекционной 
заболеваемостью оки [11]. 

в материалах, представленных авторами статьи 
[11], нет указаний на наличие автоклавной, как обя-
зательного помещения для заразного отделения, но, 
согласно действовавшей инструкции [6], обеззара-
живание, кроме автоклавирования, можно было про-
водить кипячением, обработкой дезинфицирующими 
растворами, сжиганием. 

приведенные выше данные описывают ре-
альную практическую картину функционирования 
спэб, показывающую, что в вопросах обеспечения 
биобезопасности использовались положения дей-
ствующих нормативных документов, сочетающих 
требования к стационарным (в меньшей степени) и 
к нестационарным (в большей степени) лаборатори-
ям, предназначенным для работы с материалом, зара-
женным возбудителями инфекционных болезней I–II 
групп патогенности. полученные результаты, на наш 
взгляд, прямо указывают на необходимость создания 
отдельного документа, регламентирующего биологи-
чески безопасную сферу деятельности спэб.

положительный опыт работы по нормализации 
санитарно-эпидемиологической ситуации в районах, 
пострадавших от землетрясения, продемонстрировал 
эффективность использования спэб в условиях чс, 
характеризующихся разрушением коммунальной ин-
фраструктуры и структуры санэпиднадзора – задача, 
которая ранее не выставлялась. с целью дальнейшего 
повышения готовности противочумных учреждений 
к работе в чрезвычайных ситуациях был издан при-
каз № 35 от 31.01.1991 г. «о совершенствовании ра-
боты спэб противочумных учреждений минздрава 
ссср» [36]. 
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согласно утвержденному приказом положению, 
спэб являлась подвижным формированием и пред-
назначалась для противоэпидемического обеспече-
ния населения страны, включая случаи ухудшения 
санитарно-гигиенического состояния в экстремаль-
ных ситуациях, возникающих в результате стихий-
ных бедствий. в зависимости от конкретной си-
туации и возлагаемых задач предусматривалось ис-
пользование спэб как в полном, усиленном, так и 
ограниченном составе [36], что, очевидно, привело 
впоследствии к идее полифункциональности и мо-
дульности спэб. 

вопросы обеспечения биобезопасности в до-
кументе не нормировались. указывалось лишь, что 
при тренировочных занятиях личного состава бак-
териологического отделения должна осуществлять-
ся практическая отработка различных вариантов 
функционирования отделения с учетом оснащения 
рабочих мест, расстановки персонала, обеспечения 
противоэпидемического режима в различных при-
спосабливаемых для этой цели помещениях и па-
латках. на начальника спэб возлагался контроль за 
соблюдением требований противоэпидемического 
режима [36]. следовательно, учитывая то, что друго-
го нормативного документа не существовало, регла-
ментация работы спэб осуществлялась в соответ-
ствии с требованиями действовавшей на тот период 
инструкции 1979 г. [6]. 

в то же время информацию о состоянии обеспе-
чения бб можно получить при анализе табеля осна-
щения спэб [36]. в нем предусматривалось наличие 
защитного оборудования (боксов максимальной за-
щиты 7бп 10с, бокса складного защитного для био-
пробных животных, приспособления для безопасного 
пипетирования (баллончики); спецодежды и средств 
индивидуальной защиты (комбинезоны, лабораторная 
одежда из бактерицидной ткани, противочумный ко-
стюм, изолирующие средства индивидуальной защи-
ты); клеенчатых мешков для упаковки инфицирован-
ной одежды; средств и оборудования для проведения 
обеззараживания (кипятильник дезинфекционный, 
облучатель бактерицидный настенный, дезсредства, 
репелленты, аппаратура и предметы для дезинфекции 
и дератизации); средств санитарной обработки персо-
нала; средств специфической профилактики и тера-
пии для совершивших аварию при работе с пба или 
заболевших; средств, необходимых для физической 
защиты пба от кражи и непреднамеренного исполь-
зования (пломбиры, навесные замки, печати); средств 
регистрации учета движения заразного материала 
(журналы движения заразного материала, исследова-
ния биопробных животных, исследования воды на хо-
леру, исследования грызунов, исследования объектов 
внешней среды, исследования эктопаразитов, учета 
анализов больных, учета выделенных культур, этикет-
ки, бланки паспорта культуры, направления материа-
ла на исследование). связь обеспечивалась наличием 
радиостанции, энергоснабжение – дизельной электро-
станцией. для проведения микробиологических ис-

следований, в случае отсутствия приспособленных 
помещений, предусматривались специализированные 
палатки [36]. 

таким образом, анализ табеля оснащения указы-
вает на тенденцию к повышению обеспечения уров-
ня безопасности работ с пба, о чем свидетельствует 
включение в перечень оборудования боксов безопас-
ности, что, безусловно, приближает условия работы 
персонала к требованиям, предъявляемым к стацио-
нарным лабораториям. при этом личный состав от-
рабатывал и другие варианты развертывания лабора-
торий в приспособленных помещениях и палатках в 
зависимости от особенностей эпидемической обста-
новки, этиологии вспышек и поставленных задач. 
перечень средств индивидуальной защиты соответ-
ствовал таковым для работы в стационарных лабо-
раториях.

поскольку комплектование личным составом 
производилось из числа персонала работающего в 
пчу и при необходимости дополнялось специали-
стами других медицинских учреждений, можно по-
лагать, что критерии допуска сотрудников к работе 
с пба в составе спэб были аналогичны критериям, 
выставленным в нормативном документе и приме-
няемым в противочумных учреждениях. 

обобщая представленный материал за тридца-
тилетний период, основываясь на содержании дей-
ствовавших инструкций о противоэпидемическом 
режиме при работе с патогенными микроорганиз-
мами и приказов о создании и совершенствовании 
деятельности спэб, можно сделать следующее за-
ключение. создание спэб не сопровождалось изда-
нием нормативного документа, регламентирующего 
биологически безопасную деятельность. Формально 
развертываемые лаборатории спэб не упоминают-
ся как стационарные, что вполне логично, но также 
формально эти лаборатории не перечисляются в спи-
сках временных. тем не менее, в изданных приказах 
содержится указание на выполнение требований 
противоэпидемического режима. в практических же 
условиях, на примере работы в зоне землетрясения, 
для обеспечения биологически безопасной деятель-
ности применялись положения требований, относя-
щихся как к стационарным лабораториям, так и вре-
менным. по сути, выполнялись принципы обеспече-
ния безопасности, а способы и средства могли при 
этом различаться. 

международный опыт работы с возбудителя-
ми инфекционных болезней, представленный в том 
числе и в национальных руководствах ряда стран 
(сШа, канада) [27, 48], был обобщен в виде реко-
мендаций воз по биологической безопасности для 
микробиологических лабораторий [32, 33]. термин 
«biosafety» – биологическая безопасность, прочно 
вошел в понятийный аппарат деятельности, свя-
занной с использованием патогенных биологиче-
ских агентов в микробиологических лабораториях 
[13]. введенные на территории бывшего советского 
союза в 70-х годах прошлого столетия государствен-
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ные стандарты [4, 25], содержащие определение о 
том, что биологическую опасность представляют 
микро- и макроорганизмы, способные нанести вред 
здоровью человека, также способствовали посте-
пенному вытеснению отечественной формулировки 
«свод правил противоэпидемической работы» или 
«противоэпидемический режим».

в документе воз 1993 г. (русскоязычный пере-
вод издан в 1994 г.) [32], помимо распределения раз-
личных инфекционных микроорганизмов по груп-
пам опасности, дается классификация лабораторий с 
учетом их назначения, конструкции, используемого 
оборудования и мер безопасности. приводится со-
поставление групп опасности с уровнями биобезо-
пасности, а также требования к четырем различным 
уровням биобезопасности, по следующим основным 
параметрам: изоляция лаборатории; герметичные 
камеры для обеззараживания; особенности устрой-
ства вентиляции; обработка сточных вод; автокла-
вирование; использование боксов биологической 
безопасности. рекомендации воз предназначались 
для национальных систем здравоохранения различ-
ных государств с целью распространения передового 
опыта и стремления к унификации и стандартизации 
обеспечения бб при работе в микробиологических 
лабораториях.

в 1994 г. вступили в действие санитарные прави-
ла (сп) «безопасность работы с микроорганизмами 
I–II групп патогенности» 1.2.011-94 [3], сменившие 
инструкцию о противоэпидемическом режиме [6], 
которые впервые содержали в названии термин «без-
опасность» и были составлены с учетом классифи-
кации патогенных для человека микроорганизмов по 
группам. отечественный нормативный документ так-
же содержал классификацию микробиологических ла-
бораторий, однако она несколько отличалась от пред-
ложенной воз. например, требования к планировке, 
внутренней отделке, оформлению помещений и осна-
щению оборудованием варьировали в зависимости от 
поставленных задач среди пяти типов стационарных 
лабораторий, выделяемых в нормативном докумен-
те. важным в методологическом отношении явилось 
введение зонирования помещений, а в ряде случаев и 
территории учреждений, предусматривающего выде-
ление трех зон – «чистой», «условно-заразной» и «за-
разной». не вдаваясь в детали, можно сказать, что в 
целом санитарные правила соответствовали рекомен-
дациям воз. в меньшей степени отвечали рекоменда-
циям временные лаборатории, требования к которым 
были менее жесткими [3]. 

внесение изменений в основные нормативы по 
обеспечению безопасности при работе с пба, в том 
числе и терминологических, нашли свое отражение 
в регламентации деятельности спэб. в положении 
1996 г. [34] впервые указано, что одной из основных 
задач спэб в чрезвычайном режиме является раз-
вертывание подразделений в приспосабливаемых 
помещениях или палатках с учетом требований био-
логической безопасности.

в случае оснащения спэб палатками для раз-
вертывания лабораторной базы, стало возможно 
применение положений о временных лабораториях 
сп 1.2.011-94 [3]. в сп указано, что в нестацио-
нарных условиях лаборатории могут размещаться в 
приспособленных и оборудованных соответствую-
щим образом зданиях, палатках, юртах, вагонах-
лабораториях, автолабораториях и др. при этом не-
обходимо стремиться к наиболее полной изоляции 
помещений временных лабораторий от внешней 
среды, а также использованию для оснащения пыле-
влагонепроницаемых, устойчивых к действию дезин-
фектантов материалов. в одной общей комнате, раз-
деленной легкими перегородками или пленкой (тка-
нью), могут быть организованы следующие рабочие 
места: для хранения добытых грызунов и другого по-
левого материала; их зоологической обработки; пер-
вичной обработки паразитологического материала; 
вскрытия грызунов; содержания биопробных живот-
ных; снятия и обеззараживания защитной одежды. 
необязательным становилось условие наличия пред-
бокса для бактериологической комнаты. санитарный 
пропускник допускалось размещать в одном поме-
щении, где оборудовались раздельные места для хра-
нения личной и рабочей одежды [3]. 

таким образом, требования к помещениям и 
оборудованию для временных лабораторий регла-
ментировались положениями общего характера, не 
противоречащими предъявляемым к стационарным 
лабораториям, но менее жесткими, без инструктив-
ной детализации. было учтено наличие изоляции, зо-
нирования, возможность обеззараживания поверхно-
стей. реализация общих принципов осуществлялась 
средствами и оборудованием, предусмотренным в 
табеле оснащения спэб. 

итак, в основных документах по организации 
деятельности спэб было установлено обязательное 
требование по обеспечению бб работ, учтены сред-
ства и оборудование, необходимые для обеспече-
ния бб. однако детально требования биологически 
безопасной деятельности спэб с учетом вариантов 
функционирования в различных ситуациях, приме-
няемых технологий, средств и оборудования ни в 
основных документах по организации деятельности 
спэб, ни в отдельном нормативном документе не 
определены. 

необходимость создания норматива, обобщаю-
щего и одновременно отражающего особенности 
функционирования спэб в условиях чс (в том чис-
ле, затрагивающего вопросы обеспечения бб), под-
держивалась рядом ученых. так, в ходе анализа про-
ведения ликвидаций чрезвычайных эпидемических 
ситуаций а.м.кокушкин и а.Ф.касьян [10] пришли 
к выводу о том что, несмотря на специфические осо-
бенности, возникающие в каждой конкретной чс 
эпидемического характера, требующие оператив-
ных неординарных решений, разработка стратегии 
и тактики для типовых ситуаций позволяет сокра-
тить время принятия организационных решений и 



ЭПИДЕМИОЛОГИЯ, БИОБЕЗОПАСНОСТЬ

27

предотвратить возможные ошибки. заключительным 
этапом ликвидации чс должен быть анализ адекват-
ности проведенных мероприятий и эффективности 
отдельных этапов, а в дальнейшем корректировка 
нормативных документов и скорейшее их включение 
в программы подготовки личного состава. учитывая 
экстремальную обстановку, складывающуюся при 
чс, ученые предложили привлекать к работе в спэб 
специалистов, имеющих опыт организации необхо-
димых мероприятий и практической работы по вы-
полнению комплекса лабораторных и эпидемиоло-
гических исследований, а также психологически, 
теоретически подготовленных и материально осна-
щенных для работы в сложных условиях.

результаты проведенного анализа использования 
спэб в зонах чс, в процессе противоэпидемическо-
го обеспечения спасательно-восстанови тель ных ра-
бот в условиях разрушенной системы территориаль-
ного здравоохранения [10], внедрение нового специ-
ального оборудования для лабораторного исследова-
ния [41, 26], определили необходимость разработки 
методических документов по вопросам деятельности 
спэб [17, 26].

в методических указаниях по организации и 
проведению работы спэб в чрезвычайных ситуа-
циях [26] в функциональные обязанности личного 
состава входили положения, связанные с обеспече-
нием бб: обязательное специальное обучение; прак-
тическая подготовка по вопросам безопасной работы 
с материалом, зараженным возбудителями инфекци-
онных болезней; ответственность за обеспечение бб 
при осуществлении деятельности; укомплектование 
спэб средствами, необходимыми для обеспечения 
бб персонала и окружающей среды. в документе де-
тально освещены некоторые вопросы физической за-
щиты подразделений спэб (охрана в зоне конфликт-
ных чс, вопросы безопасности при круглосуточной 
работе, наличие удостоверений у персонала, запрет 
доступа посторонних лиц в «заразную» и «условно-
заразную» зоны). также представлена примерная 
схема размещения функциональных групп бактерио-
логического отделения спэб с описанием отнесения 
помещений к «заразной», «условно-заразной» и «чи-
стой» зонам, путей движения материала. обеспечение 
безопасности работы с микроорганизмами I–II групп 
патогенности, согласно ссылке, указанной в данном 
документе, должно было осуществляться в соответ-
ствии с сп 1994 г.

итоги рассмотрения опыта работы спэб в зоне 
чс позднее нашли отражение в методическом руко-
водстве по специальной подготовке спэб для рабо-
ты в чс [17]. в тематическом плане предусмотрена 
теоретическая и практическая подготовка личного 
состава по вопросам развертывания подразделений 
в приспосабливаемых помещениях или палатках с 
учетом требований бб; организации и проведения 
дезинфекционных, дезинсекционных и дератизаци-
онных мероприятий в бактериологических (вирусо-
логических) лабораториях в зоне чс; медицинского 

обеспечения и психологической подготовки личного 
состава для работы в чс. 

приказ о деятельности спэб (1996 г.) ввел по-
нятие «биологическая безопасность», вместо исполь-
зуемых ранее «противоэпидемический режим» или 
«режим работы с заразным материалом» [34], что от-
разило тенденции развития нормативной документа-
ции в данной области. однако отдельного документа, 
регламентирующего требования безопасности работ 
с пба в рамках выполняемых спэб задач, в том чис-
ле в условиях чс, не существовало. регламентация 
бб осуществлялась в соответствии с требованиями 
действовавших санитарных правил по безопасности 
работ с пба [3], способы и средства, выполнения 
которых были обусловлены имеющимся оснащени-
ем и условиями развертывания/размещения спэб. 
в методических документах по организации работы 
спэб в условиях чс и подготовке личного состава 
более детально были отражены лишь некоторые во-
просы обеспечения бб функционирования спэб. 

необходимость отдельной регламентации обе-
спечения биобезопасного функционирования спэб 
наиболее остро возникла после 2003 г., что было вы-
звано, с одной стороны, расширением задач спэб, а 
с другой – изменением требований нормативной до-
кументации по безопасности работ с пба. 

в 2003 г. издан очередной приказ о совершен-
ствовании организации работы спэб противочум-
ных учреждений [35]. его введение было вызвано 
изменениями в структуре подчиненности, а также 
выставлением новых задач, согласно которым тре-
бовалось осуществлять индикацию возбудителей ин-
фекционных болезней независимо от их природы в 
объектах окружающей среды [41]. 

согласно табелю оснащения выполнение лабо-
раторных исследований предполагалось проводить 
в приспосабливаемых помещениях или палатках, а 
также на базе автолабораторий ал-3 или ал-4 с уче-
том требований биобезопасности [35]. как и в более 
ранних документах детальных требований по обе-
спечению бб вышедший приказ не содержал.

обеспечение биобезопасности должно было 
осуществляться в соответствии с принятыми в 
2003 г. санитарно-эпидемиологическими правила-
ми «безопасность работы с микроорганизмами I–II 
групп патогенности (опасности)» 1.3.1285-03 [1], од-
нако новая редакция правил содержала изменения, 
затрудняющие выполнение некоторых требований 
средствами и оборудованием, присутствующим в та-
беле оснащения спэб [35]. 

в соответствии с тенденцией к унификации са-
нитарных правил с международными, действующи-
ми в области биобезопасности [19, 22], произошло 
изменение структуры документа: разукрупнение, 
введение новых подразделов (требования к медицин-
скому наблюдению за персоналом; дополнительные 
требования к диагностическим, экспериментальным 
и максимально изолированным лабораториям;) лик-
видация ряда подразделов, в том числе, что особо 
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важно, положения о временных лабораториях. кроме 
того, изложение материала было представлено в виде 
основных положений с детализацией в документах 
иерархически стоящих ниже. в результате введения 
универсального алгоритма – деление на две зоны 
(«чистая» и «заразная») для работы с пба, незави-
симо от группы опасности [22], изменилось зони-
рование подразделений, учреждения – исключена 
«условно-заразная» зона. 

унификация сп 1.3.1285-03 2003 г. с междуна-
родными рекомендациями определила возрастание и 
конкретизацию требований к инженерным системам 
микробиологических лабораторий. их основными 
особенностями стали: наличие перепада давлений 
между зонами и постоянного направленного потока 
воздуха в сторону «заразной зоны»; обработка жид-
ких стоков; обработка отходов путем автоклавирова-
ния через двухдверный автоклав; установка вентиля-
ции с фильтрами тонкой очистки воздуха на выходе 
из лаборатории; применение боксов биобезопасности 
2-го и 3-го классов [1, 19]. учитывая крупные габа-
риты оборудования, трудности, связанные с его пере-
мещением и монтажем, отсутствие герметизации по-
мещений, реализация изложенных выше требований 
в лабораториях, разворачиваемых в палатках или 
приспосабливаемых помещениях, представляются 
практически невыполнимыми.

необходимость создания отдельного норматив-
ного документа, регламентирующего биологически 
безопасную деятельность спэб, становится очевид-
ной [15, 16, 39, 45].

современный этап организации деятельности 
спэб связан с решением саммита стран «группы 
восьми» 2006 г. главы государств приняли обяза-
тельство укреплять существующие сети по борьбе с 
последствиями стихийных бедствий и техногенных 
катастроф путем использования команд быстрого ре-
агирования. к таким формированиям в российской 
Федерации относятся и спэб противочумных 
учреждений роспотребнадзора.

практическая реализация решений санкт-
петербургского саммита «группы восьми» (2006 г.) 
стала возможной с принятием 21 мая 2007 г. распо–
ряжения правительства российской Федерации 
№ 642-р, предусматривающего финансирование 
мероприятий по модернизации спэб, сформиро-
ванных на базе Фгуз «научно-исследовательский 
противочумный институт» роспотребнадзора [38]. в 
процессе модернизации спэб усилия были направ-
лены на создание высокотехнологичных мобильных 
модульных лабораторий (ммл), отвечающих по 
критериям бб современным национальным и между-
народным требованиям [40].

в соответствии с международными требования-
ми уровень биологической безопасности лаборато-
рии для проведения работ с возбудителями инфек-
ционных болезней должен отвечать определенным 
критериям [33]. в отечественной нормативной доку-
ментации не выделяются уровни безопасности лабо-

раторий. требования к ее обеспечению для пба I–II 
групп прописываются относительно видов микро-
организмов и характера выполняемых работ, а также 
дифференцируются по видам деятельности: диагно-
стическая; экспериментальная; производственная [1, 
30]. выполнение поставленных перед спэб задач, 
решаемых в рамках лабораторных исследований, 
относится к диагностическому виду деятельности. 
анализ перечня возбудителей инфекционных бо-
лезней, выявляемых в лабораториях спэб, в сопо-
ставлении с регламентированными алгоритмами и 
методами исследований материала [40], показал, что 
уровень безопасности ряда лабораторий, если судить 
по требованиям для стационаров, должен соответ-
ствовать BSL-3 по классификации воз.

в тоже время, задачи, выставляемые перед 
спэб, наличие отдельных модулей и возможная так-
тика их самостоятельного применения, ограничения 
габаритов помещений лабораторий, в первую оче-
редь базирующихся на автошасси, проблематичность 
оснащения крупногабаритным оборудованием и дру-
гие не менее важные и острые вопросы, приводят к 
заключению о невозможности полного соответствия 
ммл требованиям, предъявляемым к стационарным 
лабораториям.

как показали результаты ретроспективного ис-
следования основных национальных документов, 
опыт практической работы стационарных и времен-
ных лабораторий, включая использование спэб, ре-
гламентация требований бб присутствовала всегда, 
изменения касались только того какими способами, 
в каком объеме и какими средствами они осущест-
влялись. 

в действующих сп, бб определена как «си-
стема медико-биологических, организационных и 
инженерно-технических мероприятий и средств, 
направленных на защиту работающего персона-
ла, населения и окружающей среды от воздействия 
патогенных биологических агентов» [1]. наиболее 
консервативным в этой системе является медико-
биологический элемент, изменения в котором мо-
гут быть связаны с появлением новых средств ле-
чения либо профилактики, что происходит нечасто. 
организационный компонент отличается наиболь-
шей зависимостью от «человеческого фактора», 
поэтому там, где это возможно при обеспечении бб 
предпочтение отдается инженерно-техническим ме-
роприятиям и средствам. анализ оснащения ммл и 
их функционального назначения, показал, что, ком-
плекс инженерно-технических средств, используе-
мый в ммл на базе автошасси, в большей степени 
отвечает требованиям BSL-3, нежели пневмокаркас-
ные модули, в которых ведущую роль играет органи-
зационный компонент обеспечения безопасности.

результаты сравнительного анализа основных 
отечественных нормативных документов [1, 2, 3, 6, 
7, 8, 9, 30, 31], зарубежных руководств и стандартов 
[27, 46, 48, 49], а также международных рекомен-
даций в области обеспечения бб в лабораторных 
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условиях [32, 33, 47] позволили выделить главные 
принципы обеспечения биобезопасности и, с учетом 
специфики деятельности, применить их при под-
готовке регламента (стандарта) функционирования 
спэб при ликвидации медико-санитарных послед-
ствий чрезвычайных ситуаций природного и тех-
ногенного характера [40], утвержденного приказом 
роспотребнадзора № 330 от 22 ноября 2007 г. 

вступивший в силу регламент не только закрыл 
возникший пробел в нормативной документации. в 
нем впервые за время существования спэб с систем-
ных позиций изложены положения о функционирова-
нии в виде стандартных требований. данный подход 
позволил унифицировать вопросы обеспечения бб и 
поставить их в одном ряду с требованиями действу-
ющих сп, предъявляемыми к стационарным лабора-
ториям. так, для подразделений спэб стало обяза-
тельным наличие санитарно-эпидемиологического 
заключения о наличии условий для проведения ра-
бот с микроорганизмами возбудителями инфекци-
онных болезней, что подтверждает легитимность 
деятельности в соответствии с законодательством 
российской Федерации. как в стационарных, так и 
в лабораториях спэб следует, в соответствии с сп 
и регламентом, разрабатывать пакет инструктивно-
методических документов, детализирующих спосо-
бы и средства выполнения требований нормативной 
документации в процессе работы. 

наличие общих требований в изученных норма-
тивных документах и рекомендациях в области бб, 
показывает, что соблюдение содержащихся в них 
основных принципов обеспечивает безопасные усло-
вия для персонала, населения и окружающей среды. 
тем не менее, процесс реализации базовых требова-
ний должен быть детально отражен в документах ин-
структивного и методического характера, учитываю-
щих конкретные задачи, функции, оснащение, ис-
пользуемые технологии, штат и объем проводимых 
исследований для каждой ммл, как в составе спэб, 
так и при выполнении отдельных самостоятельных 
задач [15, 16, 45]. современные тенденции осущест-
вления этого, определяемые международно поддер-
живаемым направлением, называемым «управление 
биориском», методологически основаны на анализе 
риска [13, 14, 47, 48, 49].

анализ риска включает мониторинг, нацелен-
ный на выявление, описание опасностей при работе 
с пба, регистрацию инцидентов и аварий и введение 
информации в базу данных для последующего ана-
лиза с целью коррекции мероприятий, при которых 
риск для персонала и окружающей среды будет при-
емлемым [42, 43, 44,  49]. 

таким образом, проведенный анализ нормативно-
методической документации по обеспечению бб 
функционирования спэб позволяет сделать следую-
щие выводы:

создание спэб не сопровождалось выпуском 
профильного нормативного документа по обеспече-
нию бб деятельности. учитывая условия разверты-

вания в палатках или приспособленных помещениях, 
бб обеспечивалась выполнением требований, предъ-
являемых в соответствии с действовавшими норма-
тивами к «временным противочумным учреждени-
ям». последние отличались меньшей жесткостью по 
сравнению с требованиями, предъявляемыми к ста-
ционарным лабораториям.

эволюция нормативного обеспечения бб сопро-
вождалась повышением требований в большей степе-
ни к дизайну лабораторий, инженерно-техническим 
мероприятиям и средствам, что в условиях функцио-
нирования спэб не всегда оказывалось возможным, 
приводя к потере таких значимых качеств, как мо-
бильность и оперативность. отсутствие соответству-
ющего оборудования, обеспечивающего биобезопас-
ность, компенсировалось за счет организационных 
мероприятий. возрастала степень несоответствия 
условий функционирования спэб действующей 
нормативной документации. очевидной стала необ-
ходимость создания отдельного нормативного доку-
мента, регламентирующего работу спэб с патоген-
ными микроорганизмами.

анализ отечественной нормативной докумен-
тации и мировых тенденций в области обеспечения 
биологической безопасности позволил выделить 
основные положения и применить их при подготов-
ке регламента (стандарта) функционирования спэб 
при ликвидации медико-санитарных последствий чс 
природного и техногенного характера. 

вступивший в силу регламент позволил унифи-
цировать вопросы обеспечения бб при работе спэб, 
поставив их в одном ряду с требованиями действую-
щих сп, предъявляемыми к стационарным лабора-
ториям.

дальнейшие направления совершенствования 
биологически безопасной деятельности спэб вклю-
чают: разработку пакета стандартных операционных 
процедур, других инструктивно-методических до-
кументов, детализирующих выполнение основных 
положений регламента; разработку системы управ-
ления, основанной на мониторинге опасностей при 
работе с пба, включающей создание специализиро-
ванной базы данных об инцидентах и авариях при 
работе с пба, что будет являться основой для оцен-
ки биориска и принятия решений по поддержанию 
условий проведения работ с пба, при которых риск 
для персонала и населения будет приемлемым. 

работа выполнена по государственному контрак-
ту № 109-д от 11.06.2009 г. в рамках Федеральной 
целевой программы «национальная система хими-
ческой и биологической безопасности российской 
Федерации (2009–2013 годы)».
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в 1964 г. в туве был открыт природный очаг 
чумы [8]. с тех пор в республике практически еже-
годно регистрируются эпизоотии чумы в монгун-
тайгинском и овюрском районах (юго-западная 
тува). за 42 года мониторинга (с 1965 по 2006) со-
трудниками тувинской противочумной станции заре-
гистрировано около 1,5 тыс. культур этой инфекции. 
тувинский природный очаг чумы, вероятно, является 
северной частью единого очага, расположенного на 
территории монголии [8, 11], и представляет непо-
средственную угрозу населению, проживающему на 
его территории [10].

при поиске эпизоотий лабораторному исследо-
ванию подвергались органы теплокровных носите-
лей возбудителя чумы; эктопаразиты, обнаруженные 
в шерстном покрове зверьков; блохи, собранные в 
природе из входов нор и при разборе гнезд грызунов 
и зайцеобразных; а также трупы мелких млекопитаю-
щих, найденные на территории очага. в целях опти-
мизации эпизоотологического мониторинга природ-
ного очага чумы нами предпринята попытка оценить 
результативность исследования массового полевого 
материала в различные периоды (по датам сбора) 
среднестатистического эпизоотического сезона.

общие сроки активизации эпизоотического про-
цесса в каргинском мезоочаге чумы в настоящее вре-
мя достаточно хорошо известны [3, 5, 6, 7, 12, 13, 14]. 
однако отсутствует статистическая оценка информа-
тивности исследования разных животных, участвую-
щих в процессе, и характера изменения этой инфор-
мативности. в связи с этим целью нашей работы 
было детальное определение оптимальных сроков 
исследования различного полевого материала.

материалы и методы

территория тувинского природного очага чумы 
разделяется на шесть относительно самостоятельных 
мезоочагов [3]. для анализа нами выбран каргинский 
мезоочаг, где получен наиболее репрезентативный 

материал. на его территории с 1964 по 2006 год вы-
делено наибольшее количество культур чумы (982), а 
эпизоотии регистрируются почти ежегодно.

первичные данные обо всех культурах чумы, вы-
деленных с 1965 по 2006 год на территории этого ме-
зоочага, были внесены в таблицу Excel. информация 
в табл. 1 представляет собой вид материала, из кото-
рого выделен возбудитель, дату и подробный адрес 
его сбора. из табл. 1 с помощью программной вы-
борки были выделены записи, относящиеся к раз-
личным объектам лабораторного исследования.

в качестве единицы измерения частоты акти-
визации эпизоотического процесса выбрано коли-
чество результативных дней, приходящихся на каж-
дую календарную дату за период работы с 1965 по 
2006 год. под результативным днем подразумевается 
календарный день работы зоологической группы, 
в течение которого была выделена одна или более 
культур чумы. эта единица измерения уже успешно 
апробирована для анализа временной изменчивости 
структуры каргинского мезоочага чумы [5, 13].

результаты и их обсуждение

1. Неравноценность полевого материала для 
обнаружения возбудителя чумы

общее количество результативных дней в 
каргинском мезоочаге за 42 года наблюдений (1965–
2006) составляет 376. в эти дни в каргинском мезоо-
чаге были выделены 895 культур чумы. вычленение 
и суммирование результативных дней, полученных 
при исследовании различного материала, показало 
его неравноценность при эпизоотологическом обсле-
довании этого мезоочага.

как и предполагалось, наибольшее количество 
результативных дней дало исследование на чуму эк-
топаразитов, собранных с основного носителя воз-
будителя – длиннохвостого суслика (Spermophilus 
undulatus Pallas, 1778). вторым по эффективности 
было исследование органов длиннохвостого суслика, 
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третьим – эктопаразитов из входов его нор.
так как исследование второстепенных носи-

телей [монгольская (Ochotona pricei Thomas, 1911) 
и даурская (Ochotona daurica Pallas, 1776) пищухи, 
тушканчик прыгун (Allactaga sibirica Forster, 1778), 
плоскочерепная полевка (Alticola strelzowi Kast schen-
ko, 1899)], трупов мелких млекопитающих и блох из 
гнезд оказалось гораздо менее результативным при 
поиске эпизоотий, то в нашей работе основное вни-
мание уделено трем наиболее результативным спосо-
бам поиска возбудителя чумы.

2. Предварительное сглаживание временных ря-
дов для различных видов полевого материала

для получения трендов использовали данные 
о количестве результативных дней по каждому из 
объектов поиска возбудителя чумы. исходные дан-
ные предварительно обработали, используя метод 
сглаживания динамического ряда по 3 точкам [1]. 
предварительная обработка исходного числового 
ряда была направлена на решение следующих задач 
(всех или части из них): снизить влияние случайной 
составляющей в исходном числовом ряду, т. е. при-
близить его к тренду; представить информацию, со-
держащуюся в числовом ряду, в таком виде, чтобы 
существенно снизить трудность математического 
описания тренда. основным методом решения этих 
задач является процедура сглаживания статистиче-
ского ряда.

процедура сглаживания направлена на миними-
зацию случайных отклонений точек ряда от некото-
рой гладкой кривой предполагаемого тренда процес-
са [2, 4]. наиболее распространен способ осреднения 
уровня по некоторой совокупности окружающих то-
чек, причем эта операция перемещается вдоль ряда 
точек, в связи с чем обычно называется скользящая 
средняя. в самом простом варианте сглаживающая 
функция линейна, и сглаживающая группа состоит 
из предыдущей и последующей точек. в нашем слу-
чае к первому значению последовательности чисел 
применили формулу:

,
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где Si – сглаженные значения ряда, Xi – значения 
исходного ряда.

сглаживание даже в простом линейном вариан-
те является во многих случаях весьма эффективным 
средством выявления тренда при наложении на эмпи-
рический числовой ряд случайных помех и ошибок 
измерения. для рядов со значительной амплитудой 
помехи имеется возможность проводить многократ-
ное сглаживание исходного числового ряда. число 
последовательных циклов сглаживания было выбра-
но в зависимости от вида исходного ряда, от степени 
предполагаемой его зашумленности помехой и цели, 
которую преследует сглаживание. в данном случае 
было применено 26-кратное сглаживание (рис. 1).

для максимальных значений трендов хода эпи-
зоотий по результатам исследования различного по-
левого материала определены даты их наибольшей 
значимости для поиска эпизоотий чумы в мезоочаге 
(табл. 1).

незначительное количество культур чумы по-
лучено от второстепенных носителей, в основном от 
монгольской пищухи. эпизоотии чумы в популяциях 
этого зайцеобразного регистрировались в период с 
1965 по 1969 год. после 70-го года случаи выделения 
чумы от особей монгольской пищухи единичные. 

рис. 1. среднемноголетний ход эпизоотического процесса  
в каргинском мезоочаге чумы (1965–2006 гг.) по результатам 

исследования различного полевого материала: 
– исходный ряд,        – после процедуры сглаживания; 

а – эктопаразиты, собранные с длиннохвостого суслика;  
б – органы длиннохвостого суслика;  

в – блохи из входов нор (исходные и сглаженные ряды)
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даты максимумов трендов хода сезонного эпизооти-
ческого процесса, когда культуры чумы выделялись 
от второстепенных носителей и их эктопаразитов, 
приходятся на начало лета: от блох – 26 июня; от ор-
ганов теплокровных – 3 июля.

3. Математические модели хода сезонного эпи-
зоотического процесса для трех основных объектов 
поиска возбудителя чумы

для трех основных видов полевого материала, 
используемого для поиска возбудителя чумы (экто-
паразиты, собранные с длиннохвостого суслика; ор-
ганы длиннохвостого суслика; блохи из входов нор), 
сглаженные ряды аппроксимировали суммой трех 
гауссовских распределений (4).
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где Y – значения количества результативных дней 
с чумой, X – номер дня обследовательского сезона с 

1 мая по 30 сентября (1–153-й день). параметры мо-
дели a1, a2, a3, b1, b2, b3, c1, c2, c3 суммы гауссовских 
распределений для основных объектов поиска чумы 
представлены в табл. 2. коэффициент детерминации 
R2 этого уравнения и исходного не сглаженного ряда 
составляет: для эктопаразитов, собранных с длин-
нохвостого суслика, – 0,7; для органов длиннохво-
стого суслика – 0,6; для блох из входов нор – 0,5.

полученные тренды (рис. 2) хорошо выявляют 
сезонные особенности течения эпизоотического про-
цесса. при этом заметно, что тренды трех основных 
объектов исследования сдвинуты во времени. даты 
максимума для эктопаразитов, собранных с длиннох-
востого суслика, – 24 июля, для органов длиннохво-
стого суслика – 25 июля, для блох из входов нор – 16 
июля. начало активизации эпизоотического процесса 
в июле совпадает по времени с моментом среднемно-
голетнего начала расселения молодняка длиннохво-
стого суслика и предположительно описывает влия-
ние расселения на ход эпизоотий. по наблюдениям 
зоологов [15], именно в этот промежуток времени 
увеличивается активность молодых зверьков по по-
иску свободных нор, которые зачастую населены 
инфицированными чумой эктопаразитами. с этим 
природным явлением непосредственным образом и 
связано резкое возрастание интенсивности эпизоо-
тий в каргинском мезоочаге тувинского природного 
очага чумы.

также заметно, что осенний пик имеет невысо-
кую сглаженную форму и приходится на конец ав-
густа. детальный анализ записей, отражающих ко-
личество рабочих дней, проведенных зоогруппами в 
мезоочаге с 10 августа по 30 сентября, показал, что 
это явление вполне объективно и не зависит от дей-
ствий руководителя зоогруппы, то есть от субъектив-
ного фактора. если основной пик достаточно хорошо 
объясняется жизнедеятельностью основного носите-
ля, в частности, сезонным ходом его миграционной 
активности, то причина второго осеннего пика в на-
стоящее время не ясна.

Таблица 1

Даты максимальных значений сглаженных трендов  
среднемноголетнего хода эпизоотий чумы  

в каргинском мезоочаге и суммы результативных дней  
при исследовании различного полевого материала

объекты поиска  
возбудителя чумы

дата  
максимального  
значения тренда

сумма  
результативных 

дней

эктопаразиты, собранные  
с длиннохвостого суслика

24 июля 130

органы длиннохвостого суслика 25 июля 97

блохи из входов нор  
длиннохвостого суслика

16 июля 93

трупы и собранные с них  
эктопаразиты

25 июля 26

блохи из гнезд грызунов  
и зайцеобразных

27 июля 10

эктопаразиты, собранные  
с второстепенных носителей

26 июня 9

органы второстепенных  
носителей

3 июля 11

Таблица 2

Параметры модели суммы трех гауссиан  
для трех основных объектов поиска чумы

коэффициент 
модели

эктопаразиты,  
собранные  

с длиннохвостого  
суслика

органы  
длиннохвостого 

суслика
блохи  

из входов нор

a1 1,3 1,2 1,25

a2 4,4 2,2 1,36

a3 0,35 0,49 0,55

b1 72 72,5 62

b2 86 87 80,5

b3 123 123,8 118

c1 17 24 23

c2 9,5 9,05 10,2

c3 9,34 11,05 13

рис. 2. графики математической модели хода эпизоотического 
процесса, выявляемого по результатам исследования  

различного полевого материала: 
1 – эктопаразиты, собранные с длиннохвостого суслика;  

2 – органы длиннохвостого суслика; 3 – блохи из входов нор
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выяснилось, что кривые, характеризующие ча-
стоту регистрации возбудителя чумы (рис. 2), отли-
чаются между собой не только абсолютными значе-
ниями максимумов и временем их проявления, но и 
величиной коэффициента эксцесса. эксцесс характе-
ризует относительную остроконечность или сглажен-
ность распределения по сравнению с нормальным 
распределением. высокий коэффициент эксцесса 
для кривых, относящихся к лабораторному исследо-
ванию органов длиннохвостого суслика (1,44) и эк-
топаразитов его шерсти (1,39), еще раз косвенно под-
тверждает положительное влияние июльского рассе-
ления этого грызуна на частоту регистрации чумы. 
коэффициент эксцесса кривой для блох, собранных 
из входов нор, напротив, меньше и равен 1,01, что 
говорит о сглаженности хода эпизоотического про-
цесса, выявленного по этому материалу.

4. Значение полученных результатов
полученные результаты имеют не только теоре-

тическое, но и практическое значение. еще в 1972 г. 
г.с.летов в своей работе [9] показал, что наиболее 
продуктивным способом поиска микроочагов чумы в 
начале лета является сбор блох из входов нор длин-
нохвостого суслика. наша работа подтверждает его 
предположение и дает более детальную картину эпи-
зоотического процесса при использовании различной 
тактики поиска возбудителя чумы. нами конкретизи-
рованы границы отрезков времени, в течение кото-
рых необходимо существенно увеличивать сбор того 
или иного полевого материала при поиске микрооча-
гов чумы в каргинском мезоочаге.

сбор блох из входов нор длиннохвостого сусли-
ка предпочтителен с 4 июня по 13 июля, с 14 июля 
по 17 августа основную роль должен играть отлов и 
очес особей основного носителя. в то же время зоо-
группам, осуществляющим эпизоотологическое об-
следование, вплоть до 29 июля не следует полностью 
отказываться от сбора блох из входов нор, так как 
материал, полученный этим способом до указанной 
даты, все еще дает неплохие результаты по поиску 
чумы в данном мезоочаге.

в целом полученная картина отражает ход 
переноса чумного микроба в цепи его передачи от 
переносчика к основному носителю: от блох из вхо-
дов нор (максимум 16 июля) к эктопаразитам шер-
сти длиннохвостого суслика (максимум 24 июля) 
и от них к длиннохвостому суслику (максимум 25 
июля). в конце августа – начале сентября этот про-
цесс повторяется со значительно меньшей интен-
сивностью.

таким образом, в результате статистического ана-
лиза многолетних данных, собранных в каргинском 
мезоочаге тувинского природного очага чумы, было 
установлено, что наибольшее количество результа-
тивных дней дало исследование эктопаразитов, со-
бранных с длиннохвостого суслика, органов зверька 
и блох из входов его нор; первым выявляет активи-
зацию каргинского мезоочага исследование блох из 
входов нор (максимум 16 июля); вторым – эктопара-

зитов, собранных с суслика (максимум 24 июля); тре-
тьим – органов длиннохвостого суслика (максимум 
25 июля); математическая модель трех основных так-
тических приемов выявления эпизоотического про-
цесса может быть представлена в виде суммы трех 
гауссовских распределений и описывает три раз-
личных биологических процесса. один – с плавным 
длительным течением, второй – кратковременный и 
интенсивный и третий (осенняя активизация) – наи-
меньший.

начиная с 2006 г. результаты анализа были непо-
средственно внедрены в практику работы тувинской 
противочумной станции. на основании полученных 
данных изменена тактика обследования каргинского 
мезоочага, в том числе изменены показатели 
территориально-календарного плана полевых работ. 
до 2006 г. зоогруппы на протяжении всего сезона од-
новременно проводили как отлов суслика, так и сбор 
блох из входов его нор. этот процесс был трудоемок 
и, как выяснилось, не всегда оправдан. с 2006 г. эпи-
зоотологическое обследование стали проводить в два 
тура. во время первого тура для быстрейшего выяв-
ления эпизоотии делают упор на сбор блох из входов 
нор основного носителя. во втором туре преимуще-
ственно проводят отлов и исследование длиннох-
востого суслика и собранных с него эктопаразитов. 
использование такой тактики позволило улучшить 
качество эпизоотологического обследования, а также 
снизило антропогенный пресс на популяцию длин-
нохвостого суслика.

работа поддержана грантом российского фонда 
фундаментальных исследований проект № 07-05-
96812 р_енисей_а.
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в целях реализации мероприятий по ком-
плексному направлению обеспечения биологиче-
ской безопасности федеральной целевой програм-
мы «национальная система химической и био-
логической безопасности российской Федерации 
(2009–2013 годы)», утвержденной постановлением 
правительства российской Федерации от 27 октября 
2008 г. № 791 предусмотрено создание оперативно-
го резерва препаратов и средств для ликвидаций по-
следствий биотерроризма. важная роль в нем отво-
дится современным дезинфицирующим средствам, 
относящимся к кислород- и хлорсодержащим препа-
ратам, а также композициям на основе четвертично-
аммонийных соединений (час).

 
материалы и методы

в работе использовали следующие тест-штам-
мы потенциально опасных биологических агентов 
бактериальной природы категории а, обладающие 
типичными культурально-морфологи че скими и био-
хи мическими свойствами: Y. pestis (штаммы EV, 
231а), Francisella tularensis (штаммы 15, о-402), 
Bacillus anthracis (штаммы сти-1, 81/1), полученные 
в коллекционном центре Фгуз волгограднипчи 
роспотребнадзора. предварительные исследования 
проводили на вакцинных, а окончательные – на виру-
лентных штаммах исследованных микроорганизмов.

при подготовке к опытам суспензии лиофили-
зированных культур возбудителей чумы и туляре-
мии высевали на пробирки со скошенным селектив-
ным агаром (агар хоттингера, рн 6,8, и туляремий-
ный агар), инкубировали 24 и 48 ч при (28±1) °с и 
(37±1) °с, соответственно, готовили маточную су-
спензию, содержащую 2·109 кое/мл данного микро-
организма и использовали в последующих опытах.

суспензию из лиофилизированных культур воз-
будителя сибирской язвы инкубировали при темпе-
ратуре (37±1) °с от 5 до 7 сут на агаре хоттингера 
(рн 7,2), затем выдерживали 7–12 сут при темпера-

туре (20±1) °с для максимального накопления спор. 
процесс спорообразования контролировали микро-
скопией мазков на 7, 10, 12-е сутки. при наличии в 
мазках (90±5) % спор культуру считали пригодной 
для проведения последующих исследований.

использованные штаммы возбудителей чумы и 
туляремии по устойчивости к табельным дезинфици-
рующим средствам (фенол 1:70 и 0,1 % хлорамин), а 
споры возбудителя сибирской язвы – к текучему пару 
и 10 % растворам фенола и хлорамина соответство-
вали требованиям инструкции [2]. эффективность 
обеззараживания различных объектов оценивали в 
соответствии с официальными методами испытания 
дезинфекционных средств [2].

при проведении испытаний использовали хлор-
со держащие препараты: 

хлорапин – действующее вещество натрие-
вая соль дихлоризоциануровой кислоты (Na-соль 
дхицк) в количестве 87 %, выпускается в виде гра-
нул и таблеток. содержание активного хлора (ах) – 
56,0 % [1]; 

ди-хлор – таблетки содержат Na-соль дхицк 
(84,0 %), а так же адипиновую кислоту (8,0 %), угле-
кислый натрий (8,0 %). средство хорошо раствори-
мо в воде. при растворении 1 таблетки выделяется 
(1,52±0,12) г ах [1]; 

пресепт – выпускается в таблетках и грану-
лах, содержит Na-соль дхицк в количестве 50 %. 
содержание ах в таблетках – 28,8–35,5 %, в грану-
лах – 27,9–34,1 % [1]. 

Кислородсодержащие препараты: 
пФк-м – средство (композиция на основе пе-

роксосольвата фторида калия) представляет собой 
белый кристаллический порошок (возможен желто-
ватый или сероватый оттенок) со слабым специфи-
ческим запахом, хорошо растворимый в воде. в 
своем составе содержит пФк-1 – 48,0 %, фторид 
аммония – 23,5 %, янтарную кислоту – 23,5 %, ани-
онный пав – 5,0 %. содержание пероксида водо-
рода – 15,5 % в качестве дв [1]; 
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дезинбак супер – порошок или таблетки бело-
го цвета массой 1,0 г и 3,5 г (±5 %), растворимые в 
воде. средство содержит стабилизированную смесь 
пероксидного соединения и катамина аб, а также 
другие функциональные добавки. дв – пероксидное 
соединение [1]. 

Композиции на основе четвертично-аммоние-
вых соединений: 

ника-неодез – прозрачная жидкость от 
бесцветного до желтого цвета. содержит в своем 
составе в качестве действующих веществ комплекс 
двух час алкилдиметилбензиламмония хлорид и 
n-ал кил этилбензиламмония хлорид 9,5 % и поли-
гекса метиленгуанидина гидрохлорид 6 %, а также 
поверхностно-активные вещества, кондиционирую-
щие добавки, воду, рн 1 % водного раствора сред-
ства – 3,0±0,5 [1]; 

диабак – прозрачная жидкость от голубого 
до фиолетового цвета с запахом отдушки, содержит 
алкилдиметилбензиламмоний хлорид (11,0 %) в ка-
честве действующего вещества, функциональные до-
бавки, активаторы формулы, ингибитор коррозии, а 
также другие компоненты [1]; 

мистраль – прозрачная жидкость от светло-
голубого до синего цвета со слабым цитрусовым 
запахом, хорошо смешивается с водой. в каче-
стве дв – N,N-бис-(3-ами но пропил) додециламин 
(амин) – 7,5 %, а также вспомогательные компонен-
ты, отдушка, краситель и вода до 100 %. показатель 
активности водородных ионов (рн) 1 % раствора – 
10,6±0,6 [1]; 

бриллиант – прозрачная бесцветная жид-
кость, вспенивается при взбалтывании. содержит в 
своем составе в качестве дв – 0,9 % алкилдиметил-
бензиламмоний хлорида, 0,8 % глутарового альде-
гида и функциональные компоненты, рн средства – 
3,5–4,3 [1]. 

срок хранения испытуемых дезсредств 2–5 лет. 
срок годности рабочих растворов от 2 до 5 сут.

все перечисленные средства по степени воздей-
ствия на организм в соответствии с гост 12.1.007-76 
относятся к 3-му классу умеренно опасных веществ 
при введении в желудок и к 4-му классу малоопас-
ных соединений при нанесении на кожу, при ингаля-
ции умеренно опасны (3-й класс по степени летуче-
сти). в виде концентрата и в рабочих растворах они 
оказывают местно-раздражающее действие на кожу 
и слизистые оболочки [1].

в качестве тест-объектов применяли: кафель, 
керамику, линолеум, окрашенные дерево и металл, 
подкладную клеенку; изделия медицинского назна-
чения из пластика, стекла, силикона, резины и метал-
ла (ножницы, скальпели, корнцанги, пинцеты, шпа-
тели, экстракционные щипцы).  для органического 
загрязнения поверхностей, санитарно-технического 
оборудования и изделий медицинского назначения 
добавляли 40 % инактивированную лошадиную сы-
воротку (нлс).

эффективность испытанных средств в отноше-
нии B. аnthracis штамма 81/1 оценивали биопробой 
на белых мышах.

в качестве нейтрализаторов использовали 0,25–
1,0 % растворы тиосульфата натрия, а также универ-
сальный нейтрализатор.

результаты и обсуждение

данные по эффективности использования изу-
ченных кислород- и хлорсодержащих средств, а так 
же композиций на основе час при обеззараживании 
поверхностей и изделий медицинского назначения, 
контаминированных возбудителями чумы, туляре-
мии и сибирской язвы представлены на рис. 1 и 2. 
для простоты сравнения полученных результатов 

рис. 1. эффективность дезинфицирующих средств при обеззараживании поверхностей и изделий медицинского назначения, 
 контаминированных возбудителями туляремии и чумы:

нечетная колонка графика – рабочая концентрация дезсредства для обработки поверхностей и жесткой мебели,  
четная – для обработки изделий медицинского назначения



ЭПИДЕМИОЛОГИЯ, БИОБЕЗОПАСНОСТЬ

39

концентрации дезсредств на графиках представлены 
в процентном соотношении по препарату. 

показано, что при обеззараживании поверх-
ностей и жесткой мебели возбудители чумы и туля-
ремии погибают при 60-минутной экспозиции при 
концентрации средств (по препарату) от 0,1 до 0,8 % 
для хлорсодержащих средств, от 1,0 до 4,0 % для 
окислителей и 1,5–3,0 % композиций на основе час. 
большинство изученных препаратов не эффективны 
против возбудителей сибирской язвы, лишь сред-
ства пресепт и хлорапин вызывали гибель спор при 
120-минутной экспозиции в 6,0 % концентрации. 

контаминация загрязненных возбудителями 
чумы и туляремии изделий медицинского назначения 
наступала через 60 мин при действии 0,2–04 % кон-
центраций хлорсодержащих средств, концентрации 
кислородсодержащих средств при этом были выше и 
составляли 1,0–4,0 %.

обработка изделий медицинского назначения, 
контаминированных спорами сибирской язвы, про-
водилась при 18 °с и требовала значительных уве-
личений концентраций дезинфектантов и времени 
экспозиции – 90–120 мин (рис. 2). однако в случае 
с препаратом мистраль увеличение концентрации 
до 20–35 % и экспозиции до 120 мин не давало поло-
жительного эффекта. препарат пФк-м обладал спо-
роцидным эффектом только при концентрации 31 % 
(5 % по дв) при повышении температуры раствора 
до 22 °с и времени экспозиции 90 мин.

при обработке поверхностей и жесткой мебели 
эффективными оказались только хлорсодержащие 
препараты: хлорапин и пресепт, время эксозиции 
воздействия которых было увеличено до 120 мин, а 
концентрация до 6,0 % по дв. остальные испытуе-
мые препараты обладали только споростатическим 
эффектом даже в концентрациях, превышающих 

20–35 % при экспозиции 120 мин и увеличении тем-
пературы рабочих растворов до 50 °с.

проведенные исследования позволяют расши-
рить перечень средств, предназначенных для обезза-
раживания объектов, контаминированных биологи-
ческими агентами бактериальной природы категории 
а изученными препаратами.
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рис. 2. эффективность дезинфицирующих средств при обеззараживании поверхностей и изделий медицинского назначения,  
контаминированных возбудителем сибирской язвы:

нечетная колонка графика – рабочая концентрация дезсредства для обработки поверхностей и жесткой мебели,  
четная – для обработки изделий медицинского назначения
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ситуация по природно-очаговым инфекциям, 
резервуарами и переносчиками возбудителей ко-
торых являются кровососущие членистоногие, в 
российской Федерации остается сложной. в послед-
ние годы отмечается увеличение заболеваемости 
клещевыми инфекциями: риккетсиозами, крымской 
геморрагической лихорадкой, иксодовым клещевым 
боррелиозом (икб), клещевым энцефалитом (кэ), а 
также туляремией и др. [5, 7, 8, 9]. отчасти это объ-
ясняется расширением ареалов и увеличением чис-
ленности переносчиков. саратовская область пред-
ставляет собой территорию, куда происходит рассе-
ление иксодовых клещей: с севера – представителей 
лесной фауны, с юга – полупустынных и пустынных 
комплексов.

природные очаги икб и кэ широко распростра-
нены в лесной зоне умеренного климатического пояса 
россии. их нозоареалы во многих регионах совпада-
ют [2, 3], что связано с распространением общих для 
них переносчиков – клещей Ixodes ricinus и I. persulca-
tus, а также носителей, каковыми в европейской части 
россии являются рыжая полевка Cletrionomis glareolus 
и мыши рода Apodemus [15]. заболевания людей икб и 
кэ ранее в основном отмечались на территории урала, 
западной сибири, волго-вятского региона. в настоя-
щее время природные очаги икб зарегистрированы 
на сопряженных с саратовской областью территориях 
пензенской, ульяновской, самарской и оренбургской, 
а кэ – оренбургской, ульяновской и самарской обла-
стей [6, 10]. на территории саратовской области ик-
содовые клещи участвуют в циркуляции возбудителей 
туляремии, икб, арбовирусных инфекций [4, 11, 13, 
14]. при этом многие вопросы современного состоя-
ния популяций иксодовых клещей и их эпидемиоло-
гическое значение в регионе остаются недостаточно 
изученными.

материалы и методы

в настоящей работе представлены материа-

лы энтомологических наблюдений, полученные 
в апреле–мае 2009 г. при проведении совместной 
экспедиции Фгуз «центр гигиены и эпидемиоло-
гии в саратовской области» и Фгуз «российский 
научно-исследовательский противочумный институт 
«микроб». с целью выявления возбудителей икб, 
кэ, туляремии были обследованы в левобережье 
пугачевский, в правобережье – хвалынский, 
вольский, балтайский, базарно-карабулакский 
и новобурасский районы саратовской области, 
наиболее близко расположенные к неблагополуч-
ным по клещевым инфекциям соседним областям. 
иксодовых клещей собирали на флаг. места сборов 
были приурочены к поймам рек, ручьев, озер, кром-
кам крупных лесных массивов смешанных и широ-
колиственных лесов. координаты пунктов обследо-
вания фиксировали на местности с помощью порта-
тивного навигатора Garmin GPS, обеспечивающего 
их точную географическую привязку. за период ра-
бот было собрано и исследовано 3907 клещей, прой-
дено 147,5 флаго-километров (фл./км). определение 
видовой принадлежности клещей и экспресс-
диагностику подготовленных проб методами пцр и 
иФа на наличие возбудителей икб, кэ, туляремии 
проводили в мобильной лаборатории эпидразведки и 
индикации непосредственно на местах сбора мате-
риала. аликвоты проб помещали в сосуд дьюара для 
последующего изучения в условиях стационарной 
лаборатории роснипчи «микроб». исследовано 
209 проб эктопаразитов. клещей рода Ixodes в про-
бу объединяли от 1 до 11 экз., родов Dermacentor и 
Rhipicephalus – от 1 до 50.

кроме того, для анализа были использованы ре-
зультаты учетов и исследований клещей Фгуз «центр 
гигиены и эпидемиологии в саратовской области» за 
период 2006–2008 гг. сборы составили 6800 клещей 
из 27 районов области и зеленой зоны саратова. при 
этом ежегодное обследование проводили лишь в 14 
районах области и саратове. в остальных районах, 
в том числе и обследованных в 2009 г., за исключе-
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нием пугачевского, это были разовые сборы клещей. 
материал исследовали на наличие возбудителя икб 
методом пцр, для выявления туляремийного анти-
гена в клещах использовали серологический метод 
реакции объемной агломерации (роа).

результаты и обсуждение

к настоящему времени на территории са ра-
тов ской области выявлено 12 видов иксодовых кле-
щей 5 родов: Dermacentor, Rhipicephalus, Ixodes, 
Haemaphysalis, Hyalomma. наиболее распростране-
ны в природных биотопах клещи Dermacentor margi-

na tus, D. reticulatus, Rhipicephalus rossicus, Ixodes 
ricinus. виды Dermacentor niveus, Ixodes crenulatus, 
I. persulсatus, Haemaphysalis punctata, Hyalomma 
marginatum отмечены только в отдельные годы в 
единичных экземплярах. клещи H. scupense присут-
ствовали в сборах с крупных домашних животных, 
а Rhipicephalus schulzei и I. laguri связаны с малым 
сусликом. за последние 4 года при эпизоотологиче-
ском обследовании саратовской области было собра-
но 10706 экз. клещей 10 видов (табл. 1).

саратовская область располагается в границах 
лесостепной, степной и полупустынной природ-
ных зон (рис. 1). количество видов иксодовых кле-

Таблица 1

индексы доминирования (в %) различных видов иксодовых клещей на территории саратовской области в сборах 2006–2009 гг.

виды
2006* 2007* 2008* 2009** всего

n ид n ид n ид n ид n ид

D. marginatus 849 46,4 1159 56,0 1634 56,3 2103 53,8 5745 53,7

D. reticulatus 833 45,5 560 27,1 1016 35,0 1618 41,4 4027 37,6

D. species 0 0,0 2 0,1 1 0,03 0 0,0 3 0,02

I. ricinus 76 4,2 41 2,0 114 4,0 131 3,4 362 3,4

I. persulcatus 2 0,1 1 0,05 0 0,0 36 0,9 39 0,4

I. species 0 0,0 0 0,0 0 0,0 8 0,2 8 0,07

Rh. rossicus 3 0,2 303 14,6 104 3,6 10 0,3 420 3,9

Rh. species 0 0,0 2 0,1 0 0,0 0 0,0 2 0,01

H. scupense 68 3,7 0 0,0 0 0,0 0 0,0 68 0,6

H. marginatum 0 0,0 0 0,0 32 1,1 0 0,0 32 0,3

итого 1831 100,0 2068 100,0 2901 100,0 3906 100,0 10706 100,0

* сборы с растительности и животных.
** сборы с растительности.

рис. 1. находки клещей рода Ixodes и положительных проб на иксодовый клещевой боррелиоз (икб)  
в различных природных зонах саратовской области в 2002–2009 гг.:

природные зоны и подзоны (по лазаревой и др., 1996): 1 – луговая степь зоны лесостепей, 2 – лесолугостепь зоны лесостепей;  
3 – северная степь зоны степей, 4 – типичная степь зоны степей, 5 – сухая степь зоны степей; 6 – полупустынная зона.  

места находок клещей: 7 – с отрицательным и 8 – с положительным результатом на икб
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щей (биоразнообразие), их численность и характер 
распределения в каждой из этих зон различаются. 
повсеместно эти клещи распространены по террито-
рии неравномерно.

в апреле–мае 2009 г. нами была обследована 
территория северной части саратовской области 
(рис. 2) в границах лесостепной и степной зон, где 
сбор иксодовых клещей проводился в четырех типах 
биотопов (табл. 2).

пастбищные иксодовые клещи D. marginatus и 
D. reticulatus распространены во всех природных зо-
нах и типах биотопов, по количеству явно преобла-
дают над другими видами, достигая 95 % от общих 
сборов. эти массовые виды клещей активно напада-
ют на человека, паразитируют на домашних живот-
ных и на территории области являются переносчика-
ми возбудителя туляремии [11, 14].

клещи D. marginatus наиболее многочисленны. 
средний индекс доминирования вида в сборах по 
области составил 53,7 %. вид зарегистрирован в 16 
районах правобережья и зеленой зоне саратова (ид 
59,0 %) и 11 районах левобережья (ид 41,0 %). в 

2009 г. в северной части области он преобладал над 
другими видами – ид 53,8 %. оптимальными места-
ми обитания являются открытые участки интразо-
нальных биотопов во всех ландшафтных зонах: луга 
и поймы рек, озер, ильменей, лиманов, берегов ка-
налов и водотоков, поросших злаками, рудеральной 
или мезофильной растительностью. высокая кон-
центрация этих клещей приурочена также к опушкам 
и кромкам лесных массивов, обочинам железных и 
автомобильных дорог. в интразональных биотопах 
степной зоны отмечен максимальный индекс доми-
нирования этого вида в сборах (табл. 2). средняя 
численность D. marginatus весной 2009 г. составила 
14,2 экз. на 1 фл./км с максимальными показателями 
в степных биотопах – 22,1 и по кромкам пойменных 
лесов – 23,5 экз. на 1 фл./км. 

клещи D. reticulatus, по данным многолет-
них сборов, составляют в среднем в правобережье 
59,6 %, в левобережье – 40,4 %. места обитания этих 
клещей приурочены к открытым стациям с обиль-
ной травянистой растительностью (заросли бурьяна, 
тростника), разреженными кустарниковыми зарос-

рис. 2. места сбора иксодовых клещей и обнаружения положительных проб на наличие возбудителя иксодового  
клещевого боррелиоза (икб) в северной части саратовской области весной 2009 г.:

А – места сбора клещей; Б – видовой состав сбора (1 – I. ricinus; 2 – I. persulcatus; 3 – D. marginatus; 4 – D. reticulatus; 5 – Rh. rossicus);  
В – виды клещей, зараженные икб; Г – лесные массивы 

Таблица 2

индексы доминирования (иД) и обилия (ио) иксодовых клещей в разных типах биотопов  
северной части саратовской области весной 2009 г.

вид клещей

ид (в %) и ио (экз. на 1 фл./км) по типам биотопов

всего по территории
смешанные сухие леса

широколиственные леса
степные участки

пойменные плакорные

ид ио ид ио ид ио ид ио ид ио

I. ricinus 0,9 0,2 2,1 0,9 7,1 1,7 0,1 0,1 3,4 0,9

I. persulcatus 0,0 0,0 1,6 0,7 1,4 0,3 0,0 0,0 0,9 0,2

I. species 0,0 0,0 0,0 0,0 0,5 0,1 0,0 0,0 0,2 0,1

D. marginatus 66,9 12,2 53,7 23,5 24,8 6,0 90,0 22,1 53,8 14,2

D. reticulatus 32,2 5,9 42,1 18,5 65,9 15,8 9,9 2,4 41,4 11,0

Rh. rossicus 0,0 0,0 0,5 0,2 0,3 0,1 0,0 0,0 0,3 0,1

итого 100,0 18,3 100,0 43,8 100,0 24,0 100,0 24,6 100,0 26,5
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лями и молодой порослью деревьев. весной 2009 г. в 
северной части области средний ид равнялся 41,4 % 
и был несколько ниже, чем у предыдущего вида. они 
преобладали в широколиственных плакорных лесах 
(ид 65,9 %). средний индекс обилия этого вида со-
ставил 11,0 экз. на 1 фл./км при максимальных пока-
зателях численности по опушкам и кромкам широко-
лиственных пойменных и плакорных лесов – 18,5 и 
15,8 экз. на 1 фл./км соответственно. достаточно низ-
кая численность наблюдалась в степных биотопах и 
сухих смешанных лесах.

клещ Rh. rossicus является обычным, но мало-
численным видом. распределение его по территории 
крайне неравномерное. находки регистрируются в 13 
районах левобережья, 6 районах правобережья и на 
территории саратова. в степной зоне левобережья 
он распространен широко (80,7 % от общих сборов 
по области), а в правобережье – лишь на степных 
участках, примыкающих к волге, и в лесопосадках 
(19,3 %). в полупустынной зоне является обычным 
обитателем, но здесь, как и в сухой степи, распро-
странение его ограничено поймами рек, по берегам 
которых произрастает кустарниковая растительность. 
в 2006–2008 гг. в общих сборах индекс доминирова-
ния вида составил 6,0 % (в 2007 г. достигал 74,0 %), в 
северных районах области в 2009 г. находки его были 
малочисленными (ид 0,3 %). наиболее агрессивным 
по отношению к животным и человеку становится в 
июне–июле. 

в последние годы в области наблюдается рас-
ширение ареала и нарастание численности клещей 
рода Ixodes, имеющих большое эпидемиологическое 
значение. по данным в.Ф.давидович [1], I. ricinus в 
области был редок и встречался только в 4 районах 
лесостепной зоны правобережья. к 2005 г. вид был 
обнаружен еще в 6 районах правобережья и 5 райо-
нах левобережья. клещи были более многочислен-
ны в районах правобережья, чем левобережья, где 
в сборах присутствовали единичные особи данного 
вида. места обитания клеща I. ricinus приурочены 
к поймам рек, оврагам и лесным опушкам [11]. в 
2006–2008 гг. до 93 % клещей I. ricinus также были 
собраны в районах правобережья и лишь 6,9 % – 
левобережья. при этом к территории распростра-
нения клещей прибавилось 4 района правобережья 
и 2 – левобережья. весной 2009 г. I. ricinus впервые 
был зарегистрирован нами в балтайском, вольском 
и базарно-карабулакском районах. помимо расши-
рения ареала, происходит постепенное увеличение 
численности клещей на освоенных ими ранее тер-
риториях. так, в пугачевском районе, где вид был 
редким, в настоящее время он характеризуется как 
обычный: в пойменном лесу р. большой иргиз в 
апреле 2009 г. было собрано 89 экз. (68 %) клещей 
I. ricinus. 

полученные материалы свидетельствуют о том, 
что клещи I. ricinus встречаются во всех ландшафтно-
географических зонах области (рис. 1). наиболее 
заселена этими клещами зона лесостепи и подзона 

типичной степи (за счет преобладания вида в интра-
зональной пойме реки большой иргиз пугачевского 
района).

клещи I. persulcatus впервые были обнаружены 
на территории пугачевского района в 2004 г. и впо-
следствии встречались крайне редко. весной 2009 г. 
нами было собрано 36 экз. этого вида в пугачевском 
и хвалынском районах. средний индекс доминиро-
вания составил 0,9 % при индексе обилия 0,2 экз. на 
1 фл./км, максимально – 4 экз. на 1 фл./км (табл. 2). 
оптимальными для них биотопами являются зарос-
ли кустарниковой и древесной растительности в ши-
роколиственных лесах.

по результатам лабораторных исследований 
клещей I. ricinus в 2002–2008 гг. этот вид активно 
участвует в циркуляции боррелий в природных био-
ценозах ртищевского, аткарского, новобурасского, 
турковского и пугачевского районов. по материа-
лам апреля–мая 2009 г. при исследовании 131 экз. 
клещей этого вида, объединенных в 48 проб, рнк 
возбудителя икб была обнаружена нами в 17 про-
бах (36,4 %) на территории 6 обследованных райо-
нов севера области (табл. 3). достаточно высокой 
оказалась доля положительных на боррелиоз проб от 
I. persulcatus – 61,5 %. исследование других видов 
на икб, а также всех видов собранных клещей на кэ 
дало отрицательный результат. таким образом, ши-
рокое распространение I. ricinus во всех природных 
зонах области, в том числе и в полупустынной, куда 
клещи проникают по интразональным элементам 
ландшафта, а также отмечаемое расширение ареала 
I. persulcatus являются одним из факторов укорене-
ния клещевых инфекций на территории саратовской 
области. в первую очередь, как очевидно, это касает-
ся икб (рис. 1).

Таблица 3

результаты исследования клещей рода Ixodes на наличие рнк  
возбудителя иксодового клещевого боррелиоза весной 2009 г.

район вид клещей собрано 
клещей

иссле-
довано  
проб

из них  
положительных

абс. %

пугачевский I. ricinus 89 18 12 66,6
I. persulcatus 23 8 5 62,5
Ixodes (нимфы) 8 2 1 –
Всего 120 28 18 64,3

хвалынский I. ricinus 17 5 1 –
I. persulcatus 13 5 3 –
Всего 30 10 4 40,0

новобурасский I. ricinus 11 11 2 18,2
Всего 11 11 2 18,2

базарно-
карабулакский

I. ricinus 11 11 1 9,09
Всего 11 11 1 9,09

балтайский I. ricinus 2 2 1 –
Всего 2 2 1 –

вольский I. ricinus 1 1 – –
Всего 1 1 – –

Итого 175 63 26 41,3
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переносчиками туляремии в саратовской обла-
сти выступают клещи D. marginatus, D. reticu la tus, 
Rh. rossicus. в 2003–2004 гг. были выделены куль-
туры туляремии (9 штаммов) от иксодовых клещей 
и выявлен туляремийный антиген в хвалынском, 
балаковском, самойловском, алгайском, новоузен-
ском районах и зеленой зоне саратова [11, 12]. в 
последующие 2006–2008 гг. от клещей ежегодно 
обнаруживали только антиген туляремийного ми-
кроба в различных титрах (от 1:20 до 1:640). такие 
находки были в пугачевском, краснопартизанском, 
ровенском, новоузенском, энгельсском, советском, 
татищевском, петровском, вольском, аткарском и 
ртищевском районах. самые высокие титры антиге-
на (1:320, 1:640) выявляли в пробах суспензий кле-
щей в саратовском районе (2008 г.) и зеленой зоне 
саратова (2006 г.) соответственно. при исследова-
нии на наличие днк возбудителя туляремии 3907 
клещей (209 проб), собранных весной 2009 г., полу-
чен отрицательный результат. таким образом, в по-
следние годы отмечается низкая активность очагов 
туляремии, но постоянные находки антигена в кле-
щах свидетельствуют об устойчивой циркуляции 
возбудителя в природных биоценозах.

сложившаяся ситуация по распространению ик-
содовых клещей – потенциальных переносчиков ин-
фекций в саратовской области требует дальнейшего 
изучения ареалов, численности и инфицирования 
этих членистоногих, а также установления их эпиде-
миологического значения.
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в соответствии с международными медико-
санитарными правилами (2005 г.) и санитарно-
эпидемиологическими правилами «санитарная 
охрана территории российской Федерации» (2008 г.) 
важной составляющей частью мероприятий, обе-
спечивающих надежную санитарную охрану тер-
ритории российской Федерации, является систе-
ма национального эпидемиологического надзора, 
включающая осуществление эпизоотологического 
мониторинга за состоянием и активностью природ-
ных очагов инфекционных болезней [3, 17, 20, 22]. 
в соответствии с приказами роспотребнадзора от 
17.03.2008 г. № 88 «о мерах по совершенствованию 
мониторинга за возбудителями инфекционных и па-
разитарных болезней» и от 08.05.2008 г. № 152 «о 
совершенствовании организации и проведении ме-
роприятий по профилактике чумы», функции мони-
торинга природных очагов особо опасных и других 
инфекционных болезней бактериальной и вирусной 
природы возложены на учреждения противочумной 
системы и Фгуз «центр гигиены и эпидемиологии» 
в субъектах рФ [18, 19]. 

эпизоотологическое наблюдение в природных 
очагах чумы и других опасных природно-очаговых 
инфекций проводится силами специальных под-
разделений – сезонными противоэпидемическими 
отрядами или бригадами, которые обеспечивают 
необходимый комплекс эпизоотологического обсле-
дования на закрепленной за ними территории. для 
автономной работы подразделения оборудуются 
бактериологическими лабораториями. при орга-
низации лаборатории в полевых условиях трудно 
выполнить все требования биологической безопас-
ности, предъявляемые к лабораторным помеще-
ниям. материал для проведения диагностических 
исследований часто доставляется в стационарные 
лаборатории, находящиеся на значительном удале-
нии от обследуемой территории, что снижает опера-
тивность и эффективность анализа. использование 
мобильной лаборатории на базе автошасси в этих 

случаях могло бы обеспечить необходимое качество 
лабораторной диагностики, соблюдение требований 
биологической безопасности работы, увеличение 
объёма и повышение эффективности эпизоотоло-
гического обследования природных очагов опасных 
инфекционных болезней, в том числе и сочетанных, 
а также более рациональное использование кадро-
вого состава противочумных станций и отделений, 
центров гигиены и эпидемиологии в современных 
условиях.

в роснипчи «микроб» имеется положитель-
ный опыт использования мобильной лаборатории 
при эпизоотологическом мониторинге. с 2007 г. в 
мобильной лаборатории эпидразведки и индика-
ции на базе автомашины «газель» в полевых усло-
виях проводятся диагностические исследования 
материала, собранного в ходе эпизоотологического 
обследования территорий саратовской области и 
других регионов российской Федерации [1, 2, 23, 
24]. однако, обеспечивая высокую эффективность 
экспресс-диагностики, соблюдение требований био-
логической безопасности лабораторных и зоолого-
паразитологических работ, мобильная лаборатория 
эпидразведки и индикации на базе автомашины 
«газель» не имеет условий для проведения бакте-
риологического анализа – «золотого стандарта» ла-
бораторной диагностики, позволяющего определить 
таксономическую принадлежность, свойства и сте-
пень эпидемической опасности циркулирующего на 
данной территории возбудителя. 

исходя из задач лабораторной службы, решае-
мых в ходе эпизоотологического обследования терри-
тории природных очагов, таких как лабораторные ис-
следования (индикация, бактериологический анализ) 
биологического полевого материала и объектов окру-
жающей среды на наличие возбудителей природно-
очаговых инфекций, а также участие в проведении 
экстренных противоэпидемических мероприятий 
по выявлению, локализации и ликвидации очагов 
опасных инфекционных болезней бактериальной и 
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вирусной этиологии, возникших вследствие акти-
визации природных очагов инфекций, мобильная 
лаборатория индикации для осуществления эпизоо-
тологического мониторинга особо опасных и других 
природно-очаговых инфекций (далее – мобильная 
лаборатория) должна соответствовать следующим 
требованиям:

1. представлять собой передвижную лаборатор-
ную базу, направляемую в различные участки при-
родных очагов инфекций с целью эпизоотологиче-
ского обследования территории, состоящую из двух 
модулей. 

целесообразно размещение первого модуля на 
базовом шасси типа камаз-43118, повышенной про-
ходимости, монтаж второго – на базе трехосного при-
цепа типа сзап-8305 или аналогичного по харак-
теристикам, так как в случае использования одного 
модуля невозможно обеспечить необходимый набор 
рабочих помещений, разместить лабораторное обо-
рудование, обязательное для выполнения всех про-
цедур при проведении лабораторной диагностики в 
мобильной лаборатории в ходе эпизоотологического 
обследования территории. 

мобильная лаборатория может использоваться 
как противочумными станциями роспотребнадзора 
при проведении эпизоотологического обследова-
ния природных очагов чумы и других инфекци-
онных болезней, так и другими учреждениями 
роспотребнадзора при осуществлении эпидемиоло-
гического надзора за природно-очаговыми инфекци-
ями, в том числе вирусной этиологии. 

2. работа лаборатории должна осуществляться 
в автономном режиме, для чего модули следует обо-
рудовать системами энергообеспечения, вентиляции, 
кондиционирования и обогрева, водоснабжения, 
оснастить приборами навигации и связи. 

работа мобильной лаборатории может прово-
диться в условиях полной или частичной автономии. 
в условиях полной автономии к мобильной лабо-
ратории придаются один или два автомобиля повы-
шенной проходимости типа «уаз» или «газель» для 
перевозки штатного состава и последующей работы 
зоогрупп, которые осуществляют сбор и доставку 
полевого материала. также необходим грузовой ав-
томобиль повышенной проходимости для достав-
ки пневмокаркасных модулей, обеспечивающих 
хозяйственно-жилую инфраструктуру (жилая палат-
ка, кухня, столовая), их оснащения, запасов продо-
вольствия, топлива, воды и т.п.

работа в условиях частичной автономии подраз-
умевает возможность дислокации мобильной лабора-
тории в населенных пунктах, наличие возможности 
размещения и питания личного состава в стационар-
ных помещениях, а также возможность подключения 
лаборатории к стационарным электросетям.

3. в соответствии с действующими на терри-
тории российской Федерации нормативно-методи-
че ски ми документами [4–16], регламентирующими 
осуществление эпизоотологического мониторинга, 

мобильная лаборатория должна выполнять следую-
щие функции и иметь соответствующие рабочие ме-
ста и приборную базу, обеспечивающие:

- сортировку, первичную обработку полевого 
материала: очес грызунов, разбор гнезд, вскрытие 
грызунов;

- энтомологическое исследование: определение 
вида, пола, фаз развития и пр. эктопаразитов (блох, 
клещей), составление пулов для проведения лабора-
торного анализа;

- подготовку проб для бактериологического, им-
муносерологических, молекулярно-генетических ис-
следований;

- исследование проб полевого материала с ис-
пользованием следующих методов: полимеразной 
цепной реакции (пцр), иммуно-ферментного анали-
за (иФа), метода флуоресцирующих антител (мФа), 
серологических методов, бактериологического ана-
лиза;

- дезинфекцию и мойку посуды, используемой 
при подготовке проб (ступки, стаканы и пр.), подго-
товку и розлив питательных сред, обеззараживание 
автоклавированием объектов, контаминированных 
пба, после проведения исследований.

лаборатория должна обеспечивать диагностиче-
ские исследования биологического полевого матери-
ала и объектов окружающей среды на наличие возбу-
дителей особо опасных и других природно-очаговых 
инфекций, таких как чума, туляремия, лептоспироз, 
высокопатогенный грипп птиц, риккетсиозы, лихо-
радка западного нила, крымская геморрагическая 
лихорадка (кгл), геморрагическая лихорадка с по-
чечным синдромом (глпс), клещевой энцефалит 
(кэ), других арбовирусных инфекций, обусловлен-
ных вирусами батаи, калифорнийской серогруппы, 
синдбис, дхори. в случае необходимости, в мобиль-
ной лаборатории возможно также проведение иссле-
дований клинического материала на наличие выше-
перечисленных инфекций.

на территории российской Федерации установ-
лена природная очаговость инфекционных болезней, 
вызванных в основном возбудителями бактериаль-
ной природы I–IV групп патогенности (опасности) 
и/или возбудителями вирусной природы II–IV групп 
патогенности. в этих условиях контакт персонала с 
материалом, содержащим вирусы I группы патоген-
ности, имеет малую вероятность, так как они неэнде-
мичны/неэнзоотичны для данной территории.

согласно п. 2.14.3. сп 1.3.1285-03 [21] любой 
материал считается потенциально опасным в отноше-
нии возможного содержания возбудителей природно-
очаговых болезней, свойственных той ландшафт-
ной зоне, в пределах которой он собран. учитывая 
вышеизложенное и в соответствии с требованиями 
сп 1.3.1285-03 считаем достаточным для мобильной 
лаборатории при проведении эпизоотологического 
обследования обеспечение уровня биологической 
безопасности BSL-2 согласно классификации воз. 
в связи с этим помещение мобильной лаборатории 
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должно отвечать следующим требованиям и быть 
оборудовано: 

- санпропускником с душем;
- системой вентиляции, снабженной фильтрами 

тонкой очистки (HEPA-фильтрами);
- боксами биологической безопасности II класса 

защиты;
- автоклавом для деконтаминации биологиче-

ских отходов;
- бактерицидными облучателями в рабочих по-

мещениях лаборатории;
- выполнение внутренней облицовки стен и по-

толка рабочих помещений мобильной лаборатории 
должно быть произведено из материала с гладкой, 
устойчивой к действию моющих и дезинфицирую-
щих средств поверхностью, с гидроизоляцией стыков 
панелей; покрытие пола – из современного материа-
ла, устойчивого к действию моющих и дезинфици-
рующих средств, позволяющего загерметизировать 
стыки между полами и стенами;

- выполнение поверхностей рабочих столов из 
нержавеющей стали. 

в лаборатории должно быть предусмотрено на-
личие:

- емкостей для сбора сточных вод с возможно-
стью проведения химической дезинфекции;

- оборудования для дезинфекционной обра-
ботки;

- аварийной звуковой сигнализации;
- аварийных аптечек и аптечек экстренной про-

фи лактики. 
в помещениях, где проводят работу с пба, обя-

зательно использование средств индивидуальной 
защиты в соответствии с предполагаемым уровнем 
биологической опасности работ. 

для проведения исследований (в соответствии 
с выполняемыми функциями) в штатную структуру 
мобильной лаборатории должны входить: 3 врача-
бактериолога, 1 врач-вирусолог, 1 зоолог, 1 парази-
толог, 3 лаборанта с обязанностями дезинфектора, 
1 инженер, 1 водитель с обязанностями дезинфек-
тора. предполагаемая производительная мощность 
мобильной лаборатории: до 30 проб в сутки объ-
ектов окружающей среды (вода, ил, субстрат гнезд 
и др.), до 100 проб биологического материала (до 
30 экз. птиц, до 100 экз. грызунов, 200 экз. клещей, 
до 500 экз. комаров, блох).

 разработка и внедрение в практику мобильных 
лабораторий, укомплектованных современным вы-
сокотехнологичным оборудованием и отвечающих 
вышеуказанным требованиям, позволит расширить 
спектр, повысить качественный уровень лаборатор-
ных исследований и гарантировать соблюдение тре-
бований биологической безопасности при работе с 
пба в полевых условиях, что в конечном итоге уси-
лит потенциал учреждений роспотребнадзора, обе-
спечивающих санитарно-эпидемиологическое бла-
гополучие населения российской Федерации.

работа выполнена по государственному контрак-

ту № 112-д от 11.06.2009 г. в рамках Федеральной 
целевой программы «национальная система хими-
ческой и биологической безопасности российской 
Федерации (2009–2013 годы)».
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в решении проблемы направленного транспор-
та биологически активных соединений в отдельные 
органы, ткани и клетки макроорганизма значитель-
ная роль отводится нанокапсулам – липосомам как 
контейнерам направленного действия для доставки 
лекарственных средств [1, 3, 14, 21].

способность липосом обеспечивать доставку 
лекарств внутрь клетки предопределяет их успешное 
использование при лечении многих заболеваний, в 
том числе и инфекционных [5, 8, 11, 12, 18, 21]. 

при оценке действия различных липосомальных 
препаратов важно учитывать их способность влиять 
на клеточные и гуморальные факторы иммунитета ма-
кроорганизма, так как липосомы, в первую очередь, 
имеют тропность к клеткам ретикулоэндотелиаль-
ной системы и иммунокомпетентным клеткам [3, 6]. 
компоненты бислойной мембраны липосом при на-
кожном, пероральном и парентеральном путях введе-
ния активно взаимодействуют с клеточными система-
ми макроорганизма и включаются в метаболические 
процессы, вызывая при этом обратимые изменения их 
функционального состояния, а также биохимических 
и цитохимических показателей [9, 10].

однако многие механизмы их влияния на им-
мунную систему организма до конца еще не изучены 
и ограничиваются единичными сообщениями [2, 4]. 

целью данного исследования явилось изучение 
некоторых показателей естественного иммунитета у 
экспериментальных животных при различных путях 
введения (пероральном и внутрибрюшинном) ин-
тактных липосом, мембрана которых была сформи-
рована из фосфолипидов и липидов, выделеных из 
свиного головного мозга, которые были представле-
ны фосфатидилхолином, фосфатидилэтаноламином, 
фосфатидилсерином, фосфатидилинозидом, сфинго-
миелином, цереброзидом и холестерином.

липосомы получали методом встряхивания. 
Формирование липосом, поперечный размер ко-
торых достигал 300–800 нм, контролировали при 

электронно-микроскопическом исследовании. кон-
цен трация липидов в полученном препарате липосом 
составила 35 мг в 1 мл фосфатного буфера, рн 7,2.

для изучения действия липосом на иммунологи-
ческие показатели использовали беспородных белых 
мышей обоих полов массой 18–20 г, выращенных в 
питомнике ставнипчи. экспериментальных жи-
вотных разделили на 4 группы. животным 1-й и 2-й 
групп однократно перорально через зонд вводили по 
1,0 мл 0,85 % NaCl, pH 7,2 (контрольная группа – 50 
мышей) и по 1 мл взвеси липосом (опытная группа – 
50 мышей), 3-й и 4-й группам животных (по 50 мы-
шей) вышеуказанные препараты однократно инъеци-
ровали внутрибрюшинно по 1 мл. 

после декапитации животных исследование им-
мунологических характеристик крови проводили в 
динамике на 5, 7, 14, 21, 28-е сутки после введения 
препаратов. состояние естественного иммунитета 
оценивали по уровню общего комплемента, фагоци-
тарной активности нейтрофилов крови и изучению 
кластеров дифференцировки иммунокомпетентных 
клеток.

реакцию комплемента проводили в 1 % агароз-
ном геле с использованием коммерческого компле-
мента, нативных эритроцитов барана и коммерче-
ской гемолитической сыворотки. диаметр кольца 
лизиса эритроцитов барана учитывали при помощи 
линейки для серологических реакций. лимфоциты 
выделяли в градиенте плотности фиколл-верографин 
[15, 19]. при определении клеток, экспрессирующих 
CD+ антиген, использовали Fits conjugate производ-
ства Coltag laboratories.

для изучения фагоцитарной активности микро-
фагов крови животных использовали тест, основан-
ный на регистрации количества клеток, способных к 
поглощению объектов фагоцитоза. учитывались все 
типы фагоцитирующих клеток (нейтрофилы, эози-
нофилы, моноциты). в качестве объекта фагоцитоза 
использовали пекарские дрожжи, предварительно 
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тщательно отмытые в 0,85 % растворе NaCl, рн 7,2. 
реакцию проводили в спонтанном и индуцированном 
состояниях. для стимуляции полиморфно-ядерных 
лейкоцитов использовали пирогенал коммерческий. 
приготовленные мазки фиксировали в метиловом 
спирте и окрашивали методом романовского-гимза, 
подсчет проводили в 100 клетках.

при выявлении в нейтрофилах крови лизосо-
мальных катионных белков (кб) использовали ме-
тодику в.е.пигаревского [16]. в местах наличия 
кб отмечалось окрашивание гранул в зеленый цвет. 
миелопероксидазу (мпо) в этих же клетках крови 
определяли по методу р.лилли [7]. активность пе-
роксидазы выявлялась в клетках миелоидного ряда в 
виде желтовато-коричневых гранул.

содержание кб и мпо определяли полуколи-
чественным методом с последующим определением 
среднего цитохимического показателя. основой ме-
тода является определение степени интенсивности 
реакции по количеству окрашенного вещества цито-
плазмы.

полученные данные обрабатывали статистиче-
ски по методике и.а.ойвина [13] с определением 
показателей м (средних величин), m (их ошибок) и 
достоверности различий. последний определяли с 
помощью критерия стьюдента. при уровне стати-
стической значимости P<0,05 результаты считались 
достоверными. 

нам представлялось интересным проследить ди-
намику изменения фагоцитарной активности нейтро-
филов, так как нарушение функций нейтрофильных 
гранулоцитов крови, являющихся активными фаго-
цитами, является одной из причин летального исхода 
при бактериальных инфекциях. наоборот, благопри-
ятный исход при многих заболеваниях наблюдается 
в результате выраженного фагоцитарного ответа. 
зависимость фагоцитоза от физического состояния 
организма представляет собой реальную основу для 
использования фагоцитарных реакций в качестве ин-

дикатора для оценки состояния естественного имму-
нитета организма.

в эксперименте изучали факторы естественной 
резистентности организма, включающие фагоцитар-
ную активность нейтрофильных гранулоцитов при 
пероральном и внутрибрюшинном введении экспе-
риментальным животным липосом. в ходе прове-
денных исследований было показано, что уровень 
фагоцитарной активности нейтрофилов крови белых 
мышей в спонтанном и индуцированном состояниях 
при пероральном и внутрибрюшинном введении ин-
тактных липосом был достоверно выше, чем в груп-
пах контрольных животных (р<0,05).

увеличение уровня фагоцитарной активности 
нейтрофилов (рис. 1) как в спонтанном, так и в ин-
дуцированном состоянии у экспериментальных жи-
вотных, по сравнению с показателями контрольных 
групп, отмечали уже на 5-е сутки наблюдения: при 
пероральном введении индуцированный фагоцитоз 
составил (93,0±1,4) %; спонтанный – (90,0±0,4) %; 
контрольные показатели – (91,0±0,4) % и (82,0±2) % 
соответственно; при внутрибрюшинном введе-
нии индуцированный фагоцитоз соответствовал 
(95,0±0,8) %; спонтанный – (94,0±0,8) %; контроль – 
(92,0±0,4) % и (84,0±2) % соответственно.

на 14-е сутки исследования фагоцитарная ак-
тивность нейтрофилов во всех группах животных 
достигала максимальных значений: при перораль-
ном введении липосом в спонтанном состоянии – 
(94,0±1,3) %; в индуцированном – (98,0±1,5) %; у 
контрольной группы – (86,0±2) % и (90,0±3,7) % соот-
ветственно. при внутрибрюшинном введении липид-
ных везикул в спонтанном состоянии – (95,0±0,8) %; 
в индуцированном – (99,0±2) %; контрольная группа 
в спонтанном состоянии – (87,0±3) %; в индуциро-
ванном – (92,0±0,6) %.

к 21–28-м суткам наблюдения во всех группах 
животных отмечали незначительное снижение уров-
ня фагоцитарной активности нейтрофилов. однако, 
по сравнению с величинами контрольных групп, по-
казатели были выше: при пероральном введении ли-
посом показатель индуцированного фагоцитоза соот-
ветствовал (95,0±1,8) %; спонтанного – (92,0±1,1) %; 
показатели контроля – (92,0±2,5) % и (85,0±3) % со-
ответственно. при внутрибрюшинном введении ли-
посом – (96,0±0,4) % (индуцированный фагоцитоз), 
(92,0±0,1) % (спонтанный фагоцитоз). контрольные 
группы животных имели показатели – (92,0±0,8) % и 
(86,0±2) % соответственно.

в литературе имеются данные об использова-
нии изменений показателей функционально-мета-
болической активности нейтрофилов для диагно-
стики иммунологического статуса макроорганизма, 
оценки тяжести протекающих в организме бакте-
риальных и вирусных инфекций [17]. при оценке 
функционально-метаболических изменений в ней-
трофилах крови экспериментальных животных были 
использованы цитохимические методы исследования 
и изучены наиболее важные представители микро-

рис. 1. изменение фагоцитарной активности нейтрофилов 
крови животных при разных путях введения  

интактных липосом
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бицидной системы, непосредственно участвующие в 
стадии киллинга фагоцитированных объектов – кб 
и мпо.

динамика изменения активности исследуе-
мых цитохимических показателей была следующей 
(рис. 2). при пероральном и внутрибрюшинном 
введениях липосомального препарата отмечали до-
стоверное (р<0,05) увеличение количественного со-
держания кб и мпо в нейтрофилах крови по срав-
нению с аналогичными показателями в контрольных 
группах животных.

при пероральном введении интактных липосом 
на 5-е сутки наблюдения содержание кб (1,12±0,04) и 
активность мпо (0,99±0,06) превышали показатели 
контрольной группы (0,81±0,07 и 0,94±0,03 соответ-
ственно). содержание кб при пероральном способе 
введения достоверно повышалось на 7–14-е сутки – 
1,18±0,06; мпо на 21–28-е сутки – 1,21± 0,12. при 
внутрибрюшинном введении препарата максималь-
ное содержание кб (1,19±0,04) и активность мпо 
(1,12±0,07) отмечали в ранние сроки наблюдения – 
на 5-е сутки, что достоверно (р<0,05) превышало 
данные контрольных групп (0,85±0,04 и 0,96±0,04 
соответственно). в последующие сроки наблюдения 
с 7-х до 28-х суток эти показатели в опытных груп-
пах имели тенденцию к снижению (кб – 0,9±0,03; 
мпо – 0,99±0,03), однако превышали данные кон-
трольных групп животных.

в эксперименте изучали уровень общего ком-
племента в сыворотке крови белых мышей. введение 
интактных липидных везикул как при пероральном, 
так и при внутрибрюшинном поступлении в орга-
низм сопровождалось повышением уровня общего 
комплемента в сыворотке крови во все сроки наблю-
дения по сравнению с показателями у контрольной 
группы (таблица). максимальные числовые значе-
ния общего комплемента определялись на 5-е сутки 
после введения липосом при всех путях введения 

(298,0±22 – пероральное; 240,0±21 – внутрибрюшин-
ное). в последующие сроки исследования, начиная с 
7-х суток и до конца эксперимента (28-е сутки), про-
слеживалась тенденция к постепенному снижению 
уровня исследуемого показателя (220,0±22 – перо-
ральное; 198,0±11 – внутрибрюшинное), однако до 
конца эксперимента искомый показатель статистиче-
ски значимо превышал данные в контрольной группе 
(р<0,05).

в ходе проведенного эксперимента было выяв-
лено, что введение животным интактных липосом 
сопровождалось увеличением количества клеток, 
экспрессирующих сD3 антиген. на 5-е сутки на-
блюдения количество сD3+ клеток при пероральном 
введении препарата соответствовало (38,0±2,6) %; 
при внутрибрюшинном – (42,0±2,4) %; контрольные 
группы – (38,0±1,6) % и (39,0±0,8) % соответственно. 
как следует из данных таблицы, максимальные пока-
затели выявлялись на 14-е сутки от начала опыта, за-
тем происходило постепенное снижение до значений 
(38,0±3,8) % и (40,0±1,2) % соответственно. через 
28 сут от начала введения липидных везикул при раз-
ных путях их поступления количество сD3+ клеток 
достоверно не отличалось от данных контрольных 
групп животных (р>0,05).

при изучении уровня динамики изменений ко-
личества сD4+ клеток в крови животных установ-
лено, что при пероральном введении в их организм 
липосом колебания показателей сD4+ клеток носили 
волнообразный характер со снижением их уровня в 
более отдаленные сроки опыта (28-е сутки) до показа-
телей в контрольной группе животных – (22,0±1,9) % 
и (22,0±1,2) % соответственно. при внутрибрюшин-
ном введении количество сD4+ клеток имело тен-
денцию к постепенному снижению к окончанию 
эксперимента, однако к 28-м суткам контрольные 
величины оставались ниже по сравнению с данны-
ми в опытной группе – (23,0±1,4) % и (24,0±1,2) % 
соответственно (р>0,05). максимальное количество 
сD4+ клеток при пероральном и внутрибрюшинном 
введениях отмечалось на 5-е сутки от начала опыта – 
(32,0±1,2) %.

динамика изменения в крови эксперименталь-
ных животных сD8α+ клеток при разных способах 
введения фосфолипидных везикул носила волноо-
бразный характер. на 5-е сутки исследования пока-
затели имели максимальное значение – (25,0±1,5) % 
(пероральное введение), (23,5±1,2) % (внутрибрю-
шинное введение). на 7-е сутки отмечали тенденцию 
к снижению количества сD8α+ клеток до (19,0±1) % 
при пероральном способе введения по сравнению с 
результатами контрольной группы – (20,0±1,3) %. 
к 14-м суткам наблюдения исследуемые показатели 
незначительно увеличивались, а к 21-м суткам – по-
нижались вновь. к концу опыта при пероральном 
введении препаратов в группе контрольных живот-
ных количество сD-8α+ клеток в крови было выше – 
(20,0±1,3) %, чем в опытной – (19,8±1,1) %. при вну-
трибрюшинном поступлении препарата к окончанию 

рис. 2. динамика цитохимических показателей крови  
животных при разных путях введения интактных липосом
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эксперимента количество сD8α+ клеток значимо не 
отличалось от данных контрольных групп (таблица). 
однако во всех опытных группах введение липид-
ных везикул не сопровождалось достоверным увели-
чением количества клеток, экспрессирующих сD-8α 
антиген, по сравнению с контрольными величинами 
(р >0,05).

из данных таблицы следует, что при пероральном 
и внутрибрюшинном введении липосом на 5-е сутки 
наблюдения отмечали достоверное снижение в кро-
ви экспериментальных животных количества сD19+ 
клеток до (14,0±0,4) % и (11,0±0,8) % по сравнению 
с результатами, полученными от контрольных групп 
животных (р<0,05). на 14–28-е сутки наблюдений 
при пероральном введении препарата уровень иссле-
дуемых величин находился в пределах контрольных 
показателей, при внутрибрюшинном поступлении 
липосом максимальное количество сд19+ клеток 
регистрировалось на 7-е сутки опыта – (22,0±0,6) %, 
в последующие сроки эксперимента полученные 
результаты недостоверно превышали показатели в 
контрольной группе. начиная с 14-х суток, во всех 
опытных группах цифровые значения сD19+ кле-
ток статистически недостоверно превышали данные 
контроля (р>0,05).

таким образом, независимо от способа введения 
(пероральное и внутрибрюшинное) эксперементаль-
ным животным фосфолипидных липосом, они ока-
зывали стимулирующие действие на иммунокомпе-
тентные клетки, регистрируемое до 28-х суток (срок 
наблюдения). в связи с этим можно предположить, 
что к этому моменту ферментные системы нейтро-
филов оставались в активном состоянии. при этом 
статистически достоверно увеличивался уровень 
фагоцитарной активности нейтрофилов перифери-
ческой крови белых мышей в спонтанном и индуци-
рованном состояниях с одновременным повышени-
ем активности микробицидных систем (кб и мпо) 
нейтрофилов крови животных, непосредственно уча-
ствующих в стадии киллинга фагоцитирующих объ-
ектов, что указывает на присутствие иммуномодули-
рующего эффекта липосом.

в ходе проведенных исследований также пока-
зано, что липидные везикулы при однократном пе-
роральном и внутрибрюшинном введении повышали 
в крови экспериментальных животных уровень не-
которых клеточных (сD3+ и сD4+) и гуморальных 
(комплемент) факторов иммунитета на длительный 
срок (28 сут), однако не оказывали заметного влия-
ния на количественный уровень сD8α+ и сD19+ 
клеток. при внутрибрюшинном введении липосом 
изменение исследуемых в эксперименте показателей 
происходило в более ранние сроки, по сравнению с 
пероральным их поступлением, и носило более вы-
раженный характер.
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в последние годы накоплены многочисленные 
данные, свидетельствующие о способности бакте-
рий осуществлять координированную деятельность, 
наличие которой раньше считалось прерогативой 
многоклеточных организмов [19]. взаимодействие 
отдельных клеток в бактериальной популяции не-
обходимо для ее выживания в меняющихся экологи-
ческих условиях, а также для установления симбио-
тических или паразитических взаимоотношений с 
многоклеточными организмами – животными и рас-
тениями [45]. 

координированная деятельность клеток и по-
стоянный обмен информацией между бактериями в 
популяции осуществляется с помощью специализи-
рованных химических молекул – аутоиндукторов, на-
званных так из-за способности стимулировать свой 
собственный синтез [12]. сигнальные молекулы – 
автоиндукторы свободно диффундируют через кле-
точные мембраны и обеспечивают условия, при ко-
торых клетка приобретает способность реагировать 
на любое изменение внутриклеточной концентрации 
этих веществ и включать или выключать те или иные 
группы генов. в целом это явление получило назва-
ние quorum sensing, поскольку оно отражает способ-
ность бактерий контролировать экспрессию генов и 
синхронизировать поведение клеток при достиже-
нии определенного размера популяции (достижение 
«quorum») [12]. система quorum sensing регулирует 
целый ряд активностей у различных бактерий, в том 
числе образование биопленок, биолюминесценцию, 
перенос плазмид, синтез антибиотиков, споруляцию, 
экспрессию генов вирулентности [1, 2, 7].

к настоящему времени способность к межкле-
точной кооперации обнаружена более чем у 50 раз-
личных видов микроорганизмов, а количество генов, 
контролируемых системой quorum sensing, у различ-
ных бактериальных видов составляет от 5 до 25 % от 
общего числа генов [17]. система quorum sensing хо-
рошо изучена у бактерий родов Vibrio, Pseudomonas, 
Enterobacter и других. в то же время сведения о 
функционировании этих систем у патогенных иер-
синий весьма немногочисленны и противоречивы. 
в связи с этим целью настоящего обзора явилось 
рассмотрение ключевых элементов системы quorum 

sensing у грамотрицательных бактерий и обобщение 
данных литературы об особенностях функциониро-
вания системы межклеточной коммуникации у трех 
патогенных иерсиний – Y. entero co li ti ca, Y. pseudotu-
berculosis и Y. pestis.

основными элементами системы quorum sens-
ing грамотрицательных бактерий являются: аутоин-
дукторы; ферменты, ответственные за синтез ауто-
индукторов (белки семейства LuxI), и регуляторы 
транскрипции (белки семейства LuxR), активность 
которых модулируется самой молекулой аутоиндук-
тора (рис. 1) [14].

Аутоиндукторы грамотрицательных бакте-
рий. у грамотрицательных бактерий наиболее рас-
пространенными аутоиндукторами являются низко-
молекулярные химические вещества, относящиеся 
к классу ацильных производных лактона L-го мо се-
рина (агл), иногда обозначаемых как аи-1 (ауто-
индуктор-1). эти сигнальные молекулы содержат в 
своем составе консервативное пятичленное гомосе-
ринлактоновое кольцо и присоединенную к нему че-
рез амидную связь вариабельную ацильную боковую 
цепь (рис. 2) [30]. 

молекулы агл, синтезируемые различными 
бактериальными видами, варьируют по длине цепи и 
наличию или отсутствию различных радикалов при 
третьем атоме углерода в боковой цепи. такие струк-
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рис.1. схематическое представление системы quorum sensing  
у грамотрицательных бактерий: 

АГЛ – ацилгомосеринлактон, LuxI – фермент ацилгомосерин-синтаза, 
Lux R – регулятор транскрипции [14]
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турные различия молекул агл обеспечивают узнава-
ние бактериями собственных сигнальных молекул и 
их дифференциацию от чужеродных агл [25]. 

показано, что бактерии синтезируют как корот-
коцепочечные агл (4–8 атомов углерода в ацильной 
группе), свободно диффундирующие через клеточ-
ную мембрану, так и длинноцепочечные агл (10–18 
углеродных атомов), которые встраиваются в мем-
брану клетки [13, 31]. патогенные бактерии, способ-
ные к существованию в нескольких экологических 
нишах, продуцируют различные агл, отличающие-
ся по своей структуре [46].

помимо участия в функционировании системы 
quorum sensing, агл могут непосредственно влиять 
и на поведение клеток эукариотических организмов, 
в частности, регулируя образование цитокинов, яв-
ляющихся модуляторами иммунного ответа [32].

АГЛ-синтазы семейства LuxI. основным 
классом ферментов, ответственных за синтез агл у 
грамотрицательных бактерий, являются белки, при-
надлежащие к семейству LuxI [23]. система quorum 
sensing впервые обнаружена у морских бактерий 
Vibrio fisheri, у которых она определяет интенсив-
ность биолюминесценции клеток. по названию 
ключевых элементов lux-регулона – luxI и luxR в на-
стоящее время все подобные системы относят к типу 
«luxI-luxR» [13].

для синтеза сигнальных молекул агл-синтазы 
используют S-аденозинметионин и продукты ли-
пидного метаболизма [30]. отличительной особен-
ностью белков этого семейства (описано свыше 100 
белков) является наличие в их молекуле одинако-
вой последовательности из десяти аминокислотных 
остатков в аминотерминальной части белка [14]. 
вариабельность последовательности других участ-
ков молекулы определяет специфичность действия 
агл-синтаз у различных микроорганизмов [44].

Регуляторы транскрипции генов-мишеней 
quorum sensing. регуляция экспрессии различных 
бактериальных генов системой quorum sensing осу-
ществляется через белки семейства LuxR, которые 
активируются при связывании с молекулой аутоин-
дуктора. белки типа LuxR содержат два функциональ-
ных домена. аминотерминальный (N-терми наль ный) 
домен обеспечивает связывание с молекулой агл, а 
карбокситерминальный (C-терми наль ный) домен, 
который составляет две трети длины всей полипеп-
тидной цепи, содержит участок связывания с днк 
(рис. 3) [28]. 

связывание агл приводит к конформационным 
изменениям молекулы LuxR и димеризации белка, 

что является необходимым для прикрепления регу-
лятора к промоторному участку гена-мишени [42, 
35]. белки семейства LuxR взаимодействуют с двух-
цепочечной днк в сайте, получившем название «lux 
box», и имеющем сходное строение у разных видов 
бактерий. он представляет собой палиндромные по-
следовательности днк размером 20 п.н., располо-
женные примерно на расстоянии 40 п.н. от начала 
транскрипции гена-мишени [11].

большинство белков семейства LuxR являются 
активаторами. в этом случае N-терминальный домен 
в отсутствие агл маскирует C-терминальный днк, 
связывающий домен регулятора. присоединение 
молекулы агл к активатору индуцирует конформа-
ционные изменения, приводящие к активированию 
днк-связывающего домена, прикреплению рнк-
полимеразы к промотору и транскрипции генов-
мишеней (рис. 3) [33, 35, 42]. 

однако некоторые белки типа LuxR являются 
репрессорами, у которых в отсутствие агл с-тер-
ми нальный домен в комплексе с днк выполняет ре-
прессорные функции. присоединение молекулы агл 
к N-терминальному домену приводит к димеризации 
молекулы и диссоциации комплекса репрессор-днк 
(рис. 3) [24].

гены, кодирующие гомологи LuxR и LuxI, могут 
быть расположены на хромосоме или мобильных ге-
нетических элементах (плазмиды и транспозоны) и 
часто локализованы вблизи друг друга [17].

кроме специфических для грамотрицательных 
бактерий сигнальных молекул класса агл, у мно-
гих из них выявлен неспецифический аутоиндук-
тор – аи-2, действующий как универсальный сигнал 
quorum sensing, обеспечивающий межвидовые взаи-
модействия бактерий. он найден как у грамположи-
тельных, так и грамотрицательных бактерий [40]. по 
химическому строению аи-2 является производным 
фуранозидов, его продукция контролируется геном 
luxS. распознавание аи-2 осуществляет двухкомпо-
нентная система LuxP/LuxQ, которая запускает ка-
скад фосфорилирования, что приводит к изменению 
транскрипции генов-мишеней [47]. Функ ция систе-
мы quorum sensing, сигнальной молекулой которых 
является аи-2, для многих бактерий остается невы-
ясненной [7]. 

в качестве сигнальных молекул могут выступать 
4-хинолоны, жирные кислоты и их эфиры, а также 
ряд других соединений, каждое из которых является 
специфичным для отдельных видов бактерий [17].

рис. 2. общая структура молекулы ацилгомосеринлактона:
Х – возможные замены (H, OH или O) при третьем атоме углерода в 
боковой цепи; n – количество атомов углерода в боковой цепи [30]

рис. 3. схема, представляющая структурные модификации, 
возникающие в результате связывания агл с активаторными 

или репрессорными белками семейства LuxR [24]
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у большинства патогенных бактерий система 
quorum sensing участвует в модулировании экспрес-
сии генов, необходимых для существования бакте-
рий в организме хозяина [46]. координированная 
экспрессия факторов вирулентности всеми клетками 
бактериальной популяции позволяет возбудителю 
выживать в организме хозяина и успешно преодоле-
вать систему защиты макроорганизма [37]. 

наличие системы quorum sensing выявлено и 
у патогенных видов рода Yersinia – Y. enterocolitica, 
Y. pseu dotuberculosis и Y. pestis. в их геноме обна-
ружены гены, кодирующие белки-гомологи LuxI и 
LuxR, а в клеточных супернатантах этих возбудите-
лей выявлены различные агл [3, 38, 41].

у всех трех патогенных видов иерсиний система 
quorum sensing изучена недостаточно. тем не менее, 
выявлено наличие одной агл-за ви си мой системы y 
Y. enterocolitica и по две системы у Y. pseudotubercu-
losis и Y. pestis [5]. 

Система quorum sensing у возбудителя кишеч-
ного иерсиниоза. первым видом иерсиний, у кото-
рого обнаружена система quorum sensing, является 
возбудитель кишечного иерсиниоза Y. en te ro colitica. 
при выяснении функциональной роли системы quo-
rum sensing у возбудителя кишечного иерсиниоза 
было установлено ее влияние на способность клеток 
Y. enterocolitica к активному движению, которое не-
обходимо на начальных этапах развития энтеропато-
генной инфекции для обеспечения контакта с клет-
ками кишечного эпителия и проникновения в них 
[49]. данные об участии системы quorum sensing в 
патогенезе кишечного иерсиниоза подтверждены 
фактом выявления аутоиндукторов из группы гомо-
серинлактонов в тканях мышей, зараженных виру-
лентным штаммом Y. entero co litica 0:8 серогруппы, 
что свидетельствует о функционировании системы 
во время развития инфекционного процесса, вызы-
ваемого этим микробом [18]. 

в клетках Y. enterocolitica выявлено два типа 
аутоиндукторов из группы гомосеринлактонов, ко-
торые идентифицированы как 3-окси-C6-гсл и C6-
гсл, причем их соотношение в клетке составляет 1:1 
[41]. установлено наличие двух генов, участвующих 
в реализации межклеточной коммуникации [38, 41]. 
продукт одного из этих генов, обозначенного как 
yenI, обладает гомологией с генами белков семейства 
LuxI и является агл-синтазой, тогда как второй ген – 
yenR детерминирует синтез регуляторного белка, 
принадлежащего к семейству LuxR. последующий 
анализ нуклеотидной последовательности генома 
штамма Y. enterocolitica 8081, представленного в базе 
данных NCBI GenBank, показал, что YenI является 
единственным гомологом LuxI, что подтверждает 
предположение о наличии у возбудителя кишечно-
го иерсиниоза только одной системы quorum sensing 
[5]. инактивация гена yenI приводит к прекращению 
синтеза агл клетками Y. enterocolitica. дальнейшими 
исследованиями показано, что YenI, помимо двух 
короткоцепочечных молекул, обеспечивает синтез 

и длинноцепочечных молекул агл, в которых чис-
ло атомов углерода в боковых цепях составляет 10, 
12 и 14 [5]. длинноцепочечные агл обладают силь-
ной воспалительной и иммуномодулирующей ак-
тивностью, а также способны непосредственно воз-
действовать на стенки кровеносных сосудов [36]. в 
культуральных супернатантах клеток Y. enterocolitica 
обнаружен и неспецифический аутоиндуктор аи-2, 
а в геноме – наличие гена luxS, детерминирующего 
синтез этой молекулы [26].

по данным S. Atkinson et al. [4], мутация по гену 
yenI (агл-синтаза) не влияет на экспрессию генов 
yenR (регулятор транскрипции), flhDC (главный ре-
гулятор жгутикового оперона) и fliA (регулятор экс-
прессии белков, участвующих в формировании жгу-
тиков и хемосенсорной системы). однако в клетках, 
дефектных по гену агл-синтазы yenI, отсутствует 
основной структурный белок жгутиков – флагеллин 
FleB, что свидетельствует о влиянии системы quorum 
sensing на синтез этого компонента жгутикового ап-
парата [2]. установлено, что регуляция гена fleB си-
стемой quorum sensing осуществляется как на транс-
ляционном, так и на посттрансляционном уровне. 
высказано предположение, что регуляция на уровне 
гена fleB через агл-зависимую систему представля-
ет собой эффективный механизм контроля секреции 
белков жгутикового аппарата, обеспечивающих коло-
низацию бактериями тканей организма хозяина [4].

для целого ряда бактерий установлена связь 
между образованием жгутиков и способностью к 
формированию биопленки, поскольку штаммы, об-
ладающие сниженной подвижностью, дефектны по 
образованию биопленки [16, 22]. однако у Y. entero-
co litica не выявлено зависимости формирования 
биопленки от функционирования генов luxS и yenI, 
определяющих синтез аутоиндукторов агл и аи-2 
[20]. возможно, что у Y. enterocolitica образование 
биопленки не находится под контролем системы quo-
rum sensing.

Системы quorum sensing Yersinia pseudotu-
berculosis. при изучении системы quorum sensing у 
другого патогенного вида рода Yersinia – Y. pseu do-
tu berculosis – было выявлено наличие, по меньшей 
мере, 24 различных молекул аутоиндукторов (агл) 
с боковыми цепями, содержащими от 4 до 15 атомов 
углерода [29]. однако подавляющее большинство 
этих соединений присутствуют в клетке в количестве 
менее 1 % от общего числа молекул агл и, следова-
тельно, они не могут играть значительную роль в осу-
ществлении межклеточной коммуникации у возбу-
дителя псевдотуберкулеза (рис. 4) [29]. наибольшее 
биологическое значение из обнаруженных соедине-
ний имеют молекулы агл с 6 и 8 атомами углерода 
в боковых цепях (рис. 4) [29], что подтверждается их 
высоким содержанием в бактериальной клетке.

две из обнаруженных сигнальных молекулы 
идентичны аутоиндукторам, выявленным у Y. en-
terocolitica (3-окси-с6-гсл и с6-гсл), а молекула 
3-oxo-C7-агл выявлена только у Y. pseudotubercilo-
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sis и отсутствует у других бактерий [5]. высказано 
предположение, что способность к синтезу широкого 
спектра агл с различной длиной ацильной боковой 
цепи обеспечивает возбудителю псевдотуберкулеза 
большие преимущества при адаптации к изменяю-
щимся условиям внешней среды [39]. 

при сравнении профилей агл при различных 
температурах культивирования Y. pseudotubercilosis 
было установлено, что наибольший уровень про-
дукции этих молекул наблюдается при температуре 
22 °с. он существенно ниже при 28 °с и почти от-
сутствует при 37 °с. различия в синтезе агл у воз-
будителя псевдотуберкулеза не зависят ни от актив-
ности агл-синтаз, ни от доступности субстратов 
для их действия, а определяются чувствительностью 
лактонового кольца молекулы агл к изменению кис-
лотности окружающей среды [48].

в функционировании системы quorum sensing 
у возбудителя псевдотуберкулеза, как и у других 
грамотрицательных бактерий, важную роль играют 
белки семейства LuxR/I. однако в отличие от Y. ente-
rocolitica, возбудитель псевдотуберкулеза содержит 
две пары LuxR/I гомологов, обозначенных как YpsR/I 
и YtbR/I [3]. 

показано, что обе синтазы – YpsI иYtbI принима-
ют участие в образовании молекул аутоиндукторов, 
поскольку мутации в любом из генов агл-синтаз – 
ypsI или ytbI приводят к прекращению синтеза мо-
лекул аутоиндукторов. установлено, что экспрессия 
обеих систем quorum sensing Y. pseu do tu ber culosis 
(YpsR/I и YtbR/I) взаимосвязана и осуществляется 
по иерархическому принципу. так, гены ypsRI осу-
ществляют негативную собственную регуляцию и в 
то же время позитивно регулируют экспрессию ге-
нов ytbRI. система ytbRI, в свою очередь, позитивно 
регулирует собственную экспрессию на уровне генов 
ytbI и ytbR, но не влияет ни на экспрессию гена ypsR, 
ни на ypsI (рис. 5) [6].

установлено, что обе системы quorum sensing у 
возбудителя псевдотуберкулеза участвуют в прояв-
лении ряда фенотипических признаков, в том числе 
способности к клеточной агрегации и подвижно-
сти, обусловленной наличием жгутиков (рис. 5) [6]. 

контроль подвижности осуществляется путем изме-
нения экспрессии генов flhDC и fliA – главных регуля-
торов жгутикового оперона. агл, синтезируемые при 
участии белка YtbI, играют двойную роль, активируя 
flhDC (в комплексе с белком YpsR), но репрессируя 
ген fliA (в комплексе с белками YtbR и YpsR). утрата 
функциональной активности гена flhDC приводит 
к значительному снижению плавательной актив-
ности клеток Y. pseudotu ber cu lo sis. таким образом, 
полученные данные указывают на функциональное 
взаимодействие двух систем quorum sensing у возбу-
дителя псевдотуберкулеза, которое модулирует пла-
вательную активность клеток посредством контроля 
главных регуляторных генов жгутикового оперона.

изменение функции гена flhDC приводит к сни-
жению не только подвижности, но и способности к 
образованию биопленки на различных поверхностях 
[43]. о наличии взаимосвязи между системой quo-
rum sensing Y. pseudotuberculosis и способностью к 
образованию биопленки свидетельствует тот факт, 
что на биотической поверхности клетки «дикого» 
типа образуют биопленку через 24 часа, а двойные 
мутанты ypsI/ytbI и ypsR/ytbR такой способностью не 
обладают [5]. 

по-видимому, у Y. pseudotuberculosis образова-
ние биопленки находится под контролем двух систем 
quorum sensing, в отличие от Y. enterocolitica, для ко-
торого взаимосвязи между системой quorum sensing 
и образованием биопленки не обнаружено [20]. 

Система quorum sensing у возбудителя чумы. 
третий патогенный представитель рода Yersinia – 
возбудитель чумы – отличается от других патоген-
ных иерсиний тем, что он является возбудителем 
кровяной инфекции, которая передается через укус 
инфицированной блохи и существенно отличается 
по эпидемическим проявлениям от болезней, вызы-
ваемых Y. enterocolitica и Y. pseudotuberculosis. тем 
не менее, возбудитель чумы, как и псевдотуберкулез-
ный микроб, обладает двумя парами LuxR/I гомоло-
гов, кодируемых генами, получившими обозначение 

рис. 4. схема, иллюстрирующая соотношение количества  
различных агл, синтезируемых возбудителем  

псевдотуберкулеза [29]

рис. 5. модель регуляторного каскада, связанного с ypsRI и yt-
bRI генами quorum sensing и их воздействием на подвижность 

Y. pseudotuberculosis [6]
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ypeR/I и yepR/I, которые на 99 % идентичны соответ-
ствующим генам Y. pseudotuberculosis [3, 10].

установлено, что каждый из LuxR и LuxI гомо-
логов, выявленных у иерсиний, обладает значитель-
ным сходством друг с другом. генетические локусы 
организованы сходным образом и так, что гены гомо-
логов LuxR и LuxI транскрибируются конвергентно 
и частично совпадают на участках от 8 до 20 пар ну-
клеотидов (рис. 6) [34, 38]. кроме того, у возбудителя 
чумы, как и у других патогенных иерсиний, обнару-
жен ген luxS, детерминирующий синтез аутоиндук-
тора аи-2, который на 89 % идентичен аналогичным 
генам, выявленным у других представителей семей-
ства Enterobacteriaceae [6].

клетки Y. pestis, как Y. enterocolitica и Y. pseu do-
tuberculosis, синтезируют короткоцепочечные (6 и 8 
атомов углерода в составе ацильной боковой цепи) 
и длинноцепочечные (10–14 атомов углерода) агл 
[8, 21]. 

сведения об участии системы quorum sensing в 
процессах жизнедеятельности клеток Y. pestis крайне 
незначительны. по данным S.Swift et al. [38], гены 
ypeI и ypeR не участвуют в экспрессии таких факто-
ров вирулентности как V-антиген, pH6 ан ти ген, акти-
ватор плазминогена и липополисахарид. однако во-
прос об участии системы quorum sensing в регуляции 
экспрессии факторов вирулентности возбудителя 
чумы остается до конца не выясненным, поскольку 
в 2009 г. H.Gelhaus et al. показали, что внесение в 
среду культивирования Y. pestis аутоиндукторов с8- 
и oxo-с8-агл приводит к подавлению экспрессии 
гена lcrV и снижению продукции соответствующего 
белка. кроме того, выявлено еще 14 генов системы 
секреции III типа, транскрипция которых существен-
но снижается под воздействием агл, в то время как 
44 гена этого аппарата секреции подвержены воздей-
ствию этих сигнальных молекул в меньшей степени.

о возможном влиянии системы quorum sensing 
на факторы патогенности возбудителя чумы свиде-
тельствует тот факт, что титры антител к фракции I, 
рн6 антигену, каталазе, образуемых в ответ на введе-
ние кроликам штамма, мутантного по системе quorum 
sensing, ниже, чем титры, индуцируемые штаммом 
«дикого» типа. это позволило высказать предполо-
жение, что экспрессия этих белков у Y. pestis все же 
контролируется системой quorum sensing [9]. кроме 
того, показано, что система quorum sensing возбуди-
теля чумы прямо или косвенно регулирует синтез 
сериновой протеазы HtrA, являющейся глобальным 
регулятором ответа на стрессорные воздействия. 

этот фермент отсутствовал в клетках, дефектных по 
системе межклеточной коммуникации, что приводи-
ло к повышению чувствительности бактерий к окис-
лительному стрессу [9, 27]. при изучении течения 
чумной инфекции у мышей наблюдали увеличение 
продолжительности жизни животных, зараженных 
мутантными по системе quorum sensing вариантами, 
по сравнению с родительским штаммом. так, при за-
ражающей дозе 104 кое средняя продолжительность 
жизни мышей повысилась от 5,4 (для животных, за-
раженных родительским штаммом) до 6,7 дней (для 
мышей, инфицированных ypeR мутантом) [38].

также установлено, что мутанты по генам ypeI/R, 
ypsI/R и luxS обладают сниженной способностью к 
образованию биопленки по сравнению с родитель-
скими штаммами, что позволяет предположить уча-
стие системы quorum sensing в формировании био-
пленки у возбудителя чумы [8]. 

суммируя представленные литературные дан-
ные можно сделать заключение, что плотность бак-
териальной популяции является важным параметром 
жизнедеятельности клеток, который патогенные иер-
синии используют при адаптации к существованию 
в различных экологических условиях. для всех трех 
патогенных иерсиний установлено опосредованное 
действие системы quorum sensing на их патогенные 
свойства. у Y. pseudotuberculosis и Y. enterocolitica 
это влияние проявляется через воздействие на жгу-
тиковый аппарат, функционирование которого не-
обходимо для эффективного развития энтеропато-
генных инфекций. у Y. pestis система quorum sens-
ing, по-видимому, участвует в регуляции экспрессии 
некоторых факторов вирулентности, необходимых 
для инфицирования организма хозяина, а также об-
разования биопленки (чумного блока) в желудочно-
кишечном тракте насекомого-переносчика и, следо-
вательно, для эффективной трансмиссии возбудите-
ля. однако воздействие системы quorum sensing на 
процессы жизнедеятельности патогенных бактерий 
рода Yersinia изучено далеко не достаточно и требует 
проведения дальнейших разносторонних исследова-
ний.

работа поддержана грантами рФФи №№ 07-04-
00100, 08-04-00731.
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со времени публикации последней монографии 
по чуме [5], в которой приведены рекомендации по 
выбору питательных сред для диагностики заболе-
вания, прошло уже более 10 лет. еще старше моно-
графия н.и.николаева [14], содержащая подробное 
описание питательных сред для диагностики, вы-
деления и дифференциации возбудителя чумы. ряд 
сред, приведенных в книге, до сих пор находятся на 
вооружении исследователей. но за это время появи-
лись и новые среды, и новые рекомендации по ис-
пользованию уже известных. 

для диагностики чумы используют как жидкие, 
так и агаризованные питательные среды. основная 
их роль – поддерживать рост возбудителя при выде-
лении его из патологического материала или из объ-
ектов окружающей среды. питательные среды также 
необходимы для дифференциации патогена и для на-
копления его биомассы при проведении дальнейших 
молекулярно-биологических или генетических ис-
следований. питательные среды используют в про-
изводстве вакцин и при изучении биохимических 
свойств микроба.

основное требование, предъявляемое к пита-
тельным средам, – это способность обеспечивать про-
явление типичных культурально-морфологических 
свойств возбудителя заболевания.

Возбудитель чумы – Yersinia pestis – короткая, 
прямая, с закругленными концами палочка длиной 
1–3 мкм и шириной 0,3–0,7 мкм. отличается боль-
шим полиморфизмом. спор не образует. в организме 
животных и людей и на сывороточном или кровяном 
агаре при температуре 37 °с обычно образует капсу-
лу. грамотрицательна. кислотоустойчивостью не об-
ладает. не имеет жгутиков и не обладает активной 
подвижностью [5].

в связи с относительной неприхотливостью 
растет на синтетических средах с аминокислотами 
(в качестве источников азота) и ферментируемыми 
углеводами. в витаминах и азотистых основаниях, 
как правило, не нуждается. однако аминокислотные 
потребности у штаммов из разных природных очагов 
сильно варьируют. кроме того, они могут меняться в 
зависимости от температуры культивирования. 

Y. pestis – факультативный анаэроб. для роста из 
небольших посевных доз на плотных средах нужда-
ется в понижении окислительно-восстано ви тель ного 
потенциала, достигаемом, в частности, за счет добав-
ления сульфита натрия, крови или гемина. на жид-
ких средах хорошо развивается при аэрации. 

оптимум температуры роста – 26–28 °с. может 
расти на искусственных средах при температуре от 
-2 °с до +45 °с, в диапазоне рн от 5,0 до 9,6. оптимум 
рн – 7,2–7,6; вместе с тем при pH 6,6–8,0 наблюдает-
ся достаточно хороший рост микроба [47].

на поверхности агара сначала образует про-
зрачные колонии в виде «битого стекла» и «кружев-
ных платочков», а затем вырастает в виде блестящих, 
серовато-белых, полупрозрачных колоний с выпуклым 
мелкозернистым центром и плоским, кружевным, 
«фестончатым» краем (R-форма). в англоязычной 
литературе колонии описывают как «кованый металл 
или медь» («hammered cooper»), которые при старении 
приобретают вид «глазуньи» («fried egg») [40].

при температуре 26–28 °с колонии суховаты, а 
выросшие при температуре 37 °с, имеют блестящую 
маслянистую консистенцию. по мере старения центр 
их становится более грубым, менее прозрачным и 
приобретает коричневатый оттенок. 

на кровяном агаре чумной микроб растет в виде 
полупрозрачных серовато-белых колоний, обычно 
очень мелких, трудно различимых через 24 ч. после 
48 ч инкубации размер колоний увеличивается до 
1–2 мм. они приобретают цвет от серовато-белого 
до желтого и теряют прозрачность. вокруг колоний 
иногда наблюдаются зоны гемолиза.

через 48 ч инкубации при температуре 37 °с ко-
лонии на кровяном агаре не имеют хорошо выражен-
ной кружевной периферии. 

в бульоне обычно образует хлопьевидный или 
порошковидный, легко распадающийся при встряхи-
вании осадок, жидкость над ним остается прозрач-
ной. часто образует нежную пленку, в старых культу-
рах от нее вглубь среды могут отходить нити – «ста-
лактиты».

как видно из приведенных выше фактов, чум-
ной микроб не предъявляет особых требований ни к 
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условиям культивирования, ни к питательным сре-
дам.

Питательные среды для культивирования 
чумного микроба. эти среды, не содержащие селек-
тивных добавок, пригодны для наращивания био-
массы штаммов и выделения Y. pestis из клиническо-
го материала, который обычно бывает стерильным 
(кровь, лимфатическая жидкость, бубонное содержи-
мое, спинно-мозговая жидкость), или из биопробных 
животных, из которых ожидается рост чистой куль-
туры.

в литературе приведены прописи большого 
количества питательных сред данного назначения, 
основными компонентами которых являются белко-
вая основа или иной источник аминокислот, сахара, 
стимуляторы роста. выбор сред зависит от задач ис-
следования и определяется национальными регла-
ментирующими документами и документами воз.

стандартной средой, рекомендованной воз и 
центром по контролю за заболеваемостью (CDC), 
является кровяной агар, приготовленный из овечьей 
крови (Sheep blood agar, SBA) [29, 30]. в случае от-
сутствия овечьей крови средами выбора могут слу-
жить агар на основе сердечно-мозговой вытяжки 
(brain heart infusion, BHI), питательный агар (nutrient 
agar) и триптиказо-соевый агар (trypticase soy agar). 
чумной микроб растет на них медленнее, чем на 
SBA, и формирует колонии меньшего размера.

в нашей стране согласно му 3.1.1098-02 по ор-
ганизации и проведению эпидемиологического над-
зора в природных очагах чумы на территории рФ для 
диагностических целей рекомендовано использовать 
слабощелочной (pH 7,0–7,2) питательный агар с со-
держанием аминного азота 60–120 мг% [15]. более 
конкретный выбор питательной среды осуществля-
ется в соответствии с личными предпочтениями 
исследователя и/или лабораторными традициями. 
при этом обязательно должен быть проведен кон-
троль каждой серии среды на чувствительность 
к росту чумного микроба согласно действующим 
нормативно-методическим документам [10]. 

традиционными средами для диагностики чум-
ного микроба, ставшими уже классикой, являются 
среды на основе перевара хоттингера [4, 13, 18] – 
ферментативного гидролизата мяса, полученного с 
помощью поджелудочной железы. при приготовле-
нии сред используют перевары с достаточно высокой 
степенью расщепления белка – 55–65 %, разведен-
ные до указанной выше концентрации аминного азо-
та. для повышения ростовых характеристик в среды 
дополнительно вводят гемолизированную кровь в 
концентрации до 5–6 %. 

нестандартность мясных переваров, их дорого-
визна побудили многих исследователей заняться по-
иском заменителей белка мяса для получения из них 
гидролизатов – белковой основы питательных сред. 

Белковая основа. в качестве белковой основы 
питательных сред для чумного микроба предложены 
гидролизаты разнообразных субстратов. основным 

критерием при выборе источника белка были до-
ступность и стандартность сырья. первым в этом 
списке стоит казеин как наиболее удовлетворяющее 
этим требованиям белковое сырье. на основе ка-
зеина предложены различные рецептуры получения 
кислотных и ферментативных гидролизатов. для ро-
ста чумного микроба, не обладающего выраженной 
протеолитической активностью, наиболее пригодны-
ми являются гидролизаты с достаточно высокой сте-
пенью расщепления. в работах ряда авторов [12, 46, 
48] и др. описано культивирование Y. pestis в средах, 
содержащих ферментативные гидролизаты казеина. 
K.Higuchi и C.E.Carlin [33] показали возможность 
использования сернокислотного гидролизата казеина 
средней степени расщепления в концентрации 2,5 % 
в составе питательной среды, что значительно увели-
чивало выход биомассы и обеспечивало рост Y. pestis 
при температуре 37 °с. 

гидролизаты казеина входят в состав многих 
коммерческих сред, используемых в диагностике 
чумы. все среды, рекомендованные воз, содержат в 
своем составе те или иные гидролизаты казеина.

культуры чумного микроба, выращенные на 
казеиновых средах как агаровых, так и бульонных, 
имеют типичную морфологию, сохраняют агглюти-
набильность, вирулентность, иммуногенность, био-
химические свойства. снижение вирулентности на 
казеиновых средах и средах хоттингера происходит 
одинаково. высокая стабильность казеиновых сред 
позволила рекомендовать их для длительного хране-
ния культур чумного микроба, а также использовать 
в качестве диагностических.

перспективными для приготовления питатель-
ных сред оказались гидролизаты рыбы и отходов 
рыбной промышленности [2, 11, 21]. в настоящее 
время крупные производства питательных сред во 
Фгун гнцпмб (оболенск) и нпо «питательные 
среды» (махачкала) базируются на гидролизатах 
рыбной муки и кильки каспийской, соответственно.

доступным, стандартным и дешевым сырьем для 
получения белковых гидролизатов являются дрожжи. 
организованное в 50–60-х годах в нашей стране про-
изводство кормовых дрожжей на углеводородах неф-
ти (бвк) решало вопрос о стандартном и недорогом 
белке. в то время были разработаны технологии про-
мышленного изготовления гидролизатов из кормовых 
дрожжей и питательных сред на их основе. дрожжевой 
экстракт стал широко использоваться как стимулятор 
роста микроорганизмов. показано его стимулирую-
щее влияние в составе питательных сред, основой 
которых является пептон «д». предложено добавлять 
дрожжевые экстракты даже к средам хоттингера для 
восстановления качества питательных сред, хранив-
шихся более 15 сут [6].

в результате изменения внутренней политики в 
нашей стране в конце прошлого века были закрыты 
заводы по производству бвк, и промышленность ли-
шилась крупнотоннажного источника полноценного 
белка. 
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пекарные и пивные дрожжи, являющиеся так-
же источником полноценного белка, используются 
только для производства экстрактов. в настоящее 
время экстракт пекарных дрожжей является одним 
из основных стимуляторов роста для широкого круга 
микроорганизмов и добавляется в состав многих пи-
тательных сред. 

другие виды непищевого источников белка: соя, 
подсолнечный и кукурузный шроты, отходы мясной 
промышленности (кровь животных, кровяные сгуст-
ки), вакцинно-сывороточного производства (куриные 
эмбрионы, эритроцитарная масса), плаценты, крове-
заменители с истекшим сроком годности и др. были 
широко изучены в нашей стране. разработанные ги-
дролизаты на их основе были предложены в рецепту-
ры питательных сред для чумного микроба [23]. но 
эти среды не нашли широкого применения. 

Стимуляторы роста. культура чумного ми-
кроба активно реагирует на наличие в среде стиму-
ляторов роста. в качестве таковых часто добавляют 
гемолизированную кровь, сульфит натрия, стимуля-
тор из сарцин (стимулятор карпузиди), сернокислое 
закисное железо, перевар Филдса, манифестатор, мо-
либденовокислый аммоний, гидролизат микробной 
массы Y. pestis EV [3, 8, 16, 17, 19, 20]. в очагах, где 
циркулируют тиаминзависимые штаммы, в качестве 
стимулятора роста используют витамин B1 в концен-
трации 0,0001 мг% [5] или синтетическую среду 199 
(3 мл на 100 мл среды).

важно отметить, что влияние того или иного 
стимулятора или группы стимуляторов на рост чум-
ного микроба зависит от природы белковой основы 
питательной среды.

Синтетические среды. для культивирования 
чумного микроба применяются и синтетические пи-
тательные среды. данные об удачном применении та-
ких сред встречаются в работах отечественных и зару-
бежных исследователей [9, 28, 42]. для роста чумного 
микроба при температуре 30 °с достаточно наличия в 
среде фенилаланина, валина, изолейцина, метионина 
и тиосульфата. в состав синтетических питательных 
сред, предназначенных для культивирования чумного 
микроба при температуре 37 °с, входит уже от 8 до 15 
аминокислот, биотин и пантотенат [32]. 

в.и.вейнблат и соавт. (1972) предложили син-
тетическую питательную среду для выращивания 
чумного микроба при 28 и 37 °с. аминокислотный 
состав среды примерно соответствовал десятикрат-
ному содержанию аминокислот в крови человека.

Бульоны. Y. pestis хорошо растет в обогащенных 
бульонах, типа хоттингера [7], сердечно-мозговой 
вытяжки (BHI), триптиказо-соевого или питательно-
го бульонов [45]. через 24 ч культивирования микроб 
образует хлопьевидный или порошкообразный оса-
док на фоне прозрачного бульона. часто образует 
нежную пленку; в старых культурах от нее вглубь 
среды могут отходить нити – «сталактиты». 

появление характерного роста микроба в про-
зрачном бульоне используют для идентификации 

Y. pestis. оптимальное значение pH бульона 7,2-7,6. 
время генерации микроба в BHI бульоне – 1,25 ч.

в связи со специфическим ростом чумного ми-
кроба в бульоне последние могут быть использованы 
при выделении возбудителя. но не как самостоятель-
ная процедура, а лишь совместно с выделением куль-
туры на агаризованной среде. 

Селективные среды для выделения чумного 
микроба. попытки создания селективных агаризо-
ванных сред для выделения Y. pestis относятся к на-
чалу прошлого века. еще в 1917 г. J.G.Drennan [31] 
предложил использовать кристаллический фиолето-
вый в концентрации 1/700 % для придания ингиби-
рующих свойств питательному агару из сердечного 
настоя. 

в работах G.LaRose [36] и L.Kirschner [34] опи-
сано успешное использование питательной среды, 
содержащей соли желчных кислот, для выделения 
чумного микроба. вместе с тем на данной среде от-
мечается появление нетипичных колоний Y. pestis, а 
соли желчных кислот ингибируют лишь ограничен-
ное количество видов микроорганизмов.

среда, предложенная E.J.Morris [39], содержала 
уже несколько селективных добавок: новобиоцин, 
эритромицин и циклогексимид, ингибирующих как 
грамположительные и грамотрицательные бактерии, 
так и грибы. 

R.F.Knisely et al. [35] усилили ингибирующее 
действие указанного выше селективного набора до-
бавлением этиленвиолета, азида натрия и нистатина 
и успешно использовали среду для прямого выделе-
ния Y. pestis из сильно загрязненного материала.

J.Markenson и S.Ben-Efraim [38] предложили 
среду, содержащую свежую желчь, а гомогенизиро-
ванные органы павших животных перед посевом об-
рабатывали раствором теллурита калия (150 мкг/мл). 
данная процедура значительно снижала количество 
грамотрицательных контаминантов. 

для подавления посторонней микрофлоры (про-
тея и некоторых других бактерий) также предложены 
малахитовый зеленый [1] в концентрации 1:100000–
800000 и борная кислота [14]. перед использованием 
генцианвиолета рекомендуется определять рабочую 
дозу для каждой серии препарата [15] перед обсле-
довательским сезоном и указывать в паспорте на ра-
бочий раствор. 

помимо этого, для ингибирования посторонней 
флоры могут быть использованы теллурит калия в 
концентрации 1:300000, фосфомицин 50–100 мкг/мл.

в полевых условиях воз рекомендует исполь-
зовать дезоксихолатный агар, так как при этом не 
требуется стерилизация, и чумной микроб может 
быть выделен даже при комнатной температуре [27]. 
чумной микроб вырастает на нем при температуре 
37 °с через 48 ч в виде немногочисленных краснова-
тых колоний величиной с булавочную головку. 

в более поздних руководствах рекомендуют 
для выделения чумного микроба использовать агар 
макконки [30]. присутствие кристаллического фио-
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летового в среде подавляет рост грамположительных 
бактерий, а соли желчных кислот препятствуют росту 
некоторых грамотрицательных бактерий. вместе с тем 
среда позволяет дифференцировать штаммы чумного 
микроба по признаку ферментации лактозы.

центр контроля за заболеваемостью (CDC) пред-
лагает в качестве альтернативной среды применять 
eosin methylene blue (EMB) agar [37].

в качестве селективной среды для Y. pestis 
широко разрекламирован CIN агар (Cefsulodin-
irgasannovobiocin agar) [41], разработанный перво-
начально для выделения Yersinia enterocolitica [44]. 
среда, обладая сильными ингибирующими свойства-
ми в отношении грамположительных и грамотри-
цательных бактерий, не подавляет рост грибов. но 
главное, значительно угнетает рост Y. pestis. только 
5 % бактерий было обнаружено через 36 ч инкубации 
при температуре 28 °с, а размер выросших колоний 
варьировал в широком диапазоне [43]. 

недавние исследования израильских ученых 
привели к созданию новой улучшенной селектив-
ной среды для выделения Y. pestis, названной BIN 
агар [26]. Формула BIN агара основана на brain heart 
infusion (BHI) агаре, который придает среде высокие 
ростовые свойства. ингибирующие свойства обеспе-
чиваются присутствием целого набора реагентов: со-
лей желчных кислот (холата натрия (0,5 г/л) и дезок-
сихолата натрия (0,5 г/л)), иргазана (0,0008 г/л), кри-
сталлического фиолетового (0,001 г/л) и нистатина 
(0,025 г/л). поэтому на среде отсутствует рост золо-
тистого стафилококка, многих видов бацилл, сальмо-
нелл, шигел, кишечной палочки и грибов. показано, 
что BIN агар более эффективен в поддержании роста 
чумного микроба из чистых культур и выделении его 
в модельных экспериментах, чем среда макконки и 
CIN агар.

совсем свежая разработка американских изо-
бретателей посвящена созданию хромогенной среды 
для идентификации Y. pestis [24]. в качестве азоти-
стой основы заявлены, наверное, все коммерческие 
белковые гидролизаты, начиная от триптона, бакто-
пептона и заканчивая соевым гидролизатом, и даже 
сульфат аммония. ингибирующее действие в отно-
шении бактерий и грибов обеспечивает комплекс ин-
гредиентов: соли желчных кислот, иргазан, ванкоми-
цин и циклогексимид. 

помимо селективных, среда обладает диффе-
ренциальными свойствами. для этого в состав сре-
ды предлагается вводить один или смесь углеводов: 
сахарозу, инозит, дульцит, лактозу, адонит, рамнозу 
и целлобиозу, которые не ферментируются чумным 
микробом. среда также содержит идикатор рн для 
индикации изменения рн среды и хромогенный суб-
страт 5-бром-4-хлор-3-индоксил-β-D-глю копи ра но-
зид и 3-индоксил-β-D-глюкопира нозид или изопро-
пил-β-D-тиоглюкопиранозид и 3-O-метил-β-D-глю-
копиранозид, которые реагируют с β-глю ко зи да зой 
Y. pestis с образованием осадка, окрашивающего ко-
лонии в синий цвет. микробы, ферментирующие хотя 

бы один из перечисленных сахаров и не обладающие 
β-глюкозидазой, формируют на среде колонии жел-
того цвета. колонии микроорганизмов, положитель-
ных в отношении сахаров и β-глюкозидазы, окраши-
ваются в зеленый цвет. авторы изобретения гаран-
тируют появление чумного микроба и его простую 
дифференциацию от родственных микробов через 
48 ч инкубации при температуре 28–30 °с. Штаммы 
Y. enterocolitica формирует колонии желтого цвета, а 
штаммы Y. pseu do tu ber culosis растут в виде колоний, 
окрашенных от зеленого до желто-зеленого цвета.

Дифференциальные среды. для дифференциа-
ции чумного микроба было предложено много пита-
тельных сред: голодный агар безсоновой; среда с рам-
нозой, агар для обнаружения пестицида, магниево-
оксалатный агар, среда с конго-красным, среда для 
определения фибринолитической активности и др. 
подробное их описание можно найти в монографии 
н.и.николаева и др. публикациях [14, 22, 49].

здесь хотелось бы остановиться на коммерче-
ской иерсиниозной среде производства Фгун гнц 
пмб (оболенск), выпускаемой в виде сухого по-
рошка (регистрационный номер Фср 2007/00900 от 
11.10.2007 г.). среда первоначально разработана для 
дифференциации культур Y. еnterocolitica и Y. pseu-
do tuberculosis по признаку утилизации мочевины. 
вместе с тем она позволяет дифференцировать их 
от чумного микроба. посев штаммов Y. pestis при-
водит к появлению типичных (с темным центром и 
ажурной периферией) колоний, окрашенных в жел-
тый цвет. при этом колонии Y. еnterocolitica выглядят 
синими влажными гладкими, а Y. pseu do tu ber cu losis – 
сухими с фестончатым краем зелено-синего цвета. 

с целью дифференциации чумного микроба 
фирма Becton Dickinson предлагает использовать агар 
кристенсена с мочевиной, который входит в состав 
диагностической системы для Y. pestis. Фирма Becton 
Dickinson выпускает также и другие среды, необходи-
мые для диагностики чумы. это триптиказо-соевый 
и питательный бульоны и агары, CIN агар.

резюмируя вышесказанное, можно заключить, 
поскольку чумной микроб не требует уникальных 
сред для роста, то в арсенале исследователя для ра-
боты с чумным микробом должны быть хотя бы обо-
гащенные бульон и агар, а также селективная и диф-
ференциальная среды. в нашей стране к настоящему 
времени нет ни одной сертифицированной среды, ни 
для культивирования, ни для выделения, ни для диф-
ференциации чумного микроба, зарегистрированной 
в надлежащем порядке. 

в конце прошлого века иркутский пчи выпу-
скал среду для культивирования чумного микроба 
по Фс 42-3609-98. питательная среда для культиви-
рования чумного микроба (чпс), разработанная во 
Фгун гнц пмб, успешно прошла государственные 
испытания еще в 2000 г.

таким образом, в современной бактериологи-
ческой лаборатории биохимические и микробиоло-
гические методы и тесты понемногу вытесняются 
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молекулярно-биологическими, иммунохимическими 
и другими ускоренными методами [25]. диагноз за-
болевания может быть поставлен при использовании 
высокотехнологичных тест-систем, основанных на 
выявлении антигенов с определенными антителами 
в прямых тестах флюоресценции, или обнаруже-
нии определенных последовательностей днк и др. 
однако выделение возбудителя остается «золотым 
стандартом» в диагностике любого инфекционного 
заболевания. чума не является исключением. для 
выделения возбудителя нужны стандартные пита-
тельные среды. стандартность сред может быть до-
стигнута при их промышленном изготовлении на 
предприятиях, где действует система контроля на 
каждой стадии технологического процесса, где вне-
дрен процесс валидации и сертификации.

работа выполнена по государственному контрак-
ту № 128-д от 11.06.2009 г. в рамках Федеральной 
целевой программы «национальная система хими-
ческой и биологической безопасности российской 
Федерации (2009–2013 годы)».
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возбудитель туляремии, Francisella tularensis, 
является ауксотрофом [1], что характерно для вну-
триклеточных паразитов. большую часть современ-
ных знаний о свойствах туляремийного микроба и 
реакции организма на F. tularensis были получены на 
модели вакцинного штамма F. tularensis 15/10, соз-
данного аттенуацией природного изолята F. tularen-
sis subsp holarctica. в последнее десятилетие интерес 
к молекулярно-генетическим исследованиям туляре-
мийного микроба возрос из-за необходимости раз-
работки современных препаратов для диагностики и 
профилактики туляремии. используемые жидкие пи-
тательные среды либо сложны в приготовлении (мно-
гокомпонентная синтетическая среда чемберлена [3]), 
либо содержат гидролизаты белков животного про-
исхождения (бульон мюллера-хинтона, сердечно-
мозговая вытяжка и триптиказо-соевый бульон [6, 
8]), а также т-бульон, включающий в себя сердечно-
мозговой экстракт, триптон и кислотный гидролизат 
казеина [2]. наличие пептидов в гидролизатах белков 
животного происхождения может представлять опре-
деленную проблему при выделении и очистки анти-
генов и днк из биомассы туляремийного микроба, 
выращенной на таких богатых средах [5]. 

цель настоящего исследования – оптимизация 
состава жидкой питательной среды для проведе-
ния молекулярно-генетических работ с вакцинным 
штаммом туляремийного микроба (выделение днк, 
криотрансформация, электропорация и аллельный 
обмен). 

в настоящей работе использован штамм F. tu-
larensis 15/10, полученный из музейной коллекции 
живых культур (Фгун гнц пмб, московская обл.). 
F. tularensis культивировали на твердой (FT-агар, 
Фгун гнц пмб, оболенск) и жидкой питательной 
средах при 37 °с.

базовый состав жидкой питательной среды (на 
1 л): кислотный гидролизат казеина – 5 г («Roth»); 
дрожжевой экстракт – 5 г («Roth»); цистеина гидрох-
лорида моногидрат – 0,1 г («Sigma»); фосфат калия 
однозамещенный – 12 г; калий гидроксид – 3,9 г ; 
натрий хлористый – 5 г («реахим», россия); сульфат 
железа (II) семиводный – 6 мг («зао мосреактив», 

россия); глюкозы – 10 г; рн среды – 7,2. для опти-
мизации состава среды концентрации компонентов 
меняли в диапазоне: кислотный гидролизат казеина 
от 0 до 10 г, натрий хлористый от 5 до 20 г, цистеин 
от 0 до 0,4 г, глюкоза от 0 до 10 г.

культуру выращивали в пробирках с 3 мл жид-
кой питательной среды на термостатируемой ка-
чалке (200 об/мин, 37 °с) в течение 5–18 ч. отбор 
проб проводили на 2,5; 5 и 18 ч роста. оптическую 
плотность клеточной суспензии измеряли при длине 
волны 590 нм с помощью фотоколориметра кФк-2. 
в качестве посевного материала использовали 24-ча-
совую агаровую культуру, начальная концентрация 
клеток была около 8·108 кое /мл (оD590 ~0,05).

кислотный или ферментативный гидролизат 
казеина входит в состав ряда питательных сред для 
выращивания F. tularensis. для выяснения влияния 
гидролизата казеина на рост туляремийного микро-
ба культуру F. tularensis 15/10 выращивали в течение 
5 ч, измеряя оптическую плотность клеточной су-
спензии через 2,5 и 5 ч роста (табл. 1). 

из табл. 1 следует, что кислотный гидролизат 
казеина практически не улучшает качество среды, 
а при высоких концентрациях даже подавляет рост 
культуры туляремийного микроба.

цистеин является ключевым стимулятором ро-
ста для F. tularensis [4, 7]. для определения опти-
мальной концентрации этой аминокислоты в жидкой 
питательной среде туляремийную культуру выращи-
вали в течение 5 ч и измеряли оптическую плотность 

удк 616.981.455:576.809.33
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Таблица 1

Влияние кислотного гидролизата казеина  
на эффективность размножения F. tularensis

концентрация  
гидролизата казеина, 

г/л
0 1,25 2,5 5 10

время, ч 2,5 5 2,5 5 2,5 5 2,5 5 2,5 5

оптическая  
плотность культуры 
 в относительных еди-
ницах

2,6 6,5 2,6 6,7 2,7 6,4 2,6 6,7 2,2 4,0

п р и м еч а н и е . здесь и в табл. 2, 3 за 1 взята  оптическая плот-
ность исходной культуры, точность измерений – 5 %.
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клеточной суспензии (табл. 2).
оптимальная концентрация цистеина в среде 

находится в пределах 0,03–0,1 г/л для начального 
этапа роста культуры, в случае же 18-часового выра-
щивания оптическая плотность культуры достигала 
оD590 – 1,40 для среды с 0,1 г/л цистеина и оD590 – 
0,70 для среды с 0,03 г/л цистеина. 

при выращивании культуры F. tularensis в жид-
кой питательной среде в течение 5 ч с различным со-
держанием глюкозы не выявлено существенной раз-
ницы в оптической плотности клеточных суспензий 
(табл. 3), хотя наиболее эффективный рост бактерий 
наблюдали в среде с 2 г/л глюкозы.

изменение концентрации хлористого натрия в 
среде в пределах 5–20 г/ л существенно не влияло на 
скорость роста культуры. наибольший прирост опти-
ческой плотности за 5 ч роста (оD590 – 0,64) наблюда-
ли при концентрации хлористого натрия 10 г/ л. 

добавление соли железа незначительно влияло 
на размножение туляремийного микроба в исследуе-
мой жидкой питательной среде. так, при добавлении 
железа до концентрации 6 мг/л оптическая плотность 
культуры за 5 ч роста увеличивалась в 6,7 раз, а без 
железа – в 4,8 раза.

полученные данные показывают, что в жидкой 
питательной среде для туляремийного микроба дрож-
жевой экстракт может служить единственным ис-
точником аминокислот и рост-стимулирующих фак-
торов, за исключением цистеина. этот вывод спра-
ведлив при культивировании культуры F. tularensis с 
посевной дозой более 1·108 кое /мл, при меньших 
посевных дозах наблюдали торможение скорости ро-
ста на начальном этапе культивирования (результаты 
не приведены). 

в результате анализа экспериментальных дан-
ных нами был выбран оптимальный состав жидкой 
питательной среды (на 1 л): дрожжевой экстракт – 
5 г, калия фосфат однозамещенный – 12 г; калия ги-
дроксид – 3,9 г; натрий хлористый – 10 г; цистеина 
гидрохлорида моногидрат – 0,1 г, сульфат железа (II), 
7-водного – 6 мг, глюкоза – 2 г; рн среды 7,2). 

данная среда оптимальна для наработки био-
массы туляремийного микроба с целью выделения 
днк и антигенов из клеток, а также может исполь-
зоваться в генетических работах по трансформации 
плазмидных днк в F. tularensis и аллельному обмену 
в геноме туляремийного микроба (результаты будут 
опубликованы в последующих работах). 

работа выполнена по государственному кон-
тракту № 128-д от 11.06.09 г. в рамках Федеральной 
целевой программы «национальная система хими-
ческой и биологической безопасности российской 
Федерации (2009–2013 годы)».
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Таблица 2

Влияние цистеина на эффективность размножения F. tularensis

концентрация цистеина, г/л 0 0,004 0,01 0,03 0,1

оптическая плотность  
культуры в относительных  
единицах

2,8 5,8 6,0 7,0 6,4

Таблица 3

Влияние глюкозы на эффективность размножения F. tularensis

концентрация глюкозы, г/л 0 1 2 5 10

оптическая плотность  
культуры в относительных  
единицах

6,0 6,8 7,7 6,8 5,7
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применяемые при производстве живой чумной 
вакцины технологические приемы оказывают значи-
тельное влияние на жизнеспособность микробных 
клеток вакцинного штамма Y. pestis EV. количество 
жизнеспособных микроорганизмов в процессе лио-
филизации и хранения зависит от многих факторов: 
условий культивирования, фаз роста, концентрации 
в суспензии, используемой защитной среды, техно-
логии высушивания, температуры, сроков хранения 
и способов выведения клеток из анабиоза [2].

биотехнология производства чумной вакцины 
основана на температуре культивирования биомассы 
(27±1) °с [7]. однако согласно литературным дан-
ным [1], температура выращивания чумного микро-
ба 20–25 °с стимулирует биологическую активность 
возбудителя чумы, что может значительно улучшить 
качество вакцины за счет увеличения в биомассе про-
цента живых микробных клеток. ранее проведенные 
опыты по отработке температурных режимов культи-
вирования биомассы в биотехнологии производства 
вакцины чумной живой при (21±1) °с в сравнении 
с регламентированной (27±1) °с показали, что тем-
пература выращивания существенно влияет на коли-
чество жизнеспособных микробных клеток в гото-
вом препарате. при этом температура выступает как 
фактор, влияющий на биосинтетические процессы в 
цитоплазматических мембранах клеток за счет уве-
личения содержания ненасыщенных жирных кислот, 
накопление которых в мембранах клеток способству-
ет их большей устойчивости к лиофилизации [4, 5].

вместе с тем экспериментально доказано, что 
вакцина с целенаправленно уменьшенной концен-
трацией микробных клеток в суспензии обладает ка-
чественными характеристиками (жизнеспособность, 
термостабильность, содержание живых микробов в 
человекодозе), превосходящими стандартные ком-
мерческие образцы [2, 3, 6]. это происходит вслед-
ствие более сбалансированного соотношения ми-
кробных клеток и защитной среды, а также возмож-
ности достичь в регламентированных пределах со-
стояния более глубокого анабиоза живых клеток при 
лиофилизации за счет уменьшения объема суспензии 

вакцины с 2,0 до 1,0 мл в ампуле. в настоящее время 
разработана и внедрена вакцина чумная живая с со-
держанием от 20 до 50 человекодоз в ампуле, полно-
стью соответствующая требованиям регламента про-
изводства данного препарата [3]. 

материалы и методы

экспериментальные образцы вакцины чумной 
живой были приготовлены при сочетанном воздей-
ствии на микробные клетки штамма Y. pestis EV обо-
их указанных выше факторов: температурных и ко-
личественных.

изучены показатели жизнеспособности и термо-
стабильности экспериментальных образцов препара-
та, полученных при температуре культивирования 
биомассы (21±1) °с, имеющих различную концен-
трацию суспензии (около 20 и 80 млрд м.к./мл) и объ-
ем в ампуле (1,0 и 2,0 мл соответственно). для кон-
троля параллельно проверяли показатели образцов, 
полученных при регламентированной температуре 
выращивания (27±1) °с с аналогичными параметра-
ми оптической концентрации и объема суспензии. 

жизнеспособность и термостабильность микро-
бов определяли культуральным методом [7]. вакцину 
выращивали одномоментно на одной серии агара 
хоттингера (рн 7,1±0,1), что исключило влияние 
ростовых качеств питательной среды на отдельные 
образцы препарата. в полученных сериях вакцины 
определяли жизнеспособность микробных клеток во 
время розлива и после сушки, а также в процессе хра-
нения (в течение 2 лет) при температуре (4±2) °с.

результаты и обсуждение

в результате проведенных исследований уста-
новлено, что температура выращивания вакцинного 
штамма оказывает существенное влияние на пока-
затели жизнеспособности биомассы даже до этапа 
лиофильного высушивания, а жизнеспособность 
препарата, выращенного при (21±1) °с, практически 
во всех образцах превосходит таковую у вакцины, 

удк 616.981.452:615.371/.372
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выращенной при (27±1) °с, оставаясь более высокой 
и после сушки (табл. 1). 

отдельного внимания заслуживает анализ пока-
зателей жизнеспособности образцов в зависимости 
от количественных параметров вакцины в ампуле. в 
пределах каждой группы (по температуре выращи-
вания) существенной разницы в жизнеспособности 
готовых образцов не отмечается. в то же время при 
сравнительном анализе сходных по параметрам об-
разцов вакцины между группами с различными тем-
пературами культивирования суспензии, четко реги-
стрируется преимущество вакцин, выращенных при 
(21±1) °с, особенно у образцов со сниженной кон-
центрацией микробных клеток и объемом суспензии 
в ампуле (t=4,3). 

сравнительная характеристика жизнеспособно-
сти образцов чумной вакцины в процессе длительно-
го (2 года) хранения при температуре (4±2) °с пока-
зала, что во все сроки исследования этот показатель 
был выше у вакцины, выращенной при (21±1) °с. 
при этом уровень жизнеспособности в эксперимен-
тальных сериях даже через два года хранения превы-
шал показатель в 35 %, а в контрольных образцах в 
те же сроки он не достигал даже регламентирован-
ной нормы в 25 %. 

следует особо отметить, что у исследованных 
образцов экспериментальной вакцины, приготовлен-
ной со снижением концентрации и объема суспензии 
в ампуле, во все сроки наблюдения разница в пока-
зателях жизнеспособности была существенно выше, 
чем у регламентированных аналогов (табл. 2).

помимо анализа жизнеспособности, были прове-
дены исследования по сравнительному изучению тер-
мостабильности для экспериментальных (21±1) °с и 

контрольных (27±1) °с образцов живой чумной вак-
цины, имеющих концентрацию 19–21 млрд м.к./мл и 
разлитых по 1 мл в ампулу. в целом показатель тер-
мостабильности оказался выше у вакцины, получен-
ной при температуре культивирования (21±1) °с, со-
ставляя в среднем 11 сут, а у некоторых образцов он 
достигал величины 14,3 сут на фоне более высоких 
показателей биологической концентрации. при этом 
у (27±1) °с аналогов показатель термостабильности 
находился в пределах 10 сут. 

для дополнительной объективизации получен-
ных данных по динамике жизнеспособности микроб-
ных клеток изучаемых образцов вакцины в процессе 
хранения представляло интерес определение этих же 
показателей под влиянием длительного воздействия 
повышенной температуры.

в условиях длительного экстремального тем-
пературного воздействия в процессе хранения об-
разцов при температуре (37±1) °с в течение 30 сут 
жизнеспособность микробных клеток в исследуе-
мых препаратах уменьшалась. динамика изменений 
представлена на рисунке. 

в целом серии, полученные при температуре 
культивирования (21±1) °с, обнаруживали большую 
устойчивость к температурному стрессовому факто-
ру, причем наиболее устойчивыми оказались образ-
цы с меньшей концентрацией и объемом суспензии 
в ампуле, которые также имели меньшие показате-
ли потери в массе при высушивании (1,6 % против 
2,7 % – у контрольных). динамика отмирания живых 
микробов в вакцине при экстремальных условиях 
(хранение при (37±1) °с коррелирует с изменением 
процента живых микробов в процессе длительного 
хранения при (4±2) °с. при этом на 20-е сутки хра-

Таблица 1

Жизнеспособность вакцины чумной живой, полученной при различных температурных  условиях 
и количественно-объемных параметров до и после этапа лиофильного высушивания

количество определений

жизнеспособность, %

оптическая концентрация 20 млрд/мл,  
объем в ампуле 1 мл

оптическая концентрация 80 млрд/мл,  
объем в ампуле 2 мл

до лиофилизации после лиофилизации до лиофилизации после лиофилизации

Выращена при (27±1) °с

3 36,4±2,1 26,8±3,0 46,4±0,3 28,1±0,9

3 43,1±0,8 30,8±2,6 41,3±1,4 30,6±3,1

м±m 39,8±3,3 28,8±2,0 43,8±2,6 29,4±1,3

Выращена при (21±1) °с

3 67,0±3,7 43,8±4,8 42,7±0,9 36,1±1,7

3 48,1±1,3 35,2±2,6 62,3±2,4 53,4±4,8

3 54,3±3,9 49,2±7,3 - -

3 50,1±1,7 37,7±3,5 - -

3 46,6±2,2 38,4±3,0 - -

3 52,9±1,1 46,1±2,0 - -

м±m 53,2±3,0 41,7±2,2 52,9±9,8 44,8±8,7

t 3,0 4,3 0,9 1,8

п р и м еч а н и е . прочерк – оптическая концентрация не определялась.
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нения при (37±1) °с происходит закономерное сни-
жение количества живых микробных клеток в образ-
цах, что сравнимо с уменьшением жизнеспособно-
сти через 1 год хранения вакцины в условиях соблю-
дения «холодовой цепи». на 30-е сутки нахождения 
образцов в экстремальных условиях жизнеспособ-
ность клеток еще более снижается, но при этом четко 
прослеживается тенденция большей устойчивости 
к отмиранию микробных клеток в образцах вакци-
ны, полученных при температуре культивирования 
(21±1) °с по сравнению с (27±1) °с образцами, что 
соответствует большей устойчивости и при длитель-
ном хранении вакцины при (4±2) °с в течение 2 лет.

таким образом, полученные результаты пока-
зали, что температура культивирования вакцинного 
штамма Y. pestis EV, как и изменение концентрации 

и объема суспензии в ампуле, оказывают большое 
влияние на такие качественные показатели готового 
препарата, как жизнеспособность и термостабиль-
ность. наилучших результатов в биотехнологии про-
изводства чумной живой вакцины удается достичь 
при сочетанном воздействии на микробную суспен-
зию оптимальных температурных и количественных 
параметров.
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Таблица 2

анализ жизнеспособности вакцины чумной живой, полученной при различных условиях культивирования  
из разной оптической концентрации микробной суспензии, в процессе хранения при (4±2) °с

количество определений

жизнеспособность, %

оптическая концентрация 20 млрд/мл,  
объем в ампуле 1 мл

оптическая концентрация 80 млрд/мл,  
объем в ампуле 2 мл

после сушки через 1 год через 2 года после сушки через 1 год через 2 года

Выращена при (27±1) °с

3 26,8±3,0 24,3±0,8 24,2±1,2 28,1±0,9 24,4±1,2 24,1±1,6

3 30,8±2,6 30,2±0,3 25,0±1,3 30,6±3,1 25,2±1,6 24,7±3,4

м±m 28,8±2,0 27,3±3,0 24,6±0,4 29,4±1,3 24,8±0,4 24,4±0,3

Выращена при (21±1) °с

3 35,2±2,6 32,4±1,2 30,1±2,4 36,1±1,7 34,3±0,6 29,3±3,6

3 49,2±7,3 43,6±3,9 39,8±0,8 53,4±4,8 44,5±2,2 42,9±1,3

3 43,8±4,8 40,2±0,5 36,6±2,2 - - -

3 37,7±3,5 35,8±1,9 29,1±1,2 - - -

3 38,4±3,0 38,1±1,6 35,2±0,7 - - -

3 46,1±2,0 45,0±4,1 40,9±1,8 - - -

м±m 41,7±2,2 39,2±1,9 35,3±2,0 44,8±8,7 39,4±5,1 36,1±6,8

t 4,3 3,4 5,2 1,8 2,9 1,7

п р и м еч а н и е . прочерк – оптическая концентрация не определялась.

динамика отмирания живых микробов в чумной вакцине,  
полученной при различных сочетаниях биологических  

и количественных параметров:
 ▲ – 22 °с, 1 мл; ■ – 22 °с, 2 мл;  □ – 28 °с, 1 мл; 

 × – 28 °с, 2 мл
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ЮБилейнЫе датЫ

75 лет противочуМноМу центру роСпотреБнадЗора 

в октябре 2009 г. исполнилось 75 лет со дня осно-
вания противочумного центра (ранее – центральной 
противочумной станции). у этого учреждения 
Федеральной службы по надзору в сфере защиты 
прав потребителей и благополучия человека яркая 
и славная история. его специалисты неоднократно 
принимали участие в работе противоэпидемических 
отрядов во многих природных очагах чумы на тер-
ритории советского союза, в ликвидации очагов 
холеры в нашей стране, в оказании практической 
помощи учреждениям здравоохранения монголии, 
пакистана, афганистана, индии, бирмы, бангладеш, 
болгарии, вьетнама, ливии по локализации и лик-
видации эпидемических проявлений чумы, холеры и 
натуральной оспы.

сегодня противочумный центр является 
организационно-методическим центром по вопро-
сам санитарно-эпидемиологического надзора за чу-
мой, противоэпидемического обеспечения в чрезвы-
чайных ситуациях, санитарной охраны территории 
россии, биологической безопасности и противо-
действия биотерроризму. вместе со всеми противо-
чумными учреждениями страны противочумный 
центр выполняет задачи по реализации приоритет-

ных направлений государственной политики в деле 
обеспечения эпидемиологического благополучия на-
селения по чуме, другим особо опасным и природно-
очаговым инфекциям, совершенствованию форм 
и методов эпидемиологического надзора за ними. 
при этом он осуществляет постоянный контроль за 
деятельностью противочумных станций россии, а 
также оказывает консультативную, методическую, а 
при необходимости, практическую помощь органам 
и учреждениям роспотребнадзора в 19 субъектах 
российской Федерации. 

благодаря высокому профессионализму, 
энтузиазму и самоотверженности коллектива 
противочумный центр снискал заслуженный автори-
тет и признание. храня лучшие традиции противо-
чумной службы, нынешнее поколение сотрудников 
с достоинством продолжает и развивает дело своих 
предшественников.

Редакционная коллегия научно-практического 
журнала «Проблемы особо опасных инфекций» по-
здравляет коллектив Противочумного центра со слав-
ным юбилеем и желает больших творческих успехов, 
новых достижений, здоровья и благополучия!


