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н.и.смирнова, н.б.Челдышова, а.а.Горяев, Ю.В.лозовский, В.В.кутырев 

ЭВоЛЮЦиЯ ГеноМа VIBRIO CHOLERAE:  
ПУТи ФорМироВаниЯ аТиПиЧнЫХ ШТаММоВ

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

представлен обзор литературных и собственных данных о путях возникновения атипичных по вирулентным 
свойствам штаммов Vibrio cholerae eltor. показано, что повышение вирулентности возбудителя холеры эльтор в 
современный период связано с приобретением им профага CTXφ Vibrio cholerae cholerae в результате горизон-
тального переноса генов. описан также другой возможный путь образования штаммов с более высоким уровнем 
вирулентности за счет изменения регуляции резидентных генов холерного токсина, обусловленной реорганиза-
цией генома профага CTXφ внедрившимся транспозоном. рассмотрены также данные о путях происхождения 
штаммов ctxA– tcpA+ и их повышенной жизнеспособности в водной среде по сравнению с изогенными токсиген-
ными клонами. представлены перспективы разработки нового пцр-теста для выявления возбудителя холеры 
эльтор с измененной вирулентностью при мониторинговых исследованиях.

Ключевые слова: Vibrio cholerae, эволюция, геном, профаг стхφ, вирулентность, холерный токсин, панде-
мии.

изучение эволюции генома возбудителя холеры 
остается одним из приоритетных направлений в про-
блеме «холера». исследование эволюционных преоб-
разований генома Vibrio cholerae позволяет получить 
ответы на многие вопросы, важные для диагностики, 
профилактики и мониторинга этого патогена: каковы 
причины и параметры естественного генетического 
разнообразия возбудителя холеры; как происходит 
процесс образования патогенных штаммов с новы-
ми ранее неизвестными свойствами, что необходимо 
для прогнозирования эпидемической ситуации; по-
чему и как формируются лекарственно-устойчивые 
штаммы; какие механизмы лежат в основе адаптации 
патогена к меняющимся условиям внешней среды?

к настоящему времени геном возбудителя холе-
ры полностью секвенирован. установлено, что в от-
личие от многих других возбудителей, этот патоген 
имеет две хромосомы, отличающиеся по размеру и 
функциям [10, 24, 31]. значительная часть генов ви-
рулентности локализована на первой или большой 
хромосоме и входит в состав различных мобильных 
генетических элементов (мгэ) – профагов (стхφ 
и RS1φ), «островов патогенности» (VPI-1, VPI-2) и 
«пандемичности» (VSP-1, VSP-2). такая гетероген-
ная группа мобильных элементов была приобрете-
на авирулентной предковой формой V. cholerae от 
неизвестных доноров в процессе горизонтального 
переноса генов [10, 24, 26, 33, 37, 42]. присутствие в 
геноме возбудителя холеры чужеродных мобильных 
участков днк определяет его большую пластич-
ность, которая выражается в изменении его размеров 
и функций за счет потери или приобретения мгэ. 
это обстоятельство может обусловить появление 
клонов с разным набором генов патогенности, рези-
стентности к антибиотикам, а также диагностически 
значимых генов. биологический смысл высокого 

уровня изменчивости генома возбудителя – обеспе-
чение его выживаемости в меняющихся условиях 
окружающей среды.

как происходит эволюция бактериального ге-
нома V. cholerae? к настоящему времени накоплены 
многочисленные факты, свидетельствующие о том, 
что в основе этого процесса лежат различные гене-
тические события – инактивация функционально ак-
тивных генов, редукция генома, мутации (замены, де-
леции, инверсии). однако наиболее значимый вклад 
в эволюционные преобразования генома холерного 
вибриона внес горизонтальный перенос генов [3, 10, 
16, 18, 20, 26, 41]. основное последствие этого про-
цесса – появление в хромосоме ранее авирулентной 
предковой формы чужеродных геномных островов с 
генами патогенности.

к настоящему времени стало известно, что в ре-
зультате эволюции в пределах вида образовалось три 
эпидемически опасных штамма, отличающихся друг 
от друга по фенотипическим и генетическим свой-
ствам – V. cholerae о1 серогруппы классического 
биовара, V. cholerae о1 серогруппы биовара эльтор и 
V. cholerae O139 серогруппы [1, 8, 10, 14, 15, 26, 32, 
36].

V. cholerae классического биовара был, видимо, 
возбудителем первых шести пандемий азиатской хо-
леры (с 1817 по 1926 год), при которой в ряде стран 
«смертность превышала возможности хоронить 
мертвых» [1,26,32]. однако к началу прошлого сто-
летия эти вибрионы были вытеснены на эндемичной 
для них территории холерными вибрионами биовара 
эльтор. именно V. cholerae eltor вызвали текущую, 
7-ю, пандемию холеры, начавшуюся в 1961 г. и про-
должающуюся до сих пор [1, 7, 10, 20, 24]. что ка-
сается внезапно появившегося в 1992 г. в индии и 
бангладеш нового эпидемического штамма V. chol-
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erae о139, то прогноз ряда исследователей о начале 
новой, 8-й, пандемии холеры, связанной с этим воз-
будителем, пока не оправдался [8, 14, 26, 36].

к настоящему времени установлено, что класси-
ческие вибрионы более вирулентны по сравнению с 
вибрионами эльтор. они эффективнее колонизируют 
тонкий кишечник человека и продуцируют больше 
холерного токсина (хт), который кодируется генами 
ctxAB, входящими в состав двух профагов стхφ, ло-
кализованных на разных хромосомах [1, 10, 15, 17, 
49]. видимо, за счет этих свойств классические ви-
брионы часто вызывают тяжелые формы диареи. что 
касается вибрионов эльтор, то более 80,0 % людей, 
зараженных этим возбудителем, переносят мягкую, 
часто бессимптомную форму диареи. одна из основ-
ных причин такого явления – более низкий уровень 
токсигенности этого возбудителя, несмотря на при-
сутствие у более 30,0 % штаммов двух или более ко-
пий профага стхφ на первой хромосоме [1, 10, 23, 
24, 27, 34].

вместе с тем вопрос о том, почему более виру-
лентный возбудитель холеры был замещен менее ви-
рулентным, пока открыт. предполагается, что основ-
ная причина этого события – высокая устойчивость 
вибрионов эльтор к неблагоприятным условиям 
внешней среды. следует отметить, что несмотря на 
смену биовара возбудителя, холерные классические 
вибрионы, видимо, никогда не были полностью за-
мещены вибрионами эльтор. так, в 2008 г. появилось 
сообщение о выделении из водной среды в ираке 
наряду с эльтор вибрионами нескольких штаммов 
V. cholerae классического биовара [38, 39, 49]. к на-
стоящему времени принято считать, что классиче-
ские вибрионы образуют естественный резервуар 
генов вирулентности [10, 38, 39]. основной же угро-
зой для мирового сообщества продолжает оставаться 
холера эльтор [5, 7].

почему и как изменяется в современный период 
возбудитель холеры эльтор? ухудшение среды обита-
ния, изменение климата, неправильное применение 
антибиотиков при лечении человека, проникновение 
этого патогена на новые территории – все это явля-
ется природными и социальными факторами, кото-
рые способствуют дальнейшей эволюции возбуди-
теля для обеспечения его выживания в изменивших-
ся условиях окружающей среды. в результате этих 
событий в природных популяциях сформировались 
атипичные по различным свойствам штаммы. среди 
них наибольший интерес представляют следующие: 
штаммы с измененными диагностически значимыми 
признаками; варианты, устойчивые к лекарственным 
препаратам; атипичные нетоксигенные клоны, вызы-
вающие клинические проявления холеры; штаммы, 
отличающиеся от типичных повышенной вирулент-
ностью [10, 17, 18, 22, 39, 44, 45, 50].

не вызывает никакого сомнения, что одним из 
актуальных направлений в исследованиях возбуди-
теля холеры в настоящий момент является изучение 
механизмов формирования устойчивых к антибио-

тикам клонов, поскольку появление таких штаммов 
значительно осложняет проведение лечебных меро-
приятий [3, 19, 21, 50]. но особую тревогу вызывает 
факт появления атипичных клонов V. cholerae eltor с 
повышенной вирулентностью [25, 28, 38, 39, 48], что 
может привести к изменению «стандартного» меха-
низма развития эпидемического процесса [4, 12].

возникновение клонов с повышенной вирулент-
ностью связано с изменением у типичного возбуди-
теля холеры эльтор структуры профага CTXφ. этот 
мобильный элемент несет гены ctxAB, кодирующие 
хт, который является одним из ключевых факторов 
вирулентности и отвечает за развитие диареи [10, 
26, 34]. между классическими и эльтор вибрионами 
существуют выраженные различия в структуре про-
фагов CTXφ и их локализации на хромосомах. у ток-
сигенных эльтор вибрионов присутствует от 1 до 8 
копий профага CTXφ, расположенных в тандемном 
порядке на большой хромосоме. типичные гены это-
го профага имеют две области – коровую и RS-2 (от 
repeat sequence) [17, 23, 34]. коровая область, поми-
мо генов ctxAB, отвечающих за биосинтез хт второ-
го типа, несет гены zot, ace, orfU, cep и psh, кодирую-
щие биосинтез дополнительных токсинов Zot и Ace, 
а также белков, необходимых для морфогенеза фаго-
вых частиц [23, 24, 29, 51]. область RS-2 содержит 3 
гена, из которых rstA требуется для репликации фага 
CTXφ, rstB – для специфической интеграции фага в 
хромосому, а rtsR кодирует репрессор, запрещающий 
транскрипцию гена rstA и, следовательно, отвечаю-
щий за лизогенное состояние холерных вибрионов 
(рис. 1, а). в то же время в геноме большинства штам-
мов классических вибрионов присутствует лишь две 
копии профага CTXφ, локализованные на разных 
хромосомах. более того, нуклеотидная последова-
тельность гена rtsR, входящая в состав RS-2 области, 
имеет значительные отличия от таковой V. cholerae 
eltor. следовательно, ген rtsR является биоварспеци-
фическим (рис. 1, б) [10, 17, 26]. и, наконец, клас-
сические вибрионы, в отличие от вибрионов эльтор, 
продуцируют хт первого типа. различия между хт 

рис. 1. схематическое изображение структуры генома  
профагов CTXφ Vibrio cholerae eltor (А) и Vibrio cholerae  

cholerae (В). различные цвета генов rstR (RS2-область) и ctxB  
(коровая область), входящих в состав профагов CTXφ  

сравниваемых биоваров V. cholerae, отображают их разную 
нуклеотидную последовательность
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классических и эльтор вибрионов обусловлены нео-
динаковой аминокислотной последовательностью их 
в-субъединиц, что, в свою очередь, связано с принад-
лежностью их генов ctxB к разным генотипам – 1-му 
и 3-му соответственно [30, 43].

к настоящему времени к штаммам V. cholerae el-
tor с повышенной вирулентностью прежде всего сле-
дует отнести матлабский и мозамбикский варианты 
(рис. 2). матлабские штаммы впервые были выделе-
ны в 1991–1994 гг. от больных тяжелой формой хо-
леры в матлабе, расположенном на юге бангладеш. 
эти штаммы, имеющие разную комбинацию свойств 
классических и эльтор вибрионов, были распределе-
ны на 3 типа. матлабские штаммы I типа содержали 
в геноме остров патогенности VPI-1 и профаг CTXφ, 
у которых последовательность ряда генов (tcpA и 
rstR соответственно) не отличалась от таковой клас-
сических вибрионов [39]. последующие исследова-
ния показали, что для таких гибридных вариантов, 
которые стали доминировать на ряде территорий 
Юго-восточной азии, характерен ряд фенотипиче-
ских и генетических особенностей. во-первых, по 
основным диагностически значимым бактериоло-
гическим свойствам эти штаммы не отличались от 
типичных V. cholerae eltor. они продуцируют термо-
лабильный гемолизин, устойчивы к полимиксину, 
агглютинируют куриные эритроциты, чувствитель-
ны к диагностическому фагу эльтор и резистентны 
к классическому фагу с. во-вторых, продуцируют, 
как и V. cholerae классического биовара, хт первого 
типа, что установлено с помощью моноклонально-
го анализа [40]. и, наконец, ключевой генетической 
особенностью этих штаммов является присутствие 
в их геноме классического профага CTXφ [38, 47, 
48]. считают, что матлабские штаммы появились 
в результате горизонтального переноса генов виру-
лентности от классических вибрионов к вибрионам 
эльтор. последствие такого события – повышение 
вирулентных свойств возбудителя 7-ой пандемии 
холеры, что выразилось в увеличении числа спо-
радических случаев холеры в бангладеш (дакка) с 

15,9 % в 2001 г. до 30,8 % в 2005 г. [38, 40]. при этом 
было отмечено утяжеление клиники заболевания по 
сравнению с тем, что имело место при инфекции ти-
пичным возбудителя [38]. более того, существенные 
биологические изменения, которые претерпел возбу-
дитель холеры эльтор, определяют, видимо, повыше-
ние его эпидемического потенциала, которое выра-
жается в вытеснении с 2001 г. матлабскими штамма-
ми типичных вирулентных штаммов на территории 
бангладеш [40]. 

на пандемический потенциал холерных вибрио-
нов эльтор с усиленной вирулентностью указывает их 
появление на другом континенте – в Юго-восточной 
африке. в 2004 г. в мозамбике была зарегистрирова-
на эпидемическая вспышка холеры эльтор, вызванная 
штаммами, имеющими значительное генетическое 
сходство с матлабским вариантом (рис. 2). при этом 
среди более 20000 больных холерой значительное 
число переносило тяжелую форму заболевания [28, 
35, 47, 48]. геномный анализ мозамбикского штамма, 
проведенный S.M.Fa ru que et al. [28], показал присут-
ствие на его малой хромосоме двух копий классиче-
ского профага, расположенных в тандемном порядке. 
однако фаговый геном был дефектен по репликации 
и не продуцировал фаговые частицы. вместе с тем 
было обнаружено, что в хромосомах мозамбикского 
штамма присутствует более 99,0 % генов, имеющих-
ся в типичных вирулентных штаммах V. cho le rae eltor. 
и прежде всего это «острова пандемичности» VSP-1 
и VSP-2, отсутствующие у классических штаммов. 
из этого следует, что мозамбикский штамм возник 
в результате эволюционных преобразований генома 
возбудителя 7-ой пандемии холеры [28]. 

какие же молекулярно-генетические механизмы 
могли обеспечить появление штамма с измененной 
вирулентностью? точный механизм его образования 
пока до конца не выяснен. тем не менее на основании 
сравнительного анализа геномов типичного возбуди-
теля холеры эльтор и мозамбикского штамма выска-
зано предположение, что последний произошел от 
вирулентного штамма V. cholerae eltor в результате 
многоступенчатых событий. вначале на большой 
хромосоме какого-то вирулентного штамма был де-
летирован участок днк, содержащий эльтор CTXφ 
профаг и прилегающую к нему нуклеотидную после-
довательность с att-сайтами (от англ. attachment site), 
которая требуется для внедрения этого фага в бакте-
риальный геном. затем этот нетоксигенный штамм в 
результате горизонтального переноса генов приобрел 
от V. cholerae cholerae классический профаг CTXφ, 
который мог встроиться только в оставшийся на ма-
лой хромосоме att-сайт. ввиду того, что до сих пор 
не выявлено образования свободных фаговых частиц 
классическими вибрионами, маловероятно, что клас-
сический профаг CTXφ был приобретен в результате 
фаговой конверсии. в данный момент обсуждается 
приобретение свободного фагового генома или хро-
мосомного участка V. cholerae классического био-
вара, несущего CTXφ, в процессе трансформации. 

рис. 2. отличия в профагах CTXφ и их локализации  
на хромосомах между типичным возбудителем холеры эльтор 

и его вариантами, атипичными по вирулентным свойствам 
(матлабский и мозамбикский штаммы, а также  

вьетнамский штамм)
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высказано предположение, что вероятнее всего это 
событие могло произойти в окружающей среде при 
нахождении вибрионов на хитиновом субстрате в 
составе биопленки [18, 28, 46]. и, наконец, при по-
падании этого штамма в организм человека приоб-
ретенный классический профаг CTXφ, включенный 
в малую хромосому, мог дуплицироваться, что при-
вело к появлению его двух копий (рис. 3) [28]. таким 
образом, реконструкция событий, которые привели к 
возникновению мозамбикского штамма, указывает 
на существование ранее неизвестного пути эволюции 
патогенных штаммов V. cholerae с пандемическим 
потенциалом [28]. появление у возбудителя холеры 
эльтор двух копий классического профага CTXφ от-
разилось, видимо, на регуляции экспрессии генов 
хт. последствие всех этих явлений – возникнове-
ние атипичного по вирулентным свойствам штамма 
V. cholerae eltor. 

другим не менее ярким примером изменения ви-
рулентных свойств возбудителя холеры в современ-
ный период является штамм V. cholerae eltor, выде-
ленный на территории северного вьетнама в 2008 г. 
[16, 25, 52]. этот штамм в марте–апреле 2008 г. вы-
звал эпидемическую вспышку холеры в ханое и 20 
провинциях. несмотря на отсутствие смертельных 
исходов, для этой вспышки были характерны тяже-
лые клинические формы заболевания, что свидетель-
ствует о повышенной вирулентности возбудителя по 
сравнению с типичными штаммами [52]. при ана-
лизе генома выделенных штаммов были получены 
весьма интересные данные. оказалось, что все изу-
ченные штаммы несли три копии профага CTXφ. из 
них две копии, локализованные на малой хромосоме, 
относились к классическому профагу. третья копия 
CTXφ была расположена на большой хромосоме и 
относилась к эльтор профагу [25]. приведенные дан-
ные не оставляют сомнений в том, что вьетнамский 
вариант возбудителя холеры эльтор возник в резуль-
тате горизонтального переноса генов вирулентности 
от классических вибрионов к холерным вибрионам 

эльтор. пока нет никаких сведений о том, сможет ли 
этот вариант возбудителя холеры эльтор вытеснить 
типичного возбудителя на эндемичной по холере тер-
ритории. вместе с тем совершенно очевидно, что в 
природных условиях происходит формирование ги-
бридных штаммов, обладающих более вирулентны-
ми свойствами. 

возникновение в ходе эволюционных событий в 
пределах биовара эльтор новых патогенных вариан-
тов ставит вопрос о коррекции существующих мето-
дов молекулярно-эпидемиологического мониторинга 
внешней среды. используемые бактериологические 
методы и лицензированные пцр-тест системы не 
могут обеспечить дифференцирование типичных и 
описанных атипичных вариантов возбудителя хо-
леры эльтор. однако четкие различия между клас-
сическими и эльтор вибрионами в нуклеотидной 
последовательности гена-репрессора rstR указыва-
ют на реальную возможность использования этого 
гена в качестве генетической метки атипичных по 
вирулентным свойствам штаммов V. cholerae eltor. 
несомненно, что, несмотря на весьма интенсивные 
исследования механизма возникновения V. cholerae 
eltor с измененной вирулентностью, для решения 
этой проблемы требуется дальнейшая работа. 

как уже отмечалось, описанные выше атипич-
ные штаммы возникли в результате горизонтального 
переноса генов от V. cholerae cholerae к V. cholerae 
eltor. возникает вполне закономерный вопрос о том, 
существуют ли другие механизмы формирования 
штаммов с измененной вирулентностью? в этой свя-
зи нами были проведены модельные эксперименты 
по получению штаммов холерных вибрионов эльтор 
с повышенной вирулентностью за счет изменения 
экспрессии резидентных генов ctxAB [13]. в качестве 
исходного был взят штамм V. cholerae eltor мак757, 
имеющий на большой хромосоме две копии профага 
CTXφ, расположенные в тандемном порядке, которые 
определяют продукцию 0,02 мкг/мл хт второго типа 
(по данным GM1ELISA). для изменения активности 
генов ctxAB был использован транспозонный мута-
генез. выбор этого метода обусловлен полученными 
ранее сведениями об участии транспозонов в регу-
ляции экспрессии генов вирулентности у различных 
патогенных бактерий. для получения инсерционных 
мутантов транспозон Tn5-Mob (KmR) вначале был 
введен в клетки холерного вибриона в составе век-
торной плазмиды pSUP5011. последующее исклю-
чение Tn-элемента из плазмидной днк и включение 
его в бактериальную хромосому производили путем 
излечивания клеток от плазмиды с одновременным 
созданием условий для селекции клонов, сохранив-
ших Tn5-Mob (KmR). у полученных KmR – клонов с 
помощью пцр и днк-днк-гибридизации изучали 
структуру профага и определяли продукцию хт. в 
результате оказалось, что внедрение Tn5-Mob в хро-
мосому мак757 почти в 2,0 % случаев сопровожда-
лось утратой одной копии профага и делецией генов 
zot, ace, cep, orfU второй его копии [13]. уровень 

рис. 3. схема возможного происхождения мозамбикского 
штамма, отличающегося от типичного возбудителя холеры  
повышенной вирулентностью (по Sh.M.Faruque et al., 2007)
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биосинтеза хт у таких клонов, потерявших около 
70,0 % генов профага, возрос более чем в 2000 раз 
по сравнению с исходным штаммом, составляя 42,0–
45,0 мкг/мл [2, 13]. при этом диагностически зна-
чимые бактериологические свойства этого штамма 
(резистентность к полимиксину, чувствительность к 
фагу эльтор) не изменились. 

далее, встал вопрос о том, влияет ли изменение 
структуры профага на вирулентность полученного 
штамма? в этой связи был проведен сравнитель-
ный анализ инфекционного процесса на модельных 
животных (кролики-сосунки), инфицированных ис-
ходным штаммом и его инсерционным мутантом со 
сверхэкспрессией ctxAB. при практически одинако-
вой эффективной колонизации кишечника клетками 
сравниваемых штаммов у всех модельных животных 
развивался специфический холерогенный синдром. 
вместе с тем штамм с повышенной продукцией хт 
вызывал гибель всех инфицированных животных 
уже через 24 ч, тогда как в случае исходного штам-
ма почти 70,0 % зараженных животных, несмотря на 
развитие у них типичной экспериментальной холер-
ной инфекции, не погибали и через 48 ч. полученные 
данные позволили заключить, что гипертоксигенный 
штамм был более вирулентен. его повышенная виру-
лентность выражалась в более быстрой гибели экс-
периментальных животных, у которых развивался 
весьма выраженный холерогенный синдром.

пока нет сведений о селективных преимуще-
ствах этого штамма по сравнению с типичным воз-
будителем холеры эльтор. тем не менее полученные 
данные указывают на существование еще одного воз-
можного пути формирования штаммов с повышен-
ной вирулентностью за счет изменения регуляции 
экспрессии собственных генов ctxAB в результате де-
леции ряда генов, входящих в состав профага CTXφ. 
такое событие вполне реально и в природных усло-
виях, поскольку холерные вибрионы, находясь в со-
ставе бактериальной биопленки, могут приобретать 
различные транспозоны от других бактерий в резуль-
тате конъюгационных или трансформационных про-
цессов [18]. 

другое важное направление в проблеме фор-
мирования атипичных по вирулентным свойствам 
вариантов возбудителя холеры эльтор – изучение 
путей образования нетоксигенных холерных ви-
брионов, сохранивших весь набор других ключе-
вых генов патогенности. такие штаммы способны 
вызывать тяжелые диарейные заболевания, а в ряде 
случаев быть этиологическим агентом локальных 
вспышек холеры [30, 50].

одно из возможных предположений относи-
тельно возникновения таких вариантов V. cholerae 
заключалось в том, что ctxA– tcpA+ штаммы могли 
появиться в результате утраты профага CTXφ токси-
генными штаммами при их попадании в водную сре-
ду. основанием для такой гипотезы служили данные 
о присутствии в окружающей среде tcpA+ штаммов 
V. cholerae eltor как с дефектным профагом CTXφ 

(ctxAB+, zot–, ace+ или ctxAB–, zot+, ace+ или ctxAB–, 
zot–, ace+), так и лишенных этого мобильного эле-
мента [11, 44, 45]. в этой связи были проведены мо-
дельные эксперименты, направленные на изучение 
фено- и генотипических особенностей, появившихся 
у токсигенных штаммов после их пребывания в во-
дной среде. двадцать клинических штаммов V. chol-
erae eltor, выделенных во время эпидемии холеры в 
астрахани (1970–1975 гг.) и содержащих в геноме 
весь набор основных генов вирулентности, вклю-
чая и профаг CTXφ, были помещены в речную воду. 
через каждые 4 дня делали высевы из контамини-
рованной воды на чашки с полноценным агаром и 
полученные изолированные колонии с помощью 
полимеразной цепной реакции (пцр) тестировали 
на присутствие всех генов профага – ctxA, ctxB, zot, 
ace, orfU, cep (коровая область), а также rstA, rstB, 
rstR (RS2-область). в результате было обнаружено, 
что более 50,0 % штаммов действительно утратили 
профаг CTXφ через 4–75 дней [9]. одним из стрес-
совых факторов, индуцирующих такую перестройку 
генома возбудителя холеры эльтор, является, видимо, 
бедность водной среды питательными веществами. 
следует особо отметить тот факт, что утрата профа-
га сопровождалась изменением экспрессии других 
генов, связанных с вирулентностью. нетоксигенные 
клоны были менее подвижны, но продуцировали 
больше гемолизина по сравнению с исходными. эти 
данные указывают на то, что выявленные изменения 
структуры и функции генома вирулентных клонов хо-
лерных вибрионов при их попадании в водную среду, 
возможно, связаны с процессом их адаптации к дан-
ной экологической нише. при этом утрата профага, 
не являющегося жизненно важным для выживания 
клеток вне организма хозяина, может быть одним 
из условий длительного переживания V. cholerae в 
природных экосистемах. действительно, при оценке 
конкурентной способности изогенных клонов CTXφ+ 
и CTXφ– в условиях их совместного культивирования 
в речной воде уровень выживаемости нетоксигенных 
клонов был в 2–5 раз выше по сравнению с токсиген-
ными [9]. это может означать, что описанные изме-
нения генома вирулентных штаммов в водной среде 
могут быть одним из механизмов сохранения бакте-
риальной популяции в межэпидемический период. 

более того, ctxA– tcpA+ штаммы являются по-
тенциально эпидемически опасными, так как при-
сутствие на бактериальной поверхности токсин-
корегулируемых пилей, являющихся рецептором 
для фага CTXφ, может обусловить их превращение в 
токсигенные в результате фаговой конверсии. кроме 
того, такие штаммы сохраняют способность к коло-
низации тонкого кишечника и, следовательно, могут 
обусловить появление вибрионосителей [10, 26, 33]. 
и, наконец, ctxA– tcpA+ штаммы могут быть ценным 
материалом для последующих эволюционных пре-
образований возбудителя холеры, на основе которых 
могут возникнуть вирулентные штаммы с новыми 
свойствами.
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в заключение следует подчеркнуть, что в со-
временный период в основе изменения вирулентных 
свойств возбудителя холеры лежит вариабельность 
генома профага CTXφ, кодирующего биосинтез хо-
лерного энтеротоксина. исходя из результатов лите-
ратурных данных, можно заключить, что в последние 
годы происходит формирование новых вариантов 
возбудителя холеры эльтор, отличительной особен-
ностью которых является заметное повышение их ви-
рулентности. изменение вирулентных свойств этих 
штаммов, выражающееся в тяжелых клинических 
формах заболевания и в повышении числа заболев-
ших, по всей видимости, было следствием многосту-
пенчатой реорганизации их генома. конечный этап 
этого процесса состоял в приобретении возбудителем 
холеры эльтор профага CTXφ от возбудителя азиат-
ской холеры в результате горизонтального переноса 
генов. безусловно, говорить о свершившейся эволю-
ции V. cholerae, в результате которой сформировался 
новый для человека возбудитель холеры, нет никаких 
оснований. вместе с тем приобретение возбудителем 
холеры эльтор повышенной вирулентности действи-
тельно свидетельствует о происходящих эволюцион-
ных преобразованиях его генома. основной причи-
ной этого явления, видимо, является регулирующее 
воздействие социальных и природных факторов на 
эпидемический процесс прежде всего на эндемич-
ных по холере территориях. 

сохранение новым вариантом возбудителя пан-
демического потенциала требует повышенного вни-
мания к его циркуляции на разных территориях. 
вместе с тем, несмотря на существенные фенотипи-
ческие (продукция хт первого типа) и генетические 
(присутствие на малой хромосоме 2 копий класси-
ческого профага CTXφ) отличия между новыми и 
типичными штаммами, существующие на данный 
момент лабораторные методы исследования не по-
зволяют идентифицировать штаммы с повышенной 
вирулентностью. следовательно, для преодоления 
возникших трудностей при проведении адекватного 
мониторинга возбудителя холеры, необходимо вне-
дрение в практику новых методов идентификации. в 
частности, один из таких подходов может заключать-
ся в тестировании у природных штаммов гена rstR с 
помощью пцр. 

следует также отметить возросший интерес к 
другой проблеме, связанной с изучением адаптивных 
изменений генома возбудителя холеры при его попа-
дании в водную среду. анализ собственных данных 
позволяет говорить о том, что этот процесс может 
быть обусловлен утратой токсигенными вибриона-
ми профага CTXφ. по всей видимости, такое собы-
тие обеспечивает длительное сохранение ctxA– tcpA+ 
вибрионов в окружающей среде. не исключено, что 
нетоксигенные вибрионы, возникшие из ранее ток-
сигенных клонов и сохранившие весь набор других 
генов патогенности, и являются причиной локаль-
ных вспышек холеры, зарегистрированных как на 
территории российской Федерации, так и ряда зару-

бежных стран. однако этот важный вопрос требует 
дальнейшего исследования.

работа поддержана грантом рФФи (06-04-
48310).
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крупные вспышки и спорадические случаи ту-
ляремии, относящейся к особо опасным возвращаю-
щимся инфекционным болезням, периодически ре-
гистрируются во многих странах мира, в том числе 
в россии [3, 13, 30]. сохранение эпизоотически ак-
тивных природных очагов, вероятность применения 
Francisella tularensis при биотеррористических актах 
[24, 29], сложность постановки клинического диа-
гноза обусловливают необходимость совершенство-
вания лабораторной диагностики этой инфекции. 
несмотря на многообразие разрабатываемых мето-
дов на практике предпочтение, как правило, отдается 
иммунодиагностическим, характеризующимся экс-
прессностью, высокой специфичностью и чувстви-
тельностью, а также ввиду возможности их исполь-
зования для исследования материала, непригодного 
для бактериологического анализа [8, 13, 19].

иммунодиагностика туляремии складывается 
из индикации и идентификации возбудителя или его 
специфических антигенов и определения сывороточ-
ных антител у человека и восприимчивых животных. 

среди иммуносерологических методов, приме-
няемых с целью обнаружения F. tularensis, следует в 
первую очередь упомянуть такие классические тесты 
как реакция агглютинации (ра) и реакция непрямой 
гемагглютинации (рнга), для постановки которых в 
настоящее время в рФ выпускается ряд сертифици-
рованных препаратов. 

идентификация туляремийного микроба в про-
бирочной ра и обнаружение его антигенов в реак-
ции кольцепреципитации проводится с применением 
«сыворотки диагностической туляремийной сухой для 
ра» (Фгуз иркутский нипчи сибири и дальнего 
востока, иркутск). несмотря на невысокую чувстви-
тельность ра, возможность перекрестного реагирова-
ния с бруцеллами в низких разведениях сыворотки, 
спонтанной агглютинации, а также необходимость 
выделения чистой культуры туляремийного микро-
ба, требующего значительных временных затрат, дан-
ный метод не утратил своего значения в лабораторной 
практике и продолжает совершенствоваться. для по-
становки реакции суспензионной агглютинации (рса) 
на стекле сконструирован антительный диагностикум 
на основе специальной матрицы с иммобилизован-

ными на ней туляремийными иммуноглобулинами. 
чувствительность рса с использованием получен-
ного препарата составила 3,125·106 – 6,25·106 м.к./мл, 
продолжительность – 1–5 мин [7].

Феномен агглютинации микроорганизма спец-
ифическими антителами, иммобилизованными на 
полимерных микрочастицах, лежит в основе реак-
ции агломерации объемной (рао), для постановки 
которой используют сертифицированный препарат 
«диагностикум туляремийный иммуноглобулино-
вый полимерный сухой для рао», выпускаемый 
ростовским-на-дону нипчи [19]. данный тест реко-
мендуется для идентификации и индикации F. tularen-
sis и его антигенов в чистых культурах, полевом мате-
риале, объектах внешней среды; его чувствительность 
составляет 106 м.к./мл. преимущество рао перед ра 
заключается в большей чувствительности и наглядно-
сти первой, однако технически она немного сложнее, 
так как ставится микрометодом в планшетах для им-
мунологических реакций, а не на стекле.

к методам ускоренной детекции туляремийного 
микроба относятся рнга и реакция нейтрализации 
антител (рнат). для выявления туляремийного анти-
гена при исследовании органов животных, погадок 
птиц и помета хищных млекопитающих, субстрата 
гнезд, почвы и т.п. одной из наиболее эффективных 
и специфичных серологических реакций считают 
рнат с туляремийным антигенным эритроцитарным 
диагностикумом [14, 19]. последний выпускался в 
россии в середине 90-х годов прошлого столетия, но 
в настоящее время снят с производства. 

альтернативным иммуносуспензионным методом 
обнаружения возбудителя туляремии и его антигенов 
является рнга с применением «диагностикума эри-
троцитарного туляремийного иммуноглобу линового 
сухого» («48 цнии минобороны россии», киров, 
Фгуз ставропольский нипчи, ставрополь). в дан-
ной реакции можно выявлять F. tularensis в концен-
трации 3,12·106 м.к./мл макрометодом и 6,25·106 м.к./
мл микрометодом. по данным м.Ф.Шмутера и др. 
[18], реакция пассивной (непрямой) гемагглютина-
ции (рпга) с туляремийным антительным эритро-
цитарным диагностикумом не только пригодна для 
обнаружения специфического антигена в микробных 
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взвесях и суспензиях органов и тканей погибших от 
туляремии животных, но и позволяет косвенно судить 
о степени вирулентности исследуемых культур. так, 
при тестировании убитых вирулентного Shu и авиру-
лентного 21/400 штаммов F. tularensis положительный 
результат в рпга с первой культурой отмечался в дозе 
105 м.к., тогда как со второй он был отрицательным 
даже в дозе 2·106 м.к. в 0,2 мл. однако, несмотря на 
достоверность реакции гемагглютинации [18, 19], 
эритроцитарные диагностикумы имеют ограниченное 
применение из-за нестабильности входящих в их со-
став реагентов и меньшей чувствительности в сравне-
нии с другими, более современными иммунодиагно-
стическими тестами [9, 20].

эффективным методом экспресс-индикации воз-
будителя туляремии является иммунофлуоресцент-
ный, успешному применению которого посвящено 
большое количество публикаций. он эффективен 
для детекции туляремийного микроба в материале от 
больных [1], в желточных мешках куриных эмбрио-
нов [11], в органах экспериментально зараженных 
животных на разных этапах развития инфекции [5, 
14]. в настоящее время предприятием «медгамал» 
(москва) выпускается сертифицированный препарат 
«иммуноглобулины диагностические флуоресци-
рующие туляремийные сухие, лиофилизат для диа-
гностических целей», официально рекомендованный 
для постановки реакции прямой иммунофлуорес-
ценции при проведении эпизоотологического иссле-
дования на туляремию и при исследовании патоло-
гического материала от больных. метод позволяет 
выявлять как живые, так и мертвые клетки F. tularen-
sis в концентрации 109 м.к./мл [19]. существенному 
повышению чувствительности иммунофлуоресцент-
ного метода (до 103 м.к./мл) способствует примене-
ние магнитных сорбентов, представляющих собой 
модифицированную декстраном пирогенную форму 
диоксида кремния с включенным магнитным мате-
риалом, с иммобилизованными на их поверхности 
иммуноглобулинами, выделенными из гипериммун-
ной туляремийной сыворотки [6]. зарубежными ис-
следователями предложен основанный на флуорес-
ценции мультианалитический иммуносенсор для 
одновременного анализа нескольких образцов [31]. 

одним из вариантов флуоресцентного метода 
является липосомальный иммуноанализ. описан 
простой и чувствительный метод выявления туля-
ремийного о-антигена и антител к нему с помощью 
гомогенной тест-системы на основе липосом, сенси-
билизированных липополисахаридом (лпс) F. tu la-
rensis [15]. авторами показана возможность приме-
нения мка, направленных к эпитопам о-цепи лпс 
F. tularensis [17], для достижения комплементзави-
симого лизиса липосом. при этом чувствительность 
метода при определении лпс составила 50−100 нг/
мл, а при введении в систему, содержащую мка, 
антител-активаторов − 5−10 нг/мл [15].

люминесцентно-серологический метод обна-
ружения возбудителей бактериальных инфекций, в 

том числе туляремии, заслуженно пользуется широ-
кой популярностью, так как обеспечивает быструю 
и точную детекцию специфического иммунного 
комплекса в исследуемом материале. однако следу-
ет учитывать вероятность неспецифической, связан-
ной с отложением флуоресцирующих конъюгатов на 
различных тканевых структурах, включением метки 
в другие сывороточные белки, или нежелательной 
специфической, обусловленной наличием в конъю-
гате перекрестно реагирующих антител, флуорес-
ценции [8], и невозможность применения метода без 
соответствующего приборного обеспечения. 

к наиболее информативным современным им-
мунодиагностическим тестам для обнаружения F. tu-
la ren sis, относятся различные варианты иммунофер-
ментного анализа (иФа или ELISA, от англ. enzyme-
linked immunosorbent assay), которые, будучи высоко-
чувствительными, отличаются воспроизводимостью, 
простотой постановки и учета результатов [8]. так, 
ELISA, разработанный российскими учеными в 1988 г. 
для обнаружения туляремийного антигена в бакте-
риальных взвесях и органах зараженных животных, 
обладал чувствительностью 1·104 – 5·104 м.к./мл, что 
было на 1–2 порядка выше, чем у других используе-
мых в то время методов, таких как реакция иммуноф-
луоресценции, рпга и рнат [12]. для детекции анти-
гена возбудителя туляремии в ELISA был предложен 
конъюгат иммуноглобулинов с пенициллиназой, тех-
ника приготовления которого проще чем пероксидаз-
ного конъюгата. тест достаточно чувствителен, осо-
бенно по отношению к препарату лпс F. tularensis, и 
позволяет выявлять 105 м.к. туляремийного микроба 
и 0,7–1,0 нг/мл лпс [10]. благодаря использованию 
магнитного сорбента с иммобилизованными иммуно-
глобулинами из гипериммунной туляремийной сыво-
ротки отечественными авторами был разработан им-
муноферментный метод выявления корпускулярных 
антигенов туляремийного микроба, позволяющий об-
наружить 102 м.к./мл в течение 2 ч [6]. классический 
сэндвич-ELISA лежит в основе белкового чипа, раз-
работанного для одновременной детекции множества 
опасных биоагентов, включая F. tularensis [27].

в конце 80-х годов XX века предприятием 
нииэм им. н.Ф.гамалеи выпускалась тест-сис те ма 
иммуноферментная для определения туляремийного 
антигена, предназначенная для детекции возбудите-
ля туляремии и выявления его лпс в количестве не 
менее 10 нг/мл в сэндвич-ELISA. позднее выпуск 
ее был прекращен, и на сегодняшний день в россии 
отсутствуют сертифицированные иммунофермент-
ные тест-системы для обнаружения туляремийного 
микроба. 

весьма перспективным при конструировании 
иммуноферментных тест-систем представляется 
применение моноклональных антител (мка). так, 
получены диагностически значимые мка к конфор-
мационным эпитопам белков внешней мембраны 
F. tularensis, которые оказались строго специфич-
ными в ELISA по отношению к соответствующему 
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микроорганизму [23]. другой высокоспецифичный 
ELISA, основанный на мка к лпс F. tula ren sis, об-
ладает пределом чувствительности 103–104 м.к./мл и, 
по мнению авторов, может быть с успехом использо-
ван для диагностики туляремии [26]. 

оригинальную разработку предложили A.H.Pe-
rus ki et al. [28]. существующие ELISA-тесты для 
обнаружения туляремийного микроба и ряда бак-
териальных токсинов были конвертированы в со-
ответствующие тесты флуориметрии с временным 
разрешением DELFIA. чувствительность анализов 
за счет использования меченных европием антител-
детекторов повышается до 4–20 пг/мл антигена, а 
продолжительность составляет чуть более 2 ч.

выявление F. tularensis возможно также при 
использовании иммунохроматографических мето-
дов, хотя их чувствительность зачастую ниже, чем 
у ELISA [22, 26]. туляремийный антиген в низких 
концентрациях может быть обнаружен при исполь-
зовании хемилюминесцентного метода [34]. для 
определения лпс возбудителя туляремии в тканях 
животных эффективно применяется иммуногистохи-
мический анализ [25, 35]. 

другое направление иммунодиагностики туля-
ремии предполагает обнаружение специфических 
сывороточных антител и служит для установления 
диагноза у больного или переболевшего (ретроспек-
тивная диагностика) и оценки иммунологического 
статуса привитых [13, 19, 30]. для этого наиболее ча-
сто применяется ра, которую обычно ставят объем-
ным способом по общепринятой методике с исполь-
зованием диагностикума туляремийного жидкого 
для объемной и кровяно-капельной реакции агглю-
тинации производства нпо «микроген» (г. омск). 
ра бывает положительной в титре 1:100 и выше со 
2–3-й недели от начала болезни и достигает на 4–6-й 
неделе титра 1:400 – 1:800, иногда выше, после чего 
титр начинает снижаться. 

в отечественной практике также применялась 
рнга с коммерческим туляремийным антигенным 
эритроцитарным диагностикумом (одесса), выпуск 
которого прекращен в 1996 г. в рнга гемагглюти-
нины обнаруживаются уже в конце 1-й недели от 
начала заболевания, и через месяц гемагглютина-
ционный титр может достигать 1:10000 – 1:40000 и 
выше, после чего постепенно снижается, сохраня-
ясь на уровне 1:100 – 1:200 длительное время [3]. 
продемонстрирована возможность применения ту-
ляремийного антительного эритроцитарного диа-
гностикума для выявления специфических антител 
в сыворотках больных, переболевших и вакциниро-
ванных людей и животных в рнаг [18].

описанные реакции, несмотря на достаточную 
специфичность, обладают всеми упомянутыми выше 
недостатками иммуносуспензионных тестов, что об-
условливает необходимость разработки альтернатив-
ных средств обнаружения антитуляремийных анти-
тел. так, значительно большей информативностью 
обладают различные модификации ELISA и иммуно-

блоттинг, применяемые для определения специфи-
ческих антител у животных и человека. к примеру, 
микроточечный иммуноферментный анализ на ни-
троцеллюлозной мембране с визуальной индикацией 
результатов был с успехом использован для опреде-
ления IgG в поствакцинальный период у обезьян-
гамадрилов [20]. в сравнительных экспериментах 
чувствительность данного метода не отличалась от 
чувствительности иФа со спектрофотометрической 
детекцией результатов и превышала чувствитель-
ность рпга в 10–20 раз, а реакции микроагглюти-
нации – в 10–1000 раз. дот-иммуноанализ на основе 
S-лпс F. tularensis оказался эффективным в опреде-
лении гомологичных антител у больных и иммунизи-
рованных людей и животных [2].

для выявления специфических антител в сы-
воротках крови людей, вакцинированных против 
туляремии, методом DELFIA в качестве конъюгата 
применяли меченный европием белок а. данный 
вариант иммуноанализа оказался в 10−40 раз более 
чувствительным, чем иФа с пероксидазными конъ-
ю гатами, даже при условии использования авидин-
биотиновой системы [4]. 

весьма перспективным для серодиагностики 
туляремии и оценки эффективности вакцинации 
представляется метод флуоресцентного липосомно-
го иммуноанализа (Флиа) на основе липосом, сен-
сибилизированных лпс или фрагментами внешних 
мембран клеточных стенок F. tularensis, с инкапсу-
лированными маркерами флуоресцентной природы 
[16]. в эксперименте Флиа демонстрирует высо-
кую чувствительность, в 4–160 раз превосходящую 
рпга. метод является экспрессным (продолжитель-
ность 15–60 мин) и воспроизводимым. в ходе ана-
лиза не требуется сепарации реагентов, что выгодно 
отличает его от гетерогенного иФа.

большое значение для мониторинга эпизоотий ту-
ляремии имеет определение сывороточных противоту-
ляремийных антител у животных. немецкими учены-
ми показана информативность ELISA на основе лпс и 
коммерческих наборов для иммуноблоттинга, предна-
значенных для детекции туляремийных антител, при 
исследовании сывороток кабанов [21]. оригинальный 
подход для детекции анти-лпс антител в формате 
microarray разработали ученые из сШа. ими был ис-
пользован лпс F. tularensis, иммобилизованный на 
покрытых нитроцеллюлозой стеклянных пластинках, 
что позволяло сохранить доступность эпитопов для 
связывания с антителами. порог чувствительности 
данного метода составил 10 нг/мл антител, что в 100 
раз выше чувствительности традиционных иммуноф-
луоресцентных анализов. при исследовании собачьих 
сывороток в положительных образцах регистрировал-
ся значительно более высокий уровень антител к лпс, 
чем в отрицательных [32]. не менее эффективным при 
конструировании microarray-тест-систем оказалось 
использование для сенсибилизации покрытых нитро-
целлюлозой стеклянных субстратов цельных бактери-
альных клеток [33]. 
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таким образом, к настоящему времени для диа-
гностики туляремии отечественными и зарубежны-
ми учеными предложено множество эффективных 
иммунодиагностических тестов. однако большая 
их часть – экспериментальные разработки. в на-
шей стране выпускаются лишь препараты старого 
поколения, тогда как новые тест-системы, отвечаю-
щие современным требованиям чувствительности 
и экспрессности, отсутствуют. поэтому исследо-
вания, направленные на конструирование и совер-
шенствование туляремийных иммунодиагностику-
мов, не утрачивают своей актуальности. наиболее 
перспективными в этой связи представляются дот-
иммуноанализ, изготовление иммунохроматографи-
ческих дипстиков на основе высокоспецифичных 
поли- и моноклональных антител, а также создание 
иммуночипов. усилия разработчиков должны быть 
направлены на повышение порога чувствительности 
тест-систем, полное исключение неспецифических 
реакций, упрощение процедуры постановки и учета 
реакции и доведение экспериментальных разработок 
до выпуска сертифицированного препарата. 
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одним из экологических механизмов, обеспе-
чивающих выживание любого биологического вида, 
является расселение [2]. это в полной мере относит-
ся к блохам – паразитам грызунов, расселяющимся 
на основе форических связей со своими прокорми-
телями [1]. по-видимому, в паразитарной системе 
«грызуны-блохи» выработалось оптимальное соотно-
шение трофических (временный гнездово-норовый 
паразитизм) и подчиненных форических связей, обе-
спечивающее рациональный режим питания и широ-
кий разнос эктопаразитов хозяевами. это положение 
подтверждается наличием весьма обширных ареалов 
многих видов блох и их достаточно высокой числен-
ностью.

целью настоящего исследования является оцен-
ка широты и разветвленности паразитарных кон-
тактных сетей в поселениях песчанок рода Meriones. 
анализ принципиальных (фактологических) схем 
рассеивания блох среди прокормителей и их топогра-
фическая интерпретация позволили визуально пред-
ставить процесс форезии эктопаразитов и оценить 
его роль в формировании популяционных ареалов. 
дополнительно рассмотрено значение различных 
элементов структуры контактных сетей для повыше-
ния интенсивности разноса блох.

материалы и методы

материалы получены в волго-уральском песча-
ном очаге чумы при изучении перемещений гребен-
щиковой (Meriones tamariscinus Pall.) и полуденной 
(M. meridianus Pall.) песчанок, форезии массовых 
видов блох (Nosopsyllus laeviceps Wagn. и Xenopsylla 
conformis Pall.) в их поселениях, а также вероятности 
смены прокормителей этими эктопаразитами. анализ 
параметров перемещений грызунов и форезии блох 
показал непрерывное и достаточно быстрое объеди-
нение обитателей поселения в единую сеть, в которой 
непосредственный паразитарный контакт осущест-
вляется между всеми соседями, чьи норы удалены 

друг от друга на 1–3 дистанции ежесуточных пере-
мещений. в данной работе проведен анализ реально 
выявленных контактных сетей, служащих примером 
высокой способности блох расселяться, перемещаясь 
в пространстве с помощью хозяев. получение необ-
ходимых данных обеспечено применением метода ин-
дивидуального мечения блох [4, 5, 6].

полевые исследования проведены в течение 
пяти различных фенологических периодов 1991–
1994 гг. на двух стационарных участках наблюдений 
(площадью 6 и 9 га), расположенных в центральных 
частях волго-уральских песков. по данным за каж-
дый сезон были изготовлены принципиальные схе-
мы переходов блох с одного хозяина на другого и схе-
матические планы пространственных перемещений 
грызунов и эктопаразитов, послужившие предметом 
анализа.

результаты и обсуждение

схемы переходов блох Ns. laeviceps с одного 
прокормителя на другого в поселениях малых песча-
нок и серых хомячков, полученные весной и осенью 
1991 г., приведены в наших работах [3, 5], характери-
зуют лишь часть зарегистрированных контактных се-
тей. по материалам 1993–1994 гг. паразитарные сети 
были выявлены полнее и включали данные обо всех 
меченых блохах, встречавшихся повторно и хотя бы 
один раз менявших хозяев. схемы этих сетей позво-
лили более объективно охарактеризовать элементы 
их формирования. 

принципиальная схема переходов блох X. con-
for mis в совместном поселении полуденных (пп) и 
гребенщиковых (гп) песчанок весной 1993 г. при-
ведена на рис. 1. на этой и других схемах пред-
ставлены только те блохи, которые один и более раз 
встречались повторно после мечения и хотя бы один 
раз меняли прокормителя. изображения блохи на 
рисунке (см. условные обозначения) связаны между 
собой черными стрелками. если конкретный грызун 
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неоднократно имел на себе меченых блох, подлежа-
щих изображению на схеме, то его значки были сое-
динены серой стрелкой. все изображения грызунов с 
находящимися в их шерсти блохами, связанные хотя 
бы одной из двух типов стрелок, составляли единую 
контактную сеть. в данный сезон повторно от 1 до 
4 раз встречались 22 эктопаразита, что в сумме со-
ставило 46 повторов, из которых 26 были со сменой 
хозяина. выявленная контактная сеть возникла в ре-
зультате перемещений 7 из 9 обитавших на площадке 
грызунов. отдельных фрагментов с индивидуально 
контактирующими зверьками не зафиксировано.

осенью 1993 г. контактная сеть формировалась 
так же, как и в 1991 г. при участии блох Ns. lae vi-
ceps (рис. 2). со сменой хозяина зафиксировано 23 
повтора-перехода, осуществленных 21 блохой. сеть 
без образования отдельных фрагментов была сфор-
мирована перемещениями 16 зверьков из 40 ловив-
шихся на площадке.

весной 1994 г., как и прошлой осенью, сеть фор-
мировалась при участии блох Ns. laeviceps. со сме-
ной хозяина зафиксировано 50 повторов из 68, обра-
зовавших сеть, осуществленных 46 насекомыми. в 
этом сезоне отмечен один маленький изолированный 
фрагмент сети, когда одна блоха сменила двух хозяев. 
всего же в формировании сети принимала участие 
21 гребенщиковая песчанка из 30 зверьков, встречав-
шихся на площадке. в связи с большими размерами, 
густотой и разветвленностью, рисунок сети за этот 
сезон мы не приводим, однако подчеркиваем нали-
чие в ней всех известных элементов, необходимых 
для ее формирования.

следует заметить, что наличие изолированных 
паразитарных связей объясняется, прежде всего, тем, 
что за ограниченный экспедиционным сроком отре-
зок времени мы не успевали установить их вхожде-
ние в общую сеть. кроме того, многие меченые блохи 

могли переместиться за пределы площадки и обеспе-
чить связь с обитающими там грызунами. истинные 
размеры сети, безусловно, во много раз обширнее и 
она гуще, а объединение фрагментов является лишь 
делом времени и в значительной мере – делом слу-
чая. степень «недооценки» сети можно представить, 
если учесть небольшую долю повторов относитель-
но общего числа меченых эктопаразитов и не подда-
ющуюся точной оценке долю меченых относительно 
всех обитающих на площадке блох.

как было видно на представленных выше ри-
сунках, при формировании паразитарной контактной 
сети реализуются все формы связи: и схождение, и 
расхождение эктопаразитов, сцепленные, а также 
стандартные (повторяющиеся) передачи. дважды за-
фиксирован возврат блохи на одного из предыдущих 
хозяев после паразитирования на промежуточном 
зверьке. бесспорно то, что реализация различных 
форм переходов является обязательным условием 
формирования сети.

не менее впечатляюще выглядит пространствен-
ное изображение контактной сети. на рис. 3 изобра-
жена схема расположения на участке городков гре-
бенщиковых и полуденных песчанок весной 1993 г., а 
также путей перемещений грызунов и транспортиров-
ки блох. в целях разгрузки изображены только наи-
более характерные маршруты. как видно из рисунка, 
не все направления переносов эктопаразитов совпа-
дают с трассами передвижений песчанок. это можно 
объяснить тем, что повторное обнаружение блохи за-
частую происходило через больший срок, чем грызу-
на, и в этот период она могла неоднократно парази-
тировать на других животных и «путешествовать» с 
их помощью по участку. при этом истинный маршрут 
ее транспортировки остается неизвестным и может 
быть достаточно сложным. это обстоятельство объяс-
няет также то, что среднее расстояние переноса блох 

рис. 1. принципиальная схема контактной сети в поселении 
гребенщиковых и полуденных песчанок и блох Xenopsylla  

conformis на стационарном участке наблюдений  
в волго-уральских песках весной 1993 г.:

верхняя строка – даты регистрации меченых животных.  
1 – номера блох; 2 – аббревиатуры и номера прокормителей  

(см. в тексте); 3 – пути передачи блох; 4 – участие грызунов в передаче 
разных блох в разное время

рис. 2. принципиальная схема контактной сети в поселении 
гребенщиковых и полуденных песчанок и блох Nosopsyllus 

laeviceps на стационарном участке наблюдений  
в волго-уральских песках осенью 1993 г.:

верхняя строка – даты регистрации меченых животных.  
1 – номера блох; 2 – аббревиатуры и номера прокормителей  

(см. в тексте); 3 – пути передачи блох; 4 – участие грызунов в передаче 
разных блох в разное время
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приблизительно вдвое превышает среднее расстояние 
перемещений грызунов. по этой же причине и резуль-
тирующий путь передачи блохи часто не совпадает ни 
с одним из маршрутов зверьков.

принимая во внимание небольшую величину 
выборки, очевидно, что далеко не все трассы переме-
щений грызунов нами выявлены и не все факты пре-
бывания блох на зверьках зарегистрированы, однако 
в природе каждый перенос паразита обязательно на-
кладывается на передвижение хозяина. поскольку 
истинный путь транспортировки блохи нам не изве-
стен, мы вынуждены использовать его стилизован-
ное изображение.

близкая по сути картина наблюдалась и осенью 
1993 г. (рис. 4). здесь заметны те же особенности 
пространственного расположения путей перемеще-
ний контактирующих между собой животных и ре-
зультирующих путей переноса блох, не всегда совпа-
дающих друг с другом.

то же самое можно сказать и о ситуации, сло-
жившейся весной 1994 г. правда, в этот сезон густота 
маршрутов передвижений песчанок и переносов блох 
оказалась гораздо более высокой. существенный 
рост объема данных в этом случае связан с продол-
жительным сроком работ, составившим два месяца. 
несмотря на это и здесь были отмечены пути пере-
носа блох, формально не совпадающие с маршрута-
ми передвижений грызунов.

индивидуальные схемы форезии блох, попадав-
шихся несколько раз, так же, как и общая схема сети, 
говорят о хаотичности их перемещений и о той или 

иной изломанности маршрутов переноса. вероятно, 
экземпляры, транспортировавшиеся по круто изло-
манным путям, смогли на большее время задержать-
ся на участке и попасть в число многократно обна-
руженных насекомых. экземпляры, транспортиро-
вавшиеся по более прямым путям, вероятно, быстрее 
других покинули участок и смогли «уйти» из под на-
шего контроля. здесь необходимо пояснить, что по-
селения песчанок без больших разрывов на многие 
километры продолжались во все стороны от выбран-
ного для работы участка.

таким образом, установлено, что результатом 
форезии блох с помощью грызунов-прокормителей 
является непрерывное формирование паразитарной 
контактной сети, связывающей между собой прак-
тически всех обитателей единого заселенного про-
странства (сопряженных популяционных ареалов 
хозяев и их эктопаразитов). структура сети образо-
вана двумя основными формами связей: сходящими-
ся и расходящимися, которые обеспечивают ее моно-
литность и постоянное расширение числа контактов 
между грызунами при помощи блох.

из всего вышесказанного вытекает вывод о том, 
что разработанная нами методология выявления 
паразитарных контактных сетей вполне способна 
обеспечить получение достоверных результатов по 
этому вопросу. однако при доступной интенсивно-
сти исследований обнаруживается лишь небольшая 
часть сети, об истинных размерах которой и о ко-
личественных характеристиках ее элементов можно 
только догадываться. не будет преувеличением по-

рис. 3. план контактной сети в поселении гребенщиковых  
и полуденных песчанок и блох Xenopsylla conformis  

на стационарном участке наблюдений в волго-уральских  
песках весной 1993 г.: 

1 – норы, возле которых отлавливались грызуны; 2 – условное  
изображение «трасс» перемещений песчанок, участвовавших  
в формировании сети; 3 – условное изображение направлений  
переноса меченых блох между точками их последовательных  

обнаружений

рис. 4. план контактной сети в поселении  
гребенщиковых песчанок и блох Nosopsyllus laeviceps  

на стационарном участке наблюдений в волго-уральских  
песках осенью 1993 г.: 

1 – норы, возле которых отлавливались грызуны; 2 – условное  
изображение «трасс» перемещений песчанок, участвовавших  
в формировании сети; 3 – условное изображение направлений  
переноса меченых блох между точками их последовательных  

обнаружений



ЭПИДЕМИОЛОГИЯ

19

лагать, что весь совместный ареал грызунов-хозяев и 
их блох, если он или какая-либо его часть не имеют 
изолирующих пространственных разрывов, пред-
ставляет собой сплошную паразитарную контактную 
сеть. именно это обстоятельство обеспечивает гомео-
стаз и генетическое единство популяций насекомых-
эктопаразитов, не способных самостоятельно пере-
двигаться по просторам своих огромных ареалов. 
кроме того, изучение контактных сетей позволяет 
лучше понять механизм трансмиссии возбудителя 
чумы в ее природных очагах.

работа выполнена при финансовой поддержке 
рФФи, проект № 06-04-48107.
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Parasitic Contact Nets in the Settlings of Tamarisk and Midday 
Gerbils and their Fleas in the Sands of Volga-Ural Country be-

tween Two Rivers

Russian Anti-Plague Research Institute “Microbe”, Saratov

As a result of transitions of the Meriones genus gerbils and fleas phore-
sy the parasitic contact nets are formed in their settlements to provide the ef-
fective settling of ectoparasites and spreading of plague etiological agent. The 
contact net covers all the territory occupied by the rodent settlings that do not 
have spatial disconnection.

Key words: gerbils, fleas, phoresy, parasitic contacts, settling.
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в конце XX столетия на территории юга 
саратовского заволжья отчетливо проявилась тен-
денция формирования природных очагов сочетанных 
арбовирусных инфекций [1, 2, 3, 8, 11, 12]. этот про-
цесс совпал во времени с повышением температуры 
в период зимних месяцев и расширением северных 
границ ареалов многих носителей и переносчиков зо-
онозных инфекций [4, 6, 10]. особенно значительные 
изменения биоценотической структуры первичных 
природных комплексов произошли в зонах иррига-
ции и орошения территории саратовского заволжья, 
где отмечен значительный рост численности домовой 
мыши [7]. все это, в целом, могло привести к широ-
кому распространению возбудителей арбовирусных 
инфекций в популяциях фоновых видов мышевид-
ных грызунов, что обусловило необходимость оцен-

ки их современной эпизоотологической значимости.
в настоящем сообщении обобщены материалы, 

полученные в 2006–2007 гг. при проведении эпи-
зоотологического обследования александрово-гай-
ско го и новоузенского административных районов 
саратовской области. добыто и исследовано на на-
личие возбудителей арбовирусов 583 экз. мышевид-
ных грызунов 4 видов. накоплено 4055 ловушко-
ночей, в том числе в околоводных биотопах – 3105, 
антропогенных – 650, скирдах – 300. учеты числен-
ности грызунов выполнены стандартными методами 
[5, 9]. лабораторные исследования осуществляли в 
стационарной лаборатории диагностики инфекцион-
ных болезней роснипчи «микроб», а также в по-
левых условиях в мобильной лаборатории эпидраз-
ведки и индикации на базе автомашины газ-2705. 

удк 599.32(471.44)
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рассмотрена роль фоновых видов мышевидных грызунов в сохранении арбовирусных инфекций в полупу-
стынной зоне саратовского заволжья. установлены показатели их численности в околоводных и антропогенных 
биотопах, инфицированности отдельных видов арбовирусными инфекциями. обоснована высокая потенциаль-
ная эпидемическая опасность интразональных биотопов как центров формирования природных очагов сочетан-
ных арбовирусных инфекций. 
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выявление антигенов арбовирусов проводили мето-
дом иммуноферментного анализа (иФа) с использо-
ванием коммерческого диагности ку ма производства 
гу нии вирусологии им. д.и.ивановского рамн, 
москва.

в результате выполненных в 2006–2007 гг. ис-
следований установлено, что на территории полупу-
стынной зоны саратовской области в многовидовых 
сообществах грызунов, сформировавшихся в около-
водных и антропогенных биотопах, доминирующее 
положение занимает домовая мышь. общая доля 
в отловах этого вида достигает 69,2 % (табл. 1). в 
качестве видов содоминантов зарегистрированы 
малая лесная мышь, обыкновенная и общественная 
полевки. 

проведенные иммунологические исследования 
выявили наличие антигенов 6 арбовирусов в 48 пробах 
полевого материала, из них синдбис – 1, западного 
нила (зн) – 7, серокомплекса калифорнийского 
энцефалита (скэ – тягиня, инко) – 32, батаи – 3, 
крымской-конго геморрагической лихорадки 
(ккгл) – 5. причем 79,2 % (38 проб) положительных 
результатов получено при исследовании суспензий 
мозга от домовых мышей, у которых выявлены анти-
гены всех 6 видов арбовирусов, зарегистрированных 
в 2006–2007 гг. в полупустынной зоне саратовского 
заволжья. показатели инфицированности грызунов 
составляли: домовой мыши – 9,4 %, малой лесной 
мыши – 4,1 %, полевки обыкновенной  – 11,5 %, по-
левки общественной – 1,8 %. для сравнения эпизоо-
тологической значимости фоновых видов грызунов, 
природных резерватов арбовирусов, выполнена соот-
ветствующая оценка степени их доминирования в ан-
тропогенных и околоводных биотопах. в частности, 
установлено, что в сезонном аспекте доля в отловах 
домовой мыши в околоводных биотопах составляет 
в весенний период 60–70 %; в осенний – 48–65 %. 
более высокая численность домовой мыши отмечена 
в антропогенных биотопах – до 90 % (табл. 2). в ан-

тропогенных биотопах в качестве вида содоминанта 
выступает обыкновенная полевка, для которой уста-
новлена высокая инфицированность арбовирусами 
(табл. 1). в осенний период здесь также зарегистри-
рована малая лесная мышь, а с 2007 г. отмечено рас-
селение общественной полевки.

полученные данные показали присутствие воз-
будителей абовирусных инфекций в антропогенных 
биотопах. подтверждением этого служат факты об-
наружения антигенов вируса синдбис, зн, тягиня и 
батаи осенью 2006 г. и антигена вируса инко весной 
2007 г., при лабораторном исследовании проб орга-
нов от домовых мышей, добытых в окрестностях 
животноводческих ферм и скирдах соломы, а также 
регистрации антигена вируса батаи в биологиче-
ском материале от домовых мышей, добытых осе-
нью 2007 г. в жилом доме животновода (окрестности 
п. варфоломеевка). 

результаты полевых и лабораторных иссле-
дований свидетельствуют также о потенциальной 
опасности заражения человека арбовирусными 
инфекциями и при посещении околоводных био-
топов. при проведении эпизоотологического обсле-
дования здесь неизменно регистрировали широкий 
спектр маркеров возбудителей арбовирусных ин-
фекций среди фоновых видов мышевидных грызу-
нов, в том числе в 2006 г. обнаружены антигены ви-
русов синдбис, зн, батаи и скэ; в 2007 г. – инко. 
необходимо отметить, что ранее, в 1998–1999 гг., на 
территории дергачевского и александрово-гайского 
районов в зоне действия саратовского магистраль-
ного оросительного канала среди фоновых видов 
мышевидных грызунов впервые в саратовском 
заволжье установлена циркуляция вируса геморра-
гической лихорадки с почечным синдромом (глпс) 
[8]. сформировавшиеся здесь устойчивые пара-
зитарные системы, включающие широкий спектр 
млекопитающих, лимнофильных видов птиц, кро-
вососущих членистоногих, способны обеспечить 

Таблица 1

Участие фоновых видов мышевидных грызунов  
в циркуляции возбудителей арбовирусных инфекций  

в полупустынной зоне саратовского Заволжья в 2006–2007 гг. 

вид грызуна
кол-во 

добытых 
зверьков, 

экз.

доля 
вида в 

отловах, 
%

кол-во проб, 
содержащих 

антигены 
арбовирусов, 

абс.

показатель 
инфициро-
ванности 

грызунов, %

мышь домовая  
Mus musculus Linnaeus, 
1758

403 69,2 38 9,4

мышь малая лесная 
Apodemus uralensis 
Pallas, 1771

73 12,5 3 4,1

полевка обыкновенная 
Microtus arvalis Pallas, 
1778

52 8,9 6 11,5

полевка общественная 
Microtus socialis Pallas, 
1773

55 9,4 1 1,8

Итого 583 100 48 8,2

Таблица 2

Численность фоновых видов мышевидных грызунов  
в околоводных и антропогенных биотопах  

полупустынной зоны саратовского Заволжья в 2006–2007 гг.

год и сезон 
проведения 

работ

добыто 
грызу-

нов, экз.

числен-
ность 

грызунов, 
%

доля вида в отловах, %

до-
мо вая 
мышь

малая 
лесная 
мышь

обыкно-
венная по-

левка

об щест-
вен ная 
полевка

Околоводные биотопы

весна 2006 34 7,6 76,5 2,9 20,6 -

2007 7,7 61,7 27,2 11,1 -

осень 2006 79 20,8 48,1 19,0 30,4 2,5

2007 164 14,6 65,2 16,5 7,3 11,0

Антропогенные биотопы

весна 2006 19 9,5 89,5 - 10,5 -

2007

осень 2006 50 25,0 90,0 4,0 6,0 -

2007 55 22,0 50,9 - - 49,1
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длительное сохранение и циркуляцию возбудителей 
различных арбовирусных инфекций. а в связи с 
линейным характером территориального располо-
жения околоводных биотопов (поймы рек, берега 
каналов, водохранилищ, лиманов и др.) в полупу-
стынной зоне саратовского заволжья, сохраняется 
возможность экспансии переносчиков возбудителей 
арбовирусных инфекций и на прилегающие терри-
тории, заселенные представителями степной и по-
лупустынной фауны.

представленные выше результаты исследова-
ний позволяют рассматривать интразональные био-
топы в качестве многочисленных первичных «цен-
тров» формирования природных очагов арбовирус-
ных инфекций в полупустынной зоне саратовского 
заволжья. учитывая, что мышевидные грызуны 
играют важное значение в прокормлении личинок 
и нимф определенных видов иксодовых клещей, 
нельзя отрицать их значения в распространении 
эпидемически значимых возбудителей арбо- и хан-
тавирусов. при этом доминирующее положение до-
мовой мыши в антропогенных и околоводных био-
топах обусловливает опасность их заноса в жилье 
человека. 

в качестве заключения отметим, что наблюдае-
мый широкий видовой спектр выявляемых арбови-
русов в популяциях мелких млекопитающих свиде-
тельствует об их интенсивной циркуляции на всей 
территории полупустынной зоны саратовской об-
ласти. причем наибольшую потенциальную эпиде-
мическую опасность представляют интразональные 
ландшафты, в том числе зоны ирригации и ороше-
ния земель, где необходимо проведение постоянного 
эпизоотологического мониторинга популяций мы-
шевидных грызунов и контроля их численности в 
постройках человека. 
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анализ динамики заболеваемости чумой в 
мире с 1899 по 1980 год [3] выявил ряд характер-
ных особенностей, во-первых, постоянное сниже-
ние заболеваемости по десятилетним периодам как 
в мире, так и в азии и африке. в америке исклю-
чение составил период с 1961 по 1970 год, когда 
заболеваемость чумой повысилась по сравнению 
с предыдущим десятилетием в 4,5 раза (с 1228 до 
5560 случаев). вторая особенность заключалась в 
подавляющем большинстве случаев заболеваний в 
азии в 30–50-е годы до 90,2–95,7 % за счет индии, 
индонезии, бирмы, в 60–70-е годы – до 78,0–80,6 % 
за счет вьетнама. в-третьих, анализ показал, что со-
временные методы профилактики и борьбы с чумой 
эффективны, они привели к снижению уровня за-
болеваемости. 

учитывая вышеизложенное, в настоящей работе 
проведено определение тенденции динамики заболе-
ваемости чумой в мире с 1984 по 2003 год в период 
регулярно поступающей и обобщающей информации 
и анализ отрывочной информации всемирной орга-
низации здравоохранения (воз) по этой инфекции с 
2004 по 2007 год.

для анализа использованы данные официаль-
ной статистики воз и литературные источники. 
тенденцию динамики заболеваемости чумой опреде-
ляли по параболе I порядка [8]. статистический ана-
лиз заболеваемости проводили по 3 временным пе-
риодам: 1984–1993, 1994–2003, 1984–2003 годы. 

в 26 странах мира с 1984 по 2003 год зареги-
стрировано 44579 случаев чумы [9–24]. в мире 
прослеживалась тенденция к повышению заболе-
ваемости в 2,4 раза (y1=1325,68–3132,41 случаев в 
абсолютных числах). в 1984–1993 гг. наблюдалось 
16049 случаев чумы. наибольшее число больных 
зарегистрировано с 1991 по 1993 год (2232–3059 
случаев), наименьшее – в 1985 и 1989 гг. (877, 876 
случаев), в остальные годы – 1207–1426. с 1994 по 
2003 год зарегистрировано 28530 заболеваний, сред-
нее число больных в этот период оказалось выше в 

1,8 раза аналогичной величины за предыдущее де-
сятилетие. в начале периода с 1994 по 2003 год в 
течение 4 лет наблюдался рост заболеваемости, в 
течение следующих 6 лет – снижение ее. средний 
темп роста заболеваемости в 1994–1997 гг. соста-
вил 17,6 %, средний темп снижения в 1998–2003 гг. 
– 23,6 %. наибольшее число случаев чумы зареги-
стрировано в 1996 и 1997 гг. (3017 и 5419 больных), 
наименьшее – в 2002 г. (1925 случаев), в остальные 
годы более 2000 случаев ежегодно (2232–2939 боль-
ных, рис. 1).

в 2004–2006 гг. в мире, по неполным данным 
воз, зарегистрированы 371 больной и 1174 подо-
зрительных на чуму случаев в 6 странах (монголия, 
китай, сШа, эквадор, уганда, демократическая 
республика (др) конго), в том числе в 2004 г. выяв-
лено 30, 2005 г. – 141, 2006 г. – 331 больной чумой 
и 1174 подозрительных на эту инфекцию случаев. в 
2004-2005 гг. в др конго регистрировали около 1000 
больных легочной чумой ежегодно, в 2006 г. – более 
1000, генез которых не определен и не все случаи ла-
бораторно подтверждены [5, 7, 26, 29].

подавляющее число больных наблюдалось в 
африке. в 13 странах африки за анализируемый 

рис. 1. динамика заболеваемости чумой в мире и африке:

  – мир;   – африка; 
 

 – линия тренда (динамика  
заболеваемости в мире); 

 
 – линия тренда (динамики  

заболеваемости в африке)
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анализ заболеваемости с 1984 по 2007 год выявил сложную эпидемиологическую ситуацию по чуме в мире, 
особенно в период с 1991 по 2003 год. наиболее напряженная ситуация сложилась в африке. в анализируемый 
период наблюдалась тенденция к повышению заболеваемости чумой в мире в 2,4, в африке – в 4,1, к снижению – 
в америке и азии в 11,1 и 1,7 раза. установлен неравномерный характер распределения заболеваний чумой в 
мире: на африку приходится 80,1, азию – 14,1, америку – 5,8 % больных. в мире с 1990 по 2006 год зарегистри-
ровано 10 локальных вспышек легочной чумы, 4 – в азии, 5 – в африке, одна – в америке.
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рис. 2. динамика заболеваемости чумой в азии и америке:

  – азия;   – америка; 
 

 – линия тренда (динамика  
заболеваемости в азии);  

 
 – линия тренда (динамики  

заболеваемости в америке)

период зарегистрировано 35731 случай чумы, в 
целом в африке наблюдалась тенденция к повыше-
нию заболеваемости в 4,1 раза (y1= 695,06–2878,2 
случаев чумы). в 1984–1993 гг. на континенте за-
регистрировано 10635 случаев чумы. наибольшее 
число больных чумой наблюдалось в 1986–1988 
и 1991–1993 гг. (1000–2811 случаев), наимень-
шее – в 1984–1985, 1989 гг. (421–648 случаев). в 
1994–2003 гг. в африке зарегистрировано более 
25 тыс. больных. сравнение среднего числа боль-
ных этого периода с предыдущим выявило повы-
шение заболеваемости в 2,4 раза. в 1994–1997 гг. 
наблюдался рост заболеваемости, средний темп 
его составил 30,2 %, в 1998–2003 гг. – снижение со 
средним темпом равным 17,2 %. наибольшее число 
больных зарегистрировано в 1997 г. (5101 случай), 
наименьшее – в 1994, 2000 гг. (1273, 1822 случа-
ев), в остальные годы – от 2219 до 2567 случаев. в 
алжире после пятидесятилетнего отсутствия чумы 
среди людей протекала локальная вспышка в энзоо-
тичной по чуме зоне. эпизоотологическое исследо-
вание в этой зоне алжира не проводилось ни до, ни 
после вспышки.

в африке в зоне природной очаговости чумы 
находится 16 стран. в последние годы в них при со-
действии воз созданы лаборатории. на мадагаскаре 
с 1991 г. осуществляется долгосрочная националь-
ная программа по борьбе с чумой, финансируемая 
всемирным банком и предусматривающая искоре-
нение чумы. в зонах риска созданы 294 центра 
здоровья. для диагностики применяют, разработан-
ный в институте пастера (мадагаскар), быстрый 
диагностический тест (хроматографический метод 
определения антигена ФI микроба чумы, позволяю-
щий поставить диагноз у постели больного в тече-
ние получаса). в результате проведенной работы на 
мадагаскаре удалось снизить заболеваемость чумой 
и летальность от нее с 35 до 5 % [5].

в 8 странах азии за анализируемый период за-
регистрировано 6281 случай чумы, заболеваемость 
снизилась в 1,7 раза (y1=395,06–233,04 случаев чумы 

в абсолютных числах). в 1984–1993 гг. в азии вы-
явлено 3606 случаев чумы. наибольшее число боль-
ных зарегистрировано в 1989, 1990, 1992, 1993 гг. 
(425,505, 1012, 605 случаев), в остальные годы – от 
118 до 227. в 1994–2003 гг. заболеваемость чумой на 
континенте снизилась до 2675 случаев чумы, а сред-
нее число больных было ниже в 1,4 раза аналогичной 
величины в предыдущем периоде. наибольшее чис-
ло больных выявлено в 1994 г. (1228 случаев), наи-
меньшее – 1998, 2000, 2002, 2003 гг. (26–99 случаев), 
в остальные годы – от 102 до 386 (рис. 2).

в 5 странах америки с 1984 по 2003 год заре-
гистрировано 2567 случаев чумы, заболеваемость 
в этот период снизилась в 11,1 раза (y1=235,6–21,13 
случаев чумы). наибольшее число больных наблюда-
ли в 1984, 1993 гг. (500, 621 случаев), наименьшее – с 
1987 по 1991 год (21–88 случаев), в остальные годы – 
от 128 до 162. в 1994–2003 гг. наблюдалось 759 боль-
ных чумой, произошло снижение среднего числа 
больных в 2,4 раза по сравнению с предыдущим де-
сятилетием. наибольшее число больных выявлено в 
1994 г. (438 случаев), наименьшее – с 1996 по 2003 
год (1–55 случаев), в 1995 г. – 115.

в 1984–1993 гг. в мире чумой было пораже-
но 20 стран, в 1994–2003 гг. их число составило 23. 
в африке в 1994–2003 гг. были поражены чумой 
мадагаскар, др конго, танзания, уганда, намибия, 
замбия, зимбабве (в них чума регистрировалась и в 
предыдущий период), алжир, малави, мозамбик. 
в азии во второй период чума встречалась в 
казахстане, китае, монголии, мьяме, вьетнаме (как 
и в предыдущий период), индии, индонезии, лаосе. 
в америке в оба периода были поражены чумой 
боливия, бразилия, перу, эквадор, сШа.

установлен неравномерный характер распреде-
ления заболеваний чумой в мире: на африку в 1984–
1993 гг. пришлось 66,3, в 1994–2003 гг. – 88,0 % от об-
щего числа больных в мире. на азию в 1984–1993 гг. 
пришлось 22,5, в 1994–2003 гг. – 9,3 %, на америку 
в 1984–1993 гг. – 11,2, в 1994–2003 гг. – 2,7 % от за-
болеваемости в мире (таблица).

в африке в 1984–1993 гг. доля танзании, 
намибии, др конго составила 93,1 % от общего чис-
ла больных на континенте. в 1994–2003 гг. удельный 
вес больных на мадагаскаре, танзании и др конго 
равнялся 83,3 % от заболеваемости в африке. в азии 
в 1984–1993 гг. наибольшая доля больных наблюда-
лась во вьетнаме и мьяме, она составила 92,9 % от 
общего числа на континенте. в 1994–2003 гг. удель-
ный вес больных во вьетнаме и индии равнялся 83 % 
от заболеваемости в азии. в америке в 1984–1993 гг. 
на перу и бразилию пришлось 85,9 %, в 1994–2003 гг. 
на перу – 83,1 % от заболеваемости на континенте. 

летальность в мире составила 9,1; 7,0 %, в 
африке – 10,8; 7,1 %, в азии – 5,2; 7,0 %, в америке – 
7,0; 5,4 % в 1984–1993, 1994–2003 гг. соответствен-
но. в 1984–1993 гг. на мадагаскаре летальность рав-
нялась 20,9, в др конго – 23,3, в кении – 18,1 %. в 
1994–2003 гг. летальность равнялась в др конго 9,9, 
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в уганде – 17,1 %. летальность была высокой в оба 
периода в монголии (29,8; 32,2 %) и казахстане (40,0; 
21,4 %), в 1994–2003 гг. в китае – (19,0 %), в индии в 
2002 г. – (25 %). летальность в сШа равнялась 10,4; 
11,4 % в 1984–1993, 1994–2003 гг. соответственно, в 
1998 г. в эквадоре – 100 %. на африку приходится 
78,5; 88,8 % от летальных случаев в мире, на азию – 
12,8; 9,2 %, на америку – 8,7; 2,0 % в 1984–1993, 
1994–2003 годы соответственно

преобладающей клинической формой чумы у 
больных была бубонная, но встречалась и легочная, 
более опасная в эпидемиологическом отношении 
для человека. в 1961–1980 гг. в мире зарегистри-
ровано 7 вспышек легочной чумы во вьетнаме (3 
вспышки), иране, мадагаскаре, лесото, танзании. 
с 1981 по декабрь 1990 вспышек легочной чумы не 
наблюдали [2, 4]. 

с 1990 по 2007 год в мире зарегистрировано 
10 локальных вспышек легочной чумы в танзании, 
индии (2 вспышки), китае, эквадоре, монголии, 
уганде, др конго среди рабочих карьера по добыче 
алмазов (3 вспышки). в 1984–1993 гг. в мире зареги-

стрирована одна локальная вспышка легочной чумы. 
в декабре – январе 1990–1991 гг. в танзании зареги-
стрировано 6 случаев легочной формы в провинции 
Luchoto [27]. в сентябре – октябре 1994 г. в индии 
выявлено 77 случаев легочной чумы в г. сурат, ле-
тальность составила 67,5 %, в феврале 2002 г. в по-
селке в гималаях – 16 с летальностью в 25 0 % [6, 
25, 28]. в китае в 1996 г. выявлено 7 больных с ле-
гочной формой чумы в двух деревнях автономного 
края Xizang [20]. в феврале – марте 1998 г. в про-
винции чимборазо в эквадоре протекала локальная 
вспышка легочной чумы, все 12 больных умерли 
[19]. вспышка в эквадоре возникла на фоне полно-
го эпидемического благополучия по чуме в течение 
12 лет, в индии – через 25 и 7 лет благополучия. на 
мадагаскаре в 2000 и 2001 гг. зарегистрировано 2,4 
и 1,7 % легочной формы чумы, за период с 2000 по 
2005 – 3 %, в то время как в 80-е годы их было до 
5 % в год [4, 5, 23]. в сентябре 2003 г. в монголии 
зарегистрировано 4 случая легочной чумы в одном 
аймаке [5, 24]. в 2004 г. в уганде зарегистрировано 
4 случая легочной чумы (2 случая вто ричной легоч-
ной чумы, 2 – первичной) с летальностью в 75,0 % 
[9]. в 2004–2006 гг. в др конго из-за гражданской 
войны, массовых миграций населения, распада си-
стемы здравоохранения обострилась ситуация по 
чуме. в 2004–2005 гг. среди рабочих карьера по 
добыче алмазов и жителей близлежащих деревень 
в Zobia зарегистрировано около 1000 больных ле-
гочной чумы ежегодно, в 2006 г. – более 1000 (194 
случая легочной чумы, 75 из них с летальным ис-
ходом и 1174 подозрительных случаев на легочную 
чуму) [5, 7, 29]. мониторинг эпизоотий в стране 
практически не проводится. в Zobia затруднены 
лабораторные подтверждения и осуществление ме-
роприятий в очагах из–за удаленности территорий, 
нерегулярной транспортной связи, наличия боевых 
действий. вспышки легочной чумы на всех конти-
нентах зарегистрированы на энзоотичных по чуме 
территориях. 

проведенный анализ заболеваемости с 1984 по 
2007 год выявил сложную эпидемиологическую си-
туацию по чуме в мире, особенно в период с 1991 
по 2003 год. наиболее напряженная ситуация сло-
жилась в африке. за весь анализируемый период на-
блюдалась тенденция к повышению заболеваемости 
чумой в мире в 2,4, в африке – в 4,1, к снижению – в 
америке и азии в 11,1 и 1,7 раза. установлен неравно-
мерный характер распределения заболеваний чумой 
в мире: на африку приходится 80,1 %, азию – 14,1 %, 
америку – 5,8 % больных. в мире с декабря 1990 по 
2007 год зарегистрировано 10 локальных вспышек 
легочной чумы, 4 – в азии, 5 – в африке, одна – в 
америке. особенностью легочной чумы в современ-
ных условиях является регистрация ее в прибрежной 
зоне эндемичных стран (индия, мадагаскар), в то 
время как ранее считалось, что она чаще встречается 
на плоскогорьях [1, 6]. на основании анализа можно 

Заболеваемости чумой в мире с 1984 по 2003 год

континент, 
страна

1984–1993 1994–2003

всего 
больныхкол–во 

больных

% от числа 
больных  в 
мире / на 

континенте

кол–во 
больных

% от числа  
больных в 
мире / на 

континенте
мадагаскар 1147 7,1/10,8 12270 43,0/48,9 13417
танзания 3817 23,8/35,9 3527 12,4/14,0 7344
намибия 2780 17,8/26,1 135 4,7/0,5 2915
д. р.  конго 2159 13,5/20,3 3619 12,7/14,4 5778
замбия 1 0,006/0,09 1169 4,1/4,6 1170
мозамбик - - 2387 8,4/9,5 2387
малави - - 907 3,2/3,6 907
уганда 507 3,1/4,7 654 2,3/2,6 1161
зимбабве 1 0,006/0,09 417 1,5/1,6 418
ботсвана 173 1,0/1,6 - - 173
кения 44 0,3/0,4 - - 44
алжир - - 11 - 11
ливия 6 0,04/0,06 - - 6
Всего в Африке 10635 66,3/100,0 25096 88,0/100,0 35731

вьетнам 2531 15,8/70,2 1331 4,7/49,7 3862
мьяма 819 5,1/22,7 6 0,02/0,2 825
индия - - 892 3,1/33,3 892
китай 189 1,2/5,2 357 1,2/13,3 546
монголия 57 0,3/1,6 59 0,2/2,2 116
казахстан 10 0,06/0,3 14 0,05/0,5 24
индонезия - - 6 0,02/0,2 6
лаос - - 10 0,3/0,4 10
Всего в Азии 3606 22,5/100,0 2675 9,3/100,0 6281

боливия 120 0,7/6,6 27 0,1/3,5 147
бразилия 306 1,9/16,9 26 0,09/3,4 332
перу 1247 7,7/69,0 631 2,2/83,1 1878
сШа 125 0,7/6,9 61 0,2/8,0 186
эквадор 10 0,06/0,5 14 0,05/1,8 24
Всего в Америке 1808 11,3/100,0 759 2,7/100,0 2567

Всего в мире 16049 100,0 28530 100,0 44579
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сделать вывод о неблагоприятном прогнозе по чуме в 
ближайшее время, особенно в странах африки.

 в апреле 2006 г. на мадагаскаре проходила 
международная конференция по профилактике и 
борьбе с чумой под эгидой воз. в работе конферен-
ции участвовали 70 представителей из 24 стран. на 
конференции было отмечено, что после последнего 
технического совещания по чуме (атланта, 2000 г.) 
произошло обострение эпидемической ситуации в 
мире и проблема чумы должна касаться всего миро-
вого сообщества, а не только стран, эндемичных по 
чуме. конкретные рекомендации конференции будут 
опубликованы в изданиях воз [26]. 
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The Tendency of Plague Morbidity Dynamics  
in the World
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The analysis of sickness rate carried out from 1984 to 2006 revealed 
the complicated epidemiologic situation with plague in the world, especially 
during the period of 1991–2003. The most strained situation formed in Africa. 
During the analyzed period the tendency to increase the plague incidence 
in the world – 2.4-fold, in Africa – 4.1-fold and to decrease in America – 
11.1-fold and in Asia – 1.7-fold was observed. Uneven character of plague 
cases distribution in the world was determined: 80.1 % of cases were regis-
tered in Africa, 14.1 % – in Asia and 5.8 % – in America. From 1990 to 2006 
10 local outbreaks of pneumonic plague were registered in the world: 4 – in 
Asia, 5 – in Africa and 1 – in America.

Key words: morbidity dynamics, plague, continents.
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основанная в 1995 г. всемирная торговая 
организация (вто) является правопреемницей 
генерального соглашения по тарифам и торговле 
(GATT), учрежденного в 1948 г., однако предъявляет 
более жесткие требования в более широкой области 
международных торговых отношений. главной зада-
чей вто является либерализация мировой торговли 
путем ее регулирования преимущественно тариф-
ными методами при последовательном сокращении 
уровня импортных пошлин, а также устранении 
различных нетарифных1 барьеров, количественных 
ограничений и других препятствий в международ-
ном обмене товарами и услугами [1].

по данным депутата государственой думы, 
кандидата экономических наук а. чиркина, перед 
россией в связи с подачей в 1995 г. заявки о всту-
плении в вто стоит концептуальная цель – при-
близить свое законодательство к требованиям вто. 
после присоединения к вто россии придется отка-
заться от существующих сейчас протекционистских 
мер (установление высоких пошлин на импорт, его 
количественные ограничения в целях повышения 
конкурентоспособности отечественных производи-
телей и т.д.). проблемы в области внешнеторговой 
деятельности призван разрешить закон российской 
Федерации от 08.12.2003 г. № 164-Фз «об основах 
государственного регулирования внешнеторговой 
деятельности» [5].

в связи с этим актуальным является вопрос 
гармонизации с требованиями соглашений вто 
национальной нормативной базы в области сани-
тарной охраны. анализу требований соглашений 
вто, относящихся к области здравоохранения, и 
необходимости учета их при переработке докумен-
тов в области санитарной охраны, предусмотрен-
ных в плане координационного научного совета по 
санитарно-эпидемиологической охране территории 
российской Федерации по обеспечению гармониза-

ции национальной нормативно-методической базы с 
международными медико-санитарными правилами 
(2005 г.) (утвержден Федеральной службой по над-
зору в сфере защиты прав потребителей и благопо-
лучия человека 25 июня 2007 г.), посвящена данная 
работа.

цель вто при регулировании внешнеторгового 
оборота – обеспечение свободного трансграничного 
перемещения товаров и услуг в условиях прозрачно-
сти и предсказуемости норм регулирования. главный 
принцип вто – отсутствие дискриминации как по 
отношению к разным странам – торговым партне-
рам, так и по отношению к импортным товарам по 
сравнению с национальными, а также обеспечение 
доступности соответствующей информации.

в общем контексте экономической глобализа-
ции вто заявляла о желательности внедрения еди-
ных международных стандартов качества экспорт-
ных товаров, признавая возможность использования 
индустриально развитыми странами национальных 
технических норм и стандартов в качестве нетариф-
ных барьеров, ограничивающих импорт из развиваю-
щихся стран. однако, по мнению а.мукерджи, пред-
ставителя индии в вто, заместителя главы миссии 
индии в россии [2], санитарные и фитосанитарные 
требования трактуются развитыми странами так, что 
создают угрозу для стран третьего мира, уменьшая 
их экспортные доходы. кроме того, многие экспор-
теры незнакомы со стандартами и не могут адапти-
роваться к ним.

на решение этого вопроса направлен отдель-
ный раздел  «соглашения по техническим барьерам 
в торговле», связанный с предоставлением диффе-
ренцированного и более благоприятного режима 
в отношении развивающихся стран, являющихся 
участниками соглашения. признана возможность 
принятия развивающимися странами определенных 
технических регламентов, стандартов или процедур 
оценки соответствия, направленных на сохранение 
местной технологии и методов и процессов произ-
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водства, отвечающих их потребностям развития не-
смотря на наличие международных стандартов, ру-
ководств и рекомендаций. комитет по техническим 
барьерам в торговле наделен правом предоставлять 
им по запросу четко определенные, ограниченные по 
срокам полные или частичные освобождения от обя-
зательств по соглашению.

профессор факультета юстиции, эксперт в об-
ласти международного права и общественного здра-
воохранения David P. Fidler, анализируя процесс 
пересмотра ммсп, отметил, что вто со времени 
своего создания стала центральным юридическим 
механизмом, регулирующим международные тор-
говые отношения, в том числе при контроле за ин-
фекционными болезнями. «соглашение по правам 
интеллектуальной собственности, связанным с тор-
говлей», «соглашение по применению санитарных и 
фитосанитарных мер» и мощный механизм по уре-
гулированию споров сделали вто более значимой 
в политике контроля за инфекциями, чем исчерпав-
шие себя в случае распространения новых инфекций 
ммсп 1969 г. [6].

в 2002 г. было опубликовано совместное ис-
следование воз и вто, проведенное относительно 
путей влияния соглашений вто на политику здра-
воохранения [10]. к соглашениям вто, касающимся 
политики здравоохранения, относятся:  «соглашение 
по техническим барьерам в торговле» (TBT), 
«соглашение по применению санитарных и фито-
санитарных мер» (SPS Agreement), «соглашение по 
торговым аспектам прав интеллектуальной собствен-
ности» (TRIPS), «генеральное соглашение по тор-
говле услугами» (гатс). как и исторически (ст. 20 
GATT), соглашения вто гарантируют странам пра-
во принимать меры по ограничению импорта или 
экспорта, если это необходимо для защиты здоровья 
людей, животных или растений, при этом определяя 
уровень защиты, наиболее соответствующий данно-
му риску. здоровье человека постулируется вто как 
наиболее важная степень.

«соглашение по техническим барьерам в тор-
говле» определяет условия применения стандартов, 
технических регламентов, процедур сертификации. 
положения соглашения не применяются к санитар-
ным и фитосанитарным мерам, как они определе-
ны в приложении «а» «соглашения по примене-
нию санитарных и фитосанитарных мер» (п. 1.5). 
под действие положений соглашения подпадают 
только товары, включая промышленные и сель-
скохозяйственные (п. 1.3). основное содержание 
соглашения  – использование соответствующих 
международных стандартов или их соответствую-
щих разделов в качестве основы для национальных 
технических регламентов, что исключало бы воз-
можность дискриминации стран-экспортеров. при 
этом признается, что ни одной стране не должно 
создаваться препятствий для принятия мер, необхо-
димых для защиты жизни и здоровья людей, охраны 
окружающей среды (ст.2 п. 2.2.).

«соглашение по применению санитарных и 
фитосанитарных мер» определяет условия приме-
нения мер санитарного и фитосанитарного контро-
ля. как и TBT, позволяет странам в необходимой 
степени ограничивать торговлю по легитимным 
причинам, включая и охрану здоровья, однако, в 
отличие от TBT, направлено на специфические ри-
ски в здравоохранении. согласно приложению «а» 
соглашения, к санитарным мерам относятся любые 
меры, применяемые для защиты жизни или здоро-
вья людей от рисков, возникающих в связи с завоз-
ом инфекционного агента, с контаминацией пище-
вых продуктов биологическими или химическими 
веществами. согласно руководству по применению 
данного соглашения, санитарные меры включают 
все соответствующие законы, декреты, инструкции, 
требования и процедуры, в том числе критерии из-
делия, методы производства, проводимые испыта-
ния, легализацию, процедуры одобрения (серти-
фикации), карантинные обработки (процедуры), 
а также требования к транспортировке, упаковке, 
маркировке, связанные с безопасностью продукции, 
методам оценки риска [7]. важно отметить, что дан-
ное соглашение разрешает применять санитарные 
меры на, фактически, дискриминационной основе 
в отношении товаров из тех стран, из которых ис-
ходит угроза заражения. кроме того, соглашение 
разрешает временное превентивное применение 
санитарных и фитосанитарных мер в случае, когда 
научного обоснования риска нет, но де-факто ситуа-
ция требует применения подобных мер.

 «соглашение по торговым аспектам прав ин-
теллектуальной собственности» определяет права 
и обязательства членов вто в области защиты ин-
теллектуальной собственности. в качестве одного 
из принципов постулирует принятие при разработ-
ке или изменении национальных законов и правил 
мер, необходимых для охраны здоровья населения. 
области здравоохранения касаются положения о 
патентуемых объектах и об охране закрытой инфор-
мации. согласно ст. 27 ч. II допускается исключение 
из области патентуемых тех изобретений, коммерче-
ское использование которых необходимо предотвра-
тить в пределах территории государства для охраны 
жизни или здоровья людей, животных или растений, 
или чтобы избежать серьезного ущерба окружающей 
среде. возможно также исключение из области па-
тентуемых диагностических, терапевтических и хи-
рургических методов лечения людей. согласно ст. 39 
в обязательства стран – членов вто входит охрана 
закрытых данных об испытаниях или других сведе-
ний от недобросовестного коммерческого исполь-
зования, когда такие данные требуются в качестве 
условия для разрешения сбыта фармацевтических 
или агрохимических продуктов, в которых использу-
ются новые химические вещества.

«генеральное соглашение по торговле услугами» 
определяет основы режима торговли услугами, права 
и обязательства членов вто в этой сфере. ст. 14 ого-
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варивает, что положения соглашения не понимаются 
как препятствие любому члену принимать или при-
менять меры, необходимые для защиты жизни или 
здоровья людей, животных или растений.

вто является одним из ключевых партнеров 
воз среди межправительственных организаций, с 
которыми согласно ст. 14 ммсп (2005 г.) предпо-
лагается сотрудничество при их имплементации [8]. 
воз имеет статус наблюдателя в комитетах по SPS 
и TBT соглашениям, а также в TRIPS соглашении. с 
другой стороны, вто имеет аналогичный статус в 
воз [9]. сравнительный анализ соглашений вто и 
ммсп (2005 г.) показал, что в ммсп (2005 г.) учте-
ны многие положения «соглашения по применению 
санитарных и фитосанитарных мер». в частности, 
определения, используемые для целей ммсп – 
«медико-санитарные меры», «риск для здоровья на-
селения» – являются проекцией определений «са-
нитарная мера» и «оценка риска» в соглашении. 
принципиальные требования, касающиеся приме-
няемых медико-санитарных мер (применение их на 
основе оценки степени риска, научных данных, без 
создания больших ограничений для перевозок и 
др., ст. 17, ст. 27 п.б, ст. 30, ст. 31 п. 1, ст. 43 ммсп 
(2005 г.) и процедуры их применения, согласуют-
ся с требованием ст. 2, ст. 3 п. 3 и приложения «с» 
соглашения.

таким образом, гармонизация националь-
ной нормативно-методической базы российской 
Федерации в области санитарной охраны с ммсп 
(2005 г.) одновременно будет означать и гармониза-
цию с требованиями соглашений вто и не приведет 
к противоречию с ними. требования, содержащиеся в 
нормативных документах в области санитарной охра-
ны, приоритетны по отношению к положениям до-
кументов вто, поскольку касаются именно защиты 
здоровья людей. согласованию с требованиями вто 
могут подлежать нормативные документы, устанавли-
вающие требования непосредственно к показателям 
качества и безопасности продукции, упаковке, к про-
цедуре производства, сертификации и т.д., то есть те 
документы, к которым обращаются положения, каса-
ющиеся санитарно-гигиенического направления в са-
нитарной охране территории российской Федерации.

в ст. 30 закона российской Федерации от 30 
марта 1999 г. № 52-Фз «о санитарно-эпи де мио ло ги-
че ском благополучии населения» одним из направ-
лений санитарной охраны территории российской 
Федерации, реализованным затем и в ммсп 
(2005 г.), обозначено предотвращение ввоза на терри-
торию российской Федерации товаров, химических, 
биологических веществ, радиоактивных материалов, 
отходов, других грузов, представляющих опасность 
для человека. для санитарной охраны территории 
в пунктах пропуска через государственную грани-
цу российской Федерации, согласно ст. 30 п. 3 ука-
занного закона, вводится санитарно-карантинный 
контроль. проведение санитарно-карантинного 
контроля в пунктах пропуска определено так-

же постановлением правительства российской 
Федерации от 19.01.98 г. № 60 «об утверждении 
положения о пунктах пропуска через государствен-
ную границу российской Федерации» (с изменения-
ми от 31.10.98 г. и 02.02.2000 г.), постановлением 
правительства российской Федерации от 16.02.08 
№ 94 «о видах контроля, осуществляемых в пунктах 
пропуска через государственную границу российской 
Федерации».

проведение санитарно-карантинного контро-
ля возложено на Федеральную службу по надзо-
ру в сфере защиты прав потребителей и благопо-
лучия человека постановлением правительства 
российской Федерации от 30.06.04 г. № 322 «об 
утверждении положения о Федеральной службе по 
надзору в сфере защиты прав потребителей и благо-
получия человека».

в соответствии с этим в санитарно-эпи де мио-
ло ги ческие правила (2008 г.) «санитарная охрана 
территории российской Федерации» сп 3.4. 2318-08 
(переработаны в соответствии с планом по обеспече-
нию гармонизации нормативно-методической базы 
российской Федерации с ммсп (2005 г.), утвер-
жденные постановлением главного государствен-
ного санитарного врача российской Федерации от 
22.01.2008 г. № 3, включен раздел, устанавливающий 
основные требования к мероприятиям, проводимым 
в пунктах пропуска через государственную границу 
российской Федерации в отношении грузов и това-
ров. согласно п. 1 данного раздела в отношении гру-
зов и товаров санитарно-эпи де мио ло гические требо-
вания предъявляют:

если есть санитарно-эпидемиологические осно-
вания считать, что эти грузы, товары, отходы и ве-
щества могли быть контаминированы возбудителями 
какой-либо болезни, на которые распространяются 
санитарные правила (наличие насекомых, грызунов 
и следов их пребывания);

в отношении товаров и грузов, потенциально опас-
ных для здоровья населения;

в случае превышения допустимых значений 
мощности излучения и поверхностного загрязнения 
радионуклидами при перевозке радиоактивных мате-
риалов;

при наличии грузов в поврежденной упаковке с 
признаками утечки содержимого.

согласно ст. 66 таможенного кодекса российской 
Федерации [4], таможенное оформление товаров и 
транспортных средств, перемещаемых через тамо-
женную границу, может быть завершено только по-
сле осуществления санитарно-карантинного контро-
ля, если товары подлежат такому контролю в соот-
ветствии с федеральными законами и иными право-
выми актами российской Федерации. 

должностные лица, осуществляющие сани-
тарно-карантинный контроль, не разрешают:

ввоз продукции и товаров, не имеющих 
санитарно-эпидемиологического заключения, а так-
же ввоз грузов и товаров в случаях выявления нару-
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шений требований санитарных правил;
ввоз впервые внедряемой в производство про-

дукции, ранее неиспользовавшихся химических, 
биологических веществ, отдельных видов продук-
ции, представляющих потенциальную опасность для 
человека, новых пищевых продуктов, материалов и 
изделий, ввоз которых осуществляется на террито-
рию российской Федерации без государственной ре-
гистрации;

ввоз товаров и грузов на территорию российской 
Федерации, содержащих несанкционированные ис-
точники ионизирующего излучения и неоформлен-
ные в соответствии с действующим законодатель-
ством;

ввоз опасных грузов в поврежденной упаковке с 
признаками утечки содержимого;

ввоз радиоактивных материалов на территорию 
российской Федерации, имеющих превышение до-
пустимых значений мощности дозы излучения и по-
верхностного загрязнения радионуклидами.

по показаниям возможно проведение лабора-
торного и инструментального контроля грузов и 
товаров, прибывающих из зараженных в результате 
радиоактивных, химических и биологических ава-
рий районов, на безвозмездной основе. на основа-
нии проведенных лабораторных исследований лица, 
проводившие экспертизу, дают заключение в пись-
менной форме. в целом же организация и проведе-
ние экспертизы грузов и товаров, которые не имеют 
регламентированных документов о соответствии 
санитарно-эпидемиологическим правилам либо о 
государственной регистрации, является негосудар-
ственной услугой; наличие у владельца груза этих 
документов, получаемых им на стадии заключения 
контракта на поставку товара, груза на территорию 
российской Федерации – необходимое условие для 
импортирования товара, груза.

вопрос безопасности ввозимых грузов обеспе-
чен законодательно следующими документами:

закон российской Федерации от 02 января 
2000 г. № 29-Фз «о качестве и безопасности пи-
щевых продуктов»;  закон  российской  Федерации 
от 07.02.1992 г.  № 2300-1 «о защите  прав потре-
бителей»; «основы законодательства российской 
Федерации об охране здоровья граждан» от 
22.07.1993 г. № 5487-1; Федеральный закон от 
09.01.1996 г. N 3-Фз (ред. от 22.08.2004) «о радиа-
ционной безопасности населения»; Федеральный за-
кон от 24.06.98 г. N 89-Фз «об отходах производства 
и потребления»; Федеральный закон от 24.06.97 г. 
N 109-Фз «о безопасном обращении с пестицидами и 
агрохимикатами»; Федеральный закон от 27.12.2002 г. 
N 184-Фз «о техническом регулировании»; указ 
президента российской Федерации от 8 августа 
2001 г. № 1004. список возбудителей заболеваний 
(патогенов) человека, животных и растений, генети-
чески измененных микроорганизмов, токсинов, обо-
рудования и технологий, подлежащих экспортному 
контролю; постановление правительства российской 

Федерации от 29.08.2001 г. № 634 «положение об 
осуществлении контроля за внешнеэкономической 
деятельностью в отношении возбудителей заболе-
ваний человека, животных и растений, генетически 
измененных микроорганизмов, токсинов, оборудо-
вания и технологий»; постановление правительства 
российской Федерации от 21.12.2000 г. № 987 «о 
государственном надзоре и контроле в области обе-
спечения качества и безопасности пищевых про-
дуктов»; постановление правительства российской 
Федерации от 22.02.2000 г. №148 «положение о 
ввозе в российскую Федерацию и вывозе из нее ле-
карственных средств и фармацевтических субстан-
ций»; постановление правительства российской 
Федерации от 1.07.96 г. № 766 «положение о государ-
ственном регулировании трансграничных перевозок 
опасных отходов»; постановление правительства 
российской Федерации от 17.07.2003 г. № 442 «о 
трансграничном перемещении отходов»; поста-
нов ление правительства российской Фе де ра-
ции от 11.07.2003 г. № 418 «положение о ввозе в 
российской Федерации облученных тепловыделя-
ющих сборок ядерных реакторов; постановление 
правительства российской Федерации от 16.03.96 г. 
№ 291 «положение о порядке вывоза из российской 
Федерации и ввоза в российскую Федерацию ра-
диоактивных веществ и изделий на их основе»; 
постановление правительства российской Фе де ра-
ции от 8.05.96 г. № 563 «положение о порядке ввоза 
в российскую Федерацию и вывоза из российской 
Федерации озоноразрушающих веществ и содержа-
щей их продукции».

согласно ст. 6 закона российской Федерации 
№ 164-Фз от 08.12.2003 г. «об основах государ-
ственного регулирования внешнеторговой деятель-
ности», установление обязательных на территории 
российской Федерации требований и критериев 
безопасности для жизни и здоровья граждан, жи-
вотных и растений, для окружающей среды при 
ввозе в российскую Федерацию товаров так же, как 
и деятельность в области подтверждения соответ-
ствия товаров обязательным требованиям в связи с 
их ввозом в российскую Федерацию и вывозом из 
российской Федерации, находится в ведении госу-
дарства. при этом возможно введение мер, если они 
необходимы для охраны жизни и здоровья граждан, 
растений и животных, окружающей среды, для обе-
спечения соблюдения обязательства вывезти или 
уничтожить товары, не соответствующие санитар-
ным требованиям (ст. 32).

безопасность товаров и грузов, потенциально 
опасных для здоровья населения, определяется при 
проведении санитарно-эпидемиологических экспер-
тиз. требования нормативных документов в области 
сертификации продукции относятся как к импорти-
руемой продукции, так и к отечественной, что соот-
ветствует принципу вто – отсутствие дискримина-
ции между ними. что касается правомерности требо-
ваний российского законодательства к показателям 
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безопасности продукции, то следует отметить, что 
статьей 3 п. 3 «соглашения по применению санитар-
ных и фитосанитарных мер» предусмотрена возмож-
ность при введении санитарных мер руководство-
ваться, помимо международных стандартов, также 
и национальными требованиями, в том числе к по-
казателям безопасности ввозимой продукции, если 
государство посчитает международные стандарты 
неадекватными для надлежащего уровня санитар-
ной защиты. «соглашение по техническим барьерам 
в торговле» также допускает возможность наличия 
национальных требований, отличных от междуна-
родных, если это обосновано с точки зрения обеспе-
чения безопасности товара для здоровья населения; 
в этом случае должно быть опубликовано уведомле-
ние в печати о предполагаемом введении конкрет-
ного технического регламента, а также по запросу 
предоставлены заинтересованным странам подроб-
ные описания или тексты технического регламента 
с указанием, по возможности, разделов, которые су-
щественно отличаются от соответствующих между-
народных стандартов. то есть соглашения вто ни-
коим образом не запрещают государствам-членам 
развивать национальные системы технического регу-
лирования, стандартизации и оценки соответствия. 
государства-члены вто вправе применять в рамках 
национального законодательства необходимые меры 
в области технического регулирования, направлен-
ные на обеспечение жизни и здоровья населения, 
предотвращение обмана потребителей и другие по-
добные меры. таким образом, присоединение к вто 
не лишит россию возможности эффективно бороться 
с наплывом некачественных товаров на внутренний 
рынок мерами, предусмотренными национальным 
законодательством.

в отношении процедур сертификации, инспек-
тирования и контроля следует отметить требования 
приложения «с» «соглашения по применению сани-
тарных и фитосанитарных мер» по опубликованию 
сведений о стандартной продолжительности их про-
ведения или уведомлению заявителя по его запро-
су. в административном регламенте Федеральной 
службы по надзору в сфере защиты прав потреби-
телей и благополучия человека исполнения государ-
ственной функции по осуществлению санитарно-
карантинного контроля в пунктах пропуска через 
государственную границу российской Федерации 
[3] опубликована средняя продолжительность про-
цедуры санитарно-карантинного контроля транс-
портных средств международного сообщения, каса-
ющейся эпидемиологических вопросов. данные по 
стандартной продолжительности каждой процедуры 
санитарно-карантинного контроля грузовых транс-
портных средств, а также товаров и грузов, необхо-
димо предусмотреть в методических документах. в 
вышеуказанном административном регламенте обо-
значена и процедура рассмотрения претензий.

к процедуре санитарно-карантинного контро-

ля товаров и грузов можно отнести положение 5.2.6 
«соглашения по техническим барьерам в торговле»: 
размещение объектов, используемых в процедурах 
оценки соответствия, и процедура отбора образцов 
не должны приводить к созданию излишних неу-
добств для заявителей или их представителей. этот 
вопрос решен адекватно применительно к пунктам 
пропуска, расположенным на территории, где име-
ется аккредитованная лабораторная база для про-
ведения санитарно-токсикологической экспертизы 
ввозимых товаров. в пунктах пропуска с небольшим 
транспортным потоком, удаленных от областного 
центра, в случае необходимости подтверждения без-
опасности ввозимого груза для здоровья населения 
потребуется дополнительное время.

по предложению Федеральной службу по над-
зору в сфере защиты прав потребителей и благополу-
чия человека правительством российской Федерации 
принято постановление № 110 от 21.02.08 «об 
определении перечней пунктов пропуска через 
государственную границу российской Федерации, 
специально оборудованных и предназначенных 
для ввоза на территорию российской Федерации 
товаров, химических, биологических и радиоак-
тивных веществ, отходов и иных грузов, представ-
ляющих опасность для человека, пищевых продук-
тов, материалов и изделий». реализация данного 
постановления, помимо повышения эффективности 
санитарно-карантинного контроля грузов и товаров 
в пунктах пропуска, оборудованных в соответствии 
с требованиями технических регламентов, позволит 
также реализовать требования ммсп (2005) к пун-
ктам въезда, что в свою очередь, создаст условия для 
выполнения требований соглашений вто.

гармонизация национальной нормативно-
методической базы российской Федерации в обла-
сти санитарной охраны с международными медико-
санитарными правилами (2005 г.) одновременно 
будет означать и гармонизацию с требованиями 
соглашений вто и не приведет к противоречию с 
ними. требования, содержащиеся в нормативных 
документах в области санитарной охраны, приори-
тетны по отношению к положениям документов 
вто, поскольку касаются защиты здоровья лю-
дей. в методических документах, предусмотрен-
ных планом координационного научного совета по 
санитарно-эпидемиологической охране территории 
российской Федерации по обеспечению гармониза-
ции национальной нормативно-методической базы с 
международными медико-санитарными правилами 
(2005 г.), необходимо предусмотреть такие требо-
вания соглашений вто, как указание стандартной 
продолжительности каждой процедуры санитарно-
карантинного контроля грузовых транспортных 
средств, а также товаров и грузов; четкость форму-
лировки правил применения процедур санитарно-
карантинного контроля грузов; осуществление их на 
недискриминационной основе.
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в настоящее время продолжается процесс 
трансформации биоценотической структуры при-
родных очагов чумы, расположенных в регионе 
северо-западного прикаспия [1, 5, 6]. аридизация 
климата и интенсивное опустынивание территории 
прикаспийской низменности в 70–80-х гг. прошло-
го столетия повлекло за собой исчезновение здесь 
поселений малого суслика Spermophilus pygmaeus, 
(Pallas, 1778) и смену носителей чумного микроба в 
восточных и южных районах республики калмыкия 
[8, 12]. доминирующее положение в биоценотиче-
ских комплексах прикаспийской низменности за-
няли полуденная Meriones meridianus (Pallas, 1773) 
и тамарисковая Meriones tamariscinus (Rodentia, 
Cricetidae) (Pallas, 1773) песчанки, что явилось 
одной из основных причин формирования здесь 

нового прикаспийского песчаного очага чумы [3]. 
в последующие годы отмечена тенденция увеличе-
ния общей площади поселений малых песчанок и 
расширения западных и северо-западных границ их 
распространения, в первую очередь M. tamarisci-
nus [11]. причем в настоящее время, наряду с кли-
матическими факторами, значительное воздействие 
на современный видовой спектр носителей и пере-
носчиков чумного микроба продолжают оказывать 
антропогенные факторы, в первую очередь иррига-
ция и орошение земель, пескозакрепительные рабо-
ты. на территории республики калмыкия особенно 
значительное влияние на распространение тамари-
сковой песчанки M. tamariscinus оказало строитель-
ство черноземельской и сарпинской оросительно-
обводнительных систем [4, 6]. начиная с 70–80-х гг. 
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прошлого столетия в зонах орошаемого земледелия 
значительно расширился спектр биотопов, благо-
приятных для обитания тамарисковой песчанки [10]. 
заселяя береговые линии оросительных каналов и 
кромки орошаемых полей, тамарисковая песчан-
ка значительно расширила границы своего ареала 
в западном и северо-западном направлениях [6, 10, 
11], сформировав на территории прикаспийского 
северо-западного степного природного очага чумы 
(черные земли, кумо-манычская впадина, северные 
ергени, сарпинская низменность) крупные устой-
чивые поселения. причем расселение тамарисковой 
песчанки в сарпинской низменности и на северных 
ергенях установлено впервые. изменение западных 
границ ареала тамарисковой песчанки на территории 
республики калмыкия также во многом способство-
вало современное потепление климата, в условиях ко-
торого продолжается процесс расширения западных 
границ прикаспийского песчаного очага чумы [12]. 
происходящая трансформация пространственной и 
биоценотической структур природных очагов чумы 
на территории республики калмыкия обусловливает 
необходимость оценки их эпизоотологических и эпи-
демиологических последствий, что и явилось основ-
ной целью проведения настоящего исследования.

материалы и методы

в основу данной статьи положены собствен-
ные материалы, полученные авторами при проведе-
нии эпизоотологического обследования энзоотич-
ных по чуме территорий республики калмыкия в 
1988–2008 гг. также были использованы архивные 
данные астраханской и элистинской противочумных 
станций за 1985–2006 гг. и материалы гмс элисты. 
при проведении учетных работ и полевых наблю-
дений применялись методы, рекомендованные к ис-
пользованию в противочумных учреждениях россии 
[2, 9]. проведение эпизоотологического обследова-
ния энзоотичной по чуме территории сочеталось с 
работой на эпизоотологических стационарах, распо-
ложенных в различных ландшафтно-географических 
районах республики калмыкия. учеты мелких мле-
копитающих проводились методом ловушко-ночей с 
использованием давилок «геро» и дуговых капканов 
№ 0 и № 1. для всех точек сбора полевого материала 
проводилась привязка к местности с использованием 
топографических карт масштаба 1:200000, 1:1000000. 
все зарегистрированные места отлова песчанок ар-
хивировались и в последствии картографировались. 
обработка материалов выполнена с помощью пакета 
компьютерных программ Microsoft office Excel 2003, 
GIMPv2.0.5. 

результаты и обсуждения

в результате выполненных исследований уста-
новлено, что современное расширение западных 
границ ареала тамарисковой песчанки на террито-

рии республики калмыкия обусловлено совместным 
влиянием антропогенных и климатических факторов. 
при этом в период 1950–2008 гг. различные формы 
антропогенной трансформации (распашка, перевы-
пас, пескозакрепительные работы, ирригация и оро-
шение земель) первичных степных и полупустынных 
биоценотических комплексов неизменно оказывали 
благоприятное воздействие на состояние популяций 
малых песчанок на территории прикаспийской низ-
менности [3, 6, 11]. в последнее десятилетие вслед-
ствие современного потепления климата на терри-
тории республики калмыкия отмечено повышение 
средних температур зимних месяцев до +1,2 °с, 
с -0,83 °с за период 1950–1970 гг., что привело к 
снижению средней величины снежного покрова и 
увеличению длительности бесснежного периода. 
увеличение частоты малоснежных, относительно те-
плых зим, особенно благоприятно отразилось на со-
стоянии популяций тамарисковой песчанки в восточ-
ных и южных районах республики калмыкия, создав 
тем самым определенные предпосылки для начала 
продвижения этого вида грызунов в западном на-
правлении. причем начало расселения тамарисковых 
песчанок за границы своего исторического ареала 
совпало во времени с расширением границ полупу-
стынной и пустынной ландшафтно-географических 
зон на территории республики калмыкия [8].

в 50-х гг. прошлого столетия на территории 
республики калмыкия западная граница ареала та-
марисковой песчанки, по данным а.н.павлова [14], 
пролегала по условной линии черный яр – ачинеры. 
активное расселение M. tamariscinus из оптималь-
ной части своего ареала началось в 1972 г., когда на 
всей территории прикаспийской низменности отме-
чен значительный рост численности и площади по-
селений этого вида [3, 11]. согласно результатам вы-
полненного анализа архивных материалов в этот же 
период началось расселение M. tamariscinus на тер-
ритории сарпинской низменности и в правобереж-
ных районах волги. дальнейший анализ картографи-
ческих материалов, характеризующих территориаль-
ное распределение мест отловов тамарисковых пес-
чанок в период 1987–2007 гг. показал, что западная 
граница ареала этого вида грызунов на территории 
калмыкии значительно изменилась. в частности, 
на севере республики калмыкия западная граница 
распространения тамарисковой песчанки продви-
нулась примерно на 120 км, охватив практически 
всю территорию сарпинской низменности и север-
ную часть ергенинской возвышенности, вплоть до 
н.п. червленого (светлоярский район волгоградской 
области). на юге калмыкии продвижение оказалось 
не столь значительным и составило около 60 км. 
подчеркнем, что на юге республики калмыкия рас-
ширение западной границы тамарисковой песчанки 
в последние 50–60 лет так же, как и в северной ее ча-
сти, полностью совпадает с зоной ирригации и оро-
шения (рисунок).

следует особо подчеркнуть, что на фоне ак-
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тивного расселения в 1972–2007 гг. тамарисковой 
песчанки в северных и южных районах республики 
калмыкия, в центральной ее части границы ареала 
этого вида за последние 50–60 лет практически не 
изменились. последнее позволяет считать, что со-
временная западная экспансия тамарисковой песчан-
ки на территории республики калмыкия обусловле-
на, в основном, именно антропогенными факторами, 
в первую очередь комплексным влиянием ирригации 
и орошения земель (возникновение интразональных 
биотопов, появление кустарников, повышение влаж-
ности почвогрунтов и др.).

вполне очевидно, что вплоть до настоящего 
времени, созданная сеть оросительных каналов, 
равно как и прилегающие, как правило, к ним бах-
чи, огороды, залежи и прочие поливные угодья про-
должают играть роль своеобразных экологических 
желобов для расселения малых песчанок в условиях 
антропогенных ландшафтов. однако, несмотря на 

широкое современное распространение поселений 
тамарисковой и полуденной песчанок на территории 
республики калмыкия, для каждого из этих двух ви-
дов грызунов характерно обитание в относительно 
узком спектре природных биотопов [13]. причем та-
марисковая песчанка как влаголюбивый вид посто-
янно тяготеет к относительно мезофильным местоо-
битаниям с сочной растительностью [7]. высокая по-
требность тамарисковых песчанок во влажном корме 
связана со спецификой пищеварения: оптимальным 
для функционирования желудка является уровень 
влажности корма в 60 %, что вынуждает песчанок 
питаться зелеными частями растений [15]. с на-
шей точки зрения, именно поэтому в южных райо-
нах республики калмыкия в границах территорий, 
расположенных западнее черноземельского маги-
стрального канала, где отсутствует развитая гидроме-
лиоративная сеть, M. tamariscinus не находит благо-
приятных условий существования. соответственно, 

распространение Meriones tamariscinus на территории калмыкии по данным 1959 и 2007 годов:
а – ареал тамарисковых песчанок 1959 г. по а.н.павлову,

б – ареал тамарисковых песчанок 2007 г.
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значительно большая площадь орошаемых земель 
и более развитая сеть ирригационных сооружений 
в северной части республики калмыкия целиком 
предопределили потенциальные границы современ-
ного распространения тамарисковой песчанки на 
территории сарпинской низменности. более того, в 
настоящее время началось расселение этого вида в 
зоне орошаемых земель на юге волгоградской обла-
сти (светлоярский район).

в настоящее время, как и ранее [13, 14], 
на территории республики калмыкия поселе-
ния M. tamariscinus не отмечены на участках с 
солончаково-луговой и лугово-болотной раститель-
ностью (разливы, лиманы, саги, высыхающие озе-
ра), широко распространенных в лощине даван. с 
нашей точки зрения, именно высокая степень за-
соленности почв лощины даван служит основным 
ограничительным фактором для расселения тама-
рисковой песчанки в центральной части республики 
калмыкия. подчеркнем, что в период выпадения 
осадков широко распространенные в лощине даван 
различные формы понижений рельефа оказываются 
подтопленными и фактически превращаются в бо-
лотистые равнины. в летний период их поверхность 
покрыта твердой глинистой коркой. для подобных 
мест характерно отсутствие нор не только малых 
песчанок, но и прочих грызунов. тамарисковая пес-
чанка обычна в мелкобугристых, полузакрепленных 
и закрепленные песках, зарослях кустарников, бурья-
нистой растительности, тростника на валах каналов, 
в поймах различных водотоков, садах, лесополосах. 
хотя встречается и на участках полынно-злаковой 
песчаной степи. вблизи заселенных зверьками при-
родных биотопов этот вид отмечен в хозяйственных 
постройках человека, скирдах. при этом историче-
ски наиболее устойчивые и многочисленные поселе-
ния тамарисковой песчанки приурочены к заросшим 
песчаным массивам. современные показатели чис-
ленности M. tamariscinus в разных местообитаниях 
колеблются в значительных пределах – от единичных 
до нескольких десятков особей на гектар. причем в 
северо-западной части территории черных земель 
тамарисковая песчанка значительно уступает по чис-
ленности полуденной. напротив, в приморье в со-
вместных поселениях малых песчанок тамарисковая 
повсеместно занимает доминирующее положение 
так же, как и на юге черных земель. 

следует особо подчеркнуть, что современное 
расширение западной границы ареала тамарисковой 
песчанки в северных и южных районах республики 
калмыкия влечет за собой негативные эпизоото-
логические и эпидемиологические последствия. 
появление в зонах интенсивной хозяйственной 
деятельности человека на территории сарпинской 
низменности, северных ергеней, черных земель и 
кумо-манычской впадины нового высокочувстви-
тельного к чумному микробу носителя этой инфекции 
может привести к значительному увеличению эпи-
демического потенциала этих территорий. особую 

эпидемическую опасность представляет расселение 
тамарисковой песчанки в густонаселенные райо-
ны калмыкии (северные ергени) и южные районы 
волгоградской области. тем более, что в настоящее 
время отчетливо проявилась тенденция дальнейшего 
усложнения паразитарной системы прикаспийского 
северо-западного природного очага чумы за счет 
расширения границ ареала активных переносчиков 
чумного микроба, в первую очередь блох Xenopsylla 
conformis (черные земли, кумо-ма ныч ская впадина 
и др.). рост потенциальной эпидемической опасно-
сти в зонах действия черноземельской и сарпинской 
оросительно-обвод ни тель ных систем также связан 
с доминирующим положением в многовидовых со-
обществах грызунов синантропного вида – домовой 
мыши [6]. все это в целом создает реальную угрозу 
возникновения здесь эпизоотий чумы в смешанных 
поселениях малых песчанок и мышевидных грызу-
нов с последующим заносом чумного микроба в жи-
лье человека. 

в связи с коренным изменением структуры пара-
зитарных систем в северной и юго-восточной частях 
прикаспийского северо-западного степного природ-
ного очага (депрессия численности малого суслика, 
расселение тамарисковой песчанки и блох X. con-
formis и др.) возникла необходимость пересмотра 
сложившейся тактики эпизоотологического обследо-
вания принятой для очагов сусликового типа. следует 
отнести все проблемные территории (зоны иррига-
ции и орошения республики калмыкия, республики 
дагестан, ставропольского края, волгоградской и 
астраханской области) к прикаспийскому песчаному 
очагу чумы. современную трансформацию биоцено-
тических комплексов в регионе северо-западного 
прикаспия следует рассматривать как подтвержде-
ние прогноза [12] на дальнейшее расширение запад-
ных границ прикаспийского песчаного очага чумы в 
условиях современного потепления климата. с це-
лью минимизации возможных негативных эпидеми-
ческих последствий современной тенденции транс-
формации пространственной и биоценотической 
структуры природных очагов чумы на территории 
республики калмыкия следует значительно усилить 
мониторинг популяций синантропных видов грызу-
нов (домовая мышь, серая крыса) в зонах орошаемо-
го земледелия, увеличить объемы профилактических 
мероприятий в расположенных здесь населенных 
пунктах.
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эпидемически опасные штаммы холерного ви-
бриона относятся к двум серогруппам – о1 (Vibrio 
cholerae классический и эльтор биовар) и о139 
(V. cholerae о139 с синонимом бенгал). вспышки 
холеры, впервые вызванные в 1992 г. возбудителем 
V. cholerae о139 серогруппы в индии и бангладеш 
(бенгальская холера), продолжают регистрировать-
ся в ряде регионов Юго-восточной азии (киргизия, 
узбекистан, казахстан, гонконг, япония и др.) и в не-

которых странах европы (германия, великобритания, 
дания, Франция и др.) [4, 6, 7, 9, 12]. что касается 
российской Федерации, то в последнее десятилетие 
продолжает существовать проблема неконтролируе-
мой миграции и пребывания на территории страны 
иностранных граждан и лиц без гражданства, что 
обеспечивает реальную возможность завоза бенгаль-
ской холеры на ее территорию [3]. между тем до сих 
пор отсутствуют отечественные живые безопасные 
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и эффективные вакцины против возбудителя холе-
ры новой серогруппы, способные индуцировать на-
пряженный и длительный иммунитет у населения 
всех возрастных групп [11]. такая ситуация обусло-
вила конструирование нами авирулентного штамма 
холерного вибриона о139 серогруппы с высокой 
продукцией основных протективных антигенов – 
в-субъединицы холерного токсина и фактора коло-
низации энтеротоксигенных штаммов кишечной па-
лочки CFA/I, обеспечивающих формирование анти-
токсического и антиколонизирующего иммунитета 
соответственно.

в качестве носителя генов протективных анти-
генов нами был использован авирулентный, выде-
ленный из воды штамм V. cholerae 170 серогруппы 
о139, геном которого, по данным полимеразной 
цепной реакции (пцр), лишен основных генов 
вирулентности [5]. в клетки этого штамма с по-
мощью коньюгационных скрещиваний последова-
тельно были введены конъюгативные рекомбинант-
ные плазмиды pIEM3, содержащая клонированный 
ген ctxB, кодирующий продукцию иммуногенной 
в-субъединицы холерного токсина, и несущая ген 
резистентности к тетрациклину Tcr и канамицину 
кmr [2], и pCFAI. плазмида pCFAI содержит кло-
нированный ген cfa1, контролирующий биосинтез 
основного фактора колонизации CFA/I патогенных 
для человека штаммов кишечной палочки и ген ре-
зистентности к триметоприму Tpr [10]. было уста-
новлено, что введенные в состав плазмид клони-
рованные гомо- и гетерологичные гены ctxB и cfa1 
в условиях in vitro и in vivo стабильно наследова-
лись и обеспечивали эффективную продукцию двух 
основных защитных антигенов.

цель работы – определение протективных 
свойств сконструированного нами диплазмидно-
го штамма, обозначенного как V. cholerae км182 
(pIEM3)(pCFAI).

материалы и методы

протективные свойства штамма V. cholerae 
км182 определяли на модели взрослых кроликов 
породы «шиншилла», иммунизированных внутри-
желудочно этим штаммом, с последующим зараже-
нием их вирулентным штаммом с помощью RITARD 
(removable intestinal tie-adult rabbit diarrhea) – тех-
ники. метод RITARD основан на внутрикишечном 
заражении вирулентными штаммами V. cholerae 
взрослых кроликов [13] с предварительным нало-
жением особой скользящей временной лигатуры на 
подвздошную кишку в области мезоаппендикса на 
срок, необходимый для адгезии и ранней колониза-
ции тонкого кишечника холерными вибрионами, и 
последующего мониторинга инфекционного про-
цесса в течение 5 суток. при этом регистрировали 
клинические признаки экспериментальной холеры: 
диарея (наличие жидких каловых масс, их цвет). 
ежедневно осуществляли забор ректального мате-

риала с последующим высевом на 1 % пептонную 
воду и щелочной агар. 

внутрижелудочную иммунизацию осуществля-
ли трехкратно с интервалом в 21 день взрослым кро-
ликам массой 2,5–3 кг живыми клетками изучаемого 
штамма. клетки вводили по методу Cray с соавт. [8], 
используя желудочный зонд. для нейтрализации кис-
лого содержимого желудка было введено (с помощью 
желудочного зонда) 15 мл 5 % раствора гидрокарбо-
ната натрия с интервалом в 15 мин. иммунизирующие 
дозы составляли 109 м.к. и 5·1010 м.к. в 1 мл бульона 
LB (таблица). 

на 14-е сутки после последней иммунизации кро-
ликов заражали вирулентным штаммом. контролем 
служили 2 интактных животных, зараженных ана-
логичным образом. патолого-ана то ми че ские иссле-
дования как опытных, так и контрольных животных 
проводили по мере их гибели и после умерщвления 
их хлороформом по истечении 5 сут. оценивали из-
менения внутренних органов по состоянию кровена-
полнения сосудов, наличию признаков дистрофии. в 
желудочно-кишечном тракте описывали состояние 
сосудов, степень наполнения кишечника содержи-
мым, определяли его цвет, характер и объем. для 
гистологических исследований брали кусочки вну-
тренних органов – сердце, легкие, печень, селезенку, 
почки с надпочечником, мезентериальные лимфати-
ческие узлы и 3 отрезка тонкого и толстого кишеч-
ника, которые фиксировали в 10 % водном растворе 
формалина. после фиксированные кусочки внутрен-
них органов изучали по общепринятой схеме [1]. 

результаты и обсуждение

для изучения протективных свойств штамма 
V. cholerae км182(pIEM3)(pCFAI) о139 серогруп-
пы, содержащего антигены, обеспечивающие анти-
бактериальный (о139 соматический антиген и по-
лисахаридная капсула), антитоксический (в-субъ-
еди ница холерного токсина), антиколонизирующий 
(фактор колонизации кишечной палочки CFA/I) 
иммунитет, взрослые кролики были проиммуни-
зированы внутрижелудочно в дозах, указанных в 
таблице. в качестве контроля были использованы 
интактные кролики.  

интактные кролики, зараженные по методу 

Дозы заражения и иммунизации,  
используемые для изучения протективных свойств  

потенциально вакцинного штамма V. cholerae км182

№ группы
доза  

иммунизации, 
м.к.

доза  
заражения, 

м.к.
% выживших 

животных

клиническое 
проявление 

инфекционного 
процесса

контроль 0 109 0 ++++

1 109 108 100 -

2 109 10 9 50 -

3 5·1010 108 100 -

4 5·1010 109 50 -
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RITARD токсигенным штаммом V. cholerae р16064 
в дозе 109 м.к., пали в течение 24 ч после заражения 
с характерной для холерной инфекции патоморфо-
логической картиной острой диареи с последую-
щим высевом чистой культуры холерного вибриона. 
при гистологических исследованиях обнаружены 
дистрофические изменения органов, гемодинами-
ческие нарушения в виде различной степени вы-
раженности полнокровия сосудов, в почках значи-
тельные поля некротического нефроза, в кишечнике 
выраженный катар.

иммунные кролики через 14 дней после послед-
ней иммунизации были заражены по методу RITARD 
вирулентным штаммом V. cholerae р16064 о139 се-
рогруппы в дозах 108 м.к. и 109 м.к. все выжившие 
кролики (срок наблюдения 5 дней) были умерщвле-
ны хлороформом.

в зависимости от иммунизирующей и заражаю-
щей доз все опытные животные были поделены на 4 
экспериментальные группы (всего 8 животных).

животные 1-й и 3-й опытных групп дожива-
ли до 5-х суток в 100 % случаев. у этих животных 
были обнаружены минимальные гемодинамические 
расстройства в виде незначительного полнокро-
вия сосудов паренхиматозных органов и серозной 
оболочки тонкого кишечника. в тонком кишечнике 
содержалось небольшое количество серозно-сли зи-
сто го содержимого желтого или желтовато-зе ле но-
ва то го цвета. в толстом кишечнике было обычное 
содержимое. при гистологических исследованиях 
у животных этих групп регистрировали признаки 
умеренного функционального напряжения паренхи-
матозных элементов внутренних органов (печень, 
миокард) и незначительное очаговое полнокровие 
сосудов. хотя у животных 3-й группы наблюдали на 
фоне полнокровия сосудов коры и мозгового веще-
ства почек очаги некронефроза, умеренное полно-
кровие капиллярных клубочков, усиление клеточ-
ности ряда клубочков. в кишечнике отмечены отно-
сительно минимальные доброкачественные измене-
нии: умеренная очаговая гидропическая дистрофия 
эпителия, незначительное очаговое полнокровие 
сосудов подслизистой оболочки, небольшие цирку-
ляторные нарушения – умеренный очаговый отек 
подслизистой оболочки. наблюдали увеличение ко-
личества мэл (межэпителиальных лимфоцитов) в 
тонком кишечнике с признаками их активации, уси-
ление гиперпластической реакции в строме ворсин 
и собственной пластинки слизистой за счет увели-
чения количества лимфоцитов и плазматических 
клеток, появление бластических элементов. такого 
рода изменения больше были выражены у живот-
ных 3-й группы. у животных этих групп отмечены 
достаточно четкие признаки вторичного иммунного 
ответа со стороны периферических органов иммун-
ной системы, обычно в лимфоидной ткани, ассоци-
ированной с кишечником. наблюдалась гиперпла-
зия клеток в периартериальных муфтах селезенки 

с накоплением значительного числа бластических 
элементов в этих зонах (т-зонах). в светлых цен-
трах фолликулов и мозговых тяжах лимфатических 
узлов, зародышевых центрах и маргинальных зонах 
мальпигиевых телец селезенки чуть в меньшей сте-
пени регистрировали гиперпластические процес-
сы и усиление митотической активности (в-зоны). 
образование крупных светлых центров в фоллику-
лах лимфоидных органов у животных 3-й группы 
отражало формирование наиболее полноценной 
иммунной реакции. в лимфоидной ткани, ассоции-
рованной с кишечником (пейеровы бляшки), наблю-
дали активацию т- и в- зон, накопление плазмати-
ческих клеток и плазмобластов в купольной части 
лимфоидных образований. все эти показатели по-
казывают на достаточно высокую активность лим-
фоидных органов, даже с признаками некоторой 
гиперактивации, что можно объяснить завышенной 
дозой иммунизации.

во 2-й и 4-й группах выжило 50 % кроликов. у 
выживших животных отмечали умеренную инъек-
цию сосудов серозной оболочки тонкого кишечни-
ка, регистрировали наличие незначительного объе-
ма серозно-слизистого желтоватого содержимого в 
верхних отделах тонкого кишечника и несколько в 
большом объеме слизистого желтовато-зелено ва то го 
содержимого в нижних отделах тонкого кишечника. 
в толстом кишечнике кашицеобразное содержимое 
коричневого цвета. умеренное полнокровие корково-
го вещества почек.

при гистологическом исследовании внутренних 
органов у животных этих групп отмечали достаточно 
выраженные признаки вторичного иммунного отве-
та, т-зоны в селезенке и мезентериальных лимфати-
ческих узлах широкие плотные, с признаками акти-
вации (усиления митотической активности).

у животных 2-й группы у 50 % (павшие) наблю-
дался умеренный катар тонкого кишечника с напол-
нением жидкостью серозной слизи желтого цвета, 
в нижнем отделе скопление газа и кашицы только у 
павших животных. у выживших в течение 5 сут за-
раженных кроликов не наблюдалось изменений со 
стороны внутренних органов. гистологические из-
менения наблюдали только у павших животных. у 
выживших животных не выявлены признаки специ-
фического инфекционного воспаления. обнаружено 
умеренное проявление активности в перифериче-
ских лимфоидных органах, умеренное функциональ-
ное напряжение со стороны внутренних органов. 
выжившие животные 4-й группы не имели макро-
скопических изменений внутренних органов. 

таким образом, сконструированный авирулент-
ный штамм V. cholerae км182 обладал достаточной 
протективностью. оптимальная доза иммунизации, 
защищающая лабораторных животных от развития 
инфекционного процесса при заражении их высоко-
вирулентным штаммом V. cholerae р16064 в дозе 108, 
составила 109 м.к./мл. 
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Ферментация рамнозы является одним из важ-
нейших диагностических признаков, позволяющих 
дифференцировать возбудителей чумы и псевдоту-
беркулеза. Yersinia pseudotuberculosis активно ис-
пользует этот углевод в качестве источника углеро-
да и энергии, тогда как штаммы основного подвида 
Y. pestis не способны к ферментации рамнозы [1, 
5]. Штаммы неосновных подвидов чумного микро-
ба, занимающие промежуточное положение между 
основным подвидом Y. pestis и Y. pseudotuberculosis, 
способны ферментировать рамнозу, хотя выражен-
ность этого признака у разных подвидов варьиру-
ет. так, штаммы кавказского и алтайского подвидов 
активно ферментируют рамнозу в первые 24–48 ч 
от начала культивирования, а штаммы улэгейского 
подвида – в более поздние сроки через (48–96 ч) 

[3]. для штаммов гиссарского подвида отмечена из-
менчивость сроков проявления этого признака (от 
1–2 сут до ее полного отсутствия) [4]. причины 
столь существенных различий в проявлении способ-
ности к ферментации рамнозы у штаммов основного 
и неосновных подвидов остаются к настоящему мо-
менту невыясненными. устойчивое отсутствие это-
го признака у штаммов основного подвида Y. pestis 
свидетельствует о наличии генетического дефекта в 
генах локуса rha, кодирующего ферменты утилиза-
ции рамнозы.

L-рамноза (метилпентоза) утилизируется бакте-
риальными клетками с помощью группы ферментов, 
синтез которых детерминируется генами, располо-
женными в rha локусе. строение рамнозного регуло-
на подробно изучено на модели кишечной палочки. 
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установлено наличие четырех структурных генов: 
rhaA, кодирующего рамнозоизомеразу, rhaB – рам-
нулокиназу, rhaD – рамнулозо-1-фосфат-альдолазу 
[8] и rhaT, детерминирующий транспортный белок 
для рамнозы [7]. регуляцию функционирования rha 
локуса осуществляют продукты генов rhaR и rhaS. 
продукт гена rhaR при наличии в среде рамнозы ак-
тивирует транскрипцию оперона rhaSR, далее RhaS 
активирует транскрипцию генов rhaBAD, кодирую-
щих ферменты катаболизма L-рам нозы и rhaT – 
транспортного белка для L-рам но зы – RhaT [6]. 
аминокислотные последовательности белков RhaS 
и RhaR совпадают на 30 %, и оба этих фермента яв-
ляются членами семейства активаторов транскрип-
ции – AraC/XylS [10].

проведенный нами математический анализ ге-
нов rha локуса возбудителей чумы и псевдотубер-
кулеза на основе полных нуклеотидных последова-
тельностей геномов 6 штаммов возбудителя чумы 
и 2 штаммов псевдотуберкулезного микроба, пред-
ставленных в базе данных NCBI GenBank, показал 
полное совпадение строения rha локуса у возбуди-
теля чумы и кишечной палочки и выявил наличие у 
чумного микроба генов rhaA, B, D, R, S и T.

по результатам математического анализа наи-
большей вариабельностью структуры у возбудителя 
чумы по сравнению с псевдотуберкулезным микро-
бом обладает ген rhaS, что позволяет предположить, 
что изменение нуклеотидной последовательности 

именно этого гена является причиной различного от-
ношения к рамнозе у штаммов основного и неоснов-
ных подвидов Y. pestis. результаты математического 
анализа, а также предварительные собственные экс-
периментальные данные свидетельствуют об отсут-
ствии различий в нуклеотидной последовательности 
генов rhaA, rhaB и rhaR у изученных нами штаммов 
чумного микроба (основного и неосновных подви-
дов), а также возбудителя псевдотуберкулеза (дан-
ные готовятся к публикации). в структурном гене 
пермеазы – rhaT математический анализ отличий не 
выявил. 

для выяснения причин различной ферментатив-
ной активности в отношении рамнозы нами было про-
ведено секвенирование гена rhaS у штаммов Y. pestis 
основного и неосновных подвидов, а также изучена 
возможность использования выявленных различий в 
нуклеотидной последовательности гена rhaS для ге-
нетической дифференциации этих подвидов.

материалы и методы

Бактериальные штаммы. в работе исполь-
зовано 15 типичных штаммов Y. pestis основного, 
алтайского, кавказского, улэгейского и гиссарско-
го подвидов, таласской группы, выделенных в раз-
личных природных очагах россии и сопредельных 
государств, а также 3 штамма возбудителя псевдо-
туберкулеза I–III сероваров (табл. 1). Штаммы по-

Таблица 1

характеристика использованных штаммов Y. pestis и Y. pseudotuberculosis

Штаммы подвид/серовар время и место выделения  
(природный очаг) источник выделения Ферментация  

рамнозы, сут

Yersinia pestis

M-231 основной 1947, аксайский серый сурок -

A-161 " 1962, устюртский блохи большой песчанки -

а-1836 " 1988, сарыджасский серый сурок -

м-519 " 1977, копетдагский большая песчанка -

а-1793 " 1978, зауральский малый суслик -

1146 кавказский 1962, зангезуро-карабахский обыкновенная полевка 1

818 " 1968, приараксинский блохи гнезда обыкновенной полевки 1

A-1728 гиссарский 1972, гиссарский арчовая полевка 2

A-1249 " 1970, гиссарский арчовая полевка 2

и-2998 алтайский 1982, алтайский горный монгольская пищуха 1

и-2359 " 1973, алтайский горный блохи гнезда монгольской пищухи 1

и-3069 улэгейский 1982, мнр, убурхангай полевка брандта  2

и-3131 " 1984, мнр, Южно-гобийский аймак монгольская пищуха 2

а-1802 таласский 1980, таласский хребет, киргизия блохи 2

а-1815 " 1980, таласский хребет, киргизия блохи мыши-полевки 2

Y. pseudotuberculosis  

I I получен из института пастера (Франция) коллекция г.моляре 1

III III получен из института пастера (Франция) коллекция г.моляре 1

312 I 1973, владивосток больной дальневосточной  
скарлатиноподобной лихорадкой

1
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лучены из государственной коллекции патогенных 
бактерий «микроб», где они хранились в лиофильно 
высушенном состоянии. культивирование штаммов 
и изучение их биохимической активности проводили 
в соответствии с рекомендациями, изложенными в 
руководстве по профилактике чумы [2].

Сравнительный анализ нуклеотидной последо-
вательности регуляторного гена rhaS проводили с 
использованием баз данных NCBI GenBank у штам-
мов Y. pestis KIM (биовар medievalis), CO92 (био-
вар orientalis), Nepal156 и Antiqua (биовар antiqua), 
Pestoides F (по отечественной классификации – кав-
казский подвид) и Y. pseudotuberculosis IP32953 и 
IP31758.

Конструирование праймеров и условия проведе-
ния полимеразной цепной реакции. для определения 
нуклеотидной последовательности гена rhaS с по-
мощью программы Primer Express были рассчитаны 
праймеры, фланкирующие полную нуклеотидную 
последовательность указанного гена [(rhaSc-s (GGT 
TTA GTC ATC ACT GCT GC) и rhaSc-a (GTT CAC 
GCC CTT TCT TGC)]. пцр проводили на амплифика-
торе бис-110 (ооо «бис-н», россия). реакционная 
смесь имела состав: 10 мм Tris-HCl (pH 8,0); 2,5 мм 
MgCl2; по 0,2 мм каждого из нуклеотидов dATP, 
dCTP, dGTP, dTTP; по 0,6 мM каждого праймера; 
5 ед. Taq днк-полимеразы (бионем, москва) и 10 
нг днк. температурный профиль амплификации: 1 
цикл 95 °с в течение 5 мин, затем 30 циклов (95 °с – 
30 с, 58 °с – 30 с, 72 °с – 1 мин) и завершающий цикл 
при 72 °с в течение 5 мин. в качестве матрицы в 
пцр использовали препараты тотальной днк штам-
мов Y. pestis. синтез олигонуклеотидных праймеров 
осуществляли на автоматическом синтезаторе днк 
асм-800 (биоссет, россия) в роснипчи «микроб». 
электрофоретический анализ пцр-продуктов прово-
дили в 2 % агарозном геле (Bio-Rad, сШа) и реги-
стрировали в уФ-свете. для контроля молекулярной 
массы использовали коммерческие маркеры GenRuler 
TM 50 bp DNA Ladder (MBI Fermentas, литва).

Определение нуклеотидной последовательно-
сти гена rhaS исследуемых штаммов проводили с 
помощью ферментативного секвенирования методом 
«терминаторов» [9]. 

для первичной обработки данных использо-
вали программы: «3100 Data Collection Software 
1.1» и «DNA Sequencing Analyis Software 3.7». 
выравнивание и сравнение полученных последова-
тельностей проводили в программе MEGA 4. для 
сравнения секвенированных нами нуклеотидных по-
мледовательностей с представленными в базе дан-
ных NCBI GenBank использовали алгоритм BLAST.

результаты и обсуждение

на первом этапе исследования проведен срав-
нительный анализ нуклеотидной последовательно-
сти регуляторного гена rhaS штаммов Y. pestis KIM, 
CO92, Antiqua, Nepal 156, Pestoides F и Y. pseu do tu-

ber cu lo sis IP32953 и IP31758, представленных в базе 
данных NCBI GenBank. 

представленные в международной базе данных 
штаммы возбудителя чумы относятся к различным 
биоварам основного подвида Y. pestis и не ферменти-
руют рамнозу, тогда как штаммы Y. pseudotuberculosis 
способны катаболизировать этот углевод. Штаммы 
возбудителя псевдотуберкулеза были использованы 
для сравнения с возбудителем чумы, поскольку, по 
современным представлениям, этот микроорганизм 
является непосредственным предшественником чум-
ного микроба и целый ряд генов, продукты которых 
участвуют в метаболических процессах, у чумного 
микроба повреждены в процессе эволюционного пе-
рехода к новому способу существования.

результаты, полученные при анализе нуклео-
тидных последовательностей гена rhaS у Y. pestis и 
Y. pseudotuberculosis, свидетельствуют о наличии 
ряда нуклеотидных замен в изучаемом гене у штам-
мов возбудителя чумы по сравнению с псевдотубер-
кулезным микробом, некоторые из которых, возмож-
но, являются причиной различной способности этих 
возбудителей ферментировать рамнозу.

для выяснения причин неодинаковой фермента-
тивной активности в отношении рамнозы у штаммов 
возбудителя чумы, циркулирующих на территории 
россии и ближнего зарубежья, нами была определена 
полная нуклеотидная последовательность регулятор-
ного гена rhaS у 5 штаммов основного подвида Y. pestis 
(зауральский степной, устюртский, копетдагский пу-
стынные, сарыджасский и аксайский высокогорные 
очаги чумы) и 10 штаммов неосновных подвидов: 
по 2 изолята кавказского (зангезуро-карабахский и 
приараксинский горные), алтайского (алтайский 
горный), гиссарского (гиссарский высокогорный), 
улэгейского (монголия) подвидов чумного микроба, 
а также 2 штамма из таласского высокогорного очага 
чумы. были изучены также 3 штамма Y. рseu do tu ber-
cu lo sis I–III сероваров (табл. 1).

результаты анализа структуры гена rhaS, раз-
мер которого составляет 822 п.н., свидетельствуют 
о том, что штаммы Y. рseu do tu ber cu lo sis I, III, 312 
(секвенированы нами), как и Y. рseu do tu ber cu lo sis 
IP31758 (NCBI GenBank), содержат в позициях 416 
и 495 п.н. – аденин, в отличие от штамма Y. рseu do-
tu ber cu lo sis IP32953 (GenBank), у которого в этих по-
ложениях находится гуанин. в штаммах Y. рseu do tu-
ber cu lo sis I и III в позициях 183 п.н. и 702 п.н. содер-
жится тимин, тогда как в геноме штамма Y. рseu do tu-
ber cu lo sis 312 и представленных в базе данных NCBI 
GenBank Y. рseu do tu ber cu lo sis IP32953 и IP31758 – 
цитозин. нами выявлены также уникальные нуклео-
тидные замены у штаммов Y. рseu do tu ber cu lo sis 312 
в позиции 789 п.н. (гуанин вместо аденина у осталь-
ных штаммов) и Y. рseu do tu ber cu lo sis IP31758 в по-
зиции 790 п.н. (гуанин вместо цитозина у остальных 
изолятов). однако выявленные нами единичные ну-
клеотидные замены, очевидно, не имеют значения 
для проявления изучаемого свойства у возбудителя 
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псевдотуберкулеза, поскольку все штаммы возбуди-
теля способны к ферментации рамнозы и, следова-
тельно, способность катаболизировать этот углевод 
является видоспецифическим признаком для Y. рseu-
do tu ber cu lo sis. 

на следующем этапе исследования проведен 
сравнительный анализ нуклеотидной последователь-
ности гена rhaS штаммов чумного микроба основно-
го подвида (не ферментируют рамнозу) и неосновных 
подвидов (ферментируют рамнозу). было установле-
но, что штаммы кавказского, алтайского, гиссарского, 
улэгейского подвидов и таласские изоляты в позиции 
671 п.н. гена rhaS содержат гуанин. этот же нуклео-
тид выявлен и у штаммов Y. рseu do tu ber cu lo sis как 
представленных в базе данных NCBI GenBank, так 
и секвенированных нами (табл. 2). в отличие от них, 
у всех изученных нами штаммов основного подвида 
Y. рestis – а-1836, а-161, м-519, м-231, а-1793 (не 
ферментируют рамнозу), выделенных на территории 
россии и приграничных государств, как и у штаммов, 

представленных в базе данных NCBI GenBank (KIM, 
CO92, Nepal156, Antiqua), в позиции 671 п.н. нахо-
дится аденин (табл. 2). поскольку это един ствен ное 
общее отличие между штаммами основ но го подвида 
возбудителя чумы и штаммами не ос нов ных подви-
дов, а также псевдо ту бер ку лез ным микро бом, то, ве-
роятно, наличие именно этой нуклеотидной замены 
является причиной от сут ствия способности к фер-
ментации рамнозы у штам мов основного подвида. 

для обработки полученных результатов мы ис-
пользовали программное обеспечение Mega 4, с по-
мощью которого установлено, что выявленная нами 
нуклеотидная замена в положении 671 п.н. приводит 
к смене триплета CGC, кодирующего аминокислоту 
аргинин (Y. pseudotuberculosis, неосновные подвиды 
Y. pestis) на триплет CAC, детерминирующий синтез 
гистидина (основной подвид Y. pestis). эти амино-
кислоты различаются между собой по строению бо-
ковых цепей: в состав аргинина входит гидроксиль-
ная группа, тогда как молекула гистидина содержит 

Таблица 2

Вариабельность гена RhaS (822 н.п.) у штаммов Y. pestis и Y. pseudotuberculosis

Штамм подвид,  
серовар

положение единичных замен

789 790 780 702 671 494 495 482 416 183

Yersinia pestis

а 1836 основной A C C C A T A G A C

м 519 " A C C C A T A G A C

а 161 " A C C C A T A G A C

231 " A C C C A T A G A C

а1793 " A C C C A T A G A C

а-1728 гиссарский A C C C G T A A A C

а-1249 гиссарский A C C C G T A A A C

818 кавказский A C C C G C A G A C

1146 кавказский A C C C G C A G A C

и-2359 алтайский A C C C G T A G A C

и-2998 алтайский A C C C G T A G A C

и-3069 улэгейский A C C C G T A G A C

и-3131 улэгейский A C C C G T A G A C

а-1802 таласский A C C C G T A G A C

а-1815 таласский A C C C G T A G A C

Pestoides F* кавказский A C C C G C A G A C

со92* оrientalis A C C C A т A G A C

KIM* мedievalis A C C C A т A G A C

Antiqua, Nepal 516* аntiqua A C C C A т A G A C

Yersinia pseudotuberculosis

ΙΙΙ ΙΙΙ A C C T G C A G A T

Ι Ι A C C T G C A G A T

312 Ι G C A C G C A G A C

IP 31758** A G A C G C A G A C

IP 32953** A C C C G C G G G C

*Штаммы Y. pestis KIM, CO92, Nepal156, Antiqua биоваров antiqua, medievalis, orientalis, и Pestoides F. **Штаммы Y. pseudotuberculosis IP32953 
и IP31758 представлены в базе данных NсBI GenBank. 
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имидазольное кольцо. возможно, что такое измене-
ние первичной структуры молекулы регуляторного 
белка RhaS способно видоизменять его вторичную 
или третичную структуру и затруднять контакт фер-
мента с молекулой-мишенью.

при анализе структуры гена rhaS у штаммов 
кавказского подвида (818 и 1146), ферментирующих 
рамнозу на 1-е сутки, выявлена идентичность с ну-
клеотидной последовательностью секвенированного 
нами гена rhaS штаммам Y. pseudotuberculosis, что 
свидетельствует о наличии у штаммов кавказского 
подвида гена rhaS «дикого» типа и, в конечном итоге, 
об эволюционной древности этого подвида.

у штаммов гиссарского подвида выявлена уни-
кальная нуклеотидная замена в позиции 482 п.н. 
(аденин), отсутствующая у штаммов других подви-
дов (гуанин). по данным математического анализа с 
использованием программы Mega 4, эта замена при-
водит к изменению аминокислотной последователь-
ности регуляторного белка RhaS у штаммов гиссар-
ского подвида – появление тирозина вместо цистеи-
на. возможно, что эта нуклеотидная замена является 
причиной неустойчивого фенотипического проявле-
ния признака ферментации рамнозы у штаммов гис-
сарского подвида и может рассматриваться как гене-
тическая особенность этих штаммов (табл. 2).

у штаммов гиссарского, алтайского, улэгейского 
подвидов и штаммов из таласского природного очага 
чумы, в отличие от кавказского подвида, обнаруже-
на нуклеотидная замена в позиции 494 п.н. (тимин 
вместо цитозина у Y. pseudotuberculosis), что приво-
дит к появлению в составе регуляторного белка RhaS 
аминокислоты валин вместо аланина. по-видимому, 
эта замена не является значимой, поскольку штаммы 
алтайского подвида, несущие эту замену, ферменти-
руют рамнозу в короткие сроки.

таким образом, секвенирование полной нуклео-
тидной последовательности регуляторного гена rhaS 
свидетельствуют о наличии в этом гене синоними-
ческих и несинонимических нуклеотидных замен в 
геноме чумного микроба основного и неосновных 
подвидов по сравнению с возбудителем псевдотубер-
кулеза, которые, по-видимому, являются причиной 
различной способности основного и неосновных 
подвидов ферментировать рамнозу. выявленные еди-
ничные нуклеотидные замены позволяют дифферен-

цировать штаммы возбудителя псевдотуберкулеза и 
кавказского подвида Y. pestis от остальных подвидов 
чумного микроба, основной подвид от неосновных 
подвидов возбудителя чумы, а также, благодаря на-
личию уникальных нуклеотидных замен, дифферен-
цировать штаммы гиссарского подвида.

работа поддержана грантами рФФи 06-04-08152 
оФи, 07-04-00100а, 08-04-00731а.
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туляремия – зоонозное природно-очаговое ин-
фекционное заболевание, характеризующееся раз-
личными механизмами и путями передачи возбуди-
теля, лихорадкой, интоксикацией, полиморфизмом 
клеточных проявлений, затяжным течением [13]. 
несмотря на несомненные успехи, достигнутые в 
борьбе с возбудителями особо опасных болезней в 
целом, значимость туляремийного микроба как этио-
логического фактора в патологии человека не только 
не снижается, но и проявляет тенденцию к нараста-
нию [4, 6, 7].

это связано с тем, что Francisella tularensis вы-
зывает особо опасное заболевание человека, а энде-
мичные очаги инфекции характеризуются стабиль-
ностью и широко распространены в северном по-
лушарии, включая территорию россии и соседних 
стран. более того, в настоящее время имеется четкая 
тенденция к формированию новых очагов на ранее не 
эндемичных территориях (косово, испания, турция, 
австралия) [16]. к тому же возбудитель туляремии 
входит в перечень биологических агентов, которые 
могут быть использованы в качестве агента биотер-
роризма. реальная возможность применения возбу-
дителя туляремии в локальных войнах, вооруженных 
конфликтах или при террористических актах явля-
ется серьезной проблемой для любой страны [2, 3]. 
поэтому задача совершенствования экстренной про-

филактики и лечения туляремии и на сегодняшний 
день остается актуальной. 

среди современных антибактериальных химио-
терапевтических средств одно из ведущих мест в 
терапии особо опасных инфекций различной этио-
логии занимает большая группа синтетических анти-
микробных препаратов широкого спектра действия – 
фторхинолоны [9, 14]. из их числа ципрофлоксацин 
и пефлоксацин включены в действующие инструк-
ции в качестве средств экстренной профилактики и 
лечения туляремии [5]. кроме того, применительно 
к данному заболеванию имеется сообщение о том, 
что использование ципрофлоксацина при лечении 
язвенно-бубонной формы туляремии у детей было 
эффективным у всех больных [15].

целью настоящей работы являлось сравнитель-
ное изучение эффективности современных фторхи-
нолонов при экстренной профилактике и лечении 
экспериментальной туляремии у лабораторных жи-
вотных. 

материалы и методы

в экспериментах использовали спарфлокса-
цин (спарфло, индия), мокси-флоксацин (авелокс, 
германия), пефлоксацин (абактал, словения), геми-
флоксацин (Фактив, россия). все препараты при-

иММУноЛоГиЯ, БиоТеХноЛоГиЯ, ЛеЧение

удк 616.981.455
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СраВниТеЛЬнаЯ оЦенКа ЭФФеКТиВноСТи СоВреМеннЫХ ФТорХиноЛоноВ  
При ЛеЧении ЭКСПериМенТаЛЬноЙ ТУЛЯреМии

ФГУ «48 Центральный научно-исследовательский институт Минобороны России», Киров 

проведена сравнительная оценка эффективности фторхинолонов при лечении экспериментальной туляремии. 
в опытах на лабораторных животных показано, что спарфлоксацин, пефлоксацин и моксифлоксацин высокоэф-
фективны при лечении данного заболевания.
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Таблица 1

характеристика фторхинолонов [8–12]

антибактериальный  
препарат

Фармакокинетика
курс дозирования для людейразовая доза, 

мг т1/2, ч
концентрация в крови, 

мкг/мл
биодоступность, 

%

моксифлоксацин 400 9–16 2,5–4,9 86–89 400 мг 1 раз в сутки, 5–14 дней

спарфлоксацин 400 18–20 1,2–1,6 60 1-й день – 400 мг за 2 приема,  
2-й и последующие дни – 200 мг 1 раз, 

до 10 дней

пефлоксацин 400 6–14 3,8–4,1 90–100 800–1200 мг за 2–3 приема

гемифлоксацин 320 7–10 0,7–2,6 70 320 мг 1 раз в сутки, 5–7 дней
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меняли в пределах установленных сроков годности. 
Фармакокинетические характеристики фторхиноло-
нов и предписанные для каждого из них суточные 
дозы, кратность введения и продолжительность кур-
сов представлены в табл. 1.

для оценки эффективности антибактериальных 
препаратов при экстренной профилактике и лечении 
экспериментальной туляремии использовали мор-
ских свинок массой 200–250 г. животных заражали 
подкожно 2-суточной агаровой культурой Francisella 
tularensis (штамм 170) в дозе 120–160 лд50.

введение спарфлоксацина, моксифлоксацина, 
пефлоксацина и гемифлоксацина с профилактиче-
ской целью начинали через 3–6 ч, при лечении – че-
рез 24 ч после заражения. дозы введения препарата 
выбирали в соответствии со схемой перерасчета на 
единицу поверхности тела, исходя из рекомендуе-
мых максимально переносимых суточных и курсо-
вых доз для человека [1]. все фторхинолоны вводили 
перорально в виде взвеси в 1 % растворе крахмала с 
помощью шприца с иглой, на конце которой напая-
на олива. суточную дозу пефлоксацина вводили в 2 
приема через 12 ч, остальные препараты – только 1 
раз в сутки. 

продолжительность профилактического кур-
са введения фторхинолонов составляла 5 и 7 дней, 
лечебного – 10 и 14 сут. в каждой группе было по 
10 животных. показателем лечебной эффективности 

препаратов являлся процент защиты (количество вы-
живших животных). все животные, погибшие по-
сле заражения, а также умерщвленные по окончании 
срока наблюдения (30 сут после окончания лечения) 
подвергались патолого-анатомическому и бактерио-
логическому обследованиям.

результаты и обсуждение

результаты исследования профилактической 
эффективности препаратов фторхинолонового ряда 
при экспериментальной туляремии у лабораторных 
животных представлены в табл. 2. 

при экстренной профилактике туляремии у 
морских свинок спарфлоксацином количество вы-
живших животных составило 90 и 100 % при про-
должительности курсов 5 и 7 дней соответственно. 
из остальных испытанных фторхинолонов только 
пефлоксацин обеспечивал высокую эффективность 
превентивного лечения (80 и 100 % выживших жи-
вотных при продолжительности курсов 5 и 7 дней 
соответственно).

максимальная эффективность гемифлоксациа 
и моксифлоксацина при экстренной профилактике 
туляремии соответственно составляла 60 и 40 % при 
7-дневном курсе введения данных препаратов.

результаты исследований лечебной эффектив-
ности фторхинолонов на подкожно инфицированных 

Таблица 2

Эффективность фторхинолонов при экстренной профилактике туляремии у морских свинок

антибактериальный пре-
парат

продолжительность 
курса, сут суточная доза, мг

кол-во животных кол-во выжив-
ших животных, 

%

среднее время 
жизни погибших 

животных, сутв опыте погибло

спарфлоксацин 5 8 – 1-й день, 4 – 2–5-е дни 10 1 90 10,0
7 8 – 1-й день, 4 – 2–7-е дни 10 0 100 0

гемифлоксацин 5 6,4 10 6 40 11,3
7 6,4 10 4 60 22,0

моксифлоксацин 5 8 10 4 60 17,0
7 8 10 6 40 24,7

пефлоксацин 5 16 10 2 80 23,0
7 16 10 0 100 0

контроль (без лечения) 10 10 0 6,0

Таблица 3

Эффективность фторхинолонов при лечении экспериментальной туляремии у лабораторных животных

антибактериальный 
препарат

продолжительность 
курса, сут суточная доза, мг

кол-во животных кол-во выживших 
животных, %

среднее время жизни 
погибших животных, 

сут в опыте погибло

спарфлоксацин 10 8 – 1-й день, 4 – 2–10-е дни 10 1 90 26
14 8 – 1-й день, 4 – 2–14-е дни 10 0 100 -

гемифлоксацин 10 6,4 10 8 20 11,5
14 6,4 10 6 40 18

моксифлоксацин 10 8 10 3 70 24,7
14 8 10 2 80 20

пефлоксацин 10 16 10 2 80 9,5
14 16 10 1 90 18

контроль (без лечения) 10 10 0 6,0
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культурой возбудителя туляремии морских свинках 
приведены в табл. 3. 

из представленных данных следует, что наиболь-
шей эффективностью при лечении эксперименталь-
ной туляремии у морских свинок характеризовался 
спарфлоксацин. при курсе лечения 14 дней выжили 
все животные, при курсе лечения 10 дней количество 
выживших животных составило 90 %, одно живот-
ное погибло на 26-е сутки с момента заражения. 

лечение экспериментальной туляремии пефлок-
сацином с использованием курсов введения препа-
рата 10 и 14 дней обеспечило выживание 80 и 90 % 
животных соответственно. моксифлоксацин при тех 
же условиях обеспечил выживание соответственно 
только 70 и 80 % животных, а гемифлоксацин ока-
зался наименее эффективным (20 и 40 % выживших 
животных соответственно), его применение лишь в 
2–3 раза увеличивало сроки жизни морских свинок 
по сравнению с таковыми у контрольных животных.

при вскрытии у всех выживших после 30 сут 
наблюдения морских свинок патоморфологическая 
картина туляремии отсутствовала, возбудитель в по-
севах из органов не обнаружен. в то время как в кон-
трольной группе (без лечения) у погибших животных 
в посевах из органов выявлены бактерии Fr. tularen-
sis. средняя продолжительность жизни контрольных 
животных составила 6,0 дней. 

таким образом, приведенные результаты иссле-
дований свидетельствуют о высокой эффективности 
спарфлоксацина и пефлоксацина при экстренной 
профилактике экспериментальной туляремии у мор-
ских свинок. эти же препараты оказались наиболее 
эффективными и при лечении экспериментальной 
туляремии у лабораторных животных, особенно при 
курсе лечения в 14 дней (количество выживших жи-
вотных в этом случае составило 100 и 90 %, соот-
ветственно). несколько меньшей эффективностью 
(80 % выживших животных) характеризовался мок-
сифлоксацин при аналогичном курсе введения. 

таким образом, в отношении туляремии спарф-
локсацин и пефлоксацин обладают наибольшей про-
филактической и лечебной эффективностью из всех 
испытанных препаратов фторхинолонового ряда.
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вакцинация является эффективным средством 
борьбы с чумой, но в силу своей реактогенности 
живая вакцина вызывает в макроорганизме слож-
ный комплекс нейрогуморальных, метаболических 
и морфологических сдвигов [4], строгий учет кото-
рых позволит охарактеризовать безопасность как 
имеющихся, так и вновь создаваемых противочум-
ных вакцин.

при вакцинации происходит мобилизация им-
мунной системы и тесно связанной с ней нейроэндо-
кринной или APUD-системы [8]. наличие большого 
числа апудоцитов в различных органах, в том числе 
и иммунокомпетентных, химическая общность дей-
ствия основных регуляторных пептидов позволяют 
считать APUD-систему одной из систем реагирова-
ния, контроля и защиты макроорганизма [1, 10, 16]. 
новый подход к выяснению роли апудоцитов в им-
муногенезе при противочумной вакцинации на осно-
ве изучения их реакции в функционально значимых 
системах макроорганизма, расширяя представления 
о механизмах нейроиммуноэндокринных взаимо-
отношений, может быть применен для разработки 
методов оценки безопасности и эффективности про-
тивочумных вакцин и коррекции нарушений иммун-
ного статуса при вакцинации ими.

цель работы – охарактеризовать в динамике им-
мунологические и адаптационно-ком пен са тор ные 
процессы в организме морских свинок, подкожно 
иммунизированных вакцинным штаммом Y. pestis 
ев, по реакции клеток APUD-системы. 

материалы и методы

три группы морских свинок массой 400 г (27 
особей) иммунизировали подкожно в область право-
го бедра взвесью двухсуточной агаровой культуры 
вакцинного штамма Y. pestis ев (линии нииэг) в 
дозах 1·107, 2·109 или 1,5·1010 м.к. в 2 мл изотониче-
ского раствора хлорида натрия. контрольным жи-
вотным (3 особи) аналогично вводили 2 мл изото-

нического раствора хлорида натрия. наблюдение за 
животными осуществляли в течение 14 сут, вскрывая 
умерщвленных хлороформом морских свинок на 3-и, 
7-е и 14-е сутки. 

для гистологического исследования кусочки 
внутренних органов (печени, почек, сердца, легких, 
селезенки, тимуса, надпочечников), лимфатических 
узлов (лу, регионарных, контрлатеральных, отдален-
ных) и кожи места введения культуры фиксировали 
в 10 % водном нейтральном растворе формалина, а 
затем проводили по общепринятой схеме обработки 
материала для гистологического исследования [7]. 
полутонкие парафиновые срезы окрашивали рас-
твором гематоксилина и эозина [6], импрегнировали 
раствором нитрата серебра по гримелиусу [13] для 
выявления аргирофильных (аг) апудоцитов и по 
массону в модификации гамперля [9] – для выявле-
ния аргентаффинных (ат). готовые препараты про-
сматривали в микроскопе Olympus CX31 с триноку-
ляром, выполняя подсчет апудоцитов в 10 полях зре-
ния правильно ориентированных срезов органов при 
увеличении 400 (селезенка, тимус, лимфатические 
узлы, легкие, надпочечники) и при увеличении 200 
(двенадцатиперстная кишка), оценивая морфофунк-
циональное состояние клеток по степени заполнения 
их аргирофильным или аргентафинным веществом. 
статистическая обработка полученных данных вы-
полнялась с использованием программы Microsoft 
Office Excel 2003. 

результаты и обсуждение

при макроскопическом исследовании на 3-и сут-
ки после иммунизации морских свинок в месте вве-
дения обнаруживали небольшие очаги уплотнения 
тканей, умеренное полнокровие сосудов и очаговый 
отек подкожной клетчатки только при использова-
нии максимальной дозы вакцинного штамма Y. pestis 
ев (1,5·1010 м.к.). к 7-м суткам эти изменения уже 
не регистрировались. гистологические изменения у 
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животных этой группы характеризовали очаговую 
тканевую реакцию – выраженную воспалительную 
инфильтрацию полиморфно-ядерными лейкоцитами 
(пмял) вокруг микробных скоплений. на введение 
меньших доз к 3-м суткам наблюдали незначитель-
ную межуточную мононуклеарную инфильтрацию. 
в последующие сроки (7–14-е сутки) видимых изме-
нений не находили, и при гистологическом исследо-
вании ни в одном случае не отмечали рубцовых из-
менений. 

использование наименьшей дозы Y. pestis ев 
вызывало в регионарных лимфатических узлах (рлу) 
минимальные воспалительные изменения (в виде не-
значительного расширения маргинального синуса и 
явлений катара синусов мозгового вещества) отчет-
ливее всего выраженные на 7-е сутки. 

в течение всего периода наблюдения у живот-
ных всех групп превалировали признаки, характе-
ризующие активный иммунный ответ. об этом сви-
детельствовали: гиперплазия клеток с накоплением 
бластических элементов в т-зоне, нарастающая от 
значительной до резкой степени выраженности; ак-
тивация светлых центров фолликулов (в-зоны), ко-

торая постепенно стихала к 13-м суткам, сменяясь 
гиперплазией клеток в мозговых тяжах (в-зоны), где 
на фоне плазмобластической реакции даже формиро-
вались светлые центры в юкстамедуллярной зоне. 

данные по изменению количества клеток APUD-
сис темы в лимфатических узлах и других органах 
представлены в таблице. после иммунизации дозой 
1·107 м.к. динамику реакции клеток APUD-системы в 
рлу характеризовало плавное колебание количества 
ат клеток вокруг контрольного значения и достовер-
ное снижение числа аг клеток на 3-и и 14-е сутки 
с относительным накоплением нейроэндокринных 
клеток (нэк) к 7-м суткам. при введении Y. pestis 
ев в дозе 2·109 м.к. отмечали достоверное снижение 
количества ат клеток на 3-и, а аг – на 7-е сутки, но 
на 14-е сутки число и тех, и других нэк превышало 
аналогичные показатели у контрольных животных. 
максимальная иммунизирующая доза (1,5·1010 м.к.) 
вызывала резкое опустошение ат клеток к 7-м сут-
кам и увеличение их количества к 14-м, в то время 
как число аг элементов на протяжении всего срока 
наблюдения не достигало контрольных значений. 

в контрлатеральных и отдаленных лу изме-

Динамика реакции клеток APUD-системы у морских свинок, иммунизированных подкожно  
вакцинным штаммом Y. pestis еВ 

орган / окраска

иммунизирующие дозы вакцинного штамма Y. pestis ев
интактный 
контроль1·107 м.к 2·109 м.к 1,5·1010 м.к

3-и сутки 7-е сутки 14-е сутки 3-и сутки 7-е сутки 14-е сутки 3-и сутки 7-е сутки 14-е сутки

Легкие

массон 2,6+0,23 2,0+0,89 2,8+0,69 4,1+0,90 3,1+0,05 3,8+0,75 3,4+0,23 5,5+1,04* 2,6+0,72 3,6+0,50

гримелиус 1,7+0,65 0,9+0,07* 1,3+1,01 2,6+0,89 1,8+0,64* 1,9+0,55* 2,4+0,32 3,2+0,64 1,6+0,23* 3,9+1,52

Группа регионарных лимфатических узлов

массон 3,1+0,35 4,2+1,56 3,1+0,65 2,4+0,61* 2,5+0,28 4,8+2,11 3,8+1,11 0,9+0,61* 4,1+0,07 3,3+0,68

гримелиус 1,5+0,89* 2,9+0,61 1,2+0,46* 3,3+0,89 2,5+0,29* 4,6+1,58 2,3+0,32 2,7+0,51 2,3+0,51 3,7+0,50

Группа контрлатеральных лимфатических узлов

массон 2,7+0,75 2,5+1,04 4,1+1,12* 2,2+0,90 4,5+0,76* 3,6+0,65 5,0+2,31* 2,7+1,82 4,0+1,15 2,7+0,51

гримелиус 1,1+0,47 0,9+0,02* 1,5+0,5 2,7+1,17 4,8+0,64* 3,7+0,89 2,4+0,30 2,4+1,50 3,7+0,51 2,2+0,53

Группа отдаленных лимфатических узлов

массон 4,9+1,09 3,2+1,06 4,4+1,28 3,3+0,90 5,2+0,69* 2,9+1,05 1,5+0,54* 3,4+1,05 5,0+1,02* 3,8+1,51

гримелиус 3,1+1,07 2,9+0,69 2,4+0,5 2,9+0,61 4,9+0,61* 6,6+2,57* 1,7+0,61 2,0+1,10 2,8+0,52 2,8+0,64

Тимус

массон 3,6+1,59 18,1+1,18* 2,1+1,12 6,5+1,2* 2,7+1,01 2,4+0,84 2,9+0,89 2,1+0,06 3,1+0,06 2,1+0,95

гримелиус 2,7+1,17 15,3+2,47* 1,8+0,53 3,8+0,9 3,2+0,64 1,9+0,06 1,6+0,31 3,5+2,02 2,8+0,12 2,8+1,01

Селезенка

массон 3,8+0,53 3,7+0,17 2,7+0,51* 2,2+0,65* 5,5+0,29 4,1+0,87 3,9+0,06 2,2+0,53* 3,8+0,11 5,6+0,35

гримелиус 2,4+0,89* 2,6+1,09 2,7+0,52 2,1+0,36 2,4+1,05 3,6+0,92 3,8+1,50 3,1+2,06 2,8+0,12 3,7+0,64

Надпочечники

массон 5,4+2,44 2,5+0,51* 2,4+0,42* 3,5+0,89* 2,5+1,04* 2,3+1,07* 2,8+0,52* 4,7+2,14* 2,8+0,64* 7,1+1,05

гримелиус 3,1+1,45 1,9+0,75* 1,9+0,51* 3,6+1,44 2,7+1,02 3,2+1,01 1,8+0,61 1,4+0,52* 2,9+1,53 3,7+0,64

* р<0,05
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нения характеризовали менее интенсивный им-
мунный ответ: активность т- и в-зон к 7-м суткам 
колебались от незначительной (при дозе 1·107 м.к.) 
до выраженной (при дозе 2·109 м.к.), а умеренные 
воспалительные явления (лимфаденит, периаденит, 
в том числе с продуктивной реакцией) в основном 
встречались при иммунизации максимальной из ис-
пользованных доз. 

в контрлатеральных лу после введения Y. pes-
tis ев в дозе 1·107 м.к. при общей тенденции к сни-
жению числа аг клеток во все сроки по сравнению 
с контрольным уровнем достоверным оно было на 
7-е сутки, а количество ат элементов, напротив, до-
стоверно возрастало к 14-м. с увеличением дозы 
иммунизации (2·109 м.к.) максимальные показатели 
активности как аг, так и ат клеток наблюдали к 7-м 
суткам, с последующим некоторым снижением их 
числа к 14-м. максимальная иммунизирующая доза 
вызывала резкий подъем числа ат клеток уже к 3-м 
суткам, а количество аг элементов в течение всего 
периода наблюдения превышало контрольный уро-
вень, особенно на 14-е сутки.

при иммунизации Y. pestis ев в дозе 1·107 м.к. 
в отдаленных лимфатических узлах наблюдали уме-
ренное колебание числа нэк, достоверно не отлича-
ющееся от контрольных показателей. с увеличением 
иммунизирующей дозы (2·109 м.к.) регистрировали 
выраженную активацию обоих видов нэк к 7-м сут-
кам, и количество аг клеток росло вплоть до 14-х 
суток. при максимальной иммунизирующей дозе 
после начального снижения уровня ат клеток на 3-и 
сутки происходило существенное накопление их к 
14-м суткам, а число аг элементов, несколько сни-
женное в первые два срока, к 14-м суткам так и не 
превысило контрольный уровень. 

в селезенке реакция клеток белой и красной 
пульпы на введение Y. pestis ев в целом характери-
зовалась высокой интенсивностью. гиперплазия кле-
ток в органе достигала максимальной степени вы-
раженности в период с 3-х по 7-е сутки. это прояв-
лялось увеличением размеров мальпигиевых телец, 
накоплением в их т- и в-зонах значительного числа 
бластических форм лимфоцитов, формированием 
крупных высокоактивных светлых центров. в пери-
трабекулярных скоплениях (птс) красной пульпы, 
значительно или умеренно выраженных, на пике ги-
перплазии клеток белой пульпы на 7-е сутки опреде-
лялись лимфобласты. помимо лимфобластов в птс 
и в других участках красной пульпы после введения 
Y. pestis ев в дозах 2·109 и 1,5·1010 м.к. присутствова-
ли в виде небольшой примеси пмял, что указывало 
на развитие очагового инфекционного спленита. с 
3-х суток значительно возрастали число и активность 
макрофагов и стромальных элементов – ретикуляр-
ных клеток, активность которых, хотя и сниженная, 
сохранялась вплоть до 14-х суток. на этом фоне ко-
личество аг и ат клеток в селезенке во всех случаях 
было несколько ниже контрольных показателей.

в тимусе признаки гиперплазии клеток и телец 

гассаля выявлялись в течение всего периода наблю-
дения. клетки APUD-системы отвечали максималь-
ной активацией на 7-е сутки при иммунизации Y. pes-
tis ев в дозе 1·107 м.к. и на 3-и – при иммунизации в 
дозе 2·109 м.к. а высокая иммунизирующая доза вы-
зывала даже некоторое торможение активации нэк: 
аг на 3-и, а ат – на 7-е сутки. 

описанные изменения апудоцитов в лимфо-
идных органах, происходящие в ответ на введение 
вакцинного штамма Y. pestis ев, отражают регуля-
торные свойства синтезируемых этими клетками 
биологически активных веществ (бав) и пептидов. 
активация нэк тимуса в период с 3-х по 7-е сутки, 
коррелирующая с процессами активации лимфоид-
ных элементов в органе, согласуется с данными о 
роли этого органа как координатора молекулярных 
и клеточных нейроэндокринных взаимодействий 
[14, 15]. способность тимусных эпителиальных кле-
ток (тэк) секретировать такие бав, как серотонин, 
мелатонин, гистамин и другие [2], и продуцировать 
сигнальные молекулы – цитокины, играющие важ-
ную роль в дифференцировке и пролиферации ти-
моцитов [5], позволяет предположить участие нэк 
не только в иммуномодулирующих процессах, но и в 
ограничении аллергизирующих и общетоксических 
реакций макроорганизма. в периферических орга-
нах иммунной системы первоначально регистрируе-
мое снижение количества апудоцитов, направленное 
на стимуляцию иммунной реакции, в последующем 
сменяется увеличением их числа, способствуя огра-
ничению интенсивности процесса [10]. с увеличени-
ем дозы Y. pestis ев развивающиеся явления острого 
лимфаденита в рлу, по-видимому, сопровождались 
более ранней (до 3-х суток) активацией апудоцитов, 
в первую очередь ат клеток, а к 7-м суткам актив-
ность этих элементов резко уменьшалась. к 14-м 
суткам, когда явления острого воспаления стихают, 
число нэк начинает нарастать, что может быть отра-
жением регуляторного влияния продуктов секреции 
этих клеток на различные компоненты или фазы вос-
палительного процесса.

в легких у животных до 7-х суток отмечали 
периваскулярную мононуклеарную инфильтрацию 
и умеренное полнокровие сосудов и капилляров, к 
концу периода наблюдения эти проявления заметно 
ослабевали. при иммунизации большими дозами у 
отдельных животных обнаруживали мелкие очаги 
утолщения межальвеолярных перегородок за счет 
инфильтрации их пролиферирующими гистиоцита-
ми и лимфоидными элементами. количество ат эле-
ментов было аналогично контрольному уровню при 
иммунизации в дозе 1·107 и 2·109 м.к., но достоверно 
увеличивалось к 7-м суткам после введения Y. pestis 
ев в дозе 1,5·1010 м.к. ультраструктура эндокринных 
клеток бронхиального эпителия сходна с ес-клетками 
в кишечнике [12], а физиологический эффект про-
дуктов их секреции предполагает региональный кон-
троль за вентиляцией и перфузией в органе. поэтому 
реакция апудоцитов в легких является отражением 



ИММУНОЛОГИЯ, БИОТЕХНОЛОГИЯ, ЛЕЧЕНИЕ

49

нарушенного перфузионно-вентиляционного отно-
шения (пво), что наблюдается, например, при ис-
пользовании больших доз Y. pestis ев. пво опреде-
ляли по отношению площади действующих альвеол к 
площади капилляров на единицу площади среза. так, 
при иммунизации животных 1·107 и 2·109 м.к. пво к 
7-м суткам составляло – 30,12 и 27,82 соответствен-
но. этот показатель у животных, иммунизированных 
Y. pestis ев в дозе 1,5·1010 м.к., составлял 10,01 и был 
в 3 раза ниже контрольного (30). 

в миокарде и почках регистрировались лишь 
признаки функционального напряжения паренхима-
тозных элементов и незначительного полнокровия 
сосудов. 

в печени встречали очаги баллонной дистрофии 
гепатоцитов от резкой в ранний срок до значительной 
и умеренной в поздние сроки, наблюдали умеренную 
пролиферацию звездчатых ретикулоэндотелиоцитов 
и мелкие мононуклеарные инфильтраты (до 10 кле-
ток) как вокруг сосудов, так и внутри печеночных 
долек.

в надпочечниках отмечали очаговое, умеренное 
или значительное, сужение клубочковой зоны корко-
вого вещества, а также обеднение липоидами сетчатой 
и/или пучковой зон на 3-и –7-е сутки. наблюдалось 
снижение феохромии мозгового вещества от умерен-
ной до значительной степени на 7–13 -е сутки в зависи-
мости от дозы вводимого штамма Y. pestis ев. реакция 
клеток APUD-системы была однотипной независимо 
от иммунизирующей дозы вакцинного штамма Y. pes-
tis ев и заключалась в резком угнетении в первую оче-
редь ат элементов в интервале с 3-х по 7-е сутки. эта 
реакция апудоцитов укладывается в характеристику 
стрессорных реакций макроорганизма и подтвержда-
ется колебанием концентрации бав в крови в ранние 
сроки после введения препаратов [3, 11].

таким образом, учет количества апудоцитов в 
иммунокомпетентных органах, легких и надпочеч-
никах при противочумной вакцинации позволяет су-
дить не только о направленности процессов иммуно-
генеза, но и о стрессорной реакции макроорганизма 
на введение различных использованных доз вакцин-
ного штамма Y. pestis ев и может быть рекомендо-
ван к применению для сравнительной оценки реак-
тогенности и безвредности вновь разрабатываемых 
противочумных вакцин на этапах их доклинического 
испытания.
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function of apudocytes in lymphoid organs and adrenals during vaccination 
process allows characterizing the adaptive-compensatory reactions in biomod-
el organism and makes it possible to comparatively analyze reactogenicity 
and safety of vaccines developed against this infection on the stages of their 
preclinical trials.
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практика многолетнего применения живой 
вакцины для профилактики чумы позволяет счи-
тать этот препарат достаточно эффективным, но не 
лишенным ряда недостатков, к которым относятся 
относительная реактогенность, выраженное аллер-
гизирующее действие, снижение защитных свойств 
при заражении атипичными штаммами возбудителя 
чумы, а главное непродолжительность вызываемого 
иммунитета [4].

создание новых и усовершенствование уже име-
ющихся вакцин тесно связано с поиском адекватных 
методических приемов оценки ответной реакции ма-
кроорганизма на введение вакцинных препаратов. в 
этой связи характеристика изменений показателей 
клеточного состава иммунокомпетентных органов, 
обусловленных вакцинацией, занимает важное место 
при оценке препаратов специфической профилакти-
ки инфекционных заболеваний [8], а традиционные 
методы регистрации морфологических изменений, 
оставаясь базовыми, должны дополняться систем-
ным количественным исследованием [1, 3].

ранее нами [5] показано, что для стимуляции 
специфического иммунитета при чуме может быть 
использован препарат природного происхожде-
ния – арабиногалактан лиственницы сибирской 
(Larix sibirica, аг) и синтезированные на его осно-
ве наноразмерные металлосодержащие композиты: 
феррогал (железосодержащее производное араби-
ногалактана) и кобальтсодержащее производное 
арабиногалактана (кспа) [2]. все три препарата 
водорастворимы, не токсичны, не пирогенны для 
экспериментальных животных и не вызывают зна-
чительных изменений клеточного состава иммуно-
компетентных органов.

цель настоящего исследования состояла в от-
слеживании динамики морфологических изменений 
в селезенке и лимфатических узлах эксперименталь-
ных животных при сочетанном введении живой чум-
ной вакцины с аг, феррогалом или кспа.

материалы и методы

в качестве экспериментальной модели в опы-
тах использовали 103 белые мыши весом 18–20 г. 
мышей опытной группы подкожно иммунизировали 
Yersinia pestis EV (жчв) в дозах 105 м.к. (ID50), а так-
же вводили в тех же дозах жчв в сочетании с аг, 
феррогалом или кспа (2 мг/кг). контролем служи-
ли интактные животные. белых мышей всех групп 
выводили из эксперимента под наркозом в соответ-
ствии с «правилами проведения работ с использова-
нием экспериментальных животных» (2003 г.) через 
3, 7, 14, 21 сут от момента иммунизации.

материал (регионарные лимфатические узлы и 
селезенка) фиксировали в 10 % нейтральном форма-
лине, обезвоживали в этиловом спирте возрастаю-
щей концентрации, заливали в парафин.

в работе использовали методы обзорной ми-
кроскопии с применением окрасок гематоксили-
ном- эозином, метиловым зеленым-пиронином [7]. 
количественную оценку клеточного состава и объ-
емных долей коркового и мозгового вещества лим-
фатического узла, а также белой и красной пульпы 
селезенки проводили с использованием морфоме-
трии [1] и компьютерной программы «Motic Images 
Plus» (версия 2) в следующих структурных ком-
понентах: лимфатический узел – герминативный 
центр (реактивный) и корона лимфатического фол-
ликула [6]; селезенка – периартериальная зона, ре-
активный центр, мантийная и краевая зоны лимфа-
тического фолликула (100 измерений в различных 
участках на 5 срезах). автоматический анализ изо-
бражения производили с помощью светового микро-
скопа «Zeiss» (германия) с видеокамерой «Moticam 
2000», разрешение 1392×1040 пикселей, об. 100 
и программы «видеотест-морфология», версия 4 
(санкт-петербург). подсчитывали число следующих 
видов клеток: бластные формы клеток, малые лим-
фоциты, лимфоциты (большие и средние), плазма-
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тические клетки, макрофаги, а также стромальные 
элементы. статистическую обработку полученных 
данных проводили с помощью компьютерной про-
граммы «статистика», версия 6 (новосибирск). 
достоверными оценивали различия при уровне зна-
чимости p≤0,05, p≤0,01.

результаты и обсуждение

лимфоузлы и селезенка первыми из органов им-
мунитета встречаются с антигенным раздражителем. 
первичная иммунная реакция в этих органах после 
введения вакцинного штамма чумного микроба ев 
линии нииэг к 3-м суткам проявляется активацией 
центров размножения за счет увеличения содержания 
бластных форм клеток (в 1,5–3,5 раза по сравнению 
с контролем), достигая к 7-м суткам (в 3,0–4,0 раза 
больше, чем в контроле) максимальных показателей. 
в связи с тем, что к 7–14-м суткам происходит выход 
лимфоцитов из центра размножения, наблюдается 
повышение количества малых лимфоцитов в коро-
не лимфатического узелка (в 1,2–1,5 раза, p≤0,05) и 
мантийной зоне фолликула селезенки (в 2,0–2,5 раза, 
p≤0,05). наблюдается увеличение к 7-м суткам коли-
чества плазматических клеток (от 0,2 до 9,0 абсолют-
ного содержания клеток). 

клеточный состав иммунокомпетентных орга-
нов в процессе формирования иммунитета харак-
теризуется значительным увеличением количества 
плазматических (в 10 раз по сравнению с контролем) 
и ретикулярных клеток (в 1,5–2,0 раза).

количественные показатели клеток иммуноком-
петентных органов у лабораторных животных после 
введения живой чумной вакцины по результатам се-
рий экспериментов представлены в табл. 1, 2.

на основании результатов морфометрического 
исследования удалось установить, что сочетанное 
применение жчв и иммуномодуляторов вызывают 
изменения в микроанатомии структурных компонен-
тов лимфатических узлов. у белых мышей, приви-
тых как жчв, так и жчв в сочетании с аг и ферро-
галом, имела место гиперплазия ткани фолликулов, 
но в большей степени выраженная при введении 
жчв с кспа. количество фолликулов со светлыми 
центрами у опытных животных возрастало уже к 3-м 
суткам после иммунизации, достигая максимума к 
7-м суткам, что указывает на бласттрансформацию 
и пролиферацию лимфоцитов, и постепенно снижа-
лось к 21-м суткам. 

так, на 3–7-е сутки в лимфатических узлах жи-
вотных, получивших жчв совместно с иммуномоду-
ляторами (2, 3, 4-я группы), по сравнению с живот-
ными, вакцинированными только жчв (1-я группа), 
наблюдалось увеличение объемных долей коркового 
вещества и паракортикальной зоны на 10,0–23,0 и 
1,0–4,0 % (p≤0,05) соответственно. причем, пока-
затели тимусзависимой зоны (паракортикальной) 
оставались более высокими во 2, 3 и 4-й опытных 
группах. начиная с 14-х суток, объемные доли моз-
гового вещества увеличивались на 3,6–5,4 % (p≤0,05) 
по сравнению с 1-й группой, что связано с миграцией 
и накоплением антителообразующих клеток. таким 
образом, в течение всего эксперимента у животных 
2, 3 и 4-й опытных групп отмечалось плавное уве-
личение объема коркового вещества, что указывало 
на пролонгированное стимулирующее действие аг, 
кспа и феррогала на пролиферацию и миграцию 
лимфоцитов.

в лимфатических узлах животных, вакциниро-
ванных жчв в сочетании с иммуномодуляторами, к 
3-м суткам наблюдается активация центров размно-

Таблица 1

клеточный состав селезенки белых мышей, иммунизированных 
вакцинным штаммом чумного микроба еВ линии нииЭГ (м±m)

зоны клетки контроль
срок наблюдения, сут

3 7 14 21

па л 47,6±0,2 55,4±1,2* 58,1±1,8* 58,4±0,9* 58,2±1,0*

бк 5,8±0,4 9,4±0,4* 12,7±0,5* 9,6±0,4* 6,5±0,6

рк 3,2±0,1 3,6±0,2 3,8±0,2 4,0±0,2 4,3±0,4

рц мл 6,0±0,4 14,0±0,1** 14,6±0,7** 15,0±0,3** 15,6±1,0**

л 36,8±1,3 36,7±1,2 39,9±1,6 42,3±0,4* 41,6±1,7*

бк 8,0±0,4 13,7±1,0** 24,3±1,3** 18,7±0,8** 10,9±0,9*

рк 2,4±0,2 2,6±0,4 3,0±0,1 3,6±1,0 3,5±0,3

мФ 2,2±0,2 2,2±0,4 2,8±0,2 2,0±0,1 2,2±0,2

мз мл 10,6±1,4 19,2±0,9** 25,2±1,5** 23,8±0,8** 23,4±1,3**

л 59,7±1,2 65,6±1,6* 67,9±1,4* 68,3±0,3* 68,6±2,1*

пк 0,3±0,1 0,5±0,2 9,7±0,9** 6,9±0,6 3,6±0,2**

рк 3,0±0,2 3,3±0,3 3,6±0,2 3,4±0,4 3,2±0,2

мФ 1,4±0,1 1,8±0,2 1,7±0,1 1,6±0,3 1,3±0,2

кз л 52,6±0,9 54,6±1,3 56,7±1,4 58,4±0,7* 60,4±1,3*

мФ 2,8±0,3 3,4±0,4 3,4±0,2 3,3±0,1 3,3±0,3

примечания:  мз – мантийная зона; рц – реактивный центр; 
кз – краевая зона; па – периартериальная зона; л – лимфоциты; мФ – 
макрофаги; мл – малые лимфоциты; рк – ретикулярные клетки; пк – 
плазматические клетки; бк – бластные формы клеток; * p≤0,05 (по срав-
нению с контролем); ** p≤0,01.

Таблица 2

клеточный состав лимфоузлов белых мышей, иммунизированных 
вакцинным штаммом чумного микроба еВ линии нииЭГ (м±m)

зоны клетки контроль
срок наблюдения, сут

3 7 14 21

рц бк 4,4±0,3 15,5±1,7** 15,7±0,5** 9,0±0,3** 7,8±0,5**

л 47,5±1,3 42,4±1,7* 41,8±0,7** 43,7±0,6** 45,3±0,7

мл 13,4±1,0 13,0±0,9 11,5±0,5 11,8±0,4 11,6±0,4

рк 3,2±0,3 3,1±0,1 3,3±0,2 3,5±0,2 3,3±0,2

мФ 1,0±0,1 1,8±0,1* 1,9±0,2* 2,6±0,1* 2,6±0,2*

ку мл 78,8±0,5 86,2±1,8* 89,2±2,0* 88,8±0,5* 84,0±1,6*

рк 3,3±0,2 3,4±0,2 3,6±0,3 3,5±0,2 3,4±0,1

пк 0,2±0,1 2,2±0,2** 8,0±0,3** 6,4±0,4** 5,9±0,7**

примечания: рц – реактивный центр; ку – корона узелка; бк – 
бластные формы клеток; л – лимфоциты; мФ – макрофаги; мл – малые 
лимфоциты; рк – ретикулярные клетки; пк – плазматические клетки;  
* p≤0,05 (по сравнению с контролем); ** p≤0,01.
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жения за счет увеличения содержания бластных форм 
клеток (в 1,3–1,5 раза по сравнению с 1-й группой), 
достигая к 7-м суткам (в 1,2–1,5 раза больше чем в 
1-й группе) максимальных показателей. в связи с 
тем, что к 7–14-м суткам происходит выход лимфо-
цитов из центра размножения, наблюдается повыше-
ние количества малых лимфоцитов в короне лимфа-
тического фолликула (от 1,2 до 13,0 %). увеличение 
содержания плазмоцитов в этой зоне наблюдается к 
7-м суткам (в 1,3–1,4 раза по сравнению с 1-й груп-
пой экспериментальных животных).

количественные показатели клеток лимфатиче-
ских узлов у лабораторных животных после введе-
ния жчв в сочетании с кспа по результатам серий 
экспериментов представлены в табл. 3.

при исследовании гистологических срезов нами 
установлено, что в селезенке мышей, привитых жчв 
в сочетании с аг, феррогалом или кспа, имела ме-
сто гиперплазия лимфатических фолликулов, приво-
дящая к увеличению доли белой пульпы (от общего 
объема органа) на 2,0–6,0 % (p≤0,05) по сравнению с 
показателями 1-й группы животных. показано, что к 
3-м суткам в селезенке белых мышей 2, 3 и 4-й групп, 
по сравнению с 1-й, наблюдалась пролиферация лим-
фоцитов, приводящая к увеличению объемных долей 
периартериальных зон (от общего объема фолликула 
селезенки) в 2,2–3,1 раза. к 7–14-м суткам объемные 
доли реактивного центра и мантийной зоны селезен-
ки опытных животных (2, 3, 4-й групп) на 1,2–1,7 и 
1,3–1,8 % соответственно, превышали таковые пока-
затели у мышей 1-й группы, а к 21-м суткам наблю-
далось их снижение.

в реактивном центре и периартериальной зоне 
селезенки у мышей, иммунизированных комплек-
сом жчв и иммуномодуляторами (аг, кспа или 
феррогал), в ранние сроки наблюдения имеет место 
увеличение количества малодифференцированных 
бластов от 8 до 27 % на 3-и сутки и от 16 до 35 % на 
7-е (при p≤0,05) по сравнению с первой группой (жи-

вотные иммунизированные жчв). таким образом, 
количество зрелых лимфоцитов как в мантийной, так 
и в краевой зонах увеличивается к 14–21-м суткам на 
2–6 и 4–9 % (при p≤0,05) по сравнению с 1-й груп-
пой. 

во всех зонах лимфатического фолликула у 
животных экспериментальных групп к 7-м суткам 
наблюдения отмечено незначительное возрастание 
количества ретикулярных клеток и макрофагов, 
которые в реактивном центре селезенки участву-
ют в селекции лимфоцитов, а также фагоцитируют 
дефектные и погибшие клетки; в периартериаль-
ной зоне стимуляцию бласттрансформации т- и 
в-лимфоцитов выполняют ретикулярные клетки. 
причем, показатели ретикулярных клеток в этих 
двух зонах на 9–26 и 15–33 % (при p≤0,05) больше 
у животных 2, 3, и 4-й опытных групп, чем в 1-й. 
количество макрофагов в реактивном центре, ман-
тийной и краевой зонах селезенки мышей, иммуни-
зированных жчв в сочетании с иммуномодулятора-
ми, во все сроки наблюдения на 3–15; 27–38; 9–23 % 
соответственно больше, чем у животных 1-й груп-
пы. это указывает на активацию фагоцитирующих 
клеток, которые обладают киллерной активностью, 
а также выполняют функцию как антигенпредстав-
ляющих, так и продуцирующих регуляторы иммун-
ного ответа (цитокины), что в свою очередь имеет 
значение при чуме.

установлено, что содержание плазматических 
клеток в мантийной зоне лимфатического фоллику-
ла селезенки во все сроки наблюдения у мышей 2, 3 
и 4-й групп было выше, чем в 1 группе, и достигало 
максимума на 7-е сутки с последующим снижени-
ем, причем характер снижения показателей неодно-
значен. 

таким образом, изменения клеточного соста-
ва (увеличение бластоцитарной и плазмоцитарной 
активности, гиперплазия ретикулярной ткани, лим-
фоидная гиперплазия) лимфатических фолликулов 
селезенки и лимфоузлов свидетельствует об усиле-
нии иммуноцитопоэтических функций органов им-
мунной системы, что является важным показателем 
перестройки организма в условиях антигенной сти-
муляции (иммунизации жчв). полученные в ходе 
экспериментальной работы данные могут быть ис-
пользованы как для прогнозирования развития па-
тологических процессов, так и для степени заинте-
ресованности иммунокомпетентных органов в адап-
тивном процессе к препаратам.

арабиногалактан и нанобиокомпозиты на его 
основе (феррогал и кспа) при сочетанном приме-
нении с жчв усиливают иммуноцитопоэтическую 
функцию органов иммунной системы в большей сте-
пени, чем жчв. это обстоятельство открывает пер-
спективы для изучения механизмов иммунокорреги-
рующего действия препаратов растительного проис-
хождения и синтезированных на их основе металло-
содержащих нанокомпозитов, а также возможность 
их использования в медицинской практике.

Таблица 3

клеточный состав лимфоузлов белых мышей, иммунизированных  
вакцинным штаммом чумного микроба еВ линии нииЭГ  

в сочетании с ксПа (м±m)

зоны клетки
срок наблюдения, сут

3 7 14 21

рц бк 12,6±0,5* 18,0±0,4* 14,0±0,4* 10,6±0,2*

л 38,6±0,6 35,2±0,7* 36,8±0,4* 36,9±0,4

мл 14,5±0,5* 11,1±0,3 12,8±0,3 11,9±0,4

рк 2,2±0,2* 3,1±0,1 3,5±0,2 3,3±0,1

мФ 2,1±0,1 2,5±0,1* 2,6±0,1* 2,2±0,2

ку мл 88,6±0,6 89,7±0,2* 92,1±0,2** 99,3±0,3**

рк 3,1±0,2 3,6±0,1 4,2±0,1* 4,0±0,2*

пк 1,6±0,2 8,9±0,2 7,7±0,2* 6,8±0,3*

примечания: рц – реактивный центр; ку – корона узелка; бк – 
бластные формы клеток; л – лимфоциты; мФ – макрофаги; мл – малые 
лимфоциты; рк – ретикулярные клетки; пк – плазматические клетки;  
* p≤0,05 (по сравнению с контролем); ** p≤0,01.
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Arabinoganactane isolated from Siberian larch (Larix sibirica) and its 
iron and cobalt nanobiocomposites were selected as immunomodulators to elu-
cidate the possibility of intensification of specific immunity against plague.

Comparative morphometric analysis of immune system organs of 
white mice inoculated with live plague vaccine (LPV) and its combination 
with immunomodulators was performed. Experimental data indicate that ara-
binogalactane and its nanobiocomposites used in combination with LPV in-
crease immunocytopoetic function of immune system organs to larger extent 
than LPV.

Key words: live plague vaccine, immunity, immunomodulators, immu-
nocompetent organs.
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среди мер, применяемых для профилактики и 
лечения ряда инфекционных болезней, большое зна-
чение придается иммуноглобулиновым препаратам. 
для постэкспозиционной профилактики гидрофо-
бии в медицинской практике широко используется 
гетерологичный антирабический иммуноглобулин. 
согласно данным воз, в настоящее время препараты 
гетерологичного антирабического иммуноглобулина 
являются высокоочищенными и безопасными, одна-
ко у 1–2 % пациентов при его введении могут воз-
никнуть побочные реакции [13]. 

одним из направлений совершенствования 
антирабического иммуноглобулина представляет-
ся разработка способов дополнительной очистки 
с помощью ферментативного гидролиза иммуно-
глобулина с последующим хроматографическим 
фракционированием [8, 9]. в литературе описано 
применение различных ферментов для протеоли-
за иммуноглобулина. таковыми являются пепсин, 
папаин, плазмин, химопапаин, фицин, бромелаин, 
ферменты микроорганизмов – S. aureus V8, грибов 
рода Aspergillus [1]. 

при воздействии пепсина на молекулу иммуно-
глобулина образуются один F(ab’)2-фрагмент и один 
Fc’-фрагмент. способность связывать антиген сохра-
няется в F(ab’)2-фрагментах, а связывание компле-
мента и связы вание ткани сохраняется во фрагменте 
Fc. таким образом, удаление Fc-части иммуноглобу-
лина, приводит к ликвидации нежелательных взаи-
модействий с Fc-рецепторами тканей и уменьшает 
частоту побочных реакций. 

для ферментативной обработки иммуноглобу-
лина весьма приемлемо использование иммобилизо-
ванных протеаз. работа с иммобилизованными фер-
ментами обеспечивает возможность их многократ-
ного применения и быстрого извлечения из реакци-
онной среды, а также позволяет исключить стадию 
удаления остаточного фермента.

 
материалы и методы 

в работе использовали коммерческий препа-
рат иммуноглобулина антирабического лошадиного 
производства роснипчи «микроб». для проведе-
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ния реакций гидролиза применяли кристаллический 
пепсин (Merck). иммобилизацию пепсина осущест-
вляли методами адсорбции на DEAE-целлюлозе 
(Merck) [6], сополимеризации фермента [11], осаж-
дения гидроксидом титана (Merck) [5], ковалентным 
присоединением фермента к следующим носите-
лям: природному силикату [10], полистирольному 
носителю Dowex AG 1X8 [11], аминогексилагарозе 
(Sigma) [12]. для активации носителей использо-
вали следующие реактивы: аминопропилтриэток-
сисилан (Sigma), глутаровый альдегид (Merck), 
N-циклогексил-N’-(2-морфолиноэтил)-карбодиимид 
ме то-р-толуолсульфонат (Sigma).

 определение протеолитической активности 
ферментов осуществляли по методу н.п.пят ниц ко го 
[2]. для определения стабильности иммобилизован-
ный фермент инкубировали в кислой среде (рн 4,5) в 
течение 18 ч при температуре 37 °с, а затем опреде-
ляли его протеолитическую активность.

детекцию продуктов ферментативного гидро-
лиза иммуноглобулина осуществляли с помощью 
электрофореза в полиакриламидном геле с концен-
трацией геля 10 % в нередуцирующих условиях. для 
хроматографии использовали гель SP-Sep ha ro se-XL 
(Amersham Biosciences).

показатели токсичности определяли в со-
ответствии с методическими указаниями 
мук 4.1/4.2.588-96 [4]. специфическую активность 
определяли в реакции нейтрализации на белых мы-
шах. анализ результатов проводили по методу Reed 
и Muench [3].

результаты и обсуждение

Иммобилизация пепсина
выбор метода иммобилизации фермента обу-

словлен решением следующих задач: фермент дол-
жен быть стабильным в условиях протекания реак-
ции; процесс иммобилизации не должен вызывать 
существенную инактивацию фермента; иммобили-
зованный фермент должен обеспечивать проницае-
мость для крупной молекулы иммуноглобулина. на 
этапе конструирования иммобилизованного фермен-
та применяли адсорбционный и ковалентные методы 
иммобилизации. 

для адсорбционной иммобилизации в качестве 
носителя использовали DEAE-целлюлозу. пепсин, 
иммобилизованный методом адсорбции, оказался 
нестабильным. при его инкубации в условиях гидро-
лиза активность снижалась с 5,0 до 3,2 ед./мл.

метод сополимеризации фермента состоит в 
поперечном сшивании молекул пепсина. в качестве 
сшивающего агента был использован глутаровый аль-
дегид. особенностью метода является отсутствие ис-
пользования носителей для иммобилизации. пепсин, 
поперечно сшитый глутаровым альдегидом, обладал 
сравнительно высокой активностью (90 ед./г) и ста-
бильностью. после инкубации в условиях фермен-
тативного гидролиза иммуноглобулина активность 

фермента повышалась до 138 ед./г. следует отметить, 
что данный иммобилизованный фермент отличается 
низкой механической прочностью, при проведении 
гидролиза препарат частично растворяется в реакци-
онной среде. эти недостатки делают невозможным 
его дальнейшее применение.

протеолитическая активность препарата иммо-
билизованного пепсина, полученного осаждением 
гидроксида титана, составила 9,4 ед./мл. однако в 
условиях гидролиза иммуноглобулина активность 
фермента уменьшалась до 7,6 ед./мл. к недостаткам 
этого метода следует также отнести трудоёмкость 
отделения препарата от реакционной смеси: мелкие 
частицы иммобилизованного фермента полностью 
не осаждаются при центрифугировании и могут про-
ходить через поры фильтра.

присоединение пепсина к модифицированному 
природному силикату с помощью глутарового альде-
гида не дало стабильных положительных результа-
тов. однако при иммобилизации пепсина с помощью 
карбодиимида удалось получить иммобилизованный 
фермент, который практически полностью сохранял 
протеолитическую активность в условиях гидролиза 
иммуноглобулина. активность фермента составила 
4,0 ед./г.

исследования показали, что пепсин, иммоби-
лизованный на носителе Dowex AG 1X8 c помощью 
глутарового альдегида, обладал сравнительно высо-
кой активностью (9,1 ед./г), однако препарат оказал-
ся недостаточно стабильным: при инкубации иммо-
билизованного фермента в условиях гидролиза, его 
активность резко уменьшилась до 6,5 ед./г. пепсин, 
присоединенный к Dowex AG 1X8 c помощью карбо-
диимида, отличался более высокой стабильностью. 
первоначальная активность иммобилизованного 
фермента составляла 11,7 ед./г, после инкубации в 
условиях гидролиза – 10,4 ед./г.

пепсин, иммобилизованный на аминогексила-
гарозе с помощью глутарового альдегида, проявлял 
высокую протеолитическую активность – 9,4 ед./мл. 
препарат оказался стабильным в условиях гидролиза 
иммуноглобулина: его протеолитическая активность 
практически не изменилась после инкубации в соот-
ветствующих условиях.

в данном исследовании для получения F(ab’)2-
фрагментов выбирали фермент с активностью не 
менее 3–4 ед./мл, поскольку использование менее 
активных ферментов приводит к значительному 
увеличению объема твердой фазы в реакционной 
среде, что затрудняет перемешивание и способству-
ет снижению скорости реакции. следует отметить, 
что высокая стоимость носителей иммобилизован-
ных ферментов также ограничивает их применение. 
поэтому для проведения гидролиза был выбран 
пепсин, иммобилизованный на природном силикате 
с помощью карбодиимида, поскольку данный фер-
ментный препарат достаточно активен, стабилен, а 
стоимость носителя, необходимого для его получе-
ния, минимальна.
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Получение F(ab’)2-фрагментов антирабическо-
го иммуноглобулина

 известно, что для получения F(ab’)2-фрагментов 
иммуноглобулина может быть использован раствор 
пепсина в соотношении 1:50 – 1:100 (по белку) [1]. 
количество иммобилизованного фермента, необхо-
димое для гидролиза иммуноглобулина, определяли 
по протеолитической активности. для ферментатив-
ного гидролиза 1 г белка требовалось такое количе-
ство фермента, которое обеспечивало бы 150–200 
единиц протеолитической активности.

гидролиз проводили в условиях перемешива-
ния иммобилизованного фермента с иммуноглобу-
лином. реакцию гидролиза проводили при 37 °с, за-
тем останавливали извлечением иммо били зован но го 
фермента из реакционной смеси. было показано, что 
наиболее эффективно проведение ферментативного 
гидролиза в 0,1 м ацетатном буфере (рн 4,5) в тече-
ние 24 ч при температуре 37 °с. оптимальная кон-
центрация иммуноглобулина в реакционной смеси 
при этом должна составлять 20–30 мг/мл. 

для сепарации F(ab’)2-фрагментов были по-
добраны условия хроматографического фракцио-
нирования продуктов ферментативного гидролиза. 
согласно данным литературы, для этих целей широко 
используется колоночная хроматография на сефадек-
се, DEAE-целлюлозе, км-целлюлозе [1, 7]. в нашей 
работе использовали колонку размером 5,0 × 30,0 см, 
заполненную гелем SP-Sepharose-XL. в качестве 
элюирующего раствора использовалин 0,02 м Na-
ацетатный буфер, рн 5,5; скорость элюции состаляла 
4 мл/мин. такие условия позволяют разделить про-
дукты ферментативного гидролиза на четыре фрак-
ции (рис. 1). F(ab’)2-фрагменты элюировали вторым 
пиком без примеси целых молекул иммуноглобулина 
или Fc-фрагментов, как было установлено последую-
щим SDS- электрофорезом в полиакриламидном геле 
(рис. 2). Фракции, содержащие F(ab2’)-фрагменты, 
стерилизовали с помощью фильтров Minisart (диа-
метр пор 0,2 мкм) и лиофильно высушивали на уста-
новке LZ9C. в настоящей работе целью лиофильного 
высушивания являлось концентрирование препара-
та. лиофильно высушенный препарат в стерильных 
условиях растворяли в дистиллированной воде до 
содержания белка 4,2 %. значение рн препарата со-

ставил 6,7.
Исследование токсичности и специфической ак-

тивности препарата F(ab)2-фрагментов антираби-
ческого иммуноглобулина. 

на следующем этапе исследовали токсичность 
и специфическую активность препарата. как было 
установлено при проведении тестов на белых мы-
шах, препарат F(ab’)2-фрагментов антирабического 
иммуноглобулина является нетоксичным.

при проведении сравнительного изучения ак-
тивности исходного иммуноглобулина и препарата 
на основе F(ab’)2-фрагментов в биологической ре-
акции нейтрализации на белых мышах активность 
препарата F(ab’)2-фрагментов составила 283 ме/мл 
(значение титра специфических антител – 1:2460), в 
то время как активность исходного препарата нерас-
щепленного иммуноглобулина составила 359 ме/мл 
(значение титра специфических антител – 1:3119). 
согласно фармакопейной статье предприятия, препа-
рат обладает достаточными защитными свойствами, 
если его активность составляет не менее 150 ме/мл.

таким образом, разработана технология по-
лучения препарата на основе F(ab’)2-фрагментов 
антирабического иммуноглобулина с использова-
нием иммобилизованных ферментов, основными 
этапами которой являются иммобилизация пепсина, 
ферментативный гидролиз антирабического имму-
ноглобулина, хроматографическое отделение F(ab’)2-
фрагментов от остатков Fc-части молекулы иммуно-
глобулина, концентрирование, стерилизующая филь-
трация, контроль основных биологических и физико-
химических свойств препарата. 
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means of this method were assessed.
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известно, что многие существующие противо-
чумные вакцины, состоящие из убитых или аттенуи-
рованных клеток чумного микроба, недостаточно эф-
фективны и способны вызывать поствакцинальные 
осложнения [3, 5, 15], поэтому разработка высоко-
эффективных и слабо реактогенных химических вак-
цин для специфической профилактики чумы весьма 
актуальна [1]. в связи с возникшей в последнее вре-
мя угрозой биотерроризма и высокой вероятностью 
использования чумного микроба в качестве биоло-
гического оружия эта проблема приобретает особую 
значимость [5, 12].

ранее нами сообщалось о возможности получе-
ния за счет обработки живых клеток Yersinia pestis 
EV раствором бактерицидного детергента цетавло-

на комплексного препарата на основе F1-антигена 
и мембранной фракции, обладающего высокой про-
тективной активностью и иммунобиологически-
ми свойствами в опытах на мышах [7]. поскольку 
в механизмах резистентности к чуме важная роль 
отводится клеточным факторам, большой интерес 
при формировании поствакцинального иммунитета 
представляют структурно-функциональные измене-
ния в клетках системы мононуклеарных фагоцитов. 
в связи с этим цель работы – изучение влияния на 
функциональную активность фагоцитов экспери-
ментальных животных комплексного антигенного 
препарата, приготовленного на основе F1-антигена и 
мембранной фракции клеток Y. pestis EV в сочетании 
с иммуномодулятором – арабиногалактаном (аг).
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ВЛиЯние КоМПЛеКСноГо анТиГенноГо ПреПараТа YERsInIA PEstIs EV  
на ФУнКЦионаЛЬнУЮ аКТиВноСТЬ КЛеТоК ФаГоЦиТарноЙ СиСТеМЫ  

В ЭКСПериМенТе

ФГУЗ «Иркутский научно-исследовательский противочумный институт Сибири и Дальнего Востока»

представлены результаты изучения влияния антигенных комплексов Y. pestis EV на функциональную актив-
ность клеток фагоцитарной системы морских свинок и белых мышей. показано, что препарат, приготовленный 
на основе F1-антигена, мембранной фракции Y. pestis EV и иммуномодулятора – арабиногалактана лиственницы 
сибирской (аг), вызывает повышение функциональной активности клеток фагоцитарной системы эксперимен-
тальных животных (морских свинок), усиливает адгезивную и поглотительную способности перитонеальных 
макрофагов, интенсивность выработки активных форм кислорода и монооксида азота; оказывает стимулирую-
щий эффект на активность миелопероксидазы и синтез неферментных катионных белков полиморфноядерных 
лейкоцитов. антигенный комплекс, приготовленный на основе F1-антигена, мембранной фракции Y. pestis EV 
и аг, обладает стимулирующим действием на цитокининдуцирующую функцию макрофагов белых мышей, что 
выражается в усилении продукции цитокинов ил-1, ил-6, Фно-α. 

Ключевые слова: Yersinia pestis, антигены, фракция 1 (F1), клеточные оболочки, фагоцитоз, неспецифическая 
резистентность.
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материалы и методы

для извлечения F1-антигена и мембранной 
фракции – клеточных оболочек (ко) – использова-
ли штамм Y. pestis EV линии нииэг. культуру вы-
ращивали на агаре хоттингера (рн 7,2) в течение 
48 ч при 37 °с, смывали забуференным физиоло-
гическим раствором. к полученной бактериальной 
взвеси (100 млрд м.к./мл) добавляли равный объем 
0,0625 % раствора катионного детергента цетавло-
на (cetyltrimethylammonium bromide, «Serva»). через 
72 ч инкубации проводили контроль специфической 
стерильности. обеззараженную бактериальную су-
спензию центрифугировали при 6000 об./мин (цен-
трифуга ос-6м, россия) в течение 20 мин при 10 °с, 
освобождаясь от неразрушенных клеток. Фракцию 
клеточных оболочек получали центрифугированием 
супернатанта при 16000 об./мин (центрифуга K25D, 
Janetzki, германия) в течение 30 мин на холоде. для 
снижения токсичности ко обрабатывали 0,1 % рас-
твором дезоксихолата натрия (2 мг/мл) при комнат-
ной температуре в течение 10 мин, несколько раз 
отмывали дистиллированной водой и лиофильно 
высушивали. из супернатанта выделяли F1-антиген 
методом изоэлектрического осаждения. антигенный 
комплекс (F1+ко) получали путем механического 
смешивания F1-антигена и мембранной фракции кле-
ток Y. pestis EV в соотношении 1:1 (по сухому весу).

установлено, что этот антигенный комплекс при 
определенных дозах (62,5–7,8 мкг на мышь) защи-
щает до 100 % белых мышей от последующего за-
ражения вирулентным штаммом Y. pestis 2683 в дозе 
200 LD50. показано, что протективная активность 
комплексного препарата может быть усилена за счет 
использования иммуномодуляторов искусственного 
(мурамилдипептид) и естественного происхождения 
(арабиногалактан и бактериальная днк) [6, 7]. 

в качестве иммуномодулятора использовали 
аг лиственницы сибирской, любезно предостав-
ленный сотрудниками института химии со ран 
им. а.е.Фаворского (иркутск) [8].

экспериментальной моделью служили мор-
ские свинки (300–350 г) и белые мыши (18–20 г). 
животных выводили из эксперимента воздушной эм-
болией сосудов сердца в соответствии с «правилами 
проведения работ с использованием эксперименталь-
ных животных». 

для изучения активности фагоцитов в отно-
шении Y. pestis EV использовали переживающую 
однослойную культуру перитонеальных макрофагов 
морских свинок интактных и получивших подкожно 
только Y. pestis EV нииэг (живая чумная вакцина – 
жчв) в дозе 108 м.к. (контроль), либо F1+ко (кон-
троль) или F1+ко в сочетании с аг (2 мг/кг) [7]. для 
воспроизведения фагоцитоза in vitro клетки Y. pestis 
EV соединяли с фагоцитами в соотношении 50:1. 
эффективность фагоцитоза оценивали по процен-
ту активных макрофагов, фагоцитарному индексу и 
индексу завершенности фагоцитоза (изФ). об ак-

тивности кислородзависимого метаболизма (кзм) в 
фагоцитах судили по числу формазанположительных 
клеток и по степени восстановления тетразолия в ди-
формазан (нст-тест) [13]. интенсивность синтеза 
монооксида азота (NO) и, следовательно, активность 
NO-синтазы замеряли через 3 ч контакта фагоцитов 
с микробами при 37 °с и выражали в мкм/107 фаго-
цитов [11].

активность миелопероксидазы (мпо) и содер-
жание неферментных катионных белков (нкб) фаго-
цитов определяли цитофотометрически [9] и выра-
жали в условных единицах. влияние на продукцию 
цитокинов исследуемых препаратов изучали in vivo. 
белых мышей иммунизировали Y. pestis EV (105 м.к.), 
F1+ко (по 15,6 мкг на мышь) или F1+ко (в той же 
дозе) в сочетании с аг (40 мкг на мышь). для контро-
ля исследовали макрофаги интактных и обработан-
ных иммуномодулятором (аг – 40 мкг на мышь) мы-
шей. пробы макрофагов от животных отбирали на 3, 
7, 14-е и 21-е сутки после вакцинации. супернатант, 
содержащий комплекс цитокинов, получали по мето-
ду и.и.долгушина и соавт. [4]. цитокины интерлей-
кин-1 (ил-1), интерлейкин-6 (ил-6), фактор некроза 
опухоли-α (Фно-α) идентифицировали в иммуно-
ферментном анализе с помощью моноклональных 
антител производства Caltag, канада. результаты ре-
акции учитывали на приборе ELx808U при λ=490 нм 
(бланкирование проводили по суспензии макрофагов 
экспериментальных животных предварительно сти-
мулированных аг) и выражали в пг/107 клеток. 

статистическую обработку проводили общепри-
нятыми методами, рассчитывая среднеарифметиче-
ские величины, их средние ошибки, доверительный 
интервал [2].

результаты и обсуждение

при изучении влияния жчв, F1+ко, F1+ко+аг 
на адгезивную способность перитонеальных макро-
фагов морской свинки показано, что все три препа-
рата повышают адгезивную способность макрофа-
гов по сравнению с интактными животными (рис. 
1). на 14-е сутки наблюдения зарегистрирован рост 
индекса адгезии у макрофагов в группе животных, 
получивших F1+ко и F1+ко+аг. по стимулирую-
щему влиянию на адгезивную способность F1+ко 
и F1+ко+аг достоверно (p≤0,05) превосходили 
жчв в этот срок наблюдения. индекс адгезии у ма-
крофагов животных, получивших F1+ко+аг, был в 
1,2 раза выше (p≤0,05) в сравнении с F1+ко. к 21-м 
суткам наблюдения значения индекса адгезии в обе-
их группах выравниваются, но остаются выше, чем 
у макрофагов иммунизированных жчв животных 
(рис. 1). 

как при сочетанном применении F1+ко с аг, 
так и без него антигенные комплексы оказывают 
примерно равной выраженности стимулирующее 
действие (21-е сутки после введения препаратов) на 
поглотительную активность фагоцитов. 
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установлено повышение изФ, свидетельствую-
щего о качественном сдвиге (с −87,4±3,7 до −32,7±3,2 
в случае F1+ко с аг и −58,7±6,6 – F1+ко) в процес-
се, определяющем судьбу чумного микроба в макро-
организме. показатели цитопатического действия 
чумного микроба на макрофаги морских свинок, 
иммунизированных F1+ко в сочетании с аг, были 
значительно ниже (4,2±0,1 %), чем в других группах 
животных (F1+ко – 15,5±0,2 % и 18,2±0,6 % в слу-
чае живой чумной вакцины).

судя по увеличению показателей нст-теста, 
антигенные комплексы усиливают выработку актив-
ных форм кислорода (аФк) на 14-е – 21-е сутки на-
блюдения (рис. 2).

показано, что аг в сочетании с антигенным 
комплексом стимулирует повышение выработки 
аФк перитонеальными макрофагами морской свин-
ки в большей степени, чем при введении F1+ко, что 
способствует усилению кислородзависимого бакте-
рицидного эффекта фагоцитов в отношении чумного 
микроба.

антигенный комплекс, состоящий из F1+ко+аг, 

по интенсивности влияния на продукцию NO не-
сколько превосходит F1+ко во все сроки наблюде-
ния (3, 7, 14-е и 21-е сутки). заметный прирост со-
держания NO наблюдается уже на 3-и сутки после 
иммунизации животных и сохраняется в последую-
щие сроки (18,0±1,5 мкм/107 фагоцитов, при р≤0,05). 
при фагоцитозе чумного микроба значительного ин-
гибирования синтеза монооксида азота перитонеаль-
ными макрофагами иммунизированных животных 
(F1+ко – 12,6±1,4 и F1+ко+аг – 15,2±1,6 мкм/107 
фагоцитов) в отличие от показателей у макрофагов 
интактных морских свинок (5,2±0,4 мкм/107 фагоци-
тов, при р≤0,05) не наблюдается.

жчв, F1+ко и F1+ко+аг оказывают стиму-
лирующее воздействие на активность мпо в нефа-
гоцитирующих и фагоцитирующих чумной микроб 
полиморфно-ядерных лейкоцитах (пял) в сравне-
нии с интактными животными во все сроки наблю-
дения (p≤0,05).

отмечено, что жчв (57,0±0,4) и F1+ко+аг 
(59,8±0,6) обладают большим стимулирующим воз-
действием на активность мпо в нефагоцитирующих 
пял по сравнению с F1+ко (55,0±0,1) на 3-и сутки 
иммуногенеза (p≤0,05). активность фермента в пял 
морских свинок, получивших F1+ко, возрастает с 
7-х суток, достигая своего максимума на 14-е сутки 
(59,5±0,2) с последующим снижением на 21-е сутки 
после введения антигенного комплекса.

наибольшим стимулирующим воздействием на 
активность фермента обладает комплекс F1+ко+аг, 
что выражается в высоких по сравнению с остальны-
ми антигенами показателях активности мпо в нефа-
гоцитирующих пял на 3, 7-е и 21-е сутки иммуноге-
неза (p≤0,01). на 14-е сутки после введения экспери-
ментальным животным F1+ко, F1+ко+аг показате-
ли активности мпо в гранулах нефагоцитирующих 
лейкоцитов практически не отличались, но были зна-
чительно выше, чем в контроле (жчв). активность 
мпо у фагоцитирующих Y. pestis EV лейкоцитов 
животных, получивших F1+ко, F1+ко+аг, а так-
же интактных была ниже, чем у нефагоцитирующих 
(p≤0,01). в случае с жчв активность фермента как у 
нефагоцитирующих, так и у фагоцитирующих пял 
не менялась.

установлено, что жчв оказывает наиболее 
стимулирующее воздействие на накопление нефер-
ментных катионных белков в гранулах нефагоци-
тирующих лейкоцитов перитонеального экссудата 
в сравнении с F1+ко и F1+ко+аг на 3, 7-е и 14-е 
сутки иммуногенеза. F1+ко+аг и F1+ко по уровню 
содержания нкб полиморфно-ядерные лейкоциты 
как фагоцитирующие Y. pestis EV, так и нефагоцити-
рующие клетки достигают максимальные значения 
(F1+ко+аг – 61,2±0,1, F1+ко – 52,1±0,1), превыша-
ющие контрольные (жчв – 50,8±0,4) к 21-м суткам 
наблюдения, что свидетельствует о положительном 
влиянии исследованных антигенных комплексов на 
кислороднезависимые бактерицидные системы фа-
гоцитов. вместе с тем в пял иммунизированных 

рис. 1 влияние живой чумной вакцины; F1+ко; F1+ко+аг  
на адгезивную способность перитонеальных макрофагов  

морской свинки при фагоцитозе Y. pestis EV:
  – жчв,    – ко+F1,   – ко+F1+аг,  ×  – аг

рис. 2. влияние живой чумной вакцины и антигенных  
комплексов на показатели нст-теста у нефагоцитирующих  

макрофагов морских свинок в динамике иммуногенеза  
(M±m, 30 мин):

  – жчв,   – ко+F1,    – ко+F1+аг,  × – аг
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морских свинок экзоцитоз неферментных катион-
ных белков при поглощении чумного микроба про-
исходит более активно, чем в лейкоцитах интактных 
животных.

в опытах in vivo показано, что жчв активирует 
синтез перитонеальными макрофагами белых мышей 
ил-1, ил-6 и Фно-α. характер воздействия на про-
дукцию макрофагами ил-1 антигенных комплексов 
при их введении животным представлен на рисунке 
(рис. 3). 

наиболее выраженный стимулирующий эффект 
как F1+ко, так и F1+ко+аг в отношении ил-1 от-
мечен на 7–21-е сутки (р≤0,01) после иммунизации, 
причем F1+ко+аг по степени активации продукции 
ил-1 заметно превосходил F1+ко (р≤0,05). 

стимулирующее действие исследованных анти-
генных комплексов на продукцию ил-6 отмечено 
главным образом на 3-и сутки после иммунизации 
животных (р≤0,01), к 7-м суткам оно заметно сни-
жалось, а в последующие сроки было сопоставимым 
с контрольными значениями или даже уступало по-
следним.

в отношении Фно-α безусловным активирую-
щим лидером является F1+ко+аг, стимулирующая 
роль которого отмечалась во все сроки наблюдения. 
F1+ко по стимулирующей эффективности был со-
поставим с F1+ко+аг только в ранние (3 сут) сроки 
наблюдения.

известно, что фагоцитоз играет ведущую роль 
в патогенезе чумы [5, 6, 14]. основными фактора-
ми, лимитирующими эффективность фагоцитоза 
Y. pestis, являются ингибирующее влияние микроба 
на процесс слияния лизосом с фагосомами, процесс 
нормального высвобождения Фно-α (и других цито-
кинов), инициация апоптоза макрофагов, дисбаланс 
окислительного метаболизма фагоцитов, устойчи-
вость бактерий к лизосомальным ферментам фаго-
цитов и их способность после эндоцитоза покидать 

фагосому, избегая губительного действия микроби-
цидных факторов фагоцита [5, 6, 10]. отсюда ста-
новится ясным, что для повышения эффективности 
иммунного ответа следует целенаправленно воздей-
ствовать на те звенья процесса, которые подвергают-
ся наибольшему супрессивному давлению, т. е. на 
клеточное звено иммунитета [5, 6]. поскольку спец-
ифические факторы, влияющие на резистентность 
макроорганизма, не всегда достаточно эффективны 
при чуме, определенные надежды возлагаются на 
использование искусственных антигенных комплек-
сов, содержащих в своем составе неспецифические 
иммуностимуляторы фагоцитоза. для этой цели пер-
спективными в настоящее время признаны расти-
тельные арабиногалактаны. особое внимание в этой 
связи привлекает аг лиственницы сибирской, струк-
тура, физико-химические, фармакологические и им-
муностимулирующие свойства которого достаточно 
подробно изучены [6, 8].

полученные результаты свидетельствуют о том, 
что иммунизация экспериментальных животных раз-
личными антигенными препаратами в сочетании с 
аг лиственницы сопровождается стимуляцией реак-
ций фагоцитов, ответственных за внутриклеточную 
инактивацию чумного микроба. это нашло выра-
жение в том, что комплексный препарат, приготов-
ленный на основе F1-антигена, клеточных оболочек 
Y. pestis EV и аг, повышает функциональную ак-
тивность фагоцитов экспериментальных животных 
(морских свинок): усиливает адгезивную и поглоти-
тельную способности перитонеальных макрофагов, 
усиливает интенсивность выработки аФк и NO, ока-
зывает стимулирующий эффект на активность мие-
лопероксидазы и синтез неферментных катионных 
белков пял.

установлено, что в отношении макрофагов им-
мунизированных морских свинок цитопатический 
эффект чумного микроба выражен в меньшей мере, 
чем макрофагов интактных животных. получены 
данные, свидетельствующие об активирующем дей-
ствии антигенного комплекса на цитокининдуциру-
ющую функцию перитонеальных макрофагов белых 
мышей, что выражалось в усилении продукции цито-
кинов ил-1, -6, Фно-α.

таким образом, на основании результатов соб-
ственных исследований патогенетически обоснова-
ны возможные механизмы биологического действия 
антигенного комплекса на основе субклеточных 
фракций Y. pestis EV, состоящего из F1-антигена и 
мембранной фракции чумного микроба как при изо-
лированном применении, так и в сочетании с аг на 
иммунокомпетентные клетки при их взаимодействии 
с чумным микробом.

установленные в ходе экспериментов данные 
указывают на перспективность использования новых 
антигенных комплексов в качестве препаратов, по-
вышающих неспецифическую резистентность про-
тив бактериальных патогенов. это, учитывая ранее 
обнаруженную высокую протективную активность и 

рис. 3. продукция интерлейкина-1 макрофагами  
белых мышей, иммунизированных живой чумной вакциной  

и антигенными комплексами:
  – ко+F1,   – ко+F1+аг,   –  жчв                
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иммунобиологические свойства [7], свидетельствует 
о возможности их использования для конструирова-
ния высокоэффективных средств иммунопрофилак-
тики чумы.
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Influence of the Complex Yersinia pestis EV  
Antigenic Preparation Upon the Functional Activity  

of the Phagocytic System Cells Under Experimental Conditions

Anti-Plague Research Institute for Siberia and the Far East, Irkutsk

 Effects of Y. pestis EV antigenic complexes upon the functional ac-
tivity of the phagocytic cells of guinea pig and white mice were assayed to 
demonstrate that the preparation constructed on the basis of the F1 antigen, 
Y. pestis EV membrane fraction and the Siberian larch arabinogalactane (AG) 
used as an immunomodulator, was able to increase the functional activities 
of the phagocytic system in test animals (guinea pigs), enhancing the adhe-
sive and absorptive activity of the peritoneal macrophages and the intensity 
of active oxygen and nitrate monoxide production, as well as stimulating the 
activity of myeloperoxidase and the synthesis of non-enzyme cationic poly-
morphonuclear leucocytes. The antigenic complex prepared on the basis of the 
F1 antigen, Y. pestis EV membrane fraction and AG, was also shown to exert a 
stimulating effect on cytokine-inducing function of white-mouse macrophages 
expressed in the increased production of IL-1, IL-6 and FNO-α cytokines. 

  Key words: Yersinia pestis, antigens, Fraction 1 (F1), cell walls, 
phagocytosis, non-specific resistance.

поступила  12.12.07.

большую роль в расшифровке и визуализации 
фундаментальных механизмов организации и функ-
ционирования живой клетки призвана сыграть элек-
тронная и зондовая микроскопия.

при исследовании биологических объектов од-
ним из основных условий является повышенное тре-
бование к получению максимально возможного раз-
решения на микрофотографиях. однако специфика 
самих объектов способствует созданию нежелатель-
ных помех, вызванных наличием загрязнений раз-

личной природы (остатки питательной среды, кон-
гломераты вещества – контрастера, красок, дефекты 
подложки, различного рода шумов аппаратуры и 
др.), присутствующих в исследуемом материале и 
ухудшающих воспроизведение исследуемых субми-
кроскопических структур.

для устранения указанных помех используются 
различные математические методы обработки изо-
бражений, в частности, аппроксимация кривыми 1 
и 2-го порядков, преобразования Фурье, а для уда-
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ления шума – метод медианной фильтрации и раз-
личного рода морфологические фильтры [1]. однако 
аппроксимирующие кривые не всегда точно повторя-
ют форму дефекта, что приводит к дополнительным 
искажениям наноструктуры. преобразование Фурье 
позволяет аппроксимировать любую форму дефек-
та, но вносит мелкомасштабные искажения, которые 
зачастую ухудшают изображение. поэтому любое 
существенное усовершенствование методики, повы-
шающей разрешение исследуемого объекта, заслу-
живает пристального внимания. 

наиболее многообещающим методом увеличе-
ния разрешения изображения в настоящее время счи-
тается дискретный вейвлет-анализ, способствующий 
уменьшению шумов, удалению мелких дефектов, 
повышению контрастности, сжатию и масштабиро-
ванию [2]. дискретный вейвлет-анализ позволяет 
проводить обработку изображений за счет разделе-
ния их на высоко- и низкочастотные составляющие, 
что делает возможным подавление искажений, не за-
трагивая при этом исследуемой структуры.

рассмотрим некоторые особенности вейвлет-
анализа для обработки микроскопических изображе-
ний объектов.

основы сигналов вейвлет-анализа [2,3] можно 
представить как функцию s(t) на заданном уровне 
разрешения – m' в виде суммы ее усредненных зна-
чений:

s(t) =
∞

∞−=
∑

 k
cm‘,k ϕm',k(t) +

∞

=
∑

m'm 

∞

∞−=
∑

 k
dm,k ψm,k(t),   (1)

где ϕm',k= 2-m /2ϕ(2-m t-k), ψm,k= 2-m 2ψ(2-m t-k).

по мере возрастания значения m увеличивается 
уровень детализации (разрешения) функции s(t).

таким образом, выражение (1) показывает воз-
можность аппроксимации любой произвольной 
функции s(t) набором простых локальных функций 
ϕm,k(t) и ψm,k(t). первая сумма выражения (1), сумма 
скейлинг-функций, дает «сглаженные средние» зна-
чения функции s(t) на разных масштабных уровнях, 
вторая сумма вейвлетных функций добавляет к «гру-
бой» аппроксимации сигнала все более подробные 
детали.

для дальнейшего проведения анализа необходи-
мо вычислить коэффициенты cm',k и dm,k для чего 
используется форма быстрых итерационных вычис-
лений (алгоритм мала [3]):

cm+1,k = 
n
∑ hn cm,2k+n,    (2)

dm+1,k = 
n
∑ gn сm,2k+n,    (3)

при этом явный вид вейвлета при самом пре-
образовании не используется, а применяются толь-
ко значения коэффициентов hn и gn (приводимые в 
таблицах [3]). в качестве начальных значений c0,k 
обычно принимаются исходные данные c0,k = s(t). 

алгоритм обработки изображений состоит в 

вейвлет-разложении исходного изображения до за-
данного уровня и изменения детализирующих ко-
эффициентов (уменьшение – для фильтрации шума 
и увеличение – для подчеркивания границ), по-
сле чего производится обратная операция вейвлет-
синтеза изображения. обратное быстрое вейвлет-
преобразование представляет собой последователь-
ную сборку сигнала от больших m к меньшим: 

сm-1 = I n∈
∑ cm,n hk-2n + I n∈

∑ dm,n gk-2n,   (4)

и обеспечивает реконструкцию функции по зна-
чениям ее вейвлет-коэффициентов с любого уровня 
разрешения.

для обработки микроскопических изображе-
ний с учетом особенностей выявления наноразмер-
ных структур применяют различные типы вейвлет-
анализа. в данной работе приведены результаты 
применения ортогональных и стационарных вейв-
летов на основе вейвлетов добеши [2, 3]. для это-
го нами были написаны программы в среде Matlab 
[1, 2] (тексты программ приведены ниже), которые 
способствовали проведению фильтрация шумов и 
повышению контрастности электронно- и зондово-
микроскопических изображений.

%Программы дискретного вейвлет-анализа 
для фильтрации изображения объекта от шу-
мов и повышения его контраста с использо-
ванием вейвлетов Добеши.

%Программа ортогонального вейвлет-анализа
%В программе %вместо xxx необходимо вставить
%название файла с исходным изображением (фор-
мат изображения может быть jpg, %bmp, tif). 
Желательно, чтобы размер файла %изображения 
был равен 2 в целой %степени. 
%Параметр Deep- задает глубину фильтрации 
изображения. Обычно Deep- целое %число больше 
1 %и меньше уровня вейвлет-разложения- N.
%Параметр koeff- задает величину преобразова-
ния данных вейвлет-анализа. 
%При koeff <1 происходит уменьшение данных 
вейвлет-анализа (снижение шумов и %сглажи-
вание резких перепадов% в изображении), при 
koeff > 1 происходит %обратный процесс, спо-
собствующий повышению контраста изображения.
%При koeff=1 данные не изменяются (изображе-
ние остается прежним) 

X=imread('xxx'); %Загрузка обрабатываемого 

рис. 1. преджелудок блохи Leptopsylla segnis: 
А – до обработки, Б – после обработки программой  

ортогонального вейвлет-анализа. ×500
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изображения 
dwtmode('per'); % Задание режима продолжения 
изображения, необходимого для %корректной ра-
боты программы
N=4;%Уровень разложения
wavename='db3'; %Тип вейвлета ( в данном слу-
чае вейвлет Добеши третьего %порядка)
[C1,S]=wavedec2(X,N,wavename);%Разложение 
изображения на заданную глубину N с %исполь-
зование вейвлета wavename
A=S(1,1)*S(1,2);% 
Deep=2; %Задание глубины фильтрации
N1=N-Deep;
for i = 2: N1

A=A+ (S(i,1)*S(i,2))*3;%Рассчет положения 
коэффициентов вейвлет-разложения
end;
B=A+(S((N1+1),1)*S((N1+1),2))*3;%Рассчет по-
ложения коэффициентов вейвлет-%разложения
B1=B+(S((N1+2),1)*S((N1+2),2))*3;%Рассчет по-
ложения коэффициентов вейвлет-%разложения
%koeff=0;%Коэффициент обработки (при 
0<=koeff<1 происходит удаление шумов; %при 
koeff>1- повышение контраста) 
C1((A+1):B1)=C1((A+1):B1)*koeff;%Фильтрация 
коэффициентов вейвлет-разложения %на заданную 
глубину
X1=waverec2(C1,S,wavename);%Восстановление 
изображения
colormap(gray(256));% Задание цветовой пали-
тры (в данном случае изображение в %градациях 
серого цвета)
figure (1); image(wcodemat(X1,256));%Вывод 
изображения на экран

%Программа стационарного вейвлет-анализа
%В программе %вместо xxx необходимо вставить
%название файла с исходным изображением (фор-
мат изображения может быть jpg, %bmp, tif). 

Размер файла изображения должен быть равен 2 
в целой степени. 
%Параметр Deep- задает глубину фильтрации 
изображения. Обычно Deep- целое %число больше 
1 %и меньше уровня вейвлет-разложения- N.
%Параметр koeff- задает величину преобразова-
ния данных вейвлет-анализа. 
%При koeff <1 происходит уменьшение данных 
вейвлет-анализа (снижение шумов и %сглажи-
вание резких перепадов% в изображении), при 
koeff > 1 происходит %обратный процесс, спо-
собствующий повышению контраста изображения.
%При koeff=1 %данные не изменяются (изображе-
ние остается прежним) 
X=imread('xxx’); %загрузка изображения
dwtmode(‘per’);% задание моды преобразования
N=5;%Уровень разложения
wavename=’sym2’; %Тип вейвлета
[ca,chd,cvd,cdd]=swt2(X,N,wavename);% вейвлет 
разложение
Deep=3; % задание глубины преобразования ко-
эффициентов (N1 должно быть не %больше N)
koeff=3; % задание коэффициента преобразова-
ния (koeff>1- усиление контраста, %koeff<1- 
сглаживание изображения)
for k=1:Deep % выполнение преобразования ко-
эффициентов на заданную глубину N1

ca(:,:,k)=ca(:,:,k);
chd(:,:,k)=chd(:,:,k)*koeff;
cvd(:,:,k)=cvd(:,:,k)*koeff;
cdd(:,:,k)=cdd(:,:,k)*koeff;

end;
X=iswt2(ca,chd,cvd,cdd,wavename); %обратное 
вейвлет преобразование
colormap(gray(256)); % задание цветовой гаммы 
изображения (в данном случае- %градации серо-
го)
figure (1); image(X); %вывод преобразованного 
изображения 

рис. 2. аканты разорванного преджелудка блохи  
Leptopsylla segnis: 

А – до обработки, Б – после обработки программой  
стационарного вейвлет-анализа. ×500

рис. 3. молекулы днк: 
А – до обработки, Б – после обработки программой  

стационарного вейвлет-анализа. ×9000

рис. 4. жгутик холерного вибриона:
 А – до обработки, Б – после обработки программой  

стационарного вейвлет-анализа. ×90000

рис. 5. изображение кластеров алюминиевой пленки  
на поверхности полированного кремния, полученное методом  

зондовой микроскопии, после обработки программой  
стационарного вейвлет-анализа: 

А – до обработки, Б – после обработки (размер скана 6×6 мкм)
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итак, на примере применения вейвлет-анализа 
показаны некоторые возможности этого математи-
ческого аппарата, позволяющего выявить и наглядно 
показать улучшение разрешающей способности изо-
бражения наноструктур при электронной и зондовой 
микроскопии.
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The review presents the results of application of the programs of dis-
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несмотря на успехи практической медицины в 
борьбе с инфекционными заболеваниями, в природе 
сохраняются резервуары сапной и мелиоидозной ин-
фекций, а значит и вероятность заражения людей в 
эндемичных районах.

симптоматика этих заболеваний, особенно на 
начальных стадиях болезни, весьма разнообразна 
и не имеет характерных признаков [4, 5]. в связи с 
этим клиническая диагностика сапа и мелиоидоза 
значительно затруднена и должна подтверждаться 
результатами лабораторных исследований.

методы лабораторной диагностики сапа и ме-
лиоидоза, основанные на бактериологическом и им-
мунологических методах исследования, позволяют 
с высокой достоверностью выявлять возбудителей 
сапа и мелиоидоза, однако занимают длительное вре-
мя, либо недостаточно специфичны. 

использование полимеразной цепной реакции 
позволяет упростить проведение диагностических 
исследований, а главное, значительно сократить вре-
мя анализа проб.

публикации, посвященные разработке тест-
систем для выявления возбудителей сапа и мелиои-
доза методом пцр, появились давно, однако возмож-
ности исследователей значительно ограничивала не-
достаточность информации об организации генома 
этих возбудителей и близкородственных им микро-
организмов.

в последние годы интерес исследователей к воз-
будителям сапа и мелиоидоза значительно вырос. 

это нашло отражение и в увеличении числа работ 
по секвенированию геномов этих микроорганизмов 
и установлению связи отдельных генов с факторами 
патогенности этих возбудителей. накопление дан-
ных об организации генома микроорганизмов рода 
Burkholderia позволило также ближе подойти к ре-
шению вопроса дифференцирования возбудителей 
сапа и мелиоидоза методом пцр.

достоверные результаты по дифференцирова-
нию возбудителей сапа и мелиоидоза могут быть по-
лучены при использовании риботипирования, пцр с 
произвольными праймерами, определения полимор-
физма длины рестрикционных фрагментов, метода 
мультилокусного сиквенс-типирования [2, 3, 4, 5]. 
тем не менее, сложность и трудоемкость этих иссле-
дований не позволяют применять их в обычных диа-
гностических лабораториях.

дифференциация возбудителей сапа и мелиои-
доза методом пцр – достаточно сложная задача. 
анализ литературных данных показывает, что их 
генетическое сходство очень велико. высказывается 
даже предположение о том, что возбудители сапа и 
мелиоидоза являются разными штаммами одного 
вида, а не отдельными видами микроорганизмов [2]. 
однако, выявленные к настоящему времени различия 
в организации генома возбудителей сапа и мелиои-
доза позволяют предположить, что решение вопроса 
дифференцирования патогенных буркхолдерий ме-
тодом пцр возможно [8].

целью данной работы являлась оценка эффек-
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тивности выявления возбудителей сапа и мелиоидо-
за с помощью выбранных специалистами Фгу «48 
цнии минобороны россии» олигонуклеотидных 
праймеров, а также оценка возможности дифферен-
циации этих возбудителей на основе описанных в 
литературе различий в последовательностях генов 
системы «quorum sensing» и 16S-ррнк [6, 9].

материалы и методы

для идентификации патогенных буркхолдерий 
использованы выбранные специалистами Фгу «48 
цнии минобороны россии» олигонуклеотидные 
праймеры, предназначенные для выявления различ-
ных генетических детерминант возбудителей сапа и 
мелиоидоза.

оценку возможности дифференциации возбу-
дителей сапа и мелиоидоза проводили с использо-
ванием праймеров, описанных в работе P.Oyston и 
соавт. [6], а также с помощью олигонуклеотидных 
затравок, выбранных нами на основе различий в по-
следовательностях генов системы «quorum sensing» 
Burkholderia mallei и Burkholderia pseudomallei и 
16S-ррнк. праймеры синтезированы специалиста-
ми Фгу «48 цнии минобороны россии» фосфоа-
мидитным методом с последующей очисткой их ме-
тодом вэжх.

для оценки праймеров в пцр использовали пре-
параты днк B. mallei штаммов ц-5, 5584, иванович, 
будапешт, B. pseudomallei штаммов с-141, Duc-V, 
Dalat а также 9 штаммов Burkholderia cepacia, вы-
деленных от больных людей и 9 штаммов разных 
видов, принадлежащих к роду Рseudomonas (P. bo-
visepticum, P. aeru  ginosa, P. pseudoalcaligenes, P. alli-
cola, P. testosteroni, P. stutzeri, P. putida, P. fluorescens, 
P. margi na ta).

обеззараживание исследуемых проб осущест-
вляли в соответствии с требованиями санитарных 
правил (сп 1.3.1285-03). подготовку проб для ана-
лиза методом пцр осуществляли с использовани-
ем «набора для подготовки проб к исследовани-
ям методом пцр» производства Фгу «48 цнии 
минобороны россии».

результаты и обсуждение

при выборе генетических детерминант, предна-
значенных для выявления возбудителей инфекцион-
ных заболеваний, общепринятым является использо-
вание консервативных нуклеотидных последователь-
ностей, а также генов, обеспечивающих проявление 
микроорганизмами патогенных свойств.

в работах по идентификации возбудителей сапа 
и мелиоидоза использовали последовательности ге-
нов, кодирующих 16S-ррнк и 23S-ррнк, которые, 
по данным литературы, являются наиболее консер-
вативными участками генома различных микроор-
ганизмов, а также последовательности генов капсу-
лярного полисахарида 1 типа, вклад которого в виру-

лентность возбудителей сап и мелиоидоза показан в 
ряде научных публикаций [1, 7].

в ходе исследований было установлено, что ис-
пользование в пцр праймеров, выбранных на основе 
последовательности генов, кодирующих 16S-ррнк 
и генов капсулярного полисахарида 1 типа, обе-
спечивает выявление в анализируемой пробе днк 
возбудителей сапа и мелиоидоза в концентрации, 
соответствующей 102 м.к. в 1 мл пробы, при отсут-
ствии ложноположительных реакций с днк близко-
родственных видов микроорганизмов. аналогичные 
результаты были получены и при использовании 
праймеров, выбранных на основе последователь-
ности гена, кодирующего 23S-ррнк. однако пцр с 
использованием этих праймеров обеспечивала вы-
явление в анализируемой пробе днк возбудителей 
сапа и мелиоидоза в концентрации, соответствующей 
103 м.к. в 1 мл пробы, что согласуется с литературны-
ми данными.

эффективность выявления днк возбудителей 
сапа и мелиоидоза с использованием выбранных 
праймеров была также подтверждена при исследо-
вании биопроб, взятых от лабораторных животных, 
зараженных возбудителями сапа. при исследовании 
в пцр проб тканей легких, печени и селезенки инфи-
цированных животных (обезьян Papio hama d ryas), 
во всех случаях были получены положительные ре-
зультаты.

исследования генетической организации 
16S-ррнк различных штаммов возбудителей сапа и 
мелиоидоза, проведенные зарубежными исследовате-
лями, позволили выявить различия в нуклеотидных 
последовательностях B. mallei и B. pseu do mal lei [2]. 
выявленные различия незначительны, тем не менее 
авторы предложили использовать их для дифферен-
цирования B. mallei и B. pseudomallei.

выбранные с учетом этих различий праймеры 
в16-1, 2 не позволяли дифференцировать B. mallei 
и B. pseudomallei. образование специфического ам-
плификата наблюдали при проведении пцр с днк 
как возбудителя сапа, так и возбудителя мелиоидоза.

больший, по нашему мнению, интерес представ-
ляет одна из последних работ F.M.Thibault и соавт., 
посвященная изучению генетической организации 
системы «quorum sensing» возбудителей сапа и мели-
оидоза [8]. авторами показано, что организация этой 
части генома сапного микроба в значительной мере 
отлична от системы «quorum sensing» возбудителя ме-
лиоидоза. главное отличие заключается в отсутствии 
у возбудителя сапа генов bpmI2 и bpmR2, присутству-
ющих в геноме возбудителя мелиоидоза [8].

для оценки возможности использования указан-
ных различий в структуре геномов возбудителей сапа 
и мелиоидоза для дифференциации этих видов ми-
кроорганизмов нами были выбраны и синтезированы 
праймеры, комплементарные последовательностям 
генов bpmI2 и bpmR2, а также 16S-ррнк. результаты 
исследований, проведенных с использованием син-
тезированных праймеров, представлены в таблице, 
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из которой видно, что праймеры, комплементарные 
последовательностям генов bpmI2 и bpmR2 не позволя-
ют достоверно дифференцировать возбудителей сапа 
и мелиоидоза, поскольку специфический амплификат 
образуется не только при использовании днк возбуди-
теля мелиоидоза, но и днк штаммов возбудителя сапа. 
однако использованные праймеры позволяют диффе-
ренцировать отдельные штаммы возбудителя сапа, 
в том числе и высоковирулентный штамм ц-5 B. mallei, 
который широко используется при проведении экспери-
ментальных исследований. при анализе проб днк 
близкородственных и гетерологичных видов микроор-
ганизмов образования специфических амплификатов не 
наблюдали, а чувствительность пцр с использованием 
данных праймеров составляла 102 м.к. в 1 мл исследуе-
мой пробы.

дифференцировать B. mallei и B. pseudomallei 
на основе описанных в литературе различий в после-
довательностях генов 16S-ррнк и системы «quorum 
sensing» нам не удалось. данные о специфичности 
праймеров, выбранных  на основе нуклеотидных по-
следовательностей системы бактериального кворума 
генов B. mallei и B. pseudomallei указывают на значи-
тельные отличия в организации системы бактериаль-

ного кворума у разных штаммов B. mallei.
в результате выполненных исследований была 

показана возможность использования для идентифи-
кации возбудителей сапа и мелиоидоза нуклеотидных 
последовательностей генов 16S-ррнк и генов, коди-
рующих капсулярный полисахарид 1 типа B. mal-
lei и B. pseudomallei. чувствительность пцр-анализа 
с выбранными праймерами составляет 102 м.к. в 1 мл 
исследуемой пробы. выбранные праймеры перспек-
тивны для включения в состав тест-системы, предна-
значенной для выявления днк возбудителей сапа и 
мелиоидоза в пробах из окружающей среды и в био-
логических материалах.
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в связи с успехами в области молекулярной 
биологии, расшифровкой генома возбудителя чумы, 
характеристикой вирулентности в зависимости от ге-
нотипа возбудителя стал возникать вопрос, особенно 
в последние два десятилетия, о роли генотипа воз-
будителя чумы в развитии той или иной клинической 
формы болезни. однако к настоящему времени влия-
ние детерминант вирулентности Y. pestis на развитие 
легочной формы чумы не установлено.

в связи с этим проведено обобщение результатов 
исследований по определению роли генотипа чумного 
микроба в развитии легочной формы чумы. для это-
го были получены изогенные варианты вирулентных 
штаммов возбудителя с различными наборами двух 
собственных плазмид чумного микроба (pFra и pPst) 
при сохранении всеми вариантами плазмиды pCad.

Штаммы. использовали три вирулентных 
штамма Y. pestis 231, 358, 629м и изогенные вари-
анты штаммов 358 и 629м, утратившие собственные 

плазмиды pFra и/или pPst. изогенные варианты полу-
чали путем направленного конструирования в отделе 
генетики роснипчи «микроб». Штаммы выращи-
вали при 28 °с на агаре хоттингера, рн 7,2±0,2.

аэрогенно заражали морских свинок весом 
300–350 г и беспородных белых мышей весом от 20 
до 25 г в аэродинамической камере и рассчитывали 
аспирационную дозу по методике л.в. самойловой 
и н.и.николаева [1, 3]. подкожное заражение про-
водили общепринятым методом. после заражения 
вели наблюдение в течение 14 дней и подсчиты-
вали LD50 и ст50 (50 % летальная доза для аэро-
генного заражения) штаммов по формуле кербера. 
бактериологическое, морфологическое и гистоло-
гическое исследования проводили общепринятыми 
методами. все исследования проводили в соответ-
ствии с инструкцией по режиму работы с аэрозоля-
ми возбудителей особо опасных инфекций (1976) и 
сп 1.3.12.85-03 «безопасность работы с микроорга-
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низмами I–II групп патогенности (опасности)».
многочисленными опытами, проведенными 

нами, установлено, что для аэрогенного заражения 
морских свинок и белых мышей требуется доза, 
намного превышающая дозу подкожного зараже-
ния. LD50 для подкожного заражения вирулентными 
штаммами чумного микроба как морских свинок, так 
и белых мышей находилась в пределах 5–25 кое.

для аэрогенного заражения вирулентными штам-
мами ст50 для морских свинок составляет 500 кое, 
а для белых мышей – 2000–2230 (1580–3140) кое. 
различия в величине показателей можно объяснить 
более извилистыми верхними дыхательными путями 
у белых мышей, чем у морских свинок и некоторыми 
особенностями защитных механизмов верхнего ды-
хательного тракта этих животных [3]. 

в экспериментах по заражению морских свинок 
изогенными вариантами Y. pestis 358 (контроль – пол-
ноценный штамм) показано, что все изогенные вари-
анты Y. pestis вызывали при аэрогенном заражении 
летальный инфекционный процесс, характеризую-
щийся как первичная легочная чума морских свинок. 
значительных, статистически достоверных различий 
по величине ст50 и срокам жизни морских свинок, у 
штаммов чумного микроба, лишенных pFra и pPst, не 
было, наблюдалось лишь некоторое увеличение ст50. 
проведенное подкожное заражение этими же штам-
мами позволяет отметить статистически достоверную 
тенденцию к увеличению сроков жизни у морских 
свинок, зараженных вариантами штаммов, у которых 
отсутствуют в геноме две плазмиды pFra и pPst.

Штаммы чумного микроба, полноценные по 
плазмидному профилю (Y. pestis 231, 358, 629м), а 
также лишенные pFra (Y. pestis 358/12), были виру-
лентными для белых мышей при аэрогенном и под-
кожном заражениях. у всех павших от чумы белых 
мышей бактериологически и морфологически на-
блюдалась первичная легочная чума.

Штамм Y. pestis 629м (pPst–) вызывал затяжной 
инфекционный процесс. для этого изогенного вари-
анта ст50 составляла >4·104 кое, т.е. на порядок выше 
цифр ст50 исходного штамма. у другого изогенного 
варианта Y. pestis 358/12 (pFra–, pPst–) отмечено еще 
более медленное развитие инфекции и уменьшение 
обсемененности органов и тканей мышей бактерия-
ми чумы. эти опыты подтвердили результаты, по-
лученные в экспериментах на морских свинках, где 
также были отмечены затяжные формы и медленное 
течение инфекции при заражении штаммами, лишен-
ными плазмид pFra, pPst или pPst.

проведенное морфологическое и бактериоло-
гическое исследование органов и тканей аэрогенно 
зараженных белых мышей показало, что первичная 
аэрогенная пневмония («первичный аффект») при 
заражении исходными (полноценными) штаммами и 
штаммами, лишенными плазмид, характеризовалась 
обширными, множественными, быстро прогресси-
рующими воспалительными очагами с некрозами, 

накоплением микробов, гибелью фагоцитов и отсут-
ствием признаков пролиферации. 

для всех «дефектных» штаммов характерны бо-
лее мелкие и медленно развивающиеся, не склонные 
к слиянию пневмонические очаги. в большинстве 
случаев эти штаммы вызывали изменения, которые 
включали гранулемы и инкапсулированные абсцес-
сы, т.е. имели признаки перехода к подострому про-
цессу и локализованной форме чумы.*

таким образом показано, что все изогенные ва-
рианты от Y. pestis 358 и 629м вызывают у морских 
свинок и белых мышей при аэрогенном заражении 
первичную легочную чуму. однако изогенные вари-
анты штаммов, лишенные pFra, pPst или pPst, вы-
зывали более затяжной инфекционный процесс (уд-
линение жизни). кроме того, величины ст50 и LD50 
превышали таковые для полноценного штамма.

таким образом, проведенные исследования в 
данных условиях опытов показали, что для развития 
легочной чумы в эксперименте играет роль только 
вирулентность штамма, путь передачи и воспри-
имчивость к инфекции, что подтверждает мнение 
д.и.заболотского и  Wu Lien The, высказанное во вре-
мя эпидемии чумы в начале XX века [2, 4]. варианты 
изогенных штаммов Y. pestis вызывают легочную чуму 
при аэрогенном заражении и бубонно-септическую 
при подкожном заражении. отмечена более затяжная 
форма чумной инфекции у лабораторных животных 
при аэрогенном и подкожном заражении их штамма-
ми Y. pestis, лишенными плазмид pPst pFra или только 
pPst, выращенных при 28 °с на агаре хоттингера.
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A Comparative Study of the Development of Clinical Forms  
of Experimental Plague after Aerogenic  

or Subcutaneous Challenge with Virulent Y. pestis Strains  
and their Isogenic Variants Containing Different  

Plasmid Combinations 

Russian Anti-Plague Research Institute “Microbe”, Saratov

Reviewed in the work are the results of comparative studies of ex-
perimental plague infection development in test animals after their aerogenic 
or subcutaneous challenge with virulent Y. pestis strains (pFra+, pCad+, pPst+, 
pgm+) and their isogenic variants, lacking pFra and/or pPst. Any virulent strain 
and its isogenic variants were shown to produce both pulmonary and bubonic-
septicemic forms of plague depending on the infection transmission route and 
the dose of the pathogen. The test animals infected via aerogenic and subcu-
taneous routes with isogenic Y. pestis deprived of their pPst or pPst/pFra plas-
mids and grown in Hottinger agar at 28 C developed a lingering infection. 

Key words: the plague pathogen, strain, isogenic variant, aerogenic in-
fection, pulmonary plague.
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*морфологические исследования проведены р.а.белобородовым.
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геморрагическая лихорадка с почечным синдро-
мом (глпс) наиболее распространенное природно-
очаговое заболевание вирусной этиологии в 
республике мордовия (рм). интенсивный показатель 
заболеваемости на 100 тыс. населения (ип) в рм с 2001 
по 2006 год колебался от 10,5 до 18,0, а среднемного-
летний за этот период составил 14,4±1,1 и превышал 
аналогичную величину в российской Федерации в 2,8 
раза. при проведении ландшафтно-экологического 
районирования территории рм выделены три зоны: 
западная, центральная и восточная. во всех зонах 
заражения глпс преобладали на территориях широ-
колиственных лесов и сельскохозяйственных угодий. 
наиболее активные природные очаги глпс располо-
жены в восточной и центральной зонах.

на территории рм с 1999 г. выявлено 13 при-
родных очагов глпс: сабаевский, рузаевский, 
чамзинский, большеберезниковский, симкинский. 
ста рошайговский, большеигнатовский, мель цан-
ский,  берсеневский, атемарский, елховский, лям-
бир  ский, кочкуровский.

заболевания глпс в рм регистрируются с 1964 г. 
по наблюдению с 1999 г. прослеживается двухлетняя 
цикличность с подъемом заболеваемости по нечет-
ным годам. в рузаевском природном очаге ип со-
ставлял в 1999 г. 53,1; в 2001 г. – 29,0; в 2003 г. – 77,3; 
в 2000, 2002, 2004 и 2006 гг. – 9,6, 19,3, 29,0, 36,8 соот-
ветственно. аналогичная тенденция прослеживается 
в чамзинском, большеберезниковском, симкинском, 
большеигнатовском, мельцанском, берсеневском, 
атемарском, елховском, кочкуровском природных 
очагах.

 в старошайговском очаге наблюдаются подъе-
мы заболеваемости через два – три года, в основном 
в четные годы, в 2002, 2004, 2006 гг. ип равнялся 
17,0, 11,4, 22,7 соответственно (при отсутствии боль-
ных в 2003 и 2005 гг.). в лямбирском очаге подъемы 
заболеваемости также выявляются через два – три 
года, в 2000, 2003, 2006 гг. ип равнялся 21,9, 16,9, 
21,9 соответственно. в сабаевском очаге выявлена 
тенденция к росту заболеваемости глпс с 1999 по 
2006 год в 4,5 раза.

максимум заражений глпс приходится на пери-
од года с июня по декабрь. заражения людей проис-
ходят по месту жительства,  при посещении родствен-

ников в сельской местности, при работе на дачах, ого-
родах, при посещении леса, при  отдыхе на турбазах, 
домах отдыха, летних оздоровительных учреждениях, 
на рыбалке. встречаются случаи профессионального 
заражения. городские жители болеют чаще.

наибольшее число больных глпс приходит-
ся на восточные районы республики: г. саранск, 
рузаевский, лямбирский, чамзинский, кочкуровский, 
большеберезниковский, старошайговский, ро мо да-
нов ский

при слежении за показателями коллективного 
иммунитета к глпс выявлено 7,1 % положитель-
ных результатов в кочкуровском районе; 5,9 % – в 
зубово-полянском; 10,0 % – в торбеевском; 2,7 % – в 
темниковском.

на территории рм обитает 7 видов мелких 
млекопитающих: рыжая, обыкновенная полевки, 
полевая, лесная, желтогорлая, домовая мыши, бу-
розубка. с 1999 г. доминантом в отловах выступает 
рыжая полевка. 

в 2007 г. отработано 2086 ловушко/суток, от-
ловлено 59 грызунов. в лесокустарниковых стациях 
доминантом является рыжая полевка (44,6 %), субдо-
минантом – лесная мышь (20,1 %). в ометах домини-
рует лесная мышь (60,0 %), а в околоводных стациях 
в летнее-осенний период – бурозубка (67,0 %). в лу-
гополевых стациях в летнее-осенний период высту-
пает рыжая полевка (63,0 %), субдоминантом – поле-
вая мышь (25,0 %). средний процент попадания гры-
зунов в 2007 г. составил 3,7 %. инфицированность 
мышевидных грызунов хантавирусом составляет 
4,1 %, в том числе обыкновенной полевки – 21,4 %, 
рыжей полевки – 3,4 %, домовой мыши – 2,6 %, при 
их численности 6,3, 13,2 и 35,0 % соответственно.

кроме того, на территории рм отмечается ин-
фицированность полевой, лесной мышей и объектов 
внешней среды (талая вода, погадки хищных птиц) 
возбудителем туляремии.

 на территории рм возможны сочетанные при-
родные очаги глпс, лептоспирозов и туляремии. 
задачей зоологической группы является продолже-
ние изучения эпизоотологической обстановки по 
определению зон природно-очаговых инфекционных 
заболеваний для своевременного проведения профи-
лактических мероприятий.  

удк 616.61-002.151(471.33)

Т.а.Чурбанова

ПрироднЫе оЧаГи ГеМорраГиЧеСКоЙ ЛиХорадКи С ПоЧеЧнЫМ СиндроМоМ  
В реСПУБЛиКе МордоВиЯ

ФГУЗ «Центр гигиены и эпидемиологии в республике Мордовия», Саранск

проведено ландшафтно-экологическое районирование природных очагов глпс, выделено 3 зоны и 13 при-
родных очагов на территории рм. определены места заражения людей и показатели коллективного иммунитета 
к глпс в ряде природных очагов. проведено эпизоотологическое обследование, инфицированы хантавирусом 
4,1 % грызунов. постоянный мониторинг за природными очагами глпс необходим для проведения своевремен-
ной заблаговременной профилактики этого заболевания.

Ключевые слова: глпс, природные очаги, ландшафтно-экологическое районирование, эпизоотологическое 
обследование.
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T.A.Churbanova 

HFRS Natural Foci in the Republic of Mordovia

Center of Hygiene and Epidemiology in the Republic of Mordovia, Saransk

The landscape-ecologic zoning of HFRS natural foci was carried 
out. Three zones and 13 natural foci were ear-marked in the territory of the 
Republic of Mordovia. Places where people can be infected and the indices of 
HFRS immunity of the community in some natural foci were determined. As 

a result of epizootiologic investigation it was stated that 4.1 % of rodents were 
infected by Hantavirus. Continuous monitoring of HFRS natural foci is neces-
sary to carry out modern preliminary prophylactics of this disease.

Key words: HFRS, natural foci, landscape-ecologic zoning, epizootio-
logic investigation 
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саратовского государственного медицинского инсти-
тута, он поступил на работу в лабораторию эпиде-
миологии всесоюзного научно-исследовательского 
противочумного института «микроб», где в течение 
трех лет работал под руководством известного эпи-
демиолога а.к.акиева. 

с 1964 по 1967 год в.н.метлин обучался в аспи-
рантуре у доктора медицинских наук, профессора 
в.в.акимовича, талантливого ученого – иммуноло-
га и микробиолога и под его руководством защитил 
кандидатскую диссертацию, посвященную изучению 
роли «мышиного» токсина в вирулентности и имму-
ногенности возбудителя чумы. в.н.метлиным впер-
вые была разработана технология получения чумной 
видоспецифической антитоксической сыворотки.

в 1970–1972 гг. он участвовал в организации 
и проведении противохолерных мероприятий на 
вспышках холеры в астрахани, одессе и волгограде, 
проявив себя талантливым организатором и специа-
листом по холере. 

в 1973 г. в.н.метлин был приглашен на работу 
в волгоградский научно-исследовательский проти-
вочумный институт, где ему удалось в короткий срок 
организовать новую лабораторию иммунологии, ко-
торую он возглавлял 8 лет.

с 1980 по 1995 год работая в лабораториях ин-
дикации, иммунодиагностики, в.н.метлин решал ак-
туальные  научно-практические вопросы специфи че-
ской индикации, лабораторной диагности ки и профи-
лактики особо опасных инфекций, проводил обучение 
врачей-бактериологов по вопросам специфической 

индикации возбудителей особо опасных инфекций. 
в течение 14 лет являлся заместителем председателя 
волгоградского отделения всероссийского общества 
микробиологов, эпидемиологов и паразитологов. 

в.н.метлин внес большой вклад в организацию 
и четкую работу отдела подготовки специалистов. 
под его руководством было разработано 5 учебных 
программ и учебных планов, налажена четкая рабо-
та на курсах специализации врачей-бактериологов, 
биологов и лаборантов по особо опасным инфекци-
ям и на курсах повышения квалификации врачей-
бактериологов и эпидемиологов по вопросам про-
тиводействия биотерроризму. в.н.метлин является 
автором 131 научной работы, 4 авторских свиде-
тельств на изобретения российской Федерации, 15 
инструктивно-методических документов.

за последние 5 лет с его участием были разрабо-
таны учебное пособие «опасные инфекционные забо-
левания», практическое пособие и руководство по во-
просам противодействия биотерроризму и специфиче-
ской индикации патогенных биологических агентов.

за высокие профессиональные качества, научные 
достижения и внедрение результатов научных иссле-
дований в практику, а также большой личный вклад в 
обеспечение санитарно-эпиде мио ло ги че ско го благо-
получия населения российской Федерации в.н.метлин 
награжден медалью «ветеран труда», нагрудным зна-
ком «отличник здравоохранения», почетными грамо-
тами Фгуз «волгограднипчи» роспотребнадзора. 
виктор николаевич – один из ведущих специалистов 
института в области микробиологии и специфической 
индикации возбудителей особо опасных инфекций. 
его научная эрудиция, профессионализм, высокая ра-
ботоспособность, доброжелательное и уважительное 
отношение к коллегам по работе, организаторский и 
педагогический талант вызывают заслуженное уваже-
ние сотрудников волгоградского научно-исследова-
тель ско го противочумного института, противочумных 
и других учреждений здравоохранения.

редакционная коллегия журнала и коллектив 
российского научно-исследовательского противочум-
ного института «микроб» желают в.н.метлину креп-
кого здоровья, семейного благополучия, дальнейших 
успехов в науке и практической деятельности.

ЮБиЛеи

К 70-ЛеТиЮ ВиКТора ниКоЛаеВиЧа МеТЛина

16 июня 2008 года ис-
полнилось 70 лет виктору 
николаевичу метлину, стар-
шему научному сотрудни-
ку волгоградского научно-
иссле до ва тель ско го противо-
чумного института. из них 
47 лет он посвятил научно-
практической и педагогиче-
ской работе в противочум-
ной системе.
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правление от учреждения, в котором она выполне-
на, экспертное заключение и лицензионный договор 
о предоставлении права использования произведе-
ния (договор размещен на сайте роснипчи «микроб»  
http://www.microbe.ru).

2. размер статей (включая таблицы, резюме и список 
литературы) не должен превышать у оригинальных – 8 стр., 
обзоров – 12–14 стр., кратких сообщений – 4–5 стр.

3. к оригинальным, проблемным статьям, обзорам и 
кратким сообщениям должны прилагаться резюме (не бо-
лее 10 строк) и ключевые слова.

4. в начале статьи указываются: инициалы и фами-
лия авторов, название работы, названия учреждений – 
мест работы всех авторов статьи и их почтовые адреса 
с указанием индекса, адрес электронной почты автора, с 
которым следует вести переписку. статья должна быть 
подписана всеми авторами.

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

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

7. таблицы не должны дублировать графики, должны 
иметь краткое название, быть компактными, с «шапками», 
точно отражающими содержание граф. числа в таблицах 
должны быть статистически обработаны и соответство-
вать таковым в тексте.

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

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

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

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

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

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

12. литература (в оригинальных статьях – не более 15 
источников, проблемных и обзорах – не более 50, кратких 

сообщениях – не более 5–8) печатается в алфавитном поряд-
ке (сначала русские авторы, потом – иностранные). в тексте 
дается ссылка на порядковый номер списка (в квадратных 
скобках), а не на фамилию и годы. Фамилии иностранных 
авторов в тексте даются в иностранной транскрипции.

в списке литературы приводятся авторы работы, на-
звание статьи, название журнала или сборника, год, но-
мер, страницы. названия журналов должны быть сокра-
щены в соответствии со стилем, принятом в Index Medicus  
(http://www.nlm.nih.gov). для книг, диссертаций и патен-
тов давать точное название. в ссылках на статьи, приня-
тые в печать, но еще не опубликованные, нужно указать 
«(в печати)». при этом авторы должны получить пись-
менное разрешение на упоминание таких статей и под-
тверждение, что они действительно приняты к публика-
ции. информация из рукописей, представленных, но еще 
не принятых в печать, должна обозначаться в тексте как 
«(неопубликованные наблюдения)» (обязательно наличие 
согласия автора). ссылки должны быть сверены авторами 
с оригинальными документами. 

например, статьи в журналах:
Halpern S.D. Ubel P.A., Caplan A.L. Solid-organ trans-

plantation in HIV-infected patients. N. Engl. J. Med. 2002; 
347:284-7.

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

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

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

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

translator. Vienna (Austria): Springer-Verlag; 1991. 203 p.
13. редакция оставляет за собой право редактировать 

статьи, сокращать или исправлять, а также публиковать их 
в виде кратких сообщений (4–5 стр. текста с резюме и ли-
тературой без рисунков и таблиц). вся работа проводится 
по авторскому оригиналу.

14. статьи, отклоненные по рецензии, авторам не 
возвращаются (посылается только сообщение о решении 
редколлегии).

15. при невыполнении настоящих правил статьи не 
принимаются и отсылаются авторам на дооформление.

16. Требования к электронным вариантам статей: 
файлы с текстом и подрисуночными подписями должны 
быть в формате DOC (редактор Microsoft Word) или RTF; 
рисунки и фотографии – в отдельных файлах в форма-
те TIFF (разрешение – 300 dpi); диаграммы и графи-
ки должны быть выполнены в программе Excel (в от-
дельных файлах в формате xLS). рисунки, фотографии, 
диаграммы и графики не вставлять в текст в программе 
Microsoft Word.

статьи направлять по адресу: 
410005, саратов, университетская, 46, российский 

научно-иссле до вательский противочумный институт 
«микроб». тел. (845-2) 51-82-22. Факс (845-2) 51-52-12. 
E-mail: microbe@san.ru
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