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в обзоре проведен анализ литературы, посвященной современным представлениям о феномене везикуляции 
и его биологической роли у патогенных бактерий – возбудителей особо опасных инфекций человека. обобщены 
данные о продукции, строении, композиционном составе и функциях везикул наружных мембран (OMV – outer 
membrane vesicles) бактерий. в последние годы резко возрос интерес исследователей к образованию сфериче-
ских структур (так называемых пузырьков или везикул) из внешней мембраны грамотрицательных бактерий. 
такие структуры окружены двойным слоем фосфолипидной мембраны, внешний слой которой обогащен моле-
кулами липополисахарида. внутреннее пространство везикул может включать различные антигены, рецепторы, 
адгезины, токсины, ферменты, порины и др. образование везикул наружными мембранами бактерий признано 
нормальным физиологическим проявлением жизнедеятельности бактерий, направленным на адаптацию к усло-
виям окружающей среды. изучение биологической роли OMV показало их связь с патогенезом и иммуноге-
незом заболеваний бактериальной природы. в обзоре приведены сведения об особенностях индукции, компо-
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Ключевые слова: везикулы наружной мембраны, особо опасные инфекции, патогенез, иммуногенез, вакцины.

Корреспондирующий автор: Аронова Надежда Валентиновна, e-mail: info@tularemia.ru.
Для цитирования: Аронова Н.В., Павлович Н.В., Цимбалистова М.В., Головин С.Н., Анисимова А.С. Роль везикул наружных мембран 

возбудителей особо опасных инфекций в патогенезе и иммуногенезе инфекционного процесса. Проблемы особо опасных инфекций. 2021; 4:6–15.  
DOI: 10.21055/0370-1069-2021-4-6-15

Поступила 02.10.2020. Отправлена на доработку 09.11.2020. Принята к публ. 02.04.2021.

N.V. Aronova1, N.V. Pavlovich1, M.V. Tsimbalistova1, S.N. Golovin2, A.S. Anisimova1

the Role of Outer Membrane Vesicles of Agents of Particularly Dangerous Infections  
in the Pathogenesis and Immunogenesis of Infectious Process
1Rostov-on-Don Research Anti-Plague Institute, Rostov-on-Don, Russian Federation;  
2Don State Technical University, Rostov-on-Don, Russian Federation

Abstract. The literature review is devoted to the modern concepts of the vesiculation phenomenon and its biologi-
cal role in pathogenic bacteria – causative agents of particularly dangerous human infections. Data on the production, 
structure, composition, and functions of the outer membrane vesicles (OMV) of bacteria have been summarized. In 
recent years, the interest of researchers in the formation of spherical structures (so called bubbles or vesicles) from outer 
membrane of gram-negative bacteria has significantly increased. Such structures are surrounded by the double layer of 
a phospholipid membrane, the outer layer of which is enriched with lipopolysaccharide molecules. The inner space of 
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the outer membranes of bacteria is recognized as a normal physiological manifestation of bacterial activity aimed at ad-
aptation to environmental conditions. The investigation of the biological role of OMV showed their connection with the 
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исследование патогенеза, иммуногенеза и фак-
торов вирулентности возбудителей особо опасных 
болезней (оои) всегда являлось приоритетным на-
правлением в изучении бактериальных инфекций. 
однако, несмотря на достигнутые успехи, некоторые 
аспекты взаимодействия «паразит – хозяин» до сих 
пор остаются до конца не выясненными. сложность 
изучения этих вопросов обусловлена тем, что виру-
лентность бактерий реализуется сложным действи-
ем целого набора детерминант, экспрессирующихся 
преимущественно in vivo. большинство известных 
факторов вирулентности возбудителей особо опас-
ных инфекций: чумы, туляремии, бруцеллеза, холеры 
и др. – в значительной мере связаны со строением и 
функциями поверхностных структур бактерий [1, 2].  
так, клеточная стенка бактерий участвует во многих 
метаболических и биосинтетических процессах, в 
трансформации энергии и активном транспорте ве-
ществ, выполняет рецепторную и барьерную функ-
ции. более того, именно поверхностные структуры 
микробной клетки осуществляют первый этап взаи-
модействия с защитными факторами хозяина, моду-
лируя их ответ и обеспечивая свое выживание в не-
благоприятных условиях макроорганизма. у многих 
вирулентных бактерий компоненты наружных мем-
бран ответственны за токсический эффект и развитие 
тяжелого инфекционного процесса, т.е. они играют 
важную роль в реализации патогенного потенциала 
возбудителей инфекционных заболеваний [3]. 

в последние годы резко возрос интерес исследо-
вателей к явлению отшнуровывания от внешней мем-
браны грамотрицательных бактерий так называе мых 
«пузырьков» или везикул (OMV – outer membrane 
vesicles), которое в зарубежной литературе получи-
ло название «блеббинг». впервые образование таких 
структур описано у кишечной палочки и возбудителя 
холеры в 1966–1967 гг. [4, 5]. в 1999 г. T.J. Beveridge 
опубликовал работу, где обобщил разрозненные дан-
ные и показал существование процесса везикуляции 
у широкого круга грамотрицательных бактерий [6]. 
образование везикул наружной мембраны при-
знали нормальным физиологическим проявлением 
жизнедеятельности бактерий, не связанным с их 
деградацией. дальнейшее изучение биологической 
роли везикул наружных мембран показало их связь с 
пато- и иммуногенезом заболеваний бактериальной 
природы [7–9]. позже появились работы о наличии 
блеббинга и у грамположительных бактерий, что 
свидетельствует об универсальности этого явления 
для функционирования микробной клетки [10].

как установлено, везикулы грамотрицательных 
бактерий представляют собой отпочковывающиеся 
во внешнюю среду участки наружной мембраны с за-
хватом части периплазматического содержимого [8]. 
такие структуры окружены двойным слоем фосфо-
липидной мембраны, внешний слой которой обога-

щен молекулами липополисахарида (лпс). кроме 
того, как в составе мембраны, так и во внутреннем 
пространстве везикулы могут содержать биологи-
чески активные молекулы, например различные 
антигены, токсины, ферменты, порины, адгезины и 
рецепторы [7, 11]. ранее считалось, что OMV несут 
только компоненты мембран и содержимое пери-
плазматического пространства, однако позднее было 
обнаружено, что в «пузырьках» могут находить-
ся цитоплазматические белки, а также рнк и днк  
микроба [12].

отделившись от бактериальной клетки, везику-
лы служат транспортными средствами для передачи 
факторов колонизации, патогенности и модуляции 
защитного ответа хозяина. как показано, OMV осу-
ществляют доставку токсинов к клеткам-мишеням, 
что является мощным механизмом вирулентно-
сти [13]. преимущества такой системы секреции раз-
нообразны и направлены на максимальную колониза-
цию экологической ниши, будь то организм хозяина, 
условия микробного сообщества или окружающей 
среды. в частности, везикулы создают защиту бел-
ковым компонентам (бактериальным ферментам или 
токсинам) от действия внешних протеаз чужеродного 
происхождения. во-вторых, содержимое OMV пред-
ставляет собой концентрированную форму факторов 
бактериальной клетки в их нативной конформации и 
окружении, формируя паттерны биологически актив-
ных молекул (PAMPs), что существенно повышает 
эффективность их воздействия. в-третьих, бактерии 
могут дистанционно воздействовать на среду оби-
тания, без непосредственного присутствия в точке 
взаимодействия, что энергетически более выгодно, 
увеличивает скорость колонизации и обеспечивает 
большую устойчивость патогена к факторам неспеци-
фической защиты хозяи на. наконец, присутствие на 
поверхности везикул рецепторов или адгезинов по-
зволяет осуществлять адресное взаимодействие со 
специфическими мишенями [11]. 

образование везикул является регулируемым 
индуцибельным процессом, направленным на вы-
живание и адаптацию бактерий к изменяющимся 
условиям среды. при возникновении стрессовых 
воздействий (обедненная питательная база, измене-
ние температуры, защита от фагов и антимикробных 
веществ, агрессивная среда макроорганизма) микро-
бы отвечают повышением уровня везикуляции [7]. 
следует обратить особое внимание, что при оди-
наковых условиях у патогенных бактерий процесс 
везикуляции идет более интенсивно по сравнению 
с непатогенными микроорганизмами. так, энтеро-
токсигенная Escherichia coli (ETEC) продуцирует 
примерно в 10 раз больше везикул, чем непатоген-
ная кишечная палочка [14]. лейкотоксичные штам-
мы Actinobacillus actinomycetemcomitans образуют в 
25 раз больше везикул, чем нелейкотоксичные [15]. 
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согласно экспериментальным данным некоторых 
исследователей, в макроорганизме бактерии с гипер-
везикуляцией имеют существенные преимущества в 
выживаемости [7]. 

с помощью формирования и высвобождения ве-
зикул из бактериальной клетки значительно возрас-
тает способность патогена к преодолению механиз-
мов природного и адаптивного иммунитета хозяина. 
например, связывание нормальных или специфиче-
ских антител везикулами при инфекционном про-
цессе сопровождается уменьшением опсонизации 
живых микробов, что приводит к увеличению их 
резистентности к бактерицидному действию сыво-
ротки и снижению эффективности фагоцитоза [7]. 
взаимодействие OMV с клетками хозяина может 
подавлять нормальный или индуцировать патоло-
гический цитокиновый ответ на внедрение инфек-
ционного агента, обеспечивая ему благоприятные 
условия для пролиферации и приживления в тканях-
мишенях [7, 13].

как установлено, биологическая активность ве-
зикул определяется их композиционным составом, 
который, в свою очередь, зависит как от вида микро-
организма, так и от условий их образования (макро-
организм, питательные среды с различным составом 
и др.) [7]. интересно, что бактериальная клетка мо-
жет варьировать включением тех или иных компо-
нентов в везикулы, обеспечивая либо усугубление 
тяжести течения инфекционного процесса, либо ин-
дукцию выраженного иммунного ответа. например, 
фракция лпс в составе везикул может обладать по-
вышенным токсическим потенциалом по сравнению 
с лпс бактериальной клетки. в литературе описаны 
как модификации химической структуры везикуляр-
ных лпс, так и избирательные включения в OMV 
более токсичной субпопуляции молекул липополиса-
харида [7]. кроме того, «пузырьки» содержат более 
высокую концентрацию биополимера, являясь как 
ключевыми источниками лпс для активации вос-
паления, так и «приманками», связывающими рас-
творимые факторы защиты макроорганизма [7, 13]. 
показано также, что они могут уменьшать уровень 
мембраносвязанной экспрессии CD14 на поверхно-
стях макрофагов, приводя к снижению их способно-
сти запускать продукцию цитокинов, т.е. непосред-
ственно участвовать в патогенезе инфекции [13].

разнообразный набор антигенов белковой и ли-
пополисахаридной природы, которые несут в себе 
везикулы, может индуцировать адаптивный иммуни-
тет (образование специфических антител, активацию 
клеток иммунологической памяти и т.д.). в связи с 
этим в настоящее время ведутся интенсивные иссле-
дования по созданию вакцин на основе бактериаль-
ных OMV. везикулярные препараты обладают еще 
рядом преимуществ: биобезопасность, внутренняя 
адъювантность, представление антигенов в макси-
мально нативной конформации и отсутствие воздей-
ствия на микробиоту хозяина [16]. иллюстрацией 
успехов в этом направлении является разработка и 

внедрение в клиническую практику везикулярной 
вакцины против менингококков [17].

таким образом, анализ данных литературы убе-
дительно свидетельствует о важном вкладе везикул 
бактерий в патогенез и иммуногенез инфекционного 
процесса. в связи с этим актуальным является изуче-
ние данного явления у возбудителей особо опасных 
инфекций человека, многие факторы вирулентности 
которых до настоящего времени не идентифициро-
ваны.

Холера. наибольшее количество исследований 
блеббинга у возбудителей особо опасных инфекций 
относятся к возбудителю холеры – Vibrio cholerae. 
как уже упоминалось, еще в 1967 г. S.N. Chatterjee и 
J. Das с помощью электронной микроскопии обнару-
жили многочисленные выпячивания мембраны у хо-
лерных вибрионов и присутствие отпочкованных от 
мембраны сферических мешочков (sac-like structures) 
диаметром преимущественно 600–800 Å [5]. авторы 
предположили, что этот процесс является секретор-
ным механизмом V. cholerae и связан с выделением 
холерного токсина. в настоящее время установлено, 
что такие факторы вирулентности холерного вибрио-
на, как холерный токсин и гемолизин, выделяются 
бактериальной клеткой как в свободном виде через 
систему секреции 2-го типа, так и ассоциированны-
ми с везикулами наружной мембраной [18–20]. эти 
способы доставки токсина к мишеням не являются 
конкурентными, так как реализуются разными меха-
низмами взаимодействия с рецепторами организма 
хозяина. с помощью OMV V. cholerae секретирует 
и другие биологически активные протеазы, кото-
рые могут играть роль в цитотоксических и воспа-
лительных реакциях [21, 22]. система выделения 
факторов агрессии с помощью везикул позволяет 
снизить реакцию макроорганизма на биологически 
активные молекулы живой микробной клетки, обе-
спечивая ей преимущества в выживании in vivo. так, 
например, OMV V. cholerae (в том числе и несущие 
цитолизин) индуцируют продукцию микрорнк 
miR-146a, которая подавляет реакции врожденного 
иммунного ответа и предотвращает развитие воспа-
ления в слизистой оболочке кишечника. в противо-
положность этому, свободная форма токсина, наобо-
рот, выраженно стимулирует образование воспали-
тельных факторов, таких как интерлейкин-8 (IL-8), 
фактор некроза опухоли-α (TNF-α), CCL20, IL-1β и 
IRAK2в [23]. помимо детерминант вирулентности, 
OMV холерного вибриона содержат белки с другими 
биологическими функциями: способствующие росту 
бактериальных клеток, участвующие в кишечной ко-
лонизации у кроликов и в образовании матрицы био-
пленки, а также различные субстраты секреторной 
системы 2-го типа [24]. OMV V. cholerae несут в себе 
также молекулы лпс и рнк [25]. T. Song et al. (2008) 
установили, что процесс формирования везикул у 
возбудителя холеры может регулироваться посред-
ством малой рнк, получившей название VrrA (Vibrio 
regulatory RNA of OmpA), которая активируется в от-
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вет на стресс бактериальной оболочки [26]. действие 
этой регуляторной мрнк направлено на подавление 
производства белка OmpA, что приводит к повы-
шению продукции везикул у холерного вибриона. 
другая группа исследователей (F.G. Zingl et al., 2020) 
установила, что на ранней стадии инфекции у мле-
копитающих происходит подавление транспортера 
фосфолипидов VacJ/Yrb, приводящее к стимуляции 
блеббинга V. cholerae. гипервезикуляция позволяет 
быстро изменить состав бактериальной мембраны, 
накапливая в ней модифицированный глицином ли-
пополисахарид (лпс) и уменьшая количество пори-
на OmpT. такая адаптация повышает устойчивость 
бактерий к антимикробным пептидам и желчи, что 
способствует колонизации кишечника хозяина [27].

важной функцией везикул холерного вибрио-
на является также их участие в образовании био-
пленки [28]. однако роль OMV в экологии V. chole-
rae этим не исчерпывается. известно, что холер-
ные вибрионы способны выживать и размножаться 
симбиотически в водной свободноживущей амебе 
Acanthamoeba castellanii, которая может выполнять 
функцию хозяина для V. cholerae в окружающей сре-
де [29]. согласно данным S.P. Valeru et al. (2014), ги-
первезикулирующий мутант V. cholerae с нарушени-
ем синтеза белка а (OmpA) наружной мембраны не 
только достоверно увеличивал выживание вибрио-
нов при совместном культивировании с амебами, но 
и подавлял жизнеспособность A. castellanii, даже при 
их обработке бесклеточной везикулярной фракцией. 
таким образом, OMV могут являться фактором ви-
рулентности для простейших [30]. кроме того, пока-
зано, что везикулы V. cholerae могут играть роль ло-
вушек и защищать бактерии от лизиса фагами [31]. 

анализ результатов исследований везикул 
V. cholerae позволил определить новое перспектив-
ное направление – создание на их основе вакцинного 
препарата. активная работа ученых в этой области 
принесла несомненные успехи. например, доказа-
но, что иммунизация мышей везикулами наружной 
мембраны вызывает у них длительный иммунитет, 
полностью защищающий от повторного заражения 
[32, 33]. установлено, что протективные антитела 
после иммунизации везикулярной вакциной направ-
лены против о-антигена и обеспечивают подавление 
подвижности вибрионов. интересно отметить, что 
для ограничения моторики вибрионов требовались 
именно антитела типа G [34]. в настоящее время 
продолжается работа по поиску способов снижения 
нежелательных эффектов OMV-вакцины V. cholerae. 
как уже обнаружено, обработка препарата ретино-
идной кислотой уменьшала токсические и воспали-
тельные реакции на везикулярную вакцину, но не 
влияла на ее иммунногенность [35].

Чума. в отличие от холерного вибриона, дан-
ные о роли везикуляции в жизнедеятельности других 
возбудителей особо опасных инфекций весьма огра-
ничены. возможно, это объясняется трудностями 
изучения внутриклеточных инфекционных агентов, 

которыми являются возбудители чумы, туляремии, 
бруцеллеза, сапа и мелиоидоза. например, только 
относительно недавно описана продукция везикул 
наружной мембраны у чумного микроба [36, 37].  
как оказалось, Yersinia pestis образует везикулы со 
средним размером около 100 нм, содержащие свя-
занные с вирулентностью белки наружной мембра-
ны, в том числе адгезин Ail, внешний фимбриаль-
ный F1-антиген и каталитически активную протеазу 
Pla, которая способна активировать плазминоген и 
деградацию α2-антиплазмина [37]. J.L. Eddy et al. 
(2014) показали, что количество белков, ассоции-
рованных с OMV, высвобождаемых Y. pestis, зна-
чительно повышается при 37 °C по сравнению с 
26 °C, а также увеличивается в ответ на мембранный 
стресс и мутации в генах, кодирующих RseA, Hfq и 
липопротеин брауна (Lpp). кроме того, авторы по-
казали, что OMV Y. pestis способны связываться с 
компонентами внеклеточного матрикса, такими как 
фибронектин и ламинин. эти данные предполага-
ют, что Y. pestis может продуцировать OMV во вре-
мя инфекции млекопитающих, а секреция Pla через 
высвобождение OMV способна оказывать влияние 
на исход инфекции посредством взаимодействий с 
такими субстратами Pla, как плазминоген и лиганд 
Fas [37]. установлено также достоверное повышение 
везикуляции у чумного микроба при воздействии 
таких неблагоприятных факторов, как бактериофаг 
покровской и гентамицин [38]. 

в настоящее время проводятся исследования по 
созданию на основе везикул противочумного вак-
цинного препарата [39, 40]. одна из вакцин разра-
батывается на основе высокостабильных микрове-
зикул безвредной комменсальной бактерии человека 
Bacteroides thetaiotaomicron (Bt). рекомбинантый 
штамм Bt специально сконструирован для экспрес-
сии основных протективных антигенов возбуди-
теля чумы – фракции 1 (F1) и LcrV (V-антигена). 
исследователи показали, что везикулы полученного 
штамма Bt стабильно содержали F1 в мембранном 
слое и V-антиген в их просвете. более того, антиге-
ны представлены в активной иммуногенной форме, 
так как введение вакцинных OMV интраназально 
приматам (Macaca fasciculuaris) вызывало нараста-
ние титра специфических иммуноглобулинов IgG в 
крови и IgA в верхних и нижних дыхательных путях. 
пул выявленных антител содержал фракцию, обла-
дающую бактерицидными свойствами в отношении 
Y. pestis. вакцинный препарат также характеризо-
вался высокой стабильностью, термостойкостью и 
возможностью безыгольной доставки [39]. другим 
перспективным вакцинным кандидатом является 
препарат везикул из мутантного гипервезикули-
рующего штамма чумного микроба, содержащего 
адъювантный малотоксичный липид а (монофосфо-
рил липид а, MPLA). помимо этого, авторы повы-
сили иммуногенность мутанта с помощью введения 
плазмидного вектора, повышающего продукцию 
LcrV-антигена Y. pestis и уменьшающего количество 
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мышиного токсина и активатора плазминогена Pla. 
вакцинация OMV, содержащими MPLA и повышен-
ное количество LcrV, стимулировала клеточный и 
гуморальный иммунный ответ, а также обеспечива-
ла полную защиту мышей от подкожного заражения 
8·105 кое и интраназального заражения вирулент-
ным Y. pestis 5·103 кое [40].

Туляремия. Francisella tularensis является воз-
будителем тяжелого заболевания широкого круга 
хозяев, включая человека. однако, несмотря на мно-
голетние исследования, вопросы высокой патоген-
ности туляремийного микроба открыты, а факторы 
вирулентности не идентифицированы. до настоя-
щего времени остается проблемным вопрос о том, 
что при скудной обсемененности организма кролика 
животные погибают от заражения 1 м.к. F. tularensis 
subsp. tularensis (nearctica) [41]. в связи с этим од-
ним из подходов к решению проблемы может быть 
выяснение роли везикул туляремийного микроба в 
патогенезе и иммуногенезе туляремийной инфекции. 
большинство исследований везикул франциселл вы-
полнены на слабопатогенном подвиде F. tularensis 
subsp. novicida или вакцинном штамме F. tularensis 
[42–44]. отличительной особенностью продукции 
везикул туляремийного микроба является наличие 
двух видов OMV. показано, что бактерии формиру-
ют не только сферические OMV, характерные для 
многих микробов, но и нетипичные палочковидные 
структуры, обозначаемые как tubes. биологическая 
роль этих образований в настоящее время точно не 
установлена, однако, предположительно, они могут 
играть роль при взаимодействии с клетками хозяи-
на [43]. результаты наших экспериментов по изуче-
нию продукции везикул возбудителем туляремии при 
различных условиях культивирования (питательные 
среды, температура выращивания) подтвердили об-
разование у F. tularensis мембранных образований в 
виде сфер и трубочек. 

согласно данным W.D. McCaig et al. (2013), 
процесс образования везикул у франциселл и их со-
став являются регулируемыми и зависят от фазы ро-
ста культуры, среды выращивания, наличия клеток 
хозяи на и других факторов [43]. исследования регу-
ляции образования OMV показали, что дефицит ци-
стеина и других незаменимых аминокислот приводит 
к повышенному блеббингу, тогда как гиповезикули-
рующие мутанты являются дефектными в ответе на 
этот сигнал. таким образом, аминокислотное голода-
ние, с которым сталкивается франциселла во время 
инвазии в клетке хозяина, может регулировать выра-
ботку этих мембранных структур [45]. интересные 
данные получены C. Siebert et al. (2019), которые 
обнаружили, что нарушение утилизации железа 
(делеция в гене fupA/B, кодирующим Fer-Utilization 
Protein) приводит к повышенному образованию ве-
зикул и резистентности к фторхинолонам и гентами-
цину как у мутанта вакцинного штамма (F. tularensis 
LVS), так и у мутанта высоковирулентного штамма 
subsp. tularensis Schu [46]. на модели дефектного по 

утилизации железа штамма LVS авторы показали, 
что везикулы являются ключевым элементом фор-
мирования биопленки, которая и обеспечивает, по их 
мнению, антибиотикоустойчивость к хинолонам и, 
возможно, персистенцию возбудителя [46]. OMV ту-
ляремийного микроба содержат большое количество 
биологически активных молекул: лпс, различные 
ферменты, а также белки, участвующие в процес-
сах патогенеза и выживания внутри клеток хозяина 
[42, 43, 47]. например, липаза FtlA F. tularensis с до-
казанной ролью в инфицировании клеток хозяина 
in vivo секретируется во внеклеточную среду как 
компонент везикул наружной мембраны [47]. при 
дальнейшем анализе с помощью электронной ми-
кроскопии установлено, что FtlA-содержащие OMV 
прикреплены к мембране клетки-хозяина. эти дан-
ные свидетельствуют о том, что липаза FtlA способ-
ствует адгезии и проникновению F. tularensis внутрь 
клеток макроорганизма [47]. важная роль везикул в 
развитии патогенеза туляремийной инфекции про-
демонстрирована в опубликованной в 2019 г. работе 
J. Klimentova et al. [48]. при моделировании условий 
среды макроорганизма во время воспаления (высо-
кая температура и низкий рн) авторы наблюдали у 
клинического изолята F. tularensis subsp. holarctica 
увеличение в несколько раз скорости образования 
везикул и значительное изменение содержания бел-
ка. протеомный анализ показал, что в композиции 
белков, избирательно включенных в состав везикул в 
ответ на стрессовые условия, присутствуют извест-
ные факторы вирулентности F. tularensis, связан-
ные с внутриклеточным переносом этих бактерий. 
выраженные изменения также наблюдались в коли-
честве белков, участвующих в биосинтезе и метабо-
лизме структурных компонентов лпс (о-антигена, 
липида а), фосфолипидов и жирных кислот [48]. 

в настоящее время предпринимаются попытки 
получения бесклеточной туляремийной везикуляр-
ной вакцины, где в качестве продуцента предложен 
гипервезикулирующий мутант E. coli, в который 
рекомбинирован 17-kb кластер генов от F. tularen-
sis subsp. tularensis (тип A) Schu S4 [49]. авторами 
получены везикулы, несущие на своей поверхности 
о-полисахарид туляремийного микроба, который 
является как фактором вирулентности туляремий-
ного микроба, так и специфическим антигеном, 
индуцирующим в-клеточный ответ. иммунизация 
мышей BALB/с препаратом вызывала индукцию сы-
вороточных антител IgG и Igа дыхательного тракта, 
специфичных к о-полисахариду F. tularensis. более 
того, зарегистрированы увеличение средней про-
должительности жизни животных при заражении 
F. tularensis Schu S4 и полная защита при заражении 
вакцинным штаммом [49]. 

Бруцеллез. везикулы у бруцелл впервые были 
обнаружены C. Gamaso et al. в 1987 г. [50], однако 
роль OMV в жизнедеятельности этих микроорганиз-
мов до сих пор изучена недостаточно. так, в диссер-
тационной работе м.м. сальниковой (2013) показа-
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но, что в ответ на действие тетрациклина вакцинный 
штамм Brucella abortus 82 отвечает повышенной 
везикуляцией, позволяющей ему приспособиться к 
негативному воздействию антибиотика и сохранить 
жизнеспособность. имеются данные о том, что кро-
ме адаптации к факторам внешней среды везикулы 
B. abortus способствуют интернализации бактерий в 
человеческие моноциты и подавляют их врожденный 
иммунный ответ, что, несомненно, способствует дли-
тельной персистенции бруцелл в клетках хозяина [51].  
некоторые исследователи предполагают, что везику-
лы наружной мембраны могут участвовать в прояв-
лении гестационных осложнений бруцеллеза [52]. 

при изучении композиционного состава OMV 
бруцелл с помощью протеомного анализа показано 
наличие в их составе широкого спектра известных 
белков-иммуногенов [53]. установлена также важ-
ная роль включения полноценного лпс в состав 
везикул, что обеспечивает им устойчивость к агрес-
сивным факторам среды и сохранение иммуноген-
ного потенциала OMV [54]. разным исследователь-
ским группам удалось доказать, что везикулы как 
B. melitensis, так и B. аbortus стимулировали индук-
цию иммунных реакций у мышей: пролиферативный 
ответ и продукцию IFNγ спленоцитами, выработку 
высоких титров специфических антител, реакции 
клеточного иммунитета и протекцию от заражения 
вирулентными штаммами [55–57]. поэтому OMV 
бруцелл являются перспективными кандидатами для 
создания противобруцеллезной вакцины.

Сап и мелиоидоз. Burkholderia mallei и 
Burkholderia pseudomallei – возбудители таких тяже-
лых заболеваний человека, как сап и мелиоидоз, па-
тогенетические особенности которых изучены недо-
статочно. в последние годы появились работы, по-
священные изучению процессов везикуляции у этих 
бактерий. как установлено, везикулы B. pseudomallei 
имеют размер от 50 до 250 нм и содержат лпс, кап-
сульный полисахарид и разнообразные белки, в том 
числе и иммуногенные [58], что дало основания рас-
сматривать их в качестве вакцинных кандидатов. 
в настоящее время не существует лицензирован-
ной вакцины против сапа и мелиоидоза, поэтому 
ее разработка весьма актуальна. результаты экспе-
риментов продемонстрировали, что иммунизация 
мышей и макак-резусов везикулами B. pseudomallei 
индуцирует выработку у них специфических за-
щитных антител и клеточного иммунитета, а также 
обеспечивает значительную защиту мышей от аэро-
зольного заражения и острого летального сепсиса 
[59, 60]. на модели макак-резусов было продемон-
стрировано, что везикулярная вакцина, стимулируя 
выработку специфических антител, не обладает 
токсичностью и реактогенностью для лаборатор-
ных животных [61]. более того, иммунизация OMV 
возбудителя мелиоидоза давала защиту у мышей и 
нечеловекообразных приматов против аэрозольного 
заражения близкородственным патогеном B. mallei – 
возбудителем сапа [62]. в качестве вакцины против 

B. mallei исследованы также OMV из аттенуирован-
ных штаммов другого близкородственного микро-
ба – B. thailandensis. полученный везикулярный 
препарат оказался наиболее перспективным даже по 
сравнению с везикулами B. pseudomallei. он вызы-
вал наибольший антительный ответ и обеспечивал 
полную протекцию мышей от аэрозольной инфек-
ции [63].

Сибирская язва. долгое время считалось, что 
способностью к продукции везикул обладают только 
грамотрицательные бактерии. однако в последние 
годы появляется все больше работ, посвященных 
изучению внеклеточных образований у грамполо-
жительных бактерий. они имеют в своей основе 
другой биогенез и строение, но выполняют анало-
гичные функции [10]. так, экстрацеллюлярные ве-
зикулы (EV) возбудителя сибирской язвы (Bacillus 
anthracis) имеют двойную мембрану и диаметр от 
50 до 150 нм [64]. авторы установили, что эти об-
разования могут включать компоненты токсина и 
антролизин. более того, токсинсодержащие везику-
лы визуализированы и внутри макрофагов, инфици-
рованных B. аnthracis. это может свидетельствовать 
в пользу их участия в патогенезе инфекционного 
процесса. на основе EV сибиреязвенного микро-
ба предпринята попытка разработки везикулярной 
вакцины. показано, что иммунизация мышей вези-
кулярным препаратом эффективно индуцировала у 
них продукцию IgM и удлиняла среднюю продолжи-
тельность жизни после заражения B. anthracis Sterne 
strain [64]. 

таким образом, одним из подходов к понима-
нию некоторых нерешенных проблем инфектологии 
может явиться изучение везикулярного аппарата 
патогенных бактерий и его роли в пато- и иммуно-
генезе инфекционных заболеваний. это исследо-
вательское направление, на наш взгляд, обладает 
большим научным потенциалом. анализ данных 
литературы показывает, что везикулы обеспечивают 
бактериям условия, предохраняющие их от воздей-
ствия защитных механизмов хозяина. на примере 
многих бактерий показано, что процесс везикуляции 
является общебиологическим и интенсифицируется 
в макроорганизме. нельзя исключить, что именно 
везикулы являются триггером развития инфекции, 
принимая на себя первый удар мощных факторов 
природного иммунитета хозяина. в частности, ад-
сорбируя на себе нормальные иммуноглобулины 
сыворотки крови, OMV снижают бактерицидное 
действие мембраноатакующего комплекса сыворот-
ки на живую микробную клетку и эффективность ее 
фагоцитоза. модулируя иммунные реакции, везику-
лы могут подавлять цитокиновый ответ и опреде-
лять беспрепятственную диссеминацию бактерий к 
тканям-мишеням. как известно, возбудители особо 
опасных инфекций человека обладают выраженной 
цитокинингибирующей активностью, что позволяет 
им уклоняться от неспецифической защиты хозяина 
на первых этапах инфекции. на более поздних эта-
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пах везикулы могут участвовать в развитии «цито-
кинового хаоса». запуск везикулами необратимого 
каскада патологических реакций, возможно, в не-
которых случаях объясняет слабую эффективность 
этиотропной терапии даже при использовании анти-
бактериальных препаратов, активных в отношении 
патогена. 

особое место в исследованиях везикул зани-
мает оценка перспективности их использования 
в качестве вакцинных кандидатов. уже имеют-
ся данные об успешном клиническом примене-
нии везикулярной вакцины против менингококков. 
экспериментальные испытания на биологических 
моделях OMV-препаратов из различных бактерий, 
включая возбудителей оои, продемонстрировали их 
безопасность и выраженные протективные свойства. 
таким образом, доказана целесообразность дальней-
ших исследований по созданию вакцин нового поко-
ления на основе везикул наружных мембран.

в то же время многие вопросы о везикуляции у 
бактерий, особенно патогенных, остаются открыты-
ми. в первую очередь это относится к композицион-
ному составу и его влиянию на биологические свой-
ства везикул. например, при каких внешних услови-
ях везикулы обогащены протективными антигенами 
или токсическими субстанциями. недостаточно 
изучен вопрос о различиях в процессе везикуляции 
у вирулентных и авирулентных штаммов возбудите-
лей инфекций человека. в настоящее время очевид-
но, что биология микробной клетки in vitro и in vivo 
существенно отличается. при этом установлено, что 
образование OMV наиболее интенсивно идет в орга-
низме хозяина, что создает определенные трудности 
в изучении феномена. в связи с этим поиск экспе-
риментальных моделей, наиболее приближенных к 
макроорганизму, является актуальным, а исследова-
ние везикулярного аппарата патогенных бактерий – 
перспективным.
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раСПроСтранение инфекционнЫх БолеЗней,  
ЗначимЫх для Санитарной охранЫ территории роССийСкой федерации,  

в евроПейСком регионе воЗ
1ФКУЗ «Российский научно-исследовательский противочумный институт «Микроб», Саратов, Российская Федерация;  
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3ФКУЗ «Противочумный центр», Москва, Российская Федерация

в обзоре представлены обобщенные эпидемиологические данные и проанализирована ситуация в странах 
европейского региона всемирной организации здравоохранения (воз) по инфекционным болезням, требующим 
проведения мероприятий по санитарной охране территории российской Федерации. эпидемиологический анализ 
проведен по данным официальных сайтов и периодических изданий воз, европейского бюро воз, министерств 
здравоохранения стран, европейского центра профилактики и контроля заболеваний, других международных 
организаций, а также материалам публикаций в открытом доступе. в работе обобщены и систематизированы 
данные по заболеваемости и территориальному распространению болезней в каждой конкретной стране с по-
зиции возможных рисков для посещающих ее лиц. представленные данные по инфекционным болезням позво-
ляют ориентироваться в вопросах, связанных с риском заражения инфекционными болезнями, определить фак-
торы и сезонность повышенного риска заражения, прогнозировать возможность завоза болезней в российскую 
Федерацию. 

Ключевые слова: особо опасные инфекционные болезни, европейский регион воз, обеспечение санитарно-
эпидемиологического благополучия.
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Abstract. The review presents generalized epidemiological data and the situation on infectious diseases requiring 
measures for the sanitary protection of the territory of the Russian Federation in the countries of the European Region 
of the World Health Organization (WHO). The epidemiological analysis was carried out using data from the official 
websites and periodicals of WHO, the WHO European Office, the ministries of health of countries, the European Center 
for Disease Prevention and Control, other international organizations, as well as materials from publicly available pub-
lications. The review summarizes and systematizes data on the incidence and territorial distribution of diseases in each 
specific country from the standpoint of possible risks for people visiting it. The presented data on infectious diseases 
make it possible to navigate through issues related to the risk of contracting infectious diseases, to determine the factors 
and seasonality of an increased risk of infection, and to predict the possibility of importing diseases into the Russian 
Federation.
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глобализация международной торговли, раз-
витие высокоскоростных транспортных сообще-
ний, рост миграционных потоков, интенсификация 

антропогенного воздействия на среду обитания 
определили высокую уязвимость международного 
сообщества перед лицом угроз и вызовов санитарно-
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эпидемиологического (биологического) характера, 
которые перестали носить гипотетический харак-
тер [1–3]. о масштабах последствий их реализации 
в современный период можно судить исходя из рас-
пространения новой коронавирусной инфекции – 
COVID-19, которая по числу охваченных ей стран 
(более 220) и количеству больных (свыше 183 млн на 
01.07.2021, из них более 3,9 млн летальных случаев) 
многократно превзошла все известные человечеству 
пандемии за последние сто лет [4]. в этих условиях  
особую актуальность приобретает укрепление на 
национальном и международном уровнях систем 
раннего выявления, предупреждения и максимально 
точного прогнозирования потенциальных эпидеми-
ческих событий до перерастания их в чрезвычайные 
ситуации в области общественного здравоохранения 
международного значения. 

учитывая вышеизложенное, нами иницииро-
вана работа по заблаговременной инвентаризации, 
систематизации и объективному мониторированию 
эпидемиологических угроз (актуальных, новых, воз-
вращающихся, распространяющихся на новые тер-
ритории) в различных регионах и странах мира [5]. 
предметом настоящего обзора является обобщение 
результатов ретроспективной оценки и оперативно-
го информационно-аналитического анализа инфек-
ционной заболеваемости в европейском регионе 
всемирной организации здравоохранения (воз), 
объединяющем 53 страны континентальной европы, 
западной и центральной азии. первоочередность 
мониторинга эпидемиологических рисков в дан-
ном регионе определяется наличием множества 
факторов, способствующих интродукции (заносу) 
инфекционных болезней с указанных территорий 
в российскую Федерацию: общностью границ с 
11 странами европы, созданием в рамках между-
народных соглашений единых экономических про-
странств, высокой миграционной активностью насе-
ления, наличием трансграничных природных очагов 
инфекционных болезней, включая особо опасные. 

ретроспективный анализ инфекционной забо-
леваемости проводили на основании данных офи-
циальных сайтов и периодических изданий воз, 
европейского бюро воз, европейского центра 
профилактики и контроля заболеваний (ECDC), 
министерств здравоохранения соответствующих 
стран. при подготовке обзора эпидемиологической 
обстановки также использованы данные, получен-
ные с сайтов других международных организаций 
(всемирная организация по охране здоровья жи-
вотных), глобальной сети по инфекционным болез-
ням и эпидемиологии (Global Infectious Disease & 
Epidemiology Network – GIDEON), ProMED-mail, на-
циональных информационных агентств, из моногра-
фических и справочных изданий, опубликованных 
научных статей и интернет-ресурсов. при расчете 
интенсивных показателей заболеваемости (табл. 1) 
использованы оценочные данные департамента по 
экономическим и социальным вопросам организации 

объединенных наций (отдел народонаселения) по 
численности населения в странах европейского ре-
гиона в 1990–2020 гг. [6].

данные по заболеваемости и эндемичности на 
территории стран европейского региона воз схема-
тично обобщены в табл. 1.

далее представлена более подробная информа-
ция о нозологических формах, характеризующихся 
высокой социально-экономической значимостью и 
требующих привлечения большого объема ресурсов 
для повышения эффективности их контроля.

Чума. в европейском регионе воз природ-
ные очаги чумы расположены на территориях 
11 стран: азербайджан, армения, грузия, казахстан, 
киргизия, россия, таджикистан, туркменистан, 
узбекистан, турция и израиль. общая площадь 
очаговых по чуме территорий составляет более 
2 млн км2. большинство природных очагов чумы 
региона являются трансграничными, а их эпизоо-
тическая активность и эпидемическая значимость 
существенно отличаются в зависимости от основ-
ного носителя и подвида, циркулирующего в очаге 
возбудителя чумы. анализ многолетних данных по 
эпизоотической ситуации в природных очагах ряда 
государств показывает существование постоянных 
энзоотических процессов с периодической активно-
стью в зависимости от природно-климатических и 
эпизоотических факторов. наиболее активные при-
родные очаги чумы в европейском регионе воз рас-
полагаются на территориях республики казахстан и 
российской Федерации. 

случаи заболевания людей чумой в разное вре-
мя отмечены во всех энзоотичных странах региона. 
эпидемические проявления чумы на территории 
армении регистрировались в 1958, 1969 и 1975 гг. – 
три случая бубонной чумы [7]. за период с 1975 по 
2003 год в казахстане зарегистрировано 33 случая 
заболеваний чумой людей, из которых 21 закон-
чился летальным исходом (летальность – 63,6 %). 
последние четыре случая чумы в стране отмече-
ны в 2003 г. на западе казахстана [8]. в 2013 г. за-
регистрирован один случай заболевания бубонной 
чумой (летальный) в урочище оттук ак-суйского 
района иссык-кульской области киргизии. ранее 
спорадические случаи заболевания бубонной чу-
мой в республике отмечались в 1965 и 1982 гг. [9]. 
единственная вспышка чумы в таджикистане 
произошла в 1898 г., когда в кишлаке анзоб забо-
лел 221 человек [9]. последняя вспышка чумы в 
узбекистане произошла в августе 1999 г. в урочище 
лахалы казалинского района. всего заболело 12 че-
ловек, участвовавших в прирезке больного верблю-
да. предыдущая вспышка в республике, связанная с 
чумным верблюдом, зарегистрирована в 1948 г. [7]. 
эпидемические проявления чумы в туркменистане 
зарегистрированы в 1912 г., 1953 г. (54 случая за-
болевания), 1954 г. (1 случай) и 1968 г. (2 случая). 
последний случай в азербайджане отмечен в 1970 г. 
впервые эпидемии чумы на территории грузии опи-
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саны в 1770 г. (тифлис). заболевания людей чумой, 
как правило, совпадали со вспышками заболевания 
на других территориях закавказья и, вероятно, были 
связаны с заносами инфекции, в последний раз – в 
1920 г. [10]. после 35-летнего отсутствия эпидеми-
ческих проявлений чумы в российской Федерации, 
с 2014 по 2016 год на территории горно-алтайского 
высокогорного природного очага (район кош-агач 
республики алтай) ежегодно регистрировали по 
одному случаю заболевания чумой бубонной фор-
мы. до этого единичные случаи заражения в стране 
имели место в 1947–1948, 1954, 1960, 1979 гг. [9]. на 
территории турции случаи чумы, наиболее вероят-
но, были связаны с заносами возбудителя морскими 
путями в портовые города с возникновением эпизоо-
тий в популяции местных синантропных грызунов. 
последняя вспышка чумы в стране зарегистрирована 
на границе с сирией в районе акчакале в 1947 г. [11]. 
в израиле эпидемические проявления чумы отмеча-
лись в период с 1941 по 1947 год: выявлено 198 за-
болевших, включая 65 летальных исходов [12].

Холера. за последний 30-летний период (1990–
2020 гг.) в странах восточной европы крупные 
вспышки холеры регистрировались в румынии. 
с 1990 по 1995 год зарегистрировано в общей слож-
ности 712 случаев холеры (в 1990 г. – 270 случаев 
заболевания; в 1991 г. отмечена вспышка, связанная 
с завозом из турции, – 226 случаев; в 1994 г. – 80, в 
том числе 46 завозных). последняя вспышка холеры 
отмечена 4 августа – 7 октября 1995 г. – 118 случаев 
заболевания [13]. кроме того, распространение бо-
лезни отмечено на украине, где произошла вспышка 
в 2011 г. с регистрацией 32 больных и 22 вибрионо-
носителей, и в молдове (1999 и 2000 гг. – по 1 слу-
чаю) [14]. заносы холеры отмечены в белоруссии 
(1994, 1995 гг.), венгрии (1997 г.), польше (1994, 
2019 гг.) и чехии (2002, 2017 гг.). 

в странах западной европы регистрируются 
только завозные случаи холеры, в основном у воз-
вращающихся туристов (как правило, из стран азии) 
или иммигрантов из стран африки и ближнего 
востока. последний эпизод реализации заноса хо-
лерного вибриона произошел в 1986 г. во Франции, 
когда диагностировано 35 завозных и 2 местных слу-
чая [15]. по данным воз, зафиксированы заносы хо-
леры в австрию (1990, 1993, 1994, 1996, 1998, 1999, 
2002, 2005, 2008, 2012, 2013 гг.), бельгию (2004, 
2005, 2007, 2015, 2016, 2018 гг.), Швейцарию (2006, 
2015, 2019 гг.). в нидерландах отмечают спорадиче-
ские завозные случаи болезни (последний отмечен 
в 2020 г. из того). наибольшее число завезенных 
случаев холеры в регионе ежегодно регистрируют в 
великобритании и германии.

в северной европе случаи холеры регистриру-
ются крайне редко. по данным воз, завозы болезни 
отмечены в Швеции (с 2009 по 2018 год ежегодно по 
одному случаю), Финляндии (1994, 1995, 1998, 2003, 
2005, 2014 гг.), эстонии (1993 г.) и дании (2011, 
2016, 2019 гг.).

в прошлом крупные вспышки холеры реги-
стрировались во многих странах Южной европы. 
наиболее часто вспышки были связаны с употребле-
нием в пищу сырых или недостаточно термически 
обработанных моллюсков или рыбы: в португалии 
(в 1974–1975 гг. 2467 и 1066 случаев соответствен-
но) [16], в италии (1973 г. – 278 случаев, 1979 г. – 
10, 1994 г. – 12, 1998 г. – 2) и испании (1987, 
1989 гг.) [17]. в настоящее время фиксируют только 
завозные случаи болезни: испания (2001, 2002, 2006, 
2007, 2008, 2013, 2015, 2016 гг.), португалия (1994, 
1995, 2005 гг.).

крупные вспышки холеры на балканах реги-
стрировались в период с 1910 по 1922 год. в настоя-
щее время случаев холеры на полуострове не отме-
чают с 1994 г.

холера была широко распространенным заболе-
ванием в странах снг в прошлом. в грузии доста-
точно интенсивная вспышка произошла в 1970 г. – 
39 больных и 14 вибриононосителей. в том же году 
в г. батуми зарегистрировано 15 самостоятельных 
очагов инфекции с 16 больными и вибриононоси-
телями, отмечающими факт купания на городском 
пляже. в 1981 г. зарегистрировано 10 больных и 
4 вибриононосителя. в 1998 г. зарегистрирована 
крупная вспышка холеры эль тор в с. зартонк арша-
вирского района республики армения – госпитали-
зированы 270 человек; причиной стала остановка 
очистной станции в армавирском марзе, в резуль-
тате чего поля и сады деревень затопило необезза-
раженными канализационными стоками. местные 
случаи холеры в азербайджане зарегистрированы в 
1977 г. – 62 случая, в 1981 г. – 19, в 1985 г. – 48, в 
1989 г. – 64 случая болезни. в киргизии эпидемиче-
ские проявления отмечались в 1993 г. в казахстане 
эпидемиологические осложнения по холере связаны 
только с завозом инфекции из других стран. завозы 
холеры на территорию республики зарегистрирова-
ны в 1993, 1994, 1995,1997, 1998, 2000, 2001, 2005, 
2017 гг. за период с 1990 по 2020 год в странах снг 
вспышки и спорадические случаи болезни отмечены 
в грузии (1994 г.), азербайджане (1993, 1994, 1995, 
1998, 2001, 2009 гг.), россии (2010, 2012, 2014 гг.) и 
таджикистане (2009 г.), в основном завозного про-
исхождения. изоляция при этом различных по эпи-
демической значимости холерных вибрионов из по-
верхностных водоемов и других объектов окружаю-
щей среды в странах снг позволяет в целом оценить 
ситуацию в регионе как нестабильную [9, 18]. 

Малярия. в прошлом заболевание имело широ-
кое распространение во многих европейских странах. 
Широкомасштабные оздоровительные мероприятия, 
направленные прежде всего на борьбу с переносчи-
ком возбудителя малярии, позволили значительно 
сократить заболеваемость малярией в регионе, а в 
большинстве стран – полностью искоренить болезнь. 
в начале 1990-х гг. наличие остаточных резервуаров 
малярийной инфекции вкупе с массовой миграцией 
населения, масштабными проектами строительства, 
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а также ослаблением кампаний по профилактике ма-
лярии и борьбе с ней создали благоприятные усло-
вия для передачи болезни. вследствие этого вспыш-
ки малярии возникли в центральной азии и странах 
кавказа. в период между 1995 и 2005 гг. благодаря 
масштабным мероприятиям по сдерживанию маля-
рии количество местных случаев значительно снизи-
лось. заболевание удалось взять под контроль благо-
даря интенсивным мерам по борьбе с переносчика-
ми, эффективному лечению больных и надлежаще-
му эпиднадзору. практически все регистрируемые 
случаи малярии в европейских странах в настоящее 
время завезены из эндемичных районов.

из девяти стран, в которых в 2000 г. продолжа-
лась передача малярии, четыре страны сертифициро-
ваны в качестве свободных от нее (туркменистан – 
в 2010 г., армения – 2011 г., казахстан – 2012 г. и 
киргизия – 2016 г.). в 2009 г. в таджикистане и в 
2013 г. в азербайджане была прервана передача ав-
тохтонной малярии, и в настоящее время страны 
проходят сертификацию по элиминации малярии.  
в грузии последний местный случай заболевания за-
фиксирован в 2009 г., однако в настоящее время риск 
передачи малярии, вызываемой Plasmodium vivax, 
локально существует с июня по октябрь в восточной 
части страны [19]. в турции местная передача ма-
лярии не регистрируется с 2009 г., однако высокая 
численность переносчиков болезни обусловливает 
регистрацию вторичных единичных случаев от за-
возных. серьезную проблему для здравоохранения 
в тех странах европы, где малярия успешно искоре-
нена, представляют завозные случаи в связи с на-
личием эффективных переносчиков – комаров рода 
Anopheles [20]. каждый год в регионе регистрирует-
ся около 5000 случаев завоза малярии. реализация 
местной передачи малярии от завозных случаев от-
мечалась в греции, болгарии, италии и молдове.  
в бельгии (2020 г.), испании (1984, 2010 гг.), италии 
(1985, 1988 гг.), Франции (с 1977 по 2000 год –  
28 случаев) регистрировались местные случаи «аэро-
портной малярии» [21]. 

Полиомиелит. после объявленной в 1988 г. 
воз глобальной программы по ликвидации по-
лиомиелита, целью которой являлось не только 
снижение заболеваемости до нулевого уровня, но 
и доказанное прекращение циркуляции дикого по-
лиовируса, в европейском регионе воз на фоне об-
щего снижения заболеваемости все еще оставались 
проблемные районы. за период с 1990 по 1998 год 
в европейском регионе воз зарегистрировано 
1038 случаев полиомиелита (азербайджан – 251 слу-
чай, грузия – 36, таджикистан – 112, болгария – 
46, румыния – 13, нидерланды – 71, Югославия – 
10, украина – 27, узбекистан – 120, россия – 151, 
албания – 138, греция – 5, косово – 25, турция –  
33 случая). циркуляция диких полиовирусов в 
европе прекратилась в 1998 г., а регистрация 
европейского региона воз как территории, сво-
бодной от полиомие лита, состоялась в июне 2002 г. 

примером способности полиовируса легко им-
портироваться в любую страну с последующим 
быстрым распространением является вспышка в 
таджикистане в апреле 2010 г., в течение которой 
в общей сложности выявлено 706 заболевших, у  
458 человек диагноз полиомиелита подтвержден ла-
бораторно. произошло дальнейшее распростране-
ние вируса в россию (14 случаев), туркменистан (3) 
и казахстан (1). республика таджикистан статус 
свободной от полиомиелита страны получила лишь 
в 2012 г. в настоящее время риск возобновления 
передачи полиомиелита в европе расценивает-
ся воз как крайне низкий, однако существенные 
опасения в плане обострения эпидемиологической 
обстановки вызывают циркулирующие в регионе 
вакциноассоции рованные штаммы полиовируса. 
территории, на которых циркулируют штаммы вак-
цинного происхождения, постепенно расширяют-
ся, вакцинный штамм обнаруживают и в объектах 
окружающей среды. однако, как и вспышки дикого 
полиовируса, вспышки вакциноассоциированного 
полиомиелита можно остановить с помощью каче-
ственной кампании по иммунизации [9].

Арбовирусные инфекции. проблема арбови-
русных лихорадок является актуальной для евро-
пейского региона воз, что связано с наличием 
природных очагов лихорадки западного нила и 
крымской геморрагической лихорадки, а также от-
четливо обозначившимся риском местной передачи 
вирусов денге, зика и чикунгунья.

Лихорадка Западного Нила (ЛЗН). впервые 
в европейском регионе воз вирус западного нила 
(взн) выделен на территории израиля в 1951 г., где 
в последующем (1952, 1953, 1957, 1962 и 1980 гг.) 
регистрировались небольшие вспышки, как прави-
ло, с благоприятным клиническим исходом. в кон-
тинентальной европе доказательства циркуляции 
взн получены при выявлении специфических анти-
тел в сыворотке крови двух лихорадящих больных в 
албании в 1958 г. официально о спорадических слу-
чаях заболевания и эпизоотиях среди лошадей сооб-
щалось во Франции в 1960-е гг., однако результаты 
мониторинговых исследований свидетельствовали 
о более широком распространении лзн в Южной, 
центральной и восточной европе [22]. первые упо-
минания о лзн в россии относятся к 1963 г., когда 
вирус изолирован от клещей Hyalomma marginatum, 
снятых с грачей, а в 1967 г. подтверждены случаи за-
болевания (астраханская область) [23]. в последую-
щие три десятилетия лзн не рассматривалась как бо-
лезнь, требующая внимания со стороны обществен-
ного здравоохранения. в 1990-х гг. на фоне стре-
мительного расширения ареала взн и осложнения 
эпидемиологической обстановки в ряде стран мира 
относительно крупные вспышки лзн с проявлением 
ее наиболее опасной нейроинвазивной формы от-
мечены в румынии (1996 г., 393 случая), юге евро-
пейской части россии (1999 г., 475 случаев), израиле 
(2000 г., 417 случаев). с 2010 г. в регионе наблюда-
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ется резкий подъем заболеваемости, сопровождаю-
щийся ежегодной регистрацией случаев заболевания 
и появлением вируса на новых для него территориях 
(табл. 2). наиболее крупные вспышки лзн в европе 
регистрировались в греции – в 2010 г. (262 случая), 
2018 г. (316), 2019 г. (227), россии – в 2010 г. (523), 
2012 г. (447), 2019 г. (352), сербии – в 2013 г. (300), 
венгрии – в 2018 г. (215), румынии – в 2018 г. (277), 
италии – в 2018 г. (610 случаев).

в настоящее время лзн широко распространена 
в странах европейского региона, ее ареал на севере 
включает германию и нидерланды. заболеваемость 
регистрируется в основном в июле – сентябре – в пе-
риод максимальной численности и активности пере-
носчиков взн.

имеется информация о выявлении маркеров 
взн в носителях и переносчиках в азербайджане, 
армении, грузии, казахстане (также получены по-
ложительные серологические результаты при об-
следовании местных жителей), таджикистане и 

узбекистане [3]. на территориях неэндемичных 
стран европы регистрируются завозные случаи 
лзн: в бельгии, великобритании, дании, ирландии, 
чехии, Швеции и Швейцарии.

Лихорадка денге. в настоящее время лихорадка 
денге является самой частой причиной лихорадки у 
европейских путешественников, возвращающихся 
из эндемичных территорий. в страны европейского 
региона импортируется в среднем ежегодно более 
2 тыс. случаев лихорадки денге. наибольшее коли-
чество завозных случаев регистрируется в германии, 
великобритании и Франции. ежегодная интродук-
ция вируса денге путешественниками и трудовыми 
мигрантами, завоз и укоренение на отдельных тер-
риториях инвазивных видов комаров Aedes aegypti 
и Ae. albopictus обусловливают риски местной пере-
дачи этой инфекции. известно, что в прошлом на 
территории европы имел широкое распространение 
комар Ae. aegypti – основной переносчик вируса 
денге. наиболее крупная эпидемия лихорадки денге 
с высокой смертностью зарегистрирована в 1927–
1928 гг. в афинах (греция), когда, по оценкам, забо-
лело 650 тыс. человек, а у 1061 из них заболевание 
закончилось летальным исходом [24]. в первой по-
ловине XX в. Ae. aegypti исчез из европы, и только 
в 2004 г. появились сообщения о его повторной ко-
лонизации. в настоящее время присутствие кома-
ра Ae. aegypti установлено на территории грузии, 
португалии (о. мадейра), россии (черноморское 
побережье, последние находки – в 2014 г.), абхазии 
и турции. второй по значимости переносчик виру-
са денге – комар Ae. albopictus – начиная с 1979 г., 
когда он впервые обнаружен в албании, выявлен в 
большинстве стран региона. наиболее высокая плот-
ность популяции данного вида переносчика отмеча-
ется в странах европы, расположенных на побере-
жье средиземного моря (испания, Франция, италия, 
греция). в россии Ae. albopictus впервые отмечен 
на черноморском побережье в п. хоста в 2011 г.  
за период 2011–2020 гг. этот вид распространился 
от границы с абхазией вдоль побережья до анапы и 
вглубь материка от новороссийска до кореновска, а в 
2019 г. впервые обнаружен на крымском полуостро-
ве [25]. начиная с 2010 г. в континентальной европе 
отмечено несколько эпизодов местной передачи в 
хорватии, Франции, италии и испании (всего 79 слу-
чаев). в 2012 г. на о. мадейра произошла самая круп-
ная из известных вспышек, сопровождавшаяся выно-
сом болезни в материковую португалию и 12 других 
стран европы с регистрацией 78 местных случаев.

что касается других арбовирусных инфекций, 
передаваемых комарами, то в странах региона уста-
новлены случаи местной передачи вирусов зика 
(Франция, 2019 г.) и чикунгунья (италия, 2007 и 
2017 гг.; Франция, 2010, 2014, 2017 гг.). 

Крымская геморрагическая лихорадка (КГЛ). 
наличие природных очагов кгл установлено 
на территориях 22 стран европейского региона: 
азербайджан, албания, армения, болгария, греция, 

Таблица 2 / Table 2 

европейские страны, на территориях которых зарегистрированы 
местные случаи заболевания лЗн среди населения
European countries in the territory of which local cases  

of WNF are reported among the population

страна / Country
год регистрации заболеваемости лзн

Years when WNF incidence was registered

австрия / Austria 2009–2010, 2012, 2014–2019

албания / Albany 2010–2012

беларусь / Belarus 1996, 2019

болгария / Bulgaria 2012, 2015–2020

босния и герцеговина / 
Bosnia and Herzegovina 2010, 2012, 2014, 2018

венгрия / Hungary 2003–2020, ежегодно (annually)

германия / Germany 2018–2019

греция / Greece 2010–2020, ежегодно (annually)

израиль / Israel 2000–2020, ежегодно (annually)

испания / Spain 2004, 2010, 2016, 2020

италия / Italy 2008–2020, ежегодно (annually)

кипр / Cyprus 2018, 2019

северная македония / 
North Macedonia 2010–2014, 2019

молдова / Moldova 2019

нидерланды / Netherlands 2020

португалия / Portugal 2004, 2010, 2015

россия / Russian Federation 1997–2020

румыния / Romania 1996–2020, ежегодно (annually)

сербия / Serbia 2012–2020, ежегодно (annually)

словакия / Slovakia 2018, 2019

словения / Slovenia 2013, 2018

турция / Turkey 2010, 2012–2014, 2016, 2017–2019

украина / Ukraine 2006–2013

Франция / France 2003, 2005–2007, 2009–2013, 2015–2019

хорватия / Croatia 2012–2018, ежегодно (annually)

черногория / Montenegro 2012, 2013
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грузия, испания, италия, казахстан, киргизия, 
молдова, португалия, россия, румыния, сербия, 
македония, таджикистан, туркменистан, турция, 
узбекистан, украина и Франция. есть основания 
считать ареал кгл в странах европы еще более 
широким в связи со сходными особенностями эко-
логии вируса конго-крымской геморрагической 
лихорадки (ккгл) и широким распространением 
эффективных переносчиков болезни [3]. наиболее 
сложная эпидемиологическая обстановка по кгл 
складывается в турции, где за период с 2002 по 
2020 год зарегистрировано более 5 тыс. лаборатор-
но подтвержденных случаев заболевания [26, 27].  
в республике казахстан случаи кгл отмечаются 
ежегодно. показатель заболеваемости населения 
кгл по республике за 2008–2018 гг. колеблется от 
0,04 до 0,3 на 100 тыс. населения. среднее ежегод-
ное число случаев заболевания людей в республике 
таджикистан обычно колеблется от 1 до 6; вспышки 
отмечены в 1967 г. (21 случай), 1991 г. (9), 1993 г. (5), 
2001 г. (26), 2007 г. (29), 2008 г. (37), 2009 г. (29). 
периодически регистрируются нозокомиальные 
случаи заражения: вспышки в 1993, 2001 и 2009 гг. 
возникли в условиях стационара в результате инфи-
цирования кровью больных людей [28]. ежегодно 
случаи заболевания отмечаются в болгарии (211 слу-
чаев за период с 2000 по 2020 год). заболеваемость 
кгл в россии регистрируется с 1948 г. за период с 
2014 по 2020 год в целом по россии зарегистри-
ровано 707 случаев заболевания кгл. в грузии с 
момента начала эпиднадзора за кгл в 2009 г. еже-
годное количество случаев заболевания постепенно 
увеличивается. за период с 2013 по 2019 год на тер-
ритории республики зарегистрировано 72 случая за-
болевания [29]. в греции с 2008 г. наблюдается спо-
радическая заболеваемость. в испании случаи забо-
левания людей отмечены в 2016, 2018 и 2020 гг. как 
правило, заболеваемость кгл регистрируется среди 
жителей сельских районов, а большинство заболев-
ших отмечают укусы клещей и/или контакт с живот-
ными [30]. маркеры вируса ккгл при исследовании 
клещей обнаружены на территориях азербайджана, 
италии, киргизии, молдовы. циркуляция вируса 
ккгл, выявленная при серологическом исследова-
нии животных (крупного – крс и мелкого рогатого 
скота – мрс), подтверждена в армении, румынии 
и Франции (о. корсика). единственным доказатель-
ством возможной локальной циркуляции возбудите-
ля в португалии являются результаты серологиче-
ского обследования жителей южной части страны в 
1980-х гг. в исследовании установлен низкий уро-
вень иммунной прослойки (2 положительных сыво-
ротки из 258 исследуемых) [31]. завозы кгл отмече-
ны на территорию великобритании (в 1998, 2012 и 
2014 гг.) и германии (в 2001 и 2009 гг.).

Наиболее актуальные зоонозные болезни  
региона

Бруцеллез. бруцеллез остается одним из основ-
ных заболеваний во многих европейских странах, 

не только где болезнь является эндемичной, но и в 
странах, которые официально свободны от бруцел-
леза, в связи с ввозом инфицированных животных из 
неблагополучных по бруцеллезу стран. бруцеллез – 
эндемичное заболевание в странах центральной 
азии и Южного кавказа, где наблюдаются одни из 
самых высоких в мире показателей заболеваемости 
бруцеллезом. основными причинами неблагоприят-
ной ситуации по бруцеллезу на данных территори-
ях являются неполный охват сельскохозяйственных 
животных вакцинацией, слабый контроль за пере-
движением и забоем скота, недостаточная иденти-
фикация животных, продолжающаяся реализация 
мясо-молочных продуктов на стихийных рынках без 
ветеринарного освидетельствования и несоблюде-
ние населением правил личной гигиены при уходе за 
животными [3]. случаи заболевания ежегодно реги-
стрируются в армении (среднемноголетний показа-
тель заболеваемости составляет 7,7 на 100 тыс. насе-
ления), азербайджане (5,5), грузии (3,9), казахстане 
(13,5). по заболеваемости бруцеллезом киргизия 
занимает первое место среди стран европейского 
региона воз, где ежегодно регистрируется от 400 
до 4000 случаев заболевания (40,45 на 100 тыс. насе-
ления), хотя в последнее время прослеживается тен-
денция снижения заболеваемости. неблагополучие 
по бруцеллезу сохраняется на балканах. за счет сни-
жения охвата животных вакцинацией в 2000-х гг. на 
территории албании отмечался резкий рост заболе-
ваемости бруцеллезом. в настоящее время в стране 
ежегодно выявляют до 20 случаев заболевания сре-
ди сельскохозяйственных работников. в боснии и 
герцеговине бруцеллез широко распространен среди 
домашних животных, и, как следствие, часто проис-
ходит передача инфекции населению (5,5 на 100 тыс. 
населения). как правило, заражение связано с про-
фессиональной деятельностью. большинство слу-
чаев заболевания регистрируют в городах добой, 
тузла, сараево, баня-лука и зеница [32]. уровень 
заболеваемости бруцеллезом в греции один из са-
мых высоких в европейском регионе. эндемична 
вся территория страны, наиболее высокий риск за-
ражения бруцеллезом отмечается в сельских райо-
нах центральной части греции. случаи бруцеллеза 
регистрируются у лиц, контактирующих с животны-
ми ввиду профессиональной деятельности (пастухи, 
работники животноводства, ветеринары), либо свя-
заны с употреблением непастеризованного молока 
или молочных продуктов [33]. ежегодно заболевае-
мость отмечается в македонии (12,6 на 100 тыс. на-
селения). в израиле заболеваемость бруцеллезом 
регистрируется по всей стране; высокоэндемичен 
южный регион. в последние годы все чаще поступа-
ют сообщения о вспышках бруцеллеза в тех частях 
израиля, которые ранее были свободны от бруцелле-
за. случаи заболевания бруцеллезом среди домашних 
животных на протяжении последних десятилетий в 
израиле вызваны исключительно Brucella melitensis, 
так же как и случаи заболевания людей. Широко рас-
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пространен бруцеллез и в турции (ежегодно от 4 до 
10,2 тыс. случаев). заболевание высокоэндемично в 
центральном регионе страны. преобладают случаи 
заболевания, вызванные B. melitensis, в меньшей сте-
пени – B. abortus. описаны отдельные случаи зараже-
ния человека B. canis [34]. в российской Федерации 
эпидемиологическая ситуация по бруцеллезу оста-
ется напряженной. средний многолетний показа-
тель заболеваемости (за 10 лет) составляет 0,24 на 
100 тыс. населения и имеет тенденцию к снижению. 
большинство случаев регистрируется в дагестане и 
ставропольском крае. эпидемиологические прояв-
ления бруцеллеза на территории страны связаны с 
активностью эпизоотического процесса среди основ-
ных эпидемиологически значимых видов сельскохо-
зяйственных животных – мрс и в большей степе-
ни крс. несмотря на то, что в большинстве стран 
европы разработаны стратегии по искоренению 
бруцеллеза у жвачных животных и предотвраще-
нию заражения людей, бруцеллез все еще остается  
серьезной проблемой общественного здравоохране-
ния в регионе.

Сибирская язва. неблагополучная обстановка 
по сибирской язве сохраняется в большинстве стран 
европы, а наиболее тяжелая ситуация складывается 
на территориях стран центральной азии и Южного 
кавказа, где ежегодно регистрируются эпизоотии 
среди животных, приводящие к инфицированию 
людей. большое число почвенных очагов и низкий 
охват вакцинацией (в некоторых регионах – полное 
ее отсутствие) приводят к заболеванию сельскохо-
зяйственных животных, а контакт с больными жи-
вотными и инфицированным мясом является при-
чиной заболевания людей. ежегодно случаи заболе-
вания среди населения регистрируют в казахстане, 
таджикистане и армении. неблагополучная эпи-
демиологическая обстановка по сибирской язве 
складывается в грузии. всего за период с 2000 по 
2016 год зарегистрировано 767 случаев заболева-
ния человека. с 2017 г. в грузии случаев сибирской 
язвы не отмечалось. практически ежегодно сибир-
ская язва регистрируется в республике киргизия. 
в россии заболеваемость носит, как правило, спора-
дический характер. в 2016 г. на территории страны 
выявлена самая крупная вспышка сибирской язвы 
за последние годы (в ямало-ненецком автономном 
округе – 36 случаев заболевания среди населения). 
в прошлом сибирская язва в европе имела широкое 
вспышечное распространение. за период с 1951 по 
1980 год на европейском континенте зарегистриро-
вано более 50 тыс. случаев заболевания, большая 
часть из которых выявлена на территории турции, 
испании и италии. несмотря на снижение заболе-
ваемости, сибирская язва по-прежнему распростра-
нена в странах средиземноморья. в турции случаи 
заболевания регистрируются ежегодно, хотя в по-
следнее время заболеваемость имеет значительную 
тенденцию к снижению. высокоэндемичны вос-
точные и центральные регионы страны, где широко 

развито сельское хозяйство и животноводство [35]. 
ежегодно случаи заболевания людей регистрируют-
ся в албании и хорватии. спорадическая заболевае-
мость отмечается в боснии и герцеговине, греции и 
испании. в южной италии и на крупных островах, 
а также во Франции ежегодно регистрируются слу-
чаи сибирской язвы среди невакцинированных тра-
воядных животных, как правило, после выпаса на 
пастбищах [36]. в израиле заболеваемость людей 
официально не регистрируется с 1985 г., однако име-
ются сообщения о единичных случаях заболевания 
среди крс. в начале 2000-х гг. описаны новые пути 
передачи сибирской язвы, связанные с употребле-
нием героина, контаминированного спорами сибир-
ской язвы. в 2009 г. в великобритании зарегистри-
рованы 47 случаев сибирской язвы инъекционной 
формы (летальность составила 34 %). два анало-
гичных случая отмечены в германии. в 2012 г. заре-
гистрировано 13 случаев инъекционной сибирской 
язвы с летальностью в 42 %: 6 случаев выявлено в 
великобритании, 4 – в германии, 2 – в дании и 1 – во 
Франции [37].

представленный в статье материал позволяет 
дать ориентировочную оценку эпидемиологиче-
ской ситуации в странах континентальной европы, 
западной и центральной азии, которая может быть 
востребована в качестве основы при осуществлении 
санитарно-карантинного контроля и проведении 
эпидемиологической диагностики в случае выявле-
ния больных инфекционными болезнями, прибыв-
шими из указанных стран. 
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арбовирусные инфекции на протяжении многих лет являются глобальной проблемой здравоохранения  
и одной из актуальных угроз санитарно-эпидемиологическому благополучию населения многих стран мира. 
принципиальное значение для возникновения и поддержания природных очагов арбовирусных инфекций имеют 
климатические условия, видовое разнообразие и обилие переносчиков, эпидемиологические и демографические 
критерии. в социалистической республике вьетнам (срв) и других странах азиатско-тихоокеанского региона 
наиболее сложная эпидемиологическая ситуация наблюдается по ряду арбовирусных инфекционных болезней, 
передающихся комарами, в частности по лихорадке денге. в данном обзоре проведен анализ литературных све-
дений по выявлению особенностей циркуляции вирусов денге, зика, чикунгунья, японского энцефалита, даби, 
эндемичных для вьетнама, а также способов их передачи и распространения. в результате проведенного анализа 
показано, что природно-климатические, экологические, эпидемиологические и демографические условия, суще-
ствующие в настоящее время на территории этого государства, способствуют распространению многих арбови-
русов. выявлены районы более активной циркуляции и массового распространения возбудителей арбовирусных 
инфекций. на основании полученных данных показана необходимость проведения ежегодного эпидемиологиче-
ского и эпизоотологического обследования территории срв с целью выявления маркеров возбудителей и опреде-
ления границ природных очагов арбовирусных инфекционных болезней, что позволит усовершенствовать и по-
высить эффективность профилактических и противоэпидемических мероприятий.

Ключевые слова: арбовирусы, социалистическая республика вьетнам, инфекционные болезни, лихорадка 
денге, лихорадка зика, лихорадка чикунгунья, японский энцефалит, тяжелая лихорадка с синдромом тромбоци-
топении. 
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Abstract. For many years, arbovirus infections have been a global health problem and one of the urgent threats to the 
sanitary and epidemiological well-being of the population. Climatic conditions, species diversity and abundance of vec-
tors, epidemiological and demographic factors are of fundamental importance for the emergence and persistence of natu-
ral foci of arbovirus infections. In the Socialist Republic of Vietnam (SRV) and other countries of the Asia-Pacific region, 
the most complex epidemiological situation is observed in regard to a number of arboviral infectious diseases transmitted 
by mosquitoes, inter alia to dengue fever. In this review we analyzed the literature data to identify the features of the 
circulation of some arboviruses in Vietnam, such as dengue virus, Zika, Chikungunya, Japanese encephalitis virus, Dabie 
virus, and the routes of their transmission and spread. It is shown that the climatic, ecological, epidemiological and demo-
graphic conditions existing on the territory of Vietnam contribute to the spread of pathogens of many arboviruses. Areas 
of more active circulation and ways of spreading pathogens of arbovirus infections have been identified. Based on the 
data obtained, it is necessary to conduct annual epidemiological and epizootiological survey of the territory of the SRV 
in order to identify markers of pathogens and determine the boundaries of natural foci of arbovirus infectious diseases 
which will enhance and increase the effectiveness of preventive and anti-epidemic measures.
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за последние 30 лет во всем мире наблюдается 
активизация природных очагов арбовирусных ин-
фекционных болезней, примерами которой могут 
служить продолжающаяся географическая экспан-
сия вирусов денге, крупные вспышки заболеваний 
людей, вызванные вирусами западного нила, чикун-
гунья и зика [1, 2]. это создает значительную угрозу 
мировому здравоохранению и служит напоминани-
ем о том, что новые эпидемии могут возникнуть в 
любое время и на разных территориях. 

социалистическая республика вьетнам (срв) 
относится к странам, высокоэндемичным по ряду 
арбовирусных инфекционных болезней, таких как 
лихорадки денге, чикунгунья и зика, а также по 
японскому энцефалиту [2–4]. целью настоящего об-
зора являлось изучение и обобщение имеющихся в 
литературе данных об особенностях циркуляции не-
которых арбовирусов на территории срв, способах 
их передачи и факторах распространения. 

государство срв расположено в Юго-восточной 
азии на полуострове индокитай, на западе грани-
чит с лаосом и камбоджей, на севере – с китайской 
народной республикой (кнр). по климату террито-
рию вьетнама условно можно разделить на три рай-
она: северный, центральный и Южный (рисунок). 

северный район характеризуется влажным 
жарким летом и относительно прохладным зим-

условное разделение территории срв по климатическим  
признакам

Conditional division of the SRV territory according to climatic  
characteristics

ним периодом с конца ноября до середины апреля.  
на равнинах, включая дельты рек, средние темпера-
туры трех зимних месяцев составляют от 17 до 20 °с.  
в окрестностях г. ханоя в наиболее прохладное вре-
мя года температура держится от 14 до 16 °с, но-
чью понижается до 5–6 °с. в горах, на высоте более 
1500 м, случаются заморозки. выделяется летний, 
дождливый сезон, длящийся с апреля по сентябрь, 
когда выпадает примерно 80 % годовой нормы осад-
ков. в самые жаркие месяцы средняя максимальная 
температура воздуха в северных районах достигает 
31–32 °с. поскольку разница средних максималь-
ных и средних минимальных температур составляет 
14–16 °с, климат северного района нельзя назвать 
тропическим, но в то же время почвы, раститель-
ность и животный мир соответствуют тропикам.  
в северном районе сохранились участки первичных 
тропических лесов, в которых деревья достигают 
высоты 50–55 м [5]. 

климат центрального вьетнама характеризует-
ся тем, что изменения влажности воздуха и количе-
ства осадков смещаются по месяцам по сравнению 
с северным климатическим районом, т.е. максималь-
ные значения влажности и осадков сдвинуты к концу 
года, а в начале года наступает сухой сезон. в цен-
тральной части срв зимой дневные температуры 
колеблются от 21 до 24 °с, ночные – от 15 до 18 °с. 
самый холодный месяц – январь. в течение лета 
температура воздуха остается практически неизмен-
ной – от 34 °с днем и до 25 °с ночью. по характеру 
увлажнения в этом регионе выделяется особая об-
ласть прибрежных низменностей. они защищены от 
юго-западного муссона горами чыонгшон, поэтому 
максимум осадков приходится не на летние месяцы, 
как в остальных районах, а на осенние. 

в Южном вьетнаме климат субэкваториальный. 
погода в этой части страны круглый год относитель-
но стабильная (температура – от 29 до 35 °с летом 
и от 22 до 27 °с зимой). весной и осенью погода 
также бывает достаточно неустойчива, а в период 
с середины октября до конца декабря на побережье 
обрушиваются тайфуны [6].

по данным за декабрь 2021 г., число жителей 
срв составляет около 98 млн человек. большая 
часть людей проживает в крупных городах, таких  
как ханой и хошимин, и в южной части страны. 
горная территория почти не занята [7]. 

Вирусы денге. самой значимой арбовирусной 
инфекционной болезнью в срв является лихорадка 
денге за счет своей распространенности и большо-
го количества случаев заболевания [8]. основными 
переносчиками вирусов денге являются синантроп-
ные комары рода Aedes. не исключается возмож-
ность заражения путем вертикальной передачи, осо-
бенно в случаях недоношенных беременностей [9], 
в процессе трансплантации органов [10], во время 
проведения медицинских манипуляций [11], а так-
же при переливании крови или ее компонентов [12]. 
возбудители лихорадки денге – вирусы денге 1–4-го  
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(Dengue virus 1–4, DENV-1-4) типов, различаю-
щихся по своим антигенным и генетическим свой-
ствам, относятся к семейству Flaviviridae, роду 
Flavivirus, к антигенному комплексу вирусов ден-
ге [8, 13]. сравнительно недавно описан предпо-
ложительно новый тип вируса – денге 5 (DENV-5), 
но официальных сведений по таксономии данного 
возбудителя в настоящее время нет [14]. вирусы 
денге содержат односпиральную, позитивную, 
линейную рнк и покрыты двухслойной мембра-
ной, состоящей из фосфолипидов и холестерола. 
размеры сферического вириона колеблются в пре-
делах 40–50 нм в диаметре. в состав вириона вхо-
дят три структурных белка: капсидный протеин с, 
мажорный оболочечный протеин е и либо prм  
(у незрелых вирионов), либо м (у зрелых вирионов). 
в инфицированных клетках синтезируются семь не-
структурных протеинов: NS1, NS2A, NS2B, NS3, 
NS4A, NS4B и NS5 [15]. 

распространение вируса поддерживают два ва-
рианта жизненного цикла. один из них включает 
передачу вируса от комаров рода Aedes к человеку, а 
второй включает приматов, не относящихся к отряду 
человекообразных [16].

по данным воз, ежегодно в мире регистриру-
ются более 60 млн случаев заболевания лихорад-
кой денге, из которых более 20 тыс. заканчиваются 
смертельным исходом. за последние десятилетия 
наблюдается расширение ареала распространения 
вирусов денге на новые территории. в настоящее 
время случаи инфицирования вирусами денге за-
фиксированы в 124 странах, а заболеваемость в 
последние годы возросла практически в 30 раз [1]. 
независимо от серотипа, вирусы денге могут вы-
звать заболевание в различной форме, начиная с 
легкого неспецифического течения и заканчивая 
классической лихорадкой денге, включая геморра-
гическую лихорадку денге (глд) и шоковый син-
дром денге с летальным исходом [17]. тяжелые 
формы составляют до 5 % от всех зарегистриро-
ванных случаев заболевания, встречаются преиму-
щественно у маленьких детей и пожилых людей, 
а также у пациентов с тяжелыми соматическими 
заболеваниями (сахарным диабетом, гипертонией, 
почечной недостаточностью и др.) [18]. 

в срв случаи заболевания, вызванные вирусами 
денге, были впервые выявлены в 60-х гг. прошлого 
столетия в районе дельты реки меконг на юге стра-
ны [19]. в период с 1963 по 1995 год во вьетнаме 
было зарегистрировано более 1,5 млн случаев глд и 
более 14 тыс. летальных исходов. есть данные о вы-
явлении заболеваний у американских солдат [20].

по результатам многолетних наблюдений было 
показано, что заболеваемость в Южном вьетнаме 
превышает таковую в северных районах. Южный 
регион вьетнама известен как гиперэндемичный 
по лихорадке денге район, где тропический климат 
создает благоприятные условия для размножения 
переносчиков инфекции. здесь случаи лихорадки 

денге регистрируются круглый год, заметный сезон-
ный пик приходится на дождливые месяцы, с июня 
по декабрь, и за последние годы количество забо-
леваний продолжает увеличиваться. данные эпиде-
миологического надзора за лихорадкой денге в этом 
регионе указывают на возрастание числа случаев 
заболевания примерно каждые пять лет в период с 
1975 по 1987 год, с более длительным перерывом, 
предшествующим крупной эпидемии в 1998 г., в ко-
торой зарегистрировано почти 120 тыс. случаев глд 
с 342 летальными исходами. интересно, что число 
заболеваний и смерти от глд во время эпидемии 
1998 г. увеличилось в полтора раза по сравнению с 
1997 г., и преобладающим инфекционным агентом 
был определен вирус денге 3-го типа [21]. при этом 
анализ ежемесячной статистики по заболеваемости 
лихорадкой денге в хошимине и соседних сельских 
провинциях юга вьетнама позволил определить, что 
городское население болело реже, чем сельское, а 
ежегодные вспышки в данном регионе начинались на 
три месяца позже, чем в других районах срв [22]. 

столица вьетнама – ханой – регион на севере 
страны с субтропическим климатом, с четкими се-
зонами и прохладной зимой. хотя в ханое ежегод-
но происходят сезонные вспышки лихорадки денге, 
между сезонами передача вируса незначительна или 
вообще не фиксируется. говоря о последующих го-
дах, необходимо отметить события 2017 г., когда 
случаи лихорадки денге были зафиксированы по 
всей территории срв, с большим числом заболев-
ших, чем ранее. в это время даже на севере страны, 
в ханое, было зарегистрировано более 37 тыс. слу-
чаев заболевания, в том числе 7 – со смертельным 
исходом [23]. 

высокий уровень заболеваемости лихорадкой 
денге продолжает оставаться проблемой для здраво-
охранения срв и в последние годы. так, в 2019 г., 
когда в мире было зарегистрировано наибольшее ко-
личество случаев данного инфекционного заболева-
ния с момента начала наблюдений, число инфициро-
ванных лиц во вьетнаме превышало 320 тыс. [1].

следует отметить, что в большинстве вспышек 
лихорадки денге, зарегистрированных в последние 
десятилетия в срв, одновременно принимали уча-
стие все четыре типа вируса. в ряде исследований 
показано, что возбудители импортируются из южных 
регионов в провинции центрального и северного 
вьетнама [22]. при изучении иммунной прослойки 
населения срв к вирусам денге выявлена существен-
ная разница между отдельными регионами страны. 
так, в северных районах ее уровень составлял от 11,2 
до 37 % в разные годы, в южных – от 53 до 88,2 %. 
процесс урбанизации способствует увеличению ри-
ска инфицирования, и в настоящее время циркуля-
ция вирусов денге 1–4-го типов регистрируется как в 
городских, так и в сельских районах [24]. 

Вирус японского энцефалита. японский эн-
цефалит (яэ) является одним из самых распростра-
ненных вирусных энцефалитов в мире, особенно в 
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странах азии [25]. около 75 % всех случаев забо-
левания приходится на детей в возрасте до 14 лет 
[26]. возбудитель японского энцефалита – вирус 
японского энцефалита (вяэ, Japanese encephalitis 
virus, JEV), относится к роду Flavivirus семейства 
Flaviviridae [13].

структура генома вяэ схожа с вирусами денге 
и представлена одноцепочечной позитивной рнк, 
транслирующейся как полипротеин, который рас-
щепляется вирусными и клеточными протеазами на 
3 структурных и 7 неструктурных белков.

клинические симптомы яэ разнообразны. 
забо левание может проявляться только в виде по-
вышения температуры и головной боли, но при раз-
витии тяжелых клинических признаков в 20–30 % 
случаев наступает летальный исход, а у 30–50 % 
лиц, перенесших инфекцию, могут развиться 
серь езные неврологические или психические рас-
стройства [27].

на территории срв случаи яэ впервые были 
выявлены в 1951 г. самый высокий уровень заболе-
ваемости был отмечен в 60-х гг. прошлого столетия 
и составлял 22 человека на 100 тыс. населения, а с 
1985 по 1993 год колебался от 1 до 8 случаев [27].  
в период с 1998 по 2007 год во вьетнаме было заре-
гистрировано 19354 случая заболевания, включая 741 
со смертельным исходом (3,8 %) [28]. таким образом, 
до 2003 г. яэ был распространен по всей территории 
срв с ежегодной заболеваемостью до 3 тыс. слу-
чаев, в основном в сельской местности [29, 30].  
после внедрения в стране программы по контролю 
и профилактике данной инфекционной болезни ко-
личество заболеваний яэ значительно снизилось.  
но циркуляция вяэ в стране не прекращается и ре-
гистрируется наравне с вирусами денге, хотя с гораз-
до меньшей интенсивностью [31].

Вирус Зика. вирус зика (Zika virus, ZIKV) 
является еще одним представителем семейства 
Flaviviridae [13], передается через укусы комаров 
и, как вирусы денге, имеет два варианта жизнен-
ного цикла, один из которых включает человека, а 
второй осуществляется сильватическим путем [32]. 
лихорадка зика – заболевание, длящееся от 2 до 7 
дней, симптоматически схожее с лихорадкой денге, 
но с более легким течением, включающим неболь-
шой подъем температуры, сыпь, мышечные и су-
ставные боли, признаки усталости [33]. доказано, 
что передача вируса зика осуществляется не только 
трансмиссивным, но также перинатальным, поло-
вым путем, а также посредством гемотрансфузии. 
наиболее серьезным клиническим осложнением по-
сле перенесенной лихорадки зика является врожден-
ная микроцефалия плода, развивающаяся при инфи-
цировании матери во время беременности [34].

геном вируса зика также представляет собой 
одноцепочечную рнк. в настоящее время выделено 
три генотипа вируса – западноафриканский (ниге-
рийский кластер), восточноафриканский (прототип-
ный кластер MR766) и азиатский [35]. 

во вьетнаме первые случаи заболеваний, вы-
званных вирусом зика, были описаны в 2016 г. в 
городах нячанг и хошимин [36], а также подтверж-
дены три случая инфицирования туристов, посе-
щавших страну. позже вирус ретроспективно был 
выявлен в образцах, полученных в 2013 г. от детей, 
проживающих в хошимине и пригороде провинции 
лонган (Южный вьетнам). в 2016 г. вспышка ли-
хорадки зика (в общей сложности 212 случаев за-
ражения) охватила около 10 населенных пунктов в 
срв, но уже в 2017 г. было зарегистрировано только 
24 случая заболевания по всей стране. во всех опи-
санных вариантах установлено местное происхо-
ждение вируса и трансмиссивная его передача [37]. 
исследование образцов пуповинной и перифериче-
ской крови новорожденных из группы высокого ри-
ска в г. нячанг показало, что у 2 % пациентов были 
выявлены специфические антитела класса IgM, а у 
63 % – специфические антитела класса IgG к вирусу 
зика, хотя явных симптомов не было ни у одного из 
пациентов [38]. в 2019 г. на юге вьетнама, преиму-
щественно в г. хошимине, зафиксировано 265 случа-
ев заболевания, вызванного вирусом зика [39]. 

Вирус чикунгунья. вирус чикунгунья (Chikun-
gunya virus, CHIKV) относится к семейству Toga-
viridae рода Alphavirus [13], вирусный геном также 
представляет собой одноцепочечную рнк позитив-
ной полярности протяженностью около 11 тыс. ну-
клеотидов. в настоящее время вирус подразделяют 
на три генотипа: азиатский, западноафриканский и 
восточно-центрально-южноафриканский [40].

возбудитель передается человеку трансмиссив-
ным путем от комаров рода Aedes. клинические при-
знаки заболевания схожи с таковыми при лихорадке 
денге, особенно в первые несколько дней от начала 
болезни, включая, помимо прочего, общее недомога-
ние, лихорадку, макуло-папулезную сыпь, головную, 
суставную и мышечные боли, что диктует необхо-
димость проведения дифференциальной диагности-
ки с лихорадками зика и денге с использованием 
лабораторных методов. также велика вероятность 
бессимптомного развития инфекционного процесса, 
которая, по данным разных авторов, может состав-
лять от 3 до 82 % от общего количества заболеваний. 
постинфекционный иммунитет после лихорадки 
чикунгунья может сохраняться на протяжении всей 
жизни, защищая от повторного заражения в течение 
длительного времени [41]. 

впервые случаи заболеваний, вызванных ви-
русом чикунгунья, были описаны в срв в 2016 г. 
исследования образцов сывороток крови жителей 
центральных и южных областей вьетнама позволи-
ли выявить низкий уровень специфических антител 
класса IgG к возбудителю среди лиц до 30 лет и более 
высокий – в старшей возрастной группе. полученные 
результаты показывают, что в последние годы уро-
вень передачи патогена был достаточно низким, но и в 
предыдущие десятилетия с вирусом чикунгунья кон-
тактировало не более 2–4 % населения страны [42].
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описанные выше особенности арбовирусов, 
такие как способность вяэ и вирусов денге вызы-
вать тяжелые неврологические и геморрагические 
проявления, возможность развития врожденных де-
фектов при инфицировании вирусом зика во время 
беременности, артрит и когнитивные расстройства, 
связанные с вирусом чикунгунья, вызывают тревогу 
в отношении потенциальных последствий одновре-
менного инфицирования, которое может наблюдать-
ся на всех эндемичных территориях, где выявлена 
циркуляция данных патогенов.

одновременная циркуляция данного спектра 
арбовирусов (вирусы денге, зика, чикунгунья и яэ) 
была зарегистрирована в большинстве эндемичных 
регионов мира [43]. поэтому нет ничего удивитель-
ного в возникновении коинфекции и на территории 
срв. несмотря на то, что сообщения о возможности 
одновременного инфицирования несколькими ар-
бовирусами достаточно многочисленны и их число 
продолжает возрастать, количество официально за-
регистрированных случаев пока невелико. 

четких сведений о том, как влияет коинфекция 
на клинические проявления заболевания, все еще 
недостаточно и, по всей видимости, это зависит от 
конкретных случаев и возможной комбинации пато-
генов [44]. попадая одновременно в организм чело-
века, арбовирусы могут проявлять себя по-разному: 
никак не влиять один на другого; ингибировать или 
усиливать влияние друг друга; конкурировать между 
собой, и ни один из перечисленных вариантов не 
исключает развитие другого. кроме того, исход за-
болевания, вызванного одновременным инфициро-
ванием несколькими видами патогенов, может еще 
зависеть от целого ряда других факторов, в том чис-
ле: пациенты инфицированы одновременно одним и 
тем же комаром или последовательно несколькими 
переносчиками; есть ли в крови больного специфи-
ческие антитела к данным видам возбудителей; име-
лись ли сопутствующие или хронические заболева-
ния. так, например, во вьетнаме среди пациентов с 
признаками острого энцефалита у 6,7 % лиц были 
выявлены антитела класса IgM к вяэ, у 5,6 % –  
к вирусам денге, а у 33,3 % обнаружили иммуногло-
булины класса м к обоим вирусам одновременно, 
но существенных различий в клинических проявле-
ниях выявить не удалось [45]. проведенные сероло-
гические исследования у детей в возрасте от 1 года 
до 10 лет в г. нячанг показали, что из 80 образцов 
в 21,3 % выявлены специфические антитела класса 
IgG к вяэ, в 87,5 % – к вирусам денге, а в 17,5 % 
проб – к этим двум патогенам одновременно [31]. в 
то же время отсутствие патогномоничных признаков 
для каждой отдельно взятой арбовирусной инфекци-
онной болезни на фоне массового распространения 
вирусов денге 1–4-го типов в срв может привести 
к сокращению выявления случаев инфицирования 
другими возбудителями, а также коинфекции. 

Вирус Даби. в 2009 г. на территории кнр вы-
явлены случаи заболевания тяжелой лихорадкой с 

синдромом тромбоцитопении SFTS (Severe fever 
with thrombocytopenia syndrome), с летальностью от 
16,2 до 30 %, которая характеризовалась повышени-
ем температуры, тромбоцитопенией, лейкопенией, 
высоким уровнем сывороточных ферментов пече-
ни, желудочно-кишечными симптомами и полиор-
ганной недостаточностью. также были доказаны и 
бессимптомные случаи болезни. в 2011 г. удалось 
выделить возбудитель и установить, что заболевание 
вызвано ранее неизвестным вирусом тяжелой лихо-
радки с синдромом тромбоцитопении (Severe fever 
with thrombocytopenia syndrome virus, SFTSV), кото-
рый в последующем был переименован в вирус даби 
(Dabie bandavirus, DBV; former SFTS virus, SFTSV) и 
отнесен к роду Bandavirus (семейство Phenuiviridae, 
отряд Bunyavirales) [13, 46]. в последующих ис-
следованиях показано, что большинство случаев 
инфицирования людей связаны с иксодовыми кле-
щами видов Haemaphysalis longicornis, Amblyomma 
testudinarium и Ixodes nipponensis, которые широко 
распространены на территории стран азии. также 
была доказана и передача вируса при тесном кон-
такте с больным человеком, и возможность инфици-
рования персонала больниц при совершении меди-
цинских манипуляций. в 2011 г. циркуляция вируса 
даби выявлена в Южной корее, а 2013 г. – в запад-
ных регионах японии [47].

в 2017–2018 гг. с целью изучения возможно-
сти распространения вируса даби во вьетнаме со-
браны сыворотки крови от 80 пациентов с острым 
лихорадочным синдромом, поступивших в универ-
ситетскую больницу г. хюэ (центральный вьетнам). 
в результате в двух образцах, полученных от двух 
больных с признаками тромбоцитопении, с ис-
пользованием молекулярно-генетических методов 
выявлена рнк возбудителя. наличие в пробах ви-
руса даби подтверждено последующим филогене-
тическим анализом S-сегмента. также в сыворотке 
крови одного из больных людей обнаружены спец-
ифические антитела класса IgM к вирусу. оба па-
циента ранее не посещали китай, Южную корею 
или японию, что исключает возможность завоза из 
регионов, эндемичных по данной инфекционной 
болезни. переносчики возбудителя тяжелой лихо-
радки с синдромом тромбоцитопении – клещи ви-
дов H. longicornis, A. testudinarium и I. nipponensis –  
часто встречаются на территории срв [48].

отдельную тему для дискуссий, в которых уча-
ствуют ученые со всего мира, представляет отсут-
ствие циркуляции на территории стран тропической 
азии, в том числе и срв, вирусов желтой лихорад-
ки и западного нила. несмотря на идеальные эко-
логические и эпидемиологические условия для рас-
пространения данных возбудителей (подходящий 
климат, большое количество людей, проживающих 
на данной территории, наличие соответствующих 
видов комаров – переносчиков инфекции, регуляр-
но регистрирующиеся завозные случаи лихорадок), 
факт передачи возбудителей желтой лихорадки и 
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лихорадки западного нила никогда не был офици-
ально зарегистрирован в азиатско-тихоокеанском 
регионе [49].

таким образом, природно-климатические, эко-
логические, эпидемиологические и демографиче-
ские условия, существующие в настоящее время на 
территории срв, способствуют распространению 
многих арбовирусов. при анализе имеющихся дан-
ных показано, что в южных и центральных районах 
вьетнама циркуляция происходит более активно, 
чем в северных, и чаще всего занос инфекции осу-
ществляется с юга страны на север (рисунок). 

все представленные в статье сведения дают 
основания для проведения ежегодного эпидемио-
логического и эпизоотологического обследования 
территории страны с целью выявления маркеров 
возбудителей и определения границ природных оча-
гов арбовирусных инфекционных болезней, что по-
зволит более детально проводить противоэпидеми-
ческие и профилактические мероприятия с целью 
сокращения числа заболеваний инфекционными бо-
лезнями, вызванными арбовирусами, на территории 
социалистической республики вьетнам.
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отечеСтвеннЫе СредСтва диагноСтики оСоБо оПаСнЫх инфекций  
на оСнове моноклональнЫх антител

ФКУЗ «Ростовский-на-Дону научно-исследовательский противочумный институт», Ростов-на-Дону, Российская Федерация

в настоящее время большое значение придается получению диагностических препаратов на основе специ-
фических иммунореагентов, к которым относятся и моноклональные антитела, продуцируемые гибридомами. 
использование моноклональных антител является одним из важных подходов для диагностики возбудителей 
особо опасных инфекций: сибирской язвы, бруцеллеза, туляремии, чумы, холеры, сапа и мелиоидоза. в обзоре 
приведены основные результаты российских ученых по получению таких экспериментальных препаратов, а так-
же уделено внимание тем наборам моноклональных реагентов, которые допущены к обращению на территории 
российской Федерации. на сегодняшний день в нашей стране на основе моноклональных антител зарегистриро-
ваны три набора реагентов для выявления возбудителя сибирской язвы (латекс-агглютинация, иммунохромато-
графический метод, мультиплексный иммунофлуоресцентный анализ); четыре набора реагентов для определе-
ния возбудителя туляремии (латекс-агглютинация, иммунохроматографический метод, мультиплексный иммуно-
флуоресцентный анализ, дот-вариант иммуноферментного анализа); три набора для детекции чумного микроба 
(иммуноферментный и иммунохроматографические тесты); пять наборов для обнаружения холерных вибрионов 
(слайд-агглютинация, иммунофлуоресценция, иммунохроматографический и иммуноферментный методы); два 
набора для диагностики сапа и мелиоидоза (иммунофлуоресценция); наборы для выявления бруцелл не зареги-
стрированы, существуют лишь единичные экспериментальные разработки. привлечение в диагностику особо 
опасных инфекций современных препаратов на основе моноклональных антител позволит повысить качество и 
достоверность лабораторного анализа.

Ключевые слова: моноклональные антитела, набор реагентов, холера, чума, туляремия, сибирская язва, бру-
целлез, сап, мелиоидоз.
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Abstract. Currently, great significance is attached to the preparation of diagnostic drugs based on specific immu-
noreagents, which include monoclonal antibodies produced by hybridomas. The use of monoclonal antibodies is one 
of the important approaches for the detection of pathogens of particularly dangerous infections – anthrax, brucellosis, 
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моноклональные антитела (мка) широко ис-
пользуются для решения различных научных и прак-
тических задач. более 43 тыс. публикаций на сайте 
научной электронной библиотеки elibrary.ru посвя-
щены мка, а основная часть работ – их примене-
нию в диагностике и терапии различных болезней. 
эффективный метод получения мка желаемой ан-
тигенной специфичности разработали еще в 1975 г. 
георг келер и цезарь мильштейн, что положило 
начало развитию гибридомной технологии. с тех 
пор метод гибридизации претерпел существенные 
изменения, но и сейчас используется многими лабо-
раториями, несмотря на развитие в течение послед-
них 15 лет технологии получения рекомбинантных 
антител [1]. несомненным достоинством рекомби-
нантных технологий является то, что с их помощью 
можно не только получать аналоги уже существую-
щих мка путем разнообразных модификаций их 
биохимических и иммунохимических свойств, но и 
создавать новые, специфичные к различным антиге-
нам [2]. на сегодняшний день можно выделить сле-
дующие типы мка [3]: мышиные; химерные; гума-
низированные; «полностью человеческие», получен-
ные путем создания трансгенных мышей, которые 
производят антитела с «человеческой» первичной 
структурой антигенсвязывающего домена, или пу-
тем скрининга in vitro библиотек антител, отобран-
ных из репертуара существующих или теоретически 
возможных человеческих антител (in vitro дисплей).

в настоящее время получение мка из экзотики 
превратилось в один из стандартных индустриаль-
ных процессов, что позволило создать технологиче-
скую платформу, унифицирующую их производство. 
коммерческое производство мка значительно уве-
личивает их стоимость, поэтому во многих лабора-
ториях научно-исследовательских институтов до сих 
пор применяют именно гибридомную технологию. 

в последние годы наблюдается рост использова-
ния мка в качестве диагностических и лекарствен-
ных препаратов при онкологических, воспалитель-
ных, кардиометаболических и инфекционных забо-
леваниях [4], в том числе и особо опасных инфекций 
(оои). необходимо отметить, что многие методы 
и препараты на основе мка так и остались на ста-
дии экспериментальных разработок и недоступны в 
виде коммерческих диагностикумов. учитывая это, 
отдельное внимание в обзоре будет уделено зареги-
стрированным в росздравнадзоре наборам монокло-
нальных реагентов.

МКА в диагностике сибирской язвы. сибирская 
язва является особо опасной инфекционной болез-
нью животных и человека, вызываемой спорообра-
зующим грамположительным микроорганизмом 
Bacillus anthracis. разработка современных диагно-
стических систем для детекции возбудителя сибир-
ской язвы представляла и представляет собой одну 
из наиболее актуальных задач в борьбе с этой инфек-
цией. на сегодняшний день в нашей стране зареги-
стрированы три набора реагентов на основе мка 

производства Фбун «государственный научный 
центр прикладной микробиологии и биотехнологии» 
(Фбун гнц пмб): «набор реагентов иммунохрома-
тографическая тест-система для экспресс-выявления 
и идентификации спор возбудителя сибирской язвы 
«их тест-система B. anthracis» (Фср 2009/05485), 
«набор реагентов для определения спор Bacillus 
anthracis в реакции латекс-агглютинации» (Фср 
2011/12159) и «набор реагентов для определения 
возбудителей сибирской язвы и туляремии методом 
мультиплексного иммунофлуоресцентного анали-
за (тест-система иФла-2BF)» (рзн 2014/1468). 
разработать данные препараты удалось благодаря 
гибридоме-продуценту мка к спорам B. anthracis 
(1е6), полученной по общепринятой методике и де-
понированной в коллекции микроорганизмов Фбун 
гнц пмб под номером н10 [5]. 

иммунохроматографические (их) тесты – пор-
тативные индикаторные полоски (стрипы), принцип 
действия которых состоит в том, что после погруже-
ния стрипа в раствор исследуемого материала, содер-
жащего целевой антиген, происходит его связывание 
с первыми антителами, меченными коллоидным зо-
лотом. коллоидное золото визуализирует образовав-
шиеся иммунные комплексы в виде полосы в тесто-
вой зоне [6]. зарегистрированная «их тест-система 
B. anthracis» позволяет выявлять 108–109 спор/мл,  
что явилось основанием для дальнейшей рабо-
ты по поиску более чувствительных методов. так, 
сконструированный латексный диагностикум 
(Фср 2011/12159) обеспечивает детекцию споровой 
формы возбудителя сибирской язвы в количестве 
1∙105–2∙106 спор/мл [7]. показано, что наибольшая 
чувствительность реакции агглютинации наблю-
далась при нагрузке мка на латексные частицы в 
количестве 20 мкг на 50 мкл. учет результатов как в 
первом, так и во втором методе проводят визуально. 

заслуживают внимания и экспериментальные 
тест-системы: иммуноферментная (иФа) и магноим-
муносорбентная (мис) для выявления возбудителя 
сибирской язвы в споровой форме, которые успеш-
но прошли комиссионные испытания, но не зареги-
стрированы в качестве медицинских изделий. для 
создания этих тест-систем требовались не только 
мка 1е6 [5], но и 3G3, 6в6, причем важным момен-
том являлось их одномоментное использование в ком-
бинациях, не конкурирующих за общие сайты связы-
вания и не теряющих специфической активности при 
конъюгировании с ферментом или иной меткой [8]. 
разработанные таким образом тест-системы выяв-
ляли споры штаммов возбудителя сибирской язвы в 
концентрации 1∙106 спор/мл в случае «сэндвич»-иФа 
и 1∙103 спор/мл при использовании мис. 

подобные исследования проведены и в филиале 
Фгбу «48 центральный научно-исследовательский 
институт» минобороны россии (далее – филиал 
48 цнии мо рФ) (г. киров), в результате которых 
удалось вывести гибридные клеточные линии, про-
дуцирующие специфические мка к споровым анти-



37

Problemy Osobo Opasnykh Infektsii [Problems of Particularly Dangerous Infections]. 2021; 4       Reviews

генам B. anthracis, и на их основе разработать им-
муноферментную тест-систему для выявления спор 
B. anthracis с пределом обнаружения 5,0∙105 спор/мл. 
показано отсутствие перекрестных реакций с близко-
родственными сапрофитами и гетерологичными ми-
кроорганизмами в концентрации 1,0∙108 м.к./мл [9].

говоря об иФа с моноклональными реагента-
ми, хотелось бы отметить перспективность его ис-
пользования и для обнаружения токсина B. anthracis, 
в частности протективного антигена (па). так, еще 
в 2005 г. м.г. романов (Фгу «всероссийский госу-
дарственный центр качества и стандартизации ле-
карственных средств для животных и кормов») в 
своей диссертационной работе подробно описал не 
только получение коллекции гибридом-продуцентов 
мка к па B. anthracis, но и предложил «сэндвич»-
иФа (чувствительность 5–7 нг/мл) для диффе-
ренциации возбудителя сибирской язвы от других 
представителей рода Bacillus по принципу токси-
нообразования [10]. сотрудники института био-
органической химии им. акад. м.м. Шемякина и 
Ю.а. овчинникова ран к 2011 г. получили панель из 
20 моноклональных антител к па сибирской язвы, 
центральному компоненту экзотоксина патогена, на 
основе которых разработали «сэндвич»-иФа для ко-
личественного определения па (чувствительность 
1 нг/мл) [11]. в Фбун гнц пмб (2013 г.) предло-
жили более чувствительный (1 пг/мл) способ им-
мунофлуоресцентного определения протективного 
антигена B. anthracis на основе мка, специфичных 
к различным эпитопам протективного антигена, 
одно из которых, специфичное к III домену па, им-
мобилизовано на твердой фазе и служит для связы-
вания па, содержащегося в исследуемых пробах, а 
второе биотинилированное антитело, специфичное 
к IV домену, детектирует па за счет взаимодей-
ствия с тетравалентной молекулой нейтравидина, 
конъюгированной с фикоэритрином, используемым 
для флуоресцентной детекции сигнала в режиме 
реального времени. для проведения данного мето-
да рекомендуется также использовать 96-луночные 
планшеты. присутствие па в исследуемых образцах 
определяют по изменению уровня флуоресценции по 
сравнению с контролем [12]. кроме того, специали-
сты Фбун гнц пмб разработали способ определе-
ния па [13] и летального фактора (лФ) сибирской 
язвы [14] на основе иммунодетекции, сопряженной 
с полимеразной цепной реакцией, благодаря которо-
му в 2014 г. зарегистрированы два набора реагентов: 
«тест-система ипцр-па» и «тест-система ипцр-
лФ». при конструировании данных тест-систем ис-
пользовали пары мка к различным эпитопам па 
(рзн 2014/1464) и лФ (рзн 2014/1470), что способ-
ствовало повышению чувствительности до 0,1 пм. 

в последние годы появились данные о полу-
чении и депонировании в гкпм-оболенск триги-
бридной клеточной линии H. sapiens/Mus musculus 
с авторским названием 8D4е9-ва-LF, продуцирую-
щей человеческие мка против летального фактора 

возбудителя сибирской язвы [15]. конечно, данные 
антитела не являются диагностическими, а эффек-
тивны для создания средств защиты человека от за-
ражения или потенциального заражения сибирской 
язвой. но работа вызывает интерес из-за метода по-
лучения гибридного штамма путем электрослияния 
в мультипораторе, эффективность которого, как пра-
вило, на один-два порядка выше, чем гибридизация 
химическим методом с использованием полиэтилен-
гликоля. 

таким образом, исследования по получению мо-
ноклональных препаратов, способных выявлять воз-
будителя сибирской язвы, продолжаются в направле-
нии совершенствования методов и средств диагно-
стики, опираясь на современные достижения в этой 
уникальной области. кроме того, перспективным яв-
ляется и создание комплексных тест-систем для од-
новременного выявления двух и более возбудителей 
оои. подобный набор реагентов зарегистрирован 
для определения возбудителей сибирской язвы и ту-
ляремии методом мультиплексного иммунофлуорес-
центного анализа (тест-система иФла-2BF). спектр 
таких препаратов необходимо расширять. 

МКА в диагностике туляремии. крупные 
вспышки и спорадические случаи туляремии перио-
дически регистрируются во многих странах мира, 
в том числе и в россии. сохранение эпизоотически 
активных природных очагов, вероятность примене-
ния Francisella tularensis при биотеррористических 
актах, сложность постановки клинического диагноза 
обусловливают необходимость совершенствования 
лабораторной диагностики этой инфекции [16]. на 
сегодняшний день в нашей стране зарегистрированы 
четыре набора реагентов на основе мка: три набора 
производства Фбун гнц пмб – для определения 
возбудителя туляремии в реакции латекс-агглютина-
ции (Фср 2011/12157), с помощью иммунохрома-
тографической тест-системы (Фср 2009/05486) и 
методом мультиплексного иммунофлуоресцентно-
го анализа (рзн 2014/1468), а также тест-система 
«диатул-м» (Фср 2012/13944) производства Фкуз 
роснипчи «микроб», позволяющая выявлять 
F. tularensis в дот-варианте иФа. последний метод 
характеризуется экспрессностью, экономичностью 
в отношении расхода реагентов, простотой поста-
новки и учета результатов. базовыми иммунореа-
гентами тест-системы «диатул-м» являются мка 
к основному диагностически значимому антигену 
F. tularensis – лпс, что обеспечивает специфич-
ность и стандартность разработанного препарата и 
позволяет выявлять туляремийный микроб в био-
логическом материале от людей и животных, в объ-
ектах окружающей среды и чистых культурах в ми-
нимальной концентрации 1∙106 – 5∙106 м.к./мл при 
отрицательной реакции с гетерологичными бакте-
риями [17, 18].

для конструирования диагностикумов в Фбун 
гнц пмб использовались гибридомы, продуцирую-
щие высокоспецифичные мка к лпс F. tularensis и 
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депонированные в гкпм-оболенск под номерами 
н11 (11D6), H42 (1D6) [19, 20]. основным реаген-
том набора для определения возбудителя туляремии 
в реакции латекс-агглютинации (Фср 2011/12157) 
являются мка 11D6, сенсибилизированные с по-
лиакролеиновыми латексными частицами диамет-
ром 1 и 1,2 мкм (институт биоорганической химии 
им. акад. м.м. Шемякина и Ю.а. овчинникова 
ран, москва). данный метод позволяет выявлять 
клетки штаммов F. tularensis в концентрации 9∙104–
7,5∙105 м.к./мл при отрицательной реакции с гете-
рологичными микроорганизмами в концентрации 
2∙108 м.к./мл. говоря об их-тест-системах, отметим 
не только эффективность метода, простоту поста-
новки реакций, возможность получения результата 
в течение 15–20 мин, но и невысокую чувствитель-
ность – 1∙108–1∙109 м.к./мл. возможность применения 
их-тест-систем (Фср 2009/05486), разработанных 
и изготовленных в Фбун гнц пмб для экспресс-
выявления лпс туляремийного микроба, оценили в 
ставропольском научно-исследовательском противо-
чумном институте при проведении мониторинга при-
родных очагов северного кавказа. исследователи 
рекомендовали использовать данный метод для 
изучения проб с заведомо большой концентрацией 
антигена (109 м.к./мл) [21].

остановимся и на некоторых эксперименталь-
ных препаратах. так, в 48 цнии мо рФ осуще-
ствили подбор мка (31G1F10, 32E5D3, 35B11C8, 
36C2F11), обладающих иммунохимической актив-
ностью к антигенам F. tularensis, для выявления 
данного возбудителя в иммуноферментном и имму-
нохроматографическом методе. оценка чувствитель-
ности и специфичности разработанных тест-систем 
показала, что образцы обеспечивали выявление 
штаммов F. tularensis в концентрации от 5,0∙105 м.к./
мл до 1,0∙106 м.к./мл и не давали ложноположитель-
ных результатов при исследовании гетерологичных 
микроорганизмов в концентрации 1,0∙108 м.к./мл 
[22, 23]. такие иммуноферментные средства детек-
ции возбудителя туляремии могли бы расширить 
набор диагностикумов, используемых в россии, так 
как на сегодняшний день зарегистрированы только 
поликлональные иммуноферментные тест-системы 
производства ставропольского противочумного ин-
ститута [24], причем в одной из тест-систем предло-
жен эффективный метод селективного концентриро-
вания возбудителя на магнитной матрице, повышаю-
щий чувствительность до 102–103 м.к. применение 
магноиммуносорбентов может быть перспективным 
и в сочетании с мка. усилия разработчиков долж-
ны быть направлены не только на повышение порога 
чувствительности наборов реагентов и исключение 
неспецифических реакций, но и на упрощение про-
цедуры постановки и учета реакции и доведение экс-
периментальных разработок до выпуска сертифици-
рованного препарата [16].

МКА в диагностике бруцеллеза. на сегодняш-
ний день в мире предложено много различных тестов 

для диагностики бруцеллеза, но ни один из них не 
обладает оптимальной чувствительностью и специ-
фичностью из-за ложноположительных реакций, ко-
торые обусловлены сходством строения гладкого ли-
пополисахаридного (s-лпс) антигена у грамотрица-
тельных бактерий. перекрестные реакции осложня-
ют диагностику и могут препятствовать проведению 
программ по борьбе с бруцеллезом [25]. в настоящее 
время в российской Федерации отсутствуют офици-
ально зарегистрированные и разрешенные к приме-
нению наборы реагентов на основе мка для выявле-
ния бруцеллеза, а существуют лишь единичные экс-
периментальные разработки. в доступной нам лите-
ратуре сведения об отечественных моноклональных 
препаратах для обнаружения бруцелл появились в 
1990-е гг. так, были получены и депонированы во 
всесоюзной (ныне всероссийской) специализиро-
ванной коллекции перевиваемых клеточных культур 
(санкт-петербург) штаммы гибридом, вырабаты-
вающие мка против полисахаридных и белковых 
эпитопов бактерий рода Brucella [26] и являющиеся 
основой для создания высокоэффективных реаген-
тов для диагностики возбудителя в биологическом 
материале методом иФа, латекс-агглютинации. для 
экспресс-обнаружения бруцеллезных антигенов в 
патологическом материале предложен эритроцитар-
ный моноклональный диагностикум.

в иркутском научно-исследовательском проти-
вочумном институте сибири и дальнего востока к 
1998 г. получена коллекция гибридом, синтезирую-
щих мка к антигенам B. abortus 19ва, которые ис-
пользовались для изучения антигенной структуры 
возбудителя бруцеллеза и разработки диагностиче-
ских препаратов. на основе мка 2ан10 сконструи-
рована и испытана бруцеллезная латексная тест-
система, усовершенствован иФа для идентификации 
штаммов B. abortus и B. suis [27]. модифицирован 
способ улучшения качества коммерческой эмбрио-
нальной телячьей сыворотки, являющейся одним из 
основных компонентов культуральных сред для вы-
ращивания клеток миеломных и гибридных линий.

в нии эпидемиологии и микробиологии 
им. н.Ф. гамалеи создана высокоэффективная имму-
ноферментная тест-система на основе мка против 
липополисахарида (лпс) B. abortus, с высокой чув-
ствительностью (0,05–0,1 нг/мл) и специфичностью 
выявляющая лпс бактерий B. abortus, B. melitensis и 
B. suis и не реагирующая с лпс Yersinia enterocolitica 
0:3, Y. enterocolitica 0:9, Salmonella typhirmurium и 
F. tularensis [28].

в специализированной коллекции перевивае-
мых соматических клеточных культур сельскохозяй-
ственных и промысловых животных рккк (схж 
расхн) виэв при государственном научном учреж-
дении «всероссийский научно-исследовательский 
институт экспериментальной ветеринарии имени 
я.р. коваленко» россельхозакадемии (гну виэв 
россельхозакадемии) москвы под № 90 в 2015 г. де-
понирован штамм F26 – продуцент мка к олигопо-
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лисахаридному антигену B. abortus, который можно 
использовать при изготовлении иммуноферментной 
тест-системы для диагностики бруцеллеза крупно-
го рогатого скота [25]. как отмечают разработчики, 
сотрудники ооо «научно-производственная фирма 
иммунобиотех», использование такой тест-
системы позволяет не только выявлять специфиче-
ские антитела у животных, инфицированных как 
B. abortus, так и B. melitensis, но и повышает эффек-
тивность противоэпизоотических мероприятий, со-
кращает сроки оздоровления неблагополучных по 
бруцеллезу хозяйств.

в филиале Фгбу 48 цнии мо рФ в 2017 г. по-
лучены и охарактеризованы гибридомы-продуценты 
мка к специфическим антигенам возбудителя бру-
целлеза (232B6H7, 232G12F7, 233B2C5), которые в 
сочетании с бруцеллезными кроличьими иммуно-
глобулинами позволяют выявлять микробные клетки 
типовых штаммов различных видов бруцелл в кон-
центрации от 0,25∙106 до 1,0∙106 м.к./мл и не взаимо-
действуют с культурами гетерологичных микроорга-
низмов в концентрации 1,0∙108 м.к./мл. гибридомы-
продуценты и препараты специфических бруцеллез-
ных мка могут быть использованы для разработки 
и производства иммуноферментных и иммунохрома-
тографических тест-систем [29]. 

все вышеизложенное свидетельствует об эф-
фективности использования мка в диагностике 
бруцеллеза, а также о необходимости проведения 
дальнейших разработок по созданию и внедрению 
в практическое здравоохранение новых препаратов 
для борьбы с этим особо опасным заболеванием. 
быстрые и чувствительные тесты с возможностью 
детекции возбудителя у животных и в продуктах 
животноводства (молоко, молочные продукты, мясо, 
мясные продукты) помогут предотвратить рас-
пространение бруцеллеза среди людей, исключив 
контактный и алиментарный пути передачи инфек-
ции [30].

МКА в диагностике чумы. чума до настоя-
щего времени остается серьезной проблемой для 
эндемичных районов и для мирового здравоохране-
ния в целом, что диктует актуальность проведения 
научных исследований по совершенствованию диа-
гностических препаратов, направленных на предот-
вращение распространения и ликвидацию этой ин-
фекции. мка в силу своей высокой специфичности, 
стандартности и технологичности оказались исклю-
чительно удобным и широко применяемым диагно-
стическим средством. реагенты, приготовленные 
на их основе, обладают большим преимуществом. 
так, в Фбун гнц пмб получены и депонированы в 
государственной коллекции патогенных микроорга-
низмов и клеточных культур «гкпм-оболенск» под 
номерами н19, н13 и H18 штаммы гибридных кле-
ток Mus musculus 5G6 (мка к V антигену Yersinia 
pestis), гибридных клеток Mus musculus 10G4 и 13р8 
(мка к капсульному F1 антигену Y. pestis) [31–33]. 
синтезированные мка оказались пригодными для 

разработки диагностических реагентов. так, гибри-
дому 10G4 использовали для конструирования ла-
тексной тест-системы в качестве источника мка 
(IgG), которые специфически взаимодействовали с 
F1-антигеном чумного микроба и не давали пере-
крестных реакций с антигенами других микроорга-
низмов. на основании выполненной работы разра-
ботан и утвержден комплект нормативной докумен-
тации, включающий инструкцию по применению и 
ту 9388-136-78095326-2011 на диагностикум «набор 
реагентов для определения капсульного F1-антигена 
Yersinia pestis в реакции латекс-агглютинации», ко-
торый успешно прошел комиссионные испытания 
на базе иркутского противочумного института. 
показано, что иммуноанализ на основе цветных 
латексов позволяет существенно сократить и упро-
стить процедуру тестирования, не требуя сложного 
лабораторного оборудования и специально обучен-
ного персонала. в целом полученные характеристи-
ки и результаты апробации свидетельствуют о высо-
кой чувствительности и специфичности высушенной 
латексной суспензии, которая выявляет штаммы воз-
будителя чумы в концентрации 105–2,0∙106 м.к./мл  
и выше и не имеет перекрестной активности в от-
ношении гетерологичных микроорганизмов. предел 
обнаружения капсульного F1-антигена составил 
4 нг/мл [34]. при разработке описанного набора ис-
пользовались стандартные иммунологические под-
ходы, основывающиеся на выявлении F1-антигена 
или антител к нему. вместе с тем некоторые штам-
мы Y. pestis не продуцируют F1-антиген, сохраняя 
при этом вирулентность, что свидетельствует о не-
совершенстве использования этого антигена в каче-
стве мишени для определения возбудителя. в связи 
с этим т.а. иващенко с соавт. [35] на основе пары 
мка 5G6 и 2B8 сконструирована иммунофермент-
ная моноклональная тест-система для выявления 
V-антигена (предел обнаружения – 2 нг/мл), которая 
также успешно прошла межлабораторные медицин-
ские испытания на базе иркутского противочумного 
института, что позволило рекомендовать ее в каче-
стве альтернативы или в дополнение к другим диа-
гностическим методам. кроме экспериментальных 
препаратов на основе мка, в Фбун гнц пмб есть 
и зарегистрированные – иммунохроматографиче-
ские тест-системы, предназначенные для экспресс-
выявления и идентификации возбудителя чумы. 
одна из них обеспечивает специфическое обнаруже-
ние Y. pestis в концентрации 107 м.к./мл и капсульно-
го антигена Fl в концентрации 0,01 мг/мл. 

в роснипчи «микроб» разработана и заре-
гистрирована диагностическая иммуноферментная 
тест-система (рзн 2013/711), основу которой соста-
вили мка к капсульному антигену Y. pestis. набор 
«тест-система иммуноферментная для детекции чум-
ного микроба моноклональная (иФапестФ1-м)» 
характеризуется высокой специфичностью и по-
зволяет выявлять капсулосодержащие штаммы воз-
будителя чумы в образцах биологического мате-
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риала и проводить идентификацию чистых культур 
с чувствительностью 5∙105–1∙106 м.к./мл. важным 
преимуществом тест-системы иФа является объек-
тивный учет результатов анализа и возможность их 
документи рования [36]. 

в ростовском-на-дону научно-исследователь-
ском противочумном институте еще в 1990-е гг. 
проводились исследования по разработке экспери-
ментальных препаратов для диагностики типичных 
и атипичных штаммов Y. pestis на основе мка, 
специфичных к капсульному антигену F1 возбудите-
ля чумы (гибридома г4-в8/е5) и к поверхностному 
белку чумного микроба FV (гибридома г4-е6/н8). 
позже эти мка а.л. трухачев с соавт. [37] пред-
ложили использовать для идентификации видов 
Y. pestis и Y. pseudotuberculosis путем определения 
продукции видоспецифических антигенов F1 и FV 
чумного микроба в реакции непрямой иммунофлуо-
ресценции. в настоящее время отсутствуют диагно-
стические тест-системы на основе мка, имеющие 
высокую степень достоверности, для проведения 
идентификации штаммов возбудителей чумы и псев-
дотуберкулеза, в том числе и антигенизмененных 
штаммов, выделенных от больных людей, животных 
и из объектов окружающей среды. это дает основа-
ния совершенствовать данное направление с исполь-
зованием мка и расширять спектр зарегистриро-
ванных препаратов для выявления Y. pestis.

МКА в диагностике холеры. одной из актуаль-
ных опасных инфекционных болезней является хо-
лера, прогноз по которой в мире и для россии остает-
ся неблагоприятным. эффективность исследований 
на выявление возбудителя зависит от наличия высо-
кочувствительных и специфичных реагентов для ла-
бораторной диагностики холеры. создание таких на-
боров возможно с использованием мка. сведения 
о холерных моноклональных препаратах, имеющих 
диагностическую значимость, появились в 1990-е гг. 
в публикациях сотрудников ростовского-на-дону 
противочумного института. в диссертационных ра-
ботах о.с. бурлаковой (1992 г.) и л.п. алексеевой 
(1993 г.) подробно описаны гибридомы-продуценты 
мка к о-антигену лпс и их использование в каче-
стве диагностических реагентов при проведении тон-
кого эпитопного анализа липополисахарида, а также 
при выяснении функциональной роли отдельных 
о-антигенных детерминант лпс и комплементарных 
им иммуноглобулинов в иммуногенезе инфекции. 
к 2000 г. получен набор гибридом, продуцирующих 
мка к R-формам холерных вибрионов, которые в 
слайд-агглютинации взаимодействовали с атипич-
ными штаммами Vibrio cholerae о1. для расширения 
спектра выявляемых детерминант применяли смеси 
моноклональных иммуноглобулинов. с момента по-
явления в 1992 г. нового возбудителя холеры актуаль-
ными стали исследования по получению гибридом-
продуцентов мка, направленных к антигенным де-
терминантам V. cholerae о139. так, л.п. алексеевой 
с соавт. [38] удалось вывести стабильные гибридо-

мы, синтезирующие мка о139, на основе которых 
разработали экспериментальные серии люминесци-
рующих препаратов. созданная в институте к 2012 г. 
коллекция гибридом-продуцентов мка явилась от-
правной точкой для регистрации в росздравнадзоре 
наборов реагентов «иммуноглобулины моно-
клональные диагностические сухие для сероло-
гической идентификации V. cholerae о1 и о139 
(in vitro) методом ра «иг-V. cholerae о1/о139-ра» 
(рзн 2015/2336) и «иммуноглобулины монокло-
нальные диагностические флуоресцирующие сухие 
для серологической идентификации V. cholerae о1 
и о139 (in vitro) методом риФ «иг-V. cholerae O1/
O139-риФ» (рзн 2014/2142). применение наборов 
для реакции слайд-агглютинации и иммунофлуорес-
ценции перспективно как в стационарных, так и мо-
бильных лабораториях, в том числе и при проведении 
мониторинга объектов окружающей среды в случае 
постановки реакции с набором «иг-V. cholerae о1/
о139-риФ» (рзн 2014/2142), который можно ис-
пользовать для выявления возбудителя холеры не 
только после выделения чистой культуры, но и в на-
тивном материале различного происхождения.

для планирования рационального объема 
противохолерных мероприятий большое значение 
имеет своевременное определение токсигенности 
холерных вибрионов. так, в ростовском-на-дону 
противочумном институте получены гибридомы-
продуценты мка, направленных к расположенным 
вблизи ганглиозид-связывающего участка эпитопам 
в-субъединицы холерного токсина и блокирующих 
связывание токсина с рецепторами GM1. в резуль-
тате проведенных исследований о.в. маркина с 
соавт. [39] оптимизировали иФа двойных анти-
тел, который позволил оценить токсинопродукцию 
штаммов холерных вибрионов о1 и о139 серогрупп 
с чувствительностью метода 50 нг/мл, а также реко-
мендовали использовать нитроцеллюлозную мем-
брану для постановки GM1-дот-иФа, что повышало 
чувствительность метода до 10 нг/мл. позже были 
получены моноклональные пероксидазные конъю-
гаты для выявления V. cholerae о1, о139 [40] и tcp+ 
штаммов в прямом варианте твердофазного имму-
ноферментного анализа (тиФа) и в дот-варианте 
(диа) [41]. 

работы по совершенствованию иФа с ис-
пользованием мка проводились и в роснипчи 
«микроб». сконструированы экспериментальные 
иммуноферментные тест-системы, предназначен-
ные для детекции V. cholerae о139 в концентрации 
от 7,5∙104 до 2,3∙106 м.к./мл в зависимости от штам-
ма, для контроля биосинтеза типоспецифического 
о-антигена при производстве бивалентной химиче-
ской вакцины, для обнаружения холерного токсина 
в иФа и диа [42, 43]. а в 2016 г. предложены спо-
соб и набор для определения продукции холерного 
токсина и дифференциации эпидемически значи-
мых штаммов холерных вибрионов классического 
и эль тор биоваров с использованием мка, специ-



41

Problemy Osobo Opasnykh Infektsii [Problems of Particularly Dangerous Infections]. 2021; 4       Reviews

фичных к в-субъединице холерного токсина [44]. 
тест-система для определения продукции холерного 
токсина штаммами V. cholerae (иФахолхт-м) заре-
гистрирована в качестве изделия медицинского на-
значения (рзн 2016/5013).

специалисты Фбун гнц пмб, владеющие тех-
нологией и большим опытом в разработке иммуно-
хроматографических тестов, сконструировали и за-
регистрировали в качестве медицинских изделий 
их-полоски для быстрой идентификации возбудите-
ля холеры о1 группы «тест-полоска V. cholerae о1» 
(рзн 2013/270) и для быстрой идентификации 
токсигенных штаммов возбудителя холеры «тест-
полоска V. cholerae tox+» (рзн 2015/2650) [45].  
чувствительность их-тест-полосок – 108–109 м.к./мл.

несмотря на уже достигнутые успехи в получе-
нии холерных моноклональных диагностикумов, ра-
бота должна продолжаться не только по пути расши-
рения спектра наборов реагентов, но и с привлече-
нием современных технологий. в последнее десяти-
летие существенное развитие получила технология 
анализа сложных биологических систем с помощью 
биологических микрочипов (биочипов), при созда-
нии которых сочетаются принцип миниатюризации 
и многофакторного анализа, что приводит к повыше-
нию производительности исследований и снижению 
себестоимости анализа [46]. перспективным явля-
ется и создание комплексных тест-систем для одно-
временного выявления двух и более возбудителей 
оои [23]. специалисты Фгуп «государственный 
научно-исследовательский институт биологическо-
го приборостроения» разработали иммунохромато-
графическое устройство для индикации пяти видов 
токсинов (ботулинические токсины типов а и в в 
концентрации 5 и 10 нг/мл соответственно, стафило-
кокковый энтеротоксин типа в – 40 нг/мл, холерный 
экзотоксин – 500 нг/мл, рицин – 80 нг/мл) в едином 
цикле анализа, что увеличивает производительность 
за счет уменьшения промежуточных манипуляций 
и уменьшает количество расходных материалов. 
вышесказанное позволяет рассматривать мультиана-
литный анализ как эффективный и удобный инстру-
мент экспресс-индикации [47]. однако подобные на-
боры пока не внедрены в лабораторную практику.

МКА в диагностике сапа и мелиоидоза. сап и 
мелиоидоз – особо опасные инфекционные болез-
ни, вызываемые патогенными Burkholderia mallei и 
B. pseudomallei. на сегодняшний день в нашей стране 
не зарегистрировано ни одного достоверного случая 
заболеваний, вызванных этими возбудителями. но 
сведения о возможном их распространении за преде-
лы эндемичных регионов и вероятность заноса ин-
фекции привели к росту исследований в области диа-
гностики сапа и мелиоидоза [48, 49]. в волгоградском 
научно-исследовательском противочумном институ-
те создана коллекция гибридом-продуцентов к анти-
генным детерминантам B. mallei и B. pseudomallei, 
которая использовалась для создания иммунодиаг-
ностических препаратов. в разные годы получены 

экспериментальные реагенты для реакции агглюти-
нации, иммунодиффузии, тиФа, метода флуоресци-
рующих антител (мФа) [50]. важным результатом 
проведенных исследований является регистрация 
двух наборов «иммуноглобулины диагностические 
флуоресцирующие мелиоидозные моноклональные 
сухие» (Фср 2011/11615) и «иммуноглобулины диа-
гностические флуоресцирующие сапные монокло-
нальные сухие» (Фср 2011/11614), которые исполь-
зуются в лабораторной диагностике.

в Фбун гнц пмб получены гибридомы (3D3, 
2D11), продуцирующие мка к лпс B. mallei и 
B. pseudomallei. на их основе сконструированы экс-
периментальные их-тесты, которые можно исполь-
зовать в качестве одного из инструментов детекции 
возбудителей сапа и мелиоидоза, причем результат бу-
дет известен через 10 мин [51]. также с.с. ветчинин 
с соавт. [52] успешно применили мка 3D3 и 2D11 
для выявления и внутривидовой дифференциации 
штаммов патогенных буркхолдерий в дот-блот ана-
лизе при совместном использовании пцр-рв. при 
этом мка 3D3, связываясь с клетками штаммов 
обоих возбудителей, демонстрируют родоспецифич-
ность, а мка 2D11 – штаммоспецифичность, из-
бирательно не взаимодействуя с клетками штаммов 
р1 B. mallei и 100 B. pseudomallei. сделан вывод о 
том, что сочетание видоспецифичной амплифика-
ции днк (пцр-рв) и иммунного анализа (дот-блот) 
с использованием набора мка различного профи-
ля взаимодействия со штаммами перспективно для 
внутривидовой дифференциации патогенных бурк-
холдерий.

в 48 цнии мо рФ (г. киров) были получены 
препараты мка, выделенные и очищенные из ас-
цитных жидкостей, на основе которых изготовлены 
специфические компоненты для иммунофермент-
ных моноклональных тест-систем (0,5∙106 м.к./мл).  
показана принципиальная возможность проведения 
дифференциации B. mallei и B. pseudomallei методом 
иФа при отсутствии перекрестных реакций с близ-
кородственными сапрофитами и гетерологичными 
микроорганизмами в концентрации 1,0·108 м.к./мл. 
тест-системы перспективны для последующей ре-
гистрации в качестве медицинских изделий для диа-
гностики in vitro [53, 54]. 

осуществление мониторинга заболеваний ме-
лиоидозом и сапом на территории рФ требует не 
только эффективного взаимодействия между меди-
цинскими учреждениями и организациями, но и обе-
спечения эффективными средствами диагностики.

таким образом, мка в силу своей высокой 
специфичности, стандартности и технологичности 
оказались исключительно удобным и широко при-
меняемым в настоящее время диагностическим 
средством, в том числе и для выявления возбудите-
лей оои. в связи с этим исследования, направлен-
ные на разработку и регистрацию новых наборов 
моноклональных реагентов в качестве медицинских 
изделий, не утратили своей актуальности и прак-
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тической значимости. привлечение в диагностику 
оои современных более эффективных препаратов 
на основе мка позволит повысить качество и до-
стоверность лабораторного анализа, при этом обяза-
тельным условием является их внедрение в практи-
ческое здравоохранение. наиболее перспективными 
представляются дот-иммуноанализ, изготовление 
иммунохроматографических тестов и создание им-
муночипов. усилия разработчиков должны быть на-
правлены на повышение порога чувствительности 
тест-систем, полное исключение неспецифических 
реакций, упрощение процедуры постановки и учета 
реакции и доведение экспериментальных разработок 
до выпуска сертифицированного препарата.

конфликт интересов. авторы подтверждают 
отсутствие конфликта финансовых/нефинансовых 
интересов, связанных с написанием статьи.
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моделирование экСПериментальной чумЫ в уСловиях лаБоратории  
уровня БиоБеЗоПаСноСти 2 

ФБУН «Государственный научный центр прикладной микробиологии и биотехнологии», р.п. Оболенск,  
Российская Федерация

возбудитель чумы, Yersinia pestis, относится к I группе патогенности (опасности), что подразумевает работу с 
его штаммами «дикого типа» в убб 3 (уровень биобезопасности) лаборатории. Y. pestis EV нииэг является Δpgm 
штаммом, что позволяет проводить эксперименты в убб 2 лаборатории. однако возникновение и развитие забо-
левания, вызванное этим штаммом, не может полностью повторять наблюдаемое при использовании вирулент-
ных аналогов. остаточную вирулентность штамма Y. pestis EV нииэг для мышей можно повысить при введении 
препаратов железа in vivo. цель исследования состояла в оптимизации методических приемов моделирования 
экспериментальной чумы у лабораторных животных после введения аттенуированных ∆pgm штаммов Y. pestis с 
использованием декстрана железа. материалы и методы. моделирование чумной инфекции у беспородных мы-
шей проводили путем подкожного введения штамма Y. pestis EV нииэг с добавлением декстрана железа. у жи-
вотных ежедневно проводили оценку здоровья. в ходе эксперимента оценивали патологоанатомическую картину 
и обсемененность органов у мышей. результаты и обсуждение. при подкожном введении штамма Y. pestis EV 
нииэг в присутствии декстрана железа у мышей наблюдали бубонную форму чумы, приводящую к леталь-
ному исходу с патологическими изменениями внутренних органов, характерными для чумной инфекции. при 
ежедневном введении железа LD50 штамма Y. pestis EV нииэг для мышей достоверно превышала таковую при 
однократном введении препарата. различия в выживаемости животных в группах с однократным и многократным 
введением железа по сравнению с контрольными группами были достоверны. таким образом, аттенуированные 
Δpgm штаммы Y. pestis в присутствии декстрана железа могут быть использованы в условиях лаборатории убб 2 
для воспроизведения экспериментальной чумы у мышей с выраженными патологоанатомическими изменениями 
и летальностью.

Ключевые слова: Yersinia pestis, модель экспериментальной чумы, EV нииэг, декстран железа.
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A.S. Vagaiskaya, A.S. Trunyakova, T.I. Kombarova, S.V. Dentovskaya
simulation of Bubonic Plague in BsL-2 Laboratory
State Scientific Center of Applied Microbiology and Biotechnology, Obolensk, Russian Federation

Abstract. The causative agent of plague, Yersinia pestis, is classified as pathogenicity (hazard) group I agent, which 
means that the work with “wild type” strains should be carried out in BSL-3 facilities. Y. pestis EV NIIEG is a Δpgm 
strain, allowing experimental studies to be carried out in BSL-2 laboratories. However, the disease and its progression 
elicited by such strain do not entirely mirror the infection observed with fully virulent strains. Residual virulence of 
Y. pestis EV NIIEG strain for mice can be increased under in vivo iron supplementation. The aim of the study was to 
optimize methodological approaches to modeling experimental plague in laboratory animals following administration of 
attenuated Δpgm Y. pestis strains with iron dextran. Materials and methods. Simulation of plague infection in outbred 
mice was carried out through subcutaneous inoculation of Y. pestis EV NIIEG strain with iron dextran supplementa-
tion. The animal condition was assessed on a daily basis. In the course of the experiment, the pathological presentation 
and bacterial content in organs of mice were evaluated. Results and discussion. Mice inoculated subcutaneously with 
Y. pestis EV NIIEG strain in the presence of iron dextran developed a bubonic plague that resulted in lethal outcome with 
pathological changes of internal organs, characteristic of plague infection. In case of daily administration of iron, LD50 
of Y. pestis EV NNIEG strain for the mice significantly exceeded the same one with a single injection. Differences in 
the survival rate among animals in the groups with a single and multiple administration of iron compared to the control 
group were statistically valid. Thus, attenuated Δpgm Y. pestis strains in the presence of iron dextran can be used to model 
experimental plague in mice with marked pathological changes and lethality in BSL-2 laboratories.

Key words: Yersinia pestis, experimental plague model, EV NIIEG, iron dextran.
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чума – острая инфекционная болезнь, характе-
ризующаяся явлениями тяжелой общей интоксика-
ции, воспалительными процессами в лимфатических 
узлах, легких и других органах, – признана в настоя-
щее время «возвращающейся» инфекцией, а ее воз-
будитель, Yersinia pestis, может быть использован в 
качестве агента биотерроризма [1]. поиски «идеаль-
ной» вакцины против чумы продолжаются. Y. pestis 
относят к I группе патогенности (биологической 
опасности), что подразумевает при проведении ра-
бот соблюдение санитарно-противоэпидемических 
(профилактических) мероприятий, направленных на 
обеспечение личной и общественной безопасности 
и защиту окружающей среды. одним из основных 
препятствий при изучении биологии Y. pestis и пато-
генеза чумы является то, что многие лаборатории не 
имеют доступа к необходимым для работы с такими 
патогенами помещениям 3-го уровня биобезопасно-
сти (убб 3) и поэтому должны работать с аттенуиро-
ванными штаммами чумного микроба.

важным этапом в процессе создания вакцин-
ных препаратов является демонстрация защитной 
эффективности, обычно включающая заражение 
вакцинированных и контрольных интактных живот-
ных вирулентными штаммами, воспроизводящими 
заболевание. на ранних стадиях разработки, когда 
перспективные вакцины-кандидаты должны быть 
первоначально охарактеризованы и доработаны, 
риск и сложность, связанные с использованием ви-
рулентных тест-заражающих штаммов при оценке 
протективности на модели животных, могут быть 
снижены за счет воспроизведения чумной инфекции 
в условиях убб 2, а не убб 3 лаборатории с исполь-
зованием стандартных аттенуированных штаммов. 

аттенуированные (авирулентные) штаммы 
чумного микроба, относящиеся к III группе пато-
генности согласно сп 1.2.036-95 «порядок учета, 
хранения, передачи и транспортирования микро-
организмов I–IV групп патогенности», обычно не 
обладающие либо хромосомным локусом пигмен-
тации (pgm), основным компонентом которого явля-
ется иерсиниабактин-зависимая система транспорта 
железа (ybt), необходимая для проявления вирулент-
ности штаммов чумного микроба при интрадермаль-
ном введении, либо плазмидой кальцийзависимости 
(pCad, pYV, pCD1), более безопасны при манипуля-
циях, что позволяет проводить экспериментальные 
исследования в лабораториях уровня убб 2 [2]. 

морбиторы – это вещества (дефибринирован-
ная кровь барана, сульфат железа, декстран железа 
и др.), повышающие содержание ионов железа в кро-
ви и способствующие эффективному развитию сеп-
сиса и гибели лабораторных животных при введении 

аттенуированных ∆pgm штаммов чумного микроба. 
показано, что введение мышам сульфата железа мо-
жет нивелировать потребность в продуктах локуса 
иерсиниабактина, полностью восстанавливая виру-
лентность ∆pgm мутанта Y. pestis, введенного парен-
терально [3, 4]. при этом использование подобного 
подхода для воспроизведения легочной чумы после 
интраназального введения штамма KIMD27 не было 
успешным [5]. M.A. Parent et al. [6] показали токсич-
ность хлорида железа, ограничив дозу введения до 
0,5 мг/мышь, что согласуется с ранее полученными 
данными о токсичности неорганического железа в 
концентрациях 30–60 мг/кг. 

токсичность неорганического железа и потреб-
ность в его парентеральном введении при лечении 
различных заболеваний привели к появлению более 
безопасных коллоидных растворов гидроксида желе-
за, стабилизированных различными полисахарида-
ми [7]. подкожное введение мышам штамма Y. pes-
tis, дефектного по области пигментсорбции pgm, 
с добавлением коллоидного раствора хондроитин 
сульфата железа приводило к смерти животных с ги-
стологическими изменениями в печени и селезенке, 
напоминающими те, что возникают в результате ин-
фицирования вирулентным штаммом [8]. в дальней-
шем миллиграммовые дозы коллоидного декстрана 
железа начали использовать при воспроизведении 
моделей других бактериальных инфекций [9–11]. 
E.м. Galván et al. [12] описали убб 2 модель легоч-
ной чумы у мышей, основанную на внутрибрюшин-
ном введении коллоидного декстрана железа, приме-
нение которого позволяет избежать возникновения 
проблем токсичности и использовать благоприятные 
преимущества фармакокинетики, такие как более 
низкий клиренс и более длительный период полувы-
ведения, чем у других коллоидных или неорганиче-
ских препаратов железа [7]. в доступной литературе 
отсутствуют данные об использовании железа (III) 
гидроксид декстрана для воспроизведения бубон-
ной чумы у мышей, обусловленной введением ∆pgm 
штаммов Y. pestis. кроме того, не описано течение 
инфекции у животных при разных режимах введе-
ния данного препарата железа.

в настоящей работе мы оптимизировали мето-
дический прием моделирования бубонной чумы у 
лабораторных животных после подкожного введе-
ния аттенуированного ∆pgm штамма Y. pestis с ис-
пользованием декстрана железа с целью оценки про-
тективности кандидатных вакцин на ранних стадиях 
разработки. предлагаемая к использованию модель 
является безопасным инструментом идентификации 
наиболее многообещающих кандидатных препара-
тов, защитный потенциал которых впоследствии 
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может быть оценен с использованием вирулентных 
штаммов чумного микроба. 

материалы и методы

Бактериальные штаммы и условия культи-
вирования. Штамм Y. pestis еV нииэг из госу-
дарственной коллекции патогенных микроорганиз-
мов «гкпм-оболенск» выращивали на питательной 
среде на основе сердечно-мозговой вытяжки – BHI 
(Brain Heart Infusion производства HiMedia, индия) 
pH (7,2±0,1) с добавлением 1 % гемолизированной 
крови в течение 48 ч при температуре (28±1) °с. 
бактериальную суспензию готовили в 0,9 % раство-
ре натрия хлорида по осо мутности 10 ме, кон-
центрацию контролировали путем высева. все ра-
боты осуществляли в соответствии с требованиями 
санитарно-эпидемиологических правил 1.3.2322-08 
«безопасность работы с микроорганизмами III–
IV групп патогенности (опасности) и возбудителями 
паразитарных болезней». 

Определение вирулентности проводили на 
6–8-недельных самцах беспородных мышей 18–20 г 
в соответствии с гост  33216-2014 «руководство 
по содержанию и уходу за лабораторными живот-
ными». протокол экспериментов с животными 
одобрен комитетом по биоэтике Фбун гнц пмб 
(вп – 2019/4 от 05.12.2019). мышам подкожно вво-
дили суспензию двухсуточной агаровой культуры 
Y. pestis еV нииэг в изотоническом растворе NaCl 
в разведениях с 10 по 105 кое в объеме 0,2 мл на жи-
вотное. погибших животных вскрывали, внутрен-
ние органы (селезенку, регионарные лимфоузлы) 
подвергали бактериологическому исследованию.  
в ходе эксперимента по моделированию чумной 
инфекции все животные были разделены на четыре 
группы. первая группа состояла из мышей, которым 
однократно внутрибрюшинно вводили 4 мг декстра-
на железа (раствор для внутримышечного введения 
«Феррум лек» 50 мг/мл, словения) за 1 ч до иноку-
ляции штамма Y. pestis еV нииэг. во второй группе 
были мыши, которым вводили препарат железа в той 
же дозе ежедневно. мышам третьей группы вводили 
только штамм Y. pestis еV нииэг, а животным чет-
вертой группы – только декстран железа. 

Оценку здоровья проводили ежедневно. актив-
ность, внешний вид, признаки обезвоживания и по-
терю веса животных оценивали по шкале от 1 до 
4 баллов. все работы с животными велись в соответ-
ствии с этическими нормами. 

Статистический анализ. вычисление вели-
чин LD50 проводили по методу Kärber в модифика-
ции и.п. ашмарина и а.а. воробьева [13]. данные 
представляли как среднее значение ± стандартное 
отклонение. для статистического анализа исполь-
зовали Graph Pad Prism 6 (Graph Pad Software, La 
Jolla, CA), выполняя однофакторный дисперсион-
ный анализ ANOVA. различия считали достовер-
ными при p≤0,05. 

результаты и обсуждение

Влияние железа на остаточную вирулент-
ность Δpgm штаммов Y. pestis. ранее проведенные 
исследования показали, что аттенуированные Δpgm 
штаммы Y. pestis и Y. pseudotuberculosis, не обладаю-
щие способностью получать железо из биологиче-
ских жидкостей, восстанавливают вирулентность 
для мышей и морских свинок при парентеральном 
введении гемина или неорганического железа перед 
заражением [3, 14]. для создания воспроизводи-
мой модели бубонной чумы исследовали изменение 
остаточной вирулентности Δpgm штамма Y. pestis 
EV нииэг для мышей при совместном введении 
с декстраном железа. развитие заболевания и вы-
живаемость животных при подкожном введении 
штамма Y. pestis EV нииэг в концентрациях от  
10 до 105 кое изучили при однократной и ежеднев-
ных инъекциях декстрана Fe(OH)3 в дозе 4 мг, так 
как более высокие концентрации могут проявлять 
токсический эффект [15]. мыши контрольных групп 
получили или только штамм чумного микроба, или 
только препарат железа.

после подкожного введения штамма Y. pestis EV 
нииэг в дозах 10–104 кое наряду с однократной 
внутрибрюшинной инъекцией раствора «Феррум 
лек» мыши оставались живы на протяжении всего 
эксперимента (рис. 1), при дозе 105 кое четыре из 
пяти животных пали к восьмым суткам наблюдения. 
при ежедневном введении декстрана Fe(OH)3 гибель 
животных наблюдали при всех использованных до-
зах штамма Y. pestis EV нииэг со 100 % смертно-
стью в дозах 103–105 кое. животные контрольных 
групп, получившие только препарат железа или 
только штамм Y. pestis EV нииэг, оставались здо-
ровыми.

LD50 штамма Y. pestis EV нииэг при еже-
дневном введении беспородным мышам декстра-
на Fe(OH)3 достоверно превышала аналогичный 
показатель при однократном введении препарата 
(p=0,0086). различия в выживаемости животных в 
группах как с однократным (p=0,003), так и с еже-
дневным (p=0,0001) введением железа по сравнению 
с контролем были достоверны (рис. 1, таблица).

в последующем оценку физического здоровья, 
патологоанатомических изменений и обсемененно-
сти внутренних органов мышей проводили для дозы 
105 кое штамма Y. pestis EV нииэг.

Характеристика заболевания. для установ-
ления особенностей заболевания ежедневно в тече-
ние всего эксперимента контролировали состояние 
здоровья и массу тела беспородных мышей из всех 
экспериментальных групп. признаки заболевания: 
снижение активности, обезвоживание и взъерошен-
ность шерсти – стали появляться на третьи сутки у 
мышей при ежедневном введении декстрана железа, 
при однократном – только на четвертые. животные 
контрольных групп не проявляли признаков забо-
левания. снижение веса наблюдали в первых двух 
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группах, при этом во второй группе снижение было 
более прогрессирующим. в двух оставшихся груп-
пах вес мышей не снижался (рис. 2). у животных 
первых двух групп, получивших штамм Y. pestis EV 
нииэг с добавлением декстрана железа, заболева-
ние прогрессировало, пока мыши не пали, в то время 
как контрольные мыши оставались здоровыми.

для оценки патологоанатомических измене-
ний павших мышей из первой и второй групп под-
вергали вскрытию. мышей из контрольных групп 
вскрывали ежедневно (рис. 3). у павших мышей из 
первой группы наблюдали формирование бубона в 
месте введения, геморрагию в подкожной клетчатке 
в виде характерных для чумы разлитых кровоизлия-
ний, занимающих весь бок животного, а также уве-
личение селезенки с характерными очагами некроза. 
патологоанатомические изменения у мышей из вто-

рой группы включали образование бубонов в пахо-
вых лимфатических узлах (регионарном и контрала-
теральном), увеличение и кровенаполнение печени, 
незначительное увеличение в размерах, «дряблость» 
селезенки. подкожная клетчатка животных окраше-
на в оранжевый цвет как следствие ежедневного вве-
дения железа. у мышей из третьей группы отмечали 
увеличение селезенки, не отражающееся на общем 
состоянии здоровья. у мышей, получавших только 
препарат железа, наблюдали изменение цвета под-
кожной клетчатки, изменения тканей и внутренних 
органов отсутствовали.

Распространение по органам. диссеминацию 
чумного микроба изучили при ежедневном и одно-
кратном введении препарата железа (рис. 4). в пер-
вые дни после введения штамма Y. pestis EV нииэг 
наряду с однократной инъекцией железа большая 

рис. 1. выживаемость беспородных мы-
шей после подкожного введения штамма 
Y. pestis EV нииэг при добавлении же-
леза:
А – кривые выживания при дозе 105 кое штам-
ма Y. pestis EV нииэг; B – кривые выживания 
при введении разных доз штамма Y. pestis EV 
нииэг. ** p≤0,01; *** p≤0,001

Fig. 1. Mice survival rate after subcutaneous 
administration of Y. pestis EV NIIEG strain 
supplemented with iron:
A – survival curves at an infecting dose of 105 CFU 
of the Y. pestis EV NIIEG; B – survival curves 
at different doses of the Y. pestis EV NIIEG.  
** p≤0,01; *** p≤0,001

Влияние декстрана железа на остаточную вирулентность штамма Y. pestis EV нииЭГ для беспородных мышей
The effect of iron dextran on the residual virulence of Y. pestis EV NIIEG strain for outbred mice

Штамм
Strain

декстран железа, 4 мг
Iron dextran, 4 mg

LD50, кое*
LD50, CFU*

доза, кое
Dose, CFU

средние сроки жизни, сутки
Average survival time, days

Y. pestis EV NIIEG

однократно
once

50119 (19953÷794328)
10–104 >21

105 5,4±1,3

ежедневно
daily

79 (20÷316)

10 18

102 5,5±0,7

103 7±3,5

104 4,8±1,6

105 4,2±1,3

Y. pestis 231 – 3 (1÷12) 10–104 5,4±0,5

примечание :  * – 95 % доверительный интервал представлен в круглых скобках.

No te s :  * – 95 % confidence interval is shown in parentheses.
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рис. 3. патологоанатомические изменения у беспородных мышей при введении декстрана Fe(OH)3 совместно с Y. pestis EV нииэг:
А – однократное введение; B – ежедневное введение; C – контроль после введения только штамма Y. pestis EV нииэг; D – контроль после введения 
только препарата железа. стрелками обозначены сформировавшиеся бубоны в лимфатических узлах

Fig. 3. Pathological changes in outbred mice infected with Y. pestis EV NIIEG strain supplemented with iron dextran Fe(OH)3:
A – single administration; B – daily administration; C – only Y. pestis EV NIIEG strain; D – control group that received only iron. Arrows highlight buboes in 
the lymph nodes

рис. 2. оценка физического здоровья мы-
шей после введения штамма Y. pestis EV 
нииэг в присутствии железа:
А – показатель здоровья; B – вес

Fig. 2. Physical health assessment of mice 
after injection with Y. pestis EV NIIEG strain 
plus iron:
A – an indicator of health; B – weight

рис. 4. бактериальная колонизация вну-
тренних органов беспородных мышей по-
сле введения штамма Y. pestis EV нииэг в 
присутствии железа

Fig. 4. Bacterial colonization of the internal 
organs of outbred mice infected with Y. pestis 
EV NIIEG strain in the presence of iron
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часть микроорганизмов находилась в регионарных 
лимфоузлах с последующим распространением в се-
лезенку, в которой со временем количество бактерий 
уменьшалось. при ежедневном введении декстрана 
Fe(OH)3 наблюдали сохранение высокого уровня 
бактериальной колонизации регионарных лимфо-
узлов и селезенки мышей. селезенки и лимфатиче-
ские узлы, полученные от мышей из групп контроля, 
были стерильны (данные не показаны).

как биологическую модель мышей широко ис-
пользуют для изучения патогенеза инфекции, вызы-
ваемой Y. pestis, а также для оценки иммуногенно-
сти и защитной эффективности кандидатных вакцин 
против чумы [16–19]. мыши являются естествен-
ными хозяевами чумного микроба, заболевание ко-
торых протекает подобно возникающему у инфи-
цированного человека [18]. эксперименты in vivo с 
использованием высоковирулентных штаммов чум-
ного микроба проводят в соответствии с санитарны-
ми правилами сп 1.3.3118-13 «безопасность работы 
с микроорганизмами I–II групп патогенности (опас-
ности)» уровня убб 3. таким образом, лабораторные 
работы с использованием подобных штаммов слож-
ны, дорогостоящи и сопряжены с риском инфициро-
вания лабораторного персонала. 

аттенуация вакцинного штамма Y. pestis EV 
произошла из-за спонтанной делеции 102-т.п.о. ло-
куса pgm, отвечающего за поглощение железа бак-
терией [20]. данный штамм относится к III группе 
патогенности, не подпадает под нормативные требо-
вания в отношении вирулентных аналогов и может 
безопасно использоваться в работе в соответствии с 
требованиями лаборатории убб 2.

Cогласно му 3.3.1.1113-02 «основные требо-
вания отбора новых вакцинных штаммов чумного 
микроба» подкожное введение штамма Y. pestis EV 
нииэг не должно вызывать гибель беспородных 
мышей при введении доз до 107 кое. при исполь-
зовании бактериальной культуры в большей концен-
трации гибель животных может наступить в первые 
трое суток после введения вследствие токсическо-
го эффекта, обусловленного наличием мышиного 
токсина Ymt (Yersinia mouse toxin, фосфолипаза д) 
[21, 22]. кроме того, установлено, что патолого-
гистологические изменения у мышей после введе-
ния штамма Y. рestis EV отличаются от наблюдаемо-
го при использовании вирулентных аналогов [2].

остаточную вирулентность Δpgm штамма 
Y. pestis EV нииэг можно повысить при одновре-
менном внутрибрюшинном введении животным пре-
паратов железа (так называемая условная вирулент-
ность) без роста риска для исследователей. о влия-
нии железа на рост и вирулентность Δpgm штаммов 
Y. pestis впервые сообщили Jackson и Burrows в сере-
дине 1950-х гг. при изучении механизмов патогенеза 
чумы [3]. введение мышам штамма Y. pestis KIM, де-
фектного по локусу pgm, с добавлением железа было 
описано в двух исследованиях [7, 14]. H. Lee-Lewis 
et al. [5] сообщали о летальной инфекции у мышей 

BALB/c после введения штамма KIM D27 в присут-
ствии большого количества неорганического железа 
(до 500 мкг), введенного внутрибрюшинно. при этом 
исследователи наблюдали размножение бактерий и 
повреждение нескольких органов, но не обнаружили 
признаков пневмонии или поражений, характерных 
для легочной чумы. проблема, возникающая при 
использовании больших доз неорганического же-
леза in vivo, – это токсичность. самая высокая доза 
FeCl2, которую смогли без токсических последствий 
вводить мышам интраназально, – 40 мкг; большие 
количества вызывали побочные эффекты, включая 
сухость глаз, взъерошенность шерсти и сутулость, 
на устранение которых требовалось 1–3 дня. эти 
неспецифические побочные эффекты не только вы-
зывали чрезмерный стресс у животных, но также 
затрудняли оценку «истинного» заболевания [15]. 
использование декстрана железа снижает токсич-
ность из-за более медленного высвобождения из 
углеводных комплексов, несмотря на необходимость 
даже больших количеств и многократного введения. 
например, в исследовании, описанном E.м. Galván 
et al. [12], для моделирования легочной чумы мышам 
ежедневно вводили коллоидный раствор железа за 
2–3 ч до и в течение 10 суток после заражения.

в настоящей работе использование декстрана 
железа однократно или ежедневно при моделирова-
нии бубонной чумы позволило повысить остаточную 
вирулентность аттенуированного штамма Y. pestis 
EV нииэг для беспородных мышей. при ежеднев-
ном введении препарата железа LD50 штамма Y. pestis 
EV нииэг для животных приблизилась к аналогич-
ному показателю штамма «дикого» типа Y. pestis 231. 
несмотря на достоверность отличий в величинах 
LD50 вакцинного штамма при однократном и еже-
дневном введении декстрана Fe(OH)3, средние сроки 
гибели животных при введении дозы 105 кое прак-
тически не отличались. 

таким образом, в присутствии внутрибрюшин-
но вводимого декстрана железа штамм Y. pestis EV 
нииэг можно использовать для воспроизведения 
бубонной чумы с выраженными патологоанатоми-
ческими изменениями и гибелью мышей в условиях 
убб 2. модель, описанная в настоящем исследова-
нии, не предназначена для замены, а является до-
полнительным инструментом предварительного те-
стирования протективности и определения приори-
тетных потенциальных кандидатов для дальнейшей 
оценки с использованием вирулентных штаммов 
чумного микроба. использование предложенной мо-
дели бубонной чумы позволит быстро и безопасно 
оценить кандидатные препараты и выделить наибо-
лее перспективные для дальнейшего тестирования в 
условиях убб 3.
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Современное СоСтояние ПоПуляций ПоЗвоночнЫх животнЫх  
и их роль в Поддержании ПрироднЫх очагов ЗооноЗов  

на территории СтавроПольСкого края
ФКУЗ «Ставропольский научно-исследовательский противочумный институт», Ставрополь, Российская Федерация

цель исследования – изучение современного состояния популяций позвоночных животных и определе-
ние их роли в поддержании природных очагов зоонозов на территории ставропольского края в 2015–2019 гг. 
материалы и методы. проведены лабораторные исследования суспензий органов и проб крови мелких мле-
копитающих и птиц с помощью сертифицированных диагностических тест-систем для выявления маркеров 
возбудителей крымской геморрагической лихорадки, лихорадки западного нила, геморрагической лихорадки 
с почечным синдромом, туляремии, лептоспироза. статистическую обработку материала проводили по методу 
уилсона. результаты и обсуждение. определены основные резервуары возбудителей природно-очаговых ин-
фекций на территории ставропольского края на современном этапе: для возбудителя лзн – это птицы, возбуди-
теля кгл – млекопитающие и птицы, обитающие в районах полупустынной ландшафтно-географической зоны. 
основной природный резервуар ортохантавирусов на территории ставропольского края – обыкновенная полевка 
Microtus arvalis, обитающая во всех ландшафтно-географических зонах края. циркуляция возбудителей туляре-
мии и лептоспироза установлена на всей территории края, их основным природным резервуаром является малая 
лесная мышь Sylvaemus uralensis. показана необходимость дальнейшего проведения эпизоотологического мони-
торинга территории края с целью выявления биоценотических закономерностей существования возбудителей, 
а также причин, определяющих динамику эпизоотического процесса и эпидемического проявления природных 
очагов. целесообразно определить точки долговременного наблюдения за численностью носителей и переносчи-
ков природно-очаговых инфекций; усилить эпизоотологический контроль за территорией, особенно в периоды 
сезонной активности носителей и переносчиков природно-очаговых инфекций.

Ключевые слова: природный резервуар инфекции, позвоночные животные, крымская геморрагическая лихо-
радка, лихорадка западного нила, геморрагическая лихорадка с почечным синдромом, туляремия, лептоспироз, 
эпизоотологический мониторинг, ставропольский край.
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Yu.M. Tokhov, O.V. Maletskaya, A.N. Kulichenko
the Current state of the Vertebrate Animals Populations and their Role in the Persistence 
of natural Zoonoses Foci in the stavropol territory
Stavropol Research Anti-Plague Institute, Stavropol, Russian Federation

Abstract. The aim of this study was to investigate the current state of vertebrates populations and to determine their 
role in maintaining natural foci of zoonoses in the Stavropol Territory in 2015–2019. Material and methods. Organ 
suspensions and blood samples from small mammals and birds were studied using certified diagnostic test-systems for 
the markers of Crimean hemorrhagic fever, West Nile fever, hemorrhagic fever with renal syndrome, tularemia, and 
leptospirosis pathogens. The data were statistically processed using Wilson’s method. Results and discussion. Identified 
have been the main reservoirs of natural-focal infections in the Stavropol Territory at the present stage: birds – for the 
West Nile fever virus, mammals and birds inhabiting the areas of semi-desert landscape-geographical zone – for Crimean 
hemorrhagic fever agent. The main natural reservoir of orthohantaviruses in the Stavropol Territory is the common vole 
Microtus arvalis, which lives in all landscape-geographical zones. The circulation of tularemia and leptospirosis patho-
gens has been established throughout the whole territory of the region, the small wood mouse Sylvaemus uralensis is of 
the greatest epizootic significance. Findings indicate the need for further epizootiologic monitoring of Stavropol Territory 
in order to identify the biocenotic patterns of the pathogens’ existence and the reasons that determine the dynamics of the 
epizootic process and epidemic manifestations of natural foci. It is advisable to determine the sites of long-term monitor-
ing over the number of carriers and vectors of natural-focal infections and strengthen the epizootiological control over 
the territory, especially during periods of seasonal activity in carriers and vectors of natural focal infections. 

Key words: natural reservoir of infection, vertebrates, Crimean hemorrhagic fever, West Nile fever, hemorrhagic 
fever with renal syndrome, tularemia, leptospirosis, epizootiologic monitoring, Stavropol Territory.
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ставропольский край расположен на пере-
шейке между черным и каспийским морями в цен-
тре северного кавказа, административно входит в 
северо-кавказский федеральный округ российской 
Федерации. 

большая часть края представлена степными 
ландшафтами, которые расположены в западных, 
северных и восточных районах. полупустынные 
ландшафты занимают узкую полосу, примыкаю-
щую к кумо-манычской впадине в пределах 
апанасенковского, туркменского, арзгирского 
районов, а также терско-кумское междуречье в 
пределах левокумского, нефтекумского и боль-
шей части курского районов. лесостепные ланд-
шафты региона занимают наиболее приподнятые 
части ставропольской возвышенности в преде-
лах Шпаковского, грачевского, александровского, 
части изобильненского и петровского районов. 
значительная территория лесостепной зоны распаха-
на и используется под посевы зерновых. предгорные 
ландшафты занимают южные районы края в пре-
делах предгорного, части минераловодского и 
георгиевского районов и представляют собой пере-
ходную зону от равнин предкавказья к горным скло-
нам большого кавказа [1]. 

географическое положение, рельеф, природно-
климатические условия, ландшафтное многообра-
зие определили видовое богатство животного мира 
ставропольского края. здесь обитают животные с 
различными экологическими требованиями к усло-
виям существования: от экстремальной полупустын-
ной зоны до предгорий кавказа. 

природно-очаговые инфекции (пои) характери-
зуются способностью возбудителей длительное время 
сохраняться в окружающей среде на отдельных терри-
ториях: в природных очагах, организмах животных, в 
том числе грызунов, птиц, кровососущих членистоно-
гих, которые являются источниками и переносчиками 
возбудителей указанных инфекций.

с 2009 г. в ставропольском крае ежегод-
но проводится эпизоотологический мониторинг 
пои, отмечается неустойчивая эпидемиолого-
эпизоотологическая обстановка, что связано как с 
естественной циклической активизацией эпизооти-
ческих процессов, так и с ростом масштабов и ин-
тенсивности производственных и рекреационных 
контактов населения с природными очагами [2, 3]. 
роль млекопитающих и птиц в поддержании при-
родных очагов зоонозов широко отражена в научных 
работах и зарубежных авторов [4, 5].

в последние годы отмечаются довольно актив-
ные миграционные процессы населения и вселение 

в различные зоны природных очагов людей без им-
мунитета, регистрируются вспышки не только ши-
роко распространенных, но и редких в прошлом 
инфекционных болезней. кроме того, отмечаются 
интенсивные эпизоотии относительно новых инфек-
ций [6]. в связи с этим цель данного исследования 
имеет особую актуальность.

цель исследования – изучение современно-
го состояния популяций позвоночных животных и 
определение их роли в поддержании природных оча-
гов зоонозов на территории ставропольского края в 
2015–2019 гг. 

материалы и методы

отловы мелких млекопитающих и птиц прово-
дили на всей территории ставропольского края в со-
ответствии с требованиями методических указаний 
«отлов, учет и прогноз численности мелких млеко-
питающих и птиц в природных очагах инфекций» 
(му 3.1.1029-01. м.; 2001). всего за период наблю-
дений отловлено 2132 особи мелких млекопитающих 
15 видов, трупы южного ежа Erinaceus roumanicus и 
зайца-русака Lepus europaeus собирали на автодоро-
гах (табл. 1); добыто 384 особи птиц 56 видов. среди 
птиц доминировал грач Corvus frugilegus (153 особи), 
более 20 особей составили полевой воробей Passer 
montanus и сорока Pica pica; более 10 особей – зо-
лотистая щурка Merops apiaster, черноголовая чайка 
Larus melanocephalus, сизый голубь Columba livia, 
обыкновенный скворец Sturnus vulgaris и большая 
синица Parus mayor; остальные виды – от 1 до 9 осо-
бей. на наличие маркеров возбудителя крымской 
геморрагической лихорадки (кгл) исследовано 
1037 проб органов мелких млекопитающих (мм) и 
птиц, лихорадки западного нила (лзн) – 1308 проб, 
геморрагической лихорадки с почечным синдромом 
(глпс) – 1600, туляремии – 1437, лептоспироза – 
1990 проб (табл. 2).

лабораторное исследование полевого материала 
на наличие маркеров вируса крымской-конго гемор-
рагической лихорадки (ккгл) (суспензии мозга и 
печени мелких млекопитающих и птиц) осуществля-
ли методом пцр с использованием наборов реаген-
тов «амплисенс® CCHFV-FL» для выявления рнк 
вируса ккгл (цнииэ, россия). индикацию рнк 
вируса западного нила (взн) выполняли с помо-
щью диагностической тест-системы «амплисенс® 
WNV-FL» (цнииэ, россия). для индикации орто-
хантавирусов использовали иммуноферментную 
тест-систему «хантагност» (предприятие по произ-
водству бактерийных и вирусных препаратов ипвэ 
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им. м.п. чумакова ран, россия) и «ом-скрин-глпс-
рв» – набор реагентов для выявления рнк хантави-
русов – возбудителей геморрагической лихорадки с 
почечным синдромом (пуумала, добрава, хантаан, 
сеул), позволяющий определить каждый из четырех 
видов рода Hantavirus (Puumala, Dobrava, Hantaan, 
Seoul) (цнииэ, россия). маркеры возбудителя ту-
ляремии определяли с использованием набора реа-
гентов «амплисенс® F. tularensis – FRT» (цнииэ, 
россия), диагностикума эритроцитарного туляре-
мийного иммуноглобулинового жидкого «рнга-тул-

иг-ставнипчи» и диагностикума эритроцитарного 
туляремийного антигенного жидкого «рнга-тул-ат-
ставнипчи» производства ставропольского проти-
вочумного института, диагностикума туляремийного 
цветного сухого производства иркутского нипчи 
и биологическим методом. для индикации возбу-
дителя лептоспироза использовали набор реагентов 
«амплисенс® Leptospira-FL» (цнииэ, россия), 
антитела к лептоспирам в капле сухой крови и сы-
воротке крови мм выявляли в реакции микроагглю-
тинации (рма): каждую сыворотку исследовали со 
всеми референтными штаммами, представляющими 
серогруппы патогенных лептоспир, циркулирующих 
в данной местности. при статистической обработке 
материала рассчитывали долю выявленных маркеров 
возбудителей природно-очаговых инфекций в каж-
дой выборке, 95 % доверительные интервалы (ди) 
для долей по методу уилсона.

результаты и обсуждение

одной из наиболее значимых природно-
очаговых инфекций на территории ставропольского 
края является кгл, активизация природного очага 
которой произошла в 1999 г. [7]. в течение послед-
них двадцати лет ежегодно на территории края реги-
стрируются больные этой особо опасной инфекцией, 
при эпизоотологическом обследовании выявляются 
маркеры вируса ккгл [8]. 

в результате проведенного в 2015–2019 гг. 
эпизоотологического мониторинга на территории 
ставропольского края установлено, что в природ-
ных биотопах доминирующее положение занимает 
малая лесная мышь Sylvaemus uralensis. общая доля 
в отловах этого вида достигает 38,1 %. в качестве 
видов содоминантов отмечены домовая мышь Mus 
musculus, общественная полевка Microtus socialis и 
обыкновенная полевка Microtus arvalis.

на наличие маркеров возбудителя кгл мето-
дом пцр исследовано 800 проб суспензий головного 
мозга и печени мелких млекопитающих и 237 проб 
птиц. рнк вируса ккгл обнаружена в одной про-
бе зайца-русака L. europaeus, в одной пробе южно-
го ежа E. roumanicus, в одной пробе обыкновенного 
скворца S. vulgaris и двух пробах грача C. frugilegus. 
положительные пробы выявлены в нефтекумском 
(три) и апанасенковском (две) районах, расположен-
ных в полупустынной ландшафтной зоне, где еже-
годно регистрируются больные кгл. 

в результате молекулярно-генетических иссле-
дований изолятов вируса ккгл установлено, что в 
популяции вируса на территории ставропольского 
края циркулируют рнк-изоляты, принадлежащие к 
генетическим линиям «европа-1» (99 % изолятов), 
«европа-3» (0,7 %) и «африка-3» (0,4 %). на фило-
генетических деревьях по участкам S-, M- и L-сегмен-
тов генома в пределах генетической линии «европа-1» 
рнк-изоляты вируса ккгл из ставропольского края 
относятся к подгруппам: Va – «ставрополь – ростов – 

Таблица 1 / Table 1

количество мелких млекопитающих,  
добытых на территории ставропольского края (2015–2019 гг.)
The number of small mammals caught in the Stavropol Territory 

(2015–2019) 

вид мелкого млекопитающего
Small mammal species

количество 
добытых 
особей
Number  
of caught 
specimens

доля  
от общего  
числа, %

Share in the 
total number, 

%

малая лесная мышь Sylvaemus uralensis
Small wood mouse Sylvaemus uralensis

821 38,1

домовая мышь Mus musculus
House mouse Mus musculus

422 19,6

полевая мышь Apodemus agrarius
Field mouse Apodemus agrarius

66 3,1

степная мышь Sylvaemus witherbyi
Steppe mouse Sylvaemus witherbyi

72 3,3

обыкновенная полевка Microtus arvalis
Common vole Microtus arvalis

219 10,2

общественная полевка Microtus socialis
Public vole Microtus socialis

286 13,3

водяная полевка Arvicola amphibius
Water vole Arvicola amphibius

47 2,2

кавказская бурозубка Sorex satunini
Caucasian shrew Sorex satunini

11 0,5

бурозубка волнухина Sorex volnuchini
Shrew Volnukhin Sorex volnuchini

37 1,7

малая белозубка Crocidura suaveolens
Small shrew Crocidura suaveolens

102 4,7

серая крыса Rattus norvegicus
Gray rat Rattus norvegicus

2 0,1

серый хомячок Cricetulus migratorius
Gray hamster Cricetulus migratorius

39 1,8

обыкновенный хомяк Cricetus cricetus
Common hamster Cricetus cricetus

1 0,05

Южный еж Erinaceus roumanicus
Southern hedgehog Erinaceus roumanicus

21 1,0

заяц-русак Lepus europaeus
Hare Lepus europaeus

3 0,1

лесная соня Dryomys nitedula
Forest dormouse Dryomys nitedula

3 0,1

мышь-малютка Micromys minutus
Little mouse Micromys minutus

4 0,2

Всего
Total

2156 100
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астрахань», Vb – «волгоград – ростов – ставрополь», 
Vc – «астрахань-2» (на филогенетическом дереве по 
фрагменту M-сегмента не выделяется) [9]. 

больные лзн за последние пять лет зарегистри-
рованы в 2018 г. (два завозных случая из астраханской 
области и республики калмыкия) и в 2019 г. (два 
местных случая заражения в георгиевском районе 
и два завозных случая из астраханской области и 
краснодарского края). 

известно, что основные переносчики вируса 
западного нила (взн) – орнитофильные комары, од-
нако в эпидемический процесс могут включаться ик-
содовые и аргасовые клещи. развитое на территории 
края скотоводство и другие благоприятные условия 
природного и антропогенного характера обусловли-
вают высокую численность клещей, преимагиналь-
ные фазы которых (личинки и нимфы) кормятся на 
птицах, мышевидных грызунах, насекомоядных, в 
связи с чем на любом этапе развития эти особи мо-
гут стать векторами для взн.

при исследовании 384 проб головного мозга 
птиц и 924 проб мелких млекопитающих методом 
пцр рнк вируса зн выявлена в 13 пробах, полу-
ченных от птиц. все положительные пробы обна-
ружены у птиц, добытых на территории районов 
полупустынной ландшафтной зоны. более 50 % со-
ставили пробы от сороки P. pica (левокумский рай-
он). рнк взн выявлена также у грача C. frugilegus 
(четыре пробы, нефтекумский район), чернолобого 
сорокопута Lanius minor (одна проба) и большого ба-
клана Phalacrocorax carbo (одна проба), добытых в 
апанасенковском районе. все пробы от мелких мле-
копитающих показали отрицательный результат. 

на основании результатов молекулярно-гене-
тического анализа изолятов вируса зн установлена 
их принадлежность к генотипу Ia [10]. по данным 
е.л. субботиной и в.б. локтева, это широко распро-
страненный генотип, обнаруживаемый на всех со-
седних территориях: в ростовской, волгоградской, 
саратовской областях, краснодарском крае, респуб-
лике калмыкия, а также в странах европы [11]. 

случаи заболевания глпс в ставропольском 
крае за анализируемый период выявлены в 2019 г.: 
три завозных случая – в кочубеевском районе (из 
республики татарстан) и один – в благодарненском 
районе (больной в течение месяца временно про-
живал в республиках татарстан и башкортостан). 
однако почти ежегодно маркеры возбудителя глпс 
выявляются у мышевидных грызунов (табл. 2).

исследование суспензий легких мышевидных 
грызунов на наличие маркеров возбудителя глпс 
иммунологическим и молекулярно-генетическим 
методами позволило установить, что основным 
природным резервуаром ортохантавирусов на тер-
ритории ставропольского края является обыкно-
венная полевка M. arvalis, доля положительных 
проб которой составила 56,3 %. рнк и антиген 
ортохантавирусов у M. arvalis выявлены в четырех 
районах степной зоны (ипатовском, кочубеевском, 

красногвардейском, труновском), а также в 
Шпаковском (лесостепная зона) и предгорном 
(предгорная зона) районах. кроме того, марке-
ры ортохантавирусов обнаружены у малой лесной 
мыши S. uralensis – три пробы в советском (степная 
зона), по одной – в предгорном и изобильненском 
районах; общественной полевки M. socialis – по две 
пробы в Шпаковском и изобильненском районах 
(лесостепная зона); домовой мыши M. musculus – 
по одной пробе в красногвардейском и предгорном 
районах; по одной пробе водяной полевки Arvicola 
amphibius (красногвардейский район), полевой 
мыши Apodemus agrarius (Шпаковский) и бурозубки 
волнухина Sorex volnuchini (ипатовский район). 

циркуляция возбудителя глпс установлена на 
территории восьми районов, расположенных в степ-
ной (пять), лесостепной (два) и предгорной (один) 
ландшафтных зонах (рисунок). 

специалистами ставропольского противочум-
ного института впервые установлена на территории 
ставропольского края циркуляция ортохантавируса 
тула, обладающего низким патогенным потенциа-
лом для человека [12]. 

пробы от мышевидных грызунов на наличие 
маркеров возбудителя лептоспироза в основном ис-
следовали в реакции микроагглютинации – 1909 
проб. антитела к возбудителю лептоспироза выяв-
лены в 48 пробах. полученные результаты показа-
ли, что основным природным резервуаром является 
малая лесная мышь S. uralensis – 21 (43,8 %) про-
ба. кроме того, положительные пробы получены от 
общественной полевки M. socialis (14,6 %), домовой 
мыши M. musculus (12,5 %), полевой мыши A. agrarius 
(10,4 %), обыкновенной полевки M. arvalis (8,3 %); 
по две пробы выявлено от лесной сони Dryomys 
nitedula и малой белозубки Crocidura suaveolens, 
по одной пробе – от серого хомячка Cricetulus 
migratorius, а также от южного ежа E. roumanicus и 
мелкого рогатого скота. методом пцр исследовали 
80 проб, 16S ррнк возбудителя лептоспироза обна-
ружена в одной пробе мыши домовой M. musculus, 
отловленной в Шпаковском районе. 

маркеры возбудителя лептоспироза выявлены 
в 15 районах края, расположенных во всех ланд-
шафтных зонах: в полупустынной зоне – 4 пробы в 
3 районах, в степной зоне – 27 проб в 7 районах, в 
лесостепной зоне – 13 проб в 4 районах, в предгор-
ной зоне – 6 проб в 1 районе (рисунок).

природный очаг туляремии в ставропольском 
крае имеет сложную биоценотическую структуру и 
находится на территории четырех ландшафтно-геогра-
фических зон. ландшафтно-экологические особенно-
сти территории обеспечивают разнообразие животно-
го мира. это относится к грызунам и насекомоядным, 
большинство из которых имеют значение в сохране-
нии и трансмиссии как возбудителя туляремии, так и 
ряда других инфекционных заболеваний [13]. 

в 2015–2019 гг. эпизоотологический мониторинг 
туляремии проводился на всей территории края в пол-
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ном объеме. лабораторными методами исследовано 
1437 проб, в том числе от мелких млекопитающих – 
1265 проб, погадок – 172 пробы. антиген возбудите-
ля туляремии в рнат выявлен в двух пробах погадок 
(андроповский район), в рнга – в двух пробах пога-
док домового сыча Athene noctua, двух пробах органов 
малой лесной мыши S. uralensis (Шпаковский район), 
одной пробе южного ежа E. roumanicus (курский 
район) и одной пробе зайца-русака L. europaeus 
(апанасенковский район). антитела к возбудителю 
туляремии обнаружены в 108 пробах мелких млеко-
питающих, в том числе: в 43 (35,0 %) пробах от малой 
лесной мыши S. uralensis, 19 – общественной полев-
ки M. socialis, 17 – домовой мыши M. musculus, 14 – 
малой белозубки C. suaveolens, 9 – серого хомячка 
C. migratorius, 3 – обыкновенной полевки M. arvalis, 
3 – кавказской бурозубки Sorex satunini. полученные 
данные свидетельствуют, что основным природным 
резервуаром возбудителя туляремии является малая 
лесная мышь S. uralensis. 

в 2017 г. в ставропольском крае выявлено 
49 случаев заболевания туляремией людей, квали-
фицированных как вспышка туляремии и преимуще-
ственно связанных с охотой на зайцев и пребыванием 
заболевших лиц в сельской местности на эндемич-
ной территории (43 случая из 49). вспышке туля-
ремии предшествовала очень высокая (в сравнении 
со средними многолетними данными) численность 
мелких мышевидных грызунов в петровском райо-

не, выявленная при эпизоотологическом мониторин-
ге осенью 2016 г. и давшая основание к неблагопри-
ятному прогнозу по туляремии на осенне-зимний 
период 2016–2017 гг. случаи заболевания регистри-
ровались в 8 административных образованиях края, 
максимальное количество случаев заболевания туля-
ремией выявлено в петровском и ипатовском райо-
нах – 16 и 17 случаев соответственно [14]. 

в 2017 г., помимо положительных находок серо-
логическими методами, биологическим методом при 
исследовании 173 проб органов мышевидных грызу-
нов возбудитель туляремии выделен от общественной 
полевки M. socialis (три пробы в петровском райо-
не), малой белозубки C. suaveolens (по одной пробе в 
петровском и ипатовском районах) и полевой мыши 
A. agrarius (одна проба в Шпаковском районе). 

выполненное MLVA-25-типирование 20 штам-
мов Francisella tularensis, выделенных в феврале – 
апреле 2017 г. из источников водоснабжения, от гры-
зунов и из проб сена в петровском, ипатовском и 
Шпаковском районах, показало, что исследованные 
штаммы принадлежали к генетическим группам B.I, 
B.III и B.VI [12]. 

в целом в изучаемый период (2015–2019 гг.) 
маркеры возбудителя туляремии выявлены в 17 ад-
министративных районах (из 26), расположенных 
во всех ландшафтно-географических зонах: полу-
пустынная зона – 3, степная – 10, лесостепная – 3, 
предгорная – 1 (рисунок). 

выявление маркеров возбудителей природно-очаговых инфекций у позвоночных на территории ставропольского края (2015–
2019 гг.)

Identification of markers of natural-focal infection pathogens in vertebrates in the Stavropol Territory (2015–2019)
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подведем итоги. полученные нами данные по-
зволяют сделать вывод о том, что на территории 
ставропольского края циркулируют возбудители 
природно-очаговых инфекций вирусной (крымская 
геморрагическая лихорадка, лихорадка западного 
нила, геморрагическая лихорадка с почечным син-
дромом) и бактериальной (туляремия, лептоспироз) 
этиологии. показано, что важную роль в сохранении 
природных очагов зоонозов играют позвоночные 
животные. 

маркеры возбудителя кгл выявлены у млеко-
питающих и птиц, являющихся прокормителями 
основного резервуара и переносчика вируса ккгл – 
клеща Hyalomma marginatum, в районах, располо-
женных в полупустынной зоне.

основным резервуаром сохранения взн явля-
ются птицы, обитающие в районах полупустынной 
зоны. 

основной природный резервуар ортохантави-
русов на территории ставропольского края – обык-
новенная полевка M. аrvalis, положительные пробы 
которой составили 56,3 %. маркеры ортохантавиру-
сов выявлены во всех ландшафтно-географических 
зонах края.

также во всех ландшафтно-географических 
зонах края установлена циркуляция возбудителей 
лептоспироза и туляремии. большая часть маркеров 
возбудителя туляремии и лептоспироза выявлена в 
районах степной и лесостепной зоны (76,5 и 73,3 % 
соответственно), наибольшую эпизоотическую зна-
чимость представляет малая лесная мышь S. ura-
lensis, от которой получено 43,8 % положительных 
проб на наличие маркеров лептоспироза и 36,9 % – 
маркеров туляремии.

таким образом, проведенные нами исследо-
вания позволили определить основные резервуа-
ры возбудителей природно-очаговых инфекций на 
территории ставропольского края на современном 
этапе: кгл, лзн, глпс, туляремии и лептоспиро-
за. выявление маркеров возбудителей указанных 
инфекционных болезней у позвоночных животных, 
уровень численности их носителей в сочетании с 
оптимальными условиями существования для всех 
сочленов паразитарных систем свидетельствуют 
об активности их природных очагов, обладающих 
определенным эпидпотенциалом. в связи с этим не-
обходимо обеспечить проведение ежегодного ком-
плексного эпизоотологического и энтомологическо-
го мониторинга территории края, определив ста-
ционарные точки наблюдения. особый контроль за 
территорией требуется в периоды сезонной активно-
сти носителей и переносчиков зоонозных инфекций. 
кроме того, особого внимания требует организация 
информационно-разъяснительной работы среди на-
селения по вопросам эпидемиологии и профилакти-
ки природно-очаговых зоонозных инфекций.

конфликт интересов. авторы подтверждают 
отсутствие конфликта финансовых/нефинансовых 
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принципы дифференциации очагов чумы лежат в основе планирования эпидобследования, прогнозирования 
эпизоотической активности очагов и, соответственно, достижения высокой эффективности профилактических 
мероприятий, направленных на предупреждение заболевания людей чумой. совершенствование дифференциа-
ции очагов с учетом современных данных об их состоянии и функционировании является актуальной задачей. 
цель исследования – дифференциация природных очагов чумы в соответствии со значимостью факторов окру-
жающей среды в динамике их эпизоотической активности. материалы и методы. использованы модели для 
прогнозирования эпизоотической активности очагов чумы различных типов, разработанные на основе непрерыв-
ной последовательной статистической процедуры распознавания. изучено 11 очаговых территорий, для которых 
когда-либо разрабатывались прогностические модели. результаты и обсуждение. очаги дифференцируются по 
степени действия биотических и абиотических факторов на эпизоотическую активность. если для очаговых тер-
риторий эпизоотическая активность обусловлена биотическими факторами, возможно прогнозировать эпизооти-
ческую активность только на основании данных, полученных непосредственно при эпизоотологическом обсле-
довании очага чумы. если эпизоотическая активность обусловлена абиотическими факторами, такие территории 
могут быть более подвержены влиянию глобальных климатических изменений. предложенная дифференциация 
очаговых территорий позволяет искать общие закономерности эпизоотического процесса при чуме в очагах с раз-
личными видами носителей, переносчиков, вариантов микроба чумы и географическим расположением, а также 
использоваться как дополнение к существующей.
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чума продолжает оставаться актуальной био-
логической угрозой в мире [1–3]. глобальные изме-
нения климата приводят к изменениям границ оча-
говых территорий [3] и их биоценотической струк-
туры [4]. принципы типизации очагов чумы лежат 
в основе планирования эпидобследования, прогно-

зирования эпизоотической активности очагов и, со-
ответственно, достижения высокой эффективности 
профилактических мероприятий, направленных на 
предупреждение заболевания людей чумой. этапы 
современной типизации очагов чумы, как и критика, 
подробно приводятся в публикациях многих авто-
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ров [5–9]. практический отход от парадигмы «оздо-
ровления природных очагов» [10] вызывал необходи-
мость дальнейшего совершенствования принципов 
дифференциации очаговых территорий. поэтому 
совершенствование типизации очагов с учетом со-
временных данных об их состоянии и функциониро-
вании – достаточно актуальная задача. 

за период с 1980 по 2020 год накопилось доста-
точно данных по прогнозированию эпизоотической 
активности очагов чумы различных типов на осно-
ве многофакторных моделей [11, 12]. объем данных 
позволяет оценить значимость факторов окружаю-
щей среды в динамике эпизоотической активности 
различных природных очагов чумы.

цель исследования – дифференциация природ-
ных очагов чумы в соответствии со значимостью 
факторов окружающей среды в динамике их эпизоо-
тической активности.

материалы и методы

материалом послужили опубликованные  
[11, 12] и неопубликованные, но использованные в 
научно-исследовательской работе модели для про-
гнозирования эпизоотической активности очагов 

чумы различных типов, разработанные на основе 
непрерывной последовательной статистической 
процедуры распознавания [13]. многофакторные 
модели построены в виде прогностических таблиц и 
позволяют изучить информативность биотических и 
абиотических факторов и показателей, связанных с 
эпизоотической активностью.

Фактор считается информативным, если он об-
наруживает большую степень различия распределе-
ний при двух дифференцируемых состояниях объек-
та исследования. например, для определенного оча-
га чумы установлено, что попадаемость в ловушки 
полуденных песчанок предшествующей осенью, 
равная 2,5 % и более, встречается в два раза чаще 
перед весенней активизацией эпизоотии, чем при 
отсутствии активизации. Фактор информативен, так 
как при достижении указанной численности прогноз 
на активизацию очага будет выполняться в отноше-
нии 2:1.

информативность фактора выражается в без-
размерных числовых значениях, которые тем выше, 
чем фактор более информативен.

весь комплекс исследуемых факторов среды 
представлен в табл. 1. прогностические модели для 
каждого очага включают в себя строго специфиче-

Таблица 1 / Table 1

абиотические и биотические факторы среды, использованные в прогностических моделях  
эпизоотической активности природных очагов чумы

Biotic and abiotic ecology factors used in the forecasting models of the plague foci epizootic activity

абиотические факторы
Abiotic factors

биотические факторы
Biotic factors

сумма осадков по месяцам
Precipitation by months

зараженность секторов
Infestation of points

гтк по месяцам
Hidrotermic coefficient by months 

прирост зараженности секторов
Increase in point infestation 

повторяемость ветров по румбам, по месяцам
Repeatability of winds by points, by months

численность основных носителей
Number of main carriers

среднемесячная температура воздуха по месяцам
Average air temperature by months

зимняя выживаемость основных носителей
Survival of main carriers in winter

число дней без оттепели по месяцам
Number of days without thaw by months

численность второстепенных носителей
Number of secondary carriers

число дней с морозом по месяцам
Number of days with frost by months

численность переносчиков
Number of vectors

влажность воздуха по месяцам
Humidity by month

размножение переносчиков
Reproduction of vectors

число вольфа по месяцам
Wolf number by months

структура популяции переносчиков
Population structure of vectors

индекс геомагнитной активности по месяцам 
Index of geomagnetic activity by months

интенсивность размножения основных носителей
Intensity of main carriers breeding

повторяемость меридионального типа атмосферной циркуляции по месяцам
Repeatability of the meridian type of atmospheric circulation by months
повторяемость широтного типа атмосферной циркуляции по месяцам
Repeatability of the latitudinal type of atmospheric circulation by months
повторяемость восточного типа атмосферной циркуляции по месяцам
Repeatability of the Eastern type of the atmospheric circulation by months
атмосферное давление по месяцам
Atmospheric pressure by months
количество часов солнечного сияния по месяцам
Number of solar hours by months
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ский набор абиотических и биотических факторов 
среды и их показателей. 

всего изучено 11 очаговых территорий, для 
которых когда-либо разрабатывались прогностиче-
ские модели: центрально-кавказский, восточно-
кавказский высокогорные природные, дагестанский 
равнинно-предгорный природный, прикаспийский 
песчаный природный очаги. автономные очаги 
среднеазиатского пустынного природного очага: 
кызылкумский (ландшафтно-эпизоотологический 
район [лэр] северные кызылкумы, центральные 
кызылкумы), приаральско-каракумский, прибал-
хаш ский (лэр баканасская равнина), предустюрт-
ский, североприаральский, зааральский автоном-
ные очаги.

для первых четырех природных очагов и лэр 
центральные кызылкумы кызылкумского автоном-
ного очага прогностические модели создавались для 
прогноза: ожидается или не ожидается активность 
очага чумы весной-летом следующего года. для 
остальных очаговых территорий прогностические 
модели создавались для прогноза: превысит или не 
превысит количество зараженных секторов медиан-
ное значение весной.

прогностические модели для автономных оча-
гов среднеазиатского пустынного природного очага 
чумы разрабатывались с использованием количе-
ственных показателей биотических и абиотических 
факторов с 1955 по 1987 год, для природных очагов 
чумы – с 1987 по 2018 год.

для дифференциации числового ряда по квар-
тилям использована функция «квартильный анализ» 
электронных таблиц Microsoft Excel.

результаты и обсуждение

количество и информативность биотических и 
абиотических факторов, с использованием которых 
возможно прогнозирование эпизоотической актив-
ности очагов чумы, различны для каждой очаговой 
территории (табл. 2). 

такая специфичность дает возможность диффе-
ренцировать очаговые территории.

для дифференциации предлагается подсчи-
тывать среднюю информативность биотических и 
абиотических факторов и их показателей, с исполь-
зованием которых дается прогноз эпизоотической 
активности очага (колонки 4 и 7 табл. 2) и разность 
между средней информативностью биотических и 
абиотических факторов и их показателей (колонка 8 
табл. 2). 

затем разность информативности выстраивают 
в ранжированный ряд, который делится на четыре 
перцентиля. для колонки 8 из табл. 2 значения пер-
центилей следующие:

1-й перцентиль – выше 0,56;
2-й перцентиль – от 0,40 до 0,56;
3-й перцентиль – от 0,14 до 0,39;
4-й перцентиль – значения 0,13 и ниже.

соответственно перцентилям предлагается диф-
ференциация на четыре типа очаговых территорий:

1. очаги, в которых эпизоотическая активность 
зависит в значительной степени от биотических фак-
торов (разность информативности входит в первый 
перцентиль), отнести к типу «биотический» и обо-
значать тип латинской буквой B.

2. очаги, в которых эпизоотическая активность 
зависит в значительной степени от абиотических 
факторов (разность информативности входит в чет-
вертый перцентиль), отнести к типу «абиотический» 
и обозначать тип латинской буквой A.

3. очаги, для которых разность информатив-
ности соответствует второму перцентилю, отнести 
к типу «биотический/абиотический» и обозначать 
тип латинскими буквами BA.

4. очаги, для которых разность информатив-
ности соответствует третьему перцентилю, отнести 
к типу «абиотический/биотический» и обозначать 
тип латинскими буквами AB.

проведенное дифференцирование очаговых тер-
риторий показывает, что имеются очаги, в которых 
биотические факторы – основа для эпизоотической 
активности очага. к таким очагам относятся в пер-
вую очередь центрально-кавказский высокогорный 
и прикаспийский песчаный природные очаги чумы.

представлены очаги, в которых эпизоотическая 
активность регулируется главным образом абиоти-
ческими факторами. это восточно-кавказский вы-
сокогорный, дагестанский равнинно-предгорный 
природные очаги, предустюртский автономный очаг 
и центрально-кызылкумский лэр кызылкумского 
автономного очага чумы.

эпизоотическая активность остальных очаго-
вых территорий регулируется как биотическими, так 
и абиотическими факторами.

предлагаемая дифференциация природных оча-
гов чумы имеет выраженное практическое значение. 
для очаговых территорий типа B, и в некоторые 
годы BA, возможно прогнозировать эпизоотическую 
активность только на основании данных о числен-
ности основных и второстепенных носителей и 
переносчиков, количестве секторов с эпизоотиями, 
структуре популяции носителей и переносчиков, т.е. 
использовать данные, полученные непосредственно 
при эпизоотологическом обследовании очага чумы. 
соответственно, очаговые территории типа A могут 
быть более подвержены влиянию глобальных клима-
тических изменений.

в теоретическом плане предложенная 
дифференциация укладывается в концепцию 
т.Ю. каримовой [14] о том, что количественные 
клас сификации, построенные на основании стро-
гих мате матических алгоритмов, имеют преимуще-
ства перед группировкой объектов по произвольным 
признакам. поэтому дифференциация очаговых 
территорий в соответствии с ролью факторов окру-
жающей среды в эпизоотической активности мо-
жет применяться по крайней мере как дополнение 
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к сущест вующей (паспортизация природных оча-
гов чумы российской Федерации. му 3.1.3.3395-16. 
м., 2016). кроме того, предложенная дифференциа-
ция очаговых территорий позволяет искать общие 
закономерности эпизоотического процесса при чуме 
в очагах с различными видами носителей, перенос-
чиков, вариантов микроба чумы и географическим 
расположением.

конфликт интересов. авторы подтверждают 
отсутствие конфликта финансовых/нефинансовых 
интересов, связанных с написанием статьи.

список литературы
1. Nguyen V.K., Parra-Rojas C., Hernandez-Vargas E.A. 

The 2017 plague outbreak in Madagascar: Data descriptions and 
epidemic modelling. Epidemics. 2018; 25:20–5. DOI: 10.1016/j.
epidem.2018.05.001.

2. попов н.в., карнаухов и.г., пакскина н.д., ерошенко 
г.а., кузнецов а.а., матросов а.н., поршаков а.м., куклев 
е.в., иванова а.в., корзун в.м., косилко с.а., зенкевич 
е.с., попов в.п., лопатин а.а., аязбаев т.з., балахонов с.в., 
кутырев в.в. оценка современной эпидемиологической обста-
новки в природных очагах чумы мира. повышение эффектив-
ности эпидемиологического надзора в природных очагах чумы 
российской Федерации и прогноз их эпизоотической активности 
на 2019 г. Проблемы особо опасных инфекций. 2019; (1):81–8. 
DOI: 10.21055/0370-1069-2019-1-81-88.

3. бурделов л.а., редактор. атлас распространения осо-
бо опасных инфекций в республике казахстан. алматы; 2012. 
232 с.

4. удовиков а.и., попов н.в., самойлова л.в., 
толоконникова с.и. климат и трансформация экосистем на при-
мере природных очагов чумы Юго-востока россии. Проблемы 
особо опасных инфекций. 2012; (2(112)):21–4. 

5. ралль Ю.м. природная очаговость и эпизоотология 
чумы. м.: медицина; 1965. 363 с.

6. кучерук в.в. структура, типология и районирование 
природных очагов болезней человека. в кн.: п.а. петрищева, 
редактор. итоги развития учения о природной очаговости болез-
ней человека и дальнейшие задачи. м.; 1972. с. 180–212.

7. слудский а.а. эпизоотология чумы (обзор исследова-
ний и гипотез). часть 1. саратов; 2014. 313 с. (деп. в винити 
11.08.2014, № 231-в2014). [электронный ресурс]. URL: http://
www.microbe.ru/files/Sludsky_Pt1_2.pdf (дата обращения 
05.07.2021).

8. дятлов а.и., антоненко а.д., грижебовский г.м., 
лабунец н.Ф. природная очаговость чумы на кавказе. 
ставрополь; 2001. 345 с.

9. козлов м.п., султанов г.в. чума. природная очаго-
вость, эпизоотология. т. 3. махачкала; 2000. 303 с.

10. бурделов л.а. дискуссии в эпизоотологии чумы: при-
чины возникновения, методы ведения и основные последствия. 
Карантинные и зоонозные инфекции в Казахстане. 2016; 1:3–24.

11. дубянский м.а., кенжебаев а., степанов в.м., асенов 
г.а., дубянская л.д. прогнозирование эпизоотической активно-
сти чумы в приаралье и кызылкумах. нукус: каракалпакстан; 
1992. 240 с.

12. дубянский в.м., герасименко е.в., давыдова н.а., 
Шкарлет г.п., мозлоев г.а., белогрудов в.а., власов а.а., 
цапко н.в., белявцева л.и., бамматов д.м. прогнозирование 
эпизоотической активности центрально-кавказского высоко-
горного природного очага чумы. Проблемы особо опасных ин-
фекций. 2018; (3):50–3. DOI: 10.21055/0370-1069-2018-3-50-53.

13. гублер е.в. вычислительные методы анализа и рас-
познавания патологических процессов. ленинград: медицина, 
ленингр. отд-ние; 1978. 296 с.

14. каримова т.Ю. типологическая классификация при-
родных очагов чумы сахаро-гобийской пустынной области. 
Аридные экосистемы. 2002; 8(17):13–24.

References 
1. Nguyen V.K., Parra-Rojas C., Hernandez-Vargas E.A. 

The 2017 plague outbreak in Madagascar: Data descriptions and 
epidemic modelling. Epidemics. 2018; 25:20–5. DOI: 10.1016/j.
epidem.2018.05.001.

2. Popov N.V., Karnaukhov I.G., Pakskina N.D., Eroshenko 
G.A., Kuznetsov A.A., Matrosov A.N., Porshakov A.M., Kouklev 
E.V., Ivanova A.V., Korzun V.M., Kosilko S.A., Zenkevich E.S., 
Popov V.P., Lopatin A.A., Ayazbaev T.Z., Balakhonov S.V., Kutyrev 
V.V. [Analysis of the current epidemiological situation in natural 
plague foci around the world. Enhancement of the effectiveness of 
epidemiological surveillance in natural plague foci of the Russian 
Federation and forecast of their epizootic activity for 2019]. Problemy 
Osobo Opasnykh Infektsii [Problems of Particularly Dangerous 
Infections]. 2019; (1):81–8. DOI: 10.21055/0370-1069-2019-1-81-
88.

3. Burdelov L.A., editor. [Atlas of the Spread of Particularly 
Dangerous Infections in the Republic of Kazakhstan]. Almaty; 2012. 
232 p.

4. Udovikov A.I., Popov N.V., Samoilova L.V., Tolokonnikova 
S.I. [Climate and transformation of ecosystems by the example of nat-
ural plague foci of South-East of Russia]. Problemy Osobo Opasnykh 
Infektsii [Problems of Particularly Dangerous Infections]. 2012; 
(2(112)):21–4. DOI: 10.21055/0370-1069-2012-2(112)-21-24.

5. Rall’ Yu.M. [Natural Focality and Epizootiology of Plague]. 
Moscow: “Medicine”; 1965. 363 p.

6. Kucheruk V.V. [Structure, typology and zoning of natural 
foci of human diseases]. In: Petrishcheva P.A., editor. [The Results 
of the Development of the Doctrine of the Natural Focality of Human 
Diseases and Further Tasks]. Moscow; 1972. P. 180–212.

7. Sludsky A.A. [Plague Epizootiology (Review of Research 
and Hypotheses)]. Part 1. Saratov; 2014. 313 p. (Cited 05 Jul 2021). 
[Internet]. Available from: http://www.microbe.ru/files/Sludsky_
Pt1_2.pdf .

8. Dyatlov A.I., Antonenko A.D., Grizhebovsky G.M., Labunets 
N.F. [Natural Focality of Plague in the Caucasus]. Stavropol; 2001. 
345 p.

9. Kozlov M.P., Sultanov G.V. [Plague. Natural focality, 
Epizootiology]. Vol. 3. Makhachkala; 2000. 303 p.

10. Burdelov L.A. Discussions around plague epizootiol-
ogy: causes, methods of management and main consequences. 
Karantinnye i Zoonoznye Infektsii v Kazakhstane [Quarantine and 
Zoonotic Infections in Kazakhstan]. 2016; 1:3–24.

11. Dubyansky M.A., Kenzhebaev A., Stepanov V.M., Asenov 
G.A., Dubyanskaya L.D. [Prediction of Plague Epizootic Activity in 
the Aral Sea Region and Kyzyl Kum]. Nukus: Karakalpakstan; 1992. 
240 p.

12. Dubyansky V.M., Gerasimenko E.V., Davydova N.A., 
Shkarlet G.P., Mozloev G.A., Belogrudov V.A., Vlasov A.A., Tsapko 
N.V., Belyavtseva L.I., Bammatov D.M. [Forecasting of epizootic 
activity of the Central Caucasian natural high-mountain plague fo-
cus]. Problemy Osobo Opasnykh Infektsii [Problems of Particularly 
Dangerous Infections]. 2018; (3):50–3. DOI: 10.21055/0370-1069-
2018-3-50-53.

13. Gubler E.V. [Computational Methods of Analysis and 
Recognition of Pathological Processes]. Leningrad: “Medicine”, 
Leningrad office; 1978. 296 p.

14. Karimova T.Yu. [Typological classification of natural 
plague foci in the Sahara-Gobi desert region]. Aridnye Ekosistemy 
[Arid Ecosystems]. 2002; 8(17):13–24.

Authors:
Dubyansky V.M. Stavropol Research Anti-Plague Institute. 13–15,  

Sovetskaya St., Stavropol, 355035, Russian Federation. E-mail:  
stavnipchi@mail.ru.

Khalidov A.Kh. Dagestan Plague Control Station. 13, Gagarina St., 
Makhachkala, 367015, Russian Federation. E-mail: dagchum_tr@mail.ru.

об авторах:
Дубянский В.М. ставропольский научно-исследовательский 

противочумный институт. российская Федерация, 355035, ставрополь, 
ул. советская, 13–15. E-mail: stavnipchi@mail.ru. 

Халидов А.Х. дагестанская противочумная станция. 
российская Федерация, 367015, махачкала, ул. гагарина, 13. E-mail:  
dagchum_tr@mail.ru.



67

Problemy Osobo Opasnykh Infektsii [Problems of Particularly Dangerous Infections]. 2021; 4         Original articles

DOI: 10.21055/0370-1069-2021-4-67-78

удк 616.98:579.852.11(571.63)

З.ф. дугаржапова1, м.а. ивачева1, м.В. Чеснокова1, е.В. кравец1, е.а. решетняк2, а.а. Уманец3,  
Т.н. детковская2, д.Ю. кузин3, с.В. балахонов1

СиБирСкая яЗва в ПриморСком крае (1919–2020 гг.).  
СооБщение 2. эПиЗоотолого-эПидемиологичеСкая Ситуация  

и районирование админиСтративнЫх территорий
1ФКУЗ «Иркутский научно-исследовательский противочумный институт Сибири и Дальнего Востока», Иркутск,  

Российская Федерация; 2Управление Роспотребнадзора по Приморскому краю, Владивосток, Российская Федерация;  
3Государственная ветеринарная инспекция Приморского края, Владивосток, Российская Федерация

цель исследования – анализ эпизоотолого-эпидемиологической ситуации в приморском крае (1919–2020 гг.) 
и районирование административных территорий по сибирской язве. материалы и методы. собраны и про-
анализированы учетные и отчетные документы, информационные и архивные материалы, использованы стати-
стические справочники и источники литературы. проведено комплексное эпизоотолого-эпидемиологическое об-
следование 12 предполагаемых мест сибиреязвенных захоронений и скотомогильников, дана оценка их биологи-
ческой опасности. результаты и обсуждение. в рамках актуализации кадастра стационарно неблагополучных по 
сибирской язве пунктов российской Федерации (2005 г.) уточнено количество заболевших сельскохозяйственных 
животных и людей: по официальным данным, за период 1930–1979 гг. в 82 стационарно неблагополучных по си-
бирской язве пунктах 22 муниципальных образований края учтены заболевания 173 животных и 34 человек с пя-
тью летальными исходами. совместно с ветеринарной службой края проведена ревизия 12 предполагаемых мест 
сибиреязвенных захоронений в семи районах края. по итогам комплексного эпизоотолого-эпидемиологического 
обследования установлена высокая биологическая опасность двух и потенциальная – одного сибиреязвенного 
захоронения. культура Bacillus anthracis, изолированная на территории приморского края, относится к одному 
из канонических SNP-кластеров – A.Br.008/009 глобальной генетической линии а (подгруппа а1). определены 
пять критериев оценки эпизоотолого-эпидемиологического неблагополучия по сибирской язве и ранжирование 
показателей административных территорий края. проведено районирование административных территорий края 
по сибирской язве. рекомендованы профилактические противоэпизоотические и противоэпидемические меро-
приятия.
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Antrax in Primorsky Territory (1919–2020). Communication 2. Episootiological-
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1Irkutsk Research Anti-Plague Institute of Siberia and Far East, Irkutsk, Russian Federation;  
2Rospotrebnadzor Administration in the Primorsky Territory, Vladivostok, Russian Federation;  
3State Veterinary Inspectorate of the Primorsky Territory, Vladivostoл, Russian Federation

Abstract. The aim of the study was to analyze the epizootiological and epidemiological situation in the Primorsky 
Territory (1919–2020) and to zone the administrative districts in regard to anthrax. Materials and methods. Accounting 
and reporting documents, information and archival materials were collected and analyzed, statistical reference books and 
literature sources were used. A comprehensive epizootiological and epidemiological survey of 12 supposed places of 
anthrax burials and cattle burial grounds was carried out, and their biological hazard assessed. Results and discussion. 
Within the framework of updating the Cadastre of stationary potentially hazardous as regards anthrax areas in the Russian 
Federation (2005), the number of infected farm animals and human cases was specified: according to official data, over 
the period of 1930–1979, the disease in 173 animals and 34 people with five deaths was registered in 82 stationary 
unfavorable for anthrax areas of 22 municipalities of the region. Together with the veterinary service of the region, an 
audit of 12 supposed places of anthrax burials in seven districts of the region was conducted. Based on the results of a 
comprehensive epizootiological and epidemiological survey, high biological hazard was established for 2 and potential 
one – for 1 anthrax burials. The culture of Bacillus anthracis isolated on the territory of Primorsky Territory belongs to 
one of the canonical SNP clusters – A.Br.008/009 of the global genetic line A (subgroup A1). Five criteria for assessing 
the epizootiological and epidemiological disadvantage for anthrax and the ranking of indicators of the administrative 
territories in the region have been determined. Zoning of the administrative territories of the region according to risk of 
anthrax has been carried out. Prophylactic anti-epizootic and anti-epidemic measures have been put forward. 

Key words: anthrax, comprehensive epidemiological and epizootiologic survey, stationary potentially hazardous as 
regards anthrax areas, anthrax burial sites, cattle burial grounds.
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в российской Федерации учтены более 35,5 тыс. 
стационарно неблагополучных по сибирской язве пун-
ктов (снп) [1]. большинство (99,7 %) из них относят-
ся к старым неманифестным, и при этом преобладаю-
щая их доля (63,2 %) расположена в приволжском и 
центральном федеральных округах. за 2011–2020 гг. 
неблагополучие по сибирской язве отмечалось в пяти 
федеральных округах (приволжском, центральном, 
Южном, северо-кавказском и сибирском), а с 
2016 г. – также и в уральском. в 2017 г. сибирская 
язва среди сельскохозяйственных животных (схж) 
и людей в рФ не отмечалась. в 2018 г. зарегистриро-
ваны заболевания четырех голов крупного рогатого 
скота (крс) и три случая кожной формы сибирской 
язвы у людей в республиках дагестан (одна голова 
крс и один человек) и тыва (три головы крс и два 
человека). в 2019 г. в республике дагестан после вы-
нужденного убоя коровы заболели четыре человека, в 
2020 г. – пять случаев среди людей и один – крс [2]. 

на фоне ежегодной регистрации споради-
ческих и групповых случаев сибирской язвы 
в нашей стране в 2016 г. произошла крупней-
шая эпизоотия этой особо опасной болезни  на 
ямале. активизации сибиреязвенных почвенных 
очагов, известных с конца XIX – начала XX в., 
способствовали аномальные климатические условия. 
отсутствие плановой специфической иммунизации 
животных в течение последнего десятилетия и сво-
бодный выпас оленей на неблагополучных по сибир-
ской язве территориях, а также трансмиссивный путь 
передачи возбудителя стали причинами чрезвычай-
ной ситуации в арктической части западной сибири, 
когда заболели 2649 оленей и 36 человек с одним 
летальным исходом [3, 4]. по опыту работ ликвида-
ции сибирской язвы на ямале внесены изменения и 
дополнения по моровым полям, организации лабора-
торной диагностики и подтверждению клинического 
диагноза дополнительно молекулярно-генетическим 
методом в сп 3.1.7.2629-10 «профилактика сибир-
ской язвы», а затем пересмотрены мук 4.2.2413-08 
«лабораторная диагностика и обнаружение воз-
будителя сибирской язвы» и санпин 3.3686-21 
«санитарно-эпидемиологические требования по 
профилактике инфекционных болезней». 

эпизоотологическая и эпидемиологическая си-
туация по сибирской язве в рФ признана неустой-
чивой ввиду наличия не учтенных практически на 
всей территории страны моровых полей, бесхозных 
сибиреязвенных захоронений и скотомогильников 
(сяз и ссм), находящихся в неудовлетворительном 
ветеринарно-санитарном состоянии; неполного учета 

схж и их охвата специфической вакцинацией в ряде 
регионов страны; недостаточной иммунной прослой-
ки населения групп профессионального риска.

в 24 субъектах азиатской части российской 
Федерации, согласно кадастру снп рФ (2005 г.) 
и перечню скотомогильников (2012 г.), учтены 
7193 снп и 557 сибиреязвенных скотомогильни-
ков [1, 5, 6]. за период 1985–2020 гг. зарегистри-
рованы 3306 случаев заболевания сельскохозяй-
ственных животных в 134 снп 13 субъектов и 
122 человек в 36 снп 9 субъектов. эпизоотолого-
эпидемиологическая ситуация по сибирской язве в 
сибири и на дальнем востоке на современном этапе 
характеризуется неравномерностью территориаль-
ного распределения с выраженным неблагополу-
чием в южных субъектах сибири (алтайский край, 
омская область, респуб лики бурятия и тыва) и райо-
нах крайнего севера (ямало-ненецкий автономный 
округ, республика саха – якутия). одним из аспек-
тов повышения эффективности эпидемиологическо-
го надзора за сибирской язвой является оптимизация 
эпидемиологического мониторинга. районирование 
территории северного кавказа с использованием ин-
тегрированного показателя риска инфицирования и 
индекса эпизоотичности позволило выделить четыре 
группы эпизоотолого-эпидемиологического неблаго-
получия по сибирской язве [7]. таким образом, ана-
лиз факторов риска и ранжирование территории рФ 
по степени эпизоотолого-эпидемиологического не-
благополучия и риска осложнения эпизоотологиче-
ской и эпидемиологической ситуации по сибирской 
язве позволят усовершенствовать систему профилак-
тических мероприятий, направленных на снижение 
потенциального риска заражения сибирской язвой 
животных и людей [8].

цель работы – анализ эпизоотолого-эпидемио-
логической ситуации в приморском крае (1919–
2020 гг.) и районирование административных терри-
торий по сибирской язве. 

материалы и методы

проведены сбор и анализ учетных и отчетных 
документов, информационных материалов и све-
дений по заболеваниям животных и людей сибир-
ской язвой государственной ветеринарной инспек-
ции приморского края, кгбу «краевая ветеринар-
ная противоэпизоотическая служба» управления 
роспотребнадзора по приморскому краю, Фкуз 
«приморская противочумная станция» и муници-
пальных образований районов приморского края.  
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в работе использованы справочники и источники ли-
тературы, журналы эпизоотического состояния рай-
онных ветеринарных станций по борьбе с болезнями 
животных, журналы регистрации неблагополучных 
по сибирской язве пунктов, архивные материалы вы-
шеуказанных учреждений. 

проведено комплексное эпизоотолого-эпи-
де миологическое обследование 12 предполагае-
мых мест сибиреязвенных захоронений с из-
вестным местоположением в 11 снп семи райо-
нов края (анучинский, спасский, октябрьский, 
пожарский, ханкайский, черниговский и яков-
левский) с ретроспективным и оперативным  
эпизоотолого-эпидемиологическим анализом ситуа-
ции по сибирской язве на административной терри-
тории, изучением санитарно-ветеринарного состоя-
ния объектов с известным местоположением в соот-
ветствии с требованиями действующих санитарно-
эпидемиологических и ветеринарных правил в 
совокупности с результатами лабораторных иссле-
дований проб объектов окружающей среды сяз 
на сибирскую язву. при отборе проб сяз (без при-
знаков консервации) использованы гидравлические 
навесные ямобуры различного диаметра бурильно-
крановых машин и универсальных буровых машин 
на автомобильных шасси, отработаны методики от-
бора, транспортировки и подготовки проб костей 
и костных фрагментов животных из сяз/ссм [9].  
по итогам работы дана оценка биологической опас-
ности сяз/ссм.

для ранжирования и оценки эпизоотолого-
эпидемиологического неблагополучия по сибирской 
язве административных территорий приморского 
края проведен анализ по пяти критериям: показателю 
плотности снп, индексу эпизоотичности по таршису, 
количеству заболеваний людей, животных, количе-
ству ссм/сяз, а также использована статистическая 
функция ранжирования в программе Excel.

результаты и обсуждение

Эпизоотологическая ситуация по сибирской 
язве. по официальным данным государственной ве-
теринарной инспекции приморского края и эпизоо-
тическим журналам станций по борьбе с болезнями 
животных кгбу «приморская ветеринарная служ-
ба», сведения о заболеваниях животных имеются 
за период 1930–2000 гг. установлено, что в 82 снп 
22 муниципальных образований приморского края 
зарегистрированы заболевания 173 схж, из них 
115 голов крс (64,7 %), 49 лошадей (28,3 %), 8 сви-
ней (4,6 %) и 1 животное (0,6 %), вид которого не 
указан в эпизоотическом журнале спасского района 
(1934 г.). в видовой структуре преобладание забо-
левшего крс объясняется его большим поголовьем 
среди схж края, заболевания мелкого рогатого ско-
та не отмечались.

всего за 102-летний период наблюдения (1919–
2020 гг.) сибирская язва зарегистрирована в течение 

39 календарных лет, из них сведения о количестве 
заболевших и павших животных документированы 
за 34 года. сведения и материалы о болезни среди 
животных за 13 календарных лет (1919–1929, 1941 и 
1943 гг.) не найдены, а также не сохранились данные 
по отдельным годам в некоторых пунктах. в 30-е гг. 
хх в. заболевания животных отмечались гораздо 
чаще, чем в 40-е гг., затем некоторый прирост ко-
личества заболевших и павших схж произошел в 
1950-е гг. в 1960-е и 1990-е гг. сибирская язва отмеча-
лась в виде спорадических случаев, в 1977 и 1979 гг. 
зарегистрированы вспышки болезни (рис. 1).

в 1934 г. в 24 пунктах пяти районов края 
(октябрьский, спасский, ханкайский, хорольский, 
черниговский) заболели 39 схж, из них 26 голов 
крс, 12 лошадей и 1 животное, вид которого не ука-
зан в эпизоотическом журнале спасского района.  
в 1936 г. – в 17 пунктах семи районов (дальне-
реченский, октябрьский, спасский, черниговский, 
уссурийский, ханкайский и хорольский), из них в 
первых четырех районах сохранились сведения о за-
болевании 11 схж (девять коров и две лошади).

следующим этапом наших исследований ста-
ло сопоставление индексов эпизоотичности по 
м.г. таршису с соавт. (1972) [10], учитывающих сте-
пень активности снп и количество всех населенных 
пунктов на исследуемой территории, с общеприня-
тым индексом эпизоотичности, который рассчитыва-
ется по отношению числа лет регистрации эпизоо-
тии к числу лет наблюдений. при сравнении данных 
показателей установлено, что наиболее информати-
вен индекс эпизоотичности по таршису (иэт) как 
показатель напряженности эпизоотической и эпи-
демической ситуации, который можно использовать 
для оценки эпизоотологического неблагополучия и 
зонирования административных территорий по сте-
пени потенциального риска заражения возбудителем 
сибирской язвы. 

используя показатели иэт, рассчитанные для 
административных территорий приморского края в 
сравнении со средним краевым показателем (0,006), 
мы выделили три зоны, отличающиеся между собой 
по степени потенциального риска заражения возбу-
дителем сибирской язвы:

1. зона потенциально высокого риска зараже-
ния возбудителем сибирской язвы (иэт превышают 
краевой показатель в 1,3–5,6 раза) включает десять 
южных и юго-западных муниципальных образова-
ний (районов) края: уссурийский городской округ 
(го), спасский муниципальный район (мр) (вклю-
чая спасский го), черниговский мр, хорольский 
муниципальный округ (мо), дальнереченский мр 
(включая дальнереченский го), михайловский мр, 
анучинский и ханкайский мо (рис. 2). 

2. в зоне среднего или умеренного риска зараже-
ния возбудителем сибирской язвы находятся 17 му-
ниципальных образований (районов): октябрьский 
мо, краевой центр владивостокский го, пожарский 
мр, Шкотовский мр (включая го большой камень 
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рис. 1. заболевания животных сибирской язвой в приморском крае в 1919–2020 гг. 

Fig. 1. Number of anthrax cases among animals in the Primorsky Territory in 1919–2020

рис. 2. распределение индекса эпизоотичности по таршису для муниципальных образований (районов) приморского края за период 
1919–2020 гг. 

Fig. 2. Distribution of the Tarshis epizootic index for municipalities (districts) of Primorsky Territory for the period of 1919–2020
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и го Фокино), артемовский го, лесозаводский го, 
хасанский мр, кавалеровский мр, надеждинский мр, 
пограничный мо, яковлевский мр (+арсеньевский 
го), красноармейский мр и партизанский мр 
(+находкинский го). 

3. зона условно благополучная (за весь иссле-
дуемый период сибирская язва среди схж и людей 
не зарегистрирована) включает шесть муниципаль-
ных образований (районов) края: дальнегорский 
го, кировский мр, лазовский мо, ольгинский мр, 
тернейский мо, чугуевский мо.

Эпидемиологическая ситуация по сибирской 
язве. в 1941–1952 гг. от легочной и генерализо-
ванной форм сибирской язвы умерли шесть чело-
век [11]. по данным журналов регистрации небла-
гополучных по сибирской язве пунктов управления 
роспотребнадзора в приморском крае, в шести снп 
пяти районов края в 1953–1979 гг. сибирской язвой 
заболели 30 человек, из них один случай с леталь-
ным исходом. 

документальные и архивные данные по сибир-
ской язве изучены м.а. ян (1983 г.), в приморском 
крае за период 1941–1952 гг. известны заболевания 
шести человек. при анализе ситуации по сибир-
ской язве в крае (1904–1980 гг.) л.е. горковенко  
с соавт. [11] установлено, что во время вспышек  
в 1977 и 1979 гг. заболели в двух районах края 27 че-
ловек, из них умерли трое. 

по нашим уточненным данным, за период 1931–
1979 гг. в девяти пунктах девяти районов края си-
бирской язвой заболели 34 человека, из них умерли 
пятеро. в 1931 г. в с. ляличи михайловского района 
заболел и умер один человек, сведения об источнике 
инфекции (больном животном) не найдены. в 1948 г. 
в с. чернышевка анучинского района заболел один 
человек. в 1953 г. в с. горный хутор черниговского 
района заболели два человека, заразившиеся после 
вынужденного убоя двух голов крс (табл. 1).

в 1977 г. сибирская язва зарегистрирована в 
анучинском и яковлевском районах края, в двух 
пунктах, где ранее сибирская язва не встречалась. 
по данным журнала регистрации неблагополучного 
по сибирской язве пункта и эпизоотического жур-
нала анучинской станции по борьбе с болезнями 
животных, 30 июля 1977 г. в с. пухово анучинского 
района заболела и пала одна лошадь. диагноз сибир-
ской язвы установлен серологически на основании 
положительной реакции преципитации. при снятии 
кожи с павшего животного заболела одна женщина 
пенсионного возраста. труп животного утилизиро-
ван сжиганием.

в яковлевском районе в конце июля – нача-
ле августа 1977 г. на территории летнего лагеря 
молочно-товарной фермы колхоза «красный пар-
тизан» и на пастбище в районе озера подкова пали 
семь коров и одна лошадь, в районе утилизации на-
воза по ул. колхозной с. новосысоевка пала одна 
лошадь, о чем сделаны записи в эпизоотическом 
журнале яковлевского района и архивных материа-

лах новосысоевского сельского поселения. павшие 
животные утилизированы сжиганием. в журнале 
регистрации неблагополучного по сибирской язве 
пункта яковлевского района указано, что с 1 июля 
по 5 августа 1977 г. после контакта с мясом и мясо-
продуктами заболели сибирской язвой 15 человек. 
среди заболевших – четыре ветеринарных фельдше-
ра, два работника кафе и один скотник. диагноз си-
бирской язвы у одного из больных подтвержден бак-
териологическим методом. с 4 по 28 августа, в пери-
од карантина, в населенных пунктах новосысоевка 
и лукино привито 3345 голов скота, обследованы и 
получили лечение 1077 животных. по мнению ис-
следователей, причиной возникновения эпизоотии 
стало проведение гидромелиоративных работ на не-
благополучном в прошлом пастбище [11]. в 2013 г. 
при обследовании двух предполагаемых почвенных 
очагов признаки захоронения животных не обнару-
жены: первое местоположение – на территории быв-
шего летнего лагеря мтФ по опознавательным зна-
кам трех ильмов, расположенных по левую сторону 
от дороги около речки напротив фермы, и второе – 
среди деревьев в редколесье.

в октябрьском районе летом 1979 г., согласно 
эпизоотическому журналу покровской ветстанции, 
в с. покровка заболели три коровы, пали две и вы-
нужденно убита одна. после контакта с зараженным 
мясом и мясопродуктами крс в течение одной не-
дели (с 9 по 16 июля) заболели девять человек, один 
из которых умер, о чем сделаны записи в журнале 
регистрации неблагополучного по сибирской язве 
пункта. эпизоотический очаг находился на терри-
тории летнего лагеря мтФ № 1 в совхозе «искра». 
диагноз сибирской язвы у животных лабораторно 
подтвержден бактериологическим и серологическим 
методами. захоронение останков животных, павших 
от сибирской язвы, произведено на территории ско-
томогильника. затем в этом же году сибирской язвой 
заболела одна корова в с. устиновка кавалеровского 
района, после вынужденного убоя госпитализиро-
ваны три человека, один из которых умер. диагноз 
сибирской язвы подтвержден выделением культуры 
Bacillus anthracis. 

Оценка биологической опасности СЯЗ. 
согласно перечню скотомогильников (2012 г.) учте-
ны 12 сяз с известным местоположением в семи 
районах края (анучинском, спасском, октябрьском, 
пожарском, ханкайском, черниговском и яковлев-
ском) [10]. судебной коллегией по гражданским 
делам приморского краевого суда от 10 июля 
2012 г. определено, что Фкуз «иркутский научно-
исследовательский противочумный институт» в 
2013 г. проведено комплексное эпизоотологическое 
и эпидемиологическое обследование и дана эксперт-
ная оценка биологической опасности по сибирской 
язве 12 предполагаемых мест сибиреязвенных захо-
ронений на территории 11 неблагополучных пунк-
тов, предложен комплекс противосибиреязвенных 
мер по трем направлениям: консервация сяз, пред-
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Таблица 1 / Table 1

Заболевания людей сибирской язвой в Приморском крае (1931–1979 гг.)
Humans cases of anthrax in the Primorsky Territory (1931–1979)

годы проявлений
Years  

of manifestation

место регистрации
Site of registration

зарегистрированы случаи (человек) 
Cases recorded (human) источник инфекции

Source of infectionрайон
district

снп
potentially hazardous as 

regards anthrax areas

заболели
got sick

умерли
died

м.а. ян и др. (1983 г.)
M.A. Yan et al. (1983)

1941–1952
по приморскому краю

Across Primorsky Territory
6 – –

горковенко л.е. и др. (2003 г.) [11]
Gorkovenko L.E. et al. (2003) [11]

1977 –
три населенных 

 пункта
Three settlements

15 1 –
1979 – 12 2 –
Итого
Total

– 27 3 –

управление роспотребнадзора по пк (2018 г.)
Rospotrebnadzor Administration in the Primorsky Territory (2018)

1953
черниговский
Chernigovsky

горный хутор
Gorny Khutor

2 0 –

1976
анучинский
Anuchinsky

чернышевка
Chernyshevka

1 0 –

1977
пухово
Pukhovo

1 0 –

1977
яковлевский
Yakovlevsky

яковлевка
Yakovlevka

15 0 –

1979
октябрьский
Oktyabr'sky

покровка
Pokrovka

8 0 –

1979
кавалеровский
Kavalerovsky

устиновка
Ustinovka

3 1 –

Итого
Total

5 6 30 1 –

иркутский нипчи (2020 г.)
Irkutsk RAPI (2020)

1931
михайловский
Mikhailovsky

ляличи
Lyalichi

1 1
1 крс
1 cattle

1948

анучинский
Anuchinsky

чернышевка
Chernyshevka

1 –
н. д.
n. d.

лесозаводский
Lesozavodsky

лесозаводск
Lesozavodsk

1 1
1 крс
1 cattle

1953
чернышевский
Chernigovskiy

горный хутор
Gornyy Khutor

2 –
2 крс
2 cattle

1957
иманский (ныне дальнереченский)

Imansky (now DalneRechensky)
рождественка
Rozhdestvenka

1 1
н. д.
n. d.

1977, июль–август
1977, July–August

яковлевский
Yakovlevsky

новосысоевка
Novosysoevka

15 –
7 крс и 2 лошади
7 cattle and 2 horses

1977, июль 
1977, July

анучинский
Anuchinsky

пухово
Pukhovo

1 –
1 лошадь

1 horse
1979, июль
1979, July

октябрьский
Oktyabr'sky

покровка
Pokrovka

9 1
н. д.
n. d.

1979
кавалеровский
Kavalerovsky

устиновка
Ustinovka

3 1
1 крс
1 cattle

Итого
Total

9 9 34 5 15

примечание :  н. д. – нет данных.

No te :  n. d. – no data.
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ставляющих высокую биологическую опасность по 
сибирской язве; санитарно-защитное зонирование 
сяз; мероприятия, обеспечивающие санитарно-
эпидемиологическое благополучие населения. 

условно опасным признано предполагаемое 
место сибиреязвенного захоронения в местности 
алтыновская сопка (1938 г.), на месте захоронения 
обнаружены костные фрагменты схж, состояние 
объекта не соответствовало требованиям санитарно-
ветеринарных правил. наибольшую биологиче-
скую опасность представляли два сибиреязвенные 
захоронения: в с. астраханка ханкайского района 
(1933, 1934 гг.) и с. покровка октябрьского района 
(1979 г.). в пробе почвы сяз с. астраханка обнару-
жена днк и выделена культура B. anthracis с атипич-
ными свойствами. в настоящее время село вошло в 
состав с. камень-рыболов). в с. покровка объект 
находится на возвышенности и совмещен с местом 
захоронения скота бывшего колхоза «искра». 

в местности алтыновская сопка предполагае-
мое сяз представляет собой несанкционированную 
свалку биологических отходов. администрации 
черниговского муниципального района предложено 
провести санитарную очистку территории местности 
с утилизацией биологических отходов сжиганием, в 
дальнейшем – запретить использовать данную тер-
риторию как несанкционированный полигон сброса 
биологических отходов.

для обеспечения биологической безопасности 
сяз в снп астраханка, расположенного на терри-
тории учебного заведения в жилой зоне с. камень-
рыболов, администрации ханкайского муници-
пального района рекомендовано провести консерва-
цию объекта в соответствии с п. 6.9 вп 13-7-2/469 
«ветеринарно-санитарные правила сбора, утилиза-
ции и уничтожения биологических отходов» (1995 г.), 
с предварительной обработкой почвы дезинфицирую-
щими средствами спороцидного действия согласно 
п. 5.19 вп 13.3.1320-96 «профилактика инфекци-
онных болезней. профилактика и борьба с болезня-
ми, общими для человека и животных. 6. сибирская 
язва»; выкапыванием вокруг скотомогильника тран-
шеи глубиной не менее 2 м; бетонированием тран-
шеи и территории захоронения слоем бетона не менее 
0,4 м. для сяз в с. покровка октябрьского района 
рекомендовано произвести ограждение скотомогиль-
ника с опознавательными знаками, не допускать вы-
паса скота, покоса травы, выноса земли за пределы 
скотомогильника и нахождения там людей, контро-
лировать состояние скотомогильника в соответствии 
с п. 4.1 вп 13.3.1320-96 и п. 7.1 сп 3.1.7.2629-10 
«профилактика сибирской язвы».

ввиду отсутствия свидетелей событий, до-
стоверных данных в эпизоотических журналах 
учреждений ветеринарии, журналах регистра-
ции неблагополучного по сибирской язве пунк та 
учреждений роспотребнадзора, архивных отделов 
муниципальных районов приморского края, точ-
ные местоположения девяти сибиреязвенных захо-

ронений в восьми снп: в с. пухово анучинского, 
с. новосысоевка яковлевского, с. благовещенка 
и Федоровка пожарского, с. сташевка спасского, 
местности халкидон черниговского, с. платоно-
александровская и троицкое ханкайского районов 
приморского края – не установлены. при осмотре 
местности и отборе проб почвы изменения поверх-
ности рельефа и характерные следы захоронений 
(смешивание и смещение почвенных слоев, наличие 
остатков кострового пожога, останки животных и 
их костные фрагменты) не обнаружены, результаты 
исследований проб объектов окружающей среды на 
сибирскую язвы отрицательные. соответственно, 
вышеуказанные восемь мест предполагаемых сиби-
реязвенных захоронений оценены как безопасные по 
сибирской язве. в 2020 г. государственной ветери-
нарной инспекцией приморского края предоставле-
ны данные о невозможности постановки на кадастро-
вый учет 8 из 12 сяз ввиду вступления в законную 
силу решения Фрунзенского суда г. владивостока от 
28.05.2020 по делу № 2-1329/19 об установлении фак-
та отсутствия захоронения трупов павших от сибир-
ской язвы сельскохозяйственных животных в восьми 
поселенческих и межпоселенческих территориях по 
заявлению администрации приморского края. 

при отсутствии точного местоположения де-
вяти предполагаемых мест сибиреязвенных захо-
ронений в восьми снп применение нормативов 
санитарно-защитного зонирования согласно п. 4.2 
санпин 2.2.1/2.1.1.1200-03 «санитарно-защитные 
зоны и санитарная классификация предприятий, 
сооружений и иных объектов» в новой редак-
ции от 01.03.2008 не представляется возможным. 
сибиреязвенные захоронения в с. камень-рыболов 
(астраханка) и с. покровка как скотомогильни-
ки с захоронениями в ямах являются объектами 
I класса опасности и требуют санитарно-защитного 
зонирования радиусом в 1000 м, согласно п. 4.2 
санпин 2.2.1/2.1.1.1200-03. места предполагае-
мых сибиреязвенных захоронений сохраняют ста-
тус «стационарно неблагополучный по сибирской 
язве пункт» без срока давности. после консервации 
сяз в с. астраханка ввиду расположения объекта 
в жилой зоне с. камень-рыболов ответственному 
юридическому лицу рекомендовано ходатайствовать 
об уменьшении размера санитарно-защитной зоны 
(сзз) данного объекта до пределов его ограждения, 
согласно п. 7.4 сп 3.1.7.2629-10 «профилактика си-
бирской язвы» и п. 4.2 санпин 2.2.1/2.1.1.1200-03.  
для разработки проекта сзз рекомендуем приме-
нить разработанные методические рекомендации 
мр 3.1.0232-21 «определение эпидемиологической 
опасности почвенных очагов сибирской язвы» (вве-
дены в действие с 01.03.2021).

для обеспечения безопасности лиц, привлекае-
мых к земляным работам при консервации извест-
ных сибиреязвенных объектов, необходимо вакци-
нировать рабочих против сибирской язвы и во время 
проведения работ обеспечить их защитными костю-
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мами, предусмотреть медицинское наблюдение и 
проведение экстренной антибиотикопрофилактики, 
а также соблюдение режима безопасности работы с 
микроорганизмами I–II групп патогенности (опасно-
сти) и профилактики сибирской язвы в соответствии 
с требованиями санпин 3.3686-21 «санитарно-
эпидемиологические требования по профилактике 
инфекционных болезней». в целях выполнения тре-
бований действующих санитарных и ветеринарных 
правил вп 13.3.1320-96 и сп 3.1.7.2629-10 рекомен-
довано постоянно поддерживать высокий уровень 
охвата ежегодной вакцинацией против сибирской 
язвы сельскохозяйственных животных в приморском 
крае; подготовки медицинских и ветеринарных спе-
циалистов по этиологии, клинике и профилактике 
сибирской язвы; информирования населения о мерах 
профилактики сибирской язвы.

Описание культур сибиреязвенного микроба.  
в коллекции музея живых культур института хра-
нятся три штамма возбудителя сибирской язвы, 
изолированные на территории приморского края. 
Штамм B. anthracis и-274 выделен бактериологи-
ческим методом в 1977 г. врачом приморской пчс 
м.д. кызыловой из материала карбункула больного 
человека с. новосысоевка яковлевского района. этим 
же врачом в 1979 г. из материала печени трупа боль-
ного человека с. устиновка кавалеровского района 
изолирован штамм B. anthracis и-275. оба штамма 
отнесены к атипичным по основному индикационно-
му тесту лабораторной диагностики – отсутствие обе-
их плазмид вирулентности (pXO1–/pXO2–). VNTR- и 
SNP-анализ штамма B. anthracis и-275 показал, что он 
относится к одному из канонических SNP-кластеров – 
A.Br.008/009, в который входят также штаммы, изоли-
рованные в республике бурятия, красноярском крае, 
тюменской области, в рамках глобальной генетиче-
ской линии а (подгруппа а1).

в 2013 г. при исследовании пробы почвы сиби-
реязвенного захоронения снп с. камень-рыболов 
(астраханка) ханкайского района сотрудниками 
иркутского противочумного института биопробным 
методом выделена культура сибиреязвенного микро-
ба – штамм B. anthracis и-375 с атипичными свой-
ствами. атипичность свойств культуры проявлялась 
в неоднозначности результатов тестов на пеницилли-
назную и гемолитическую активность, способности 
к капсулообразованию in vitro и in vivo. при контроле 
фаголизабельности с двумя специфическими сиби-
реязвенными фагами культура лизировалась только 
одним из них. методом пцр обнаружены ген плаз-
миды токсинообразования (pXO1) и нестабильность 
детекции гена плазмиды капсулообразования (pXO2).  
в биологической пробе на беспородных белых мы-
шах и морских свинках культура авирулентна.

на основе систематизации и анализа сведений 
о происхождении, биологических, молекулярно-
генетических свойствах штаммов в институте соз-
дана и зарегистрирована (свидетельство о государ-
ственной регистрации № 2016620321 в реестре баз 

данных от 10.03.2016) пополняемая база данных 
«биологические свойства штаммов Bacillus an-
thracis, изолированных на территории сибири и 
дальнего востока», в которую вошла информация и 
о штаммах приморского края. 

Ранжирование и районирование админи-
стративных территорий по сибирской язве.  
на основании комплексного эпизоотолого-эпиде-
миологического анализа ситуации по сибирской язве 
за 102-летний период (1919–2020 гг.) проведено ран-
жирование по каждому из пяти критериев, затем ко-
личественная оценка рангов по следующей формуле:

∑R=R1+R2+R3+R4+R5,

где ∑R – сумма рангов для отдельных администра-
тивных территорий, субъектов; R1 – ранг по плот-
ности снп на 1 тыс. кв. км; R2 – ранг по количеству 
заболевших схж; R3 – ранг по количеству заболев-
ших людей; R4 – ранг индекса эпизоотичности по 
таршису; R5 – ранг количества сяз/ссм.

для объективного обоснования оценки эпизоо-
толого-эпидемиологического неблагополучия по си-
бирской язве сравниваем суммы рангов, полученных 
для отдельных административных территорий, по 
пяти критериям со средним показателем суммы ран-
гов для приморского края: 

Rcp=(R1+R2+R3+R4+R5)/5.

среднекраевой показатель суммы рангов со-
ставил 51,1. далее определяем группы админи-
стративных территорий, достоверно превышающие 
средний показатель, находящиеся на уровне и ниже 
уровня среднего показателя. расчеты, представлен-
ные в табл. 2, позволили нам выделить три группы  
территорий. 

методом ранжирования проведено райониро-
вание административных территорий приморского 
края по степени эпизоотолого-эпидемиологического 
неблагополучия по сибирской язве.

первая группа (I) – административные тер-
ритории с выраженным эпизоотолого-эпидемио-
логическим неблагополучием по сибирской язве 
(сумма рангов – от 71 до 126), к ним относятся: 
октябрьский мо, черниговский мр, ханкайский 
мо, михайловский мр, дальнереченский мр (вклю-
чая дальнереченское го), спасский мр (+спасский 
го), хорольский мо, анучинский мо, уссурийский 
го и яковлевский мр (+арсеньевский го).

в черниговском районе (сумма рангов – 126) 
учтены семь пунктов, где отмечалась эпизоотическая 
активность с 1931 по 1953 год. сибирская язва заре-
гистрирована у десяти коров и четырех лошадей, из-
вестны два случая заболевания людей. черниговский 
район имеет высокий показатель плотности снп (3,8) 
и отнесен к зоне потенциально высокого риска зара-
жения возбудителем сибирской язвы (иэт=0,019). 
в районе учтено одно сибиреязвенное захоронение. 
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Таблица 2 / Table 2

ранжирование административных территорий Приморского края по степени эпизоотолого-эпидемиологического неблагополучия  
по сибирской язве

Ranking of the administrative districts in the  Primorsky Territory according to the degree of epizootiological and epidemiological hazard  
as regards anthrax

№ район
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

1
черниговский мр
Chernigovskiy MD

3,80 26 0,019 25 14 25 2 23 1 27 126

I

2
октябрьский мо
Oktyabr'sky MD

1,76 21 0,005 19 5 17 9 26 1 27 110

3
ханкайский мо
Khankaisky MD

1,49 20 0,008 20 25 26 0 1 1 27 94

4
михайловский мр
Mikhaylovsky MD

1,82 23 0,011 22 9 21 1 20 0 1 87

5

дальнереченский мр  
(+дальнереченский го)
Dal'nerechensky MD  
(+Dal'nerechenskiy UD)

0,81 17 0,013 23 7 19 1 20 0 1 80

6
спаский мр (+спасский го)
Spassky MD (+Spassky UD)

2,93 25 0,022 26 51 27 0 1 0 1 80

7
хорольский мо
Khorolsky MD

4,57 27 0,014 24 10 24 0 1 0 1 77

8
анучинский мо
Anuchinsky MD

1,30 19 0,010 21 2 10 2 23 0 1 74

9
уссурийский го
Ussuriysky UD

2,76 24 0,034 27 6 18 0 1 0 1 71

10

яковлевский мр  
(+арсеньевский го)
Yakovlevsky MD  
(+Arsenyevsky UD)

0,42 13 0,001 9 9 21 15 27 0 1 71

11
лесозаводский го
Lesozavodsky UD

0,33 12 0,002 14 7 19 1 20 0 1 66

II

12
артемовский го
Artemovskiy UD

0,50 15 0,003 15 9 21 0 1 0 1 53

13
кавалеровский мр
Kavalerovsky MD

0,24 8 0,001 12 1 7 3 25 0 1 53

14
краевой центр владивосток. го
Regional center Vladivostok. UD

1,78 22 0,005 17 2 10 0 1 0 1 51

15

Шкотовский мр (+го большой 
камень +зато Фокино)
Shkotovsky MD (+Bol'shoy  
Kamen' UD +Fokino)

1,13 18 0,004 16 3 13 0 1 0 1 49

16
надеждинский мр
Nadezhdinsky MD

0,63 16 0,001 11 3 13 0 1 0 1 42

17
хасанский мр
Khasansky MD

0,48 14 0,001 13 3 13 0 1 0 1 42

18
пожарский мр
Pozharsky MD

0,27 10 0,005 17 2 10 0 1 0 1 39

19

партизанский мр 
(+находкинский го)
Partizanskiy MD 
 (+Nakhodkinsky UD)

0,24 9 0,000 7 3 13 0 1 0 1 31

20
пограничный мо
Pogranichnyy MD

0,27 11 0,001 10 1 7 0 1 0 1 30

21
красноармейский мр
Krasnoarmeysky MD

0,05 7 0,000 7 1 7 0 1 0 1 23
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Окончание табл. 2 / Ending of the Table 2

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

22
дальнегорский го
Dal'negorsky UD

0 1 0 1 0 1 0 1 0 1 5

III

23
кировский мр
Kirovsky MD

0 1 0 1 0 1 0 1 0 1 5

24
лазовский мо
Lazovsky MD

0 1 0 1 0 1 0 1 0 1 5

25
ольгинский мр
Olginsky MD

0 1 0 1 0 1 0 1 0 1 5

26
тернейский мо
Terneisky MD

0 1 0 1 0 1 0 1 0 1 5

27
чугуевский мо
Chuguyevsky MD

0 1 0 1 0 1 0 1 0 1 5

M±m 51,1

Всего 
Total

0,51 172 34 3

в октябрьском районе (сумма рангов – 110), соглас-
но кадастру, учтены три снп, в которых отмеча-
лись единичные заболевания крс в 1932–1936 гг. и 
вспышка в 1979 г. (три головы крс и девять человек). 
район относится к первой группе с высокой плотно-
стью снп (1,76) и входит в зону среднего или уме-
ренного риска заражения возбудителем сибирской 
язвы (иэт=0,0053). сибиреязвенное захоронение 
площадью 900 кв. м расположено в с. покровка.

ханкайский и михайловский районы имеют вы-
сокую плотность снп (1,49 и 1,82) и входят в зону с 
высоким риском заражения возбудителем сибирской 
язвы (0,008 и 0,011). в пяти снп ханкайского райо-
на зарегистрированы заболевания 25 схж (11 голов 
крс, 11 лошадей и 3 свиньи) в период 1931–1938 гг. 
в михайловском районе в период 1930–1951 гг. за-
регистрированы заболевания девяти голов схж, в 
1931 г. заболел один человек. спасский район отлича-
ется высокой эпизоотической активностью (51 схж) 
за семь календарных лет в период 1933–1948 гг. по 
плотности снп район находится в первой группе с 
большим показателем (2,93), где высок риск зараже-
ния возбудителем сибирской язвы (иэт=0,022). 

вторая группа (II) – административные тер-
ритории средней степени эпизоотолого-эпидемио-
логического неблагополучия по сибирской язве 
с суммой рангов от 66 до 23: лесозаводский го, 
артемовский го, кавалеровский мр, краевой центр 
владивостокский го, Шкотовский мр (включая го 
большой камень и зато Фокино), надеждинский 
мр, хасанский мр, пожарский мр и три района с еди-
ничными случаями сибирской язвы (партизанский 
мр (включая находкинский го), пограничный мо, 
красноармейский мр).

третья группа (III) – относительно благополуч-
ные по сибирской язве административные терри-
тории – сумма рангов равна 5. в нее входят шесть 
районов, где заболевание не регистрировалось 
(дальнегорский го, кировский мр, лазовский мо, 
ольгинский мр, тернейский мо, чугуевский мо). 

для всех трех групп административных тер-
риторий необходимо проведение следующего 
комплекса организационных профилактических 
противоэпи зоотических и противоэпидемических 
мероприятий:

1) комплексность управленческих решений и 
межведомственного взаимодействия, постоянный 
оперативный обмен информацией между медицин-
ской, ветеринарной и другими заинтересованными 
службами;

2) проведение должного учета, контроля и над-
зора за ветеринарно-санитарным состоянием сиби-
реязвенных захоронений, закрепление за их террито-
рией ответственного юридического лица, соблюде-
ние требований санитарно-защитного зонирования;

3) проведение строгого предупредительного са-
нитарного надзора при отводе земельных участков 
под строительство жилых массивов, промышленных 
объектов и введении в землепользование ранее неис-
пользованных и заброшенных территорий сибиреяз-
венных захоронений и скотомогильников;

4) проведение достоверного учета поголовья 
скота всех форм собственности, постоянный кон-
троль за организацией и проведением плановой им-
мунизации схж всех форм собственности в снп и 
обеспечение высокого уровня охвата специфической 
профилактикой;

5) сбор и утилизация трупов павших животных 
в соответствии с действующими нормативными тре-
бованиями;

6) решение вопросов консервации сибиреязвен-
ных захоронений и их санитарно-защитного зониро-
вания;

7) постоянный санитарно-ветеринарный надзор 
и контроль за убоем сельскохозяйственных живот-
ных, реализацией мяса и продуктов животного про-
исхождения;

8) контроль за соблюдением ветеринарно-сани-
тар ных правил при заготовке, хранении, транспорти-
ровке и обработке сырья животного происхождения;
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9) информационно-разъяснительная работа сре-
ди населения снп о мерах профилактики сибирской 
язвы.

таким образом, эпизоотолого-эпидемиологиче-
ская ситуация по сибирской язве в приморском крае 
за период 1919–2020 гг. считается относительно бла-
гополучной. за 102 года наблюдения сибирская язва 
зарегистрирована в течение 39 календарных лет.  
в 82 снп 22 муниципальных образований края с 
1930 по 2000 год зарегистрированы заболевания 
173 схж, из них 115 голов крс (64,7 %), 49 ло-
шадей (28,3 %), 8 свиней (4,6 %) и 1 животное без 
указания вида в эпизоотическом журнале. в период 
1931–1979 гг. в крае сибирской язвой заболели 34 че-
ловека, из них умерли пятеро. заболевания живот-
ных отмечались гораздо чаще в 1930-е гг., в середине 
1950-х гг., вспышки сибирской язвы зарегистрирова-
ны в 1977 и 1979 гг. с учетом индекса эпизоотич-
ности в приморском крае выделены три зоны риска 
заражения возбудителем сибирской язвы, при этом 
зона потенциально высокого риска заражения возбу-
дителем сибирской язвы охватывает девять районов 
на западе и юге края. 

согласно перечню скотомогильников (2012 г.) 
учтены 12 сяз в семи районах края. по итогам ком-
плексного эпизоотологического и эпидемиологиче-
ского обследования и экспертной оценки биологи-
ческой опасности по сибирской язве, проведенных в 
2013 г., решением Фрунзенского суда г. владивостока 
от 28.05.2020 по делу № 2-1329/19 установлен и под-
твержден факт отсутствия сибиреязвенных захороне-
ний животных в восьми поселенческих и межпосе-
ленческих территориях. исследование культур B. an-
thracis, изолированных на территории приморского 
края, показало их атипичность по отсутствию обеих 
плазмид вирулентности (pXO1–/pXO2–) и авирулент-
ность к лабораторным животным. Штамм B. an-
thracis и-275 отнесен к одному из канонических 
SNP-кластеров – A.Br.008/009 глобальной генети-
ческой линии а (подгруппа а1). при районирова-
нии административных территорий приморского 
края методом ранжирования выделены три группы 
эпизоотолого-эпидемиологического неблагополучия 
по сибирской язве. рекомендован комплекс органи-
зационных профилактических противоэпизоотиче-
ских и противоэпидемических мероприятий. 

конфликт интересов. авторы подтверждают 
отсутствие конфликта финансовых/нефинансовых 
интересов, связанных с написанием статьи.

Работа выполнена в рамках НИР 1-1-18 
«Совершенствование комплексного эпидемиологиче-
ского мониторинга и профилактики сибирской язвы 
в Российской Федерации» (2018–2020 гг.). Номер 
государственной регистрации НИОКТР АААА-А18-
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а.Г. кошкидько, с.а. курчева, и.В. Жарникова, а.а. Зайцев, о.а. Гнусарева, о.л. старцева,  
а.Ю. Газиева, е.В. Жданова, Т.В. Жарникова, д.В. русанова

оценка Применения эритроцитарного диагноСтикума (лиофилиЗата)  
При вЫявлении воЗБудителя туляремии в ПрироднЫх очагах

ФКУЗ «Ставропольский научно-исследовательский противочумный институт», Ставрополь, Российская Федерация

туляремия – зоонозная болезнь, имеющая широкое географическое распространение, а ее возбудитель 
Francisella tularensis может быть использован в качестве биотеррористического агента. цель исследования – 
оценка применения набора реагентов «диагностикум эритроцитарный туляремийный иммуноглобулиновый 
сухой» («дэт-иг») с использованием контрольных тест-штаммов и полевого материала из природных очагов 
туляремии. материалы и методы. с использованием предложенного эритроцитарного диагностикума прове-
дено исследование обеззараженных культур тест-штаммов (F. tularensis Miura, F. tularensis 55, F. tularensis Sсhu, 
F. tularensis 15 нииэг, Brucella abortus 544, B. melitensis 16-M, B. suis 1330 и Yersinia enterocolitica 64, Y. entero-
colitica 178, Y. enterocolitica 383) и проб объектов окружающей среды, подозрительных на содержание F. tula-
rensis. результаты и обсуждение. доказано, что разработанный диагностикум специфичен, чувствителен, прост 
в использовании при осуществлении рутинной диагностики туляремии. в ходе лабораторных испытаний экс-
периментальных серий набора реагентов «дэт-иг» показана возможность качественного определения возбуди-
теля туляремии в бактериальных культурах, биологическом материале и объектах окружающей среды в реакции 
непрямой гемагглютинации. сравнение результатов применения эритроцитарных диагностикумов в жидкой и 
лиофилизированной формах показало преимущества препаратов после лиофилизации: возможность транспор-
тирования и длительного хранения при любых температурных режимах в различных климатических условиях; 
постановка реакции возможна без применения специальной разводящей жидкости. установлен гарантийный срок 
хранения в течение двух лет (срок наблюдения). полученные результаты указывают на перспективность внедре-
ния разработанного препарата в практику здравоохранения.

Ключевые слова: реакция непрямой гемагглютинации, возбудитель туляремии, Francisella tularensis, природ-
ные очаги.
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A.G. Koshkid’ko, S.A. Kurcheva, I.V. Zharnikova, A.A. Zaitsev, O.A. Gnusareva, O.L. Startseva, 
A.Yu. Gazieva, E.V. Zhdanova, T.V. Zharnikova, D.V. Rusanova
Assessment of the Application of Erythrocytal Diagnosticum (Lyophilizate)  
in Detecting tularemia Agent in natural Foci
Stavropol Research Anti-Plague Institute, Stavropol, Russian Federation

Abstract. Tularemia is a zoonotic disease with a wide geographical dissemination, and its causative agent Francisella 
tularensis can be used as a bioterrorism agent. The aim of the study was to evaluate the use of a set of reagents 
“Erythrocytic immunoglobulin dry tularemia diagnosticum” (“DET-Ig”) with the help of control test strains and field 
material from natural tularemia foci. Materials and methods. Using the introduced erythrocyte diagnosticum, we stud-
ied the decontaminated cultures of test strains (F. tularensis Miura, F. tularensis 55, F. tularensis Schu, F. tularensis 15 
NIIEG, Brucella abortus 544, B. melitensis 16-M, B. suis 1330, and Yersinia enterocolitica 64, Y. enterocolitica 178, 
Y. enterocolitica 383) and environmental samples suspected of containing F. tularensis. Results and discussion. It has 
been proven that the developed diagnosticum is specific, sensitive, and easy to use for routine diagnostics of tularemia. 
In the course of laboratory tests of the experimental series of the DET-Ig reagent kit, the possibility of qualitative deter-
mination of the tularemia agent in bacterial cultures, biological material and environmental samples in the reaction of 
indirect hemagglutination was demonstrated. Comparison of the results of use of erythrocyte diagnosticum in liquid and 
lyophilized forms showed the advantages of drugs after lyophilization: the possibility of transportation and long-term 
storage at any temperature conditions in various climatic conditions; the setting of the reaction is possible without the use 
of special diluents. The guaranteed storage term is set for two years (observation period). The results obtained indicate 
the prospects of introducing the developed drug into healthcare practice.
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Francisella tularensis – возбудитель зоонозной 
болезни туляремии, которая характеризуется высоки-
ми показателями заболеваемости и смертности более 
чем у 190 различных видов млекопитающих, вклю-
чая человека [1]. согласно международной класси-
фикации бактерий вид F. tularensis включает четыре 
подвида с разнообразным географическим распре-
делением, ареалами обитания и вирулентностью:  
subsp. tularensis (тип а), subsp. holarctica (тип в), 
subsp. mediasiatica и subsp. novicida [2]. F. tularen-
sis subsp. tularensis встречается преимущественно в 
северной америке [3]. Штаммы F. tularensis subsp. 
holarctica распространены в европе, азии (в том чис-
ле японии), северной америке, австралии (вклю-
чая тасманию) [4, 5]. географическое распростране-
ние F. tularensis subsp. mediasiatica – средняя азия, 
а также территория алтайского и красноярского 
края российской Федерации [5]. F. tularensis subsp. 
novicida выделен в северной америке, австралии и 
таиланде и считается невирулентным для человека, 
единичные случаи выделения туляремийного микро-
ба этого подвида от людей касались только лиц со 
сниженным иммунным статусом [5, 6]. в послед-
нее время в 31 стране европы, а также в турции и 
японии проводится обязательная регистрация случа-
ев заболевания туляремией в связи с возможностью 
использования возбудителя в качестве агента био-
терроризма, следовательно, это заболевание требует 
особого внимания [5, 7]. естественным резервуаром 
инфекции являются мелкие млекопитающие, такие 
как мыши, полевки, белки и кролики. передача ин-
фекции людям происходит при контакте с инфици-
рованными животными или загрязненной окружаю-
щей средой, употреблении зараженной пищи или 
воды, либо через укусы переносчиков – членистоно-
гих [8, 9].

учитывая неблагоприятную обстановку по ту-
ляремийной инфекции в рФ, актуальным вопросом 
является разработка чувствительных и специфич-
ных препаратов для лабораторной диагностики ту-
ляремии, которая основывается на обнаружении в 
сыворотке крови специфических антител и/или ин-
дикации F. tularensis в объектах окружающей среды 
и биологическом материале.

иммуноанализ с помощью реакции непрямой 
гемагглютинации (рнга) позволяет получать пред-
варительный результат через 3–4 ч от начала иссле-
дования [10]. применяемые в настоящее время эри-
троцитарные диагностикумы в жидкой форме имеют 
ограниченный срок годности (1 год), с возможно-
стью транспортирования только при строго опреде-
ленном температурном режиме, хранение при мину-
совой температуре не допускается. кроме того, для 
постановки рнга с таким диагностикумом необхо-
димы специальные растворы в качестве разводящей 

жидкости, содержащие в своем составе нормальную 
кроличью сыворотку или Tween 80. специалистами 
ставропольского противочумного института раз-
работан набор реагентов «диагностикум эритроци-
тарный туляремийный иммуноглобулиновый сухой» 
(«дэт-иг»). для получения сухой формы диагности-
кума применен метод лиофильного высушивания, 
способствующий стабилизации основных диагно-
стических характеристик компонентов. это позво-
лило увеличить срок годности набора до двух лет с 
возможностью его транспортировки в любых темпе-
ратурных режимах без потери специфической актив-
ности. набор предназначен для обнаружения возбу-
дителя туляремии в выделенных культурах, а также 
биологических пробах и пробах окружающей среды.

цель исследовательской работы – оценка при-
менения набора реагентов «диагностикум эритроци-
тарный туляремийный иммуноглобулиновый сухой» 
с использованием контрольных тест-штаммов и по-
левого материала из природных очагов туляремии.

материалы и методы

в работе использовали коммерческие и экспери-
ментальные диагностические наборы производства 
ставропольского противочумного института: набор 
реагентов «диагностикум эритроцитарный туляре-
мийный иммуноглобулиновый жидкий» («рнга-
тул-иг-ставнипчи»), набор реагентов «тест-
система диагностическая для выявления возбудите-
ля туляремии в иммуноферментном анализе (иФа)» 
(«иФа-тул-ставнипчи») и экспериментальные 
серии набора реагентов «диагностикум эритроци-
тарный туляремийный иммуноглобулиновый сухой» 
(«дэт-иг»).

лиофилизацию препарата проводили по отра-
ботанному рентабельному режиму лиофилизации в 
глубоком вакууме: при 15–20 па, температуре кон-
денсатора минус 85 °с и плавном (до 25 °с) подводе 
тепла в течение 12–13 ч [11]. в состав среды высу-
шивания входили полиглюкин, Tween 80 и азид на-
трия в дистиллированной воде.

постановку рнга и реакции торможения не-
прямой гемагглютинации (ртнга) осуществляли 
по традиционной методике макро- и микрометодом. 
полученный лиофилизат восстанавливали в 1,0 мл 
физиологического раствора рн (6,2±0,2). ртнга ста-
вят обязательно параллельно с рнга для подтверж-
дения ее специфичности. для постановки ртнга 
использовали сыворотку туляремийную агглютини-
рующую кроличью, входящую в состав набора, в раз-
ведении 1:500. учет результатов рнга и ртнга (ми-
крометод) проводили через 2 ч. если в ртнга титр 
реакции по сравнению с рнга снижен на 4–6 лунок, 
значит, подтверждается специфичность рнга [12].

Koshkid’ko A.G., ORCID: https://orcid.org/0000-0002-6617-9504  Startseva O.L., ORCID: https://orcid.org/0000-0002-5493-5296
Kurcheva S.A., ORCID: https://orcid.org/0000-0002-3564-0791  Gazieva A.Yu., ORCID: https://orcid.org/0000-0002-8775-0087
Zharnikova I.V., ORCID: https://orcid.org/0000-0002-8443-4089  Zhdanova E.V., ORCID: https://orcid.org/0000-0001-5360-3786
Zaitsev A.A., ORCID: https://orcid.org/0000-0003-2516-4813  Zharnikova T.V., ORCID: https://orcid.org/0000-0002-0801-5077
Gnusareva O.A., ORCID: https://orcid.org/0000-0003-2516-4813  Rusanova D.V., ORCID: https://orcid.org/0000-0003-2229-6570



81

Problemy Osobo Opasnykh Infektsii [Problems of Particularly Dangerous Infections]. 2021; 4         Original articles

при проведении контрольных исследований 
на чувствительность и специфичность разработан-
ного лиофилизированного препарата использовали 
10 штаммов: F. tularensis holarctica Miura, F. tular-
ensis mediaasiatica 55, F. tularensis nearctica Sсhu, 
F. tularensis holarctica 15 нииэг, B. abortus 544, 
B. melitensis 16-M, B. suis 1330 и Y. enterocoliti-
ca 64, Y. enterocolitica 178, Y. enterocolitica 383 – из 
лаборатории «коллекция патогенных микроорга-
низмов» ставропольского противочумного инсти-
тута. при апробации в межлабораторных испыта-
ниях исследовали пробы из объектов окружающей 
среды, взятые из природных очагов туляремии 
ставропольского края:

- 10 проб экскрементов мышевидных грызу-
нов, погадок хищных птиц, отобранных в пери-
од проведения эпизоотологического обследования 
петровского района ставропольского края с 14 по 
15 января 2020 г.;

- 10 проб помета хищных млекопитающих, 
мумифицированный труп полевки, отобранные в 
период проведения эпизоотологического обследо-
вания кировского и минераловодского районов 
ставропольского края с 27 по 30 марта 2020 г.;

- 26 проб экскрементов мышевидных грызу-
нов, отобранных в период проведения эпизоотоло-
гического обследования кировского, советского, 
георгиевского районов ставропольского края с 21 
по 31 июля 2020 г.;

- 7 проб погадок хищных птиц, отобранных в 
период проведения эпизоотологического обследова-
ния кировского, советского, георгиевского районов 
ставропольского края с 21 по 31 июля 2020 г.

вследствие того, что идентификация F. tularensis 
subsp. novicida не регистрировалась у диких живот-
ных (здоровых или умирающих), а единственным 
источником изолятов F. tularensis subsp. novicida 
до настоящего времени являлась соленая вода, при 
оценке применения набора реагентов «дэт-иг» с 
использованием полевого материала из природных 
очагов туляремии (погадки хищных птиц, экскре-
менты мышевидных грызунов, помет хищных мле-
копитающих) штаммы данного подвида не были 
представлены.

результаты и обсуждение

в состав экспериментального набора «дэт-иг» 
входят: лиофилизированный в защитной среде вы-
сушивания диагностикум эритроцитарный туля-
ремийный иммуноглобулиновый 10 % сухой, по-
ложительный контроль (инактивированная взвесь 
туляремийного микроба) и сыворотка туляремий-
ная 1:10. среда высушивания содержит не только 
ингредиенты, предохраняющие препарат от разру-
шения при замораживании и лиофилизации, но и 
Tween 80, позволяющий осуществлять постановку 
рнга без разводящей жидкости, а также азид на-
трия – консервант, предотвращающий микробный 

пророст при длительном хранении растворенного 
препарата.

контроль качества экспериментальных серий 
«дэт-иг» производили после проведения процеду-
ры лиофильного высушивания по следующим пара-
метрам:

1. растворимость – при добавлении 1 мл 0,9 % 
раствора хлорида натрия диагностикум растворяет-
ся в течение 20 сек, имеет вид гомогенной суспен-
зии красно-коричневого цвета; при отстаивании 
образуют ся два слоя: прозрачная бесцветная или 
светло-желтого цвета надосадочная жидкость и 
плотный осадок красно-коричневого цвета.

2. потеря в массе при высушивании – не более 
2,5 %.

3. отсутствие спонтанной агглютинации – при 
добавлении к 2,5 % взвеси диагностикума 0,9 % рас-
твора хлорида натрия (1:1) через 3 ч формируется 
осадок в виде «пуговки».

4. количество эритроцитов – при подсчете в ка-
мере горяева в 1 мм3 2,5 % диагностикума содержит-
ся (5,6±0,5)·105 эритроцитов.

5. чувствительность – диагностикум обеспечи-
вает выявление в рнга F. tularensis в концентрациях, 
эквивалентных по отраслевому стандарту мутности 
осо 42-28-85 Фгбу «нцэсмп» минздрава россии, 
3,9·105 м.к./мл макрометодом и 1,56·106 м.к./мл  
микрометодом.

6. специфичность – при постановке рнга с 
использованием диагностикума не выявляются ге-
терологичные микроорганизмы в концентрациях, 
эквивалентных по отраслевому стандарту мутно-
сти осо 42-28-85 Фгбу «нцэсмп» минздрава 
россии, 1·108 м.к./мл [13].

при положительном результате реакции сенси-
билизированные эритроциты выпадают на дно лунки 
равномерным слоем в виде «зонтика», при отрица-
тельном результате и контроле эритроциты оседают 
на дно лунки в виде «пуговки» или кольца [12].

при проведении контрольных лабораторных ис-
пытаний на чувствительность разработанного лиофи-
лизированного препарата использовали обеззаражен-
ные микробные суспензии указанных выше штаммов 
F. tularensis, показавшие четкую агглютинацию эри-
троцитов в последнем разведении с концентрацией 
1,95·105 – 3,9·105 м.к./мл макрометодом и 7,8·105 – 
1,56·106 м.к./мл микрометодом. в постановке реак-
ции с гетерологичными микроорганизмами полу-
чен отрицательный ответ в 100 % случаях (табл. 1). 
после лиофилизации качественные характеристики 
сухого эритроцитарного диагностикума остались без 
изменений. внутрипостановочная, межпостановоч-
ная и межсерийная воспроизводимость для всех по-
ложительных образцов составила 100 %.

для подтверждения диагностической ценности 
проведены исследования полевого материала из при-
родных очагов туляремии (табл. 2). подготовку к ис-
следованию проб проводили согласно инструкции 
по применению к препаратам.
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при исследовании проб объектов окружаю-
щей среды (всего 53 пробы), отобранных в период  
проведения эпизоотологического обследования 
ставропольского края (петровский, кировский, 
советский, минераловодский, георгиевский райо-
ны) в 2020 г., в двух пробах обнаружен антиген воз-
будителя туляремии.

параллельно с рнга и ртнга выявление воз-
будителя туляремии в чистых культурах и пробах из 
объектов окружающей среды проводили в иммуно-
ферментном анализе. результаты, полученные при 
исследованиях, подтверждают наличие туляремий-
ного антигена в положительных пробах.

при изучении стабильности основных показате-
лей качества разработанных эритроцитарных препа-
ратов (лиофилизатов) учитывали температуры различ-

ных климатических зон, в которых предполагаются их 
реализация и использование. проведены контрольные 
исследования полученных экспериментальных серий 
диагностикумов при хранении в потребительской 
упаковке с учетом регламентированной температуры 
от 2 до 8 °с, а также в условиях повышенных и по-
ниженных температур при (30±2) °с и минус 18 °с 
соответственно. при постановке рнга в контролиру-
емых образцах отмечено полное сохранение первона-
чальных физико-химических свойств препарата, его 
чувствительности и специфичности на протяжении 
всего периода испытаний. отрицательного влияния 
вышеуказанных температур на результаты контроли-
руемых показателей не выявлено.

в ходе лабораторных испытаний эксперимен-
тальных серий набора реагентов «дэт-иг» установ-

Таблица 1 / Table 1

контроль чувствительности и специфичности эритроцитарного туляремийного иммуноглобулинового диагностикума сухого (макрометод)
Control of the sensitivity and specificity of erythrocyte tularemia immunoglobulin dry diagnosticum (macro method)

Штаммы микроорганизмов
Microorganism strains

№ серии / набора
Batch / set No.

с-1 с-2 с-3

1 2 3 1 2 3 1 2 3

количество, м.к./мл (n·105)
Quantity, m.c. / ml (n·105)

F. tularensis Sсhu 1,95 1,95 1,95 3,9 3,9 3,9 1,95 1,95 1,95

F. tularensis Miura 3,9 3,9 3,9 3,9 3,9 3,9 3,9 3,9 3,9

F. tularensis 55 3,9 3,9 3,9 3,9 3,9 3,9 1,95 1,95 1,95

F. tularensis 15 нииэг 1,95 1,95 1,95 1,95 1,95 1,95 1,95 1,95 1,95

В. melitensis 16-M, 
B. abortus 544,
B. suis 1330,
Y. enterocolitica 64,
Y. enterocolitica 178,
Y. enterocolitica 383

результаты отрицательные
Negative results

контроль диагностикума
Diagnosticum control

гемагглютинация отсутствует
No hemagglutination

Таблица 2 / Table 2

Положительные результаты серологического исследования полевого материала
Positive results of a serological study of field material

№ пробы
Sample 

No.

дата сбора
Date of sample  

collection

адрес сбора
Site of sample  

сollection 

биотоп, стация
Biotope, station

вид пробы
Type of sample

результат исследования
Research result

«дэт-иг»
“DET-Ig” reagent kit

«рнга-тул-иг-
ставнипчи»

Conventional reagent kit

петровский район
Petrovsky district

1
14.01.2020

January 14, 2020

с. рогатая балка
Rogataya Balka

90о (в) 
N 4519737 

E 043.02311

разнотравно-злаковая  
степь

Herb-cereal steppe

экскременты  
полевок

Vole excrements

рнга – 1:320
ртнга – 1:40
IHAR – 1:320
IHAIR– 1:40

рнга – 1:320
ртнга – 1:40
IHAR  – 1:320
IHAIR  – 1:40

2
14.01.2020

January 14, 2020

с. рогатая балка
Rogataya Balka 
90о (в) 6,53 km 

N 4520501 
E 042.97536

граница лесополосы  
и поля озимой пшеницы
Border of the forest belt  

and the field  
of winter wheat

погадка хищной 
птицы

Regurgitate  
of a bird of prey

рнга – 1:320
ртнга – 1:80
IHAR  – 1:320
IHAIR  – 1:80

рнга – 1:320
ртнга – 1:80
IHAR  – 1:320
IHAIR  – 1:80
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лено его соответствие назначению, а именно обнару-
жение возбудителя туляремии в выделенных бакте-
риальных культурах, а также биологических пробах 
и объектах окружающей среды в реакции непрямой 
гемагглютинации микро- и макрометодом.

на основе сравнительной характеристики резуль-
татов применения эритроцитарных диагностикумов в 
жидкой и лиофилизированной формах можно сделать 
заключение, что препараты после лиофилизации име-
ют ряд преимуществ: реализуется возможность транс-
портирования и длительного хранения диагностикума 
при любых температурных режимах в различных кли-
матических условиях; постановка реакции возможна 
без применения специальной разводящей жидкости; 
также установлен гарантийный срок хранения в тече-
ние двух лет (срок наблюдения).

конфликт интересов. авторы подтверждают 
отсутствие конфликта финансовых/нефинансовых 
интересов, связанных с написанием статьи.
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ПолимернЫй иммуноглоБулиновЫй диагноСтикум для оПределения  
холерного токСина и оценки уровня его Продукции виБрионами

ФКУЗ «Ростовский-на-Дону научно-исследовательский противочумный институт», Ростов-на-Дону, Российская Федерация

маркером эпидемической значимости холерных вибрионов является их токсигенность, поэтому большое вни-
мание в настоящее время уделяется созданию диагностических препаратов для выявления холерного токсина и 
оценки уровня его продукции. иммуносуспензионная реакция агломерации объемная, проводимая с помощью ла-
тексных диагностикумов, является аналогом реакции непрямой гемагглютинации, доступным и простым в техни-
ческом отношении методом, так как не требует наличия специального оборудования и может быть использована 
при проведении исследований в полевых условиях. целью исследования являлось конструирование полимерно-
го иммуноглобулинового диагностикума для определения холерного токсина и уровня его продукции штаммами 
вибрионов. материалы и методы. холерный токсин получали из штамма-продуцента Vibrio cholerae Classical 
569 в. кроличью сыворотку к токсину получали по подобранной авторами методике. полимерный диагности-
ческий иммуноглобулиновый антитоксический препарат получали путем сенсибилизации иммуноглобулинов из 
противохолерной антитоксической кроличьей сыворотки на поверхности полиакролеиновых микросфер разме-
ром (1±0,1) мкм. результаты и обсуждение. аналитическая чувствительность разработанного диагностического 
препарата с контрольным холерным токсином составляет 100 нг/мл. он выявляет холерный токсин у токсигенных 
штаммов холерного вибриона в титре 1:16 – 1:512, дает отрицательную реакцию с нетоксигенными штаммами 
V. cholerae O1, V. cholerae nonO1/nonO139, с образцами гетерологичных культур, препаратами лпс, жидкой пи-
тательной средой, используемой для культивирования V. cholerae. таким образом, сконструирован полимерный 
иммуноглобулиновый диагностикум для выявления и количественной оценки продукции штаммами вибрионов 
холерного токсина, установлена его аналитическая чувствительность и специфичность.

Ключевые слова: Vibrio cholerae, холерный токсин, иммуноглобулин, полимерные микросферы, диагности-
кум, аналитическая чувствительность, аналитическая специфичность.
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L.V. Larionova, R.V. Pisanov, D.I. Simakova, A.N. Narkevich, I.V. Arkhangel’skaya
Polimeric Immunoglobulin Diagnosticum for Detection of Cholera toxin  
and Assessing the Level of Its Production by Vibrios
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Abstract. A marker of the epidemic significance of Vibrio cholerae is their toxigenicity. Therefore, much attention 
is currently paid to the creation of diagnostic preparations for the detection of cholera toxin and assessment of the level 
of its production. The volumetric immunosuspension agglomeration reaction, carried out with the help of latex diagnos-
ticums, is an analogue of the indirect hemagglutination reaction, an affordable and technically simple method, since it 
does not require special equipment and can be used when conducting research in the field. The aim of the study was to 
design a polymeric immunoglobulin diagnosticum for determining cholera toxin and the level of its production by vibrio 
strains. Materials and methods. Cholera toxin was obtained from the producer strain Vibrio cholerae Classical 569 B. 
Rabbit serum to the toxin was obtained according to the method selected by the authors. A polymeric diagnostic immu-
noglobulin antitoxic drug was obtained through sensitizing immunoglobulins from cholera antitoxic rabbit serum on the 
surface of polyacrolein microspheres with a size of (1±0.1) μm. Results and discussion. The analytical sensitivity of the 
developed diagnostic preparation with control cholera toxin is 100 ng/ml. It detects cholera toxin in toxigenic strains of 
Vibrio cholerae in a titer of 1:16 – 1:512, gives negative results with non-toxigenic strains of V. cholerae O1, V. cholerae 
nonO1/nonO139, with samples of heterologous cultures, LPS preparations, liquid nutrient medium used for the cultiva-
tion of V. cholerae. Thus, a polymeric immunoglobulin diagnosticum has been constructed to detect and quantify the 
production of cholera toxin by vibrio strains, and its analytical sensitivity and specificity have been established.

Key words: Vibrio cholerae, cholera toxin, immunoglobulin, polymeric microspheres, diagnosticum, analytical sen-
sitivity, analytical specificity.
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маркером эпидемической значимости холерно-
го вибриона, независимо от принадлежности к о1 
или о139 серогруппе, является его токсигенность, 
поэтому большое внимание в настоящее время уде-
ляется созданию диагностических препаратов для 
выявления холерного токсина.

на сегодняшний день для выявления холерного 
токсина применяют различные методы: иммунофер-
ментный анализ, спектроскопический анализ, метод 
масс-спектрометрии, выявление холерного токсина 
в культуре клеток, иммунофлюоресцентный метод 
с использованием ганглиозид-Gм1-содержащей 
DASS-системы, реакцию коагглютинации, латекс-
агглютинацию с антихт-сывороткой; методами по-
лимеразной цепной реакции (пцр) и секвенирования 
определяется наличие генов, кодирующих синтез хо-
лерного токсина, однако не определяется продукция 
холерного токсина. для этих целей может быть ис-
пользован анализ уровня мрнк с помощью коли-
чественной или цифровой пцр. также разработан 
иммуносенсор, основанный на комбинированном 
использовании GM1-липосом и антител к холерным 
токсинам (хт) в проточной системе с регистрацией 
сигнала специфической флуоресценции [1–10]. для 
выявления генов, отвечающих за синтез холерного 
токсина, применяется полимеразная цепная реакция, 
требующая специальных тест-систем и реагентов. 
для оценки токсинопродукции также используется 
выделение рнк с обратной транскрипцией [11–14].

в то же время существуют диагностические 
препараты для определения биологических агентов 
(антигенов или антител) на основе полимерных окра-
шенных носителей в простой и весьма экономичной 
реакции агломерации объемной, которая относится 
к экспресс-методам диагностики [15–17]. такие те-
сты характеризуются высокой чувствительностью и 
специфичностью, простотой пробоподготовки, про-
ведения анализа и учета результатов исследования.

современные технологии позволяют получать 
синтетические носители определенных размеров с 
различными реакционно-способными группами на 
поверхности частиц, способными фиксировать анти-
гены и антитела, что содействует получению стан-
дартных и стабильных диагностических препаратов. 
иммуносуспензионная реакция агломерации объем-
ная (рао), проводимая при использовании латексных 
диагностикумов, по сути, является аналогом реак-
ции непрямой гемагглютинации (рнга), доступ ным 
и простым в техническом отношении методом, так 
как не требует наличия специального оборудования 
и может быть использована при проведении иссле-
дований в полевых условиях.

цель исследования – конструирование поли-
мерного иммуноглобулинового диагностикума для 
определения холерного токсина и уровня его про-
дукции штаммами вибрионов.

материалы и методы

Культивирование холерных вибрионов. 
Штамм-продуцент холерного токсина (Vibrio chole-
rae Classical 569 в) культивировали на жидкой пи-
тательной среде акI с интенсивной аэрацией при 
температуре 37 °с в течение 24 ч.

Получение холерного токсина. культуральную 
жидкость центрифугировали при 10 тыс. об/мин в 
течение 30 мин. надосадочную жидкость перено-
сили в чистую емкость и обеззараживали мертио-
лятом натрия до конечной концентрации 1:10000 с 
экспозицией 1 ч. к обеззараженной культуральной 
жидкости добавляли сульфат аммония до 50 % насы-
щения (рн 7,0). после центрифугирования раствора 
при 12 тыс. об/мин в течение 20 мин надосадочную 
жидкость сливали. полученный осадок растворяли 
в 20 мм фосфатном буферном растворе (рн 7,0) для  
ионообменной хроматографии. хроматографиче-
скую очистку токсина проводили на FPLS Pathfinder-
Duo Flow (Bio-Rad, сШа) на колонке UNO S12 по-
вышающимся градиентом NaCl от 0 до 1 м. токсин 
элюировался с колонки единственным пиком. после 
определения концентрации белка по методу лоури 
полученный препарат разводили забуференным фи-
зиологическим раствором (зФр) и использовали для 
иммунизации.

Получение антитоксических сывороток. для 
получения антитоксических сывороток использо-
вали кроликов породы шиншилла весом 2,5–3,0 кг, 
которых иммунизировали по подобранной нами схе-
ме. все эксперименты с животными выполнялись 
в соответствии с законодательством российской 
Федерации (приказ министерства здравоохранения 
и социального развития рФ от 23.08.2010 № 708н), 
директивой европейского парламента и совета 
европейского союза по охране животных, используе-
мых в научных целях. эксперименты осуществляли 
в соответствии с сп 1.3.3118-13.

иммуноглобулины к холерному токсину из кро-
личьей сыворотки получали метаноловым методом. 
для этого четыре части сыворотки разводили двумя 
частями зФр. готовили метаноловую воду (6 мл ме-
танола с 8 мл бидистиллированной воды). стаканы 
для выделения иммуноглобулинов помещали на лед 
(0 °с), вносили в них сыворотку и хорошо переме-
шивали. затем, покачивая стакан, постепенно влива-
ли метаноловую воду и инкубировали при темпера-
туре минус 5 °с в течение 30–40 мин. после этого 
раствор центрифугировали (2 тыс. об/мин) в течение 
20 мин при 0 °с. осадок растворяли в половинном 
объеме зФр от исходного количества сыворотки.  
в полученном осадке определяли содержание белка 
по методу лоури.

полиакролеиновый микросферический но-
ситель с альдегидными группами получали путем 
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синтеза акролеина в условиях одномоментно проте-
кающей анионной и радикальной полимеризации в 
водно-щелочной среде. окрашивание частиц сфери-
ческой формы размером (1,0±0,1) мкм производили 
внесением красителя тианин в процессе синтеза.

далее полимерные микросферы сенсибилизи-
ровали антитоксическими иммуноглобулинами. для 
этого 50 мг сфер отмывали 0,1 м боратным буфером 
(рн 8,4) и центрифугировали при 3 тыс. g при ком-
натной температуре в течение 15 мин. осадок сфер 
суспендировали в 8 мл боратного буфера (рн 8,4), 
вносили 500 мкг белка иммуноглобулинов и инкуби-
ровали в течение 2 ч на электромагнитной мешалке, 
затем помещали в холодильник на 16–18 ч. после 
холодовой экспозиции к смеси добавляли 1 мл 1 % 
раствора желатозы, инкубировали в течение 2 ч на 
электромагнитной мешалке при комнатной темпе-
ратуре, отмывали трижды зФр. полученный осадок 
суспендировали в 4 мл 0,1 % раствора желатозы.  
в результате проведенных исследований получен 
диагностикум полимерный холерный иммуноглобу-
линовый антитоксический V. cholerae о1 серогруп-
пы с рабочим разведением 1:7.

для повышения стабильности свойств и уве-
личения срока хранения разработанного диагно-
стического препарата подобраны оптимальные 
условия его лиофилизации. для этого жидкий диа-
гностический препарат центрифугировали, осадок 
суспендировали в 3 % желатозо-сахарозной среде 
высушивания. перед лиофилизацией проводили 
предварительное замораживание охлаждением в 
жидком азоте при температуре минус 196 °с в тече-
ние 1–2 мин. затем флаконы с экспериментальным 
препаратом помещали в низкотемпературный шкаф 
(минус 45±5 °с) для глубокого замораживания в те-
чение 16 ч. лиофилизацию проводили в аппарате 
для лиофильного высушивания POWER-PL DRY-900 
(Thermo Scientific) при вакуумном подогреве в тече-
ние 15 ч.

в ходе подготовки к проведению реакции агло-
мерации объемной проводили подготовку реагентов. 
лиофилизированную нормальную кроличью сыво-
ротку (нкс) растворяли в 5 мл зФр, получая раз-
ведение 1:100. лиофилизированный диагностикум 
суспендировали в 3,5 мл зФр, получая разведение 
1:7. контрольный раствор холерного токсина имел 
концентрацию 1 мг/мл.

для постановки рао в каждую U-образную 
лунку 96-луночного планшета для иммунологиче-
ских реакций вносили 50 мкл нкс в разведении 
1:100. затем в первую лунку каждого ряда вносили 
50 мкл холерного токсина в концентрации 1 мг/мл, 
получая концентрацию белка 500 мкг/мл, и двукрат-
но титровали до конца ряда. диагностикум в рабо-
чем разведении вносили в объеме 25 мкл в каждую 
лунку и оставляли при комнатной температуре. для 
контроля спонтанной агглютинации в две лунки 
вносили 50 мкл нкс и 25 мкл рабочего разведения 
диагностикума. учет результатов осуществляли че-

рез 2–2,5 ч. за положительный результат принимали 
цветной голубой агломерат, равномерно выстилаю-
щий все дно лунки, или агломерат, выстилающий 
дно лунки с четко очерченными краями. в отрица-
тельных случаях и в контроле образовывалось ком-
пактное колечко или «точка» в центре лунки.

подобным образом исследовали бульонные пи-
тательные среды после культивирования в них раз-
личных штаммов холерного вибриона на наличие 
холерного токсина. для этого взвеси холерного ви-
бриона в жидкой питательной среде центрифугиро-
вали при 10 тыс. об/мин в течение 30 мин, клеточный 
дебрис автоклавировали (121 °с; 1,5 атм в течение 
часа) и удаляли, надосадочную жидкость обеззара-
живали мертиолятом натрия до конечной концен-
трации 1:10000 с экспозицией 1 ч и исследовали в 
рао с холерным полимерным иммуноглобулиновым 
антитоксическим диагностикумом. в качестве поло-
жительного контроля для определения чувствитель-
ности диагностикума использовали холерный ток-
син, выделенный и очищенный по описанной ранее 
методике.

результаты и обсуждение

кроликов иммунизировали препаратом холер-
ного токсина по следующей схеме:

- 1-я иммунизация: 50 мкг в 0,5 мл зФр (рн 7,1) 
вводили в краевую вену уха и 50 мкг белка в 0,5 мл 
зФр + 0,5 мл полного адъюванта Фрейнда подкожно 
в холку;

- 2-я иммунизация: через 14 дней 100 мкг белка 
в 0,5 мл зФр + 0,5 мл полного адъюванта Фрейнда 
подкожно в холку;

- 3-я иммунизация: через 14 дней 50 мкг в 0,5 мл 
зФр вводили в краевую вену уха и 50 мкг белка в 
0,5 мл зФр + 0,5 мл полного адъюванта Фрейнда 
подкожно в холку.

через 14 дней проводили пробный забор крови 
для определения титра антитоксических антител и 
затем забор крови для получения антитоксической 
сыворотки.

титр антитоксических антител определяли ме-
тодом Gм1-иФа [9]. титр антитоксических антител 
составил 1:16000.

полимерный диагностический иммуноглобули-
новый антитоксический препарат получали путем 
сенсибилизации иммуноглобулинов из противохо-
лерной антитоксической кроличьей сыворотки на 
поверхности полиакролеиновых микросфер разме-
ром (1±0,1) мкм в дозе 1,0 мг белка на 100 мг по-
лимерного носителя. аналитическую чувствитель-
ность разработанного диагностикума исследовали 
в рао по описанной методике. аналитическая чув-
ствительность (предел обнаружения) – минималь-
ное количество антигена в образце, которое можно 
измерить с помощью анализа. для этого препарат 
холерного токсина в дозе 1 мг белка/мл двукратно 
титровали в лунках полистиролового планшета для 
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иммунологических реакций, начиная с 500 мкг белка 
в первом разведении. последнее разведение препа-
рата, в котором фиксировали положительную реак-
цию, соответствовало 100 нг белка. таким образом, 
аналитическая чувствительность диагностикума по-
лимерного иммуногобулинового антитоксического 
составляет 100 нг/мл.

при изучении специфичности разработанного 
диагностикума в рао использовали бульонные пи-
тательные среды после культивирования различных 
штаммов V. cholerae. аналитическая специфичность 
характеризует способность диагностического препа-
рата определять специфический антиген V. cholerae. 
для определения аналитической специфичности ис-
пользованы обеззараженные мертиолятом натрия 
(1:10000) культуральные жидкости токсигенных и 
нетоксигенных штаммов V. cholerae, гетерологичные 
культуры Escherichia coli (коммерческий, нетокси-
генный штамм), Klebsiella pneumonia и Enterococcus 
faecalis. при проведении рао исследуемые об-
разцы не требовали предварительного разведения. 
отрицательным контролем служили препараты хо-
лерного липополисахарида и жидкая питательная 
среда. рао ставили по общеизвестной методике. 
результаты реакции учитывали через 2 ч (таблица).

результаты исследования токсигенности штам-
мов V. cholerae в рао показали, что разработанный 
диагностический препарат выявляет холерный ток-
син у токсигенных штаммов в титре 1:16 – 1:512, 

дает отрицательную реакцию с нетоксигенными 
штаммами и лпс V. cholerae, образцами гетероло-
гичных культур и жидкой питательной средой.

исследование контрольного препарата холерно-
го токсина в реакции агломерации объемной показа-
ло, что чувствительность разработанного диагности-
ческого препарата составляет 100 нг/мл.

используя полученные данные аналитической 
чувствительности диагностикума и титров токсина в 
рао, возможно проведение количественной оценки 
токсинопродукции холерного вибриона [18, 19].

для этого можно предложить следующую  
формулу: 

к = р·с,
где к – искомая концентрация холерного токсина; 
р – последнее разведение исследуемой жидкости, в 
котором фиксировался положительный результат; 
с – чувствительность диагностикума, нг/мл.

например, токсинопродукция V. cholerae Clas-
sical 1088 (569 в) инаба составит:

к = р·с; 64·100 = 6,4 мкг/мл.
в результате проведенных исследований скон-

струирован полимерный иммуноглобулиновый анти-
токсический диагностический препарат, позволяю-
щий определять холерный токсин и оценивать уро-
вень его продукции V. cholerae в качественном и ко-
личественном выражении в простой одностадийной 
реакции агломерации объемной с визуальным учетом 
результатов через 2 ч. аналитическая чувствитель-

определение чувствительности и специфичности холерного полимерного иммуноглобулинового антитоксического диагностикума
Determination of the sensitivity and specificity of cholera polymeric immunoglobulin antitoxic diagnosticum

наименование культуры
Name of culture

серогруппа
Serogroup

генетическая характеристика
Genetic characterization

титр холерного токсина в рао
Cholera toxin titer in VAR

V. cholerae Classical 1088 (569 в) Inaba о1 ctxа+, tcpа+ 1:64

V. cholerae Classical 1310 о1 ctxа+, tcpа+ 1:32

V. cholerae Classical 698 о1 ctxа+, tcpа+ 1:64

V. cholerae El Tor 12214 (м-878) Ogawa о1 ctxа+, tcpа+ 1:512

V. cholerae El Tor 5879 о1 ctxа+, tcpа+ 1:256

V. cholerae 16064 о139 ctxа+, tcpа+ 1:32

V. cholerae 16065 о139 ctxа+, tcpа+ 1:16

V. cholerae 16068 о139 ctxа+, tcpа+ 1:64

V. cholerae 16076 о139 ctxа+, tcpа+ 1:32

V. cholerae 16131 о139 ctxа+, tcpа+ 1:16

V. cholerae 17259 о139 ctxа+, tcpа+ 1:32

V. cholerae El Tor 17751 о1 ctxа–, tcpа+ отрицательно / none

V. cholerae El Tor 18963 (preсTX) о1 ctxа–, tcpа+ отрицательно / none

V. cholerae El Tor 14863 о1 ctxа–, tcpа– отрицательно / none

Escherichia coli – – отрицательно / none

Klebsiella pneumonia – – отрицательно / none

Enterococcus faecalis – – отрицательно / none

лпс V. cholerae El Tor
LPS V. cholerae El Tor

– – отрицательно / none

жидкая питательная среда
Liquid culture medium

– – отрицательно / none
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ность диагностикума – 100 нг белка/мл. полученный 
диагностикум специфичен: выявляет холерный ток-
син у токсигенных штаммов V. cholerae – титр в рао 
составляет 1:16 – 1:512, при этом с нетоксигенными 
штаммами V. cholerae и гетерологичными культура-
ми реакция отрицательная.

конфликт интересов. авторы подтверждают 
отсутствие конфликта финансовых/нефинансовых 
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чума представляет собой зооантропоноз-
ную бактериальную особо опасную инфекцию. 
природные очаги чумы описаны в разнообразных 
ландшафтно-географических зонах. на территории 

стран снг и ближнего зарубежья находятся 45 при-
родных очагов чумы [1]. Штаммы Yersinia pestis от-
личаются по вирулентности, эпидемиологической 
значимости и биохимическим свойствам.

DOI: 10.21055/0370-1069-2021-4-90-95
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цель – разработка набора реагентов, позволяющего проводить детекцию днк возбудителя чумы в пробах 
клинического и биологического материала, объектов окружающей среды с одновременным определением его 
принадлежности к основному и неосновным подвидам, дифференциацией отдельно алтайского биовара централь-
ноазиатского подвида. материалы и методы. на специфические генетические маркеры подобраны комплекты 
праймеров с помощью программы VectorNTI 10, определены оптимальные условия проведения полимеразной 
цепной реакции для приборов типа RotorGene. для оценки специфичности и чувствительности разработанного 
набора реагентов использовано 44 штамма микроорганизмов, из которых 19 Yersinia pestis и 25 штаммов ге-
терологичных микроорганизмов. диагностическая чувствительность «генпест-подвид/алтай-ргФ» – не менее 
98,6 % при доверительной вероятности 91 %. диагностическая специфичность «генпест-подвид/алтай-ргФ» – 
не менее 99 % при доверительной вероятности 91 %. результаты и обсуждение. разработано медицинское из-
делие «набор реагентов для выявления и дифференциации штаммов возбудителя чумы основного и неосновных 
подвидов (отдельно алтайского биовара центральноазиатского подвида) методом полимеразной цепной реакции 
с гибридизационно-флуоресцентным учетом результатов в режиме реального времени (генпест-подвид/алтай-
ргФ)». набор реагентов прошел государственную регистрацию в установленном порядке. применение разра-
ботанного набора реагентов является актуальным для горно-алтайского высокогорного очага чумы рФ и со-
предельной части монголии.

Ключевые слова: чума, возбудитель чумы, подвидовая дифференциация, алтайский биовар, центральноазиат-
ский подвид, пцр-тест-система.
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Abstract. The aim of the study was to develop a test system that allows for detecting plague pathogen DNA in clinical 
and biological samples, environmental objects with the simultaneous determination of its appurtenance to the main and 
non-main subspecies, differentiation of the altai biovar central asiatica subspecies separately. Materials and methods. 
Primer sets for specific genetic markers have been selected using the VectorNTI 10 software, optimal conditions for 
PCR were determined for RotorGene devices. To assess the specificity and sensitivity of the developed set of reagents, 
44 strains of microorganisms were used, of which 19 were Yersinia pestis strains and 25 strains of heterologous microor-
ganisms. The diagnostic sensitivity of “GenPest-subspecies/Altai-RGF” is 98.6 % with a confidence level of probability 
of 91 %. The diagnostic specificity of “GenPest-subspecies/Altai-RGF” is ≥ 99 % with a confidence level of 91 %. 
Results and discussion. A medical product “A set of reagents for the detection and differentiation of plague pathogen 
strains of the main and non-main subspecies (altai biovar, subspecies central asiatica exclusively) by the polymerase 
chain reaction with hybridization-fluorescent registration of results in real-time mode (GenPest-subspecies/Altai-RGF)” 
has been developed. The set of reagents passed the state registration in accordance with the established procedure. The 
use of the developed set of reagents is relevant for the Gorno-Altai high-mountain plague focus of the Russian Federation 
and the adjacent part of Mongolia.

Key words: plague, plague agent, subspecies differentiation, altai biovar, subspecies central asiatica, PCR test system.
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до недавнего времени в российской Федерации 
применялась внутривидовая классификация возбу-
дителя чумы, в соответствии с которой вид Y. pestis 
разделялся на пять подвидов – основной и неоснов-
ные: кавказский (штаммы которого уникальны для 
кавказского региона, занимающего территорию 
рФ, азербайджана, армении и грузии); алтайский 
(штаммы которого распространены в алтайских го-
рах рФ и монголии); гиссарский (штаммы которого 
циркулируют только на территории таджикистана); 
улегейский (штаммы которого описаны только на 
территории монголии). в 2018 г. осуществлено усо-
вершенствование внутривидовой классификации 
Y. pestis, согласно которой описываются семь под-
видов: основной, ангольский (0.PE3), кавказский 
(0.PE2), тибетский (0.PE7), улегейский (0.PE5), цен-
тральноазиатский (0.PE4) и цинхайский (0.PE10). 
центральноазиатский подвид объединяет четыре 
биовара: алтайский (0.PE4a), гиссарский (0.PE4h), 
таласский (0.PE4t) и microtus (0.PE4m) [2, 3]. 
усовершенствованная классификация Y. pestis обсуж-
далась и получила одобрение на межведомственном 
совещании по санитарной охране территории 
российской Федерации в саратове 12–13 декабря 
2019 г. Штаммы основного подвида отличаются от 
штаммов неосновных подвидов высокими вирулент-
ностью и эпидемической значимостью.

в 2014–2016 гг. в горно-алтайском высокогор-
ном очаге на территории республики алтай впервые 
официально подтверждены случаи чумы человека 
[4, 5]. ранее в данном очаге отмечалась циркуля-
ция только штаммов алтайского биовара централь-
ноазиатского подвида (ранее – алтайский подвид), 
который, согласно имеющимся данным, никогда не 
вызывал случаев чумы у людей. сейчас в горно-
алтайском высокогорном очаге отмечается одновре-
менная циркуляция как штаммов основного подвида, 
так и алтайского биовара центральноазиатского под-
вида, различных по вирулентности и эпидемической 
значимости. на основании перечисленных выше 
фактов актуальной становится задача по созданию 
быстрого и эффективного способа дифференциации 
основного и неосновных подвидов, отдельно алтай-
ского биовара центральноазиатского подвида. 

перспективным молекулярно-генетическим 
методом решения этой задачи является полимераз-
ная цепная реакция с учетом результатов в режиме 
реального времени (пцр-рв) [6–9]. метод пцр-рв 
массово используется для выявления и ускоренной 
идентификации штаммов чумного микроба [7, 8, 10].  
разработаны и зарегистрированы в установленном 
порядке тест-системы для молекулярной диагно-
стики чумы: набор реагентов для выявления днк 
Yersinia pestis методом полимеразной цепной ре-
акции с гибридизационно-флуоресцентным уче-
том результатов в режиме реального времени «ген 
Yersinia pestis индикация-ргФ» (регистрационное 
удостоверение Фср 2011/12106); набор реагентов 
для ускоренной идентификации штаммов Y. pestis 

методом мультилокусной пцр в режиме реально-
го времени «ген Y. pestis идентификация – ргФ» 
(рег. уд. Фср 2011/12105)»; набор реагентов для вы-
явления днк Yersinia pestis в биологическом мате-
риале от людей и животных, в блохах и клещах, по-
гадках птиц и почве методом пцр-рв «амплисенс 
Yersinia pestis-FL» (рег. уд. Фср 2012/13303); набор 
реагентов для выявления и идентификации днк 
возбудителя чумы методом полимеразной цепной 
реакции в реальном времени «ом-скрин-чума-рв» 
(рег. уд. рзн 2015/2993). однако данные препара-
ты не позволяют одновременно выявить патоген и 
определить его принадлежность к основному под-
виду или алтайскому биовару центральноазиатского 
подвида, что важно при проведении молекулярно-
эпидемиологического мониторинга Y. pestis в горно-
алтайском высокогорном природном очаге.

цель этого исследования заключалась в созда-
нии набора реагентов по детекции днк Y. pestis в 
пробах клинического и биологического материала, 
объектов окружающей среды параллельно с выяс-
нением принадлежности к основному и неосновным 
подвидам и отдельной дифференциацией алтайско-
го биовара центральноазиатского подвида методом 
пцр-рв.

материалы и методы

Штаммы. в исследовании применено 44 штам-
ма микроорганизмов, из которых: 19 – Y. pes-
tis, 2 – Y. pseudotuberculosis, 1 – Y. enterocolitica, 
1 – Enterobacter kobei, 1 – E. faecal, 1 – E. cloacae, 
1 – Legionella pneumophila, 3 – Escherichia coli, 1 – 
Staphylococcus epidermidis, 2 – Listeria monocytogenes, 
1 – E. aerogenes, 1 – Citrobacter braakii, 1 – C. youn-
gae, 1 – S. aureus, 1 – Salmonella enteritidis, 1 – S. sap-
rophyticus, 1 – Pseudomonas aeruginosa, 1 – Shigella 
flexneri, 1 – S. gallinarum, 1 – Proteus mirabilis, 1 – 
P. vulgaris, 1 – Klebsiella pneumoniae. все использо-
ванные штаммы получены из государственной кол-
лекции патогенных бактерий роснипчи «микроб». 
выращивание штаммов, определение их биохими-
ческих свойств выполняли согласно общеприня-
тым методикам [11] в соответствии с требованиями 
санпин 3.3686-21 «санитарно-эпидемиологические 
требования по профилактике инфекционных болез-
ней». из культур микроорганизмов делали суспензии 
в растворе хлористого натрия согласно стандартно-
му образцу мутности в 10 ед. Фгбу «научный центр 
экспертизы средств медицинского применения» 
минздрава россии (осо 42-28-59-86п), что анало-
гично концентрации 1·109 м.к./мл. после этого полу-
чали 10-кратные разведения суспензий до итоговых 
концентраций 1·104, 1·103 и 1·102 м.к./мл. количество 
клеток в этих разведениях определяли, проводя высе-
вы на три чашки петри с необходимой средой.

оценку специфичности и чувствительности раз-
рабатываемого набора реагентов «генпест-подвид/
алтай-ргФ» проводили с использованием имитации 
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проб клинического материала (кровь, ликвор, мокро-
та, моча и фекалии), биоматериалов (блохи, клещи, 
мазки и суспензии органов животных, погадки птиц, 
экскременты животных) и объектов окружающей 
среды (почва), искусственно контаминированных 
штаммами Y. pestis и гетерологичных микроорга-
низмов, соответственно в концентрациях 1·103 и 
1·104 м.к./мл.

Обеззараживание проб и выделение ДНК. 
обеззараживание проб выполняли в соответствии 
с методическими указаниями му 1.3.2569-09 
«организация работы лабораторий, использующих 
методы амплификации нуклеиновых кислот при ра-
боте с материалом, содержащим микроорганизмы 
I–IV групп патогенности» путем добавления мертио-
лята натрия до достижения итоговой концентрации 
0,01 %, затем инкубировали при 56 °с 30 мин. после 
этого вносили 100 мкл полученной суспензии в лизи-
рующий буфер, содержащий 6 молей гуанидинизотио-
цианата, и прогревали при 65 °с 15 мин. выделение 
днк проводили с использованием набора «днк-
сорбв» в строгом соответствии с инструкцией.

Проведение ПЦР. пцр-рв выполняли на ам-
плификаторе типа RotorGene (Qiagen, германия). 
учет флуоресценции выполнялся во время отжига 
праймеров с порогом 0,05.

Расчет праймеров. конструирование прайме-
ров и зондов осуществляли с использованием про-
граммы VectorNTI 10 (http://www.thermofisher.com). 
для оценки гомологии нуклеотидных последова-
тельностей применяли алгоритм BLAST и базу дан-
ных GenBank NCBI.

результаты и обсуждение

первоначально осуществлен анализ нуклеотид-
ных последовательностей штаммов Y. pestis, пред-
ставленных в международной базе данных GenBank 
NCBI, публикаций отечественных и зарубежных 
коллег для поиска днк-мишеней, перспективных 
для проведения детекции и внутривидовой диффе-
ренциации штаммов Y. pestis в пробах клинического, 
биологического материала и объектов окружающей 
среды. для индикации днк Y. pestis в исследуе-
мом материале представляется перспективным ис-
пользование хромосомного видоспецифичного гена 
yihN [11]. дифференциация штаммов основного 
подвида Y. pestis возможна на основании выявления 
характерной для данного подвида делеции размером 
89 п.н. в гене ilvN, а алтайского биовара централь-
ноазиатского подвида Y. pestis – делеции размером 
90 п.н. в локусе AK38 1327 [12]. для осуществления 
амплификации фрагментов указанных генов в режи-
ме реального времени подобраны специфические 
праймеры и зонды, причем в двух последних случаях 
последовательность зонда комплементарна области 
делеции. для проведения исследований предложе-
но использовать две реакционные смеси (рс): «рс-
вид» для проведения амплификации фрагмента гена 
yihN с образованием флуоресценции по каналу FAM, 
«рс-подвид» – амплификация фрагментов генов ilvN 
и AK38 1327 с наличием флуоресцентного сигнала 
по каналам FAM и JOE соответственно (табл. 1). 

экспериментальным путем подобраны опти-
мальные условия для проведения пцр-рв с вы-

Таблица 1 / Table 1

интерпретация результатов проведения Пцр-рВ с использованием реакционных смесей рс-вид и рс-подвид на приборах типа RotorGene
Interpretation of the results of RT-PCR using reaction mixtures RM-species and RM-subspecies on RotorGene devices

значения порогового цикла (Ct) по каналам и реакционным смесям
Cycle threshold (Ct) values by channel and reaction mixture

результат анализа
Results of analysis

рс-вид
RM-species

рс-подвид
RM-subspecies

FAM/Green FAM/Green JOE/Yellow

yihN ilvN AK38_1327

<26 – <25
в пробе выявлена днк штамма Y. pestis основного подвида

The sample contains the DNA of Y. pestis strain of the main subspecies

<26 <28 –

в пробе выявлена днк штамма Y. pestis алтайского биовара  
центральноазиатского подвида

The sample contains DNA of Y. pestis strain of the altai biovar,   
subspecies central asiatica

<26 <28 <25

в пробе выявлена днк штамма Y. pestis неосновных  
(кроме алтайского биовара центральноазиатского подвида) подвидов

The sample contains DNA of Y. pestis strain of non-main subspecies  
(except for the altai biovar of the subspecies central asiatica) 

–
<28 или –
<28 or –

<25 или –
<or –

в пробе днк чумного микроба не обнаружена
Plague microbe DNA is not detected in the sample

при значении Ct по одному или нескольким каналам
If the Ct value for one or more channels is

результат невалидный. недостаточно материала для проведения  
идентификации. необходимо повторить исследование,  

также с использованием проб после обогащения
The result is invalid. There is not enough material to carry out the identification.  

It is necessary to repeat the study, also using samples after enrichment
>26…<28 >28…<31 >25…<27
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бранными праймерами и зондами на приборах типа 
RotorGene: этап денатурации – плюс 95 °с – 5 мин; 
этап первого циклирования (10 циклов) – плюс 
95 °с – 30 с, 60 °с – 30 с, 72 °с – 30 с; этап второ-
го циклирования (35 циклов) – плюс 95 °с – 15 с, 
56 °с – 30 с, 72 °с – 15 с. учет уровня флуоресцен-
ции определялся при 56 °с (на этапе второго цикли-
рования) по каналам FAM/Green, JOE/Yellow. 

минимальный и максимальный уровни флуо-
ресценции следующие: для канала FAM/Green –  
10–20 Fl, а для канала JOE/Yellow – 5–10 Fl. в каче-
стве значения Threshold выбран уровень флуорес-
ценции 0,05 для обоих каналов. оптимальными ве-
личинами функции «устранение выбросов» явились: 
для канала FAM/Green – 5 %, для JOE/Yellow – 10 %. 
базируясь на проведенных экспериментах, выяснена 
максимальная величина порогового цикла (Ct): для 
канала FAM (Green) пцр-смеси-вид Ct равен 26; для 
канала FAM (Green) пцр-смесь-подвид – 28, для ка-
нала JOE(Yellow) пцр-смесь-подвид – 25 (табл. 1, 
рисунок).

выяснено, что чувствительность пцр-рв для  
каждого из использованных участков генома Y. pes-
tis при проведении реакции в соответствии с подо-
бранными оптимальными условиями была не менее 
1·103 м.к./мл, а специфичность соответственно – 
100 %. для штаммов каждого подвида и биовара 
Y. pestis отмечалась амплификация только специфич-
ных локусов. при проведении пцр-рв на матрице 
днк гетерологичных микроорганизмов положи-
тельного сигнала флуоресценции не отмечалось. 
приведенные выше факты говорили о возможности 
разработки генодиагностического препарата на осно-
ве описанного подхода. для этого изготовлены две 
экспериментальные серии набора реагентов, получив-
шего название «генпест-подвид/алтай-ргФ». данный 
набор состоит из семи компонентов (табл. 2).

в дальнейшем проведено изучение стабиль-
ности свойств набора реагентов «генпест-подвид/
алтай-ргФ» при транспортировании и хранении. 
условия хранения компонентов данного набора ре-
агентов: для пцр-смесь-вид, пцр-смесь-подвид, 
пцр-смесь-ргФ, растворитель, те-буфер, пко 
днк Y. pestis – при температуре 2…8 °с; для Taq 
днк-полимеразы – при температуре от минус 16 
до минус 20 °с. в результате установлено, что на-
бор реагентов «генпест-подвид/алтай-ргФ» со-
храняет свои функциональные свойства в течение 
заявленного срока годности, составляющего 6 меся-
цев. транспортировочные условия: при температуре 
2…8 °с – не более 2 суток, при температуре от ми-
нус 16 до минус 20 °с – неограниченно.

клинические испытания двух серий разработан-
ного медицинского изделия «генпест-подвид/алтай-
ргФ» осуществлены с использованием 248 проб, 
содержащих клетки Y. pestis в концентрации  
1·103 м.к./мл (среди которых 38 проб чистых куль-
тур, 98 проб клинического материала и 112 проб био-
материала и объектов окружающей среды). в резуль-
тате испытания получен положительный результат с 
использованием приборов типа RotorGene в 99,3 % 
случаев. кроме того, в рамках этих клинических ис-
пытаний использованы 75 проб с гетерологичными 
микроорганизмами в концентрации 1·104 м.к./мл  
(использованы штаммы Y. pseudotuberculosis, Y. en-
terocolitica, E. kobei, E. faecal, E. cloacae, L. pneumo-
phila, E. coli, S. epidermidis, L. monocytogenes, E. aero-
genes, C. braakii, C. youngae, S. aureus, S. enteritidis, 
S. saprophyticus, P. aeruginosa, S. flexneri, S. gallinar-
um, P. mirabilis, P. vulgaris, K. pneumoniae). по итогу 
их анализа получен отрицательный результат в 100 % 
случаев. при проведении клинических испытаний 
отмечена полная внутри-, межпостановочная и меж-
серийная воспроизводимость результатов.

графики флуоресценции при использовании набора 
реагентов «генпест-подвид/алтай-ргФ» на приборе 
типа RotorGene:
1 – пцр-смесь-вид по каналу FAM; 2 – пцр-смесь-подвид 
по каналу FAM; 3 – пцр-смесь-подвид по каналу JOE

Fluorescence plots when using the “GenPest-subspecies/
Altai-RGF reagent kit” and a RotorGene device:
1 – PCR-mixture-species by FAM channel; 2 – PCR-mixture-
subspecies by FAM channel; 3 – PCR-mixture-subspecies by 
JOE channel
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в результате показана диагностическая эф-
фективность разработанного медицинского изде-
лия «генпест-подвид/алтай-ргФ» по ту 21.20.23-
054-01898109-2017 на приборах типа RotorGene. 
диагностическая чувствительность «генпест-
подвид/алтай-ргФ» – не менее 98,6 % при довери-
тельной вероятности 91 %. диагностическая специ-
фичность «генпест-подвид/алтай-ргФ» – не менее 
99 % при доверительной вероятности 91 %. набор 
реагентов прошел государственную регистрацию в 
установленном порядке, получено регистрационное 
удостоверение от 05.07.2018 № рзн 2018/7338.

таким образом, разработано медицинское из-
делие «набор реагентов для выявления и диффе-
ренциации штаммов возбудителя чумы основного 
и неосновных подвидов (отдельно алтайского био-
вара центральноазиатского подвида) методом по-
лимеразной цепной реакции с гибридизационно-
флуоресцентным учетом результатов в режиме ре-
ального времени (генпест-подвид/алтай-ргФ)», 
предназначенное для индикации днк возбудителя 
чумы в пробах клинического и биологического ма-
териала, объектов окружающей среды с параллель-
ным выяснением его принадлежности к основному 
и неосновным подвидам, отдельной дифферен-
циацией алтайского биовара центральноазиатского 
подвида методом полимеразной цепной реакции с 
гибридизационно-флуоресцентным учетом резуль-
татов в режиме реального времени. набор реагентов 
характеризуется высокой специфичностью и чув-
ствительностью и может быть использован в учреж-
дениях, имеющих лицензию на деятельность в обла-
сти использования возбудителей инфекционных за-
болеваний человека и животных I–II групп патоген-

ности, в стационарных и мобильных лабораториях. 
наиболее актуально использование разработанного 
набора реагентов на территории горно-алтайского 
высокогорного очага чумы и сопредельной части 
монголии, для которых характерна одновременная 
циркуляция основного подвида Y. pestis и алтайского 
биовара центральноазиатского подвида.

конфликт интересов. авторы подтверждают 
отсутствие конфликта финансовых/нефинансовых 
интересов, связанных с написанием статьи.
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Таблица 2 / Table 2

состав набора реагентов «Генпест-подвид/алтай-рГф»
The composition of the set of reagents “Genpest-subspecies/Altai-RGF”

реактив
Reagent

описание
Description

объем, мл
Volume, ml

количество пробирок
Number of vials

пцр-смесь-вид
PCR-mixture-species

смесь праймеров, зонда, днтФ и азида натрия – прозрачная розоватая жидкость
Mix of primers, probe, dNTP and sodium azide – transparent pinkish liquid

0,25 1

пцр-смесь-подвид
PCR-mixture-subspecies

смесь праймеров, зондов, днтФ и азида натрия – прозрачная розоватая жидкость
A mixture of primers, probes, dNTP and sodium azide – transparent pinkish liquid

0,25 1

пцр-смесь-ргФ
PCR-mixture-RGF

прозрачная бесцветная жидкость, содержащая трис-HCl, хлорид калия,  
хлорид магния, тween-20, азид натрия, глицерин

Transparent colorless liquid containing Tris-HCl, potassium chloride,  
magnesium chloride, Tween-20, sodium azide, glycerin

0,5 2

растворитель
Solvent

прозрачная жидкость, являющаяся водой, свободной от нуклеаз
Clear liquid that is nuclease-free water

1,0 1

Taq днк-полимераза
Taq DNA polymerase

бесцветная жидкость – фермент с активностью 5 ед/мкл
Colorless liquid – enzyme with an activity of 5 U/μL

0,04 1

те-буфер
TE buffer

прозрачная бесцветная жидкость, содержащая трис-HCl, Na2-эдта
Clear colorless liquid containing Tris-HCl, Na2-EDTA

1,0 2

пко днк Y. pestis
PCS DNA Y. pestis

препарат днк Y. pestis, сухой, в виде следа от высушенной капли на дне пробирки; 
после растворения – прозрачная бесцветная жидкость

DNA preparation of Y. pestis, dry, in the form of a trace of a dried drop at the bottom  
of the test tube; after dissolution – clear colorless liquid

0,1 3
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характериСтика СвяЗаннЫх С HBsAg-негативной формой ЗаБолевания  
мутаций вируСа геПатита в у Пациентов гемодиалиЗнЫх центров
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5Санкт-Петербургское ГБУЗ «Городская поликлиника № 17», Санкт-Петербург, Российская Федерация

цель работы – охарактеризовать мутации в геноме вируса гепатита в (вгв), связанные с HBsAg-негативной 
формой заболевания, у пациентов, получающих заместительную терапию гемодиализом. материалы и ме-
тоды. материалом исследования служили образцы плазмы крови пациентов из гемодиализных центров санкт-
петербурга, россия (173 образца) и белграда, сербия (108 образцов), которые тестировали на наличие сероло-
гических и молекулярно-генетических маркеров вируса гепатита в с последующим полногеномным секвениро-
ванием и определением значимых мутаций. результаты и обсуждение. антитела к гепатиту в выявили у 7,5 и 
11,1 % пациентов из санкт-петербурга и белграда соответственно, а HBsAg – в 1,1 % случаев в группе из россии 
и в 0,9 % – из сербии. днк вгв как у пациентов из санкт-петербурга, так и из белграда обнаружили в 2,8 % ис-
следуемых проб. Филогенетический анализ девяти вирусных изолятов показал, что преобладал вирус генотипа D 
(88,9 %) по сравнению с генотипом а (11,1 %). среди образцов, полученных от пациентов из санкт-петербурга, 
четыре относились к субгенотипу D2, а один – генотипу D3. четыре образца от больных из белграда относились 
к субгенотипам D1, D2, D3, A2. при анализе нуклеотидных последовательностей вгв во всех случаях выявлены 
мутации в MHR-регионе и только в HBsAg-негативных изолятах – в области 124–147 аминокислот, в том числе 
мутации P120T, R122K, A128V, Q129R, M133I, G145R, влияющие на распознавание HBsAg анти-HBs-антителами 
и связанные с устойчивостью вируса к вакцине. результаты исследования указывают на сохранение проблемы 
передачи возбудителей гемоконтактных вирусных гепатитов в отделениях гемодиализа российской Федерации и 
республики сербия. распространенность скрытой формы хронического гепатита в и мутаций вакцинного бегства 
во всех выявленных случаях свидетельствует о необходимости обратить внимание на встречаемость мутантных 
вариантов возбудителя у пациентов гемодиализных центров.

Ключевые слова: вирус гепатита в, оккультный гепатит в, скрытый гепатит в, серологические маркеры, 
молекулярно-биологические маркеры, клинически значимые мутации, лабораторная диагностика, гемодиализ.
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Abstract. The aim of this study was to characterize mutations in the hepatitis B virus (HBV) genome associated with 
HBsAg-negative form of the disease in patients receiving hemodialysis replacement therapy. Materials and methods. 
We used blood plasma samples obtained from hemodialysis centers in St. Petersburg, Russia – 173 patients and 108 pa-
tients from Belgrade, Republic of Serbia. The samples were examined for the presence of serological (HBsAg, antibod-
ies anti-HBs IgG, anti-HBcore IgG) and molecular-genetic (HBV DNA) markers of HBV followed by whole-genome 
sequencing and determination of clinically significant virus mutations. Results and discussion. Antibodies to hepatitis B 
were detected in 7.5 % and 11.1 % of patients from St. Petersburg and Belgrade, respectively. HBsAg was identified only 
in 1.1 % of cases in the group from Russia and in 0.9 % of cases in the group from Serbia. HBV DNA was determined 
in 2.8 % of the studied samples from both, patients from Saint-Petersburg and Belgrade. Phylogenetic analysis of 9 viral 
isolates showed that genotype D virus (88.9 %) prevailed as compared to genotype A (11.1 %) in the examined group. 
Among the samples obtained from patients from St. Petersburg, four belonged to the D2 sub-genotype, one to the D3 
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терминальная стадия почечной недостаточно-
сти (тпн) представляет собой серьезную проблему 
для здравоохранения практически во всех странах. 
пациентам с тпн различной этиологии необходим 
постоянный гемодиализ, во время которого проис-
ходят удаление из организма токсических продуктов 
обмена веществ и нормализация водного и электро-
литного балансов, а также могут требоваться перели-
вание крови, госпитализация и хирургическое вмеша-
тельство [1]. такие пациенты подвержены высокому 
риску развития инфекционных заболеваний. с одной 
стороны, частые процедуры гемодиализа и введение 
препаратов крови значительно увеличивают риск 
вирусных инфекций. с другой стороны, уремия при-
водит к развитию вторичного иммунодефицита, что 
связано с более высокой заболеваемостью, тяжелым, 
затяжным течением болезней и, как следствие, повы-
шением смертности и заболеваемости в этой когорте. 
кроме того, инфекционные заболевания у пациентов 
с уремией имеют более высокие показатели хрони-
зации, в то время как хронические вирусные инфек-
ции представляют собой серьезное препятствие для 
трансплантации почки, признанной терапевтической 
цели у пациентов с тпн, находящихся на гемодиа-
лизе [2]. наиболее частыми вирусными инфекциями, 
встречающимися в отделениях гемодиализа, являют-
ся вирусы гепатита B (вгв), гепатита C (вгс) и –  
в меньшей степени – инфекция, вызванная вирусом 
иммунодефицита человека (вич).

хронический вирусный гепатит B (хгв) – па-
тология, от которой страдают около 400 млн человек 
во всем мире. у большинства диализных пациен-
тов, впервые инфицированных вгв, клиническое 
течение заболевания относительно легкое, часто 
бессимптомное, с нормальными или лишь незна-
чительно повышенными уровнями трансаминаз в 
сыворотке крови. в то же время влияние вирусных 

гепатитов на трансплантаты почек и исход лечения 
пациентов остается спорным. некоторые исследо-
вания свидетельствуют, что инфекция не влияла на 
выживаемость пациентов, другие исследования, 
напротив, показали более короткую выживаемость 
у вгв-инфицированных реципиентов почечного 
трансплантата по сравнению с реципиентами без 
вирусного гепатита. и, в то время как инфекция, вы-
зываемая вгс, не оказывает значительного влияния 
на выживаемость пациентов, инфекция, вызываемая 
вгв, отрицательно сказывается на выживаемости 
пациентов, находящихся на гемодиализе. причем 
для вгв-инфицированных лиц уровень выживаемо-
сти гораздо выше после трансплантации почки, чем 
на гемодиализной терапии [3].

до появления вакцинации против вгв некото-
рые успехи в ограничении распространения вируса 
были достигнуты путем диализа серопозитивных 
пациентов отдельно от серонегативных. однако эти 
меры не могли исключить инфицирование от боль-
ных HBsAg-негативным или скрытым (оккультным) 
хгв (скгв), характеризующимся недетектируемым 
уровнем HBsAg в плазме крови при наличии днк 
вгв в ткани печени и крайне низким уровнем вирус-
ной нагрузки в крови вплоть до неопределяемого, 
независимо от наличия или отсутствия иных серо-
логических маркеров [4]. дальнейшие превентивные 
стратегии включали увеличение доступности одно-
разовых диализаторов, сложных аппаратов с элек-
тронными отказоустойчивыми системами, замену 
артериовенозных шунтов фистулами, прочные син-
тетические трансплантаты и постоянные венозные 
катетеры с манжетами. хотя внедрение программ 
вакцинации и строгих мер инфекционного контроля 
позволило ограничить распространение инфекции 
гепатита в диализных учреждениях, вспышки болез-
ни продолжают происходить периодически, а пока-

genotype. Four samples obtained from Belgrade patients belonged to different sub-genotypes – D1, D2, D3, A2, respec-
tively. When analyzing the nucleotide sequences of the HBV genomes, mutations in the MHR region were detected in 
all cases, but only in HBsAg-negative isolates, mutations were revealed in the region of 124–147 amino acids, including 
mutations P120T, R122K, A128V, Q129R, M133I, G145R affecting the recognition of HBsAg by anti-HBs antibod-
ies and associated with the resistance of the virus to the vaccine. The results of this study indicate that transmission of 
blood-borne viral hepatitis agent in the hemodialysis departments of the Russian Federation and the Republic of Serbia 
still exists. The prevalence of the latent chronic hepatitis B, coupled with the presence of vaccine escape mutations in all 
identified cases, indicates the need to pay close attention to the occurrence of the virus mutant variants in hemodialysis 
centers.

Key words: hepatitis в virus, occult hepatitis B infection, latent hepatitis B serological markers, molecular-biological 
markers, clinically significant mutations, laboratory diagnostics, hemodialysis.
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затели распространенности остаются неприемлемо 
высокими. во-первых, пациенты с тпн демонстри-
руют значительно более низкую эффективность вак-
цинации против вгв по сравнению со здоровыми 
людьми. в среднем около 60 % больных тпн дости-
гают достаточных титров антител анти-HBs IgG по 
сравнению с 95 % здоровых лиц. точные механизмы, 
лежащие в основе неудачной вакцинации, не ясны. 
помимо прямых иммунотоксических эффектов мно-
гочисленных уремических метаболитов, среди при-
чин неудачной вакцинации обсуждаются нехватка 
факторов роста и гормонов, недостаточная доступ-
ность инсулина, приводящая к нарушению клеточ-
ного и гуморального иммунитета [5]. во-вторых, по-
вышенный риск инфицирования может объясняться 
различными причинами, включая размещение паци-
ентов с гепатитом в отделениях гемодиализа вместе 
с вгв-отрицательными пациентами, находящимися 
на гемодиализе (краткосрочное или долгосрочное), 
контакт с загрязненными продуктами крови, со-
вместное использование гемодиализного оборудова-
ния, повреждение кожи, предыдущие иммунодефи-
циты и низкий статус вакцинации [6]. в целом все 
эти факторы приводят к тому, что вгв относится к 
наиболее частым вирусным инфекциям среди лю-
дей с почечной недостаточностью [7]. интересно, 
что одна из основных причин хгв у взрослых па-
циентов, находящихся на гемодиализе, восходит к 
скрытой форме заболевания, в том числе из-за пода-
вления иммунной системы. согласно литературным 
данным, распространенность хгв, включая скгв, у 
диализных пациентов колеблется от 0 до 58 % [8]. 
эти расхождения в частоте скгв у диализных па-
циентов могут отражать различную распространен-
ность вгв-инфекции в разных странах и разных  
диализных отделениях. другие возможные объясне-
ния включают различия чувствительности приме-
няемых диагностических методов, размер и вирусо-
логические особенности обследуемых групп паци-
ентов. таким образом, инфекция, вызываемая вгв, 
и ее своевременная диагностика остаются важными 
проблемами при заместительной почечной терапии.

цель нашей работы – охарактеризовать связан-
ные с HBsAg-негативной формой заболевания мута-
ции в геноме вируса гепатита в у пациентов, полу-
чающих заместительную терапию гемодиализом.

материалы и методы

в работе использованы образцы плазмы крови, 
полученные из двух гемодиализных центров: 173 па-
циента из санкт-петербурга (российская Федерация) 
и 108 пациентов из белграда (республика сербия). 
от всех участников исследования получено инфор-
мированное согласие.

обследование пациентов на наличие сероло-
гических маркеров хгв методом иФа заключа-
лось в качественном обнаружении HBsAg, антител 
анти-HBs IgG, анти-HBcore IgG, а также определя-

ли маркер вирусного гепатита с (гс) – антитела к 
вгс анти-HCV. анализы проводили с использова-
нием коммерческих наборов «дс-иФа-HBsAg», 
«дс-иФа-анти-HBsAg», «дс-иФа-анти-HBc», 
«дс-иФа-анти-HCV» (нпо «диагностические 
системы», россия) и «вектогеп B-HBs-антиген», 
«вектоHBsAg-антитела», «гепабест анти-HBc-IgG», 
(ао «вектор-бест», российская Федерация) соглас-
но инструкциям производителя.

обследование на наличие молекулярно-биоло-
гических маркеров методом пцр осуществляли с 
предварительным выделением днк/рнк с исполь-
зованием коммерческого набора «амплипрайм  
рибо-преп» (Фбун цнииэ, российская Федерация). 
определение днк вгв проводили методом пцр с 
гибридизационно-флуоресцентной детекцией в ре-
жиме реального времени с помощью коммерческо-
го набора «амплисенс® HBV-FL» (Фбун цнииэ, 
российская Федерация) согласно инструкции произ-
водителя. дальнейшее определение днк вгв про-
водили с использованием разработанной в Фбун 
«санкт-петербургский нии эпидемиологии и ми-
кробиологии имени пастера» методики, позволяю-
щей выявлять днк вгв в биологическом материа-
ле при низкой вирусной нагрузке, в том числе при 
скгв [9]. для всех выявленных образцов проводили 
секвенирование и последующий анализ нуклеотид-
ных последовательностей полных геномов вгв как 
описано ранее [10].

статистическая обработка данных произво-
дилась с помощью пакета программ MS Excel, 
Prizm 5.0 (GraphPad Software Inc.). при оценке ста-
тистической погрешности использовали «точный» 
интервал клоппера – пирсона. результаты пред-
ставлены с указанием 95 % доверительного интерва-
ла (95 % ди). для оценки достоверности различий 
численных данных, полученных при парных сравне-
ниях, использовали, в зависимости от характеристик 
выборок, точный критерий Фишера или критерий 
хи-квадрат с поправкой йетса. в качестве порога 
достоверности отличий определено значение веро-
ятности p<0,05.

результаты и обсуждение

обследованные группы были сходны по соста-
ву: так, в группе пациентов из санкт-петербурга 
возраст обследованных лиц варьировал от 20 до 
83 лет и составил в среднем (56,8±15,4) года, а в 
группе из белграда при диапазоне возраста паци-
ентов от 25 до 82 лет средний возраст составил 
(56,6±13,2) года. количество женщин в группе из 
санкт-петербурга незначительно преобладало по 
сравнению с мужчинами: 54,9 и 45,1 % соответ-
ственно, в группе из белграда представлено прак-
тически равное соотношение женщин и мужчин – 
49,1 и 50,9 % соответственно.

при оценке общей распространенности сероло-
гических маркеров вирусных гепатитов было пока-
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зано, что антитела к гс выявляли у 7,5 % (95 % ди: 
4,06–12,51) и 11,1 % (95 % ди: 5,87–18,6) пациентов 
из санкт-петербурга и белграда соответственно. 
маркеры хгв в анализируемых группах выявле-
ны в 92,5 % (95 % ди: 87,49–95,94) и 87,1 % (95 % 
ди: 79,21–92,73) случаев. впрочем, большая часть 
этих случаев связана с поствакцинальными анти-
телами к вгв анти-HBs IgG. кроме того, в группе 
пациентов из россии выявлено 24,3 % (95 % ди: 
18,09–31,37) случаев анти-HBcore IgG, 90,5 % из 
них (21,9 % от группы) – с анти-HBs IgG, а в группе 
из сербии – 25,9 % (95 % ди: 17,97–35,25) случаев 
анти-HBcore IgG, 78,6 % из них (20,4 % от группы) –  
с анти-HBs IgG. эти результаты указывают на то, 
что 21,9 и 20,4 % пациентов соответственно контак-
тировали с вирусом, выздоровели и сохранили опре-
деляемые уровни нейтрализующих антител после 
естественного заражения. при этом HBsAg выявлен 
только в 1,1 % (95 % ди: 0,14–4,11) случаев в группе 
из российской Федерации и в 0,9 % (95 % ди: 0,02–
5,05) – из республики сербия. результат анализа рас-
пределения исследованных маркеров вирусных гепа-
титов в и с в группах представлен в табл. 1.

при молекулярно-генетическом анализе днк 
вгв в группе пациентов из санкт-петербурга выя-
вили у HBsAg-позитивных лиц (1,1 % пациентов), а 
также у трех HBsAg-негативных пациентов (1,7 %), 
то есть у 2,8 % (95 % ди: 0,92–6,43) лиц. в группе 
белградских пациентов днк вгв также выявили у 
HBsAg-позитивного больного (0,9 % пациентов), а 
также у трех HBsAg-негативных лиц (2,8 %), то есть 
у 3,7 % (95 % ди: 1,02–9,21) пациентов. во всех 
выявленных нами случаях скгв вирусная нагрузка 
вгв составила менее 50 ме/мл.

интересно, что мы не выявили достоверных 
различий в распространенности серологических и 
молекулярно-биологических маркеров хгв у паци-
ентов гемодиализных центров санкт-петербурга и 
белграда. не показано корреляции с возрастом, по-
лом, продолжительностью диализа, вакцинацией 
против вгв и историей переливания крови пациен-
тов. можно предположить, что сходный результат 
будет получен при анализе распространенности со-
ответствующих маркеров в других гемодиализных 

центрах указанных регионов. 
в сербии наблюдается промежуточный харак-

тер инфицирования вгв с распространенностью 
HBsAg около 2–7 % от общей численности населе-
ния и смешанными моделями передачи инфекции у 
младенцев, детей раннего возраста и взрослых, сре-
ди субгенотипов вгв представлены D3, D2, D1, D4 
и A2 [11]. согласно регистру пациентов, получаю-
щих заместительную почечную терапию в сербии и 
черногории в 2002 г., 31,8 % диализных пациентов и 
9,6 % пациентов, перенесших трансплантацию поч-
ки, были анти-вгс-положительными, в то время как 
15,2 % диализных и 10,6 % пациентов, перенесших 
трансплантацию почки, имели положительный ре-
зультат по HBsAg [3]. полученные нами результаты 
свидетельствуют о значительном улучшении ситуа-
ции в настоящее время.

ранее в российской Федерации было показа-
но, что среди пациентов гемодиализных центров в 
москве распространенность маркеров вирусного ге-
патита в в период 1996–2001 гг. составляла до 61 %, 
а встречаемость HBsAg – до 12 %. примерно в это 
же время в разных отделениях гемодиализа в санкт-
петербурге распространенность HBsAg составляла 
от 0 до 12,9 %, в то время как доля анти-нвс IgG 
варьи ровала от 38,6 до 52,7 %, а доля анти-HBs 
IgG – от 12,8 до 36,6 % [12]. таким образом, полу-
ченные нами результаты отличаются только в значи-
тельно большей представленности в обследованных 
нами группах антител анти-HBs IgG, что, по всей 
видимости, связано с активной вакцинацией против 
гепатита B.

полученные нами результаты в целом сходны с 
результатами других исследовательских групп при 
оценке распространенности парентеральных вирус-
ных гепатитов у пациентов, получающих гемодиа-
лизную терапию. так, в 2010 г. в исследовании, про-
веденном A. Aghakhani et al., распространенность 
скрытого хгв у гемодиализных пациентов в иране 
определяли посредством выявления изолированных 
анти-HBc IgG, а затем у позитивных по маркеру па-
циентов выявляли днк вгв, в результате у 6,2 % па-
циентов выявлены изолированные анти-HBc IgG, а 
днк вируса обнаружена у 3,1 % пациентов, причем 

Таблица 1 / Table 1

распределение серологических маркеров ГВ (HBsAg, анти-HBсore IgG, анти-HBs IgG) и Гс (анти-HCV) в обследованных группах
HB and HC serological markers (HBsAg, anti-HBcore IgG, anti-HBs IgG, anti-HCV) distribution in the examined groups

выявленные серологические 
маркеры в сыворотке крови
Serological markers detected  

in blood serum

обследованная группа из санкт-петербурга 
(n=173), доля от общего числа  

обследованных, %
The surveyed group from St. Petersburg (n=173), 

proportion out of the total surveyed number,  
%

обследованная группа из белграда 
(n=108), доля от общего числа  

обследованных, %
The surveyed group from Belgrade (n=108), 
proportion out of the total surveyed number, 

%

достоверность различия  
между группами

Significance of  
differences between groups

HBsAg+ 1,10 0,90 p>0,05

HBs IgG+ 67,10 60,20 p>0,05

HBcore IgG+ 24,30 25,90 p>0,05

HBcore IgG+, HBs IgG+ 21,90 20,40 p>0,05

HCV IgG+ 7,50 11,10 p>0,05



100

Проблемы особо опасных инфекций. 2021; 4      ОРигинальнЫе статьи

вирусная нагрузка во всех выявленных случаях была 
менее 50 ме/мл [13]. спустя пять лет при обследо-
вании HBsAg-негативных гемодиализных пациентов 
в г. зенджан (иран) 23,5 % пациентов были анти-
HBcore IgG-положительными, 66,3 % – положитель-
ными по анти-HBs IgG, а днк вгв обнаружена у 
2,1 % лиц, вакцинированных против гепатита B [14]. 
исследователи в египте сообщали, что распро-
страненность скгв среди гемодиализных пациен-
тов составляла от 1,5 до 4,1 % случаев, в турции – 
2,7 % [2]. однако в других исследованиях сообщает-
ся о значительно большей представленности HBsAg-
негативного хгв среди гемодиализных пациентов. 
например, в палестине распространенность скгв 
у таких больных составляет 12,5 %, в бразилии 
днк вгв обнаружена в 15 % проб, полученных от 
HBsAg-отрицательных пациентов, в турции при ис-
следовании распространенности скгв у пациентов 
с непрерывным амбулаторным перитонеальным диа-
лизом и пациентов с гемодиализом днк вгв выяв-
ляли у 9,8 и 16,9 % пациентов соответственно [2].  
по всей видимости, такие отличия в результатах мо-
гут быть связаны как с различным уровнем распро-
страненности хгв в разных странах и регионах, так 
и с разной чувствительностью и специфичностью 
используемых для выявления днк вгв методов. 

ранее сообщалось, что скгв – обычное явление у  
гемодиализных пациентов с изолированными антите-
лами анти-HBcore IgG, однако из шести выявленных 
нами HBsAg-негатив ных случаев четыре представле-
ны серонегативным скгв. принято считать, что в це-
лом до 20 % лиц с скгв серонегативны, в то время как 
80 % – серопозитивны, однако исследования, посвя-
щенные выявлению HBsAg-негативной формы хгв 
у гемодиализных пациентов, демонстрируют иную 
картину, когда почти половина обнаруженных скгв 
были серонегативными по анти-HBcore IgG и анти-
HBs IgG антителам [15], вплоть до случаев, где только 
20 % скгв серопозитивны [14]. как уже было упомя-
нуто выше, у пациентов с хронической почечной не-
достаточностью клеточные и гуморальные иммунные 
ответы проявляют специфические и неспецифиче-
ские дефекты, в результате чего анти-HBs-ответ гемо-
диализных пациентов на вакцинацию низок и оцени-
вается в 45–60 % [16]. по всей видимости, с этими же 
причинами может быть связано преобладание серо-
негативного скгв среди гемодиализных пациентов в 
исследованиях разных научных групп, включая нашу.  
в то же время известно, что показатели сывороточ-
ных трансаминаз имеют тенденцию к снижению у 
диализных пациентов, что затрудняет определение 
повреждения печени с помощью биохимических 
тестов, причем при анализе ферментов печени не 
показано каких-либо значимых отличий у пациен-
тов с скгв по сравнению с вгв-отрицательными 
пациента ми [17]. таким образом, в связи с нормаль-
ными биохимическими показателями и отсутствием 
у большинства больных определяемых антигенов 
вгв и/или соответствующих антител, выявление 

скгв молекулярными методами с высокой чувстви-
тельностью остается фактически единственным спо-
собом лабораторной диагностики инфицированных 
пациентов.

нуклеотидные последовательности полных ге-
номов выявленных изолятов вгв депонированы в 
международную базу данных GenBank под номера-
ми OK998519–OK998527. при филогенетическом 
анализе девяти изолятов вгв показано, что в об-
следованной группе преобладал вирус генотипа D 
(88,9 %) по сравнению с генотипом а (11,1 %). 
среди образцов, полученных от пациентов из санкт-
петербурга, четыре относились к субгенотипу D2, 
один – к генотипу D3. четыре образца, полученные 
от больных из белграда, относились к разным субге-
нотипам: D1, D2, D3, A2 соответственно (рисунок). 
выявленные геноварианты вгв характерны для 
российской Федерации и республики сербия. 

HBsAg, основной белок оболочки вгв, состоит 
из 226 аминокислотных остатков (а.о.) и кодирует-
ся геном S, который включает N-конец (положения 
аминокислот 1–99), главную гидрофильную область 
(MHR) (положения аминокислот 100–169) и с-конец 
(положения аминокислот 170–226). MHR-регион об-
ладает высокой иммуногенностью, находится под 
избирательным давлением иммунной системы хо-
зяина и содержит детерминанту «а», представляю-
щую собой кластер основных эпитопов B-клеток, 
расположенных между 124 и 147 (или 149) а.о. этот 
фрагмент состоит из двух петель, связанных ди-
сульфидными мостиками между cys124 – cys137 и 
cys139 – cys147, и считается основной иммунной 
мишенью для индуцированных пассивной или ак-
тивной иммунизацией антител, используемой в диа-
гностических анализах [8]. возникающие в результа-
те отбора или естественной изменчивости мутации в 
регионе, кодирующем выработку HBsAg, особенно 
в детерминанте «а», могут влиять на антигенность 
этого белка за счет конформационных изменений, 
приводящих к неспособности нейтрализации ви-
руса анти-HBs-антителами. к настоящему времени 
в этом регионе генома вируса идентифицировано 
более 30 мутаций иммунного ускользания, которые 
могут быть ассоциированы с препятствием связы-
вания HBsAg с антителами, используемыми в диа-
гностических тест-системах для обнаружения и ко-
личественного определения HBsAg, а также могут 
препятствовать распознаванию HBsAg антителами, 
индуцированными вакциной, что создает потенци-
альную угрозу для глобальной программы вакцина-
ции. эти мутации могут представлять опасность для 
общественного здравоохранения в связи с их пато-
генетическим потенциалом и возможностью пере-
дачи вируса вакцинированным лицам. вакцинация 
против вгв, по-видимому, сопровождается появле-
нием и/или отбором мутантов вгв, ускользающих 
от иммунитета, которые обеспечивают устойчивость 
вируса, несмотря на достаточно высокие титры 
нейтрализующих антител. кроме того, циркуляция 
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иммуно-ассоциированных мутаций ускользания мо-
жет представлять проблему с точки зрения повышен-
ного риска реактивации вгв у пациентов с ослаб-
ленным иммунитетом, что имеет особое значение в 
случае пациентов с тпн из-за нарушений клеточно-
го и гуморального иммунитета [18]. понимание рас-
пространенности и разнообразия мутаций в S-гене 
очень важно, так как реактивация вгв коррелиру-
ет с мутациями HBsAg, наделенными повышенной 
способностью уклоняться от иммунного ответа. это 
подчеркивает необходимость тщательного наблюде-
ния за пациентами с мутациями вгв на предмет ри-
ска реактивации и быстрой терапии для предотвра-
щения клинических осложнений, связанных с хгв.

информация о клинически значимых мутациях, 
выявленных у вгв-инфицированных пациентов ге-
модиализных центров в нашем исследовании, пред-
ставлена в табл. 2.

при анализе нуклеотидных последовательно-
стей геномов вгв во всех случаях выявлены мута-
ции в MHR-регионе, но только в HBsAg-негативных 
изолятах выявлены мутации в области 124–147 ами-
нокислот. мутации P120T, R122K, A128V, Q129R, 
M133I, G145R известны как влияющие на распозна-
вание HBsAg анти-HBs-антителами, в то же время 
аминокислотные замены P120T, Q129R, M133I, 
G145R связаны с устойчивостью вируса к вакци-
не [18]. отметим, что для выявленной нами в изоляте  
HBV_HD_OBI_Belgrade62 мутации I150V MHR-ре-
гио на не доказана escape-значимость, однако ранее 
эта мутация была определена в исследованиях, посвя-
щенных биохимической характеристике естествен-
ных мутаций в пределах MHR и их клиническому 
значению у тунисских пациентов [19]. любопытно, 
что мутация K160R, выявленная нами в изоляте 
HBV_HD_OBI_Belgrade108 субгенотипа D1, ранее 

Филогенетический анализ нуклеотидных последователь-
ностей полных геномов вгв, выделенных от пациентов 
гемодиализных центров, в сравнении с представленными 
в международной базе данных GenBank референсными 
последовательностями: 
референ сные последовательности обозначены кодами GenBank 
с указанием генотипа и региона происхождения образца. как 
внешняя группа использована нуклеотидная последовательность 
вгв шерстистой обезьяны AY226578. исследованные в настоя-
щей работе образцы обозначены следующим образом: черные 
треугольники – HBsAg(+) изоляты из россии; белые треуголь-
ники – HBsAg(-) изоляты из россии; черные кружки – HBsAg(+) 
изоляты из сербии; белые кружки – HBsAg(-) изоляты из сербии. 
даны значения bootstrap ≥60

Phylogenetic analysis of complete HBV genome nucleotide 
sequences, isolated from patients of hemodialysis centers in 
comparison with the reference sequences presented in the 
GenBank international database:
Reference sequences are designated with GenBank codes indicating 
the genotype and region of the sample origin. The Woolly Monkey 
HBV nucleotide sequence, AY226578, was used as the outer group. 
The samples studied in this work are designated as follows: black tri-
angles – HBsAg(+) isolates from Russia; white triangles – HBsAg(-) 
isolates from Russia; black circles – HBsAg(+) isolates from Serbia; 
white circles – HBsAg(-) isolates from Serbia. Bootstrap values ≥60
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описана как нехарактерная для вгв генотипа D, с 
предположением, что некоторые мутации, связан-
ные с скгв, уникальны для того или иного генотипа 
вгв, в частности указанную мутацию рассматрива-
ли как ассоциированную с HBsAg-негативной фор-
мой хгв при генотипе A [20].

согласно международным данным, распро-
страненность ассоциированных с скгв мутаций 
колеблется от 8,3 до 20,8 % у пациентов с HBsAg-
негативным хгв, тогда как у пациентов с HBsAg-
позитивной формой заболевания она составляет 
0–3,7 %. однако сравнение частоты мутаций между 
различными исследованиями затруднено из-за ряда 
различий в том, что считается скгв-ассоциированной 
мутацией, и в том, включают ли эти мутации амино-
кислотные замены только в детерминанте «а» или 
в полной MHR-области [21]. известно, что вгв ге-
нотипа D характеризуется набором специфических 
иммуно-ассоциированных ускользающих мутаций, 
например, замены A128V и P120S чаще встречаются 
среди изолятов данного типа, чем среди представи-
телей генотипа A. в то же время для вируса гено-
типа D показана большая склонность к развитию 
HBeAg-отрицательного хронического гепатита за 
счет обширного накопления мутаций в PreCore/Core 
промоторе вирусного генома в ответ на давление 
иммунитета хозяина. возможно, это давление мо-
жет также способствовать возникновению и отбору 
иммуно-ассоциированных мутаций ускользания в 
регионе HBsAg [18]. в семи изолятах в Core-регионе 
показана мутация L116I, в трех из них дополнитель-
но выявлена одна из следующих мутаций: P130Q, 
T142I, L143I. аминокислотные замены в позициях 
113–143 в эпитопе B-клеток Core-региона влияют на 

антигенность и стабильность частицы, могут приво-
дить к ускользанию от иммунитета, а также к хрони-
ческой персистенции вируса, прогрессированию за-
болевания, развитию цирроза и гепатоцеллюлярной 
карциномы (гцк). еще для двух аминокислотных 
замен, выявленных у пациентов: мутации в эпитопе 
цитотоксических т-лимфоцитов Core-T147C и мута-
ции S11F в PreCore-регионе, – известна независимая 
ассоциация с прогрессированием заболевания до 
цирроза печени и гцк.

для пациентов на гемодиализной терапии иден-
тификация скгв жизненно важна, клинические 
рекомендации должны предусматривать выделе-
ние отдельных кабинетов для лечения вгв-инфи-
цированных лиц, а также специальных аппаратов, ин-
струментов и расходных материалов. невозможность 
обнаружить скгв с помощью стандартного скри-
нинга на HBsAg и отсутствие клинических сим-
птомов, свидетельствующих о воспалении печени, 
могут приводить к длительному риску воздействия 
на медицинских работников и других пациентов, на-
ходящихся на гемодиализе. ситуация приобретает 
особую важность, если больные инфицированы ва-
риантами вируса, несущими клинически значимые 
мутации в регионе MHR. такие пациенты являют-
ся потенциальной проблемой для здравоохранения 
в целом и для гемодиализных центров в частности, 
так как могут стать источником способных ускольз-
нуть от вакцин-индуцированных антител патогенов 
для общей популяции, включая вакцинированных 
против вгв лиц.

таким образом, результаты настоящего исследо-
вания указывают на сохранение проблемы передачи 
возбудителей гемоконтактных вирусных гепатитов 

Таблица 2 / Table 2

клинически значимые мутации, выявленные в исследуемой группе
The clinically significant mutations identified in the examined group

изолят
Isolate

страна, HBsAg+/-
Country, HBsAg+/-

генотип
Genotype

мутации в регионе MHR
MHR region mutations

другие мутации
Other mutations

HBV_HD_St.Pet2
россия, HBsAg+
Russia, HBsAg+

D3 Y100N, T127P Core-L116I

HBV_HD_St.PetV17
россия, HBsAg+
Russia, HBsAg+

D2 T118V Core-L116I

HBV_HD_OBI_St.PetV35
россия, HBsAg-
Russia, HBsAg-

D2 T118V, T127I, A128V Core-L116I

HBV_HD_OBI_St.PetV28
россия, HBsAg-
Russia, HBsAg-

D2 T118V, R122K, A128V, T131A Core-L116I, T142I

HBV_HD_OBI_St.PetV27
россия, HBsAg-
Russia, HBsAg-

D2 T118V, A128V Core-L116I, P130Q

HBV_HD_Belgrade70
сербия, HBsAg+
Serbia, HBsAg+

D3 T127P Core-L116I, L143I

HBV_HD_OBI_Belgrade108
сербия, HBsAg-
Serbia, HBsAg-

D1 L109P, T118M, P120T, T123G, 
T127P, Q129P, G145R, K160R Core-T147C

HBV_HD_OBI_Belgrade62
сербия, HBsAg-
Serbia, HBsAg-

A2 C124S, Q129R, T143A, I150V PreCore-S11F

HBV_HD_OBI_Belgrade34
сербия, HBsAg-
Serbia, HBsAg-

D2 T118V, T127P, A128V, M133I PreCore-L3F 
Core-L116I
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в отделениях гемодиализа российской Федерации 
и республики сербия. распространенность скры-
той формы хронического гепатита в относительно 
высока среди пациентов, что вместе с представ-
ленностью мутаций вакцинного бегства во всех 
выявленных случаях свидетельствует о необходи-
мости обратить пристальное внимание на встречае-
мость мутантных вариантов вируса в гемодиализ-
ных центрах. полученные данные подтверждают 
значимость применения высокочувствительных 
молекулярно-генетических методов для выявления 
инфицированных лиц, а также важность детальной 
характеристики циркулирующих в отделениях гемо-
диализа изолятов вируса гепатита в и молекулярно-
эпидемиологических сопоставлений для заключений 
о путях их передачи.

конфликт интересов. авторы подтверждают 
отсутствие конфликта финансовых/нефинансовых 
интересов, связанных с написанием статьи.
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л.В. рубис

эПиЗоотолого-эПидемиологичеСкая Ситуация По туляремии  
на территории реСПуБлики карелия

ФГБОУ ВО «Петрозаводский государственный университет», Петрозаводск, Российская Федерация

цель исследования – оценка эпидемиологической и эпизоотологической ситуации по туляремии на терри-
тории республики карелия, разработка комплекса профилактических (противоэпидемических) мероприятий. 
материалы и методы. на основании материалов статистического наблюдения, первичной медицинской доку-
ментации и литературных данных проанализированы заболеваемость населения, число привитых, результаты 
лабораторного исследования мелких млекопитающих, членистоногих и объектов внешней среды, видовой со-
став хозяев и переносчиков инфекции. ситуация в республике сопоставлена с ситуацией в Финляндии и сосед-
них областях россии. результаты и обсуждение. заболеваемость туляремией регистрировалась в республике 
карелия в 1950–1971 гг. (52 случая) и в 2010–2020 гг. (121 случай). в последнее десятилетие диагностировалась 
преимущественно язвенно-бубонная форма, среди больных преобладало городское население. во всех случаях 
заражение происходило при укусах насекомых, не связано с профессиональной деятельностью. для республики 
характерны пойменно-болотный и лесной тип природных очагов. результаты их мониторинга свидетельствуют 
об активизации эпизоотического процесса, охватывающего практически всю территорию карелии. в нескольких 
районах, граничащих с неблагополучными районами Финляндии и россии, выявлена высокая зараженность гры-
зунов, но больные туляремией не регистрировались. для адекватной оценки ситуации необходимо повышение 
эффективности мониторинга природных очагов, изучение иммунной структуры населения, улучшение диагно-
стики инфекции. основные направления профилактических (противоэпидемических) мероприятий: вакцинация 
лиц, имеющих профессиональный риск заражения, и лиц, проживающих вблизи активизирующихся микроочагов 
инфекции; сокращение площадей полей, не используемых в сельском хозяйстве; мелиоративные работы, борьба 
со свалками, регулярный вывоз коммунальных отходов с территорий постоянного и временного проживания на-
селения; применение эффективных репеллентных средств; повышение информированности населения и органов 
исполнительной власти о ситуации, симптомах заболевания, мерах профилактики. 

Ключевые слова: туляремия, эпизоотии, эпидемиология, грызуны, переносчики, вакцинация.
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L.V. Rubis
epizootiological and epidemiological situation on tularemia in the Republic of Karelia
Petrozavodsk State University, Petrozavodsk, Russian Federation

Abstract. The aim of this study was to assess the epidemiological and epizootiological situation on tularemia in the 
Republic of Karelia, and to develop a set of preventive (anti-epidemic) measures. Materials and methods. On the basis 
of statistical observation data, primary medical documentation and literature data, the morbidity of the population, the 
number of vaccinated persons, the results of laboratory studies of small mammals, arthropods and environmental objects, 
the species composition of hosts and vectors of infection were assessed. The situation in the republic was compared to 
the situation in Finland and neighboring regions of Russia. Results and discussion. The incidence of tularemia was 
registered in the Republic of Karelia in 1950–1971 (52 cases) and in 2010–2020 (121 cases). In the last decade, mainly 
the ulceroglandular forms have been diagnosed, the urban population predominated among the patients. In all cases, 
infection was transmitted through mosquito bites, i. e., not associated with professional activities. There are floodplain-
swamp and forest types of natural foci in the republic. The results of their monitoring are indicative of the activation of 
the epizootic process, covering almost the entire territory of Karelia. In several areas bordering tularemia disadvantaged 
areas of Finland and Russia, a high infection rate of rodents was detected, but tularemia patients were not registered. For 
an adequate assessment of the situation, it is necessary to increase the efficiency of surveying natural foci, study the im-
mune structure of the population and improve the diagnosis of infection. The main areas of preventive (anti-epidemic) 
measures are vaccination of persons with professional risk of infection and persons living near the activated micro-foci of 
infection; reduction of the area of fields not used in agriculture; reclamation work, combating landfills, regular removal of 
waste from the territories of permanent and temporary residence of the population; the use of effective repellents; raising 
awareness of the population and authorities about the situation, symptoms of the disease, measures of its prevention.

Key words: tularemia, epizootics, epidemiology, rodents, vectors, vaccination.
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туляремия регистрируется во многих странах 
европы, азии и северной америки, проявляясь в 
основном спорадически, в отдельные годы – груп-
повыми случаями и редкими вспышками. в европе 
лидерами по заболеваемости являются Швеция и 
Финляндия [1, 2]. в россии природные очаги туляре-
мии существуют во всех федеральных округах, но их 
вклад в формирование заболеваемости варьируется 
в разные годы [3, 4]. так, в 90-х гг. прошлого века 
северный район, в настоящее время входящий в со-
став северо-западного федерального округа (сзФо), 
был одним из трех регионов страны с наиболее вы-
сокой заболеваемостью [3], в 2001–2015 гг. на долю 
всего округа пришлось лишь 10,1 % от всех случаев 
туляремии в стране [5], а с 2016 г. округ вновь во-
шел в число лидеров [4, 6, 7]. одним из самых не-
благополучных субъектов страны в последние пять 
лет оказалась входящая в состав северного района 
сзФо республика карелия (рк), в которой туляре-
мия до этого не регистрировалась в течение трех де-
сятилетий. 

цель исследования – оценить эпидемиологиче-
скую и эпизоотологическую ситуацию по туляремии 
на территории рк для разработки адекватного ком-
плекса профилактических (противоэпидемических) 
мероприятий. 

материалы и методы

в ходе исследования проанализирована забо-
леваемость туляремией в рк с 1950 по 2020 год на 
основании данных статистического наблюдения 
(форма № 2 «сведения об инфекционных и пара-
зитарных заболеваниях»), материалов, опублико-
ванных в государственных докладах о состоянии 
санитарно-эпидемиологического благополучия в 
рк в 2010–2020 гг. [8], первичной медицинской до-
кументации 20 пациентов гбуз «городская поли-
клиника № 4» петрозаводска. у 1137 пациентов 
гбуз «больница скорой медицинской помощи» 
петрозаводска, обратившихся в 2017–2019 гг. в свя-
зи с присасыванием клещей, оценено наличие сим-
птомов, характерных для язвенно-бубонной формы 
туляремии. по данным формы статистического на-
блюдения № 5 «сведения о профилактических при-
вивках» проанализирована работа по вакцинации 
населения рк против туляремии с 1967 по 2020 год. 
эпидемиологическая ситуация в рк сопоставлена с 
ситуацией в соседних областях россии и Финляндии 
в 1995–2019 гг. на основании опубликованных ана-
литических и статистических материалов. 

видовой состав мелких млекопитающих и чле-
нистоногих – переносчиков Francisella tularensis в 
рк проанализирован по материалам карельского 
научного центра ран [9–14] и Фбуз «центр гигие-

ны и эпидемиологии в республике карелия» [8]. 
основанием для анализа активности природных 
очагов туляремии послужили данные центра ги-
гиены и эпидемиологии в республике карелия (ра-
нее – республиканского центра госсанэпиднадзора 
в республике карелия) о результатах лабораторного 
исследования мелких млекопитающих, членистоно-
гих, погадок хищных птиц, гнезд грызунов, воды по-
верхностных водоемов в 1980–2020 гг. 

результаты и обсуждение

республика карелия расположена в таежной 
зоне европейской части россии, протяженность с 
севера на юг – 672 км, с запада на восток – 400 км. 
разделена на 18 административных районов, грани-
чит с ленинградской, архангельской, вологодской, 
мурманской областями и с Финляндией. лесами по-
крыто 53,8 % территории. является одним из наибо-
лее заболоченных регионов: лесные болота и забо-
лоченные леса занимают 10,6 %, слабооблесенные 
и открытые болота – 20,5 % территории площади 
рк. климат характеризуется коротким прохладным 
летом и продолжительной, но относительно мягкой 
зимой [9]. 

первая вспышка туляремии в рк зафиксирована 
в 1945 г. на территории граничащего с Финляндией 
сортавальского района (число больных неиз-
вестно). в 1950 г. на территории этого и соседних 
питкярантского и суоярвского районов выявле-
но 18 случаев, в 1953 г. – 21 случай в суоярвском 
районе и 1 – в соседнем с ним кондопожском рай-
оне, в 1958 г. – 6 случаев в сортавальском райо-
не. в 1961, 1963, 1967 и 1971 гг. выявлялись лишь 
единичные случаи туляремии (всего 6 случаев), 
причем уже в более восточных районах – окрест-
ностях петрозаводска, пряжинском, сегежском и 
пудожском районах (рис. 1). всего с 1950 по 1971 
год зарегистрировано 52 случая инфекции. до 1983 г. 
предположительно выявлены, но не зарегистрирова-
ны, еще 2 случая – в олонецком и кемском районах. 
из 52 больных 78,9 % являлись жителями сельской 
местности. заражение происходило при укусах кро-
вососущих членистоногих, в некоторых случаях – 
при переборке сена, соломы зерна. 

природные очаги туляремии в эти годы вы-
являлись на всех сопредельных с рк территориях 
россии. случаи заболеваний регистрировались в 
ленинградской (с 1946 г.), архангельской (с 1949 г.), 
вологодской (с 1950 г.) и мурманской (с 1955 г.) 
областях, возбудитель был изолирован на террито-
рии ленинградской (1948 г.), вологодской (1957 г.) 
и архангельской (1969 г.) областей [5]. природные 
очаги в ленинградской области территориально 
близки к границе с лахденпохским районом рк и 
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Финляндией. имеются данные о случаях туляремии 
в Финляндии и Швеции в 1930-х гг., в основном свя-
занных с укусами насекомых [15]. в 1982 г. вспыш-
ка среди фермеров северной Финляндии (53 слу-
чая) возникла в результате реализации воздушно-
капельного пути передачи возбудителя при заготовке 
сена, работе с сухим сеном, обмолоте зерна [16]. 

в августе 2009 г. случай заболевания с клини-
ческой картиной, типичной для язвенно-бубонной 
формы туляремии (острое начало, симптомы инток-
сикации, первичный аффект в области голени, затем 
паховый лимфаденит, оперативно вскрытый после 
нагноения), произошел в сортавальском районе, но 
пациент лабораторно не обследован, диагноз туля-
ремии не поставлен. в 2010 г. зарегистрировано три 
случая туляремии, причем первые два из них диа-
гностированы в медицинских организациях санкт-
петербурга. заражение произошло на территории 
сегежского, олонецкого и кондопожского районов. 
в 2012 г. зарегистрирован 1, в 2013 г. – 4, в 2015 г. – 
2, в 2016 г. – 25 случаев инфекции. пик заболевае-
мости пришелся на 2017 г. – 40 случаев. в 2018 и 
2019 гг. число случаев снизилось до 14 и 9 соот-
ветственно, но в 2020 г. вновь выросло до 23. всего 
за период 2010–2020 гг. зарегистрирован 121 слу-
чай туляремии. наиболее часто заражение проис-
ходило в прионежском (39 случаев), сортавальском 

(23 случая), пряжинском (20 случаев) районах и 
петрозаводске (21 случай), от 1 до 5 случаев зафик-
сировано в пудожском, суорявском, питкярантском, 
олонецком, кондопожском и сегежском районах. 

больные туляремией выявлялись во всех сосед-
них с рк областях сзФо и Финляндии. в сзФо в 
2001–2015 гг. зарегистрировано 304 больных, из них 
52,2 % – в архангельской области (пик заболеваемо-
сти – 96 случаев в 2010 г. [17]), от 11,2 до 15,5 % – 
в вологодской, ленинградской областях и санкт-
петербурге, 2,6 % – в мурманской области [5].  
в 2016–2019 гг. наиболее сложная эпидемиологиче-
ская ситуация сложилась в рк и санкт-петербурге 
[4, 6, 7]. в Финляндии число больных в 2001–2015 гг. 
было в 10 раз выше, чем в сзФо [18]. всего с на-
чала регистрации туляремии в Финляндии в 1995 г. 
до 2019 г. зарегистрировано 5983 случая. вспышки 
регистрировались в 2000, 2003 и 2016 гг. (926, 823 
и 699 больных соответственно), в 1995–1996, 2006–
2007 и 2009 гг. (около 400), в 2012 г. (233 больных). 
в 2019 г. зарегистрировано лишь 48 случаев [2, 18], в 
центральной Швеции в этот год выявлено 979 боль-
ных [19]. по некоторым оценкам, в Финляндии ла-
бораторно подтверждаются и регистрируются не 
более 10 % от всех случаев туляремии. наличие 
иммуноглобулинов класса G к возбудителю туля-
ремии обнаружено в среднем в 2 % из 1045 проб 
крови, собранных в 2000–2001 гг. подавляющее 
число случаев болезни стабильно регистрирует-
ся в центральной Финляндии, северной и Южной 
остроботнии, расположенных в центральной части 
страны и по побережью ботнического залива [20]. 
территория с высокой заболеваемостью (выше 20–
40 на 100 тыс. населения) граничит с северными 
районами рк – лоухским и частично калевальским. 
районы с уровнем заболеваемости от 5 до 20 на 
100 тыс. населения близко расположены к границам 
ленинградской области и лахденпохскому району 
рк. но в целом ареал распространения туляремии в 
Финляндии несколько удален от восточных границ, 
что может объяснять различие уровней заболеваемо-
сти в этой стране и рк (рис. 2). 

по сравнению с предыдущим периодом эпиде-
мического неблагополучия в рк в 2010–2020 гг. сре-
ди заболевших в 3,9 раза выросла доля городского 
населения, составив 82,6 %, что лишь отчасти свя-
зано с изменением структуры населения республи-
ки. доля горожан среди ее жителей в 1953–1971 гг. 
составляла 64,9 %, в 2010–2020 гг. – 79,7 %. среди 
детей выявлено 12 случаев (9,9 %), из них 8 – у про-
живающих в городах. заражение не было связано с 
профессиональной деятельностью и происходило в 
основном на приусадебных участках, при работе на 
кладбище, при посещении леса, а также в лесопарко-
вой зоне петрозаводска. во всех случаях установлен 
трансмиссивный механизм заражения при укусе на-
секомого, наиболее частой локализацией которого, 
по наблюдениям за пациентами поликлиники, была 
голень. случаи туляремии регистрировались с кон-

рис. 1. число больных туляремией, зарегистрированных по ад-
министративным районам республики карелия в 1950–1971 гг. 
(черный цвет) и 2010–2020 гг. (красный цвет) 

Fig. 1. The numbers of tularemia patients registered in the adminis-
trative districts of the Republic of Karelia in 1950–1971 (black color) 
and 2010–2020 (red color)
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ца июля до конца октября, преимущественно в авгу-
сте. клинические формы удалось проанализировать 
у 56 пациентов: язвенно-бубонная форма составила 
77,8 %, бубонная – 14,8 %, зафиксировано по одному 
случаю абдоминально-бубонной (укус насекомого в 
надлобковую область) и легочной формы. тяжесть 
заболевания – легкая или средняя. трансмиссивный 
механизм передачи возбудителя с преобладанием 
язвенно-бубонной формы инфекции характерен и 
для других территорий сзФо [5, 17], Финляндии и 
Швеции [15, 20]. 

в 1967–1976 гг. против туляремии в восьми рай-
онах рк вакцинировано 81,7 тыс. человек (19,5 % 
населения), ревакцинировано 63,3 тыс. человек. 
сельские жители среди привитых составили лишь 
28,9 %, в то время как среди заболевших их доля 
в 2,7 раза больше. в последние годы вакцинация 
во зобновилась, но в небольших объемах: в 2015–
2018 гг. вакцинировано 75 человек, в 2019 г. – 865 
человек, в 2020 г. работа не проводилась. 

в рамках мониторинга природных очагов ту-
ляремии в последнее десятилетие ежегодно об-
следуются 7–11 районов рк (ранее 2–4 района). 
результаты исследования на антиген Fr. tularensis 
мелких млекопитающих, их гнезд и помета, погадок 
хищных птиц в 1980–2020 гг. свидетельствуют об 
активизации эпизоотического процесса в этом веке, 
особенно в последнее десятилетие, по сравнению с 
1980–1999 гг. (таблица). в последние десять лет ча-
стота обнаружения антигена при исследовании мел-
ких млекопитающих колебалась от 1,9–5,7 % (2011–
2015 и 2018 гг.) до 31,8 % (2016 г.) и 42,0–45,0 % 
(2010 и 2017 гг.). в 2019 и 2020 гг. она составила 27,0 
и 23,8 % соответственно. высокая частота положи-
тельных результатов в годы подъема заболеваемости 
(2016, 2017, 2020 гг.) являлась не только отражени-
ем активизации природных очагов инфекции, но и 
результатом более целенаправленного обследования 
территорий, с которыми связаны случаи заражения. 
из 528 проб воды поверхностных водоемов, иссле-

рис. 2. заболеваемость туля-
ремией в республике каре-
лия в 1995–2000 гг. и Фин-
ляндии в 1995–2019 гг. (на 
100 тыс. населения)

Fig. 2. The incidence of tulare-
mia in the Republic of Karelia 
in 1995–2020 and in Finland 
in 1995–2019 (per 100 000 of 
the population)

Частота обнаружения антигенов Francisella tularensis при исследовании мелких млекопитающих и прочего материала в 1980–2020 гг.  
в республике карелия 

The frequency of detection of Francisella tularensis antigens in the study of small mammals and other material in the Republic of Karelia  
in 1980–2020 

годы
Years

мелкие млекопитающие
Small mammals

погадки хищных птиц, гнезда, помет млекопитающих
Regurgitates of birds of prey, nests, mammal droppings

исследовано проб
number  

of samples examined

обнаружен антиген
antigen was detected исследовано проб

number  
of samples examined

обнаружен антиген
antigen was detected

абс. число
abs. number

%
абс. число

abs. number
%

1980–1989 424 44 10,4 –

1990–1999 1160 98 8,5 327 (1998–1999) 22 6,7

2000–2004, 2007 345 64 18,6 633 30 4,7

2010–2020 2547 595 23,4 651 203 31,2
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дованных методом биопроб в 1998–2020 гг., положи-
тельный результат получен в одном случае в 2016 г. 

признаки эпизоотической активности в раз-
ные годы выявлялись во всех районах республи-
ки. на основании критериев, содержащихся в 
санпин 3.3.686-21 «санитарно-эпидемиологиче-
ские требования по профилактике инфекционных 
болезней»: регистрация заболеваний людей, вы-
деление культур возбудителя от грызунов, члени-
стоногих, объектов внешней среды или регуляр-
ное выявление антигена в погадках птиц и помете 
хищных млекопитающих, – природные очаги в 
лахденпохском, сортавальском, питкярантском, 
суоярвском, олонецком, пряжинском, прионежском, 
кондопожском, сегежском, кемском, пудожском 
районах и петрозаводске расценены как активные. 
в 2017–2020 гг. антиген Fr. tularensis обнаружили 
у мелких млекопитающих, собранных в 13 районах 
(всего 1157 особей), в том числе в тех, где больные 
туляремией никогда не выявлялись: в лахденпохском 
(37,7 % из 122 проб), лоухском (62,5 % из 24 проб), 
калевальском (10,0 % из 30 проб), муезерском 
(2 из 3 проб) районах и г. костомукше (37,7 % из 
53 проб). в районах, где регистрировались боль-
ные, показатель составил 15,9–29,9 %, за исключе-
нием пудожского района, где все 37 исследованных 
зверьков оказались не инфицированы. 

большинство природных очагов туляремии от-
носятся к пойменно-болотному типу, что характерно 
в целом для сзФо [5]. в отдельных случаях очаги 
оценивались как луго-полевые, лесные или смешан-
ного типа. существование пойменно-болотных оча-
гов поддерживается за счет водяной крысы и других 
околоводных млекопитающих, лесных – рыжих по-
левок и лесных мышей, луго-полевых – всех видов 
полевок и других млекопитающих (му 3.1.2007-05 
«эпидемиологический надзор за туляремией»).  
в сзФо культуры Fr. tularensis выделяли от раз-
личных видов грызунов и насекомоядных [5].  
в Финляндии при расследовании вспышек показана 
роль полевок как источников инфекции, эксперимен-
тально доказана возможность их заражения, выявле-
на связь между изменением численности их популя-
ции и заболеваемостью населения [20–23].

в рк обитают высокочувствительные к туля-
ремии обыкновенная, рыжая, темная и водяная по-
левки, домашняя мышь, мышь-малютка, обыкновен-
ная и средняя бурозубки, ондатра (завезена в рк в 
1930-х гг. [9]) и менее чувствительные полевая мышь, 
черная и серая крысы, кутора [10]. исследования, про-
веденные в 1950-х гг., показали преобладание в отло-
вах мелких млекопитающих обыкновенной бурозуб-
ки и рыжей полевки (24,2 и 18,3 % соответственно), 
невысокую численность темной и обыкновенной 
полевок, лесной и полевой мыши, мыши-малютки 
(7,8–12,8 %), единичные находки водяной полевки 
и ондатры [10]. в современный период доминиро-
вание бурозубки обыкновенной и особенно рыжей 
полевки усилилось: в среднем за шесть лет (2012, 

2014–2015, 2019–2020 гг.) из 2631 пойманного зверь-
ка рыжие полевки составили 43,5 %, обыкновенные 
бурозубки – 37,0 %, темные полевки – 7,1 %, мыши-
малютки – 6,4 %, остальные виды – от 0,04 до 1,3 %. 
водяная полевка не обнаруживалась. численность 
зверьков в лесо-кустарниковых и луго-полевых ста-
циях в 2013–2020 гг. была существенно выше, чем во 
влажных: 13,2; 12,8 и 2,9 на 100 ловушко-суток со-
ответственно. антиген Fr. tularensis наиболее часто 
выделялся при лабораторном исследовании обык-
новенной бурозубки и рыжей полевки, существенно 
реже – темной полевки и мыши-малютки. 

в разных типах природных очагов резервуаром 
и переносчиками инфекции являются разные виды 
клещей: в пойменно-болотных – Ixodes apronophorus 
и другие виды норовых клещей (Laelaps muris, 
Haemolaelaps glasgowi, Hirstlonyssus isabellinus),  
в лесных – I. ricinus, I. persulcatus и I. triangulicers, 
в луго-полевых – Dermacentor reticulatus и D. pictus 
[10, му 3.1.2007-05]. в архангельской области 
инфицированность иксодовых клещей состави-
ла 9,7 % [17]. в Финляндии и Швеции в качестве 
основных переносчиков туляремии рассматривают 
комаров рода Aedes, роль Ae. cinereus подтвержде-
на во время расследования вспышки в Швеции в 
2019 г. [15, 19]. в рк обитают L. muris и H. isabel-
linus, зараженность ими бурозубки обыкновенной и 
рыжей полевки невысока – 0–29,5 % [10]. видовой 
состав иксодовых клещей в основном представ-
лен I. persulcatus и I. trianguliceps, реже – I. ricinus 
и D. marginatus [11, 12]. при исследовании гамазо-
вых клещей и блох методом биопроб в 2010–2015 гг.  
(60 проб), а также иксодовых клещей – методом пцр 
в 2016–2020 гг. (551 клещ) в одном случае обнаруже-
на днк Fr. tularensis. 

несмотря на то, что в рк ежегодно 3–4 тыс. че-
ловек обращаются за медицинской помощью по по-
воду присасывания клещей, случаев заражения туля-
ремией, связанных с клещами, не выявлено. анализ 
записей в медицинской документации 1137 пациен-
тов, у которых присасывание клещей произошло в 
мае – сентябре 2017–2019 гг. (в основном на терри-
тории прионежского и пряжинского районов), также 
не выявил лиц с симптомами первичного аффекта в 
месте присасывания клеща и регионального лимфа-
денита. у пациентов, пострадавших от клещей, зара-
женных возбудителями других заболеваний, имели 
место отсутствие лихорадки и нормальный размер 
лимфатических узлов в течение месяца, пока они на-
блюдались инфекционистами. ни в одном случае в 
течение месяца после удаления клеща пациенты не 
обращались к хирургам. 

все случаи заражения в 2010–2020 гг. связаны 
с укусами насекомых. на территории рк обнаружен 
31 вид и подвид кровососущих комаров с преобла-
данием рода Aedes, 37 видов кровососущих мошек, 
15 видов мокрецов и 36 видов слепней [13]. на за-
раженность Fr. tularensis насекомые не исследова-
лись. массовое нападение гнуса на теплокровных, 
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как правило, наблюдается в июне – первой половине 
июля [13], что совпадает с периодом распростране-
ния туляремии среди грызунов. мокрецы имеют вто-
рой период активности – в августе, что соответству-
ет периоду максимальной частоты заражений людей. 
помимо обычных для летающих кровососущих 
типов нападения, у мокрецов выявлен еще один – 
наползание по ногам, что определяет локализацию 
укусов на голени [14]. 

результаты мониторинга природных очагов ту-
ляремии в рк свидетельствуют об активизации эпи-
зоотического процесса и его распространении прак-
тически на всю ее территорию. резервуар инфекции, 
имеющий наибольшее эпидемиологическое значе-
ние в настоящее время, по-видимому, составляют 
рыжая полевка и обыкновенная бурозубка, что обу-
словлено высокими индексами их доминирования и 
показателями численности. активное участие в эпи-
зоотическом процессе рыжей полевки и обыкновен-
ной бурозубки говорит о том, что помимо пойменно-
болотного для рк в настоящее время характерен 
лесной тип очага. переносчиками, с которыми свя-
зано заражение людей, являются кровососущие на-
секомые, но роль отдельных видов членистоногих, 
участвующих в сохранении природных очагов и за-
ражении людей, требует дальнейшего изучения. 

эпидемиологическая ситуация в 2010–2020 гг. 
отличается от ситуации в 50–60-х гг. прошлого века 
более высоким уровнем заболеваемости с преоб-
ладанием язвенно-бубонной формы, активным во-
влечением в процесс городского населения, отсут-
ствием среди больных лиц, чья профессиональная 
деятельность связана с пребыванием в природных 
очагах инфекции. для объективной оценки ситуации 
необходимы проведение анализа иммунной струк-
туры разных групп населения и повышение насто-
роженности медицинских работников в отношении 
диагностики туляремии, особенно в лахденпохском 
и северных районах рк. необходимо повышение 
информированности населения и органов исполни-
тельной власти об эпизоотологической ситуации, ак-
туальном для региона механизме заражения, харак-
терных для заболевания симптомах, мерах личной и 
общественной профилактики. 

конфликт интересов. авторы подтверждают 
отсутствие конфликта финансовых/нефинансовых 
интересов, связанных с написанием статьи.
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Применение геоинформационнЫх технологий  
для оценки эПиЗоотологичеСкой и эПидемиологичеСкой оБСтановки  

По СиБирСкой яЗве в волгоградСкой оБлаСти
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цель исследования – оценка эпизоотологической и эпидемиологической обстановки по сибирской язве в 
волгоградской области в 1920–2019 гг., районирование территории по степени неблагополучия по инфекции с 
использованием геоинформационных технологий. материалы и методы. изучены отчетные данные управления 
роспотребнадзора, комитета ветеринарии волгоградской области, литературные источники. гис-платформой 
послужила программа ESRI-ArcGIS 10. при районировании по степени неблагополучия по сибирской язве ад-
министративных территорий области применен индекс эпизоотичности. результаты и обсуждение. в настоя-
щее время в волгоградской области зафиксировано 529 стационарно неблагополучных по сибирской язве пунк-
тов, находящихся в 33 районах, учтено 53 сибиреязвенных захоронения в 20 районах. за период 1970–2019 гг. 
выявлено 226 случаев инфекции сельскохозяйственных животных и 37 случаев сибирской язвы среди людей. 
большинство стационарно неблагополучных по сибирской язве пунктов (347 пунктов, 66 %) сформировано в 
период 1930–1949 гг. максимум активности инфекции отмечен в 1930–1959 гг. проведено районирование тер-
ритории волгоградской области с использованием ESRI-ArcGIS 10, в результате чего муниципальные районы 
разделены на четыре группы по степени неблагополучия в отношении сибирской язвы. изучена потенциальная 
опасность различных почвенно-ландшафтных зон в сохранении сибиреязвенного микроба. выявлено, что черно-
земные, каштановые, темно-каштановые типы почв, занимающие более 50 % всей площади области и преоб-
ладающие в зонах умеренно-засушливых, сухих степей, наряду с аллювиальными луговыми почвами речных 
долин, пойм рек весьма благоприятны для сохранения возбудителя сибирской язвы. территория волгоградской 
области эндемична по данной инфекции, а эпизоотолого-эпидемиологическое благополучие в регионе во многом 
зависит от полноты, своевременности проведения комплекса профилактических мероприятий. применение гео-
информационных технологий обеспечивает всесторонний анализ проявлений активности инфекции с достовер-
ным совершенствованием системы противосибиреязвенного надзора, организацией контроля в принятии диффе-
ренцированных управленческих решений.

Ключевые слова: сибирская язва, эпизоотолого-эпидемиологическая обстановка, заболеваемость, стационар-
но неблагополучный по сибирской язве пункт, сибиреязвенное захоронение, гис-технологии.
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Application of Geoinformation technologies for Assessment of the epizootiological  
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Abstract. Objective of the study was to assess the epizootiological and epidemiological situation on anthrax in the 
Volgograd Region in the period of 1920–2019, to zone the territory according to the degree of disadvantage as regards 
anthrax using geographic information technologies. Materials and methods. The reporting data of the Rospotrebnadzor 
Administration, Veterinary Committee in the Volgograd Region, and literature sources were studied. ESRI-ArcGIS 10 
software was used as a GIS-platform. Epizootic index was applied in the zoning according to the degree of disadvantage 
regarding anthrax in the territories of the region. Results and discussion. Currently, 529 stationary potentially hazardous 
as regards anthrax areas have been registered in 33 districts of the Volgograd Region, 53 anthrax burial sites are account-
ed for in 20 districts. During the period of 1970–2019, 226 cases of infection of farm animals and 37 cases of anthrax 
among humans were detected. Most of the stationary potentially hazardous as regards anthrax areas (347 sites, 66 %) 
were formed in 1930–1949. Maximum activity was observed in 1930–1959. The zoning of the territory of the Volgograd 
Region was carried out using ESRI-ArcGIS 10 software, as a result of which the municipal districts were divided into four 
groups according to the degree of disadvantage regarding anthrax. The potential of different soil and landscape zones 
in the persistence of the anthrax microbe was studied. It has been found that chernozem, chestnut, dark-chestnut soil 
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несмотря на значительные успехи, достиг-
нутые в борьбе с сибирской язвой, современная 
эпизоотолого-эпидемиологическая обстановка по 
данной инфекции в странах мира продолжает оста-
ваться напряженной, неустойчивой, далекой от бла-
гополучия [1–3].

регион Южного федерального округа (ЮФо), 
наряду с северо-кавказским, исторически всегда 
характеризовался нестабильностью в отношении 
сибирской язвы, высокой заболеваемостью сибире-
язвенной инфекцией животных и людей, что в зна-
чительной мере связано с широкой распространен-
ностью на юге россии стойких почвенных очагов 
сибирской язвы, в которых сохраняется угроза воз-
никновения повторных вспышек инфекции в тече-
ние многих десятилетий [4–6].

волгоградская область, расположенная на 
юго-востоке русской равнины, является важным 
агроэконо ми ческим субъектом ЮФо с многоотрас-
левым сельским хозяйством, развитым животновод-
ством и обеспечивает тесные торгово-транспортные 
отношения россии со странами европы и 
центральной азии [7–8].

на территории волгоградской области, отли-
чающейся наличием достаточно большого количе-
ства стационарно неблагополучных по сибирской 
язве пунктов (снп), неучтенных сибиреязвенных 
захоронений (сяз), имеются определенные риски 
возникновения эпизоотий сибирской язвы, случаев 
инфекции среди людей, ухудшения эпизоотолого-
эпидемиологической ситуации [9]. в связи с этим 
возникает необходимость детального изучения ак-
тивности сибирской язвы в прошлом, в современ-
ных условиях, слежения за состоянием, активиза-
цией почвенных очагов и снп. применение тех-
нологий географических информационных систем 
(гис-технологий) как эффективного метода реги-
страции и анализа способствует систематизации 
данных, совершенствованию общего эпизоотолого-
эпидемиологического надзора за инфекцией [10].

цель работы – оценка эпизоотологической и 
эпидемиологической обстановки по сибирской язве в 
волгоградской области в течение 1920–2019 гг., райо-
нирование территории по степени неблагополучия 
по инфекции с использованием гис-технологий.

материалы и методы

для характеристики эпизоотолого-эпидемио-
логической обстановки по сибирской язве в волго-
градской области проанализированы материалы 
комитета ветеринарии, управления рос потреб-
надзора по волгоградской области, справочные из-
дания и литературные источники. в среде програм-
мы Microsoft Excel разработана геоинформационная 
база данных снп и сяз, в которую вносились ак-
туализированные сведения по административным 
районам, населенным пунктам, хозяйствам и др., 
где зарегистрированы проявления сибирской язвы 
с включением лет регистрации инфекции, данных 
о количестве и видовом составе павших животных, 
числе больных людей, а также географических коор-
динатах размещения снп и сяз. информация базы 
данных вводилась в гис-программу ESRI-ArcGIS10 
для построения нозогеографических электронных 
карт (м. 1:200000) с пространственной моделью рас-
положения снп и сяз в виде отдельных условных 
знаков (точек и т.п.) [11–14]. при районировании 
территории области по степени неблагополучия по 
сибирской язве использован индекс эпизоотично-
сти (иэ) по м.г. таршису [15]: иэ=(n·t):(N·T), где 
n – число снп в районе; t – число лет, в течение ко-
торых отмечена активность инфекции в районе; N – 
число всех населенных пунктов в районе; т – общее 
число лет наблюдения.

результаты и обсуждение

для изучения особенностей эпизоотологической 
и эпидемиологической обстановки по сибирской язве 

types, which occupying more than 50 % of the total region area and predominate in the zones of moderately arid and dry 
steppes, alongside alluvial meadow soils of river valleys, floodplains of rivers are very favorable for the persistence of 
the anthrax pathogen. The territory of the Volgograd Region is endemic for this infection and epizootiological and epide-
miological well-being in the region largely depends on the completeness and timelines of preventive measures. The use 
of geographic information technologies provides a comprehensive analysis of the infection activity manifestations with 
reliable improvement of the anti-anthrax surveillance system and control in making differentiated managerial decisions.

Key words: anthrax, epizootiological and epidemiological situation, morbidity, stationary potentially hazardous as 
regards anthrax area, anthrax burial site, GIS-technologies.
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в волгоградской области проанализировано 10 деся-
тилетних временных периодов за 100 лет, с 1920 по 
2019 год. при этом стоит учесть, что официальная ре-
гистрация сибирской язвы в области стала проводить-
ся с 1900 г. [16]. в настоящее время в волгоградской 
области актуализированы данные о 529 снп, за-
фиксированных во всех 33 муниципальных районах 
(таблица). наибольшее число снп (46) зарегистри-
ровано в урюпинском районе, на территории вось-
ми районов (алексеевский, жирновский, еланский, 
камышинский, котельниковский, нехаевский, 
сера фимовичский, суровикинский) размещено от 

20 до 26 пунктов, а в остальных 24 районах лока-
лизовано менее 20 снп. наименьшее количество 
снп отмечено в четырех районах: кумылженском 
(5 снп), новоаннинском (3), руднянском (4), чер-
нышковском (4). в ходе рассмотрения особенностей 
формирования снп в волгоградской области по-
казано, что в первом десятилетнем периоде (1920–
1929 гг.) появилось 11 снп (2,1 %), а большинство 
неблагополучных пунктов сформировано в 1930–
1949 гг. – 347 снп (66 %). в дальнейшие годы по-
явление новых снп резко сокращалось: с 1950 по 
1959 год выявлено 92 снп (17,4 %), с 1960 по 1969 

формирование стационарно неблагополучных по сибирской язве пунктов в Волгоградской области по периодам в течение 1920–2019 гг.
The formation of the stationary potentially hazardous as regards anthrax areas in the Volgograd Region by the periods during 1920–2019

районы / Districts
кол-во снп

Number  
of anthrax areas

периоды, годы
Periods, years

1920–
1929

1930–
1939

1940–
1949

1950–
1959

1960–
1969

1970–
1979

1980–
1989

1990–
1999

2000–
2019

алексеевский / Alekseevsky 21 – 11 4 4 2 – – – –

быковский / Bykovsky 14 – 9 3 – 1 1 – – –

городищенский / Gorodishchensky 9 – 6 – 1 1 – 1 – –

даниловский / Danilovsky 16 – 2 4 8 2 – – – –

дубовский / Dubovsky 17 1 15 – 1 – – – – –

еланский / Elansky 20 – 1 10 2 6 1 – – –

жирновский / Zhirnovsky 21 – 7 8 4 2 – – – –

иловлинский / Ilovlinsky 18 – 5 6 6 1 – – – –

калачевский / Kalachevsky 17 – 8 3 5 – 1 – – –

камышинский / Kamyshin 25 – 5 11 9 – – – – –

киквидзенский / Kikvidzensky 10 – 6 1 2 1 – – – –

клетский / Kletsky 19 – 6 3 4 3 3 – – –

котельниковский / Kotel’nikovsky 26 – 19 3 3 1 – – – –

котовский / Kotovsky 15 – 9 3 – 3 – – – –

кумылженский / Kumylzhensky 5 – – – 2 3 – – – –

ленинский / Leninsky 16 – 12 2 – 1 1 – – –

михайловский / Mikhailovsky 7 – – 4 2 1 – – – –

нехаевский / Nekhaevsky 21 – 3 5 7 4 1 – – 1

николаевский / Nikolaevsky 10 – 10 – – – – – – –

новоаннинский / Novoanninsky 3 – – – 2 1 – – – –

новониколаевский / Novonikolaevsky 17 – 5 11 – 1 – – – –

октябрьский / Oktyabrsky 19 – 4 8 5 2 – – – –

ольховский / Olkhovsky 11 – 7 1 1 2 – – – –

палласовский / Pallasovsky 6 – – – – 5 1 – – –

руднянский  / Rudnyansky 4 – – – – 2 1 1 – –

светлоярский / Svetloyarsky 11 1 4 3 – 2 1 – – –

серафимовичский / Serafimovichsky 23 – 6 4 9 3 1 – – –

среднеахтубинский / Sredneahtubinsky 16 – 6 8 2 – – – – –

старополтавский / Staropoltavsky 18 – 9 5 – 2 2 – – –

суровикинский / Surovikinsky 25 – 7 10 6 1 – – – 1

урюпинский / Uryupinsky 46 9 17 12 6 1 – – 1 –

Фроловский / Frolovsky 19 – 8 8 1 2 – – – –

чернышковский / Chernyshkovsky 4 – – – – 4 – – – –

итого
Total

абс. / abs. 529 11 207 140 92 60 14 2 1 2

% 100 2,08 39,13 26,47 17,39 11,34 2,65 0,38 0,19 0,38
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год – 60 (11,3 %), с 1970 по 1979 год – 14 (2,7 %), с 
1980 по 2019 год – 5 (0,95 %).

максимум активности сибирской язвы в волго-
градской области приходится на 1930–1959 гг. с 
активизацией от 178 до 213 снп в 30 районах при 
наиболее высоких проявлениях неблагополучия в 
урюпинском, котельниковском, камышинском и 
жирновском районах. в 1960–1969 гг. насчитыва-
лось 135 проявлений активности снп в еланском 
(10 снп активных 11 раз) и клетском (8 снп с 
12-кратной активностью). в 1970–1979 гг. активи-
зировалось 44 снп в 23 районах. в 1990–1999 гг. 
активность проявили 5 снп, в 2000–2009 гг. и 2010–
2019 гг. – по 4 пункта с выявлением в 1990–2019 гг. 
13 случаев инфекции среди людей. 

установлено, что большинство снп (525, т.е. 
99,2 %) отличалось активностью более 30–50 лет тому 
назад, поэтому данные пункты можно считать стары-
ми неманифестными. новыми снп стали по одному 
пункту в суровикинском (х. новодербеновский) и 
нехаевском районах (с. краснополье) с заболева-
ниями сельскохозяйственных животных (схж) и 
людей, впервые отмеченными в 2010 и 2016 гг. со-
ответственно (таблица). 

наиболее точные данные о количестве заболев-
ших (павших) от сибирской язвы схж и числе боль-
ных людей доступны за последние 50 лет, начиная 
с 1970 г. в течение этого периода в 26 районах от-
мечено 226 случаев заболевания схж (133 головы  
[гол.] крупного рогатого скота [крс], 8 гол. мелкого 
рогатого скота [мрс], 85 свиней), из которых пало 
181 схж (106 гол. крс, 8 гол. мрс, 67 свиней). 
максимум случаев инфекции среди схж приходит-
ся на старополтавский район, где в 1972–1991 гг. 
определено 4 гол. заболевших (4 павших) крс и 
70 заболевших (52 павших) свиней (33 % всех слу-
чаев), и октябрьский район – 59 гол. заболевших 
(36 павших) крс и 3 гол. заболевших (3 павших) 
мрс (27 %) в 1970–2014 г. (рис. 1).

на протяжении 1973–2014 гг. в 14 районах за-
фиксировано 37 случаев заболевания людей, закон-
чившихся выздоровлением. наибольшее количество 
больных сибирской язвой отмечено в октябрьском 
(6 человек), калачевском (5) и быковском (4) райо-
нах. в пяти районах (городищенский, даниловский, 
киквидзенский, иловлинский, кумылженский) про-
явления сибирской язвы у животных и людей на про-
тяжении 1970–2019 г. не зарегистрированы. 

существенное влияние на снижение случаев 
инфекции оказало введение в 1950–1960 гг. ежегод-
ной вакцинации против сибирской язвы восприим-
чивых животных, а резкий спад числа заболевших 
животных и людей в 1980-х гг. связан с реализацией 
двукратной вакцинации схж практически на всей 
территории бывшего советского союза [7, 17–18].

как видно из рис. 1, наиболее высокое количе-
ство случаев инфицирования животных и людей на-
блюдалось в 1970–1989 гг., когда заболели 208 схж 
(116 гол. крс, 7 гол. мрс, 85 свиней) и 24 человека. 
в последующие годы заболеваемость сибирской яз-
вой животных и людей неуклонно снижалась. так, 
в течение 20 лет (1990–2009 гг.) пали от сибирской 
язвы 14 гол. крс и заболели 8 человек. в послед-
нем десятилетии (2010–2019 гг.) обстановка по си-
бирской язве складывалась следующим образом: 
зарегистрировано 4 павших схж и 5 больных лю-
дей. в 2010 г. сибиреязвенная инфекция выявлена 
в суровикинском (2 чел., 1 гол. крс), в 2011 г. –  
в котельниковском (2 чел., 1 гол. мрс), в 2014 г. – 
в октябрьском (1 чел., 1 гол. крс) и нехаевском 
(1 гол. крс) районах. 

согласно материалам комитета ветеринарии, 
на территории 20 районов волгоградской области 
учтено 53 сяз. к сожалению, сведения о характе-
ре обустройства данных захоронений отсутствуют, 
известно только, что они бесхозные. это позволяет 
предположить частичное или полное несоответ-
ствие условий содержания 53 сяз регламентиро-
ванным правилам. однако имеются некоторые до-
полнительные данные о сроках и кратности захоро-
нения животных. до 1950–1960 гг. захоранивались 
трупы павших животных, а в последующие годы – 
их останки после сжигания. так, сяз, в которых 
первый раз захоронение животных проводилось 
до 1960 г., оказалось 33, при этом кратность захо-
ронений могла достигать внушительных цифр – 60. 
к примеру, в р.п. елань еланского района с 1940 по 
1979 год в одном сяз захоранивались трупы жи-
вотных десять раз. естественно, что подобные сяз 
имеют большую опасность и требуют постоянного 
надзора. исследования ветеринарно-санитарного со-
стояния сяз и степени их эпизоотолого-эпидемио-
логической опасности в волгоградской области бу-
дут продолжены.

закономерность экологической приуроченности 
сибирской язвы является важным критерием, который 

рис. 1. динамика заболеваемости сибир-
ской язвой сельскохозяйственных живот-
ных и людей в волгоградской области за 
период 1970–2019 гг.

Fig. 1. Dynamics of the incidence of anthrax in 
farm animals and population in the Volgograd 
Region for the period of 1970–2019
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необходимо учитывать в прогнозах эпизоотолого-
эпидемиологической ситуации, дифференцирован-
ном планировании противосибиреязвенных ме-
роприятий. с целью проведения сравнительного 
анализа неблагополучия районов волгоградской 
области по сибиреязвенной инфекции в процессе 
эпизоотолого-эпидемиологического районирования 
территорий рассчитан иэ и применена программа 
ESRI-ArcGIS 10 [12–15]. в результате получены дан-
ные, позволяющие разделить районы области на че-
тыре группы (рис. 2). 

в четвертой группе с очень высоким неблагопо-
лучием (показатели иэ – от 0,1029 до 0,1479) выде-
лено восемь районов (еланский, жирновский, камы-
шинский, котельниковский, клетский, октябрь ский, 
суровикинский, урюпинский) при наибольшей на-
пряженности эпизоотолого-эпидемиологической си-
туации в течение всего исследуемого периода (свы-
ше 479 случаев заболевания животных). в еланском, 
камышинском, клетском, октябрьском районах на-
блюдался максимум активности инфекции с 1971 г. 
в 1971 г. в октябрьском районе выявлено 50 заболев-
ших гол. крс, 1 гол. мрс, пали от сибирской язвы 
24 схж. в урюпинском районе, имеющем самую 
высокую степень неблагополучия, за 1928–1994 гг. 
66 существовавших снп были активны более 34 лет 
с регистрацией 164 случаев заболевания сибирской 
язвой животных при отсутствии случаев сибиреяз-
венной инфекции среди людей.

третья группа с высоким неблагополучием 
(показатели иэ – от 0,0626 до 0,0917) объединя-
ет 11 районов, имеющих в совокупности 187 снп, 
длительные периоды активности инфекции (от 
13 лет в дубовском и до 23 лет в новониколаевском 
районах). общее число заболевших животных в 
1927–1989 гг. в районах третьей группы превышает 
300 гол. в 1989 г. в старополтавском районе наблю-
далась вспышка сибирской язвы среди 70 свиней.

вторая группа со средней степенью неблагопо-
лучия (показатели иэ – от 0,0313 до 0,0569) включа-
ет семь районов, характеризующихся более низкими 
значениями числа лет активности снп, количества 
павших животных по сравнению с данными третьей 
и четвертой групп. так, в николаевском районе в 
1936–1977 гг. сибирская язва выявлена у 57 схж, а 
в алексеевском и иловлинском районах с 1930-х гг. 
инфекция отмечена у 33 и 38 схж соответствен-
но. на остальные четыре района (городищенский, 
калачевский, ольховский, среднеахтубинский) при-
ходится свыше 50 случаев заболевания сибирской 
язвой животных за все время наблюдения.

к первой группе, отличающейся низкой степе-
нью неблагополучия по сибирской язве и являющей-
ся относительно благополучной по данной инфекции 
(значения иэ – от 0 до 0,0210), относятся семь райо-
нов со сравнительно небольшим числом снп (39). 
заболевания животных и людей отмечены в основ-
ном в 1930–1960 гг., а в 1970–1986 гг. выявлено все-

рис. 2. эпизоотологическое районирование по сибирской язве территории волгоградской области

Fig. 2. Epizootiological zoning of the Volgograd Region as regards anthrax 
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го два случая инфекции людей в михайловском и 
палласовском районах, девять случаев падежа крс 
и один случай – среди мрс в четырех районах.

волгоградская область входит в степную и по-
лупустынную природные зоны, которые сменяются 
с северо-запада на юго-восток; почвы представле-
ны черноземными, каштановыми, аллювиальными 
типами, песками, солонцами, солончаками [19, 20]. 
известно, что активность возбудителя сибирской 
язвы в снп связана с почвенно-климатическими 
условиями [11, 15, 21]. наиболее длительно сибире-
язвенный микроб сохраняет свою жизнеспособность 
в черноземах, других богатых гумусом почвах при 
щелочной, нейтральной реакции, высокой влаж-
ности [20]. с помощью гис-технологий изучена 
пространственно-территориальная, экологическая 
приуроченность снп к различным почвенным зо-
нам волгоградской области [12–15, 19–22].

как видно из рис. 3, наибольшее число снп раз-
мещено в зонах каштановых (143 снп, 27,03 %), ал-
лювиальных луговых почв (114 снп, 21,55 %), чер-
ноземов обыкновенных (89 снп, 16,82 %) и светло-
каштановых (83 снп, 15,69 %). на темно-каштано-
вых почвах и песках расположено 56 (10,59 %) и 
20 снп (3,78 %) соответственно. наименьшее число 
пунктов (12 снп, 2,27 %) находится на черноземах 
южных, а на солонцах, солончаках снп отсутству-
ют. черноземные, каштановые, темно-каштановые 
типы почв, занимающие более 50 % всей площади 
области и преобладающие в умеренно-засушливых, 

сухих степях, вместе с аллювиальными луговыми 
почвами речных долин, пойм рек имеют достаточ-
но высокие плодородные свойства с уровнем гуму-
са до 5–9 % и весьма благоприятны для вегетации, 
сохранения, укоренения сибиреязвенного микроба. 
в то же время светло-каштановые почвы на востоке 
области, в зоне полупустынь, наряду с солонцами и 
солончаками неблагоприятны для сохранения воз-
будителя сибирской язвы, и эти почвы можно отне-
сти к территориям относительного благополучия по 
инфекции, что соответствует полученным данным 
эпизоотологического районирования волгоградской 
области (см. рис. 2).

гис-технологии, применяемые при проведении 
настоящей работы, являлись основным инструмен-
том изучения эпизоотолого-эпидемиологической об-
становки в волгоградской области. с помощью гис 
составлены электронные карты с привязкой всех 
снп и сяз по географическим координатам, дана 
полная характеристика районов области по числу 
снп, годам проявления активности инфекции, ко-
личеству больных животных и людей. при райони-
ровании территорий, определении экологической 
приуроченности снп к почвенным, ландшафтным 
зонам также использованы гис-технологии. 

таким образом, ретроспективный анализ эпи-
зоотолого-эпидемиологической ситуации свиде-
тельствует о том, что вся территория волгоградской 
области (33 района) эндемична по сибирской язве. 
эндемичность инфекции в регионе с 529 выявлен-

рис. 3. размещение стационарно неблагополучных по сибирской язве пунктов в различных почвенных зонах волгоградской области

Fig. 3. Location of the stationary potentially hazardous as regards anthrax areas in the various soil zones of the Volgograd Region
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ными снп усугубляется тем обстоятельством, что 
в 20 районах имеются 53 бесхозных сяз с неиз-
вестным обустройством. в 1920–2019 гг. колеба-
ния числа активных снп носили неоднородный 
характер, что связано с влиянием различных фак-
торов на проявления сибирской язвы. проведенный 
эпизоотолого-эпидемиологический анализ позволил 
осуществить эпизоотологическое районирование 
административных территорий волгоградской об-
ласти. по показателям иэ районы можно условно 
разделить на благополучные и неблагополучные по 
сибирской язве. показано, что сибиреязвенная ак-
тивность на различных территориях субъекта, а так-
же полученные значения иэ существенно связаны 
с экологической приуроченностью снп к опреде-
ленным типам почв, преобладающим ландшафтам 
волгоградской области. 

для поддержания стабильного эпизоотолого-
эпидемиологического благополучия по сибирской 
язве в регионе решающую роль имеют профилакти-
ческие противосибиреязвенные мероприятия, про-
водимые службами ветеринарии и роспотребнадзора 
(иммунизация людей и восприимчивых живот-
ных в установленные сроки), а применение гис-
технологий служит эффективным инструментом 
всестороннего анализа проявлений инфекции при 
достоверном совершенствовании существующей 
системы противосибиреязвенного надзора, монито-
ринга, обеспечения контроля в принятии дифферен-
цированных управленческих решений.
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В.н. савельев1, а.н. куличенко1, и.В. савельева1, д.а. ковалев1, Т.В. Таран1, е.и. Подопригора1,  
В.В. сосунов2, Т.В. радаева2

теСт-СиСтема для идентификации тиПичнЫх и генетичеСки иЗмененнЫх  
вариантов холернЫх виБрионов Биовара эль тор методом Пцр  

в режиме реального времени
1ФКУЗ «Ставропольский научно-исследовательский противочумный институт», Ставрополь, Российская Федерация;  

2ООО «ДНК-СИНТЕЗ», Москва, Российская Федерация

цель работы – анализ и оценка результатов пцр-тест-системы «гены V. cholerae вариант ctxB-rtxC, FL» для 
идентификации Vibrio cholerae O1 с дифференциацией на типичные токсигенные и генетически измененные ва-
рианты в мультиплексном формате с гибридизационно-флуоресцентным методом учета результатов в режиме 
реального времени. материалы и методы. для достижения указанной цели в работе представлен набор реаген-
тов пцр-тест-системы «гены V. cholerae о1 вариант ctxB-rtxC, FL», а также способ осуществления идентифика-
ции V. cholerae O1 с дифференциацией на типичные токсигенные и генетически измененные варианты. изучены 
специфичность, специфическая активность и чувствительность разработанной тест-системы на 35 штаммах 
V. cholerae O1, 6 штаммах V. cholerae non O1, 5 гетерологичных штаммах (Shigella zonnei – 2 штамма, по одно-
му штамму Salmonella typhimurium, S. enteritidis, Escherichia coli). результаты и обсуждение. набор реагентов 
пцр-тест-системы «гены V. cholerae вариант ctxB-rtxC, FL» выявляет в геноме токсигенных V. cholerae о1 фраг-
менты днк генов ctxBСl, ctxBEl, rtxC (обладает специфической активностью, аналитическая чувствительность  
1∙103 гэ/мл) и не обнаруживает данные гены у нетоксигенных V. cholerae о1 и non O1, а также у гетерологич-
ных штаммов микроорганизмов (показана специфичность 100 %). на пцр-тест-систему «гены V. cholerae вари-
ант ctxB-rtxC, FL» получен патент рФ № 2732448, опубл. 24.08.2020, бюл. № 24. пцр-тест-система «гены Vibrio 
chole rae о1 вариант ctxB-rtxC, FL» может быть использована для повышения эффективности системы эпиде-
миологического надзора за холерой и проведения обоснованного объема противоэпидемических мероприятий в 
случае ее завоза на территорию российской Федерации. 

Ключевые слова: типичные токсигенные и генетически измененные варианты холерного вибриона биовара 
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Abstract. The aim of the work was to analyze and assess the results of using PCR test-system “V. cholerae variant 
ctxB-rtxC FL genes” for identification of Vibrio cholerae O1 with differentiation between typical toxigenic and geneti-
cally modified variants in a multiplex format with a real-time hybridization-fluorescent recording of results. Materials 
and methods. To achieve this goal, a set of reagents for the PCR test-system “V. cholerae O1 variant ctxB-rtxC FL 
genes”, as well as a method for identifying V. cholerae O1 with differentiation between typical toxigenic and genetically 
altered variants were utilized. The specificity, specific activity and sensitivity of the developed test-system by the ex-
ample of 35 V. cholerae O1 strains, 6 V. cholerae non-O1 strains, 5 heterologous strains (Shigella zonnei – 2 strains, one 
Salmonella typhimurium strain, S. enteritidis, Escherichia coli) were investigated. Results and discussion. The panel of 
reagents for the PCR test system “V. cholerae variant ctxB-rtxC FL genes” detects DNA fragments of the ctxBCl, ctxBEl, 
rtxC genes in the genome of toxigenic V. cholerae о1 (has specific activity, analytical sensitivity 1·103 GE/ml) and does 
not detect these genes in non-toxigenic V. cholerae O1 and non-O1, as well as in heterologous strains of microorgan-
isms (100 % specificity). RF Patent No. 2732448 was granted for the PCR test-system “V. cholerae variant ctxB-rtxC FL 
genes”. It can be used to increase the efficiency of the epidemiological surveillance system and to carry out a justified 
scope of anti-epidemic measures in the event of cholera importation into the territory of the Russian Federation.
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identification of the causative agent of cholera.
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типичные токсигенные холерные вибрионы био-
вара эль тор (Vibrio cholerae O1 biotype El Tor, Hly–, 
ctxA+) за счет присутствия в геноме дополнитель-
ных блоков генов, обеспечивающих высокий уро-
вень адаптации к меняющимся условиям окружаю-
щей среды (островов патогенности (VPI-I, II) и пан-
демичности (VSP-Ι, II)) [1–3], явились этиологиче-
ским фактором холеры в азии (1961–1969 гг.), азии, 
африке, европе, сШа, океании (1970–1980 гг.), 
азии, африке, европе, сШа, океании, австралии 
(1981–1990 гг.) [4–11]. 

в начале 90-х гг. прошлого столетия появились 
штаммы холерного вибриона о1 серологической 
группы с фено- и генотипическими признаками клас-
сического и эль тор биоваров, получивших назва-
ние «генетически измененные» (геноварианты) или 
«гибридные» варианты холерных вибрионов биова-
ра эль тор [12, 13], и они являются доминантными 
этиологическими агентами современного этапа раз-
вития седьмой пандемии холеры эль тор, начавше-
гося в 1990-е гг., а в первые два десятилетия ххI в. 
получили глобальное распространение.

эволюционные преобразования типичного ток-
сигенного биовара эль тор в гибридный вариант 
сопровождались изменениями структуры генов ко-
ровой области профагов СТХⱷ и RS1ⱷ. в результате 
горизонтального переноса генов образовались гено-
типы с различными комбинациями генов патогенно-
сти типичного эль тор и классического биовара. при 
этом геномы названных вариантов биовара эль тор 
обязательно содержат ген ctxBCl, кодирующий био-
синтез энтеротоксина классического типа (ст1) [14]. 
вместе с тем эволюционные преобразования в ги-
бридный вариант не затронули гены «домашнего 
хозяйства», в частности ген rtxC, специфичный для 
типичного токсигенного биовара эль тор. при этом 
в реакции полимеразной цепной реакции типичные 
токсигенные штаммы биовара эль тор образуют ам-
пликоны к генам ctxBEl и rtxC, а генетически изме-
ненные варианты биовара эль тор образуют ампли-
коны к генам ctxBCl и rtxC. 

учитывая генетические особенности гибрид ных 
вариантов эль тор, специалисты роснипчи «мик-
роб» разработали «набор реагентов для иденти-
фикации токсигенных штаммов Vibrio cholerae о1 
классического и эль тор биоваров и дифференциа-
ции эль тор вибрионов на типичные и измененные 
методом мультилокусной полимеразной цепной ре-
акции с электрофорезным учетом результатов (ген 
Vibrio cholerae вариант ctxB-рэФ)» [15, 16]. 

цель работы – анализ и оценка результатов 
пцр-тест-системы «гены Vibrio cholerae о1 вариант 

ctxB-rtxC, FL» для идентификации V. cholerae O1 с 
дифференциацией на типичные токсигенные и ге-
нетически измененные варианты в мультиплексном 
формате с гибридизационно-флуоресцентным мето-
дом учета результатов в режиме реального времени. 

материалы и методы

в работе использовали набор реагентов пцр-
тест-системы «гены Vibrio cholerae о1 вариант ctxB-
rtxC, FL», предназначенный для идентификации 
V. cholerae о1 с определением биовара и дифферен-
циацией вибрионов биовара эль тор на типичные 
штаммы и генетически измененные (гибридные) ва-
рианты методом мультилокусной полимеразной цеп-
ной реакции с гибридизационно-флуоресцентным 
учетом результатов, состоящий из следующих ин-
гредиентов (табл. 1). 

для изучения специфичности, специфической 
активности и чувствительности разработанной 
тест-системы использованы гомологичные штам-
мы: штаммы V. cholerae O1 стандартного образца 
Фкуз «ставропольский противочумный институт» 
со 002-9388-2010 «набор штаммов для контроля ка-
чества мибп для диагностики холеры» – 35 штам-
мов, V. cholerae non O1 – 6 штаммов, гетерологич-
ные штаммы – 5 штаммов (Shigella zonnei (2 штам-
ма), Salmonella typhimurium, S. enteritidis, Escherichia 
coli). 

Штаммы указанных микроорганизмов по-
лучены из коллекции патогенных микроорганиз-
мов ставропольского противочумного института, 
где холерные вибрионы хранились в 0,4 % агаре 
хоттингера при температуре 20–25 °с, а шигеллы, 
сальмонеллы и кишечные палочки – в 0,4 % агаре 
хоттингера при 4–6 °с.

подготовку проб проводили согласно 
му 1.3.2569-09 «организация работы лабораторий, 
использующих методы амплификации нуклеино-
вых кислот при работе с материалом, содержащим 
микроорганизмы I–IV групп патогенности».

выделение днк осуществляли с ис-
пользованием комплекта реагентов для экс-
тракции днк «амплипрайм днк-сорб-ам» 
(ооо «интерлабсервис», россия).

аллельспецифические праймеры для амплифи-
кации смеси генов F+R ctxB (ctxBСl+ctxBEl) и rtxC ме-
тодом полимеразной цепной реакции в мультиплекс-
ном формате c гибризационно-флуоресцентным 
учетом результатов на амплификаторе Rotor Gene Q5 
синтезировали в ооо «днк-синтез». полимеразную 
цепную реакцию двух реакционных смесей различ-
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ного состава с гибридизационно-флуоресцентной 
детекцией в режиме реального времени проводили в 
объеме 25 мкл (табл. 2).

режим амплификации: 1 цикл 95 °с – 3 мин; 
40 циклов 95 °с – 20 с; 57 °с – 30 с; 72 °с – 20 с. 
накопление продукта амплификации только c зон-
дом, специфичного к гену ctxBСl (G-FAM) в канале 
Green, свидетельствует о наличии в пробе ctxBСl (в1). 
накопление продукта амплификации только с зон-
дом, специфичного к гену ctxBEl (A-VIC) в канале  
HEX/VIC (Yellow), – о наличии в пробе гена ctxBEl (в3).  

накопление продукта амплификации с двумя зонда-
ми одновременно (в двух каналах) свидетельствует 
о наличии в пробе днк двух генов одновременно. 
накопление продукта амплификации только с зондом 
ROX, специфичного к гену rtxC в канале Orange, сви-
детельствует о наличии в пробе днк гена rtxC.

анализ и интерпретация результатов: 
a) анализ результатов амплификации днк иссле-

дуемых штаммов микроорганизмов с пцр-смесью 
№ 1: анализируют кривые накопления флуоресцент-
ного сигнала по двум каналам:

Таблица 1 / Table 1

состав набора реагентов Пцр-тест-системы «Гены Vibrio cholerae о1 вариант сtxB-rtxC, FL»
Composition of the set of reagents for the PCR test system “Vibrio cholerae O1 variant ctxB-rtxC, FL”

компонент
Component

описание 
Description

объем, мкл
Volume, μl

кол-во (пробирка)
Qty (test tube)

пцр-смесь 1: (F+R) праймеры ctxBCl (10 мкм) GREEN 
ctxBEl (10 мкм) YELLOW
PCR mixture 1: (F+R) ctxBCl primers (10 μM) GREEN 
ctxBEl (10 μM) YELLOW

лиофильно высушенный порошок, при растворении –  
прозрачная бесцветная жидкость, содержащая праймеры  

к генам В1 и В3
Freeze-dried powder, when dissolved – a clear colorless  

liquid containing primers for B1 and B3 genes

130 1

зонд G-FAM (10 мкм) GREEN
G-FAM probe (10 μM) GREEN

лиофильно высушенный порошок. выявляет ген B1  
на канале Green

Freeze-dried powder. Identifies B1 gene  
on the Green channel

55 1

зонд – A-VIC (10 мкм) YELLOW
Probe – A-VIC (10 μM) YELLOW

лиофильно высушенный порошок. выявляет ген B3  
на канале Yellow

Freeze-dried powder. Identifies the B3 gene  
on the Yellow channel

55 1

пцр-смесь 2: (F+R) праймеры rtxC (10 мкм) ORANGE
PCR-mixture 2: (F+R) rtxC primers (10μM) ORANGE

лиофильно высушенный порошок, при растворении –  
прозрачная бесцветная жидкость, содержащая праймеры  

к гену rtxC
Freeze-dried powder, when dissolved – a clear colorless  

liquid containing primers to the rtxC gene

130 1

зонд для выявления гена rtxC на канале ORANGE
Probe for detecting rtxC gene on the ORANGE channel

лиофильно высушенный порошок. выявляет ген rtxC  
на канале ORANGE

Freeze-dried powder. Identifies the rtxC gene  
on the ORANGE channel

55 1

смесь днтP 10х (5 мм)
dNTP Mixture 10x (5 mM)

прозрачная бесцветная жидкость
Transparent colorless liquid

55 1

10х буфер для TaqPol+MgCl2

10x Buffer for TaqPol+MgCl2

прозрачная бесцветная жидкость
Transparent colorless liquid

130 1

Taq-полимераза (5 ед/мкл)
Taq polymerase (5 units/μl)

прозрачная бесцветная жидкость 
Transparent colorless liquid

30 1

к – (H2O или рнк-элюент)
к – (H2O or RNA eluent)

вода очищенная – прозрачная бесцветная жидкость
Purified water – transparent colorless liquid

1200 1

пко+Class (днк, 569в)
PCS+Class (DNA, 569B)

прозрачная бесцветная жидкость – водный раствор днк 
V. cholerae O1 классического биовара

Transparent colorless liquid – aqueous solution  
of V. cholerae O1 DNA of classic biovar

55 1

пко+El Tor (днк, 484ст)
PCS+El Tor (DNA, 484St)

прозрачная бесцветная жидкость – водный раствор днк 
V. cholerae O1 биовара эль тор

Transparent colorless liquid – aqueous solution  
of V. cholerae O1 biovar El Tor

55 1

примечание :  набор реагентов «гены Vibrio cholerae О1 вариант ctxB-rtxC, FL» рассчитан на 50 определений с учетом положительных и от-
рицательных контролей. пко – положительный контрольный образец.

No te :  the set of reagents “Vibrio cholerae O1 variant ctxB-rtxC FL genes” is designed for 50 runs, taking into account positive and negative controls. 
PCS – positive control sample.
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- по каналу для флуорофлора G-FAM регистри-
руется сигнал, свидетельствующий о накоплении 
продукта амплификации фрагмента днк гена ctxBCl 
(B1) на канале Green; 

- по каналу для флуорофлора A-VIC 
регистрирует ся сигнал, свидетельствующий о на-
коплении продукта амплификации фрагмента днк 
гена ctxBEl(B3) на канале Yellow;

б) анализ результатов амплификации днк иссле-
дуемых штаммов микроорганизмов с пцр-смесью 
№ 2: по каналу для флуорофлора ROX регистриру-
ется сигнал, свидетельствующий о накоплении про-
дукта амплификации фрагмента днк гена rtxC на 
канале Orange.

уровень пороговой линии (порог) на всех ка-
налах учета – 0,05. величина порогового цикла 
для положительных проб составила: сt не ≥25. 
корректировка уклона выявленных кривых обяза-
тельна, процент устранения выбросов – 15–20 %.  
амплификацию осуществляли на приборе 
RotorGeneQ 5plex (QiaGen, Фрг).

результаты и обсуждение

результаты пцр-анализа днк штаммов V. chole-
rae при использовании тест-системы «гены Vibrio 
cholerae вариант ctxB-rtxC, FL» представлены в 
табл. 3 и на рисунке.

примеры результатов пцр-анализа днк генети-
чески измененных штаммов V. cholerae O1 представ-
лены на рисунке.

таким образом, набор реагентов пцр-тест-
системы «гены Vibrio cholerae вариант ctxB-rtxC, 
FL» выявляет в геноме токсигенных V. cholerae о1 
фрагменты днк генов ctxBСl, ctxBEl, rtxC (обладает 
специ фической активностью) и не обнаруживает дан-
ные гены у нетоксигенных V. cholerae о1 и non O1,  
а также у гетерологичных штаммов микроорганиз-
мов: S. zonnei 20, 76; S. typhimurium 160; S. enteriti-
dis 165; E. coli 406-1 (обладает специфичностью). 

образцы набора реагентов пцр-тест-системы 
«гены Vibrio cholerae о1 вариант ctxB-rtxC, FL» для 
идентификации штаммов V. cholerae о1 с определе-

Таблица 2 / Table 2

состав реакционных смесей
The composition of the reaction mixtures

смесь № 1
Mix No. 1

смесь № 2
Mix No. 2

10х буфер для TaqPol, 2,5 мкл
10x TaqPol buffer, 2.5 μl

10х буфер для TaqPol, 2,5 мкл
10x TaqPol buffer, 2.5 μl

MgCl2 (50 мкм), 2,0 мкл
MgCl2 (50 μM), 2.0 μl

MgCl2 (50 мкм), 2,0 мкл
MgCl2 (50 μM), 2.0 μl

(F+R ctxB) праймеры (10 мкм), 2,5 мкл
(F+R ctxB) primers (10 μM), 2.5 μl

(F+R rtxC) праймеры (10 мкм), 2,5 мкл
(F+R rtxC) primers (10 μM), 2.5 μl

зонд G-FAM (10 мкм), Green, 1 мкл
G-FAM probe (10 μM), Green, 1 μl зонд на rtxC (10 мкм), Orangе, 1 мкл

Probe for rtxC (10 μM), Orange, 1 μlзонд A-VIC (10 мкм), Yellow, 1 мкл
Probe A-VIC (10 μM), Yellow, 1 μl

смесь dNTPs (5 мкм), 4 мкл
dNTPs mixture (5 μM), 4 μl

смесь dNTPs (5 мкм), 4 мкл
DNTPs mixture (5 μM), 4 μl

TaqPol (5 ед/мкл), 1 мкл
TaqPol (5 U/μl), 1 μl

TaqPol (5 ед/мкл), 1 мкл
TaqPol (5 U/μl), 1 μl 

вода до 25 мкл 
Water up to 25 μl

вода до 25 мкл 
Water up to 25 μl

контроли:
Controls:

контроли:
Controls: 

к – (н2о) – отрицательный, 2,0 мкл 
к – (н2о) – negative control, 2.0 μl

к – (н2о) – отрицательный, 2,0 мкл 
к – (н2о) – negative control, 2.0 μl

пко+эль тор: днк V. cholerae El Tor 
PCS +El Tor: DNA V. cholerae El Tor 

пко+эль тор: днк V. cholerae El Tor
PKO+El Tor: DNA V. cholerae El Tor 

484ст (10 нг/мкл), 2 мкл
484St (10 ng/μl), 2 μl

484ст (10 нг/мкл), 2 мкл 
484St (10 ng/μl), 2 μl

пко+сlassical: днк V. cholerae Classical 
PCS +сlassical: DNA V. cholerae сlassical 

пко+сlassical: днк V. cholerae Classical 
PKO+сlassical: DNA V. cholerae сlassical 

569B(10 нг/мкл), 2 мкл
569B (10 ng/μl), 2 μl

569B(10 нг/мкл), 2 мкл 
569B (10 ng/μl), 2 μl

днк (10 нг/мкл) изучаемая, 2 мкл
DNA (10 ng/μl) studied, 2 μl 

днк (10 нг/мкл) изучаемая, 2 мкл 
DNA (10 ng/μl) studied, 2 μl 
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Таблица 3 / Table 3
Протокол учета результатов Пцр-анализа днк штаммов V. cholerae O1, non O1/139 и гетерологичных  

при использовании тест-системы «Гены Vibrio cholerae вариант ctxB-rtxC, FL»
Protocol for recording the results of PCR assay of V. cholerae O1, non O1/139 and heterologous strain DNA,  

using the test system “Vibrio cholerae variant ctxB-rtxC FL genes”

днк штаммов V. cholerae O1
DNA of V. cholerae O1 strains

пцр-смеси праймеров № 1, 2 V. cholerae O1
PCR primer mixtures No. 1, 2 V. cholerae O1

результат / Result 
(биовар / Biovar)каналы учета выявляемых генов в режиме реального времени

Channels for registering the detected genes in real-time mode
Green: (B1) Yellow: (B3) Orange: rtxC

к – (н2о) / K – (H2O) – – – –
пко+Class / PCS + Class + – – бк / BC
пко+El Tor / PCS + El Tor – + + бэт / BET
днк эль тор / DNA El Tor + – + гиэ / GME

дагестан, 1993 г. / Dagestan, 1993
1. V. cholerae O1, 64
2. V. cholerae O1, 169
3. V. cholerae O1, 1045
4. V. cholerae O1, 1308
5. V. cholerae O1, 1726

+
+
+
+
+

–
–
–
–
–

+
+
+
+
+

гиэ / GME
гиэ / GME
гиэ / GME
гиэ / GME
гиэ / GME

дагестан, 1994 г. / Dagestan, 1994
6. V. cholerae O1, 489
7. V. cholerae O1, 549
8. V. cholerae O1, 1095
9. V. cholerae O1, 1105
10. V. cholerae O1, 1120
11. V. cholerae, 1641

+
+
+
+
+
+

–
–
–
–
–
–

+
+
+
+
+
+

гиэ / GME
гиэ / GME
гиэ / GME
гиэ / GME
гиэ / GME
гиэ / GME

дагестан, 1998 г. / Dagestan, 1998
12 V. cholerae O1, 6к
13. V. cholerae O1, 8к
14. V. cholerae O1, 13к
15. V. cholerae 1720к 
16. V. cholerae 1, 17280 
17. V. cholerae O1, 17390

+
+
+
+
+
+

–
–
–
–
–
–

+
+
+
+
+
+

гиэ / GME
гиэ / GME
гиэ / GME
гиэ / GME
гиэ / GME
гиэ / GME

Украина, мариуполь (1994, 1995, 1998 гг.) / Ukraine, Mariupol (1994, 1995, 1998)
18. V. cholerae O1, 12к
19. V. cholerae O1, 31к
20. V. cholerae O1, 39к
21. V. cholerae O1, 43к
22. V. cholerae O1, 56к
23. V. cholerae O1, 80к

+
+
+
+
+
+

–
–
–
–
–
–

+
+
+
+
+
+

гиэ / GME
гиэ / GME
гиэ / GME
гиэ / GME
гиэ / GME
гиэ / GME

азербайджан, 1985 г.; ставрополь, 1990 г. / Azerbaijan, 1985; Stavropol, 1990
24. V. cholerae O1, 350аз
25. V. cholerae O1, 351аз
26. V. cholerae о1, 363аз
27. V. cholerae O1, 431ст
28. V. cholerae O1, 454ст
29. V. cholerae O1, 477ст

–
–
–
–
–
–

+
+
+
+
+
+

+
+
+
+
+
+

бэт / BET
бэт / BET
бэт / BET
бэт / BET
бэт / BET
бэт / BET

сочи, 2015 г. / Sochi, 2015 (sampling with traps)
30. V. cholerae O1, 3 л
31. V. cholerae O1, 5 л
32. V. cholerae O1, 7 л
33. V. cholerae O1, 548 л
34. V. cholerae O1, 647 л
35. V. cholerae O1, 1013 л

–
–
–
–
–
–

–
–
–
–
+
–

+
+
+
+
+
+

–
–
–
–

бэт / BET
–

азербайджан, V. choleraе не O1 / Azerbaijan, V. choleraе non-O1
36. V. cholerae не O1, 1775аз
37. V. cholerae не O1, 2286аз
38. V. cholerae не O1, 2603аз
39. V. cholerae не O1, 5278аз
40. V. cholerae не O1, 7007аз
41. V. cholerae не O1, 161–168, коллекция саказаки

–
–
–
–
–
–

–
–
–
–
–
–

–
–
–
–
–
–

–
–
–
–
–
–

Гетерологичные штаммы / Heterologous strains
42. S. zonnei, 20
43. S. zonnei, 76
44. S. enteritidis, 160
45. E. coli, 406-1
46. S. typhimurium, 165

–
–
–
–
–

–
–
–
–
–

–
–
–
–
–

–
–
–
–
–

примечание :  бк – биовар классический; бэт – биовар эль тор типичный; гиэ – генетически измененный биовар эль тор. 
No te :  BC – classic biovar; BET – biovar El Tor typical; GME – genetically modified El Tor. 
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типичные кривые амплификации при анализе днк штаммов V. cholerae о1, выделенных в республике дагестан в 1993, 1994, 1998 гг. 
канал Green (A); канал Yellow (B); канал Orange (C)

Typical amplification curves in the analysis of DNA of V. cholerae O1 strains isolated in the Republic of Dagestan in 1993, 1994, 1998. Green 
channel (A); Yellow channel (B); Orange channel (C)

нием биовара и дифференциацией биовара эль тор 
на типичные токсигенные и генетически изменен-
ные (гибридные) варианты методом мультилокусной 
полимеразной цепной реакции с гибридизационно-
флуоресцентным учетом результатов (серии 1–18 и 
2–18) соответствуют требованиям ту 21.10.60-52-
018977080–2019.

пцр-тест-система «гены Vibrio cholerae о1 
вариант ctxB-rtxC, FL» позволяет выявлять генети-
чески измененные штаммы холерных вибрионов 
биовара эль тор и соответствует результатам, полу-
ченным с помощью пцр-тест-системы «гены Vibrio 
cholerae о1 вариант ctxB-rstR-rstC, рэФ» (опытный 

образец, ставропольский противочумный инсти-
тут) и пцр-тест-системы «ген V. cholerae вариант 
ctxB-рэФ», предназначенной для идентификации 
токсигенных штаммов V. cholerae о1 серогруппы, 
определения биовара выделенного штамма, диффе-
ренциации эль тор вибрионов на типичные штаммы 
и генетически измененные варианты методом муль-
типлексной полимеразной цепной реакции с элек-
трофоретическим учетом результатов (производство 
роснипчи «микроб»). 

основное преимущество разработанной пцр-
тест-системы «гены Vibrio cholerae о1 вариант 
ctxB-rtxC, FL» при сравнении с указанными выше 
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заключается в том, что идентификация штаммов 
V. cholerae о1 с определением биовара и диффе-
ренциацией биовара эль тор на типичные токси-
генные и генетически измененные (гибридные) ва-
рианты осуществляется методом мультилокусной 
полимеразной цепной реакции с гибридизационно-
флуоресцентным учетом результатов в режиме ре-
ального времени. воспроизводимость результатов, 
получаемых с помощью данной пцр-тест-системы, 
составляет 100 %. чувствительность тест-системы 
составила 103 гэ/мл.

представленная пцр тест-система «гены Vibrio 
cholerae о1 вариант ctxB-rtxC, FL» может быть ис-
пользована для повышения эффективности системы 
эпидемиологического надзора за холерой и принятия 
обоснованного решения по объему противоэпидеми-
ческих мероприятий в случае ее завоза на террито-
рию российской Федерации. 

на пцр-тест-систему «гены Vibrio cholerae о1 
вариант ctxB-rtxC, FL» получен патент рФ на изобре-
тение № 2732448 (опубл. 24.08.2020, бюл. № 24) [17].

конфликт интересов. авторы подтверждают 
отсутствие конфликта финансовых/нефинансовых 
интересов, связанных с написанием статьи.
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метрополитен является наиболее важным транспортным средством в москве. активные потоки пассажиров в 
метро могут способствовать распространению инфекционных заболеваний с аэрогенным и контактным механиз-
мами передачи, в том числе коронавирусной инфекции COVID-19. цель исследования – оценка приверженности 
к использованию средств индивидуальной защиты (сиз; гигиенические маски, перчатки) пассажирами москов-
ского метрополитена. материалы и методы. проведено проспективное исследование, основанное на визуальной 
оценке пассажиров, находящихся в подвижном составе московского метрополитена, с разделением на когорты ис-
пользующих маски и перчатки (к1), только маски (к2), использующих маски с нарушением правил применения 
(к3) и не использующих средства индивидуальной защиты (к4). наблюдения проводились в течение 42-й и 43-й 
недель 2020 г. в различных кластерах метрополитена с разделением по времени на утреннее, дневное и вечернее. 
дополнительно пассажиры ранжировались на группы по роду занятий во время поездки. статистическая об-
работка включала выявление частот, их 95 % доверительных интервалов. для сравнения значимости различий 
распространенности признаков в парных группах использовались методы четырехпольных таблиц (χ2 пирсона). 
результаты и обсуждение. валидировано 18053 наблюдения с охватом 61,3 % станций. мужчины составили 
54,7 % (9867 пассажиров). за время наблюдения установлены следующие доли: к1 – 5,2 % (95 % ди 4,9–5,5), 
к2 – 51,9 % (95 % ди 51,2–52,7), к3 – 26,9 (95 % ди 26,2–27,6), к4 – 16 % (95 % ди 15,4–16,6). среди мужчин 
приверженность к использованию сиз значимо меньше. на наземных линиях установлена самая низкая доля 
пассажиров, использующих сиз. среди пассажиров, использующих электронные устройства и бумажные носи-
тели информации, установлена более высокая доля носящих маски с нарушением правил применения по срав-
нению с пассажирами без занятий. среди пассажиров, использующих электронные устройства, – самая низкая 
доля, использующих перчатки. в течение двух недель наблюдения установлено значимое увеличение частоты 
использования сиз. 

Ключевые слова: COVID-19, метро, транспорт, маски, перчатки, пассажиры, пандемия, смартфон.

Корреспондирующий автор: Сайфуллин Мухаммад Абдулфаритович, e-mail: dr_saifullin@mail.ru.
Для цитирования: Сайфуллин М.А., Кольцова Е.А., Симонова Я.А., Макиев Е.А., Климова Е.А., Пылаева Е.Ю., Зверева Н.Н., Пшеничная Н.Ю. Использование 

средств индивидуальной защиты пассажирами московского метрополитена в условиях пандемии COVID-19. Проблемы особо опасных инфекций. 2021; 4:128–136.  
DOI: 10.21055/0370-1069-2021-4-128-136

Поступила 29.12.2020. Отправлена на доработку 01.06.2021. Принята к публ. 09.06.2021.

M.A. Saifullin1, E.A. Kol’tsova1, Ya.A. Simonova1, E.A. Makiev1, E.A. Klimova2, E.Yu. Pylaeva1,  
N.N. Zvereva1, N.Yu. Pshenichnaya3

Use of Personal Protection equipment by Moscow subway Passengers  
under Conditions of COVID-19 Pandemic
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Abstract. The Subway is the most important means of transport in Moscow. The active flows of passengers in the 
metro can contribute to the spread of infectious diseases with airborne and contact mechanisms of transmission, in-
cluding the coronavirus infection COVID-19. The aim of the study was to assess the level of adherence to the use of 
personal protective equipment (facial masks, gloves) by passengers of the Moscow Subway. Materials and methods. 
A prospective study based on a visual assessment of passengers in a rolling stock of the Moscow subway, with division 
into cohorts of those using masks and gloves (K1), using only masks (K2), using masks in violation of the rules of use 
(K3) and not using personal protection equipment (K4) was conducted. Observations were carried out during the 42nd 
and 43rd weeks of 2020 in various subway clusters with a division in time into morning, afternoon and evening hours. 
Additionally, passengers were ranked into groups by occupation during the trip. Statistical processing included the iden-
tification of frequencies, their 95 % confidence intervals. To compare the significance of differences in the prevalence of 
features in paired groups, the methods of 4-field tables (χ2 Pearson) were used. Results and discussion. 18053 observa-
tions were validated, covering 61.3 % of stations. Men accounted for 54.7 % (9867). During the observation period, the 
following shares were established: K1 – 5.2 % (95 % CI 4.9–5.5), K2 – 51.9 % (95 % CI 51.2–52.7), K3 – 26.9 (95 % 
CI 26.2–27.6), K4 – 16 % (95 % CI 15.4–16.6). The level of adherence to the proper use of PPE is significantly lower 
among men. Land lines have the lowest proportion of passengers using PPE. Among passengers using electronic devices 
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пандемия COVID-19 потребовала введения 
ограничительных мер для снижения темпов ее стре-
мительного распространения. аэрогенный механизм 
передачи коронавируса SARS-CoV-2 не вызывал 
сомнения практически с самого начала пандемии.  
в начале 2020 г. исследования показали длительное 
сохранение жизнеспособности SARS-CoV-2 в аэро-
золе до 3 часов и на поверхностях до 72 часов [1]. 
дальнейшие исследования продемонстрировали 
обширную и длительную контаминацию вирусной 
рнк палат, медицинских изделий и электронных 
устройств [2–4]. хотя лишь в одном исследовании [2] 
обнаружение генетического материала сопровожда-
лось выделением жизнеспособного вируса, описано 
распространение COVID-19 в медицинских учреж-
дениях, на предприятиях питания и транспорте [2, 4]. 
наиболее резонансной была вспышка заболевания 
на круизном лайнере Diemond Princess, возникшая 
в начале февраля 2020 г., давшая понимание суще-
ственной роли бессимптомных носителей в передаче 
вируса [3, 5, 6]. 

роль городского общественного транспорта в 
распространении респираторных инфекций тоже 
неоспорима и изучена на примере гриппа [7, 8]. 
H. Furuya в исследовании 2007 г. установил пря-
мую корреляцию заболевания гриппом с длитель-
ностью поездки и количеством пассажиров и обрат-
ную – с интенсивностью вентиляции в поезде [8]. 
исследование, проведенное в лондоне в 2018 г., по-
казало, что в районах, не имеющих прямого досту-
па к метро, заболеваемость гриппом была ниже, а в 
районах с периферийными станциями метро – выше, 
что авторы связывают с большим временем, затра-
чиваемым жителями на поездки в транспорте [7]. 
исследование в китае показало, что COVID-19 име-
ет высокий риск передачи среди пассажиров поез-
дов, но этот риск различен в зависимости от времени 
в пути и количества контактов [9]. во время вспыш-
ки COVID-19 в г. ухань метрополитен (199 станций, 
283 км путей) был закрыт с 23 января по 28 марта, 
что, по мнению исследователей, в совокупности с 
остальными мерами способствовало сдерживанию 
распространения заболевания [10, 11]. 

московский метрополитен (мм) является наи-
более важным общественным транспортом в столи-
це и представляет собой широко разветвленную сеть 

линий, связывающих большую часть районов горо-
да, десять московских вокзалов и узлы пересадки с 
четырьмя аэропортами. ввод московских централь-
ных диаметров (мцд) позволил интегрировать в 
систему близлежащие города московской области. 
с учетом мцд, а также московского центрального 
кольца (мцк) и монорельсовой транспортной систе-
мы протяженность линий составляет 780 км, а коли-
чество станций – 333 [12]. в среднем в будни мм 
обслуживает 9 млн пассажиров с пиковыми нагруз-
ками в утреннее и вечернее время (так называемые 
часы пик). пропускная и провозная способность ли-
ний определяется действующими санитарными пра-
вилами, максимальная загрузка строится из расчета, 
что все места для сидения заняты пассажирами и на 
1 м2 свободной площади пола пассажирского салона 
размещается стоя не более 4,5 пассажира [13]. 

активные потоки пассажиров в метро, невоз-
можность соблюдения социальной дистанции в часы 
пик могут способствовать распространению ин-
фекционных заболеваний с аэрогенным и контакт-
ным механизмами передачи. обязательное исполь-
зование масок и перчаток в общественном транс-
порте в москве было введено с 12.05.2020 указом 
от 07.05.2020 № 55-ум «о внесении изменений в 
указ мэра москвы от 5 марта 2020 г. № 12-ум».

в настоящее время общепринято мнение о про-
филактической эффективности механической за-
щиты дыхательных путей при SARS-CoV-2 [13–17].  
в отношении использования перчаток однозначного 
мнения нет: в рекомендациях CDC использование 
перчаток необходимо при уходе за больным и убор-
ке помещений, а в иных случаях их использование 
не дает надежной защиты и может привести к рас-
пространению микроорганизмов [14]. воз также 
не рекомендует использование перчаток в обще-
ственных местах, заменяя эту меру регулярной де-
зинфекцией рук [15]. по данным роспотребнадзора, 
повседневное ношение медицинской маски снижает 
вероятность заражения различными респираторны-
ми инфекциями в 1,8 раза, использование перчаток –  
в 1,3 раза, но при непосредственном контакте с 
больным использование перчаток снижает риск в 
2,7 раза [18]. согласно постановлению главного 
государственного санитарного врача российской 
Федерации от 16.10.2020 № 31, на территории рФ 

and paper media, a higher proportion of those wearing masks with violation of the rules of use, compared to passengers 
without activities, was established. Among passengers using electronic devices, the proportion of those using gloves is 
the lowest. Within two weeks of follow-up, a significant increase in the frequency of PPE use was revealed.
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обязательно ношение гигиенических масок в обще-
ственном транспорте, при этом использование пер-
чаток не декларируется. на момент проведения ис-
следования и написания статьи использование гиги-
енических масок и перчаток в общественном транс-
порте москвы было обязательным. 

на момент начала исследования в доступных 
источниках нами не обнаружено каких-либо науч-
ных трудов об использовании средств индивидуаль-
ной защиты (сиз) в общественном транспорте на 
территории россии.

цель исследования – оценить приверженность 
пассажиров московского метрополитена к использо-
ванию сиз (гигиенические маски, перчатки).

Задачи исследования:
- оценить процент пассажиров, соблюдающих 

масочный режим на различных кластерах москов-
ского метрополитена (наземный, подземный, раз-
личные линии);

- оценить доли пассажиров, использующих сиз 
в различное время дня (утренние, дневные и вечер-
ние часы);

- определить наличие или отсутствие гендерных 
различий среди когорт пассажиров;

- определить наличие или отсутствие связи со-
блюдения противоэпидемического режима с родом 
занятий пассажира (использование бумажных носи-
телей информации, электронных устройств или от-
сутствие каких-либо занятий).

материалы и методы

проспективное продольное популяционное ко-
гортное исследование проводилось с 12 по 23 октя-
бря 2020 г. (42-я и 43-я календарные недели) в буд-
ние дни.

для оценки распространенности исследуемо-
го признака наблюдения проводились в различных 
кластерах транспортной системы (наземный и под-
земный; различные районы москвы), время наблю-
дения ранжировалось на утреннее (с открытия метро 
в 05:45 до 09:00 утра), дневное (9–17 часов) и вечер-
нее (17–21 час). в более поздние часы наблюдения 
не проводились в связи с приоритетом безопасности 
исследователей.

по приверженности к использованию сиз пас-
сажиры ранжировались на четыре когорты (табл. 1).

кроме того, для оценки приверженности к ис-
пользованию сиз пассажиры ранжировались на 
группы по роду занятий: без определенных заня-
тий и использующие информационные носители. 
последняя группа была подразделена на пассажи-
ров, использующих электронные устройства (эу) и 
бумажные носители информации (бн).

методика проведения наблюдений: исследова-
тель проводил сплошную выборку в секции вагона 
после закрытия дверей и начала движения поезда.

для исключения повторного подсчета одного  
и того же пассажира на каждой станции проводилась 

смена секции/вагона. при пересадках с одной линии 
на другую с этой же целью подсчет проводился во 
втором по счету поезде в связи с большим количе-
ством пассажиров, осуществляющих пересадку. 
подсчет велся среди пассажиров, соответствовав-
ших критериям включения: нахождение в подвиж-
ном составе и доступность визуальному осмотру.  
из исследования исключались работники метропо-
литена, служащие полиции и росгвардии, находив-
шиеся при исполнении служебных обязанностей  
(с наличием нагрудного жетона), а также пассажиры, 
чью гендерную принадлежность визуально устано-
вить было невозможно. нумерация линий мм про-
ведена согласно официально принятой.

все наблюдения заносились в карту оценки 
пассажиров (чек-лист) с последующим переносом 
в электронную таблицу. так как для статистической 
обработки были доступны только качественные 
признаки, проводился подсчет распространенно-
сти признака с определением его 95 % доверитель-
ного интервала (ди) с проведением бутстрепа на 
1000 выборок. для сравнения значимости различий 
распространенности признаков в парных группах 
использовались методы четырехпольных таблиц  
(χ2 пирсона). статистическая обработка проводи-
лась с помощью программ MS Excel 2010 и IBM 
SPSS Statistics 23.

результаты и обсуждение 

Данные исследованной выборки. всего вали-
дировано 18053 наблюдения, проведенные на 11 ли-
ниях метрополитена и двух центральных диаметрах 
(мцд) с охватом 203 станций (61,3 % от действую-
щих станций метрополитена). среди наблюдаемых 
пассажиров было 9867 мужчин (54,7 %). за 42-ю 
неделю проведено 8084 (44,8 %), за 43-ю неделю – 
9969 (55,2 %) наблюдений. наблюдения по линиям 
метро были неравномерными; в связи с тем, что 
количество наблюдений на мцд-1 составило 34 
(0,2 %), оба центральных диаметра были объедине-
ны. гендерные различия на линиях колебались: от 
50 % (линии 1, 10) до преобладания мужчин – 64,4 % 
(мцд). соотношения представлены на рис. 1.

Таблица 1 / Table 1

когорты наблюдаемых пассажиров
Cohorts of observed passengers

код когорты
Cohort code

признак
Feature

к1
использующие маску и перчатки

Using mask and gloves

к2
использующие только маску

Using only mask

к3
использующие маску с нарушением правил ношения

Using the mask in violation of the rules of wearing

к4
не использующие маску

Not using mask
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общее количество наблюдений составило: к1 – 
937 (5,2 %; 95 % ди 4,9–5,5), к2 – 9377 (51,9 %; 
51,2–52,7), к3 – 4858 (26,9 %; 26,2–27,6), к4 – 2881 
(16 %; 15,4–16,6) пассажиров. при анализе гендер-
ных особенностей статистически значимые различия 
(p<0,001) установлены в когортах 1, 2 и 4 (табл. 2).

Распределение по линиям метро. при анали-
зе когорт по линиям метро установлено, что доля к1 
составила от 1,4 % (95 % ди 1–1,8) на линии 8 до 
7,8 % (6,5–9,1) на линии 9, к2 – от 41,8 % (31,8–45,1) 
на мцд до 60,8 % (55–66,3 %) на линии 10, к3 – от 
20,9 % (18,3–23,5) на мцд до 31,4 % на линии 3. 
наибольший разброс установлен в к4 – от 9,2 % 
(6–12,5 %) на линии 10 до 34 % (30,9–37,1). 

предварительный анализ данных позволил обо-
значить очевидные различия в составе когорт в на-
земных (мцд и мцк, n=1803) и подземных линиях 
метро1 (n=16250) и разделить данные на соответ-
ствующие кластеры, при анализе которых установ-

лены статистически значимые различия в когортах 
1, 2 и 4 (рис. 2).

при оценке распространенности признаков в 
течение двух недель отмечено увеличение доли к1  
с 2,3 до 7,5 % (p<0,001), к3 – с 24,8 до 28,6 % 
(p<0,001) и уменьшение доли к4 с 20,3 до 12,4 % 
(p<0,001). статистически значимых изменений доли 
к2 не установлено. наиболее очевидные динамиче-
ские различия были в наземном и подземном класте-
рах (рис. 3).

в подземном кластере отмечено увеличение доли 
к1 с 2,4 % (95 % ди 2,1–2,7) до 8 % (7,4–8,6), к3 – с 
25,1 % (24,2–26,2) до 28,7 % (27,8–29,7), уменьшение 
доли к4 с 19 % (18,1–19,9) до 11,1 % (10,5–11,8). в на-
земном кластере – увеличение доли к3 с 21,7 % (18,9–
24,7) до 27,4 % (24,9–30,2) и уменьшение доли к4 с 
33,6 % (30,1–37,1) до 23,3 % (20,7–26). в наземном 
кластере не отмечено значимых изменений в к1, доли 
к2 практически не изменились в обоих кластерах.

рис. 1. распределение наблюдений по ли-
ниям метрополитена (нумерация линий 
соответствует официально принятой)

Fig. 1. Distribution of observations by sub-
way lines (line numbering corresponds to the 
officially adopted one)

Таблица 2 / Table 2

Гендерные различия в когортах пассажиров
Gender differences in passenger cohorts

когорта
Cohort

мужчины
Men

женщины
Women

всего
Total

кол-во
number

% (95 % ди)
% (95% CI)

кол-во
number

% (95 % ди)
% (95% CI)

кол-во
number

% (95 % ди)
% (95% CI)

к1 357 3,6 (3,1–4) 580 7,1 (6,5–7,6) 937 5,2 (4,9–5,5)

к2 4973 50,4 (41,6–51,4) 4404 53,8 (52,7–54,9) 9377 51,9 (51,2–52,7)

к3 2672 27,1 (26,3–27,9) 2186 26,7 (25,7–27,7) 4858 26,9 (26,2–27,6)

к4 1865 18,9 (18,1–19,9) 1016 12,4 (11,7–13,1) 2881 16 (15,4–16,6)

Всего
Total

9867 100 8186 100 18053 100

1 большинство линий метро имеют наземные участки, в связи с чем к наземному кластеру отнесены линии, у которых более 50 % протяженности 
проходит по поверхности.
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рис. 3. изменение соотношения когорт на 42-й и 43-й неделях в наземном и подземном кластерах

Fig. 3. Change in the ratio of cohorts at 42nd and 43rd weeks in the surface and underground subway clusters

рис. 2. распределение когорт по наземному 
и подземному кластерам

Fig. 2. Distribution of cohorts by surface and 
underground subway clusters

Распределение в зависимости от времени  
суток. при анализе распределения когорт в зави-
симости от времени суток нами установлено, что 
доля к1 в вечернее время (18–21 ч) составила 4,3 % 
(ди 3,8–4,9). в сравнении с утренним и дневным 
временем данный показатель был значимо меньше 
(p=0,001). в других когортах значимых различий не 
установлено.

Распределение когорт в зависимости от  
направления движения. при оценке долей когорт в 
различных направлениях движения мм установлено, 
что доля к4 составила 14,9 % (ди 14,1–15,7), значимо 
отличаясь от аналогичных показателей при движении 
в центр (16,6 % [15,8–17,4], p=0,003) и кольцевого на-
правления (17,9 % [16–19,8], p=0,004). в других ко-
гортах значимых различий не установлено (рис. 4).



133

Problemy Osobo Opasnykh Infektsii [Problems of Particularly Dangerous Infections]. 2021; 4         Original articles

рис. 4. распределение когорт при движении в 
различных направлениях

Fig. 4. Distribution of cohorts moving in different 
directions

рис. 5. распределение когорт в зависимости от 
рода занятий во время поездки

Fig. 5. Distribution of cohorts by the type of activity 
during the trip 

Распределение когорт в зависимости от рода 
занятий. в нашем наблюдении зарегистрировано 
8784 (48,7 %) пассажира без занятий, 8584 (47,5 %) – 
использующих эу, 685 (3,8 %) – бн. при сравни-
тельном анализе установлены значимые различия 
доли к1: в группе без занятий – 8,2 % (ди 7,6–8,7), 
использующих бн – 5,0 % (3,4–6,8), использующих 
эу – 2,2 % (1,9–2,5). доля к3: в группе без занятий 
(24,3 % [23,3–25,2]) выявлены значимые различия с 
остальными группами, тогда как между использую-
щими эу и бн значимых различий не установлено. 
доля к4: в группе бн – 12,7 % (10,2–15,4), что ста-
тистически значимо меньше в сравнении с группой 

эу – 17,1 % (16,3–17,9), но в сравнении с группой без 
занятий (15,1 % [14,3–15,9]) значимых различий не 
установлено. между группой без занятий и группой 
эу также значимых различий не выявлено (рис. 5). 
доля к2 во всех группах значимо не различалась.

проведенное исследование показало, что при-
верженность к правильному использованию сиз в 
подвижном составе мм в первой половине октября 
2020 г. отмечена у более 50 % пассажиров, за исклю-
чением мцд, на которых данный показатель соста-
вил 45 %. в течение двух недель наблюдения отмечен 
рост доли пассажиров, использующих сиз. в каче-
стве причины мы предполагаем два возможных фак-
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тора: увеличение заболеваемости COVID-19 с 4395 
до 5478 человек в сутки в москве, а также усиление 
контроля, связанное с постановлением главного 
государственного санитарного врача российской 
Федерации от 16.10.2020 № 31. влияние повышения 
заболеваемости должно было привести к увеличению 
доли пассажиров, использующих сиз, равномерно на 
всех линиях метро. однако значимые различия дина-
мики дали основание считать, что усиление контроля 
использования сиз на 43-й неделе привело к увели-
чению комплаенса в подземном кластере, но практи-
чески не оказало влияния на наземные линии. таким 
образом, можно заключить, что меньшую долю пас-
сажиров, использующих маски в наземном кластере, 
можно связать с двумя факторами. во-первых, мень-
шая возможность контроля исполнения, так как не-
которые станции не имеют контрольно-пропускной 
системы и оборудованы лишь автоматическими ва-
лидаторами проездных документов. во-вторых, рас-
положение станций на открытом воздухе снижает 
приверженность к использованию масок. проезд же 
пассажира в закрытом вагоне уравнивает риски при 
проезде в обоих кластерах, вследствие чего наземные 
линии следует считать территорией с более высо-
ким риском заражения по сравнению с подземными. 
увеличение частоты ношения маски с нарушением 
правил использования в течение двух недель может 
свидетельствовать о том, что мотивация пассажиров 
к ношению сиз связана не с ростом заболеваемости, 
а с усилением контроля. так как формально в данной 
ситуации указ мэра москвы исполняется, то имен-
но эта группа пассажиров может увеличивать эпи-
демиологический риск в общественном транспорте. 
использование лицевых масок вместе с перчатками в 
метро в нашем исследовании варьировалось от 1,4 до 
8,1 % на различных линиях.

при оценке использования сиз в различное 
время дня мы установили, что в вечернее время пас-
сажиры мм в меньшей степени прибегают к исполь-
зованию перчаток. при анализе зависимости вида за-
нятий от времени суток установлено, что в утреннее 
время использующие эу составили 40,7 % (ди 39,5–
41,9), что меньше в сравнении с дневным – 52,1 % 
(50,7–53,4) и вечерним 50,8 % (49,5–52) временем. 
значимых различий в дневное и вечернее время не 
выявлено, что можно объяснить двумя факторами: 
более частое использование электронных устройств 
и снижение внимания в конце рабочего дня. также 
установлено, что в направлении из центра к перифе-
рии доля пассажиров, не использующих сиз, выше, 
чем в других направлениях, что, возможно, связано 
со снижением концентрации внимания пассажиров.

интересным представляется наблюдение за 
использованием сиз в зависимости от занятий в 
транспорте: значимое снижение доли использования 
перчаток среди пассажиров, использующих эу, убе-
дительно объясняется необходимостью тактильного 
контакта с дисплеем устройства. в этой же группе 
выявлена наибольшая доля пассажиров, не исполь-

зующих сиз, причем в сравнении с группой, ис-
пользующей бн, это различие имеет статистическую 
значимость. в обеих группах, использующих бн и 
эу, значимо выше доля пассажиров, носящих маску 
с нарушением правил использования. мы можем 
объяснить это явление переключением внимания 
данных групп пассажиров на используемые предме-
ты. стоит отметить, что при использовании эу без 
перчаток происходит дополнительная контаминация 
самого устройства, потенциально становящегося 
предметом переноса микроорганизмов. наши дан-
ные позволяют считать пользователей эу группой 
с повышенным риском заражения в общественном 
транспорте.

таким образом, несмотря на введенный режим 
использования сиз, московский метрополитен оста-
ется зоной повышенного риска заражения COVID-19. 
учитывая отсутствие возможности эффективного 
разобщения пассажиров, наиболее надежным для 
индивидуальной и коллективной защиты мы счита-
ем ношение масок с соблюдением правил их исполь-
зования, включая своевременную их смену. низкий 
процент использования перчаток увеличивает риск 
контаминации кожи, однако и сами перчатки мо-
гут также выступать в качестве коллектора частиц 
аэрозоля и микроорганизмов, что при невозможно-
сти их обработки и смены снижает эффективность 
в профилактике заражения. принимая во внимание 
имеющиеся рекомендации, мы считаем, что для 
снижения контактной передачи COVID-19 следует 
рекомендовать частую дезинфекцию рук и экранов 
электронных устройств. и если профилактическая 
эффективность механической защиты кожного по-
крова дискутабельна, то широкое и правильное ис-
пользование лицевых масок снизит площадь конта-
минации поверхностей вирусом, тем самым приводя 
к ограничению контактного механизма передачи.

оценка динамики заболеваемости как во время 
наблюдения, так и в последующие две недели после 
наблюдения показала отчетливый тренд к росту за-
болеваемости в москве. значит, даже увеличение 
приверженности к использованию сиз было недо-
статочным для остановки роста заболеваемости, и 
требуются дополнительные меры сдерживания эпи-
демического процесса (изоляция лиц с симптомами 
орви, контактных и проведение вакцинации).

таким образом, приверженность к ношению 
масок с соблюдением правил использования уста-
новлена у более 50 % пассажиров московского ме-
трополитена, 26,9 % пассажиров носят маски с на-
рушением правил использования, 16 % пассажиров 
отказались от их использования масок. при этом на 
различных линиях метро эти показатели имели ста-
тистически значимую вариабельность. наименьшая 
приверженность к использованию сиз наблюдалась 
на наземных линиях, в первую очередь на мцд, и 
среди мужчин. большая доля мужчин в общей со-
вокупности позволяет отнести их к группе повы-
шенного риска при проезде в общественном транс-
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порте. пассажиры метро, использующие бумажные 
и электронные носители, чаще носят маски с нару-
шением правил использования. среди пассажиров, 
использующих электронные устройства, отмечалось 
значимое снижение доли с использованием перча-
ток. среди пассажиров, использующих бумажные 
носители, доля лиц, не использующих сиз, ниже по 
сравнению с другими группами. 

Ограничения исследования. исследование про-
водилось в основном в рамках рутинных поездок ис-
следователей в транспорте, в связи с чем возникло 
неравномерное распределение наблюдений на раз-
личных линиях метрополитена, но задача охвата 
более 50 % станций мм была выполнена. в нашем 
исследовании не представлялось возможным прово-
дить оценку соответствия сиз стандартам противо-
инфекционной защиты, а также продолжительности 
и кратности их использования. мы не учитывали 
возраст, цель и длительность поездки в транспор-
те, так как эти параметры могут быть исследованы 
только при индивидуальном опросе пассажира. 
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оПтимиЗация уСловий культивирования Yersinia pseudotuberculosis  
в ПроцеССе Получения клеточной маССЫ

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

цель исследования – оптимизация условий глубинного периодического культивирования и состава пита-
тельной среды для получения клеточной массы штаммов Yersinia pseudotuberculosis, применяемой в качестве ад-
сорбента при производстве чумных диагностических иммуноглобулинов. материалы и методы. использовали 
штаммы-адсорбенты Y. pseudotuberculosis 6, 31, 68, 69, 70, относящиеся к V, I, III, IV, V серотипам соответственно, 
полученные из государственной коллекции патогенных бактерий Фкуз роснипчи «микроб». процесс культи-
вирования осуществляли на шейкере-инкубаторе, лабораторном и пилотном ферментерах с варьированием усло-
вий процесса, различными вариантами подкормок и питательных сред. результаты и обсуждение. в ходе работы 
определены оптимальные параметры периодического глубинного культивирования. установлено, что наиболь-
ший выход биомассы обеспечивает комбинация «питательная среда – углеродный субстрат» в виде бульона на 
основе ферментативного гидролизата фибрина с внесением в качестве субстратной подкормки галактозы. при 
этом морфология и иммунохимические свойства микробных клеток, полученных при оптимизированном про-
цессе, не отличались от таковых при контрольном. проведен процесс оптимизации условий получения клеточной 
массы Y. pseudotuberculosis с последующим масштабированием. 

Ключевые слова: Yersinia pseudotuberculosis, периодическое глубинное культивирование, ферментативный ги-
дролизат фибрина, галактоза, питательная среда, субстратная подкормка.
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Abstract. Objective of the study was to optimize the conditions of submerged recurrent cultivation and the compo-
sition of the nutrient medium for obtaining the cell mass of Yersinia pseudotuberculosis strains, used as an adsorbent 
in the preparation of diagnostic plague immunoglobulins. Materials and methods. We utilized Y. pseudotuberculosis 
adsorbent strains 6; 31; 68; 69; and 70 belonging to V, I, III, IV, and V serotypes, respectively, received from the State 
Collection of Pathogenic Bacteria at the premises of the RusRAPI “Microbe”. The cultivation process was carried out on 
an incubator-shaker, laboratory and pilot fermenters with variation of the process parameters, different options for feed-
ing and nutrient media. Results and discussion. In the course of work, the optimal parameters of recurring submerged 
cultivation have been established. It was found that the highest biomass yield is provided by a combination of a nutrient 
medium – a carbon substrate in the form of a broth, based on an enzymatic fibrin hydrolysate, with the addition of galac-
tose as a substrate feeding. Thereat, the morphology and immunochemical properties of microbial cells obtained through 
modified preparation process do not differ from those produced in the control run. The optimization of the parameters for 
Y. pseudotuberculosis cell mass cultivation with subsequent upscaling has been performed. 

Key words: Yersinia pseudotuberculosis, recurrent submerged cultivation, enzymatic fibrin hydrolyzate, galactose, 
nutrient medium, substrate feeding.
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на сегодняшний день в лабораторной диагно-
стике возбудителя чумы применяются «иммуно-
глобулины диагностические флуоресцирующие 
чумные адсорбированные лошадиные сухие» и 

«иммуноглобулины диагностические чумные ад-
сорбированные лошадиные для реакции агглютина-
ции на стекле» производства роснипчи «микроб» 
(саратов) [1]. одной из стадий производства имму-
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ноглобулинов диагностических чумных лошадиных 
(идчл) является проведение сорбции перекрестно-
реагирующих антител по методу кастеллани [2]. 
данный этап проводится с использованием бактери-
альных клеток штаммов-адсорбентов, в частности 
Yersinia pseudotuberculosis. 

в настоящее время получение биомассы 
Y. pseudotuberculosis проводят в условиях периоди-
ческого глубинного культивирования с использова-
нием среды на основе ферментативного гидролизата 
казеина с дозированным добавлением субстратной 
подкормки в виде раствора глюкозы. одной из пер-
спективных производственных питательных сред 
является среда на основе панкреатического гидро-
лизата фибрина (ФгФ), полученного из отхода про-
изводства гетерологичного антирабического имму-
ноглобулина, согласно патенту RU 2425866 C1 [3]. 
в институте «микроб» разработаны и апробирова-
ны питательные среды на основе ФгФ для глубин-
ного культивирования Vibrio cholerae и Francisella 
tularensis [4, 5]. использование ФгФ в производ-
ственной практике получения штаммов-адсорбентов 
Y. pseudotuberculosis позволяет сократить расходы 
при получении клеточной массы, что в конечном ито-
ге может значимо отразиться на себестоимости пре-
парата. внесение в питательную среду ряда веществ, 
в частности углеродного субстрата, также позволя-
ет увеличить выход клеточной массы. так, согласно 
результатам ряда авторов, использование галактозы 
при культивировании штаммов Y. pseudotubercu-
losis способствует активному приросту клеточной 
массы [6]. исходя из вышесказанного, актуальным 
является подбор оптимальных сред и условий куль-
тивирования с целью увеличения выхода клеточной 
массы Y. pseudotuberculosis. 

цель данной работы – оптимизация условий 
культивирования и состава питательной среды для 
получения клеточной массы штаммов-адсорбентов 
Y. pseudotuberculosis. 

материалы и методы

в работе использовались штаммы-адсорбенты 
Y. pseudotuberculosis 6, 31, 68, 69, 70, относящиеся к 
V, I, III, IV, V серотипам соответственно. Штаммы 
получены из государственной коллекции патоген-
ных бактерий Фкуз роснипчи «микроб».

сахаролитическую активность штаммов оцени-
вали на пестром ряде гисса с использованием раз-
личных вариантов углеродных субстратов: араби-
нозы, ксилозы, галактозы, глюкозы, маннозы, рам-
нозы, раффинозы, мальтозы, маннита, глицерина. 
для оценки влияния углеродных субстратов на рост 
Y. pseudotuberculosis использовалась минимальная 
среда м9 [7]. в качестве полноценных эксперимен-
тальных сред применялись среды на основе: ФгФ, 
панкреатического гидролизата рыбной муки (пгрм) 
и панкреатического гидролизата казеина (пгк) про-
изводства Фбун «государственный научный центр 

прикладной микробиологии и биотехнологии» 
(оболенск). содержание аминного азота в полно-
ценных средах доводили до 0,1 %, водородный по-
казатель – до 7,4. в качестве плотной питательной 
среды использовали агар хоттингера pH 7,2.

для глубинного культивирования штаммов 
Y. pseudotuberculosis использовали термостатируе-
мый шейкер-инкубатор, лабораторный и пилотный 
ферментеры с общими объемами 1,5 и 70 л соответ-
ственно. в условиях шейкера-инкубатора культиви-
рование проводили на колбах эрленмейера объемом 
250 мл с внесением 25 мл среды в течение 24 ч при 
130 об/мин и поддержанием температуры 28 °с. 
выращивание на лабораторном и пилотном фермен-
терах осуществляли с автоматическим контролем 
ключевых параметров: температура 28 °с, содер-
жание растворенного кислорода в культуральной 
жидкости поддерживали на уровне (40±5) %, pH пи-
тательной среды поддерживали добавлением 10 % 
раствора NaOH. 

для вариантов культивирования в условиях 
шейкера-инкубатора и лабораторного ферментера 
инокулят готовили путем смыва двухсуточной куль-
туры с плотной среды 0,9 % раствором NaCl, посев-
ная доза составляла 2 % от объема культивирования. 
для пилотного ферментера использовали суточную 
бульонную культуру в размере 10 % от объема куль-
тивирования.

после окончания выращивания инактивацию 
культуры проводили: а) при объемах до 1 л путем 
нагрева культуральной жидкости до 100 °C с под-
держанием заданной температуры в течение 30 мин; 
б) в условиях пилотного ферментера после прогрева 
дополнительно вносили в культуральную жидкость 
формалин до конечной концентрации 0,6 % с после-
дующей экспозицией длительностью 18 ч. осадок 
клеточной массы штаммов-адсорбентов отделяли 
центрифугированием на лабораторной центрифу-
ге в течение 15 мин при 10000 об/мин, на проточ-
ной центрифуге – со скоростью подачи 10 л/ч при 
20000 об/мин. 

концентрацию микробных клеток в культураль-
ной жидкости определяли турбидиметрически при 
длине волны 540 нм. при культивировании на ла-
бораторном ферментере рост культуры контролиро-
вали в режиме реального времени при длине волны 
600 нм в проточной ячейке.

микробиологическую чистоту культуры кон-
тролировали путем высева на плотную среду и 
микроскопией мазков, окрашенных по граму. 
иммунохимическую активность полученной кле-
точной массы контролировали следующими мето-
дами: реакция агглютинации на стекле (с приме-
нением иммуноглобулинов диагностических псев-
дотуберкулезных адсорбированных лошадиных 
для реакции агглютинации на стекле производства 
роснипчи «микроб») и методом флуоресцирую-
щих антител (с использованием иммуноглобулинов 
диагностических флуоресцирующих псевдотуберку-
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лезных адсорбированных лошадиных производства 
роснипчи «микроб»). все этапы работы выполня-
лись в соответствии с сп 1.3.2322-08 «безопасность 
работы с микроорганизмами III–IV групп патоген-
ности (опасности) и возбудителями паразитарных 
болезней».

расчет удельной скорости роста (μ) определяли 
согласно общепринятой методике [8]. статистиче-
ский анализ проводили с использованием пакета 
Microsoft Exсel 2010. выявление статистической зна-
чимости различий результатов производили методом 
двухфакторного дисперсионного анализа (two-way 
ANOVA), для апостериорного анализа применя-
ли метод множественного сравнения тьюки (Tukey 
HSD test) [9]. в качестве пограничного уровня стати-
стической значимости принимали значение ρ≤0,05. 
кривые линии роста культуры строили с величиной 
достоверности аппроксимации R2≥0,95.

результаты и обсуждение

на первом этапе проводили определение са-
харолитической активности изучаемых штаммов. 
ключевым аспектом выбора углеродного субстрата 
для использования в дальнейшем исследовании ста-
ла обязательная его ферментация всеми штаммами. 
так, маннит не ферментировался штаммом Y. pseudo-
tuberculosis 70, а раффиноза – штаммами Y. pseudotu-
berculosis 6, 31, 70, поэтому данные углеродные суб-
страты исключались из дальнейших экспериментов. 
культивирование с применением остальных вариан-
тов сахаров и спиртов показало изменение цвета ин-
дикатора среды для всех штаммов, что говорит об их 
успешной ферментации. полученные результаты со-
гласуются с данными, представленными в литерату-
ре [10, 11]. кроме того, отмечено сильное изменение 
цвета индикатора в вариантах с глюкозой и маннозой 
для всех штаммов, что указывает на наибольшее из-
менение водородного показателя среды в ходе роста 
культуры. использование в качестве углеродного 
субстрата арабинозы, ксилозы, галактозы, мальтозы, 
рамнозы, глицерина не показало значительного из-
менения pH среды.

следующий этап работы заключался в опреде-
лении влияния отобранных вариантов углеродных 
субстратов на конечный прирост биомассы штаммов-
адсорбентов Y. pseudotuberculosis. для оценки влия-
ния углеродного субстрата с параллельным нивели-
рованием воздействия компонентов среды на рост 
изучаемой культуры использовалась минимальная 
среда м9. Штаммы Y. pseudotuberculosis в условиях 
малообъемного культивирования выращивали в те-
чение 24 ч в шейкере-инкубаторе на минимальной 
среде с добавлением соответствующего варианта 
субстратной подкормки до конечной концентра-
ции 1,2 мг/мл. в качестве контроля использовалась 
минимальная среда без внесения субстратной под-
кормки. так как при использовании в качестве суб-
стратной подкормки маннозы, рамнозы, арабинозы, 
мальтозы не выявлен рост, отличный от контроля, 
для всех исследуемых штаммов, результаты, полу-
ченные при культивировании на данных углерод-
ных субстратах, не принимались в расчет. на рис. 1 
представлены результаты влияния различных вари-
антов субстратной подкормки на прирост биомассы 
Y. pseudotuberculosis 6, 31, 68, 69, 70. 

значение критерия Фишера, полученное нами 
при использовании различных вариантов субстрат-
ных подкормок, превысило критическое значение 
Fэксп=11,53>Fкрит.=3,00, что говорит о влиянии суб-
стратной подкормки на прирост биомассы. степень 
влияния субстратной подкормки на количественный 
прирост биомассы оценивалась в 60,11 %. попарные 
сравнения средних значений по выборкам отдельных 
углеродных субстратов согласно методу тьюки по-
казали, что варианты культивирования на различных 
углеродных субстратах статистически отличались от 
контрольного варианта. таким образом, прирост био-
массы относительно контроля составил для ксилозы 
(44,0±8,81) %, галактозы – (48,0±5,4) %, глюкозы и 
глицерина – (50,0±5,0) и (32,4±9,5) % соответствен-
но. вариант штамма не оказывал статистически зна-
чимого влияния на прирост биомассы.

следующий этап исследования заключал-
ся в подборе полноценной питательной среды 
для максимального прироста биомассы штаммов 

рис. 1. влияние углеродного субстрата на при-
рост биомассы штаммов Y. pseudotuberculosis 
при культивировании на минимальной среде в 
условиях шейкера-инкубатора: 
цветом столбца обозначен вариант углеродного суб-
страта: желтый – ксилоза, красный – галактоза, зеле-
ный – глюкоза, фиолетовый – глицерин, синий – кон-
троль. ось ординат: концентрация ×109 м.к./мл. ось 
абсцисс: культивируемые штаммы Y. pseudotuberculo-
sis 6, 31, 68, 69, 70

Fig. 1. Effect of the carbon substrate on the bio-
mass growth of Y. pseudotuberculosis strains when 
cultivated on a minimal medium in a shaker-incu-
bator: 
The color of the column indicates the variant of the car-
bon substrate: yellow – xylose, red – galactose, green – 
glucose, violet – glycerin, blue – control. Y-axis: con-
centration ×109 m.c./ml. X-axis: cultivated strains of 
Y. pseudotuberculosis 6, 31, 68, 69, 70
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Y. pseudotuberculosis. культивирование проводилось 
качалочным методом, по аналогии с предыдущим 
этапом. исследовались два варианта полноценных 
питательных сред на основе пгрм и ФгФ. среда 
на основе пгк принята в качестве контрольной. 
согласно полученным результатам, тип полноценной 
питательной среды оказывал статистически значимое 
влияние на прирост биомассы, Fэксп=16,15>Fкрит.=4,46. 
степень влияния фактора составила 65,05 %. как 
и на предыдущем этапе, вариант штамма не ока-
зывал статистически значимого влияния на увели-
чение концентрации микробных клеток штаммов-
адсорбентов. применение в качестве полноценных 
питательных сред пгрм и ФгФ дает больший при-
рост биомассы, чем культивирование на пгк. пгрм 
показал средний прирост биомассы относительно 
контроля (10,20±6,48) %, а ФгФ – (26,14±1,95) %. 
полученные данные указывают на то, что наиболее 
перспективной полноценной питательной средой для 
наработки бактериальной массы штаммов Y. pseudo-
tuberculosis является ФгФ. 

опираясь на полученные результаты, проводи-
ли эксперимент по культивированию на среде ФгФ 
с внесением различных вариантов углеродных суб-
стратов. в качестве контроля использовали ФгФ без 
внесения субстратной подкормки. результаты пред-
ставлены на рис. 2.

при культивировании на ФгФ внесение углерод-
ного субстрата оказывало статистически значимое 
влияние на прирост биомассы, Fэксп=9,76>Fкрит=3,00. 
степень влияния типа субстратной подкормки на 
прирост биомассы составила 60,97 %, что аналогич-
но результату, полученному при внесении углерод-
ного субстрата на минимальной среде. это указы-
вает на отсутствие межфакторного взаимодействия 
по типу «среда – углеродный субстрат». средний 
прирост биомассы относительно контроля составил 
для ксилозы (25,5±6,3) %, галактозы – (43,4±8,9) %, 
глюкозы и глицерина – (25,3±5,7) и (23,6±3,2) % со-
ответственно. 

с целью анализа влияния субстратной подкорм-
ки на кинетику роста Y. pseudotuberculosis проводили 
культивирование в условиях лабораторного фермен-
тера. так как в ходе предыдущих исследований уста-
новлено, что вариант штамма не влияет на прирост 
биомассы, в качестве модельного объекта в дальней-
шей работе использовали Y. pseudotuberculosis 68. 
высокая схожесть штаммов Y. pseudotuberculosis 
подтверждается литературными данными [10, 11]. 
исследуемые образцы: ФгФ + субстратная подкорм-
ка, контроль – ФгФ. субстратную подкормку вноси-
ли дозированно со второго по шестой час культиви-
рования. результаты культивирования представлены 
на рис. 3.

рис. 2. влияние углеродного субстрата на при-
рост биомассы штаммов Y. pseudotuberculosis 
при культивировании на питательной среде на 
основе ФгФ в условиях шейкера-инкубатора: 
цветом столбца обозначен вариант углеродного суб-
страта: желтый – ксилоза, красный – галактоза, зеле-
ный – глюкоза, фиолетовый – глицерин, синий – кон-
троль. ось ординат: концентрация ×109 м.к./мл. ось 
абсцисс: культивируемые штаммы Y. pseudotuberculo-
sis 6, 31, 68, 69, 70

Fig. 2. Effect of carbon substrate on biomass growth 
of Y. pseudotuberculosis strains during cultivation 
on a nutrient medium based on enzymatic fibrin hy-
drolyzate under shaker-incubator conditions: 
The color of the column indicates the variant of the carbon 
substrate: yellow – xylose, red – galactose, green – glu-
cose, violet – glycerin, blue – control. Y-axis: concentra-
tion ×109 m.c./ml. X-axis: cultivated strains of Y. pseudo-
tuberculosis 6, 31, 68, 69, 70

рис. 3. влияние углеродного субстрата на дина-
мику роста Y. pseudotuberculosis 68 при культи-
вировании в условиях лабораторного фермен-
тера на питательной среде на основе ФгФ: 
цветом кривой обозначен вариант углеродного суб-
страта: желтый – ксилоза, красный – галактоза, зеле-
ный – глюкоза, фиолетовый – глицерин, синий – кон-
троль. ось ординат: значения оптической плотности 
600 нм. ось абсцисс: время от начала культивирова-
ния, чч:мм

Fig. 3. Impact of carbon substrate on the dynam-
ics of growth of Y. pseudotuberculosis 68 when 
cultivated in a laboratory fermenter on a nutrient 
medium based on enzymatic fibrin hydrolyzate:
The color of the curve indicates the variant of the carbon 
substrate: yellow – xylose, red – galactose, green – 
glucose, violet – glycerin, blue – control. Y-axis: absor-
bance values of 600 nm. X-axis: elapsed time from the 
beginning of cultivation, hh:mm
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культивирование осуществляли до момента вы-
хода на стационарную фазу, которую обнаруживали 
по скачкообразному изменению оптической плотно-
сти микробной суспензии. 

наибольший конечный прирост биомассы отно-
сительно контроля отмечен в варианте культивирова-
ния с галактозой – (62,2±8,4) %. схожие результаты 
получены при культивировании с использованием 
в качестве углеродного субстрата ксилозы, прирост 
составил (49,9±5,1) %. внесение глюкозы и глицери-
на в культуральную среду обеспечило относительно 
равные показатели прироста микробной биомассы – 
(20,1±6,0) и (15,7±3,4) % соответственно. 

длительность лаг-фазы во всех вариантах оказа-
лась приблизительно одинаковой (≈1,5 ч от момента 
начала культивирования). больший конечный при-
рост биомассы при дозированном внесении раствора 
галактозы, по-видимому, связан с продолжительной 
(≈7 ч) фазой экспоненциального роста, в то время 
как использование других углеродных субстратов 
отличалось меньшей длительностью (≈5,5 ч) анало-
гичной фазы. 

темпы прироста биомассы в период экспонен-
циальной фазы при внесении углеродных субстратов 
были выше, чем в контрольном варианте. удельная 
скорость роста в экспоненциальной фазе при ис-
пользовании в качестве углеродных субстратов га-
лактозы, глюкозы, ксилозы, глицерина составила 
(0,34,±0,02), (0,35±0,02), (0,32±0,02), (0,21±0,06) ч–1 
соответственно. удельная скорость роста в контроль-
ном варианте – (0,19±0,02) ч–1.

при масштабировании процесса получения 
штаммов-адсорбентов выход за пределы оптималь-
ных значений водородного показателя среды может 
значительно ингибировать процесс роста культуры, 
что негативным образом сказывается на конечном 
выходе продукта. кроме того, согласно литератур-
ным данным, при значительных сдвигах pH среды 
возможно изменение антигенного состава клетки [8]. 
в свою очередь изменение антигенного состава  
микроорганизма недопустимо при получении 
штаммов-адсорбентов. оптимальные значения 
концентрации водородных ионов для размноже-

ния Y. pseudotuberculosis лежат в диапазоне pH 6,6–
7,8 [11]. в процессе периодического глубинного 
культивирования отмечено изменение значения pH, 
которое зависело от типа субстратной подкормки. 
так, добавление глюкозы в культуральную жидкость 
приводило к постепенному снижению значения во-
дородного показателя, вплоть до экстремальных 
(<6,0 pH) значений. при использовании в качестве 
субстратной подкормки глицерина pH снижался до 
(6,6±0,05). при внесении галактозы и ксилозы че-
рез 1 ч после начала подкормки происходило слабое 
снижение pH до (7,1±0,05), затем водородный пока-
затель среды повышался до (7,8±0,05), чему соответ-
ствовал активный прирост биомассы.

в условиях глубинного культивирования аэроб-
ных микроорганизмов большое значение приобре-
тает поддержание оптимальной концентрации рас-
творенного кислорода в среде. в ходе работы эмпи-
рическим путем установлено, что оптимальный уро-
вень содержания растворенного кислорода в среде 
составляет (40±5) %. поддержание более высоких 
значений кислорода в среде связано со значитель-
ным увеличением числа оборотов мешалки и степе-
ни аэрирования, что приводит к сильному пенообра-
зованию. кроме того, высокая насыщенность кисло-
родом приводит к ингибированию роста культуры, 
что, вероятно, связано с накоплением перекисных 
соединений клетками [8].

на основе полученных результатов проведе-
но масштабирование процессов культивирования 
штаммов-адсорбентов Y. pseudotuberculosis. при ме-
нялись следующие комбинации питательных сред и 
углеродных субстратов: оптимизированный вариант – 
ферментативный гидролизат фибрина с внесением 
галактозы (ФгФ+галактоза), контрольный вариант 
(применяемый в производственном цик ле) – панкреа-
тический гидролизат казеина с внесением глюкозы 
(пгк+глюкоза). в качестве модельного штамма ис-
пользован Y. pseudotuberculosis 68. культивирование 
проводили на пилотном ферментере с поддержанием 
уровня кислорода (40±5) %, pH (7,2±0,2), при темпе-
ратуре 28 °с до момента выхода на стационарную 
фазу. кривые роста представлены на рис. 4.

рис. 4. влияние варианта среда + углеродный 
субстрат на динамику роста Y. pseudotuberculo-
sis 68 при культивировании в условиях пилот-
ного ферментера: 
цветом кривой обозначен вариант питательной сре-
ды + углеродный субстрат: красный – ФгФ+галактоза, 
синий – пгк+глюкоза. ось ординат: концентра-
ция ×109 м.к./мл. ось абсцисс: время от начала куль-
тивирования, чч:мм

Fig. 4. Impact of the medium + carbon substrate 
option on the growth dynamics of Y. pseudotuber-
culosis 68 when cultivated under the conditions of 
a pilot fermenter: 
The color of the curve indicates the variant of the nutrient 
medium + carbon substrate: red – enzymatic hydrolysate 
of fibrin + galactose, blue – pancreatic hydrolysate of ca-
sein + glucose. Y-axis: concentration ×109 mc/ml. X-axis: 
elapsed time from the beginning of cultivation, hh:mm



142

Проблемы особо опасных инфекций. 2021; 4      ОРигинальнЫе статьи

прирост биомассы при выращивании на ги-
дролизате фибрина с внесением галактозы выше 
контрольного варианта на (0,65±0,05) ч–1. лаг-фаза 
и в первом, и во втором варианте культивирования 
была равной по длительности (≈4,5 ч). Фаза экспо-
ненциального роста в контрольном варианте была 
менее продолжительной (≈4,5 ч), чем в оптими-
зированном варианте (≈5,5 ч). удельная скорость 
роста в данные временные промежутки составила 
(0,26±0,01) и (0,33±0,01) ч–1 соответственно. выход 
клеточной массы на единицу объема среды составил 
(5,25±0,24) мг/мл для контроля и (15,13±0,19) мг/мл  
для оптимизированного варианта. морфология и 
иммунохимические свойства микробных клеток, 
полученных при оптимизированном и контрольном 
процессах, не различались между собой. 

таким образом, для увеличения выхода клеточ-
ной массы штаммов Y. pseudotuberculosis, исполь-
зуемых для получения чумных диагностических 
иммуноглобулинов, экспериментально доказана воз-
можность применения питательной среды на основе 
ферментативного гидролизата фибрина с внесением 
в качестве субстратной подкормки галактозы.
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цель исследования – создание высокоиммуногенной вакцинной конструкции на основе рекомбинантного 
варианта репликативно-дефектного штамма вируса осповакцины MVA, экспрессирующего вирусоподобные ча-
стицы, имитирующие природную инфекцию вирусом марбург. материалы и методы. рекомбинантный вирус 
получали путем рекомбинации между гомологичными последовательностями вирусной днк и инсерционной 
плазмиды pDel2-GP-VP-Pat, которая несет трансгены структурных белков GP и VP40 вируса марбург, фланкиро-
ванные фрагментами генома штамма MVA. структуру рекомбинантного вируса подтверждали методами пцр и 
секвенирования, экспрессию трансгенов анализировали методом вестерн-блот, формирование вирусоподобных 
частиц фиксировали с помощью электронной микроскопии. оценку иммуногенности и протективности проводи-
ли на модели морских свинок. титр антител определяли в иммуноферментном анализе. для оценки т-клеточного 
ответа использовали метод внутриклеточного окрашивания цитокинов с последующим анализом образцов на 
проточном цитофлуориметре. результаты и обсуждение. на основе высокоаттенуированного штамма MVA ви-
руса осповакцины сконструирован рекомбинантный вариант MVA-GP-VP40-MARV, несущий в районе делеции II 
генома кассету трансгенов GP и VP40 вируса марбург. показана экспрессия трансгенов в пермиссивных для MVA 
клетках CER, инфицированных рекомбинантным штаммом MVA-GP-VP40-MARV, и секреция белков GP и VP40 
вируса марбург в культуральную среду. электронно-микроскопический анализ выявил наличие вирусоподоб-
ных частиц вируса марбург в культуральной среде клеток начиная с 12 часов после инфицирования. двукратная 
вакцинация морских свинок рекомбинантным штаммом MVA-GP-VP40-MARV в дозе 108 бое/животное инду-
цировала формирование антител к вирусу марбург и вирусу осповакцины, а также 100 % защиту от летальной 
инфекции вирусом марбург (50 лд50). с использованием оригинального программного обеспечения TEpredict 
предсказана структура т-хелперных эпитопов белка GP вируса марбург. с помощью метода ICS эксперимен-
тально подтверждена биологическая активность этих эпитопов и показано, что они обеспечивают индукцию 
т-клеточного иммунного ответа в составе вакцинной конструкции MVA-GP-VP40-MARV.
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Abstract. The aim of the study was to create a highly immunogenic vaccine construct based on a recombinant vari-
ant of a replication-defective MVA strain of vaccinia virus, expressing virus-like particles that mimic natural infection 
with Marburg virus. Materials and methods. The recombinant virus was obtained through recombination between 
homologous viral DNA sequences and the insertion plasmid pDel2-GP-VP-Pat which carries transgenes of the structural 
proteins GP and VP40 of Marburg virus, flanked by fragments of MVA strain genome. Structure of the recombinant 
virus was confirmed in PCR and using sequencing, transgenes expression was analyzed by Western blotting, virus-
like particles formation was recorded using electron microscopy. Evaluation of immunogenicity and protectivity was 
carried out using a guinea pig model. The antibody titer was determined in enzyme-linked immunosorbent assay. To 
assess T-cell response, the intracellular staining of cytokines was used, followed by analysis of samples on a flow cy-
tometer. Results and discussion. On the basis of highly attenuated MVA strain of vaccinia virus a recombinant variant  
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проблема создания эффективных вакцин про-
тив особо опасных филовирусных инфекций, к ко-
торым относится вирус марбург (Marburg virus, 
MARV), остается нерешенной в настоящее время. 
перспективную вакцинную платформу представля-
ет использование безопасного вирусного вектора, 
экспрессирующего непатогенные вирусоподобные 
частицы (впч), имитирующие вирионы вируса 
марбург. такая платформа широко используется за 
рубежом, в том числе и при разработке вакцин про-
тив инфекций, вызываемых вирусами эбола [1] и 
марбург [2].

в качестве высокоперспективного вируса-
вектора мы предлагаем использовать штамм MVA 
вируса осповакцины (VACV), который является 
репликативно-дефектным штаммом для клеток чело-
века. на различных доклинических моделях показа-
но, что векторные вакцины на основе рекомбинант-
ных штаммов MVA являются безопасными, высоко-
иммуногенными и обладают хорошими защитными 
свойствами [3].

для продукции впч вируса марбург в соста-
ве рекомбинантного вируса осповакцины (штамм 
MVA) необходимо произвести встройку в вирусный 
геном кассеты из генов нескольких структурных 
белков MARV. основную роль в формировании впч 
играет матриксный вирионный белок VP40 MARV, 
который обладает способностью к самосборке и поч-
кованию на мембране клетки [4]. включение в впч 
поверхностного гликопротеина GP MARV является 
обязательным условием, поскольку он несет основ-
ные протективно значимые детерминанты вируса. 
возможно также включение в состав экспрессируе-
мой кассеты гена нуклеопротеина NP MARV, кото-

рый выполняет роль внутреннего каркаса (кора), од-
нако данные о его роли в сборке впч носят противо-
речивый характер [5].

целью настоящего исследования являлось соз-
дание высокоиммуногенной вакцинной конструкции 
на основе репликативно-дефектного штамма вируса 
осповакцины MVA, экспрессирующего вирусопо-
добные частицы, имитирующие природную инфек-
цию вирусом марбург. для реализации этой цели 
сконструирован рекомбинантный вариант MVA со 
встройкой кассеты генов GP-VP40 MARV и показана 
его 100 % протективность в отношении летальной 
инфекции морских свинок вирусом марбург.

материалы и методы

Штамм MVA получен из государственной кол-
лекции возбудителей вирусных инфекций и риккет-
сиозов Фбун гнц вб «вектор» роспотребнадзора, 
где он депонирован под номером V-713. геномная 
последовательность музейного штамма MVA со-
ответствует депонированной в GenBank под но-
мером AY603355.1. нами разработана система 
культи вирования штамма MVA в клетках CER из 
коллекции культур клеток Фбун гнц вб «вектор» 
роспотребнадзора, которые являются гибридом 
клеток почки сирийского хомячка и куриных фиб-
робластов.

для определения концентрации (титра) виру-
са использовали метод бляшек. бляшки получали 
на инфицированном монослое клеток CER, выра-
щенном на 12-луночных культуральных планшетах. 
визуализацию бляшек проводили раствором кри-
сталлического фиолетового (2 г/л кристаллический 

MVA-GP-VP40-MARV has been constructed, carrying a cassette of transgenes, GP and VP40, of Marburg virus in 
the region of deletion II of the genome. The expression of transgenes in MVA-permissive CER cells infected with 
recombinant MVA-GP-VP40-MARV strain and secretion of GP and VP40 proteins into culture medium have been 
demonstrated. Electron microscopy analysis has revealed the presence of Marburg virus-like particles in the culture me-
dium of cells 12 hours after infection. Double vaccination of guinea pigs with MVA-GP-VP40-MARV strain at a dose  
of 108 PFU/animal induced the formation of antibodies to Marburg and vaccinia viruses, as well as 100 % protection 
against lethal Marburg virus infection (50 LD50). Using original TEpredict software, the structure of T-helper epitopes of 
GP protein has been predicted. Using the ICS method, the biological activity of these epitopes has been experimentally 
confirmed and it was shown that they provide the induction of a T-cell immune response as part of the MVA-GP-VP40-
MARV vaccine construct.

Key words: MVA strain of vaccinia virus, virus-like particles (VLP), Marburg virus (MARV), surface glycopro-
tein (GP), virion protein VP40, intracellular cytokine staining (ICS).
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фиолетовый, 5 % формальдегид, 10 % этанол). титр 
вируса выражали как количество бляшкообразую-
щих единиц на 1 мл суспензии (бое/мл).

модифицированный штамм MVA-GP-VP40-
MARV получали путем рекомбинации между гомо-
логичными последовательностями исходного штам-
ма MVA и инсерционной плазмиды pDel2-GP-VP-
Pat. отбор рекомбинантных вариантов вируса про-
водили методом временной доминантной селекции. 
ген устойчивости к пуромицину pat использовали в 
качестве селективного маркера [6].

инсерционную плазмиду pDel2-GP-VP-Pat по-
лучали на базе плазмиды pDel2-Pat [6]. ген, коди-
рующий GP MARV, синтезировали методом поли-
меразной цепной реакции (пцр) с использованием 
в качестве матрицы кднк вируса марбург и пары 
праймеров с заложенными в их структуру сайта-
ми узнавания эндонуклеаз рестрикции AscI и PmeI 
для клонирования в pDel2-Pat под контроль ранне-
позднего синтетического промотора вируса оспо-
вакцины PE/L. ген, кодирующий белок VP40 MARV, 
получали также методом пцр с использованием 
пары праймеров, которые содержат сайты узнавания 
эндонуклеаз рестрикции BamHI и EcoRI, что обе-
спечивает встройку гена VP40 MARV в плазмиду 
pXJP5.2 под контроль природного промотора р7,5 
VACV [7]. полученный оперон р7,5-VP40 MARV на 
втором этапе конструирования переносили в плазми-
ду pDel2-Pat с использованием эндонуклеаз рестрик-
ции EcoRV и NotI.

отбор рекомбинантных штаммов проводи-
ли пцр-анализом днк клонов с использованием 
пар праймеров, специфичных к участкам генома 
MVA, фланкирующим район встройки (делеция II): 
MVA_F1 5’-CATGCTACTACCTTCGGGTAAA и  
MVA_R7 5’-TGCGTCTAGTATGTACGTTGTT [6]. 
после двойно го реклонирования проводили верифи-
кацию структуры днк рекомбинантного штамма с 
помощью технологии секвенирования нового поко-
ления (NGS) на платформе MiSEQ.

экспрессию клонированных трансгенов в ре-
комбинантном варианте вируса марбург оценивали 
методом вестерн-блот. для выявления GP MARV 
использовали коммерческие антитела, полученные 
на усеченный рекомбинантный белок (без трансмем-
бранного домена) вируса марбург (IBT Bioservices 
0303-007). в качестве положительного контроля 
использовали recombinant MMARV GPdTM (IBT 
Bioservices 0503-001). для иммунодетекции бел-
ка VP40 использована поликлональная анти-VP40 
сыворотка мыши и рекомбинантный белок VP40 
MARV, полученный в клетках Escherichia coli (лю-
безно предоставлены д.н. щербаковым).

для подтверждения формирования впч вируса 
марбург, продуцируемых штаммом MVA-GP-VP40-
MARV, проведен электронно-микроскопический 
анализ. монослой клеток CER инфицировали реком-
бинантным и исходным штаммами MVA с множе-
ственностью 0,02 бое/клетка. инкубировали 12 ча-

сов, культуральную среду собирали и концентри-
ровали ее с использованием Centrifugal Filter Units 
(Millipore) Ultracel-100K до уменьшения объема в 
10 раз. материал фиксировали добавлением равного 
объема 8 % раствора параформальдегида и наносили 
на медные сеточки, покрытые пленкой-подложкой 
из формвара и стабилизированные углеродом. 
препараты дополнительно окрашивали 1 или 2 % 
водным раствором уранилацетата по общепринятой 
методике [8]. образцы исследовали в электронном 
микроскопе JEM 1400 (Jeol, япония) при ускоряю-
щем напряжении 80 кв. Фотосъемка проводилась 
цифровой камерой Veleta (SIS, германия). анализ и 
обработка изображения осуществлялись с помощью 
программного пакета iTEM (SIS, германия) [8].

определение иммуногенности и протективно-
сти полученного штамма MVA-GP-VP40-MARV про-
водили на аутбредных морских свинках массой 200–
250 г из питомника лабораторных животных гнц вб 
«вектор». все эксперименты на животных проводи-
ли с соблюдением принципов гуманности в соответ-
ствии с протоколами, утвержденными биоэтическим 
комитетом гнц вб «вектор». морских свинок им-
мунизировали рекомбинантным штаммом MVA-GP-
VP40-MARV внутримышечно в дозе 108 бое/живот-
ное дважды с интервалом в четыре недели. для оцен-
ки протективности животных через четыре недели 
после второй иммунизации инфицировали вирусом 
марбург в дозе 50 лд50 (лд50 – доза, летальная для 
50 % тест-животных). инфицированных животных 
наблюдали в течение 24 дней.

титр антител к вирусу марбург и вирусу оспо-
вакцины определяли в сыворотках крови иммунизи-
рованных морских свинок методом непрямого двух-
стадийного иммуноферментного анализа (иФа). 
в качестве антигена-сорбента использовали цельно-
вирионные препараты MARV и VACV, очищенные 
центрифугированием в градиенте плотности сахаро-
зы. детекцию иммунных комплексов «антиген-IgG» 
осуществляли пероксидазным конъюгатом антител 
кролика против IgG морской свинки и визуализа-
цией тетраметиленбензидином (тмб) в цитрат-
фосфатном растворе с перекисью водорода. забор 
крови из сердца морских свинок осуществляли по-
сле премедикации раствором золетила (Valdepharm, 
Франция) через четыре недели после второй имму-
низации. 

оценку клеточного иммунитета проводили че-
рез три недели после второй иммунизации [9]. для 
оценки т-клеточного ответа использовали метод 
внутриклеточного окрашивания цитокинов (intracel-
lular cytokine staining, ICS), который проводили в со-
ответствии со стандартным протоколом, как описано 
в [10]. в качестве источника т-клеток использовали 
спленоциты, полученные стандартным методом из 
селезенок морских свинок [9], а в качестве инди-
каторного цитокина – интерферон-гамма (иФнγ). 
стимуляцию спленоцитов проводили смесью син-
тетических пептидов, представляющих потенциаль-
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ные CD4+ т-клеточные эпитопы белков GP и VP40 
вируса марбург. предсказание эпитопов проводи-
ли с использованием программного обеспечения 
TEpredict [10]. пептиды синтезированы в Elabscience 
Biotechnology Co., Ltd (Wuhan, китай), чистота 
≥90,0 %. в работе использовали девять пептидов, че-
тыре из которых представляют т-хелперные эпито-
пы белка VP40 MARV, а пять – белка GP MARV. для 
стимуляции спленоцитов пептиды объединили в две 
группы, соответствующие белкам VP40 и GP, и до-
бавляли в концентрации 20 мкг/мл каждого пептида 
на 106 клеток. после стимуляции клетки окрашива-
ли моноклональными антителами PEAnti-guinea pig 
CD4 (MA1-81852, ThermoFisher Scientific) и PF647P 
Anti-guinea pig IFN-gamma (MT4A27, MabtechAB). 
образцы анализировали на проточном цитомет-
ре FACSCanto II (Becton Dickinson and Company, 
сШа) c использованием программного обеспечения 
Everest. 

результаты и обсуждение

для получения рекомбинантного штамма 
MVA сконструирована базовая плазмида интегра-
ции pDel2-GP-VP-Pat, обеспечивающая встрой-
ку трансгенов в район делеции II генома MVA, не 
существенный для репродукции вируса. плазмида 
pDel2-GP-VP-Pat содержит последовательности, 

фланкирующие район делеции II MVA, между ко-
торыми расположены высокоэффективные ранне-
поздние промоторы VACV и полилинкер для встрой-
ки трансгенов. также в плазмиду pDel2-GP-VP-Pat 
дополнительно введен доминантный селективный 
маркер для получения рекомбинантных вирусов – 
ген устойчивости к пуромицину pat под контролем 
промотора VACV [6].

схема генома сконструированного рекомби-
нантного штамма MVA со встройкой кассеты ге-
нов GP-VP40-MARV представлена на рис. 1, A. 
секвенирование днк штамма MVA-GP-VP40-
MARV показало, что в районе встройки кассеты  
GP-VP40-MARV имеется делеция с-концевой части 
гена GP (129 п.н.), которая включает трансмембран-
ный домен белка (90 п.н.) и цитоплазматический 
«хвост» (24 п.н.). в результате этой делеции сдвига 
рамки трансляции не произошло, а новый стоп-кодон 
образовался через восемь аминокислот от начала де-
летированного участка.

результаты вестерн-блот-анализа представле-
ны на рис. 1, B. анализ экспрессии трансгенов про-
водили в пермиссивной для MVA культуре клеток 
CER. как следует из рисунка, в культуральной среде 
инфицированных рекомбинантным штаммом кле-
ток выявляется зрелая форма GP в виде двух расще-
пленных полипептидов GP1 массой 160 кда и GP2 – 
38 кда. в лизатах инфицированных клеток выявля-

рис. 1. характеристики рекомбинантного штамма MVA-GP-VP40-MARV:
А – схема генома штамма MVA-GP-VP40-MARV, на которой указаны позиции праймеров, использованных в пцр-анализе. В – вестерн-блот-анализ 
экспрессии кассеты генов GP-VP40 MARV в составе рекомбинантного MVA: M – контроль молекулярных весов Spectra™ Multicolor Broad Range 
Protein Ladder (Thermo Scientific, 26634); 1 – лизат клеток CER, инфицированных MVA-GP-VP40-MARV; 2 – лизат клеток CER, инфицированных 
MVA; 3 – культуральная среда клеток CER, инфицированных MVA-GP-VP40-MARV; 4 – культуральная среда клеток CER, инфицированных MVA; 
5 – положительные контроли GP (слева) и VP40 (справа). С – электронно-микроскопический анализ впч в культуральной среде клеток CER, инфици-
рованных рекомбинантным штаммом MVA-GP-VP40-MARV

Fig. 1. Characteristics of the recombinant strain MVA-GP-VP40-MARV:
А – the genome scheme of MVA-GP-VP40-MARV with the positions of the primers used in PCR analysis of recombinant viral DNA; B – Western blot analysis of 
GP-VP40 MARV gene cassette expression in recombinant MVA: M – control of molecular weights Spectra™ Multicolor Broad Range Protein Ladder (Thermo 
Scientific, 26634); 1 – cell lysates infected with MVA-GP-VP40-MARV; 2 – cell lysates infected with MVA; 3 – culture medium of CER cells infected with  
MVA-GP-VP40-MARV; 4 – culture medium of CER cells infected with MVA; 5 – positive controls of purified recombinant GP protein (to the left) 
and VP-40 MARV (to the right). C – electron microscopy analysis of VLP in the culture medium of CER cells infected with the recombinant strain  
MVA-GP-VP40-MARV
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ются частично гликозилированные и расщепленные 
формы GP. поскольку матриксный белок VP40 не 
содержит сайтов гликозилирования, он выявляется в 
виде белка с молекулярной массой 40 кда как в куль-
туральной среде инфицированных рекомбинантным 
вирусом клеток, так и в лизатах данных клеток.

из данных вестерн-блот-анализа можно сде-
лать вывод, что происходит секреция впч вируса 
марбург, поскольку оба белка GP и VP40 MARV 
регистрируются в культуральной среде клеток. 
электронно-микроскопический анализ образцов 
среды клеток, инфицированных рекомбинантным 
штаммом MVA-GP-VP40-MARV, подтверждает эту 
гипотезу: выявлено большое количество впч с ха-
рактерной формой вирионов MARV размером 35–
40 нм × 700–900 нм (рис. 1, C).

оценку иммуногенности и протективности 
штамма MVA-GP-VP40-MARV проводили на мор-
ских свинках, которые чувствительны к летальной 
инфекции вирусом марбург. на рис. 2, A представ-
лена выживаемость животных в иммунизированной 
(опытной) и контрольной группах после инфекции 
вирусом марбург в дозе 50 лд50. инфицированных 
животных наблюдали в течение 24 дней (инкубаци-
онный период для лихорадки марбург). все живот-
ные контрольной группы погибли на 8–14-й день 
после инфекции, в то время как все животные опыт-
ной группы выжили без каких-либо признаков за-
болевания.

как следует из рис. 2, B, иФа образцов сыво-
роток, полученных через четыре недели после дву-
кратной иммунизации морских свинок рекомбинант-
ным вариантом MVA-GP-VP40-MARV, показал на-
личие антител к вирусу марбург в титрах от 1:1600 
до 1:6400, а антител к вирусу осповакцины – от 
1:12800 до 1:102400. известно, что вирус осповак-

цины формирует перекрестный иммунный ответ на 
разные ортопоксвирусы, включая высокопатогенные 
для человека вирус натуральной оспы и вирус оспы  
обезьян [11]. таким образом, иммунизация штаммом 
MVA-GP-VP40-MARV обеспечивает защиту и про-
тив этих инфекций.

с целью оценки т-клеточного иммунного от-
вета, индуцированного рекомбинантом MVA-GP-
VP40-MARV, проведен анализ структуры генов GP и 
VP40 MARV с использованием оригинального про-
граммного обеспечения TEpredict [10] и предсказа-
на структура пептидов, содержащих т-хелперные 
эпитопы этих белков (таблица). несмотря на то, что 
программа TEpredict не предназначена для предска-
зания эпитопов, рестриктированных молекулами 
MHCII класса морской свинки, мы провели предска-
зание нонамерных пептидов, способных связывать-
ся с наиболее широким спектром алломорф молекул 
MHCII класса (promiscuous binders), и выбрали фраг-
менты длиной 16–25 аминокислотных остатков, со-
держащие несколько таких эпитопов.

пептиды разделили на две группы, соответствую-
щие белкам VP40 (пептиды 1–4) и GP (пептиды 5–9), 
и использовали в виде соответствующих смесей для 
стимуляции спленоцитов вакцинированных морских 
свинок. результаты эксперимента представлены 
на рис. 3. 

как следует из рис. 3, статистически значи-
мое увеличение количества иФнγ-продуцирующих  
CD4+ т-лимфоцитов по сравнению с контролем 
(р<0,01) зарегистрировано только при стимуляции 
спленоцитов смесью пептидов белка GP MARV 
(пептиды 5–9). полученные данные свидетель-
ствуют о способности рекомбинантной вакцины 
MVA-GP-VP40-MARV индуцировать не только гу-
моральное, но и клеточное звено иммунитета против 

рис. 2. оценка протективности (A) и иммуногенности (B) рекомбинантного вируса MVA-GP-VP40-MARV на модели морских  
свинок:
В – статистическую значимость оценивали с помощью однофакторного дисперсионного анализа (ANOVA) с поправкой бонферрони; * – различия 
достоверны при p<0,05. порог детекции антител – разведение сыворотки 1:40

Fig. 2. Evaluation of the protectivity (A) and immunogenicity (B) of the recombinant virus MVA-GP-VP40-MARV using guinea pig  
model:
B – P values were determined by 1-way ANOVA followed by Bonferroni post-test; * – differences are significant at p<0.05. The antibody detection limit is serum 
dilution 1:40



148

Проблемы особо опасных инфекций. 2021; 4      ОРигинальнЫе статьи

инфекции MARV. кроме того, нам удалось экспери-
ментально подтвердить биологическую активность 
т-хелперных эпитопов белка GP MARV, которые 
входят в состав группы пептидов 5–9, предсказан-
ных с помощью программы TEpredict.

сконструированный нами рекомбинантный 
штамм MVA-GP-VP40-MARV является перспектив-
ным вакцинным штаммом, обеспечивающим 100 % 
защиту от летальной дозы MARV. Штамм MVA-GP-
VP40-MARV кроме индукции гуморального и кле-

точного иммунного ответа на вирус марбург фор-
мирует иммунитет и против ортопоксвирусов, вклю-
чая вирус оспы обезьян [11]. эта инфекция также 
чрезвычайно важна для эндемичных в отношении 
филовирусов районов африканского континента. 
вспышки оспы обезьян регулярно регистрируются в 
африке, в частности в октябре 2016 г. всемирная ор-
ганизация здравоохранения зарегистрировала более 
20 случаев оспы обезьян в центральноафриканской 
республике. созданный рекомбинантный вариант 

Предсказанные CD4+ Т-хелперные эпитопы белков GP и VP40 вируса марбург
Predicted CD4+ T-helper epitopes of the GP and VP40 proteins of Marburg virus

№ пептида
Peptide No.

белок
Protein

пептид
Peptide

Фрагмент
Fragment

количество эпитопов
Number of epitopes

количество алломорф
Number of allomorph

1 VP40 NYNTYMQYLNPPPYADHGA 6–24 3 17

2 VP40 GVPAWLPLGIMSNFEYPLAH 79–98 4 17

3 VP40 EKTSLFRISLPADMFSVKE 242–260 2 45

4 VP40 PLNGFNNRQVVLAYANPTLS 282–301 5 24

5 GP LHLWGAFFLYDRIASTTMYRG 137–157 5 29

6 GP IVNKTVHKMIFSRQGQGYRH 169–188 3 31

7 GP TQHLVYFRKKRSILWREGDM 425–444 4 36

8 GP ARLRRLANQTAKSLEL 557–572 2 28

9 GP LLLRVTTEERTFSLINRHAI 571–590 3 11

рис. 3. результаты анализа вирус-специфического т-клеточного ответа морских свинок, иммунизированных рекомбинантом  
MVA-GP-VP40-MARV (n=5) с использованием метода внутриклеточного окрашивания цитокинов (ICS):
A – E – представлены типичные плоты (диаграммы) CD4+ т-лимфоцитов животных, иммунизированных MVA-GP-VP40-MARV (A, B, C) или физ-
раствором (D, E), полученные с помощью проточного цитофлуориметра. на каждом плоте процентное содержание IFN-γ указано в правом верхнем 
углу; A, D – нестимулированные CD4+ лимфоциты; B – CD4+ лимфоциты, стимулированные пулом пептидов 1–4; C – CD4+ лимфоциты, стимулиро-
ванные пулом пептидов 5–9; Е – CD4+ лимфоциты, стимулированные пулом пептидов 1–9; F – графическое изображение полученных результатов.  
по оси Y отложен процент CD4+ т-лимфоцитов, продуцирующих IFNγ. статистический анализ проводился с использованием программного обеспе-
чения GraphPad Prism 8.0. данные представлены как среднее значение ± среднее квадратичное отклонение

Fig. 3. Results of virus-specific T-cell response in guinea pigs immunized with the recombinant MVA-GP-VP40-MARV (n=5) using  
the method of intracellular cytokine staining (ICS):
A – E – representative rafts (diagrams) of CD4+ T-lymphocytes from animals immunized with MVA-GP-VP40-MARV (A, B, C) or saline (D, E), obtained with 
the help of flow cytometer. On each raft, the percentage of IFN-γ is indicated in the upper right corner; A, D – un-stimulated CD4+ lymphocytes; B – CD4+ 
lymphocytes stimulated by a pool of peptides 1–4; C – CD4+ lymphocytes stimulated by a pool of peptides 5–9; E – CD4+ lymphocytes stimulated by a pool 
of peptides 1–9; F – graphical image of the results obtained. The y-axis is the percentage of CD4+ T-lymphocytes producing IFNγ. Statistical analysis was per-
formed using GraphPad Prism 8.0 software. Data are presented as mean ± standard deviation
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VACV может рассматриваться как бивалентная вак-
цина против вирусов марбург и оспы обезьян, что 
представляется целесообразным в связи с высоким 
пересечением ареалов распространения этих виру-
сов и опасностью двойного инфицирования.
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л.н. яшина1, Т.В. Трегубчак1, б.с. малышев1, н.а. сметанникова1, и.В. Грищенко1, а.а. дольский1, 
а.н. Швалов1, а.В. Зайковская1, а.В. казанцев2, В.н. Чекашов2, Т.Ю. красовская2

воЗБудитель вСПЫшки глПС в СаратовСкой оБлаСти, 2019 г. 
1ФБУН «Государственный научный центр вирусологии и биотехнологии «Вектор», р.п. Кольцово, Российская Федерация; 
 2ФКУЗ «Российский научно-исследовательский противочумный институт «Микроб», Саратов, Российская Федерация

патогенные хантавирусы, принадлежащие к роду Orthohantavirus семейства Hantaviridae, широко распро-
странены во многих регионах мира и являются возбудителями геморрагической лихорадки с почечным синдро-
мом (глпс) в европе и азии. на территории европейской части россии наиболее активные очаги глпс рас-
полагаются на территории оптимума ареала обитания природного носителя вируса пуумала (PUUV), рыжих 
полевок (Myodes glareolus), – в среднем поволжье и предуралье. наибольшее количество заболевших глпс 
регистрируется в приволжском федеральном округе. в 2019 г. на территории саратовской области зарегистриро-
вана вспышка глпс, число заболевших составило 2702 человека, среди которых преобладали жители саратова 
и саратовского района. цель работы – генетическое типирование возбудителей от больных глпс и носителей 
во время вспышки 2019 г. в саратове и филогенетический анализ полноразмерных геномов вируса от природных 
носителей. материалы и методы. для генетического исследования использовано восемь образцов от больных 
глпс из саратова (2019) и три образца тканей легких рыжих полевок, отловленных в окрестностях саратова 
(2019). все образцы проанализированы методом обратной транскрипции – полимеразной цепной реакции с по-
следующим секвенированием и филогенетическим анализом. результаты и обсуждение. генотипированы шесть 
рнк-изолятов хантавирусов от больных глпс, получены полноразмерные геномы трех рнк-изолятов от носи-
телей вируса. показано, что возбудителем вспышки глпс в саратове был вирус PUUV. исследованный вариант 
вируса относится к генетической ветви RUS, наиболее близок к штаммам из удмуртии и татарстана и отличается 
от вариантов вируса, циркулирующих на территории республики башкортостан и самарской области.

Ключевые слова: хантавирус, геморрагическая лихорадка с почечным синдромом, вспышка глпс, россия.
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Hantavirus Associated with Hemorrhagic Fever with Renal syndrome Outbreak  
in the Saratov Region in 2019
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Abstract. Pathogenic hantaviruses, belonging to the family Hantaviridae, genus Orthohantavirus, are widely spread 
in many regions of the world and cause hemorrhagic fever with renal syndrome (HFRS) in Europe and Asia. In the 
European Russia, the most active HFRS foci are located in the optimum habitat area of natural reservoir of the Puumala 
virus (PUUV), bank voles (Myodes glareolus), – in the Middle Volga and Cis-Urals. The largest number of cases of 
HFRS was registered in the Volga Federal District. In 2019, an outbreak of HFRS was registered among the residents 
of Saratov and the Saratov Region, the number of cases was 2702. Objective of the study was genetic identification of 
hantaviruses from HFRS patients and rodent carriers and phylogenetic analysis of full-size genomes from natural hosts 
during HFRS outbreak in the Saratov Region, 2019. Materials and methods. Blood samples of 8 HFRS patients from 
Saratov and 3 lung samples of bank voles captured in the suburb of Saratov were analyzed using reverse transcription 
polymerase chain reaction, followed by sequencing and phylogenetic analysis. Results and discussion. A total of 6 viral 
RNA isolates from HFRS patients were genetically typed, full-length RNA-isolate genomes were obtained for 3 natural 
carriers. Our data indicate that PUUV virus was associated with HFRS outbreak in Saratov. Genetic analysis revealed 
that the virus belonged to RUS lineage of PUUV, related most closely to strains from Udmurtia and Tatarstan and differed 
from strains circulating in the territory of Bashkortostan and Samara Region. 
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в настоящее время геморрагическая лихорадка с 
почечным синдромом (глпс) выявлена на всех кон-
тинентах [1–2]. заболевание вызывают вирусы, при-
надлежащие к роду Orthohantavirus, включая вирус 
хантаан (HTNV) и его генетический вариант амур 
(AMRV), сеул (SEOV), добрава/белград (DOBV), 
пуумала (PUUV) и тула (TULV). хантавирусы (се-
мейство Hantaviridae) имеют рнк-геном отрица-
тельной полярности, состоящий из трех сегментов: 
малого (S), среднего (M) и большого (L). 

до недавнего времени глпс занимала лиди-
рующее положение по заболеваемости сре-
ди природно-очаговых заболеваний человека в 
российской Федерации. по данным рос потреб-
надзора, только с 2000 по 2018 год в 68 субъек-
тах российской Федерации зарегистрировано 
137430 случаев заболевания глпс, из них 570 – 
с летальным исходом. пространственное распре-
деление природных очагов и характер циркуляции 
возбудителя обусловлен распространением и эколо-
гическими особенностями их резервуарных хозяев. 
на европейской части территории глпс вызыва-
ет в основном вирус PUUV, который циркулирует 
в лесных очагах инфекции [3]. Широкое распро-
странение хантавируса PUUV связано с обширным 
ареалом рыжей полевки (Myodes glareolus), которая 
служит его основным резервуаром в природе и ис-
точником заражения людей. поэтому наиболее ак-
тивные лесные очаги глпс расположены в опти-
муме ареала этих грызунов – в среднем поволжье 
и предуралье [4]. наибольшее количество забо-
левших глпс регистрируется в приволжском фе-
деральном округе. по данным роспотребнадзора, 
именно на этот регион приходится 82,2 % от общей 
заболеваемости по стране. часть (0,8 %) случаев 
глпс связана с инфицированием двумя вариантами 
вируса DOBV, куркино (DOBV-Aa) и сочи (DOBV-
Ap), ассоциированными с западным подвидом по-
левой мыши (Apodemus agrarius agrarius) и кав-
казской лесной мыши (Apodemus ponticus) соответ-
ственно [3]. в последние годы в европе выявлены 
случаи инфицирования людей вирусом TULV [5], 
однако в рФ прецедентов не было, хотя циркуляция 
вируса установлена в нескольких видах природных 
носителей [6–8].

PUUV вместе со своим хозяином, рыжей по-
левкой, найден по всей территории европы, за ис-
ключением района средиземноморского побережья, 
испании и греции [9]. Штаммы PUUV группируются 
по географическому признаку, отражающему исто-
рию и пути распространения природного хозяина ви-
руса – рыжей полевки [10]. последние изменения в 
распространении рыжей полевки произошли 10 тыс. 
лет назад после ледникового периода, когда грызу-

ны повторно колонизировали европу и особенно 
скандинавский полуостров. показано, что миграция 
шла по трем направлениям и проявилась в эволюци-
онных взаимосвязях PUUV. Филогенетическое дере-
во включает восемь ветвей PUUV: финскую (FIN), 
российскую (RUS), северо-скандинавскую (N-SCA), 
южно-скандинавскую (S-SCA), датскую (DAN), лат-
вийскую (LAT), альпо-адриатическую (ALAD) и 
центрально-европейскую (CE) [9]. поскольку штам-
мы, входящие в каждую из ветвей, достаточно раз-
нородны (14,0–16,6 % различий), они разбиваются 
на группы.

однако к востоку от урала рыжая полевка не 
так многочисленна и, как правило, уступает по 
численности красной и красно-серой полевкам. на 
территории азиатской части континента циркули-
руют PUUV-подобные вирусы. первым из PUUV-
подобных хантавирусов открыт вирус хоккайдо 
(HOKV) [11]. установлено, что HOKV широко рас-
пространен на территории азиатской части россии 
и циркулирует в двух видах полевок: красно-серой 
(Myodes rufocanus) и красной (Myodes rutilus) [12].  
в корее от королевских полевок Myodes regulus 
(прежнее название Eothenomys regulus) выявлены 
рнк-изоляты PUUV-подобного хантавируса, назван-
ного вирусом Muju (MUJV) [13]. в китае от полевок 
Myodes eleus выявлен еще один PUUV-подобный ви-
рус – Fusong (FUSV) [14]. таким образом, в настоя-
щее время филогенетическая клада PUUV-подобных 
вирусов образована тремя видами хантавирусов, ас-
социированными с полевками рода Myodes: HOKV, 
MUJV и FUSV. 

российские штаммы PUUV входят в состав двух 
ветвей, RUS и FIN, каждая из которых делится на 
группы. Штаммы с территории европейской части 
россии образуют пять групп: «самара», «татарстан-
удмуртия», две группы штаммов из башкортостана, 
входящие в состав ветви RUS, и штаммы из карелии, 
входящие в группу «карелия-Финляндия» ветви FIN 
[9, 15, 16]. на территории омской и тюменской об-
ластей среди M. glareolus установлена циркуляция 
группы «омск-тюмень», также входящей в состав 
ветви FIN, объединяющей штаммы из Финляндии и 
россии [12, 17]. 

динамика заболеваемости глпс характеризу-
ется циклическими подъемами, которые регистриру-
ются каждые 2–4 года с двухлетними пиками, как в 
2008–2009 и 2014–2015 гг. определяющим фактором 
является инфицированность и численность рыжей 
полевки, зависящая от климатических условий, кор-
мовой базы и доступных мест обитания. в 2019 г. на 
территории россии зарегистрировано 13996 случа-
ев глпс, что связано с увеличением числа случаев 
глпс в 2,5 раза во всех субъектах приволжского фе-
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дерального округа [4]. наиболее выраженный рост 
количества больных глпс в 2019 г. отмечен на тер-
ритории саратовской области, где зарегистрировано 
2702 случая, в том числе среди жителей саратова и 
саратовского района число заболевших составило 
2084 человека [18]. заражение этих лиц в подавляю-
щем большинстве случаев связано с пребывани-
ем в природном парке «кумысная поляна» или его 
окрестностях. показано, что основными факторами, 
повлиявшими на резкий рост заболеваемости глпс, 
послужили высокая численность инфицированных 
грызунов, обусловленная относительно мягкой и 
снежной зимой 2018–2019 гг., и неудовлетворитель-
ное лесопарковое состояние зон отдыха в окрестно-
стях города саратова.

цель исследований – генетический анализ 
вирусов-возбудителей от больных глпс и носите-
лей во время вспышки 2019 г. в саратове и полнораз-
мерных геномов вирусов от природных носителей.

материалы и методы

клинический диагноз глпс у больных из 
вспышки в саратове подтвержден наличием специ-
фических антител классов IgG и IgM методом 
иФа с помощью тест-систем «вектоханта-IgG» и 
«вектоханта-Igм» («вектор-бест», россия) и выяв-
лением вирусной рнк в образцах крови методом от-
пцр с помощью тест-системы «ом-скрин-глпс-
рв» («синтол», россия). той же тест-системой при-
сутствие вирусной рнк выявляли в образцах легких 
рыжих полевок. рнк выделяли из сгустков крови 
больных глпс и суспензий легких грызунов с по-
мощью набора «рибо-преп» (цнии эпидемиологии, 
россия). 

генетическое типирование хантавирусов в 
рнк-содержащих образцах проводили с исполь-
зованием серии праймеров, описанной ранее [19]. 
вирусную кднк синтезировали с использованием 
обратной транскриптазы RevertAid Premium (Thermo 
Scientific, сШа) и родоспецифического праймера 
HPS (5`-TAGTAGTAGACTCC). продукты двух-
раундовой амплификации получали по стандартному 
протоколу с использованием Hot start Taq днк-поли-
меразы производства «сибэнзим» (россия). серию 
праймеров для получения полноразмерных последо-
вательностей генома выбирали авторы.

выравнивание нуклеотидных последовательно-
стей осуществляли с помощью алгоритма MUSCLE 
в программе MEGA7. для построения филоге-
нетических деревьев использован метод ближай-
ших соседей (Neighbour-joining) с моделью эволю-
ции Tamura-Nei [20]. вычисления проводили для  
1000 итераций.

полученные нуклеотидные последовательно-
сти фрагмента L-сегмента генома депонированы в 
банке данных GenBank под номерами MN627217–
MN627220, MZ014463–MZ014464, полноразмерные 
геномы – MZ014465–MZ014473.

результаты и обсуждение

исследован материал (кровь, сыворотка крови) 
от пациентов с клиническим (предварительным) 
диагнозом глпс, находившихся на лечении в меди-
цинских организациях саратова. носителей (рыжих 
полевок) отлавливали в природном парке «кумысная 
поляна» и его окрестностях. первичный скрининг 
образцов крови пациентов и образцов суспензий лег-
ких рыжих полевок с помощью тест-системы «ом-
скрин-глпс-рв» выявил значения порогового цик-
ла Ct в образцах от пациентов в интервале 23,9–29,6, 
а в образцах тканей легких рыжих полевок – в ин-
тервале 13,4–33,8. установлен высокий уровень ин-
фицированности рыжих полевок, в 14 из 21 (66,7 %) 
обследованных животных обнаружена рнк вируса 
пуумала.

для дальнейшего анализа отобрано восемь об-
разцов крови от больных глпс со среднетяжелым 
клиническим течением из саратова, в крови которых 
обнаружена рнк вируса пуумала со значением Ct не 
менее 30,0. в сыворотке крови этих пациентов выяв-
лены антитела классов IgM и IgG к хантавирусам – 
возбудителям глпс. для анализа носителей вируса 
отобраны три образца тканей легких от рыжих поле-
вок со значениями Ct в интервале 13,4–16,4. 

для типирования возбудителя глпс использо-
ваны препараты крови больных глпс, заболевших 
в мае 2019 г., и образцы природных носителей, от-
ловленных в окрестностях саратова в тот же пери-
од и имеющих вирусную рнк. анализ проводили 
методом двухраундовой от-пцр с использованием 
родоспецифических праймеров к L-сегменту гено-
ма [19]. положительными оказались шесть из вось-
ми исследованных образцов от больных глпс и три 
из трех от рыжих полевок. сравнение полученных 
последовательностей фрагментов L-сегмента генома 
с опубликованными в банке данных GenBank пока-
зало, что новые рнк-изоляты принадлежат к хан-
тавирусу PUUV (рис. 1). рнк-изоляты из саратова 
отличались друг от друга не более чем на 0,7 % и 
были наиболее близки к генетическому варианту 
PUUV, ранее выявленному в образцах от рыжих по-
левок из самарской области и республики татарстан 
(штаммы Samara_94/CG/2005, Samara_49/CG/2005, 
Kazan). различие новых нуклеотидных последо-
вательностей с указанными штаммами составляло 
3,6–4,6 %. больший процент различия (11,6–12,2 %) 
выявлен со штаммами из башкортостана (CG1820/
POR, DTK/Ufa-97), также входящими в генетиче-
скую ветвь RUS, и со штаммами, относящимися к 
другим генетическим ветвям (более 12,2 %). 

для анализа полноразмерных геномов выбраны 
три образца суспензий легких от носителей вируса, 
рыжих полевок (M. glareolus), отловленных на тер-
ритории природного парка «кумысная поляна» в 
окрестностях саратова. рнк, выделенная из тканей 
легких, использована для получения полноразмерных 
малого (S), среднего (M) и большого (L) сегментов 
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генома. праймеры для получения и секвенирования 
полноразмерных сегментов генома изолятов вируса 
выбраны на основе опубликованных ранее полнораз-
мерных геномов штаммов из самары. в базе данных 
GenBank наиболее полно представлены S-сегменты 
генома, принадлежащие ко всем известным ветвям 
вируса PUUV, для меньшего числа штаммов опреде-
лены последовательности м-сегмента и лишь для 
ограниченного числа штаммов опубликованы после-
довательности полноразмерных L-сегментов генома. 
поэтому анализ именно S-сегмента позволяет наи-
более четко определить таксономическое положение 
исследованного варианта вируса. 

длина S-сегмента составила 1821 нуклеотид. 
кодирующая область нуклеокапсидного белка (N) 
располагалась в позициях 43–1344. как и в случае 
других PUUV, в перекрывающейся рамке +1 (пози-
ции 84–355) обнаружен неструктурный белок (NSs) 
длиной 90 аминокислотных остатков [21]. кроме 
того, в комплементарной цепи выявлена дополни-
тельная рамка считывания (позиции 782–414), ко-
дирующая гипотетический белок NSs(-) длиной 122 
аминокислотных остатка. такой же гипотетический 

белок выявлен в нуклеотидных последовательностях 
других штаммов ветви RUS (Kazan, CG18-20, CG17). 
нуклеотидные последовательности S-сегментов ге-
нома трех новых рнк-изолятов от носителей вируса 
отличались на 0,2–0,3 %, аминокислотные последо-
вательности были идентичными. Филогенетический 
анализ на основе кодирующей области S-сегмента 
выявил существование четырех групп российских 
штаммов среди доступных полноразмерных после-
довательностей, относящихся к ветви RUS. новые 
изоляты из саратова объединялись с российскими 
штаммами группы «татарстан-удмуртия» (Kazan и 
Udmurtia/458/Cg) и образовывали новую подгруппу 
«саратов» (рис. 2). различие кодирующих нуклеотид-
ных (нт) последовательностей двух подгрупп соста-
вило 3,2–4,0 % и 0,2–0,5 % для аминокислотных (ак) 
последовательностей. различие со штаммами группы 
«самара» (Samara_94/CG/2005 и Samara_49/CG/2005) 
составило 4,9–5,1 % нт и 0,5 % ак, а со штаммами  
группы «башкортостан» – более 5,4 % нт и 0,9 % ак. 
для второй группы штаммов из башкортостана доступ-
ны лишь короткие последовательности S-сегмента, 
поэтому они не включены в филогенетический ана-

рис. 1. Филогенетическое дерево, отображающее 
взаимосвязи хантавирусов от больных и носителей 
вируса из вспышки глпс саратов-2019 и штам-
мов PUUV из других регионов. дерево построе-
но на основе нуклеотидных последовательностей 
L-сегмента генома (позиции 2969–3314) с использо-
ванием метода NJ, индексы поддержки рассчитаны 
для 1000 повторов. жирным шрифтом выделены ис-
следованные рнк-изоляты хантавирусов

Fig. 1. Phylogenetic tree demonstrating the relations 
of hantaviruses from patients and carriers of the virus 
from the HFRS outbreak in Saratov in 2019 and PUUV 
strains from other regions. The tree was built on the ba-
sis of the nucleotide sequences of the L-segment of the 
genome (positions 2969–3314) using the NJ approach, 
the support indices were calculated for 1000 repeats. 
The investigated hantavirus RNA isolates are shown in 
bold
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рис. 2. Филогенетические деревья, отображающие 
взаимосвязи хантавирусов от носителей вируса 
из вспышки глпс саратов-2019, полевок Myodes 
glareolus, и штаммов PUUV из других регио-
нов. деревья построены на основе кодирующей  
области (S) S-сегмента генома (позиции 43–1344),  
(M) M-сегмента (позиции 41–3487) с использова-
нием метода NJ, индексы поддержки рассчитаны 
для 1000 повторов. жирным шрифтом выделены 
исследованные рнк-изоляты хантавирусов

Fig. 2. Phylogenetic trees depicting the relations of 
hantaviruses from carriers of the virus from the HFRS 
outbreak in Saratov in 2019, voles Myodes glareolus, 
and PUUV strains from other regions. Trees were built 
on the basis of the coding region (S) of the S-segment  
of the genome (positions 43–1344), (M) M-segment 
(positions 41–3487) using the NJ method, support  
indices were calculated for 1000 repeats. The investi-
gated hantavirus RNA isolates are shown in bold
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лиз, однако различие на этом участке генома соста-
вило 11,5–14,3 % нт. различие со штаммами PUUV 
из других генетических ветвей, включая российские 
штаммы ветви FIN из омска и карелии, более значи-
тельно и достигало 16,8 % нт и 4,2 % ак. 

длина м-сегмента составляла 3682 нуклеоти-
да c кодирующей областью поверхностного гли-
копротеина, расположенной в позициях 41–3486. 
нуклеотидные последовательности M-сегментов 
трех рнк-изолятов отличались друг от друга на 
0,6–0,9 %, аминокислотные последовательности 
отличались на 0,4–0,6 %. на филогенетическом 
дереве м-сегмента новые изоляты так же, как и в 
случае S-сегмента, входили в состав ветви RUS, 
объединялись с российскими штаммами группы 
«татарстан-удмуртия» (Kazan и Udmurtia/894Cg) и 
образовывали новую подгруппу «саратов» (рис. 2), 
тогда как штаммы из башкортостана формировали 
отдельную подгруппу. различие новых последова-
тельностей гена гликопротеина от наиболее близ-
ких штаммов Kazan, Udmurtia/894Cg, Samara_94/
CG/2005 и Samara_49/CG/2005 составило 4,1–7,1 % 
для нуклеотидных и 0,7–1,0 % для аминокислот-
ных последовательностей. больший процент разли-
чий выявлен со штаммами группы «башкортостан» 
(>14,4 % нт и >3,6 % ак) и ветви FIN (>15,7 % нт и 
>4,7 % ак), включающей группу российских штам-
мов «омск», так же как и со штаммами из других 
генетических ветвей, выявленных в европейских 
странах (>18,5 % нт и >8,4 % ак). 

L-сегмент длиной 6550 нуклеотидов кодиру-
ет рнк-зависимую рнк-полимеразу в позициях 
37–6507. различие нуклеотидных последовательно-
стей трех рнк-изолятов составляло 0,8–1,0 %, ами-
нокислотных последовательностей – 0–0,2 %. так 
же, как в случае S- и м-сегментов, новые изоляты 
наиболее близки ранее опубликованным изолятам 
из казани (Kazan) и самары (Samara_94/CG/2005 и  
Samara_49/CG/2005), различие не превышало 4,6–
6,7 % нт и 0,5–1,0 % ак, тогда как со штаммами ветви  
RUS из башкирии (CG18-20, TKD) составляло 13,2–
13,3 % нт и 1,2–1,3 % ак, а со штаммами, входящими 
в состав других генетических ветвей, – 5,0–18,0 % нт 
и 2,6–5,8 % ак. 

таким образом, анализ фрагментов генома от 
больных глпс и полноразмерных геномов от носи-
телей вируса показал, что вспышка глпс в 2019 г. 
в саратове вызвана PUUV, циркулирующим в по-
пуляции рыжих полевок и генетически близким к 
ранее описанным вариантам вируса из республики 
татарстан, удмуртии и самарской области.

конфликт интересов. авторы подтверждают 
отсутствие конфликта финансовых/нефинансовых 
интересов, связанных с написанием статьи.

финансирование. Исследование проводилось 
в рамках выполнения государственного задания  
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ЮБилеи 
Anniversaries

к ЮБилеЮ Сергея владимировича Балахонова

11 декабря 2021 г. исполнилось  
65 лет сергею владимировичу балахо-
нову, профессору, доктору медицинских 
наук, директору иркутского научно-
иссле довательского противочумного 
инсти тута сибири и дальнего востока, 
члену редакционного совета журнала 
«проб лемы особо опасных инфекций». 

с.в. балахонов – один из ведущих 
ученых россии в области молекуляр-
ной микробиологии и эпидемиологии 
особо опасных, зоонозных и природно-
очаговых инфекций. им получены приоритетные 
данные по плазмидному составу сибирских и мон-
гольских штаммов чумного микроба, разработаны 
или адаптированы к особо опасным патогенам мето-
дические особенности молекулярной диагностики и 
геносистематики, днк-днк-гибридизации и другие. 
сергей владимирович балахонов является автором 
свыше 500 научных публикаций, в том числе десяти 
монографий, под его руководством защищены во-
семь кандидатских и одна докторская диссертация. 

возглавляемый им иркутский научно-исследо-
вательский противочумный институт является 
научно-методическим центром и обеспечивает эпи-
демиологическое благополучие на огромной терри-
тории сибирского и дальневосточного федеральных 

округов. в институте развиваются ин-
новационные направления, проводятся 
совместные российско-монгольские ис-
следования в трансграничных природ-
ных очагах чумы сибири и монголии. 
институт принимал участие в обеспе-
чении санитарно-эпидемиологического 
благополучия массовых международных 
мероприятий и чрезвычайных ситуаций. 
в период пандемии COVID-19 выпол-
няется большая работа по молекулярно-
генетическому мониторингу возбудите-

ля новой коронавирусной инфекции SARS-CoV-2, 
диагностике и изучению популяционного иммуни-
тета населения. 

за заслуги перед медицинской наукой и практи-
ческим здравоохранением с.в. балахонов награж-
ден орденом пирогова, имеет ведомственные награ-
ды российской Федерации и монголии.

Редакционная коллегия и редакционный совет 
журнала «Проблемы особо опасных инфекций», 
коллектив Иркутского научно-исследовательского 
противочумного института Сибири и Дальнего 
Востока сердечно поздравляют С.В. Балахонова со 
знаменательной датой и желают ему доброго здо-
ровья, счастья, благополучия и новых творческих 
успехов.
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4 ноября 2021 г. на 55-м году ско-
ропостижно ушла из жизни ирина 
александровна щипелева – ученый 
секретарь, начальник отдела научного 
и учебно-методического обеспечения 
ростовского-на-дону научно-исследова-
тельского противочумного института, 
кандидат биологических наук.

ирина александровна поступила 
на работу в институт в 1995 г., прошла 
трудовой путь от лабораторного служи-
теля до старшего научного сотрудника. 
в 2005 г. защитила кандидатскую диссер-
тацию «экспериментальное обоснование преиму-
ществ сочетанной специфической и экстренной про-
филактики чумы». в 2010 г. назначена на должность 

Памяти коллеги 
Revering the Memory of the Colleague

Памяти иринЫ алекСандровнЫ щиПелевой

ученого секретаря института, начальни-
ка отдела. 

ее отличали подлинный профес-
сионализм, невероятное трудолюбие, 
целеустремленность, порядочность 
и честность. в памяти коллег ирина 
александровна всегда останется свет-
лым, добрым, позитивным человеком.

коллектив ростовского-на-дону 
научно-иссле довательского противо-
чумного института, редакционная кол-
легия и редакционный совет журнала 

«проблемы особо опасных инфекций» выражают 
глубокие соболезнования родным и близким ирины 
александровны.


