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Исследования in silico на этапах конструирования современных средств  
иммунопрофилактики чумы (на примере субъединичных вакцин) 
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Цель обзора – проанализировать результаты отечественных и зарубежных исследователей по разработке со-
временных препаратов для специфической профилактики чумы и показать возможности применения биоинфор-
мационного анализа на этапах конструирования для создания эффективной и безопасной вакцины. Работа по 
созданию эффективной чумной вакцины нового поколения затруднена ввиду нескольких факторов, связанных 
прежде всего с наличием у чумного микроба механизмов уклонения от иммунной системы макроорганизма,  
а также большого числа детерминант патогенности. Благодаря разработке подходов, основанных на исследовани-
ях in silico, наблюдается прогрессивное развитие вакцинных технологий, основанных, прежде всего, на примене-
нии важнейших иммуногенов чумного микроба (F1 и V-антиген). В качестве актуальных способов применения 
биоинформационного анализа данных при разработке способов повышения эффективности защиты при вакци-
нации субъединичными препаратами рассматриваются исследования, направленные на улучшение антигенных 
характеристик F1 и LcrV, а также работы по биоинформационному поиску и анализу дополнительных перспек-
тивных компонентов для включения в состав субъединичных вакцин. 
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Abstract. The purpose of this review was to analyze the findings of domestic and foreign researchers on the devel-
opment of modern drugs for the specific prevention of plague and to illustrate the possibilities of using bioinformatics 
analysis at the design stages to create an effective and safe vaccine. Work on the creation of an effective new-generation 
plague vaccine is hampered by several factors associated primarily with the presence of mechanisms of evasion from 
the immune system of the macroorganism, as well as a large number of pathogenicity determinants in the plague agent. 
Due to the development of approaches that are based on in silico studies, there is a progressive development of vaccine 
technologies oriented primarily to the use of the most important immunogens of the plague microbe (F1 and V antigen). 
Studies aimed at improving the antigenic properties of F1 and LcrV, as well as work on bioinformatic search and analysis 
of additional promising components to be included in the composition of subunit vaccines are considered as topical ap-
plications of bioinformatics data analysis in developing the tools for enhancing the effectiveness of protection through 
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Key words: Yersinia pestis, subunit vaccines, F1, V-antigen, in silico studies, protective antigens of the plague mi-
crobe.

Conflict of interest: The authors declare no conflict of interest.
Corresponding author: Angelina A. Budanova, e-mail: rusrapi@microbe.ru.
Citation: Budanova A.A., Shchukovskaya T.N. In silico Research at the Stages of Designing Modern Means for Prevention of Plague (by the Example of Subunit 

Vaccines). Problemy Osobo Opasnykh Infektsii [Problems of Particularly Dangerous Infections]. 2022; 3:6–13. (In Russian). DOI: 10.21055/0370-1069-2022-3-6-13
Received 21.10.2021. Accepted 26.10.2021.

Budanova A.A., ORCID: https://orcid.org/0000-0002-5092-432X		  Shchukovskaya T.N., ORCID: https://orcid.org/0000-0001-8995-0895

Одной из актуальных проблем общественно-
го здравоохранения является защита населения от 
вновь возникающих, а также возвращающихся ин-
фекций, к которым, в частности, относится чума, 

представляющая собой особо опасное природно-
очаговое зоонозное заболевание. 

В соответствии с СанПиН 3.3686-21 «Санитар
но-эпидемиологические требования по профилакти-
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ке инфекционных болезней», Yersinia pestis относит-
ся к I группе патогенности. Согласно классификации 
Центра по контролю и предотвращению болезней в 
США, возбудитель чумы принадлежит к патогенам 
категории А, что характеризует микроорганизм как 
наиболее опасный и вероятный агент биотеррориз-
ма [1]. Аэрогенный путь заражения Y. pestis приво-
дит к развитию легочной формы болезни, для ко-
торой характерны высокая летальность и быстрое 
распространение. Реальным инструментом противо-
стояния инфекции можно считать эффективную вак-
цину. К сожалению, несмотря на долгую историю 
существования природных очагов чумы, лицензи-
рованная безопасная и эффективная вакцина от этой 
инфекции отсутствует. На территории Российской 
Федерации, в Республике Казахстан, Китае уже бо-
лее полувека применяют вакцину чумную живую. 
Исторические корни этого препарата связаны с виру-
лентным штаммом, выделенным в 1926 г. G. Girard 
и J. Robic на Мадагаскаре [2]. Несмотря на суще-
ственные достоинства вакцин на базе ослабленных 
штаммов чумного микроба, ВОЗ ориентируется на 
вакцины нового поколения, в основе разработок 
которых лежат современные методы и техноло-
гии [3, 4]. Среди факторов, ограничивающих приме-
нение живых противочумных вакцин, указывается, в 
частности, их высокая реактогенность [5]. Основные 
требования, предъявляемые ВОЗ к современным вак-
цинам, можно сформулировать следующим образом: 
1) препараты должны содержать только полностью 
охарактеризованные вещества, для которых установ-
лен механизм действия; 2) эффективно защищать от 
заражения любым вирулентным штаммом соответ-
ствующего микроорганизма; 3) не вызывать токси-
ческого воздействия или различных степеней тяже-
сти побочных действий на макроорганизм [6]. 

Несмотря на то, что список факторов патогенно-
сти и кандидатов на их роль постоянно пересматри-
вается [7], число антигенов, обладающих протектив-
ными свойствами, невелико [8]. Внедрение в иммуно-
логические исследования новых методов и подходов 
создает предпосылки для всестороннего исследова-
ния компонентов, перспективных в качестве основ-
ных составляющих профилактических препаратов 
нового поколения. Актуальными представляются ис-
следования, нацеленные на поиск новых антигенов 
чумного микроба, применение которых будет целе-
сообразным при разработке современных вакцин,  
а также изучение их значимости во взаимодействии 
патогена с хозяином с позиций структурной биоло-
гии. Ключевая роль в данной области исследований 
отводится методам биоинформационного анализа 
данных, позволяющим осуществлять исследование 
in silico пространственной структуры белков по их 
аминокислотным последовательностям. 

Исследования аминокислотных последова-
тельностей иммуногенных антигенов in silico. 
Существует два основных направления применения 
инструментов биоинформатики при разработке ди-

зайна вакцин: 1) аннотация геномов патогенных ми-
кроорганизмов, аннотация генома хозяина, статисти-
ческий анализ экспериментов с иммунологическими 
микрочипами; 2) компьютерный анализ иммуноло-
гических проблем, предсказание эпитопов. По мне-
нию D.R. Flower et al. [9], один из очевидных и про-
стых способов идентифицировать потенциальные 
новые антигены – поиск сходства последовательно-
стей, основанный на выравнивании. Обширный тео-
ретический материал в совокупности с эксперимен-
тальными данными является основой для создания 
баз данных по функциональной иммунологии, среди 
которых особого внимания заслуживают базы дан-
ных: AntiJen [10], ранее известная как JenPep [11, 12],  
и IEDB [13]. AntiJen объединяет обширные дан-
ные, большая часть из которых не хранится в дру-
гих базах данных. Кроме информации о связывании 
МНС и Т-клеток, AntiJen дополнительно архивирует 
эпитопы В-клеток, а также включает в себя значи-
тельное число количественных параметров: кине-
тических, термодинамических и функциональных. 
База данных IEDB значительно более обширна, чем 
другие эквивалентные системы баз данных, и ис-
пользует данные 13 специализированных проектов 
по секвенированию эпитопов. Однако, как и AntiJen, 
IEDB является неполной базой данных в отноше-
нии иммуногенных антигенов. В качестве примеров 
антиген-ориентированных баз данных можно приве-
сти AntigenDB [14], содержащую информацию более 
чем о 500 антигенах, и VIOLIN [15], содержащую за-
груженную с PubMed информацию по вакцинам, а 
также предлагающую различные инструменты для 
анализа представленных данных. Указанная база 
данных содержит информацию о 4184 вакцинах, раз-
работанных против 208 патогенных для человека и 
животных микроорганизмов, а также против 8 забо-
леваний, в основе которых лежат разного рода ауто-
иммунные нарушения.

Несмотря на тот факт, что большинство алгорит-
мов использует выравнивание последовательностей 
для идентификации антигенов, данный подход не ли-
шен и существенных недостатков, прежде всего свя-
занных с дивергентной и конвергентной эволюцией, 
объясняющей, в частности, случаи, когда белки, ли-
шенные очевидного сходства последовательностей, 
могут иметь сходные структуры и биологические 
свойства [16]. В качестве альтернативного подхода в 
работе I. Doytchinova et al. [17] предложен метод ана-
лиза белковых последовательностей, основанный на 
авто- и кросс-ковариационном преобразовании ана-
лизируемых аминокислотных последовательностей 
в однородные векторы равной длины, разработанном 
S. Wold et al. [18]. Модели распознавания протектив-
ных антигенов на базе основных химических свойств 
аминокислотных последовательностей реализова-
ны на сервере для прогнозирования протективных 
антигенов и субъединичных вакцин VaxiJen [17].  
На указанный сервер возможна загрузка как отдель-
ной аминокислотной последовательности интересу-
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ющего белка, так и файла, содержащего информацию 
о нескольких аминокислотных последовательностях, 
представленных в формате fasta. На странице резуль-
татов для каждого анализируемого белка в долях от 
единицы указывается вероятность проявления дан-
ной последовательности антигенных свойств и ин-
формация о статусе антигена («вероятный антиген» 
и «вероятный неантиген»). Этот инструмент можно 
применять как отдельно, так и в сочетании с други-
ми инструментами биоинформатики, используемы-
ми в области обратной вакцинологии.

Актуальной задачей в области обратной вак-
цинологии является поиск и анализ потенциальных 
аллергенов в связи с тем, что одной из причин воз-
никновения поствакцинальных осложнений раз-
личной тяжести является аллергия [19]. В данном 
направлении исследований интерес представляет 
программа Allpred, анализирующая пространствен-
ную структуру заданной последовательности ами-
нокислот, а также их физико-химические свойства. 
Для отнесения анализируемого белка к аллергенам 
используется параметр DF, принимающий значе-
ния от 0 до 1. Заключение об отнесении протеина к 
аллергенам можно сделать на основании значений 
DF выше определенного порога [20]. Применение 
программы Allpred позволило провести анализ 
3256 белков вакцинного штамма Y. pestis и выявить 
среди них 170 белков со свойствами потенциальных 
аллергенов, открывая новые перспективы как по на-
правлению конструирования безопасных противо-
чумных вакцин, так и методов оценки их эффектив-
ности [19]. 

Методы обратной вакцинологии в исследова-
нии эпитопов иммуногенных молекул. Многие ин-
струменты иммуноинформатики, предназначенные 
для прогнозирования Т- и В-клеточных иммунных 
эпитопов, разработаны еще в 1980-х гг. [21], что яви-
лось предпосылкой для создания нового направления 
в рамках работ по конструированию рационального 
дизайна вакцинных препаратов – обратной вакци-
нологии, представляющей собой новую стратегию 
разработки вакцин, начальным этапом которой яв-
ляется прогнозирование предполагаемых вакцин-
кандидатов путем анализа in silico. 

Впервые обратная вакцинология применена 
при разработке вакцин против Neisseria meningitidis  
серогруппы B [22]. С применением методов имму-
ноинформатики стало возможным прогнозирование 
in silico как эпитопов В-, так и Т‑клеток, задейство-
ванных в формировании адаптивного иммунного от-
вета. Программное обеспечение, ориентированное 
на поиск и анализ антигенов, распознаваемых моле-
кулами MHC, включает в себя TEpredict, CTLPred, 
nHLAPred, ProPred-I, MAPPP, SVMHC, GPS-
MBA, PREDIVAC, NetMHC, NetCTL, MHC2 Pred, 
IEDB, BIMAS, SVMHC, POPI, Epitopemap, iVAX, 
FREDIMAS, Rankpep; в то время как BCPREDS, 
BepiPred, BEpro, ABCpred, Bcepred, IgPred и BCEP 
осуществляют поиск линейных В-клеточных эпи-

топов [23]. Комплексное применение методов био-
информационного анализа при исследовании как 
анализируемой последовательности, так и особен-
ностей ее структуры позволяет ближе подойти к 
созданию эффективной и безопасной вакцины, обе-
спечивающей защиту от широкого спектра штаммов 
изучаемого патогена. Именно такой подход реализо-
ван J.E. Cornick et al. при разработке универсальной 
вакцины-кандидата против Streptococcus pneumoniae 
серотипа 1 [24]. С применением анализа in silico оце-
нена распространенность среди культур S. pneumoni­
ae серотипа 1, выделенных на территории 26 стран, 
семи белков-кандидатов в вакцинные препараты 
(CbpA, PcpA, PhtD, PspA, SP0148, SP1912, SP2108). 
Идентифицированы множественные аллельные ва-
рианты этих белков, при этом разные аллельные 
варианты доминировали на разных континентах. 
Авторы работы пришли к выводу, что последова-
тельности SP0148, SP1912, SP2108 являются высо-
коконсервативными и обнаружены у всех изолятов, 
что может способствовать созданию универсальной 
вакцины против пневмококка.

Сложности конструирования противочум-
ных вакцинных кандидатов и пути их преодо-
ления. Создание противочумных вакцин нового 
поколения не представляется возможным без при-
влечения современных генно-инженерных техно-
логий. Исследования, направленные на разработку 
средств для специфической профилактики чумы,  
в настоящее время ведутся по нескольким направле-
ниям, в основе которых лежат работы, связанные как 
с применением современных методов аттенуации 
вирулентных штаммов Y. pestis, созданием вакцин 
на основе отдельных иммуногенов чумного микро-
ба или их комплексов (субъединичных вакцин), так 
и с конструированием векторных противочумных 
вакцин и ДНК-вакцин. Однако работы по созданию 
эффективной противочумной вакцины осложняются 
рядом объективных причин, прежде всего связан-
ных с наличием у чумного микроба большого числа 
детерминант патогенности, нарушающих развитие 
адаптивного иммунитета и оказывающих противо-
действие защитным механизмам макроорганиз-
ма [25]. Патоген обладает механизмом подавления 
процесса активации T-лимфоцитов, а также демон-
стрирует способность выживать и реплицироваться 
внутри макрофагов и нейтрофилов [26]. 

В 2018 г. ВОЗ сообщила о 17 зарегистрирован-
ных кандидатах в противочумные вакцины, находя-
щихся на разных этапах клинических испытаний [27]. 
Согласно базе данных VIOLIN (http://www.violinet.
org/stat.php), по состоянию на май 2021 г. общее ко-
личество противочумных вакцин, а также кандида-
тов в вакцинные препараты составляет 29 (включая 
живую вакцину, полученную на основе аттенуиро-
ванной культуры Y. pestis EV76, а также инактивиро-
ванную чумную вакцину USP, ранее применявшую-
ся для вакцинации воинского контингента в период 
войны во Вьетнаме), из которых 11 относятся к субъ
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единичным вакцинам, 8 – к разрабатываемым живым 
противочумным вакцинам, 5 – к противочумным вак-
цинным кандидатам, создаваемым на основе реком-
бинантных вирусных векторов, 2 – являются препа-
ратами, созданными на основе убитых или инактиви-
рованных клеток возбудителя, 3 препарата представ-
ляют собой разрабатываемые ДНК-вакцины. Таким 
образом, одну из главенствующих позиций занимают 
кандидатные препараты на основе рекомбинантных 
антигенов чумного микроба.

Подавляющее большинство субъединичных 
противочумных вакцин конструируется на основе 
антигенов F1 и LcrV [27], что делает эти два антигена 
ключевыми составляющими практически всех разра-
батываемых чумных вакцин нового поколения [28]. 
Актуальность применения данных антигенов в каче-
стве основных иммуногенных компонентов при кон-
струировании химических противочумных вакцин 
ранее подтверждена в многочисленных работах зару-
бежных авторов, показавших, что указанные структу-
ры чумного микроба активируют дендритные клетки 
макроорганизма, способствуя тем самым формиро-
ванию клеточного противочумного иммунитета [29]. 
F1 является основным белковым компонентом псев-
докапсулы чумного микроба и незаменимым факто-
ром вирулентности, LcrV представляет собой мульти-
функциональный белок, необходимый для функцио
нирования транспортной системы III типа Y. pestis и 
доставки эффекторных белков в клетки иммунной 
системы [30]. Наиболее перспективными вакцин-
ными кандидатами в данном направлении являются 
запатентованные препараты, разработанные прави-
тельственными агентствами США, Великобритании 
и Китая: rF1-V, RypVax и SV1 [30].

Вопреки тому факту, что эффективность препа-
ратов на основе LcrV показана при моделировании 
как бубонной, так и легочной форм чумы у экспери-
ментальных животных при заражении вирулентны-
ми штаммами Y. pestis [31], необходимо принимать 
во внимание обнаруженные в составе V‑антигена 
эпитопы, ассоциированные с иммуносупрессией.  
В работах R.R. Brubaker et al. [32] показано, что LcrV 
стимулирует иммунные клетки к высвобождению 
иммуносупрессивного интерлейкина 10 (IL-10) и 
предотвращает высвобождение провоспалительных 
цитокинов, таких как интерферон‑γ (IFNγ) или фак-
тор некроза опухолей‑α (TNFα), что в конечном итоге 
может привести к развитию LcrV‑нейтрализующих 
иммунных ответов [33]. Таким образом, с учетом опи-
санных иммуномодулирующих свойств V-антигена, 
применение вакцин, созданных на основе очищенно-
го или рекомбинантного V-антигена, может вызывать 
определенные опасения относительно безопасности 
данных препаратов для людей [34], что указывает на 
особую значимость исследований, направленных на 
поиск участков молекулы V-антигена, обладающих 
пониженными иммуномодулирующими свойства-
ми. В качестве такой молекулы выступает вариант 
V-антигена rV10, в структуре которого отсутству-

ет последовательность аминокислот с 271 по 300, 
расположенная на С‑конце, что способствует зна-
чительному снижению способности индуцировать 
IL‑10 и подавлению синтеза провоспалительных 
цитокинов [34]. Позднее в экспериментах на мышах 
линии BALB/c показана 100 % протективность дан-
ного препарата в отношении вирулентного штамма 
Y. pestis CO92, в противоположность полноразмер-
ному препарату rLcrV, обеспечивающему протектив-
ный эффект в 70 % случаев [35]. Чуть позднее 100 % 
эффективность этого препарата в отношении бубон-
ной и легочной форм чумы продемонстрирована на 
макаках Cynomolgus. Вакцина на основе усеченного 
V‑антигена запатентована Чикагским университетом 
и названа V10 [30].

Одна из проблем при конструировании субъеди-
ничных вакцин и анализе их протективного эффекта 
связана и с наличием гипервариабельных областей в 
структуре LcrV. Так, анализ конформационного сег-
мента (участка) LcrV, включающего в себя остатки 
аминокислотных последовательностей с 218 по 233, 
а также аминокислотного остатка, расположенного 
в 255‑м положении, показал наличие не менее пяти 
вариантов V-антигена. Опираясь на представленные 
в работе [36] данные, можно резюмировать, что вак-
цины на основе V-антигена должны включать не-
сколько вариантов этого антигена, чтобы увеличить 
эффективность препаратов.

К существенным недостаткам субъединичных 
вакцин на основе F1 и LcrV можно отнести крат-
косрочный защитный эффект, основанный на акти-
вации гуморального иммунного ответа, что делает 
необходимым проведение бустерной иммунизации 
[29, 37]. Длительного протективного эффекта не-
возможно достичь без активации клеточного звена 
иммунитета, что, несомненно, требует привлечения 
современных методов исследования биомолекул, 
позволяющих предварительно оценить иммуноген-
ность целевого антигена, а также выявить гипотети-
ческие В- и Т-клеточные эпитопы в его структуре. 
Полногеномное секвенирование, методы биоинфор-
матики и протеомный анализ данных позволяют 
идентифицировать антигены Y. pestis, способные 
стимулировать протективный Т-клеточный ответ [7], 
что в дальнейшем должно способствовать подбору 
оптимальных мишеней универсальной противочум-
ной вакцины нового поколения.

Применение исследований in silico для вклю-
чения в состав чумных вакцин дополнительных 
иммуногенных антигенов. Одним из перспектив-
ных направлений в рамках работ по конструирова-
нию современных противочумных вакцин является 
поиск дополнительных защитных антигенов Y. pes­
tis, в числе которых рядом авторов указывались как 
поверхностные структуры, так и эффекторные моле-
кулы [38, 39].

В постгеномный период для поиска, анализа и 
всестороннего изучения перспективных кандидатов 
в состав разрабатываемых вакцинных препаратов 
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нового поколения все чаще применяются современ-
ные методы исследования биомолекул. Центральное 
место отводится методам биоинформационного и 
протеомного анализа. Иммуноинформационные ис-
следования позволяют провести оценку антигенно-
сти, токсичности и аллергенных свойств предсказан-
ных иммунореактивных эпитопов целевых молекул. 
Однако, несмотря на кажущуюся простоту, экспресс-
ность и универсальность этого подхода, не стоит за-
бывать и о подтверждении данных, полученных in 
silico, результатами экспериментов in vivo. Не менее 
важной задачей в настоящее время является картиро-
вание иммунодоминантных эпитопов, ассоциирован-
ных с активацией Т-клеточного звена иммунитета как 
важного компонента противочумного иммунитета. 
Вопреки тому факту, что F1 и LcrV являются основны-
ми компонентами практически всех субъединичных 
вакцин, данные антигены не являются доминантны-
ми антигенами, стимулирующими Т-клеточный им-
мунитет человека, что указывает на существование 
других белков, значимых для активации клеточного 
звена иммунитета [7]. Принимая во внимание слож-
ность бактериальных протеомов, вводятся опреде-
ленные критерии, позволяющие изучать отдельные 
интересующие белки или их подмножества, что в 
итоге существенным образом ограничивает охват 
исследований. Так, большинство обнаруженных 
in silico эпитопов Т-клеток относятся именно к анти-
генам F1 и LcrV. Одним из перспективных антигенов 
чумы, несущим в своем составе Т-клеточный эпитоп, 
является эффектор YopE [40], С-концевой домен ко-
торого (остатки от 100 до 219) обладает активностью 
GTPаза-активирующего белка (GTPase-activating 
protein, GAP). Помимо домена GAP, в структуре 
YopE присутствует сигнальная последовательность 
(остатки с 1 по 15) и шаперон-связывающий домен 
(остатки с 23 до 78), содержащий домен мембранной 
локализации (membrane localization domain, MLD) 
(аминокислотные остатки 53–79), принимающий 
участие в связывании с мембранами клеток хозяина 
транслоцированного YopE [41]. По данным, опубли-
кованным в работе J.S. Lin et al., пептид YopE69–77 
является доминантным антигеном, распознаваемым 
Y. pestis-специфическими CD8 Т-клетками у мышей 
C57BL/6 [40]. В представленном исследовании мы-
шей дважды интраназально вакцинировали ослаб
ленным штаммом Y. pestis D27-pLpxL, полученным 
путем трансформации штамма pgm-дефектного ва-
рианта штамма Y. pestis KIM – Y. pestis D27 (pCD1+, 
pPCP+, pMT+) плазмидой pLpxL [42] с последую-
щим заражением вирулентным штаммом Y. pestis 
D27 [40]. Установлено, что интраназальная имму-
низация YopE69–77 доминантным Т-клеточным эпи-
топом CD8 белка Y. pestis YopE обеспечивает опо-
средованную CD8 Т-клетками защиту от легочной 
формы чумы мышей линии C57BL/6. Показано, что 
YopE69–77-иммунизированные мыши могут выдер-
живать нагрузку до 200 MLD, а также отмечено, что 
иммунизированные мыши значительно лучше защи-

щены от интраназального заражения вирулентным 
штаммом Y. pestis CO92 [43].

В 2017 г. в работе А. Zvi et al. [44] проведена 
оценка 1532 отобранных аминокислотных последо-
вательностей на их способность вызывать клеточно-
опосредованный иммунный ответ. Указанные пепти-
ды относились к 555 различным белкам. Тщательный 
анализ топологии представленных белков выявил 
локализацию предполагаемых CTL‑эпитопов. Более 
половины из 555 белков, содержащих предсказанные 
CTL-эпитопы, представлены мембранными белками. 
Эти данные согласуются с ранее полученными сведе-
ниями о гиброфобной природе последовательностей 
CTL‑эпитопов [45]. По результатам проведенного 
анализа INFγ ELISpot только 11,6 % пептидов среди 
представленной выборки продемонстрировали спо-
собность вызывать клеточно-опосредованный ответ, 
что привело к идентификации 178 новых иммуноген-
ных эпитопов CTL, что открывает исследователям 
дальнейшие перспективы по успешной разработке 
субъединичных противочумных вакцин [44].

Таким образом, применение методов биоинфор-
мационного анализа становится одним из актуаль-
ных направлений при конструировании возможных 
кандидатов в вакцинные препараты. Благодаря соз-
данным базам данных, архивирующим информацию 
о важнейших биохимических, биофизических и им-
мунологических свойствах огромного пула биологи-
ческих молекул, методы биоинформационного ана-
лиза хорошо зарекомендовали себя на этапе поиска 
новых иммуногенных мишеней, перспективных в 
качестве как основных, так и дополнительных ком-
понентов при конструировании противочумных вак-
цин нового поколения. Проведение анализа in silico 
дает возможность предварительно оценить протек-
тивные и иммуногенные свойства целевых компо-
нентов, а также тип иммунного ответа на введение 
антигена модельным объектам. Однако применение 
данных методов не отменяет, а лишь дополняет клас-
сические методы иммунологии. Подход, основанный 
на совокупном применении указанных методов ис-
следования, будет способствовать более детальному 
анализу перспективных антигенов чумного микроба, 
а также лучшему пониманию особенностей взаимо-
действия патогена с иммунной системой хозяина, 
что в конечном итоге должно способствовать созда-
нию эффективной противочумной вакцины нового 
поколения.

Конфликт интересов. Авторы подтверждают 
отсутствие конфликта финансовых/нефинансовых 
интересов, связанных с написанием статьи.

Список литературы
1. Книрель Ю.А., Федорова В.А., Анисимов А.П. В борьбе 

за контролем над чумой. Прошлое и настоящее «черного мора». 
Вестник Российской академии наук. 2011; 81(1):33–42.

2. Дентовская С.В., Копылов П.Х., Иванов С.А., Агеев 
С.А., Анисимов А.П. Молекулярные основы вакцинопрофилак-
тики чумы. Молекулярная генетика, микробиология и вирусоло­
гия. 2013; 3:3–12.

3. Cui Y., Yang X., Xiao X., Anisimov A.P., Li D., Yan 
Y., Zhou D., Rajerison M., Carniel E., Achtman M., Yang R., 



11

Problemy Osobo Opasnykh Infektsii [Problems of Particularly Dangerous Infections]. 2022; 3 			      Reviews

Song Y. Genetic variations of live attenuated plague vaccine 
strains (Yersinia pestis EV76 lineage) during laboratory passages 
in different countries. Infect. Genet. Evol. 2014; 26:172–9. DOI:  
10.1016/j.meegid.2014.05.023.

4. WHO – Plague vaccines workshop April 23 2018 
[Электронный ресурс]. URL: https://www.who.int/blueprint/what/
norms-standards/Plague_vaccines_workshop-23-april-2018/en/ 
(дата обращения 20.03.2021). 

5. Sun W., Singh A.K. Plague vaccine: recent progress and 
prospects. Vaccines. 2019; 4:11. DOI: 10.1038/s41541-019-0105-9.

6. Семакова А.П., Кудрявцева О.М., Попова П.Ю., 
Комиссаров А.В., Микшис Н.И. Стабилизация путем лиофи-
лизации иммуногенных антигенов Bacillus anthracis в составе 
прототипа рекомбинантной вакцины против сибирской язвы. 
Биотехнология. 2017; 33(3):57–65. DOI: 10.21519/0234-2758-
2017-33-3-57-65.

7. Красильникова Е.А., Трунякова А.С., Вагайская А.С., 
Светоч Т.Э., Шайхутдинова Р.З., Дентовская С.В. Подбор новых 
молекулярных мишеней для оптимизации вакцинопрофилакти-
ки и терапии чумы. Инфекция и иммунитет. 2021; 11(2):265–82. 
DOI: 10.15789/2220-7619-SNM-1254.

8. Микшис Н.И., Кутырев В.В. Современное состояние 
проблемы разработки вакцин для специфической профилактики 
чумы. Проблемы особо опасных инфекций. 2019; 1:50–63. DOI: 
10.21055/0370-1069-2019-1-50-63. 

9. Flower D.R., Davies M.N., Doytchinova I.A. Identification 
of candidate vaccine antigens in silico. In: Flower D.R., Perrie Y.,  
editors. Immunomic Discovery of Adjuvants and Candidate 
Subunit Vaccines. New York: Springer; 2013. P. 39–71. DOI:  
10.1007/978-1-4614-5070-2_3.

10. Toseland C.P., Clayton D.J., McSparron H., Hemsley S.L., 
Blythe M.J., Paine K., Doytchinova I.A., Guan P., Hattotuwagama 
C.K., Flower D.R. AntiJen: a quantitative immunology database inte-
grating functional, thermodynamic, kinetic, biophysical, and cellular 
data. Immunome Res. 2005; 1(1):4. DOI: 10.1186/1745-7580-1-4.

11. McSparron H., Blythe M.J., Zygouri C., Doytchinova I.A., 
Flower D.R. JenPep: a novel computational information resource for 
immunobiology and vaccinology. J. Chem. Inf. Comput. Sci. 2003; 
43(4):1276–87. DOI: 10.1021/ci030461e.

12. Blythe M.J., Doytchinova I.A., Flower D.R. 
JenPep: a database of quantitative functional peptide data 
for immunology. Bioinformatics. 2002; 18(3):434–9. DOI:  
10.1093/bioinformatics/18.3.434.

13. Vita R., Zarebski L., Greenbaum J.A., Emami H., Hoof I., 
Salimi N., Damle R., Sette A., Peters B. The immune epitope data-
base 2.0. Nucleic Acids Res. 2010; 38:D854-62. DOI: 10.1093/nar/
gkp1004.

14. Ansari H.R., Flower D.R., Raghava G.P.S. AntigenDB: an 
immunoinformatics database of pathogen antigens. Nucleic Acids 
Res. 2010; 38:D847-53. DOI: 10.1093/nar/gkp830.

15. Xiang Z., Todd T., Ku K.P., Kovacic B.L., Larson C.B., 
Chen F., Hodges A.P., Tian Y., Olenzek E.A., Zhao B., Colby L.A., 
Rush H.G., Gilsdorf J.R., Jourdian G.W., He Y. VIOLIN: vaccine 
investigation and online information network. Nucleic Acids Res. 
2008; 36:D923-8. DOI: 10.1093/nar/gkm1039.

16. Petsko G.A., Ringe D. Protein Structure and Function. New 
Science Press; 2004. 195 p.

17. Doytchinova I.A., Flower D.R. VaxiJen: a server for 
prediction of protective antigens, tumour antigens and subunit 
vaccines. BMC Bioinform. 2007; 8:4. DOI: 10.1186/1471-2105-8-4.

18. Wold S., Jonsson J., Sjöström M., Sandberg M., Rännar S. 
DNA and peptide sequences and chemical processes multivariately 
modeled by principal component analysis and partial least-squares 
projections to latent structures. Anal. Chim. Acta. 1993; 277(2):239–
53. DOI: 10.1016/0003-2670(93)80437-P.

19. Сутягин В.В., Ковалёва Г.Г. Белки вакцинного штамма 
чумного микроба (Yersinia pestis EV НИИЭГ) с потенциальны-
ми свойствами аллергенов. Проблемы особо опасных инфекций. 
2019; 4:97–101. DOI: 10.21055/0370-1069-2019-4-97-101.

20. Брагин А.О., Соколов В.С., Деменков П.С., Иванисенко 
Т.В., Брагина Е.Ю., Матушкин Ю.Г., Иванисенко В.А. 
Программа AllPred для предсказания аллергенности бакте-
рий и архей. Молекулярная биология. 2018; 52(2):326–32. DOI:  
10.7868/S0026898418020179. 

21. De Groot A.S., Sbai H., Aubin C.S., McMurry J., 
Martin W. Immuno-informatics: Mining genomes for vaccine 
components. Immunol. Cell Biol. 2002; 80(3):255–69. DOI:  
10.1046/j.1440-1711.2002.01092.x.

22. Pizza M., Scarlato V., Masignani V., Giuliani M.M., 
Aricò B., Comanducci M., Jennings G.T., Baldi L., Bartolini E., 
Capecchi B., Galeotti C.L., Luzzi E., Manetti R., Marchetti E., Mora 
M., Nuti S., Ratti G., Santini L., Savino S., Scarselli M., Storni 
E., Zuo P., Broeker M., Hundt E., Knapp B., Blair E., Mason T., 
Tettelin H., Hood D.W., Jeffries A.C., Saunders N.J., Granoff D.M., 
Venter J.C., Moxon E.R., Grandi G., Rappuoli R. Identification 
of vaccine candidates against serogroup B meningococcus by 
whole-genome sequencing. Science. 2000; 287:1816–20. DOI:  
10.1126/science.287.5459.1816.

23. Ribas-Aparicio R.M., Castelán-Vega J.A., Jiménez-Alberto 
A., Monterrubio-López G.P., Aparicio-Ozores G. The impact of bio-
informatics on vaccine design and development. In: Afrin F., Hemeg 
H., Ozbak H., editors. Vaccines. InTechOpen; 2017. P. 123–45. DOI: 
10.5772/intechopen.69273.

24. Cornick J.E., Bishop Ö.T., Yalcin F., Kiran A.M., Kumwenda 
B., Chaguza C., Govindpershad S., Ousmane S., Senghore M., Plessis 
M., Pluschke G., Ebruke C., McGee L., Sigaùque B., Collard J.-M., 
Bentley S.D., Kadioglu A., Antonio M., von Gottberg A., French 
N., Klugman K.P., Heyderman R.S., Alderson M., Everett D.B. The 
global distribution and diversity of protein vaccine candidate anti-
gens in the highly virulent Streptococcus pnuemoniae serotype 1. 
Vaccine. 2017; 35(6):972–80. DOI: 10.1016/j.vaccine.2016.12.037.

25. Bosio C.F., Jarrett C.O., Gardner D., Hinnebusch B.J. 
Kinetics of innate immune response to Yersinia pestis after intrader-
mal infection in a mouse model. Infect. Immun. 2012; 80(11):4034–
45. DOI: 10.1128/IAI.00606-12.

26. Подладчикова О.Н. Современные представления о моле-
кулярных механизмах патогенеза чумы. Проблемы особо опасных 
инфекций. 2017; 3:33–40. DOI: 10.21055/0370-1069-2017-3-33-40.

27. Копылов П.Х., Анисимов А.П. Современные требова-
ния к чумным вакцинам. Бактериология. 2019; 4(4):42–6. DOI: 
10.20953/2500-1027-2019-4-42-46.

28. Feodorova V.A., Lyapina A.M., Khizhnyakova M.A., 
Zaitsev S.S., Saltykov Y.V., Motin V.L. Yersinia pestis antigen F1 
but not LcrV induced humoral and cellular immune responses in hu-
mans immunized with live plague vaccine-comparison of immunoin-
formatic and immunological approaches. Vaccines. 2020; 8(4):698. 
DOI: 10.3390/vaccines8040698. 

29. Williamson E.D., Flick-Smith H.C., Waters E., Miller J., 
Hodgson I., Le Butt C.S., Hill J. Immunogenicity of the rF1+rV 
vaccine for plague with identification of potential immune cor-
relates. Microb. Pathog. 2007; 42(1):11–21. DOI: 10.1016/j.
micpath.2006.09.003.

30. Demeure C., Dussurget O., Mas Fiol G., Le Guern A.-S., 
Savin C., Pizarro-Cerdá J. Yersinia pestis and plague: an updated 
view on evolution, virulence determinants, immune subversion, vac-
cination and diagnostics. Microbes Infect. 2019; 21(5-6):202–12. 
DOI: 10.1016/j.micinf.2019.06.007.

31. Cornelius C., Quenee L., Anderson D., Schneewind O. 
Protective immunity against plague. Adv. Exp. Med. Biol. 2007; 
603:415–24. DOI: 10.1007/978-0-387-72124-8_38.

32. Brubaker R.R. Interleukin-10 and the inhibition of in-
nate immunity to Yersinia: roles of Yops and LcrV (V antigen). 
Infect. Immun. 2003; 71(7):3673–81. DOI: 10.1128/IAI.71.7.3673-
3681.2003.

33. Quenee L.E., Schneewind O. Plague vaccines and the mo-
lecular basis of immunity against Yersinia pestis. Hum. Vaccin. 2009; 
5(12):817–23. DOI: 10.4161/hv.9866.

34. Overheim K.A., Depaolo R.W., Debord K.L., Morrin E.M., 
Anderson D.M., Green N.M., Brubaker R.R., Jabri B., Schneewind O. 
LcrV plague vaccine with altered immunomodulatory properties. 
Infect. Immun. 2005; 73(8):5152–9. DOI: 10.1128/IAI.73.8.5152-
5159.2005.

35. DeBord K.L., Anderson D.M., Marketon M.M., Overheim 
K.A., DePaolo R.W., Ciletti N.A., Jabri B., Schneewind O. 
Immunogenicity and protective immunity against bubonic plague and 
pneumonic plague by immunization of mice with the recombinant 
V10 antigen, a variant of LcrV. Infect. Immun. 2006; 74(8):4910–4. 
DOI: 10.1128/IAI.01860-05.

36. Daniel C., Dewitte A., Poiret S., Marceau M., Simonet M., 
Marceau L., Descombes G., Boutillier D., Bennaceur N., Bontemps-
Gallo S., Lemaître N., Sebbane F. Polymorphism in the Yersinia 
LcrV antigen enables immune escape from the protection conferred 
by an LcrV-secreting Lactococcus lactis in a Pseudotuberculosis 
mouse model. Front. Immunol. 2019; 10:1830. DOI: 10.3389/
fimmu.2019.01830.

37. Demeure C.E., Dussurget O., Fiol G.M., Le Guern A.S., 
Savin C., Pizarro-Cerdá J. Yersinia pestis and plague: an updated 
view on evolution, virulence determinants, immune subversion, vac-
cination, and diagnostics. Genes Immun. 2019; 20(5):357–70. DOI: 
10.1038/s41435-019-0065-0.

38. Li B., Zhou L., Guo J., Wang X., Ni B., Ke Y., Zhu Z., 
Guo Z., Yang R. High-throughput identification of new protective 
antigens from a Yersinia pestis live vaccine by enzyme-linked immu-
nospot assay. Infect. Immun. 2009; 77(10): 4356–61. DOI: 10.1128/
IAI.00242-09.

39. Erova T.E., Rosenzweig J.A., Sha J., Suarez G., Sierra J.C., 
Kirtley M.L., van Lier C.J., Telepnev M.V., Motin V.L., Chopra A.K. 
Evaluation of protective potential of Yersinia pestis outer membrane 
protein antigens as possible candidates for a new-generation recom-
binant plague vaccine. Clin. Vaccine Immunol. 2013; 20(2):227–38. 
DOI: 10.1128/ CVI.00597-12. 

40. Lin J.S., Szaba F.M., Kummer L.W., Chromy B.A., 
Smiley S.T. Yersinia pestis YopE contains a dominant CD8 
T cell epitope that confers protection in a mouse model of 
pneumonic plague. J. Immunol. 2011; 187(2):897–904. DOI:  
10.4049/jimmunol.1100174.



12

Проблемы особо опасных инфекций. 2022; 3								        ОБЗОРЫ

41. Zhang Y., Mena P., Romanov G., Bliska J.B. Effector CD8+ 
T cells are generated in response to an immunodominant epitope in 
type III effector YopE during primary Yersinia pseudotuberculo­
sis infection. Infect. Immun. 2014; 82(7):3033–44. DOI: 10.1128/
IAI.01687-14. 

42. Szaba F.M., Kummer L.W., Wilhelm L.B., Lin J.S., Parent 
M.A., Montminy-Paquette S.W., Lien E., Johnson L.L., Smiley S.T. 
D27-pLpxL, an avirulent strain of Yersinia pestis, primes T cells that 
protect against pneumonic plague. Infect. Immun. 2009; 77(10):4295–
304. DOI: 10.1128/IAI.00273-09.

43. Szaba F.M., Kummer L.W., Duso D.K., Koroleva E.P., 
Tumanov A.V., Cooper A.M., Bliska J.B., Smiley S.T., Lin J.S. TNFα 
and IFNγ but not perforin are critical for CD8 T cell-mediated protec-
tion against pulmonary Yersinia pestis infection. PLoS Pathog. 2014; 
10(5):e1004142. DOI: 10.1371/journal.ppat.1004142.

44. Zvi A., Rotem S., Zauberman A., Elia U., Aftalion M., 
Bar-Haim E., Mamroud E., Cohen O. Novel CTL epitopes identified 
through a Y. pestis proteome-wide analysis in the search for vaccine 
candidates against plague. Vaccine. 2017; 35(44):5995–6006. DOI: 
10.1016/j.vaccine.2017.05.092.

45. Chowell D., Krishna S., Becker P.D., Cocita C., Shu J., Tan 
X., Greenberge P.D., Klavinskis L.S., Blattman J.N., Anderson K.S. 
TCR contact residue hydrophobicity is a hallmark of immuno-
genic CD8+ T cell epitopes. Proc. Natl Acad. Sci. USA. 2015; 
112(14):E1754–62. DOI: 10.1073/pnas.1500973112.

References 

1. Knirel’ Yu.A., Fedorova V.A., Anisimov A.P. [Struggling for 
control over the plague. The past and present of the Black Death]. 
Vestnik Rossiiskoi Akademii Nauk [Herald of the Russian Academy 
of Sciences]. 2011; 81(1):33–42.

2. Dentovskaya S.V., Kopylov P.Kh., Ivanov S.A., Ageev S.A., 
Anisimov A.P. [Molecular bases of vaccine-prevention of plague]. 
Molekulyarnaya Genetika, Mikrobiologiya i Virusologiya [Molecular 
Genetics, Microbiology and Virology]. 2013; (3):3–12.

3. Cui Y., Yang X., Xiao X., Anisimov A.P., Li D., Yan Y., 
Zhou D., Rajerison M., Carniel E., Achtman M., Yang R., Song Y.  
Genetic variations of live attenuated plague vaccine strains 
(Yersinia pestis EV76 lineage) during laboratory passages in dif-
ferent countries. Infect. Genet. Evol. 2014; 26:172–9. DOI:  
10.1016/j.meegid.2014.05.023.

4. WHO – Plague vaccines workshop April 23 2018 (Cited 20 
March 2021) [Internet]. Available from: https://www.who.int/blue-
print/what/norms-standards/Plague_vaccines_workshop-23-april-
2018/en/.

5. Sun W., Singh A.K. Plague vaccine: recent progress and 
prospects. Vaccines. 2019; 4:11. DOI: 10.1038/s41541-019-0105-9.

6. Semakova A.P., Kudryavtseva O.M., Popova P.Yu., 
Komissarov A.V., Mikshis N.I. [Stabilization by freeze-drying of 
Bacillus anthracis immunogenic antigens as a component of anthrax 
recombinant vaccine prototype]. Biotekhnologiya [Biotechnology]. 
2017; 33(3):57–65. DOI: 10.21519/0234-2758-2017-33-3-57-65.

7. Krasil’nikova E.A., Trunyakova A.S., Vagaiskaya A.S., 
Svetoch T.E., Shaikhutdinova R.Z., Dentovskaya S.V. [A search for 
new molecular targets for optimizing plague preventive vaccination 
and therapy]. Infektsiya i Immunitet [Russian Journal of Infection 
and Immunity]. 2021; 11(2):265–82. DOI: 10.15789/2220-7619-
SNM-1254.

8. Mikshis N.I., Kutyrev V.V. [Current state of the problem of 
vaccine development for specific prophylaxis of plague]. Problemy 
Osobo Opasnykh Infektsii [Problems of Particularly Dangerous 
Infections]. 2019; (1):50–63. DOI: 10.21055/0370-1069-2019-1-
.50-63. 

9. Flower D.R., Davies M.N., Doytchinova I.A. Identification 
of candidate vaccine antigens in silico. In: Flower D.R., Perrie Y.,  
editors. Immunomic Discovery of Adjuvants and Candidate 
Subunit Vaccines. New York: Springer; 2013. P. 39–71. DOI:  
10.1007/978-1-4614-5070-2_3.

10. Toseland C.P., Clayton D.J., McSparron H., Hemsley S.L., 
Blythe M.J., Paine K., Doytchinova I.A., Guan P., Hattotuwagama 
C.K., Flower D.R. AntiJen: a quantitative immunology database inte-
grating functional, thermodynamic, kinetic, biophysical, and cellular 
data. Immunome Res. 2005; 1(1):4. DOI: 10.1186/1745-7580-1-4.

11. McSparron H., Blythe M.J., Zygouri C., Doytchinova I.A., 
Flower D.R. JenPep: a novel computational information resource for 
immunobiology and vaccinology. J. Chem. Inf. Comput. Sci. 2003; 
43(4):1276–87. DOI: 10.1021/ci030461e.

12. Blythe M.J., Doytchinova I.A., Flower D.R. JenPep: 
a database of quantitative functional peptide data for immu-
nology. Bioinformatics. 2002; 18(3):434–9. DOI: 10.1093/
bioinformatics/18.3.434.

13. Vita R., Zarebski L., Greenbaum J.A., Emami H., 
Hoof I., Salimi N., Damle R., Sette A., Peters B. The immune 
epitope database 2.0. Nucleic Acids Res. 2010; 38:D854-62. DOI:  
10.1093/nar/gkp1004.

14. Ansari H.R., Flower D.R., Raghava G.P.S. AntigenDB: an 
immunoinformatics database of pathogen antigens. Nucleic Acids 
Res. 2010; 38:D847-53. DOI: 10.1093/nar/gkp830.

15. Xiang Z., Todd T., Ku K.P., Kovacic B.L., Larson C.B., 
Chen F., Hodges A.P., Tian Y., Olenzek E.A., Zhao B., Colby L.A., 
Rush H.G., Gilsdorf J.R., Jourdian G.W., He Y. VIOLIN: vaccine 
investigation and online information network. Nucleic Acids Res. 
2008; 36:D923-8. DOI: 10.1093/nar/gkm1039.

16. Petsko G.A., Ringe D. Protein Structure and Function. New 
Science Press; 2004. 195 p.

17. Doytchinova I.A., Flower D.R. VaxiJen: a server for pre-
diction of protective antigens, tumour antigens and subunit vaccines. 
BMC Bioinform. 2007; 8:4. DOI: 10.1186/1471-2105-8-4.

18. Wold S., Jonsson J., Sjöström M., Sandberg M., Rännar S. 
DNA and peptide sequences and chemical processes multivariately 
modeled by principal component analysis and partial least-squares 
projections to latent structures. Anal. Chim. Acta. 1993; 277(2):239–
53. DOI: 10.1016/0003-2670(93)80437-P.

19. Sutyagin V.V., Kovaleva G.G. [Proteins of the plague mi-
crobe vaccine strain (Yersinia pestis EV NIIEG) with potential al-
lergen properties]. Problemy Osobo Opasnykh Infektsii [Problems 
of Particularly Dangerous Infections]. 2019; (4):97–101. DOI: 
10.21055/0370-1069-2019-4-97-101. 

20. Bragin A.O., Sokolov V.S., Demenkov P.S., Ivanisenko 
T.V., Bragina E.Yu., Matushkin Yu.G., Ivanisenko V.A. [Prediction 
of bacterial and archaeal allergenicity with AllPred program]. 
Molekulyarnaya Biologiya [Molecular Biology]. 2018; 52(2):326–
32. DOI: 10.7868/S0026898418020179.

21. De Groot A.S., Sbai H., Aubin C.S., McMurry J., 
Martin W. Immuno-informatics: Mining genomes for vaccine 
components. Immunol. Cell Biol. 2002; 80(3):255–69. DOI:  
10.1046/j.1440-1711.2002.01092.x.

22. Pizza M., Scarlato V., Masignani V., Giuliani M.M., Aricò 
B., Comanducci M., Jennings G.T., Baldi L., Bartolini E., Capecchi 
B., Galeotti C.L., Luzzi E., Manetti R., Marchetti E., Mora M., Nuti 
S., Ratti G., Santini L., Savino S., Scarselli M., Storni E., Zuo P., 
Broeker M., Hundt E., Knapp B., Blair E., Mason T., Tettelin H., 
Hood D.W., Jeffries A.C., Saunders N.J., Granoff D.M., Venter 
J.C., Moxon E.R., Grandi G., Rappuoli R. Identification of vac-
cine candidates against serogroup B meningococcus by whole-
genome sequencing. Science. 2000; 287:1816–20. DOI: 10.1126/
science.287.5459.1816.

23. Ribas-Aparicio R.M., Castelán-Vega J.A., Jiménez-Alberto 
A., Monterrubio-López G.P., Aparicio-Ozores G. The impact of bio-
informatics on vaccine design and development. In: Afrin F., Hemeg 
H., Ozbak H., editors. Vaccines. InTechOpen; 2017. P. 123–45. DOI: 
10.5772/intechopen.69273.

24. Cornick J.E., Bishop Ö.T., Yalcin F., Kiran A.M., 
Kumwenda B., Chaguza C., Govindpershad S., Ousmane S., 
Senghore M., Plessis M., Pluschke G., Ebruke C., McGee L., 
Sigaùque B., Collard J.-M., Bentley S.D., Kadioglu A., Antonio 
M., von Gottberg A., French N., Klugman K.P., Heyderman R.S., 
Alderson M., Everett D.B. The global distribution and diver-
sity of protein vaccine candidate antigens in the highly virulent 
Streptococcus pnuemoniae serotype 1. Vaccine. 2017; 35(6):972–
80. DOI: 10.1016/j.vaccine.2016.12.037.

25. Bosio C.F., Jarrett C.O., Gardner D., Hinnebusch B.J. 
Kinetics of innate immune response to Yersinia pestis after intrader-
mal infection in a mouse model. Infect. Immun. 2012; 80(11):4034–
45. DOI: 10.1128/IAI.00606-12.

26. Podladchikova O.N. [Modern views on molecular mecha-
nisms of plague pathogenesis]. Problemy Osobo Opasnykh Infektsii 
[Problems of Particularly Dangerous Infections]. 2017; (3):33–40. 
DOI: 10.21055/0370-1069-2017-3-33-40. 

27. Kopylov P.Kh., Anisimov A.P. [Modern requirements for 
plague vaccines]. Bakteriologiya [Bacteriology]. 2019; 4(4):42–6. 
DOI: 10.20953/2500- 1027-2019-4-46-46. 

28. Feodorova V.A., Lyapina A.M., Khizhnyakova M.A., 
Zaitsev S.S., Saltykov Y.V., Motin V.L. Yersinia pestis antigen F1 
but not LcrV induced humoral and cellular immune responses in hu-
mans immunized with live plague vaccine-comparison of immunoin-
formatic and immunological approaches. Vaccines. 2020; 8(4):698. 
DOI: 10.3390/vaccines8040698. 

29. Williamson E.D., Flick-Smith H.C., Waters E., Miller J., 
Hodgson I., Le Butt C.S., Hill J. Immunogenicity of the rF1+rV 
vaccine for plague with identification of potential immune cor-
relates. Microb. Pathog. 2007; 42(1):11–21. DOI: 10.1016/j.
micpath.2006.09.003.

30. Demeure C., Dussurget O., Mas Fiol G., Le Guern A.-S., 
Savin C., Pizarro-Cerdá J. Yersinia pestis and plague: an updated 
view on evolution, virulence determinants, immune subversion, vac-
cination and diagnostics. Microbes Infect. 2019; 21(5-6):202–12. 
DOI: 10.1016/j.micinf.2019.06.007.

31. Cornelius C., Quenee L., Anderson D., Schneewind O. 
Protective immunity against plague. Adv. Exp. Med. Biol. 2007; 
603:415–24. DOI: 10.1007/978-0-387-72124-8_38.

32. Brubaker R.R. Interleukin-10 and the inhibition of in-
nate immunity to Yersinia: roles of Yops and LcrV (V antigen). 



13

Problemy Osobo Opasnykh Infektsii [Problems of Particularly Dangerous Infections]. 2022; 3 			      Reviews

Infect. Immun. 2003; 71(7):3673–81. DOI: 10.1128/IAI.71.7.3673-
3681.2003.

33. Quenee L.E., Schneewind O. Plague vaccines and the mo-
lecular basis of immunity against Yersinia pestis. Hum. Vaccin. 2009; 
5(12):817–23. DOI: 10.4161/hv.9866.

34. Overheim K.A., Depaolo R.W., Debord K.L., Morrin E.M., 
Anderson D.M., Green N.M., Brubaker R.R., Jabri B., Schneewind O.  
LcrV plague vaccine with altered immunomodulatory properties. 
Infect. Immun. 2005; 73(8):5152–9. DOI: 10.1128/IAI.73.8.5152-
5159.2005.

35. DeBord K.L., Anderson D.M., Marketon M.M., Overheim 
K.A., DePaolo R.W., Ciletti N.A., Jabri B., Schneewind O. 
Immunogenicity and protective immunity against bubonic plague and 
pneumonic plague by immunization of mice with the recombinant 
V10 antigen, a variant of LcrV. Infect. Immun. 2006; 74(8):4910–4. 
DOI: 10.1128/IAI.01860-05.

36. Daniel C., Dewitte A., Poiret S., Marceau M., Simonet M., 
Marceau L., Descombes G., Boutillier D., Bennaceur N., Bontemps-
Gallo S., Lemaître N., Sebbane F. Polymorphism in the Yersinia 
LcrV antigen enables immune escape from the protection conferred 
by an LcrV-secreting Lactococcus lactis in a Pseudotuberculosis 
mouse model. Front. Immunol. 2019; 10:1830. DOI: 10.3389/
fimmu.2019.01830.

37. Demeure C.E., Dussurget O., Fiol G.M., Le Guern A.S., 
Savin C., Pizarro-Cerdá J. Yersinia pestis and plague: an updated 
view on evolution, virulence determinants, immune subversion, vac-
cination, and diagnostics. Genes Immun. 2019; 20(5):357–70. DOI: 
10.1038/s41435-019-0065-0.

38. Li B., Zhou L., Guo J., Wang X., Ni B., Ke Y., Zhu Z., 
Guo Z., Yang R. High-throughput identification of new protective 
antigens from a Yersinia pestis live vaccine by enzyme-linked immu-
nospot assay. Infect. Immun. 2009; 77(10): 4356–61. DOI: 10.1128/
IAI.00242-09.

39. Erova T.E., Rosenzweig J.A., Sha J., Suarez G., Sierra J.C., 
Kirtley M.L., van Lier C.J., Telepnev M.V., Motin V.L., Chopra A.K. 
Evaluation of protective potential of Yersinia pestis outer membrane 
protein antigens as possible candidates for a new-generation recom-
binant plague vaccine. Clin. Vaccine Immunol. 2013; 20(2):227–38. 
DOI: 10.1128/ CVI.00597-12. 

40. Lin J.S., Szaba F.M., Kummer L.W., Chromy B.A., Smiley S.T.  
Yersinia pestis YopE contains a dominant CD8 T cell epitope that con-

fers protection in a mouse model of pneumonic plague. J. Immunol. 
2011; 187(2):897–904. DOI: 10.4049/jimmunol.1100174.

41. Zhang Y., Mena P., Romanov G., Bliska J.B. Effector CD8+ 
T cells are generated in response to an immunodominant epitope in 
type III effector YopE during primary Yersinia pseudotuberculo­
sis infection. Infect. Immun. 2014; 82(7):3033–44. DOI: 10.1128/
IAI.01687-14. 

42. Szaba F.M., Kummer L.W., Wilhelm L.B., Lin J.S., Parent 
M.A., Montminy-Paquette S.W., Lien E., Johnson L.L., Smiley S.T. 
D27-pLpxL, an avirulent strain of Yersinia pestis, primes T cells that 
protect against pneumonic plague. Infect. Immun. 2009; 77(10):4295–
304. DOI: 10.1128/IAI.00273-09.

43. Szaba F.M., Kummer L.W., Duso D.K., Koroleva E.P., 
Tumanov A.V., Cooper A.M., Bliska J.B., Smiley S.T., Lin J.S. TNFα 
and IFNγ but not perforin are critical for CD8 T cell-mediated protec-
tion against pulmonary Yersinia pestis infection. PLoS Pathog. 2014; 
10(5):e1004142. DOI: 10.1371/journal.ppat.1004142.

44. Zvi A., Rotem S., Zauberman A., Elia U., Aftalion M., 
Bar-Haim E., Mamroud E., Cohen O. Novel CTL epitopes identified 
through a Y. pestis proteome-wide analysis in the search for vaccine 
candidates against plague. Vaccine. 2017; 35(44):5995–6006. DOI: 
10.1016/j.vaccine.2017.05.092.

45. Chowell D., Krishna S., Becker P.D., Cocita C., Shu J., Tan 
X., Greenberge P.D., Klavinskis L.S., Blattman J.N., Anderson K.S.  
TCR contact residue hydrophobicity is a hallmark of immuno-
genic CD8+ T cell epitopes. Proc. Natl Acad. Sci. USA. 2015; 
112(14):E1754–62. DOI: 10.1073/pnas.1500973112.

Authors:
Budanova A.A., Shchukovskaya T.N. Russian Research Anti-Plague 

Institute “Microbe”. 46, Universitetskaya St., Saratov, 410005, Russian 
Federation. E‑mail: rusrapi@microbe.ru.

Об авторах:
Буданова А.А., Щуковская Т.Н. Российский научно-

исследовательский противочумный институт «Микроб». Российская 
Федерация, 410005, Саратов, ул. Университетская, 46. E‑mail:  
rusrapi@microbe.ru.



14

Проблемы особо опасных инфекций. 2022; 3								        ОБЗОРЫ

Среди всех микроэлементов, способных вли-
ять на исход взаимодействия патогенных бактерий 
с организмом хозяина, железо стоит на первом ме-

сте [1]. Оно является существенным питательным 
элементом и необходимым компонентом для роста, 
деления и функционирования клеток. В растворах 
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В обзоре систематизированы и проанализированы опубликованные за последние десять лет работы, посвя-
щенные изучению низкомолекулярных высокоаффинных хелаторов железа – сидерофоров. Сидерофоры, которые 
обнаружены у бактерий, грибов и млекопитающих, способны извлекать железо из нерастворимых неорганических 
соединений, а в организме хозяина – из комплексов с белками, выполняющими функцию неспецифической защи-
ты млекопитающих от инфекций. Извлеченное железо сидерофоры доставляют клеткам с помощью специфич-
ных для каждого сидерофора поверхностных белковых рецепторов, а также различных белковых транспортных 
систем, входящих в состав мембран. У патогенных бактерий сидерофоры играют важную роль в вирулентности, 
выполняя множество функций в организме хозяина, помимо обеспечения микробов железом и другими биоло-
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Abstract. This review systematizes and analyzes the data published over the past decade, devoted to the study of 
low-molecular-weight high affinity iron chelators – siderophores. Siderophores, which are found in bacteria, fungi and 
mammals, are able to extract iron from insoluble inorganic compounds, and in the host organism – from complexes with 
proteins that perform the function of nonspecific protection of mammals from infections. The extracted iron is delivered 
to cells through surface protein receptors specific for each siderophore, as well as various protein transport systems that 
make up membranes. Siderophores play an important role in virulence in pathogenic bacteria, performing many func-
tions in the host organism, in addition to providing microbes with iron and other biological metals. They participate in 
the storage of excess iron, toxic to cells, protect bacteria from reactive oxygen compounds, compete for iron with phago-
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perform a signaling function and regulate both, their own synthesis and the synthesis of other virulence factors. Many 
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железо существует в двух формах окисления: Fe3+ и 
Fe2+, которые различаются по химическим свойствам 
и способности связываться с различными лиганда-
ми. Благодаря способности быть донором и акцеп-
тором электронов, железо участвует в различных 
окислительно-восстановительных реакциях. Оно 
входит в состав цитохромов, каталаз, ферментов цик-
ла трикарбоновых кислот и необходимо бактериям 
для деления, генерации энергии и работы ряда фер-
ментов. Только у лактобацилл описано отсутствие 
потребности в железе, что объясняет их способность 
расти в молоке – строго железодефицитной среде 
из-за присутствия лактоферрина. Гены железосодер-
жащих белков также не были обнаружены у Borrelia 
burgdorferi и Treponema pallidum, но эти бактерии, 
имеющие редуцированные геномы, являются обли-
гатными внутриклеточными патогенами и могут ис-
пользовать железозависимые системы хозяина для 
генерации энергии и биосинтеза.

Большинство патогенных бактерий для ассими-
ляции железа используют сидерофоры – разнообраз-
ные по структуре низкомолекулярные органические 
соединения, которые представляют собой высоко-
аффинные хелаторы железа, извлекающие металл 
из его комплексов с белками и доставляющие его 
клеткам с помощью специфичных для каждого сиде-
рофора белковых рецепторов. Со времени обнаруже-
ния первых сидерофоров в 1950-х гг. охарактеризо-
вано более 500 разных сидерофоров, выделенных из 
бактерий и грибов. Получено огромное количество 
данных о структуре, путях метаболизма и разно
образии их роли в физиологии микроорганизмов [2]. 
Многочисленные исследования этих молекул у пато-
генных бактерий показали, что они являются важны-
ми факторами вирулентности, которые выполняют 
множество функций в организме хозяина, помимо 
обеспечения микробов железом и другими биологи-
ческими металлами [3]. Понимание важности сиде-
рофоров для патогенеза инфекционных заболеваний 
сделало их одним из наиболее изучаемых объектов 
в микробиологии [4–6]. В Московском государствен-
ном университете ведутся исследования механизмов 
транспорта цианобактериями ксеносидерофоров, 
которые продуцируются другими бактериями и яв-
ляются единственным источником железа, необхо-
димого для их роста [7].

Цель настоящего обзора заключается в обоб-
щении результатов исследования бактериальных 
сидерофоров, которые были получены главным об-
разом за последние десять лет. Особое внимание в 
обзоре уделяется сидерофорам патогенных бакте-
рий, в частности возбудителей особо опасных ин-
фекций (ООИ). 

Борьба за железо – поле битвы патогенных 
бактерий с организмом хозяина. Процессы асси-
миляции железа особенно существенны для пато-
генных бактерий, поскольку в организме хозяина 
железо прочно связано с белками, выполняющими 
функцию неспецифической защиты млекопитающих 

от инфекций [8, 9]. Продукция этих белков повыша-
ется при инфекции, что способствует еще большему 
снижению концентрации свободного железа. Такой 
механизм врожденного иммунитета млекопитающих 
получил название «пищевой иммунитет» [10]. Этот 
процесс обусловлен множеством факторов: сниже-
нием ассимиляции железа из пищи; супрессией эф-
флюкса железа из макрофагов, поглотивших повреж-
денные эритроциты; повышением синтеза феррити-
на; выходом из костного мозга в циркуляцию ней-
трофилов и секрецией ими аполактоферрина, связы-
вающего железо в местах инфекции; поглощением 
связанного с лактоферрином железа макрофагами; 
секрецией клетками печени гаптоглобина и гемопек-
сина, связывающих гемоглобин и гем; синтезом ма-
крофагами оксида азота, нарушающего метаболизм 
железа бактериями; снижением количества рецепто-
ров трансферрина на поверхности макрофагов для 
торможения роста внутриклеточных патогенов.

Гомеостаз железа в организме млекопитающих 
подвержен тонкой регуляции, контролирующей вне- 
и внутриклеточную концентрацию металла [11].  
В этом процессе участвует множество факторов, ре-
гулирующих поступление, использование и хране-
ние железа. Железо попадает в организм животных 
путем всасывания из пищи в двенадцатиперстной 
кишке, но главным образом за счет разрушения гемо-
глобина старых эритроцитов в макрофагах. Избыток 
железа хранится в нерастворимой форме в комплек-
се с белком ферритином [12] в макрофагах и клетках 
печени. При потребности в железе оно транспорти-
руется клеткам из этих резервуаров. Из макрофагов 
и дуоденальных энтероцитов ферропортин транс-
портирует железо в плазму, где оно комплексиру-
ется трансферрином и доставляется клеткам после 
интернализации комплекса рецептором трансфер-
рина первого типа TfR1. Количество ферропортина 
регулируется с помощью секретируемого гепатоци-
тами пептидного гормона гепцидина, который спо-
собствует деградации ферропортина и снижению 
эффлюкса железа в циркуляцию. При потребности 
в железе экспрессия гепцидина снижается, а в ответ 
на повышение концентрации железа – повышает-
ся. Увеличение экспрессии гепцидина наблюдается 
и при воспалении, когда провоспалительные цито-
кины (IL-6, TNFα и IL‑1) являются сигналом к его 
синтезу. Уровень свободного железа внутри клеток 
зависит от его количества в циркуляции и контроли-
руется экспрессией TfR1 на поверхности клеток и 
цитоплазматического белка хранения железа – фер-
ритина. Отклонение концентрации железа от нормы 
является для организма животных сигналом опасно-
сти и способствует активации провоспалительных и 
антимикробных механизмов.

На первых минутах после повреждения тканей 
или внедрения микробов в организм млекопитающе-
го начинают работать системы врожденного имму-
нитета, включающие комплекс противомикробных 
механизмов [10]. Первым из таких механизмов яв-
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ляется удаление железа от патогенов, поскольку оно 
напрямую влияет на рост и вирулентность микро-
бов. Привлеченные к месту инфекции нейтрофилы 
секретируют лактоферрин, который гораздо прочнее 
связывает железо, чем сывороточный белок транс-
феррин, и препятствует агрегации бактерий и об-
разованию биопленок. Бактериальные инфекции 
способствуют увеличению синтеза гепцидина в ге-
патоцитах, который при попадании в кровь блокиру-
ет всасывание железа в кишечнике и освобождение 
железа из ферритина. Ключевым фактором в этом 
процессе является ферропортин. Увеличенная экс-
прессия ферропортина на поверхности макрофагов, 
которая приводит к снижению концентрации вну-
триклеточного железа, тормозит рост ряда внутри-
клеточных патогенов.

Избыток железа в организме хозяина способ-
ствует развитию многих инфекционных заболева-
ний. Наличие свободного железа, с одной стороны, 
облегчает бактериям его ассимиляцию и содействует 
размножению микробов, а с другой стороны, способ-
ствует образованию гидроксил-радикалов, которые 
разрушают биополимеры. Гиперферримия наблю-
дается при таких наследственных заболеваниях, как 
талассемия и гемохроматоз. Такие больные имеют 
повышенную чувствительность к инфекции даже ат-
теннуированными штаммами бактерий. Более того, 
избыток свободного железа повышает вирулент-
ность патогенных бактерий [13].

Для патогенных бактерий успешная колониза-
ция хозяина и способность вызывать заболевание в 
значительной мере зависят от их возможности асси-
милировать железо [14]. Недостаток железа воспри-
нимается бактериями как сигнал присутствия в ор-
ганизме хозяина и необходимости перестроить свой 
метаболизм таким образом, чтобы успешно конку-
рировать с хозяином за железо. Контроль гомеостаза 
железа является центральным полем битвы между 
хозяином и патогеном и непосредственно влияет на 
течение и исход инфекционного заболевания [15].

Ассимиляция железа патогенными бактерия
ми в организме хозяина. Для ассимиляции железа в 
организме хозяина патогенные бактерии использу-
ют ряд механизмов [16], позволяющих им успешно 
конкурировать с хозяином и выживать в его разных 
органах, в которых ионы железа связаны с различ-
ными лигандами. На первых этапах инфекции бакте-
рии могут использовать собственные запасы железа, 
которые присутствуют внутри клеток в комплексе с 
белками хранения (ферритин, бактериоферритин и 
белки Dps). Доступность железа для бактерий может 
быть достигнута в присутствии различных органи-
ческих соединений, которые способны связывать 
Fe3+. Так, бактерии секретируют продукт метаболиз-
ма цитрат, который является слабым хелатором же-
леза, но может доставлять его бактериям. Некоторые 
бактерии имеют на своей поверхности рецепторы 
железосвязывающих белков (трансферрин, лакто-
феррин) или гемсодержащих белков либо секрети-

руют белки-гемофоры, способные извлекать гем из 
гемсвязывающих белков. При этом многие бактерии 
для получения доступа к гемоглобину используют 
гемолизины, специфичные для отдельных видов 
животных. Еще одной стратегией ассимиляции же-
леза является использование поверхностных фер-
риредуктаз [17] для восстановления и диссоциации 
трехвалентного железа из его комплексов с белками.  
В результате восстановления более растворимое 
двухвалентное железо может поглощаться бактерия-
ми с помощью специальных транспортных систем.

Однако большинство бактерий в железодефи-
цитных условиях хозяина использует высокоаф-
финные системы транспорта железа, связанные с 
секрецией в среду низкомолекулярных хелаторов 
железа – сидерофоров, извлекающих металл из его 
комплексов с белками и доставляющих его внутрь 
клеток [18, 19]. Процесс ассимиляции железа с по-
мощью сидерофоров патогенными грамнегативны-
ми бактериями в организме хозяина происходит сле-
дующим образом [16]. Сидерофоры секретируются 
бактериями во внешнюю среду, извлекают железо из 
его комплексов с белками, диффундируют к поверх-
ности бактерий, связываются со специфическими 
рецепторами наружной мембраны и транспортиру-
ются в периплазму, используя в качестве источника 
энергии комплекс белка TonB. В периплазме ферри-
сидерофоры взаимодействуют с соответствующим 
связывающим белком (periplasmic binding protein, 
PBP), который доставляет их к АВС-транспортеру 
(ATP-binding cassette) внутренней мембраны для 
транспорта в цитоплазму.

Сидерофоры обнаружены практически у всех 
патогенных и условно патогенных бактерий, у кото-
рых их пытались искать. Очевидно, что необходи-
мость синтезировать сидерофоры отсутствует у па-
тогенов, размножающихся внутри хозяйских клеток, 
где источником железа для них могут служить фер-
ритин, гем или свободное железо, освобождаемое 
из трансферрина при рН 5,5–6,0 [20]. Так, мутанты 
Salmonella enterica serovar Typhimurium, у которых 
инактивированы гены биосинтеза сидерофоров, не 
растут внеклеточно, но размножаются внутри хо-
зяйских клеток. Некоторые виды бактерий не проду-
цируют собственных сидерофоров, но вместо этого 
используют сидерофоры, продуцируемые другими 
бактериями (так называемые ксеносидерофоры). 
Этот феномен, получивший название «сидерофор-
ное пиратство», распространен среди патогенных 
бактерий, в том числе и тех, которые способны син-
тезировать собственные сидерофоры, но в опреде-
ленных условиях используют сидерофоры, продуци-
руемые комменсалами или бактериями, транзиторно 
пребывающими с патогеном в одной экологической 
нише [21]. Для поглощения ксеносидерофоров бак-
терии экспрессируют на своей поверхности спе-
циализированные рецепторы и синтезируют белки, 
участвующие в транспорте нагруженных железом 
сидерофоров через мембраны в цитоплазму.
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Структура и биосинтез сидерофоров. Сиде
рофоры являются небольшими молекулами пептид-
ной природы, образованными в том числе амино-
кислотами, не входящими в состав белков, а также 
модифицированными аминокислотами [18, 19].  
Кроме того, в состав разных сидерофоров могут 
включаться жирные кислоты, α-кетокислоты и 
α-гидроксикислоты. Сидерофоры, выделенные из 
разных бактерий, значительно отличаются по струк-
туре и содержат разные функциональные группы, 
которые обеспечивают высокоаффинное связывание 
трехвалентного железа. Существует четыре типа 
функциональных групп для координационного свя-
зывания железа. Первая группа (фенолятные или 
катехолятные сидерофоры) включает две приле-
гающие гидроксильные группы, происходящие из 
2,3‑гидроксибензойной кислоты, или гидроксиль-
ную группу 2-гидроксибензойной (салициловой) 
кислоты. Вторая группа (гидроксаматные сидеро-
форы) включает N-гидроксилированные боковые 
цепи аминокислот, в которых атом кислорода явля-
ется лигандом железа. Гидроксаматные сидерофоры 
синтезируются из сукцината и моногидроксилиро-
ванных диаминов (например, N-гидроксикадаверин 
или N-гидроксипутресцин). Третья группа состоит 
из пятичленных тиазолиновых или оксазолиновых 
гетероциклов, которые образуются в результате фер-
ментативной циклизации боковых цепей цистеина, 
серина или треонина. Четвертая группа представ-
лена карбоксилатными и гидроксикарбоксилатны-
ми сидерофорами. Наиболее простым представи-
телем этой группы является лимонная кислота. Но 
есть более сложные молекулы, происходящие из 
α-кетоглутарата и лимонной кислоты. Довольно ча-
сто встречаются сидерофоры, в которых могут при-
сутствовать различные комбинации четырех типов 
хелатирующих железо групп, что обеспечивает раз-
нообразие структур разных сидерофоров.

Изучение генетических детерминантов сидеро-
форов показало, что в их биосинтезе, транспорте и 
регуляции участвуют специализированные фермент-
ные системы. Процесс биосинтеза фенолятных и ка-
техолятных сидерофоров осуществляется с помощью 
нерибосомных пептид-синтетаз (NRPS) и поликетид-
синтетаз (PKS), которые первоначально были оха-
рактеризованы как ферменты, отвечающие за био-
синтез антибиотиков. NRPS синтезируют пептиды 
без участия РНК-матрицы и являются многомодуль-
ными ферментами, в которых порядок расположения 
модулей определяет последовательность активации 
аминокислот и включения их в синтезирующуюся 
молекулу [22]. Начальным этапом синтеза является 
превращение хоризмовой кислоты (предшественник 
в синтезе ароматических аминокислот, фолиевой 
кислоты и хинонов) в салициловую или дигидрокси-
бензойную кислоту. Эти арильные кислоты затем ак-
цептируются многомодульными ферментами (NRPS, 
PKS), которые последовательно осуществляют синтез 
сидерофора. Несмотря на сходство структур NRPS  

у различных бактерий, структура синтезируемых ими 
сидерофоров может значительно различаться. При 
этом важнейшая роль в эволюции сидерофоров при-
надлежит модульной организации NRPS и способно-
сти заменять отдельные модули, а также приобретать 
дополнительные модифицирующие ферменты путем 
генетического обмена между бактериями. При этом 
создаются новые комбинации модулей и ферментов, 
что обеспечивает синтез разных сидерофоров. С по-
мощью NRPS образуются такие сидерофоры, как 
иерсиниабактин, энтеробактин, вибриобактин.

Синтез гидроксаматных и карбоксилатных 
сидерофоров осуществляется рядом ферментов, 
таких как монооксигеназы, декарбоксилазы, ами-
нотрансферазы, альдолазы. Исследования этого 
биосинтетического пути, получившего название 
NRPS-независимого синтеза (NRPS-independent syn-
thesis – NIS), гораздо менее многочисленны и обоб-
щены в недавнем обзоре [23]. В настоящее время 
изучаются субстратная специфичность и молекуляр-
ные механизмы действия ферментов, участвующих 
в NIS‑пути биосинтеза сидерофоров. Разнообразные 
сочетания генов, кодирующих эти ферменты у раз-
ных бактерий, приводят к продукции различающих-
ся по структуре сидерофоров.

Синтезированные бактериями сидерофоры 
выделяются в среду с помощью специализирован-
ных механизмов. Транспорт сидерофоров из цито-
плазмы в периплазму осуществляется через белок-
посредник MFS (Major Facilitator Subtype). А через 
наружную мембрану сидерофоры транспортируют 
белок TolC и связанный с ним белок эффлюксного 
насоса RND (Resistance-Nodulated-Cell Division). 
У сидерофоров выявляются и альтернативные спо-
собы секреции. Так, обнаружено, что в секреции 
сидерофора пиовердина псевдомонад принимает 
участие система секреции VI типа, которая широко 
используется грамотрицательными бактериями для 
контакт-зависимой инъекции белковых токсинов в 
клетки бактерий и эукариотов [24]. Не исключено, 
что связь пиовердина с системой секреции VI типа 
может лежать в основе его токсического действия на 
клетки хозяина [25].

Регуляция экспрессии сидерофоров. В аэроб-
ных условиях реактивность железа обусловливает 
и его потенциальную токсичность, поскольку в при-
сутствии кислорода Fe2+ в реакции Фентона и Fe3+ 
в реакции Хабер – Вайса могут генерировать ток-
сичные радикалы [26]. Такие радикалы вызывают 
денатурацию белков, деполимеризацию полисаха-
ридов, разрывы ДНК, перекисное окисление липи-
дов. Следовательно, как дефицит железа, так и его 
избыток ведут к крайне неблагоприятным для ми-
кроба последствиям. Поэтому процесс поглощения, 
использования и хранения избытка железа строго 
регулируется бактериями в ответ на доступность и 
метаболическую потребность в железе. 

Тонкой регуляции подвержены и процессы био-
синтеза и транспорта сидерофоров. Известно, что 
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синтез сидерофоров активируется при снижении 
концентрации внутриклеточного железа. Наиболее 
изученным фактором, участвующим в этом процес-
се, практически у всех бактерий является универ-
сальный белок-репрессор Fur (Ferric uptake regula-
tor) [27]. После образования комплекса с двухва-
лентным железом Fur связывается с консерватив-
ными участками в промоторах генов биосинтеза и 
транспорта сидерофоров, что приводит к блокировке 
транскрипции этих генов. В то же время Fur активи-
рует экспрессию генов, участвующих в утилизации 
и запасании железа. При снижении концентрации 
внутриклеточного железа Fur утрачивает свою ре-
прессорную функцию, что способствует транскрип-
ции генов синтеза и транспорта сидерофоров. 

Наименее изученным является механизм влия-
ния концентрации внеклеточного железа на продук-
цию сидерофоров. Известно, что этот сигнал могут 
передавать трансмембранные двухкомпонентные ре-
гуляторные системы. Так, у Salmonella enterica кон-
центрацию внеклеточного железа чувствует система 
PmrA-PmrB, которая включает гены, ответственные 
за модификацию ЛПС и резистентность к полимик-
сину В и дефензинам. Внеклеточные сигма-факторы, 
гены которых часто располагаются рядом с класте-
рами биосинтеза сидерофоров, также могут переда-
вать сигнал о концентрации железа в среде. При этом 
они осуществляют позитивную регуляцию генов, 
участвующих в биосинтезе сидерофоров. Сигналы 
внешней среды, связанные с концентрацией железа 
и других металлов, способны детектировать и пере-
давать внутрь бактерий и сами сидерофоры [28]. 
Они часто осуществляют позитивную регуляцию 
генов биосинтеза сидерофоров в условиях дефицита 
железа. Основным механизмом является связывание 
поглощенных клеткой ферри-сидерофоров с соот-
ветствующими активаторами, включающими транс-
крипцию генов биосинтеза данного сидерофора. Это 
явление, которое позволяет бактерии чувствовать, 
какой лиганд может быть использован в данной сре-
де, предложено называть «чувство ферримона» [29]. 
Таким образом, сидерофоры могут выполнять не 
только функцию ассимиляции железа, но и сенсор-
ную функцию.

Регуляцию продукции сидерофоров может осу-
ществлять система кворум-сенсинга QS (quorum 
sensing). В ответ на увеличение популяции бакте-
рии продуцируют небольшие сигнальные моле-
кулы, такие как ацил-гомосерин-лактон, которые 
связываются со специфическими рецепторами, 
передающими сигнал на ДНК [30]. У ряда бакте-
рий (Pseudomonas aeruginosa, Vibrio harveyi, Vibrio 
alginolyticus, Porphyromonas gingivalis, Burkholderia 
cepacia) система QS влияет на продукцию сидеро-
форов. В процессе QS микроорганизмы синтези-
руют и обнаруживают внеклеточные сигнальные 
молекулы, концентрация которых является показа-
телем размера популяции. Накопление молекул QS 
подавляет синтез сидерофоров, что приводит к сни-

жению их продукции при высокой плотности кле-
ток. Увеличение количества сидерофоров в ответ на 
повышение синтеза молекул QS зафиксировано у 
P. aeruginosa. Тем не менее до сих пор не до конца 
понятно, почему сигналы QS подавляют продукцию 
сидерофоров у одних бактерий, но стимулируют ее 
у других. Сидерофоры, синтез которых подавляется 
QS, наиболее вероятно используются в поглощении 
железа для роста, тогда как те, синтез которых стиму-
лируется, могут служить другим целям. Например, 
действовать как сигнальные молекулы или факторы 
вирулентности.

Влияние сидерофоров на вирулентность бак-
терий. Для целого ряда бактериальных сидерофо-
ров экспериментально доказана их важная роль в 
вирулентности патогенных и условно патогенных 
бактерий [6, 19, 31, 32]. Прежде всего это связыва-
ли с ролью сидерофоров в ассимиляции бактериями 
железа в организме хозяина. Однако за последние 
годы получено огромное количество данных о том, 
что в процессе инфицирования организма хозяина 
сидерофоры выполняют множество других функ-
ций, помимо обеспечения бактерий железом [3, 19]. 
Сидерофоры участвуют в хранении токсичного для 
бактерий избытка железа и ассимиляции других био-
логических металлов (Cu, Zn), а также в нейтрализа-
ции токсического действия тяжелых металлов, таких 
как Al, Cd, Ga, In, Pb [28]. Благодаря способности 
сидерофоров связывать другие металлы, кроме же-
леза, в научной литературе их все чаще обозначают 
как металлофоры.

У многих сидерофоров обнаружена антиок-
сидантная активность. Особенно выражена она у 
энтеробактерий, синтезирующих катехолатные си-
дерофоры, типа энтеробактина [33], но и гидрок-
саматные сидерофоры также обладают подобными 
свойствами [34]. Сидерофоры могут выполнять сиг-
нальную и регуляторную функцию, стимулируя как 
свой собственный синтез [29], так и синтез других 
факторов вирулентности. Так, сидерофор пиовердин 
P. aeruginosа стимулирует продукцию двух факторов 
вирулентности: экзотоксина А и протеазы PrlP [35]. 
Сидерофоры оказывают значительное влияние на об-
разование биопленок, что было доказано как на мо-
дели редуцированного генома Escherichia coli [36], 
так и на мутантах P. aeruginosa, не продуцирующих 
сидерофор пиовердин. В свою очередь, образование 
биопленок, особенно на ранних этапах, стимулирует 
биосинтез пиовердина [37], а продукция сидерофора 
способствует созреванию биопленки. Более того, как 
показали исследования на модели Bacillus subtilis, 
матрикс созревшей биопленки способствует более 
эффективному использованию сидерофоров бакте-
риями [38]. 

В организме хозяина сидерофоры могут обла-
дать антибактериальной активностью и подавлять 
рост резидентной микрофлоры, способствовать вы-
живанию бактерий в сыворотке крови, препятство-
вать ассимиляции фагоцитами железа, необходимого 
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для реализации их бактерицидного действия, стиму-
лировать продукцию провоспалительных цитоки-
нов, оказывать токсическое действие на ткани хозяи-
на [39]. Исследования сидерофора пиовердина псев-
домонад выявили его способность служить секре-
тируемым бактериальным токсином, вызывающим 
повреждение митохондрий клеток хозяина [25].

Как показали недавние исследования, сидеро-
форы могут оказывать не только негативное влияние 
на хозяина, способствуя размножению патогенов, 
но и приносить ему пользу. Так, у энтеробактина 
обнаружена необычная роль [40]. Оказалось, что 
этот сидерофор после связывания с α‑субъединицей 
АТФ‑синтетазы способствует поглощению железа 
организмом хозяина. Эти исследования позволяют 
предположить, что позитивная роль резидентной 
микрофлоры может быть связана в том числе и с уча-
стием ее сидерофоров в гомеостазе железа хозяина.

Множественные сидерофорные системы у 
бактерий. Наличие у бактерий разных генов био-
синтеза сидерофоров, которые часто входят в состав 
мобильных генетических элементов и способны к 
горизонтальному переносу, а также накопление в 
генах мутаций приводят к продукции одним и тем 
же видом бактерий разных сидерофоров, различаю-
щихся по структуре и свойствам [41]. Продукция 
нескольких сидерофоров может давать бактериям 
преимущества для выживания в разных условиях. 
В одних условиях это могут быть высокоаффинные 
катехолатные сидерофоры (энтеробактин, бацил-
лобактин, вибриобактин). В других условиях наи-
более оптимальными будут тиазолин-оксазолин-
содержащие молекулы (иерсиниабактин, пиохелин) 
или гидроксаматные хелаторы (алкалигин, десфер-
риоксамин В). У этих сидерофоров есть очевидные 
преимущества, которые способствуют их использо-
ванию в организме хозяина. Так, в сыворотке крови 
млекопитающих и секретах нейтрофилов содержит-
ся сидерокалин (липокалин-2), который необратимо 
связывает сидерофоры катехолатного типа, содержа-
щие остаток 2,3-дигидроксибензойной кислоты (эн-
теробактин, бациллобактин, карбоксимикобактины), 
что препятствует поглощению железа бактериями с 
помощью этих сидерофоров [42]. В отличие от ка-
техолатных сидерофоров, гидроксаматные сидеро-
форы не связываются с сидерокалином. У ряда па-
тогенных бактерий есть и другой способ избежать 
узнавания сидерофора сидерокалином, связанный с 
синтезом модифицированного энтеробактина (саль-
мохелина), к которому ковалентно пришита глюкоза. 
Эта модификация не снижает аффинитет сидерофо-
ра к железу, однако препятствует его связыванию с 
сидерокалином. 

Многие патогенные бактерии продуцируют не-
сколько сидерофоров, активных в разных условиях, 
в отношении разных источников железа в организме 
хозяина и на разных этапах инфекционного процес-
са [3]. P. aeruginosa продуцирует два сидерофора: 
сидерофор смешанного типа – пиовердин, необходи-

мый для образования биопленок и вирулентности, и 
фенолятный сидерофор пиохелин, который частич-
но сходен по структуре с иерсиниабактином и не 
связывается с сидерокалином хозяина. У бактерий 
комплекса Burkholderia cepacia обнаружено четыре 
разных сидерофора (орнибактин, пиохелин, сепабак-
тин и сепациахелин). Пробиотический штамм E. coli 
Nissle 1917 продуцирует четыре сидерофора: иер-
синиабактин и сальмохелин, более активные в ней-
тральных и щелочных условиях, а также энтеробак-
тин и аэробактин, более активные в кислых условиях. 
Такие бактерии, как Bordetella pertussis, синтезиру-
ют один гидроксаматный сидерофор алкалигин, од-
нако могут использовать и ксеносидерофоры разных 
классов (энтеробактин, феррихром и десферриокса-
мин В), синтезируемые другими микроорганизмами. 
У B. bronchiseptica спектр дополнительных ксеноси-
дерофоров еще шире – они могут использовать аэро-
бактин, феррихризин, феррикронин, феррирубин, 
протохелин, шизокинен, вицибактин и пиовердин.

Необходимость для патогенных бактерий син-
тезировать и/или использовать разные сидерофоры 
хорошо иллюстрируется результатами сравнения 
двух сидерофоров кишечной палочки: катехолатного 
энтеробактина (константа ассоциации 1052) и гидро
ксаматного аэробактина, обладающего гораздо мень-
шим аффинитетом к железу (константа ассоциации 
1023). У аэробактина выявился целый ряд преиму-
ществ в организме хозяина. Он не узнается сидеро-
калином, более эффективно экспрессируется в усло-
виях дефицита железа, лучше растворим в водной 
среде, химически более стабилен, более эффективен 
при низкой концентрации железа и доставляет его 
непосредственно к местам метаболического исполь-
зования. Более того, по сравнению с катехолатными 
сидерофорами, биосинтез, экспорт и поглощение 
аэробактина, как и многих других гидроксаматных 
сидерофоров, энергетически более выгодны. 

По современным представлениям, именно ком-
бинация продуцируемых патогеном сидерофоров 
определяет его «репликативные ниши» и модулиру-
ет реакцию хозяина на инфекцию [3].

Сидерофоры возбудителей ООИ. Сидерофоры 
играют важную роль в физиологии и вирулентности 
возбудителей особо опасных инфекций. Это под-
тверждено многолетними исследованиями фено-
лятного сидерофора Yersinia pestis иерсиниабактина 
(Ybt), который кодируется островом высокой пато-
генности (HPI-1) в составе нестабильного хромо-
сомного pgm-локуса [43]. Хотя этот сидерофор под-
робно изучен как на модели Y. pestis, так и других 
синтезирующих его патогенных энтеробактерий,  
у него продолжают обнаруживаться все новые функ-
ции, и механизм его участия в патогенезе чумы оста-
ется предметом изучения и в настоящее время. У Ybt 
выявлена антиоксидантная активность [44], а также 
способность связывать ионы цинка [45] и меди [46]. 
Последнее свойство делает бактерии толерантными 
к токсичности меди, накапливающейся в местах вос-
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паления и внутри макрофагов. Более того, у комплек-
са Ybt с медью обнаружена активность супероксид-
дисмутазы, снижающей токсичность радикалов и 
способствующей выживанию бактерий в макрофа-
гах. Эти исследования показали, что Ybt необходим 
возбудителю чумы не только для ассимиляции желе-
за в организме животных, но и для защиты бактерий 
от бактерицидного действия систем врожденного 
иммунитета хозяина. Помимо иерсиниабактина, у 
Yersinia рestis обнаружен гидроксаматный сидеро-
фор – иерсиниахелин (Ych), который кодируется 
хромосомным ysu‑локусом [47]. Анализ функцио-
нальной активности Ych после клонирования генов 
его биосинтеза в клетках кишечной палочки выявил 
у него антиоксидантные свойства.

Возбудитель туляремии Francisella tularensis 
продуцирует поликарбоксилатный сидерофор ризо-
феррин, который кодируется консервативным кла-
стером генов fsl A-F (Francisella siderophore locus) 
и контролируется репрессором Fur [48]. В этот кла-
стер, помимо генов биосинтеза и экспорта сидеро-
фора, входит еще и рецептор наружной мембраны, 
необходимый для транспорта нагруженного железом 
ризоферрина внутрь бактерий. При этом рецептор не 
имеет значительной гомологии с известными рецеп-
торами сидерофоров, и гены, которые кодируют ком-
плекс белков TonB – ExbB – ExbD, необходимых для 
транспорта сидерофоров через внутреннюю мем-
брану, отсутствуют у F. tularensis. Эти данные сви-
детельствуют о нетипичности сидерофор-зависимой 
системы ассимиляции железа у возбудителя туля-
ремии, которая дополняется системой ассимиляции 
двухвалентного железа, состоящей из белка наруж-
ной мембраны FupA, паралога рецептора сидеро-
фора FslE, и белка внутренней мембраны FeoB [49]. 
Установлено, что у возбудителя туляремии белок 
FupA участвует как в сидерофор-зависимой, так и в 
сидерофор-независимой системе ассимиляции же-
леза. Транскриптомный анализ макрофагов, инфи-
цированных штаммом Schu S4, показал, что fsl-гены 
индуцируются во время инфекции [50]. Делеция 
гена fupA приводила к частичной аттенуации туляре-
мийного микроба, в то время как отсутствие FslE и 
FupA – к полной утрате вирулентности [51]. 

Железо является необходимым питательным 
элементом и для возбудителя холеры. Около 1 % всех 
генов Vibrio cholerae кодируют различные системы 
транспорта железа [52]. Благодаря такому разнообра-
зию механизмов получения этого элемента из окру-
жающей среды, вибрионам удается приспосабли-
ваться к различным условиям обитания. V. cholerae 
секретирует катехолатный сидерофор вибриобактин, 
гены биосинтеза и транспорта которого объедине-
ны в два кластера и находятся на большой хромо-
соме. Считалось, что благодаря особой структуре 
этого сидерофора, вибрионы способны уклоняться 
от взаимодействия с сидерокалином‑2 [53]. Однако 
группой ученых из США доказано, что вибриобак-
тин также подвержен действию сидерокалина-2 [54]. 

По всей видимости, это единственный сидерофор, 
синтезируемый возбудителем холеры, так как мутан-
ты с делетированными генами биосинтеза вибрио-
бактина не проявляют сидерофорной активности на 
индикаторных средах. В то же время патоген может 
использовать для своей жизнедеятельности ксеноси-
дерофоры, которые синтезируют другие микроорга-
низмы [21]. Так, в геноме V. cholerae имеются гены 
irgA и vctA, кодирующие рецепторы энтеробактина, 
который наиболее активно используется патогеном в 
момент колонизации тонкого кишечника.

У возбудителя сибирской язвы Bacillus аnthracis 
обнаружены два сидерофора: петробактин (антрахе-
лин) и бациллобактин (антрабактин). Установлено, 
что оба сидерофора необходимы для ассимиляции 
бактериями железа, однако роль бациллобактина в 
этом процессе менее выражена [55]. Петробактин, 
который не узнается сидерокалином‑2, является важ-
ным фактором вирулентности бактерий, поскольку 
не продуцирующие его мутанты становятся авиру-
лентными [56]. Петробактин играет ключевую роль 
на начальных стадиях сибиреязвенной инфекции, 
способствуя прорастанию спор, а также участвуя 
в ассимиляции железа и размножении бактерий в 
организме хозяина. Экспрессия петробактина акти-
вируется в железодефицитных условиях организма 
хозяина, однако она в меньшей степени зависит от 
концентрации железа, чем продукция большинства 
других бактериальных сидерофоров. Так, in vitro 
он синтезируется и в средах для спорообразования, 
богатых железом, при этом он не экспортируется,  
а остается внутри клеток и защищает их от окисли-
тельного стресса [57]. Вероятнее всего, существуют 
и другие механизмы регуляции биосинтеза петро-
бактина в организме хозяина. Экспрессия бацилли-
бактина на начальной стадии инфекции подавляется 
различными факторами хозяина, но активируется 
на поздних стадиях и, наряду с продукцией петро-
бактина, способствует переходу вегетативных кле-
ток в споры, существенному этапу для трансмиссии 
B. anthracis между млекопитающими [55]. Регуляция 
биосинтеза бациллибактина, в отличие от петробак-
тина, в значительной степени зависит от концентра-
ции железа [58].

Таким образом, различные сидерофоры вносят 
значительный вклад в развитие инфекционного про-
цесса и непосредственно влияют на вирулентность 
возбудителей особо опасных инфекций.

Изучение сидерофоров патогенных бактерий 
является в настоящее время наиболее динамично 
развивающейся областью медицинской микробио-
логии. Несмотря на значительные успехи в области 
изучения структуры и функций этих разнообразных 
молекул, до сих пор остается много вопросов, свя-
занных с расшифровкой механизмов их биосинтеза 
и транспорта. Перспективным направлением фун-
даментальных исследований сидерофоров являет-
ся выяснение их многообразной роли в патогенезе 
бактериальных инфекций и особенностей регуля-
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ции их экспрессии на разных этапах инфекционно-
го процесса.

Анализ данных литературы свидетельствует, 
что фундаментальные исследования биологии и хи-
мии сидерофоров открыли огромные перспективы 
их практического применения в биотехнологии и 
медицине. За последние годы получено множество 
данных о возможности использования сидерофо-
ров в сельском хозяйстве и пищевой индустрии для 
биологической рекультивации земель и очистки рас-
творов от тяжелых металлов. Все более широкое 
применение сидерофоры находят и в медицине для 
лечения разных связанных с железом дисфункций. 
Зарубежными учеными опубликовано много работ о 
возможности практического применения сидерофо-
ров для диагностики, профилактики и лечения ин-
фекционных заболеваний. Обзор этих публикаций 
станет предметом нашего отдельного сообщения. 
Очевидно, что применение сидерофоров в меди-
цинской практике находится в настоящее время на 
начальном этапе своего развития. Для того чтобы 
довести научные исследования до широкого практи-
ческого использования, потребуются усилия многих 
ученых разного профиля, которые в ближайшем бу-
дущем, несомненно, приведут к созданию высокоэф-
фективных медицинских препаратов.
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Штаммы Yersinia pestis линии 1.ORI как этиологический агент III пандемии чумы
ФКУН «Российский научно-исследовательский противочумный институт «Микроб», Саратов, Российская Федерация

Штаммы Yersinia pestis линии 1.ORI берут свое начало в Китае как результат эволюции филогенетической вет-
ви 1.ANT. Штаммы восточного биовара делятся с образованием трех основных линий эволюции: 1.ORI1, 1.ORI2, 
1.ORI3. Линии 1.ORI1 и 1.ORI2 возникли в Китае, а затем распространились на восточное и западное побережье 
Индии соответственно. Штаммы восточного биовара широко распространились по всему миру преимущественно 
в результате заноса морским путем. Так, линия 1.ORI1 занесена на территорию Северной Америки. Линия 1.ORI2 
получила распространение в Юго-Восточной Азии, Африке, Европе и Южной Америке. Кроме того, штаммы 
восточного биовара завезены и на территорию Австралии, однако формирования природных очагов не произо-
шло. Распространение штаммов на новые территории во время третьей пандемии, как правило, происходило с 
участием одного штамма, который вызывал эпизоотии среди синантропных грызунов. После регистрировались 
вспышки среди населения портовых городов с последующим заносом в сельскую местность и формированием 
природных очагов при подходящих природных условиях. При отсутствии таковых возбудитель чумы элиминиро-
вался из природных биотопов, формирования природного очага не происходило. В последние десятилетия боль-
шинство случаев чумы человека в мире вызвано штаммами восточного биовара (1.ORI). Однако возникновение и 
распространение эволюционной линии «1» изучены недостаточно. В настоящее время для выяснения подробно-
стей иррадиации штаммов восточного биовара не хватает как исторических данных, так и штаммов, являющихся 
предками для современных штаммов на территории многих стран. В результате представления о диссеминации 
многих ветвей эволюции штаммов восточного биовара в настоящее время имеют вид гипотез. В обзоре проведен 
анализ литературных данных по истории и эпидемиологии чумы за третью пандемию, поиск связи эпидемиче-
ских проявлений с принадлежностью штаммов, их вызвавших, к определенным филогенетическим линиям. 

Ключевые слова: чума, возбудитель чумы, восточный биовар, ветви эволюции.
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K.A. Nikiforov
Yersinia pestis Strains of the 1.ORI Line as Etiological Agent of the Plague Pandemic III
Russian Research Anti-Plague Institute “Microbe”, Saratov, Russian Federation

Abstract. Yersinia pestis strains of the 1.ORI lineage originate from China as a result of evolution of the 1.ANT phy-
logenetic branch. Strains of the biovar orientalis are divided into three major lines of evolution: 1.ORI1, 1.ORI2, 1.ORI3. 
Lines 1.ORI1 and 1.ORI2 originated in China and then spread across the east and west coasts of India, respectively. 
Strains of the biovar orientalis have widely spread throughout the world, mainly as a result of introduction by sea. This 
way, the 1.ORI1 line was imported onto the territory of North America. 1.ORI2 line has spread to Southeast Asia, Africa, 
Europe, and South America. In addition, the strains of the biovar orientalis were brought to the territory of Australia, 
however, the formation of natural foci did not occur. The spread of strains to new territories during the third plague pan-
demic, as a rule, took place with the participation of one strain, which caused epizootics among synanthropic rodents. 
After that, outbreaks were recorded among the population of port cities, followed by drifting into the countryside and the 
formation of natural foci under suitable natural conditions. In the absence of such, the plague pathogen was eliminated 
from natural biotopes, and the formation of a natural focus did not occur. In recent decades, most cases of human plague 
in the world have been caused by strains of the biovar orientalis (1.ORI). However, the emergence and spread of the evo-
lutionary line “1” is insufficiently studied. Currently, there is a lack of both historical data and strains that are ancestors 
of modern strains in many countries to clarify the details of the irradiation of strains of the biovar orientalis. As a result, 
the concepts of dissemination of many evolution branches of the strains, biovar orientalis are in the form of hypotheses to 
date. In this work, the collection and analysis of literature data on the history and epidemiology of plague over the third 
pandemic, a search for a connection between epidemic manifestations and the appurtenance of the strains that caused 
them to certain phylogenetic lineages was carried out.

Key words: plague, plague agent, biovar orientalis, branches of evolution.

Conflict of interest: The authors declare no conflict of interest.
Corresponding author: Konstantin A. Nikiforov, e-mail: rusrapi@microbe.ru.
Citation: Nikiforov K.A. Yersinia pestis Strains of the 1.ORI Line as Etiological Agent of the Plague Pandemic III. Problemy Osobo Opasnykh Infektsii [Problems of 

Particularly Dangerous Infections]. 2022; 3:23–37. (In Russian). DOI: 10.21055/0370-1069-2022-3-23-37
Received 29.04.2021. Revised 11.06.2021. Accepted 27.10.2021.

Nikiforov K.A., ORCID: https://orcid.org/0000-0002-4115-9486



24

Проблемы особо опасных инфекций. 2022; 3								        ОБЗОРЫ

Yersinia pestis – возбудитель чумы – зоонозной 
природно-очаговой особо опасной бактериальной 
инфекционной болезни с трансмиссивным механиз-
мом передачи. Штаммы возбудителя чумы циркули-
руют в различных ландшафтно-климатических ре-
гионах, что обусловливает значительное внутриви-
довое разнообразие Y. pestis. Активные очаги чумы 
в настоящее время находятся на всех континентах, 
кроме Австралии и Антарктиды [1]. 

Вид Y. pestis является ветвью эволюции возбуди-
теля псевдотуберкулеза – Yersinia pseudotuberculosis, 
от которого он отделился около 20 тыс. лет назад [2]. 
Сравнительный анализ полногеномных последова-
тельностей штаммов Y. pestis и Y. pseudotuberculosis 
показал идентичность их генов-гомологов на 97–
99 %, а гена 16S рРНК – на 100 %.

В структуре вида, согласно усовершенствован-
ной классификации, основанной на данных полноге-
номного секвенирования, выделяют семь подвидов: 
основной и шесть неосновных подвидов: тибетский, 
кавказский, ангольский, центральноазиатский, цин-
хайский, улегейский. В центральноазиатский подвид 
включено четыре биовара: алтайский, гиссарский, 
таласский, microtus [3]. Высоковирулентные и эпи-
демически значимые штаммы основного подвида 
делятся на три биовара: античный, средневековый и 
восточный. Штаммы античного биовара формируют 
несколько ветвей эволюции: 0.ANT, 1.ANT, 2.ANT, 
3.ANT, 4.ANT. Линия 1.ANT является предковой по 
отношению к штаммам группы intermedium (1.IN) и 
восточному биовару (1.ORI), а линия 2.ANT дала на-
чало средневековому биовару (2.MED).

В истории человечества описано три пандемии 
чумы: первая началась с чумы Юстиниана (541–
544 гг.) и продолжалась с перерывами до 750 г. н.э.; 
вторая известна как «черная смерть» (Европа, 1347–
1351 гг.) вместе с последующими волнами, в част-
ности Великой чумой (1665–1666 гг.); третья начала 
свой путь в Китае в 1850-х гг. и распространилась по 
всему миру в виде серии эпидемий к середине XX в. 
[4, 5]. В отношении более ранних вспышек, таких 
как чума Афин (430–427 до н.э.) и Антонинова чума 
(165–180 гг. н.э.), отсутствуют доказательства, поз
воляющие связать их с Y. pestis.

Ранее считалось, что пандемии были вызваны 
штаммами античного, средневекового и восточного 
биоваров Y. pestis, позднее M. Drancourt et al. выска-
зали точку зрения, что все три пандемии чумы имели 
в качестве этиологического агента штаммы, близкие 
восточному биовару [6]. Полногеномное секвенирова-
ние штаммов периода первой пандемии показало, что 
они наиболее близки линии 0.ANT [5]. M.A. Spyrou  
et al. выполнили полногеномное секвенирование 
штаммов, выделенных из костных останков жертв 
второй пандемии, и установили, что эти штаммы яв-
ляются предшественниками первой линии эволюции 
Y. pestis, объединяющей 1.ANT, 1.ORI, 1.IN [7]. 

Штаммы линии 1.ORI сформировались в Китае в 
результате эволюции филогенетической ветви 1.ANT, 

штаммы которой в настоящее время встречаются в 
Восточной и Центральной Африке (Демократическая 
Республика Конго, Уганда, Кения). G. Morelli et al. 
высказали гипотезу, что штаммы линии 1.ANT попа-
ли из Китая в Африку на кораблях адмирала Чжэн Хэ 
в 1409–1433 гг. [8]. Однако линия 1.ANT1 возникла 
628–6914 лет назад, что предшествует путешествиям 
Чжэн Хэ. Штаммы этой линии могли быть завезены 
в Восточную и Центральную Африку альтернатив-
ным путем, например арабскими торговцами. 

В настоящее время возникновение и распро-
странение эволюционной линии «1» изучено не-
достаточно. Установлено, что штаммы, предше-
ствовавшие штаммам 1.ANT, были причиной вто-
рой пандемии чумы [7], берущей начало в Нижнем 
Поволжье и Черноморье (1346 г.), распространив-
шейся по Европе, вызвав эпидемию «черной смер-
ти». Дальнейшие пути распространения линии «1» 
остаются неясными. Известно, что штаммы 1.ANT 
укоренились в Восточной и Центральной Африке, 
а штаммы более эволюционно молодой линии 
1.IN эндемичны для Китая. Согласно современ-
ным представлениям, штаммы линии 1.IN проис-
ходят от 1.ANT. При этом в Китае не циркулиру-
ют штаммы линии 1.ANT, таким образом, линия 
1.ORI, возможно, эволюционировала из линии 1.IN, 
штаммы которой распространены на юге и в цен-
тре Китая. Высказано предположение, что штаммы 
возбудителя чумы второй пандемии были занесены  
на территорию Китая и дали начало эволюционной 
линии 1.IN, а исходные штаммы были элиминиро
ваны [5, 9]. 

В настоящее время остается нерешенным ряд во-
просов по эволюции линии «1», вызвавшей две пан-
демии. Неясен эволюционный путь от линии 1.ANT 
до 1.IN, неизвестны причины исчезновения штаммов 
1.ANT с территории Китая. Возможно, дальнейшие 
исследования палеогеномов возбудителя чумы дадут 
ответы на эти вопросы, в результате чего удастся по-
лучить схему полной эволюции этого вида.

Третья пандемия чумы началась в провинции 
Юньнань Китая в 1855 г. и была вызвана штамма-
ми Y. pestis восточного биовара (1.ORI). В этой же 
провинции циркулируют штаммы линии 1.IN3, воз-
можно, являющиеся предками восточного биовара. 
С течением времени штаммы восточного биовара 
распространились на территории разных континен-
тов, с образованием трех ветвей эволюции: 1.ORI1, 
1.ORI2 и 1.ORI3. С 1899–1900 гг. пароходы завез-
ли чуму в Африку, Австралию, Европу, на Гавайи,  
в Индию, Японию, на Ближний Восток, Филиппины, 
в Северную и Южную Америки. 

Считается, что штаммы 1.ORI1 были занесе-
ны с территории Китая в США [10]. В настоящее 
время чума эндемична для США, природные оча-
ги расположены в штатах Калифорния, Аризона, 
Колорадо, Нью-Мексико и Юта. Кроме того, в лите-
ратуре имеются данные, что штаммы ветви 1.ORI1 
занесены с территории Китая (Гонконг) во Вьетнам 
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[8, 11]. Это подтверждают данные полногеномного 
секвенирования штаммов восточного биовара из 
Вьетнама [12]. 

В работе G. Morelli et al. с помощью филогене-
тического анализа показано существование девяти 
волн радиации ветви 1.ORI2: 1.ORI2а – берет свое на-
чало в Китае, откуда в 1896 г. на корабле из Гонконга 
занесена в Бомбей; 1.ORI2ii – распространилась 
по территории Юго-Восточной Азии; 1.ORI2iii – 
охватила Северную Африку (Марокко, Сенегал); 
1.ORI2iv – распространилась в Центральную и 
Южную Африку; 1.ORI2v – характерна для Южной 
Америки; 1.ORI2vi – была распространена в Европе; 
1.ORI2vii – еще одна линия эволюции в Центральной 
и Южной Африке; 1.ORI2viii – эта линия попала 
из Индии в Европу и оттуда в Южную Америку; 
1.ORI2ix – линия берет начало в Китае, откуда при-
внесена во Вьетнам и Мьянму, после чего состоялся 
обратный занос из Мьянмы в китайскую провинцию 
Юньнань [8, 11]. В результате штаммы ветви 1.ORI2 
распространилась в Европе, Южной Америке, 
Африке, Юго-Восточной Азии. 

Штаммы ветви 1.ORI3 занесены из западной  
части Индии на территорию Турции и Мадагаскара.

К настоящему времени штаммы восточного био-
вара циркулируют главным образом в природных оча-
гах на территории Мадагаскара, Северной Америки, 
Южной Америки, Юго-Восточной Азии. Крупная 
зарегистрированная вспышка легочной чумы про-
изошла на Мадагаскаре в 2017 г., этиологическим 
агентом которой выступили штаммы восточного 
биовара, когда заразились более 500 человек [13]. 
Всего в мире за 2018 г. зарегистрировано 243 случая 
чумы человека, из которых 41 закончился смертель-
ным исходом. На Мадагаскаре зарегистрировано 104 
(34 смерти), в Боливии – 1 смертельный случай, в 
Перу – 4 случая (1 смерть), в США – 1 случай зара-
жения. В 2019 г. 148 случаев чумы человека зареги-
стрированы на территории шести стран: Республика 
Мадагаскар (88 случаев), Республика Уганда (2 слу-
чая), Демократическая Республика Конго (ДРК) 
(50 случаев), Китайская Народная Республика (КНР) 
(5 случаев), Монголия (2 случая) и США (1 случай). 
В 2020 г. зарегистрировано 535 случаев чумы челове-
ка в четырех странах мира (37 с летальным исходом): 
ДРК (520 случаев; 31 летальный), КНР (4 случая; 
2 летальных), Монголия (6 случаев; 3 летальных) и 
США (5 случаев; 1 летальный) [14].

Большинство случаев чумы человека за послед-
ние десятилетия в мире вызваны штаммами восточ-
ного биовара (1.ORI), которые благодаря развитию 
мореходства и торгово-экономических связей между 
странами в XX в. получили широкое распростране-
ние по всему миру. Однако многие теории по ирра-
диации этой болезни в течение последней пандемии 
остаются не подтвержденными генетически и бази-
руются только на исторических данных, кроме того, 
пути распространения некоторых генетических ли-
ний не изучены.

Целью настоящей работы стал сбор и анализ 
литературных данных по истории и эпидемиологии 
чумы во время третьей пандемии, а также поиск свя-
зи эпидемических проявлений с принадлежностью 
штаммов, их вызвавших, к определенным филогене-
тическим линиям. 

Возникновение восточного биовара и фор-
мирование основных ветвей эволюции 1.ORI. 
Свое начало линия эволюции 1.ORI берет в Китае. 
Основываясь на исторических данных, Wu Lien-teh 
утверждал, что чума присутствовала испокон веков 
внутри Центрально-Азиатского плато, которое он 
считал первоначальным местом возникновения ин-
фекции [11, 15]. 

В конце XVIII в. вспышки чумы отмечены в 
провинции Юньнань в Китае. Согласно Wu Lien-teh, 
в течение первой половины XIX в. болезнь укорени-
лась на западе провинции Юньнань. Чума достигла 
столицы провинции Юньнань, г. Куньмин, в 1866 г., 
в 1894 г. пришла в Кантон и Гонконг и в 1867 г. –  
в Пак-Хой в Южном Квантунге [11]. Пак-Хой был 
первым портовым городом Китая, пораженным чу-
мой во время третьей пандемии. В Сямэнь, глав-
ный порт юга Фуцзянь, чума занесена в 1894 г.  
К 1899 г. распространение болезни достигло порта 
Нючжуан на юге Маньчжурии, а к 1901 г. – Фучжоу 
провинции Фуцзянь. В период с 1937 по 1946 год за-
болеваемость чумой была высокой. После этого на-
чата массивная кампания по дератизации, которая 
принесла свои плоды: чума стала регистрироваться 
только в сельской местности и, как правило, в бубон-
ной форме. Чума укоренилась в некоторых частях 
южного Китая, а также на северо-западе страны.

С середины 1950-х гг. эпидемии чумы на терри-
тории Китая находились под контролем, а с 1980‑х гг. 
в Китае ежегодно проводятся программы активного 
эпиднадзора за чумой животных. В 1986–2005 гг. 
вспышка чумы произошла в западных районах про-
винции Юньнань, а затем распространилась на вос-
ток, затронув 29 из 129 уездов. О двух случаях чумы 
человека, вызванных штаммами восточного биовара 
в провинции Юньнань, сообщено в 2016 г. 

Таким образом, считается, что штаммы восточ-
ного биовара сформировались на территории Китая в 
результате эволюции линии 1.IN, а в дальнейшем они 
разделились на генетические ветви 1.ORI1 и 1.ORI2. 
Ветвь 1.ORI1 занесена во Вьетнам и Калькутту 
(Индия), получив распространение в восточной ча-
сти Индии. Позже морским путем ветвь 1.ORI1 до-
стигла территории США с кораблем из Гонконга 
[11, 16]. Ветвь 1.ORI2 иррадиировала в Западную 
Индию (1.ORI2а), откуда распространилась в Европу 
(1.ORI2vi, 1.ORI2viii), Южную Америку (1.ORI2v, 
1.ORI2viii) и другие страны [8].

В настоящее время штаммы восточного био-
вара в Китае циркулируют в Юньнань-Гуандун-
Фуцзянском Юго-Восточном природном очаге, для 
которого характерен тропический климат, но боль-
шую часть покрывают горы, где, скорее всего, и со-
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храняется возбудитель чумы, поскольку для его рас-
пространения среди грызунов необходимы блохи, 
численность которых в тропических регионах, как 
правило, мала из-за высокой влажности, приводя-
щей к гибели их личинок.

Второй страной, где происходило формирова-
ние основных ветвей эволюции восточного биовара, 
является Индия. Природные очаги на юге Индии по-
явились после заноса из Китая штаммов Y. pestis вос-
точного биовара в Бомбей (Мумбаи) в 1896 г. во вре-
мя третьей пандемии. В 1898 г. случаи чумы отмече-
ны в штатах Бомбей (ныне Махараштра) и Майсуре 
(ныне Карнатака) [17]. Инфекция распространилась 
из тогдашнего Бомбея (Мумбаи) в прилегающие 
районы штата Хайдарабад (ныне Мадхья-Прадеш), 
вызвав эпидемию в 1911 г. в г. Хайдарабаде, за время 
которой погибло около 16 тыс. человек. 

Природные очаги в Гималаях, напротив, имеют 
давнюю историю и существуют в районах Гархвал 
и Кумаон индийского штата Уттаракханд с 1823 г., 
где, согласно литературным данным, чума впервые 
описана в XVII в. [18]. Из этого можно сделать пред-
положение, что там циркулируют штаммы не вос-
точного биовара.

К середине XX в. чума в Индии перестала вызы-
вать вспышки в городах, став более характерной для 
сельских районов [11]. В 50-х гг. в Индии чума закре-
пилась в природных очагах следующих регионов: на 
севере страны – у подножия Гималаев, в провинциях 
Агра и Ауд (ныне штат Уттар-Прадеш) и штате Бихар 
к северу от Ганга; в центральной части Индии – в во-
доразделах гор Виндхья, хребтов Бханрер, Майкал 
и Махадео; на юге Индии – в водоразделах у гор 
Западные Гаты в штатах Бомбей (ныне Махараштра) 
и Майсуре (ныне Карнатака), в округах Салем, 
Коимбатур, Мадура и водоразделе гор Нилгири [17].

В 1994 г. имело место необычно большое чис-
ло случаев смерти домашних крыс в Сурате штата 
Гуджарат. А за этим последовала вспышка чумы 
в юго-центральной и юго-западной частях Индии  
с эпицентром в Сурате. Зарегистрировано 693 слу-
чая с 56 смертями в пяти штатах. K.N. Mahale et al. 
провели полногеномное секвенирование двух штам-
мов, выделенных во время этой вспышки в Сурате, 
установив их принадлежность к линии 1.ORI3 вос-
точного биовара, что подтверждает гипотезу распро-
странения этой линии из Индии на Мадагаскар [19]. 
Также K.N. Mahale et al. провели полногеномное 
секвенирование штамма, выделенного из диких гры-
зунов в Хосуре, штат Тамилнад, в 1998 г., и устано-
вили его принадлежность к линии 1.ORI1.

Таким образом, после заноса из Китая на тер-
ритории Индии циркулируют штаммы всех трех 
основных линий восточного биовара: 1.ORI1 – по-
лучила распространение в восточной части страны; 
1.ORI2 – иррадиировала по всему миру, сформиро-
вав девять генетических радиаций; 1.ORI3 – возмож-
но является потомком эволюции 1.ORI2а (циркуля-
ция их отмечена в приморских областях западной 

части Индии). Впоследствии штаммы линии 1.ORI3 
привнесены на Мадагаскар и в Турцию. В Индии 
было множество случаев чумы в городах, с течением 
времени санитарно-гигиенические условия в стране 
улучшились, и чума укоренилась в природных био-
топах, занимающих возвышенные территории. 

Формирование и распространение основных 
линий эволюции восточного биовара

Линия 1.ORI1
США. Штаммы линии 1.ORI1 циркулируют на 

территории Северной Америки. Согласно историче-
ским записям, чума занесена в Соединенные Штаты 
в 1899 г. на корабле из Гонконга, который пришвар-
товался на Гавайях, а затем в Сан-Франциско [8] 
(рис. 1). Последняя городская вспышка легочной 
чумы произошла в 1924–1925 гг. в Лос-Анджелесе. 
С тех пор случаи чумы человека регистрировались 
преимущественно в сельской местности. Штаты, где 
происходили случаи чумы, расположены в основном 
на юго-западном и тихоокеанском западном побере-
жье, а позднее чуму стали регистрировать в штатах 
на востоке и севере. Выделяются следующие осо-
бенности эпидемиологии чумы на территории США: 
большее число случаев в новых жилых районах при 
расселении на территорию энзоотических очагов в 
сельской местности и значительная частота пере-
дачи домашними кошками. В последние годы забо-
леваемость чумой в США держится на уровне не-
скольких случаев в год, чаще всего – в Нью-Мехико, 
Колорадо, Аризоне, являющихся горными штатами,  
и в Калифорнии. Обращает на себя внимание тот 
факт, что природные очаги чумы и большая часть 
случаев чумы человека характерны для штатов с 
горными массивами, горными степями и полупусты-
нями. На Гавайи чума занесена в Гонолулу в ноябре 
1899 г. на кораблях из Гонконга. Заболеваемость со-
хранялась в течение примерно десяти лет в Гонолулу 
и соседних районах, а затем чума распространилась 
на другие острова архипелага [11]. Всего за период 
1899–1949 гг. было 416 случаев чумы человека на 
Гавайях. После этого здесь не отмечалось ни одного 
случая чумы, скорее всего, это связано с климатиче-
скими особенностями в виде большого количества 
осадков и тропического пассатного климата, кото-
рые не дали сформироваться природному очагу с 
резервуаром в виде диких грызунов и блохами как 
основными переносчиками. Чума вызывала только 
вспышки в населенных пунктах и не смогла закре-
питься в природных биотопах.

Канада. В связи с ожидаемым заносом чумы 
из США в 1938 г. в Западной Канаде проведено 
масштабное исследование диких грызунов, одна-
ко не обнаружено ни одной положительной про-
бы [20]. В 1939 г. зафиксирована эпизоотия в степ-
ной зоне юго-восточной части провинции Альберта. 
Распространение инфекции от провинции Альберта 
до смежной провинции Саскачеван отмечено в 
1946 г. На территории этих двух провинций за по-
следние десятилетия периодически находили луго-
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вых собачек, зараженных чумой. Последние случаи 
чумы у луговых собачек зарегистрированы в 2010 и 
2017 гг. на территории степной зоны юго-западной 
части провинции Саскачеван. Случаев заражения чу-
мой человека на территории Канады официально не 
зафиксировано. 

Ветвь эволюции 1.ORI2
Эта ветвь получила широкое распростране-

ние по всему миру. Штаммы линии 1.ORI2 берут 
свое начало с территории Китая, откуда занесены 
в Западную Индию (радиация 1.ORI2а), а затем – 
в Юго-Восточную Азию, Австралию, Северную, 
Западную, Центральную и Южную Африку, Южную 
Америку (радиация 1.ORI2v, 1.ORI2viii), Ближний 
Восток и Европу (радиация 1.ORI2vi, 1.ORI2viii) [8].

Юго-Восточная Азия. В страны Юго-Восточной 
Азии штаммы чумы линии 1.ORI2 занесены 
из Китая.

Мьянма. Считается, что чума попала на терри-
торию Мьянмы в 1905 г. в результате заноса в Рангун 
с последующим формированием эндемичных очагов 
в городах Мейктила, Пьябве и штате Шан возле гра-
ницы с китайской провинцией Юньнань, вызвав бо-
лее 8 тыс. случаев в 1946–1950 гг. с преобладанием 
бубонной формы [21]. В июле 2010 г. сообщалось о 
вспышке чумы среди жителей Янгона (ранее Рангун), 
однако Министерство здравоохранения Мьянмы не 
сделало публичного заявления относительно диа-
гноза чумы.

Камбоджа. На территорию Камбоджи чума, 
скорее всего, завезена в г. Пномпень из Сайгона 
в 1907 г.

Таиланд. В Таиланд чума, вероятно, попала 
морским путем из Китая, сначала поразив Бангкок в 
1904 г. В общей сложности 1722 случая произошли в 
Бангкоке с 1905 по 1922 год [11]. Профилактические 
меры и улучшение санитарно-гигиенических усло-
вий принесли свои плоды: число больных снижалось 
с 1929 г., и чума полностью отсутствовала в стране в 
период 1935–1937 гг. Инфекция вновь появилась в 
конце 1938 г. на северо-западе страны и распростра-
нилась сначала на восток, а затем на юг. Последние 
случаи чумы зафиксированы в Бангкоке в начале 
1940 г. После этого случаев чумы в Таиланде не за-
регистрировано.

Индонезия. В Индонезии чума появилась в пор-
ту Сурабая в ноябре 1910 г. Инфекция распространя-
лась на запад, на среднюю и западную части острова 
Ява. В 1920–1927 гг. ежегодно происходило от 8 тыс. 
до 10 тыс. смертей. Затем начался спад заболеваемо-
сти, связанный с крупномасштабной кампанией по 
вакцинации живой вакциной Оттена. Заболеваемость 
периода 1945–1947 гг. была низкой [11]. Чума не ре-
гистрировалась на Яве в 1961–1967 гг. Но болезнь 
вновь появилась в горных деревнях округа Бойолали 
провинции Центральная Ява с 1968 по 1970 год, огра-
ничиваясь в основном отдаленными и относительно 
недоступными высокогорьями, расположенными 
между двух вулканов в районах Село и Тьепого [22].

Вьетнам. Впервые чума занесена во Вьетнам 
морским путем с синантропными крысами с тер-
ритории Китая. Первоначально заражен г. Нячанг в 
1898 г., после чего заболевание распространилось на 
прибрежные территории и вглубь страны. В 1943 г. 

Рис. 1. Схема распространения штаммов ветви 1.ORI1. Для рисунка использована карта с сайта OpenStreetMap (www.openstreetmap.
org/copyright):
красный цвет – периодические случаи чумы человека; желтый – периодические случаи чумы диких грызунов; зеленый – отсутствие чумы долгое 
время

Fig. 1. Scheme of distribution of 1.ORI1 strains. The map used for the figure is from the OpenStreetMap website (www.openstreetmap.org/
copyright)
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чума обнаружена на плато Тай Нгуен в центре стра
ны, а затем чума распространилась на крупные горо-
да, в частности Хошимин, Далат, Камрань и Фантхьет.  
Во Вьетнаме вспышки чумы регистрировались с пе-
рерывами в 1898–2002 гг. [23]. Очаги Вьетнама явля-
лись антропогенными. Сельские районы рядом с го-
родами были местом, где существовала возможность 
заноса возбудителя блохами из популяции синан-
тропных крыс диким млекопитающим [24]. Большая 
часть случаев чумы человека зарегистрирована в 
Южном Вьетнаме. В северных провинциях чума от-
мечена лишь с 1908 по 1922 год с изначальным обна-
ружением в Ханое в 1908 г. Особенностью чумы во 
Вьетнаме является проявление в виде спорадических 
случаев и кратковременных вспышек. Последние во 
Вьетнаме случаи чумы человека зарегистрированы в 
1997–2002 гг. (472 случая). После 2003 г. заражения 
чумой не зафиксированы.

Таким образом, для стран Юго-Восточной Азии 
характерна общая схема заноса и распространения 
возбудителя чумы: в большинство стран штаммы 
занесены из Китая, затем происходили вспышки 
и эпидемии в городах с дальнейшим распростра-
нением по стране. Формирование природных оча-
гов зависело от климатических условий и наличия 
природного резервуара (носители) и переносчиков.  
В странах Юго-Восточной Азии превалирует влаж-
ный и жаркий климат, поэтому численность блох, 
достаточная для распространения штаммов воз-
будителя чумы и формирования резервуара среди 
диких грызунов, возможна в горных районах, где 
уровень влажности ниже и не оказывает сильного 
пагубного влияния на блох и их личинки. В стра-
нах Юго-Восточной Азии, где штаммы возбудителя 
чумы не попали в горные районы, природные очаги 
не сформировались, и после улучшения санитарно-
гигиенических условий в населенных пунктах, вак-
цинации и иных мер по борьбе с инфекцией чума 
была элиминирована. 

Австралия. Первый случай чумы человека,  
о котором сообщалось в Австралии, отмечен 19 ян-
варя 1900 г. в Сиднее. Случаи бубонной чумы реги-
стрировались ежегодно в Сиднее, а также Северном 
Квинсленде, Мельбурне, Аделаиде и Фримантле до 
1910 г. [25]. Всего зарегистрирован 1371 случай с 535 
смертельными исходами по всей Австралии. В пери-
од с 1900 по 1925 год в Австралии было 12 крупных 
вспышек чумы, все они занесены морским путем. 
Несмотря на то, что чума занесена в Австралию, 
она не распространилась в природных биоценозах с 
формированием природных очагов с дикими грызу-
нами в качестве резервуара. Случаи чумы регистри-
ровались только в городах и были ассоциированы с 
городскими крысами. Вероятно, это связано со ско-
ординированными профилактическими мероприя-
тиями для предотвращения проникновения инфек-
ции через порты вглубь страны, а также, возможно, 
с эндемичностью грызунов Австралии, которые не 
подошли в качестве природного резервуара чумы.

Северная Африка 
Египет. В Египет завоз из Бомбея в Александрию 

произошел во время третьей пандемии в 1899 г. Во 
второй по величине порт страны Саид чума попала 
в 1900 г., в Суэц – в 1904 г. Как только были пора-
жены основные порты, чума начала распространять-
ся по суше вглубь страны, сначала заражая столицы 
провинций, а затем – сельскую местность. Таким 
образом, чума постепенно достигла большинства 
населенных пунктов долины Нила [26]. Как по-
казывает статистика, собранная за период 1899–
1930 гг., заболеваемость в Верхнем Египте была 
значительно выше, чем в портах Нижнего Египта. 
В 1938 г. в стране зарегистрировано всего 11 слу-
чаев. Во время Второй мировой войны ухудшился 
санитарно-гигиенический уровень в зоне Суэцкого 
канала, вследствие чего вспышки начались в Суэце, 
Исмаилии, ее округе и в Саиде. Последняя вспышка 
отмечена в Александрии, где заболело 15 человек с 
5 смертельными исходами в январе 1947 г. C тех пор 
чума официально не регистрировалась в Египте, од-
нако H.H. Mollaret в своей работе сообщил о сокры-
тии случаев чумы в Египте в 1984 г. во избежание 
изоляции и карантина [27].

Тунис. Согласно историческим данным, случаи 
заболевания человека чумой в Тунисе происходи-
ли в XVIII в., однако с 1822 г. не регистрировались 
в прибрежных районах Северной Африки к западу 
от Египта. Вновь чума появилась в порту Туниса в 
1907 г., куда попала на корабле из Марселя [28]. За 
период 1926–1931 гг. описано 1095 случаев, в основ-
ном в городах Кайруан и Сфакс. В последующие годы 
заболеваемость чумой заметно снизилась. Однако в 
1944–1945 гг. произошла вспышка бубонной чумы в 
Ферривиле (ныне Мензель-Бургиба), также случаи 
отмечались в городах Тунис и Бизерта. После этого 
случаи чумы на территории Туниса не регистриро-
вались.

Ливия. В период с 1913 по 1920 год в Ливии про-
изошли многочисленные вспышки чумы, самая круп-
ная из которых зарегистрирована в 1917 г. в Бенгази, 
где от чумы умерли 1449 человек. Двенадцать под-
твержденных случаев отмечены в 1939–1943 гг. в 
поселке рядом с Триполи [29]. Небольшие вспышки 
происходили с 1972 по 1984 год около Тобрука, неда-
леко от границы с Египтом. В 2009 г., после двадцати 
лет отсутствия, вновь зарегистрирована чума чело-
века. Однако этиологическим агентом этой вспышки 
был штамм средневекового биовара, родственный 
штаммам из Средней Азии. Последняя вспышка 
произошла в Тобруке во время ливийской револю-
ции в мае 2011 г. [29]. 

Алжир. В Алжире чума впервые зарегистриро-
вана в порту Филипвиль (ныне Скикда) в 1899 г. [28]. 
Периодически проявления чумы в Алжире происхо-
дили до 1911 г., но, скорее всего, они возникали из-за 
повторных завозов инфекции морскими или кара-
ванными путями, а не из-за формирования природ-
ных очагов. Вспышки наблюдались только дважды: 
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в 1921 г. в Омале и в 1931 г. в Константине. Всего за 
период 1935–1946 гг. описано 152 случая чумы чело-
века [11]. После 50 лет отсутствия в Алжире вновь 
произошли две вспышки чумы: в 2003 г. в Оране и 
в 2008 г. в небольшом лагере кочевников в районе 
Тайт-эль-Маа в провинции Лагуат. В этих вспыш-
ках пациентами стали люди из сельской местности, 
занимавшиеся разведением животных. M.A. Malek 
et al. показали, что штаммы возбудителя чумы вос-
точного биовара на территории Алжира в настоящее 
время циркулируют среди мелких диких грызунов 
в природных очагах, расположенных в вилайетах 
Маскара, Лагуат, Мсила, Бискра и Иллизи [30].

Марокко. В Марокко чума впервые появилась в 
1909–1910 гг., когда, согласно R. Jorge, зарегистри-
ровано 25 случаев в районе Касабланки. Массовая 
эпидемия произошла в 1911 г. в области Дуккалла-
Абда [28]. В 1912–1919 гг. вспышки продолжались 
в этой области, впоследствии инфекция достигла 
портов Касабланка и Рабат. В дальнейшем неболь-
шие вспышки происходили в периоды 1922–1924 и 
1929–1935 гг. Однако в 1940–1945 гг. число случаев 
чумы значительно увеличилось. Еще одна крупная 
вспышка чумы произошла в 1977 г. [31].

Таким образом, на территорию стран Западной 
Африки штаммы восточного биовара занесены 
преимущественно морским путем во время третьей 
пандемии из Индии и стран Европы независимыми 
путями. В течение десятилетий в Западной Африке 
наблюдались вспышки чумы человека, сначала в 
портовых городах, а затем в сельской местности, что 
могло привести к формированию природных очагов. 
В период Второй мировой войны для большинства 
стран Северной Африки было характерно увели-
чение числа случаев чумы человека, что связано с 
ухудшением санитарно-гигиенического контроля. 
Однако на территории Египта, Туниса и Марокко не 
произошло формирование природных очагов чумы 
(нет случаев чумы человека более 70 лет) либо цир-
куляция происходит в крайне ограниченных и не-
населенных районах. В Ливии последние вспышки 
вызваны штаммами средневекового биовара, что го-
ворит о наличии активных природных очагов чумы 
и указывает на возможность элиминации штаммов 
восточного биовара с ее территории. В Алжире 
произошло формирование природных очагов чумы, 
где циркулируют штаммы восточного биовара в ви-
лайетах Маскара, Лагуат, Мсила, Бискра и Иллизи. 
В этих вилайетах засушливый климат, расположены 
горы Атлас, основное занятие населения – сельское 
хозяйство и животноводство. Вероятно, природные 
очаги сформировались именно в этих вилайетах в 
связи с ландшафтно-климатическими особенностя-
ми и социокультурными факторами.

Западная Африка. Сенегал. На территорию 
Сенегала штаммы чумы восточного биовара занесе-
ны на корабле из Касабланки в апреле 1914 г. [28]. 
Первоначально было отмечено множество случаев 
чумы легочной формы в Дакаре. Эпидемия продол-

жалась до января 1915 г., охватила также острова 
Кабо-Верде (ныне Республика Кабо-Верде) и унесла 
жизни почти 9 тыс. человек. Дальнейшие проявле-
ния чумы были ограничены Западным Сенегалом с 
городами Дакар и Сент-Луис. После Второй миро-
вой войны о регистрации чумы в Сенегале не сооб-
щалось.

Центральная Африка. Для природных очагов 
чумы в Центральной Африке характерна циркуля-
ция штаммов античного биовара (1.ANT). Однако 
в литературе встречаются данные о завозе чумы из 
Индии во время строительства Угандской железной 
дороги с 1896 по 1901 год. В результате в период 
1903–1908 гг. чума человека была во многих портах 
на озере Виктория [32]. Возможно, эти случаи вызва-
ны штаммами восточного биовара. Однако, по всей 
видимости, штаммы восточного биовара не смог-
ли укорениться на территории стран Центральной 
Африки.

Южная Африка. Чума появилась в Южно-
Африканской Республике (ЮАР) в 1900 г., когда из-
за Второй англо-бурской войны пришлось импорти-
ровать большое количество корма из пораженных 
чумой южноамериканских портов. В период с 1900 
по 1902 год в Кейптауне произошли серьезные эпи-
демии, распространившиеся на Порт-Элизабет, Ист-
Лондон и другие порты на южном побережье страны 
в Восточной Капской провинции, а также в Дурбане 
и Питермарицбурге на восточном побережье в про-
винции Квазулу-Натал. Позднее, в 1903–1904 гг., 
регистрировались вспышки в городах, расположен-
ных дальше от побережья: Кинг-Уильямс-Тауне, 
Квинстауне и Йоханнесбурге. С 1914 г. вспышки от-
мечались в отдаленных сельских районах, сначала в 
Восточной Капской провинции, а позднее в провин-
ции Фри-Стейт и потом в Трансваале (ныне терри-
тории провинций Мпумаланга, Лимпопо и Гаутенг). 
В результате сформировались три основных очага 
чумы, расположенные в юго-западном Трансваале, 
северо-западном штате Оранж-Фри и в районе око-
ло Порт-Элизабет [33]. В итоге от распространения 
инфекции из этих очагов пострадало более полови-
ны Южной Африки. В 1919–1931 гг. произошла ир-
радиация чумы в Карру (засушливый регион на юге 
Африки) и северную часть провинции Фри-Стейт, 
а также на территорию современных Намибии и 
Ботсваны. В период 1931–1949 гг. заболеваемость 
чумой держалась на уровне около 100 случаев в год 
в энзоотических районах северной части провинции 
Фри-Стейт и Восточной Капской провинции [33].  
В последние десятилетия в ЮАР не отмечалось слу-
чаев чумы человека.

В итоге штаммы восточного биовара линии 
1.ORI2 были занесены во многие страны Африки с 
территории Индии, Европы, Южной Америки, од-
нако формирование активных природных очагов со 
штаммами этой линии эволюции Y. pestis в странах 
Западной, Центральной и Южной Африки не прои-
зошло. Хотя в ЮАР есть области с сухим климатом, 
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подходящим для развития личинок блох и реализа-
ции эпизоотического процесса, в последние деся-
тилетия там не наблюдается активных природных 
очагов. Страны Западной и Центральной Африки 
характеризуются влажным климатом, который, воз-
можно, препятствует развитию большого количества 
блох и протеканию разлитых эпизоотий. Природные 
очаги чумы со штаммами линии 1.ORI2 находятся 
на территории Северной Африки (Алжир) на гра-
нице сельскохозяйственных территорий и пустыни 
Сахары, где влажность не слишком высока, но есть 
значительное число диких грызунов, выполняющих 
роль природного резервуара.

Южная Америка. Впервые чума зарегистриро-
вана в Латинской Америке в Уругвае в 1899 г. с при-
бытием в Монтевидео корабля из Роттердама с пар-
тией риса из Индии. В Монтевидео груз был передан 
на аргентинский пароход, который проследовал в 
порт Буэнос-Айрес, затем Ла-Плата, чтобы, наконец, 
прибыть в Асунсьон (Парагвай). С 1899 по 1913 год 
вспышки чумы произошли в нескольких аргентин-
ских городах: Тукуман (1900), Кордова (1907) и Баия 
Бланка (1913). Первая известная эпидемия чумы в 
Монтевидео возникла в июне 1901 г., считается, что 
она связана с прибытием корабля, который ранее от-
правился из порта Росарио (Аргентина) в Лондон и 
Антверпен. Впоследствии болезнь распространи-
лась из Монтевидео в Асунсьон [34]. В 1899 г. бо-
лезнь достигла Сантоса (Сан-Паулу, Бразилия) на су-
дах из Рангуна (Бирма), минуя Порто (Португалия). 
После этого в январе 1900 г. произошла вспышка с 
распространением на северо-восток Бразилии, на 
территорию устья Амазонки. На тихоокеанское по-
бережье Южной Америки чума попала через порт 
Кальяо (Перу) в декабре 1902 г. с прибытием корабля 
из Бангкока. После этого возбудитель чумы был за-
несен в другие прибрежные города, такие как Лима, 
и вглубь страны. В Эквадор возбудитель чумы по-
пал в феврале 1908 г. с кораблями из Пайта (Пьюра, 
Перу), вызвав вспышку в Гуаякиле и Санта-Розе.  
В Чили заболевание впервые зарегистрировано на 
севере, в порту Икике, и впоследствии в Вальпараисо 
в 1903 г., после прибытия кораблей из Кальяо. Из-за 
изоляции и удаленности от побережья на территории 
Боливии не отмечалось случаев чумы человека до 
1921 г. Считается, что в 1908 г. корабль из Гуаякиля 
занес чуму в Ла-Гуайра (штат Варгас, Венесуэла). 
На территории Колумбии и Гайаны не зарегистриро-
вано случаев чумы человека [34].

Регистрация заболеваемости чумой продол-
жалась более 50 лет в шести странах: Аргентине, 
Венесуэле, Боливии, Бразилии, Эквадоре и Перу. 
В итоге эндемичными по чуме стали Боливия, 
Бразилия, Эквадор и Перу. 

Бразилия. Первоначально чума попала в порт 
Сантос, Сан-Паулу, в 1899 г. из Бирмы. В течение 
следующих семи лет произошли вспышки чумы 
в портах Сеара и Рио-де-Жанейро, Пернамбуку и 
Рио-Грандо-ду-Сул, Пара, Баия, Эспириту-Санту, 

Парана и Сержипе. К 1930 г. чума перешла в сель-
ские районы и укоренилась в энзоотических очагах, 
поражая грызунов. Первые доказательства форми-
рования природных очагов Y. pestis на территории 
Бразилии представлены в период с 1966 по 1982 год, 
когда были выделены штаммы возбудителя чумы 
из грызунов. В период 1899–1929 гг. средняя забо-
леваемость составляла 188 больных в год; в пери-
од 1929–1980 гг. – 20–100 больных в год. В период 
1968–1978 гг. в Бразилии зарегистрировано больше 
всех случаев чумы человека среди стран Северной и 
Южной Америки – 2031. После этого заболеваемость 
чумой резко пошла на спад: только три зарегистри-
рованных случая в 1990-е гг. и один случай в штате 
Сеара в 2005 г. [35]. Согласно данным полногеномно-
го SNP-анализа большого числа штаммов Y. pestis из 
Бразилии, полученным A.J. Vogler et al., очаги чумы 
в Бразилии являются результатом единичного заноса 
во время третьей пандемии чумы. После этого зано-
са произошло радиальное распространение патогена 
с формированием нескольких природных очагов на 
территории Бразильского плоскогорья [36]. 

Перу. Чума попала в Перу на корабле из Бангкока 
в порты Писко и Кальяо в 1902 г. и распространи-
лась в столице Лиме с формированием антропур-
гического очага. Через несколько лет возбудитель 
распространился вглубь страны в сельские районы 
с формированием энзоотических очагов. По данным 
Министерства здравоохранения Перу, в период с 1903 
по 1964 год зарегистрировано 23166 случаев чумы 
человека (летальность 45 %) в 12 регионах. За пери-
од 1965–1992 гг. зарегистрированы спорадические 
вспышки в сельских районах четырех регионов на 
северо-западе страны (Пьюра, Ламбаек, Кахамарка и 
Ла-Либертад) [37]. C 2000 по 2010 год зарегистри-
ровано 107 подтвержденных случаев чумы человека 
на территории Перу, в основном на территории че-
тырех регионов на северо-западе Перу. В 2011 г. за-
фиксирован только один подтвержденный случай бу-
бонной чумы в г. Картавио, район Сантьяго-де-Као, 
регион Либертад. Последний зарегистрированный 
случай чумы человека в Перу – в регионе Ламбаек 
в июле 2018 г.

Эквадор. Основной гипотезой заноса чумы на 
территорию Эквадора считается занос с кораблями 
из Перу в Гуаякиль. Однако существуют еще две 
гипотезы на этот счет: занос кораблями из порта 
Антофагаста (Чили) или из Индии [38]. Из Гуаякиля 
чума распространялась по рекам и с помощью желез-
нодорожного транспорта (Гуаякиль-Кито). Больше 
всего заболевших было в провинциях Гуаяс, Манаби, 
Оро, Чимборасо, Тунгурауа, Лойа и Котопакси. За 
период 1908–1965 гг. отмечено 14406 заболевших и 
5500 смертей. Последние смертельные случаи чумы 
при бубонной форме в Эквадоре зарегистрированы в 
2004 г. в провинции Чимборасо в результате потреб
ления зараженных морских свинок [39]. Обращает 
на себя внимание, что наибольшее число случаев 
чумы человека происходило в провинциях, располо-
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женных или граничащих с Андами, где превалируют 
горные степи.

Боливия. Вследствие удаленности от побережья 
Боливия стала последней южноамериканской стра-
ной, куда распространилась чума. Первый случай 
зарегистрирован в 1921 г. в г. Падкайя (провинция 
Арсе), куда чума занесена из аргентинской провин-
ции Жужуя. Жертвами эпидемии в провинции Арсе 
в 1922 г. стали около 300 человек [40]. В 1928 г. 
чума достигла провинции Вальегранде в Аргентине. 
Четыре года спустя во время Чакской войны чума 
поразила г. Хуайрахуаси-Гранде провинции Томина. 
Эпидемия длилась около восьми месяцев [40]. До 
1955 г. отмечались многочисленные вспышки болез-
ни с предшествовавшими им эпизоотиями в разных 
регионах департаментов Тариха, Чукисака и Санта-
Крус. В 1960 г. болезнь впервые зарегистрирована 
в департаменте Ла-Пас. В последние годы случаи 
чумы человека в Боливии регистрируются редко; так, 
единичный случай был в 2010 г. в муниципалитете 
Аполо. В 2014 г. сообщалось о нескольких случаях 
бубонной чумы в общинах у границы с Перу в депар-
таменте Ла-Пас. Последний случай зарегистрирован 
в апреле 2018 г. в муниципалитете Аполо. В резуль-
тате природные очаги в Боливии сформировались на 
территории департаментов Тариха, Чукисака, Санта-
Крус и Ла-Пас, рядом с которыми пролегают Анды,  
в департаменте Санта-Крус расположены Сухие леса 
Чикитано – неотропический экорегион сухих тропи-
ческих широколиственных лесов, – характеризую-
щиеся продолжительным бездождливым периодом с 
сильными засухами.

Венесуэла. Начиная с 1903 г. Венесуэла прово-
дила санитарно-карантинные мероприятия в отно-
шении любого корабля, прибывающего из эпидеми-
ческой зоны. Эти меры ослабли при политическом 
кризисе в 1905 г., и результатом стала первая эпи-
демия чумы в 1908 г. в г. Ла-Гуайра (штат Варгас), 
куда чума попала с кораблями из Гуаякиля (Эквадор) 
или Порт-оф-Спейн (Тринидад и Тобаго) [41].  
В 1908–1909 гг. чума быстро распространилась по 
г. Каракасу (штат Миранда), где случаи чумы реги-
стрировались до 1919 г. Наконец, с 1950 по 1962 год 
выявлено 23 случая чумы человека. Последний слу-
чай зарегистрирован в Венесуэле в 1962 г.

Чили. Первый случай заражения чумой в Чили 
произошел в г. Икика в 1903 г. К концу сентября за-
регистрировано 214 случаев чумы человека со смер-
тностью 64 % [42]. К концу 1903 г. чума занесена в 
г. Вальпараисо. В период 1907–1916 гг. случаи чумы 
зарегистрированы в городах Дель Рио, Арика, Винья-
дель-Мар, Сантьяго. Последний известный случай 
чумы человека в Чили отмечен в 1941 г.

Колумбия. Отсутствуют официально описан-
ные случаи чумы человека на территории Колумбии. 
Однако есть исторические упоминания о серии 
случаев «инфекционной пневмонии» с высокой 
смертностью, которые произошли в 1913–1916 гг. 
в департаментах Магдалена, Атлантико-и-Боливар, 

расположенных на колумбийском атлантическом 
побережье [43]. На основании этого Высший со-
вет здравоохранения Колумбии признал эти случаи 
пневмонии чумой. Однако потом отказались от это-
го вывода. Отсутствие эпизоотий среди грызунов и 
описание только пневмоний во время вспышек, по-
дозрительных на чуму, в Колумбии вызывают сомне-
ния в том, что люди действительно болели чумой. 

Аргентина. Из Асунсьона чума была занесена в 
Росарио и другие речные порты Аргентины, а также 
в Буэнос-Айрес, а оттуда в отдаленные районы, где в 
результате сформировались природные очаги среди 
диких грызунов на широкой территории, простираю
щейся от северных провинций Жужуй и Сальта на 
границе с Боливией до границы с Патагонией на 
юге [11]. В своей работе J.M. de la Barrera [44] разде-
лил природные очаги чумы Аргентины на две груп-
пы: а) в центральной части страны в провинциях 
Рио-Негро, Ла-Пампа, Мендоса и Сан-Хуан (на тот 
период они характеризовались невысокой плотно-
стью населения и неразвитым сельским хозяйством, 
что обусловило низкий уровень заболеваемости лю-
дей); б) находящиеся в северной части страны в про-
винциях Сантьяго-дель-Эстеро, Тукуман и Сальта,  
в которых развито сельское хозяйство, что привлек-
ло грызунов в населенные пункты и дома и обусло-
вило высокую заболеваемость людей. Число случаев 
чумы в Аргентине с 1899 по 1930 год составило при-
мерно 6200, в 1931–1949 гг. – 749 случаев.

В связи с большой площадью природных очагов 
и вовлеченностью преимущественно сельских райо-
нов заболеваемость чумой в Аргентине была доволь-
но низкой, случаи чумы человека обычно не сгруп-
пированы, а проявлялись независимо друг от друга. 
Последний случаи чумы человека в Аргентине заре-
гистрирован в 1958 г. 

Другие страны Южной Америки. История рас-
пространения чумы в Уругвае и Парагвае изучена 
мало. Первый и последний случаи чумы зареги-
стрированы в Уругвае в 1900 и 1931 гг., в Парагвае –  
в 1899 и 1928 гг.

Таким образом, во время третьей пандемии 
чумы в страны Южной Америки занесены штаммы 
восточного биовара линии 1.ORI2 морским путем с 
территории Индии и Европы. Первоначально были 
поражены портовые города, после чего штаммы рас-
пространились в природные биотопы. В результате 
активные природные очаги сформировались на тер-
ритории стран Южной Америки, где расположены 
плоскогорья и Анды.

Ближний Восток. Случаи чумы и ограниченные 
эпидемии встречались в Палестине в конце Первой 
мировой войны, однако болезнь не регистрировалась 
в период 1925–1940 гг. После этого чума вновь поя-
вилась в Хайфе в 1941 и 1947 гг., предположительно, 
в результате заноса из зоны Суэцкого канала [45].  
В дальнейшем случаи чумы не регистрировались, 
что говорит об отсутствии активных природных оча-
гов в Израиле.
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Европа. В период между 1899 и 1947 гг. заре-
гистрировано 1692 случая и 457 смертей от чумы в 
Европе. Случаи географически широко распростра-
нены в основном в прибрежных портовых городах. 
Чума зарегистрирована в 11 странах. В странах 
Северной и Восточной Европы не регистрировалось 
ни одного случая чумы за время третьей пандемии. 
Чума много раз завозилась в европейские порты на 
протяжении третьей пандемии на судах, прибываю-
щих из-за границы, часто из городов бывших евро-
пейских колоний, таких как Бомбей, Буэнос-Айрес 
и Александрия. После 1950 г. чума в Европе не реги-
стрировалась [46].

Франция и Италия. Вскоре после окончания 
Второй мировой войны отмечены вспышки в городах 
Аяччо (Франция) и Таранто (Италия), куда, соглас-
но литературным данным, возбудитель чумы пред-
положительно попал морским путем из Северной 
Африки.

Мальта. Чума появилась на Мальте в 1917 г. 
Согласно данным литературы, занос произошел с 
территории Месопотамии [47]. Вспышка в 1936 г. об-
условлена завозом из Северной Африки. Упоминание 
Месопотамии и Северной Африки в качестве источ-
ника заноса возбудителя чумы на Мальту, а также 
дата первой вспышки на Мальте дают основание 
предположить возможность того, что штаммы вос-
точного биовара являлись этиологическими агента-
ми этих вспышек.

Португалия. Первая вспышка чумы зарегистри-
рована в 1908 г. на нескольких Азорских островах. 
Также вспышки были на острове Сан-Мигель в 
1922–1923 гг. Однако после этого регистрировались 
лишь отдельные случаи в сельской местности со 
средним количеством заболевших – 8 в год в течение 
периода 1942–1948 гг. [11].

Штаммы восточного биовара линии 1.ORI2 в 
страны Европы занесены морским путем из Индии 
и других бывших колоний, вызвав вспышки в торго-
вых городах. Однако после 1950 г. не отмечено слу-
чаев чумы человека и эпизоотий среди грызунов, что 
говорит о том, что штаммы линии 1.ORI2 не смогли 
укорениться с формированием природных очагов.

Таким образом, линия 1.ORI2 берет свое начало 
на территории Китая и западной части Индии (ра-
диация 1.ORI2а), откуда была разнесена преимуще-
ственно морским путем по большинству континен-
тов (рис. 2). Так, на территорию Южной Америки 
занесены штаммы 1.ORI2v и 1.ORI2viii, в Европу – 
1.ORI2vi и 1.ORI2viii, в страны Северной Африки – 
1.ORI2iii, в Центральную и Южную Африку – 
1.ORI2iv и 1.ORI2vii, в Юго-Восточную Азию – 
1.ORI2ii и 1.ORI2ix. В результате заносов природные 
очаги чумы с дикими грызунами в качестве резер-
вуаров сформировались в Юго-Восточной Азии, 
Африке, Южной Америке. В Европе случаи чумы не 
регистрировались с 1950 г., возможно, штаммы воз-
будителя чумы не закрепились в природных биото-

Рис. 2. Схема распространения штаммов 1.ORI2. Для рисунка использована карта с сайта OpenStreetMap (www.openstreetmap.org/
copyright):
красный цвет – периодические случаи чумы человека; желтый – периодические случаи чумы диких грызунов; зеленый – отсутствие чумы долгое 
время; синий – гипотетический занос чумы

Fig. 2. Scheme of distribution of 1.ORI2 strains. The map used for the figure is from the OpenStreetMap website (www.openstreetmap.org/
copyright)
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пах. Кроме того, был занос штаммов линии 1.ORI2 
на территорию Австралии, однако там природные 
очаги не сформировались.

Линия 1.ORI3
Линия 1.ORI3 берет свое начало с территории 

Индии, откуда занесена на Мадагаскар и в Турцию. 
Наибольшее распространение линия 1.ORI3 получи-
ла на Мадагаскаре, сформировав природные очаги в 
центральном нагорье (рис. 3).

Мадагаскар. Ветвь 1.ORI3 распространилась 
по о. Мадагаскар, попав туда из Индии в 1898 г. [8]. 
Впервые возбудитель чумы занесен в г. Туамасина. 
К 1921 г. чума достигла Антананариву, вероятно, по 
железной дороге. Природные очаги чумы в основ-
ном локализуются в центральной и северной частях, 
в местностях выше 800 м над уровнем моря (это свя-
зано с отсутствием основных переносчиков – блох 
Xenopsylla cheopis и Synopsyllus fonquerniei – в биото-
пах ниже этого уровня). Кроме того, описан природ-
ный очаг близ портового города Махадзанга, в 400 км 
от Антананариву [48]. В период 1937–1941 гг. забо-
леваемость снизилась до уровня менее 300 случаев 
в год, что связано с проведением начатой в ноябре 
1935 г. крупномасштабной кампании по вакцинации 
живой вакциной Жирара и Робика. В 1991 и 1995–
1999 гг. вновь зарегистрированы случаи заболевания 

людей в этом регионе [49]. С помощью молекулярно-
генетических методов определено, что штаммы, вы-
звавшие эти вспышки, занесены туда с территории 
центральной горной местности. Таким образом, 
установлено исчезновение возбудителя чумы из при-
родного биотопа в районе Махадзанга [48]. Согласно 
данным молекулярно-генетического анализа, штам-
мы из Мадагаскара линии 1.ORI3 являются потомка-
ми линии 1.ORI2 и делятся на два кластера: 1.ORI3.k 
и 1.ORI3.d. Кластер 1.ORI3.k представлен штамма-
ми, циркулирующими на территории центрального 
высокогорья и в прибрежных районах с 1926 г. и по 
сей день. Кластер 1.ORI3.d сформирован штаммами, 
циркулирующими на ограниченной территории вы-
сокогорья близ Фианаранцуа с 1939 г. по настоящее 
время [8, 48, 50]. 

Последняя разлитая вспышка чумы на 
Мадагаскаре была в 2017 г., когда заразились 2417 че-
ловек, из которых 209 умерли. А последние зареги-
стрированные случаи чумы человека на Мадагаскаре 
зафиксированы в августе 2019 г., когда заболели три 
человека.

Турция. В Турции вспышка чумы в трех дерев-
нях на сирийской границе произошла в марте – апре-
ле 1947 г. После этого заноса штаммов линии 1.ORI3 
случаев чумы человека и эпизоотий среди диких 
грызунов не отмечено, что свидетельствует об отсут-
ствии природных очагов на территории Турции.

Итак, штаммы восточного биовара, являющие-
ся этиологическим агентом третьей пандемии чумы, 
получили чрезвычайно широкое распространение по 
всему миру в результате заносов преимущественно 
морским путем, благодаря развитому сообщению 
между странами. Свое начало восточный биовар 
(1.ORI) берет с территории Китая, затем штаммы 
иррадиировали в другие страны на большинстве 
континентов. Штаммы восточного биовара делятся 
на три основные линий эволюции: 1.ORI1, 1.ORI2, 
1.ORI3. Линии 1.ORI1 и 1.ORI2 образовались в 
Китае, после чего 1.ORI1 и 1.ORI2 распространи-
лись на восточное и западное побережье Индии со-
ответственно. Затем линия 1.ORI1 была занесена в 
Северную Америку, где сформировались природные 
очаги на территории США (регулярно регистриру-
ются случаи чумы человека) и Канады (периоди-
чески обнаруживаются больные грызуны). Линия 
1.ORI2 получила распространение в Юго-Восточной 
Азии (заболевания регистрировались в Индонезии, 
Мьянме, Вьетнаме, Камбодже и Таиланде, природ-
ные очаги образовались в Индонезии и Вьетнаме), 
Африке (заболевания чумой, вызванные штаммами 
линии 1.ORI2, имели место по всему континенту, 
однако, кроме Алжира и Ливии, штаммы восточно-
го биовара не выделялись в странах Африки после 
1948 г.), Европе (случаи чумы не регистрировались 
после 1950 г.) и Южной Америке (были заражены 
почти все страны, природные очаги сформировались 
в Бразилии, Перу, Эквадоре, Аргентине, Венесуэле). 
Также штаммы восточного биовара завезены на тер-

Рис. 3. Распространение штаммов линии 1.ORI3. Для рисунка 
использована карта с сайта OpenStreetMap (www.openstreetmap.
org/copyright):
красный цвет – периодические случаи чумы человека, зеленый – отсут-
ствие чумы

Fig. 3. Scheme of distribution of 1.ORI3 strains. The map used for 
the figure is from the OpenStreetMap website (www.openstreetmap.
org/copyright)
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риторию Австралии, но природные очаги не сфор-
мировались, и после 1925 г. она свободна от чумы. 

Согласно данным литературы, занос штаммов 
восточного биовара на новые территории во время 
третьей пандемии происходил с участием чаще всего 
одного штамма, который вызывал эпизоотии среди 
синантропных грызунов (возможно, штаммы вос-
точного биовара имеют сродство к крысам, играю
щим роль основного резервуара и переносчика, 
что объясняет широкое распространение штаммов 
морским путем с корабельными крысами и форми-
рование в первую очередь очагов в портах). Затем 
развивались вспышки среди населения портовых 
городов с последующим заносом на сельскохозяй-
ственные территории и формированием природных 
очагов с дикими грызунами в качестве резервуара 
при подходящих природных условиях. При отсут-
ствии таковых (например, высокая влажность при-
водит к снижению выживаемости личинок блох, и, 
как следствие, уменьшается число переносчиков 
патогена) возбудителю чумы не удавалось закре-
питься в природных биотопах, он элиминировался. 
Доказательством этой гипотезы служит формирова-
ние активных очагов чумы со штаммами восточно-
го биовара в степных и полупустынных регионах;  
в странах с тропическим климатом активные при-
родные очаги сформировались только в горных ре-
гионах, где средняя влажность ниже. Эта схема име-
ет молекулярно-генетическое подтверждение: фило-
генетический анализ показал, что распространение 
вызвано единичными штаммами, которые при зано-
се на новые территории приспосабливались и фор-
мировали множество новых штаммов, формирую-
щих генетический кластер с малой вариабельностью 
внутри [36, 48]. 

Довольно долгое время в литературе высказы-
вались теории о зависимости активности природных 
очагов чумы от климата. L. Rogers предположил, что 
сезонные колебания температуры и влажности от-
ветственны за сезонные колебания частоты случаев 
чумы человека в Индии [51]. Спустя десятилетия 
D.H. Davis показал, что случаи чумы человека в афри-
канских странах отмечались реже, когда погода была 
слишком жаркой или холодной [52]. Последующие 
исследования показали увеличение заболеваемости 
чумой во Вьетнаме во время жаркого, сухого сезона. 
Кроме изменения численности переносчика инфек-
ции, климатические условия влияют на численность 
и миграционную активность резервуара чумы – гры-
зунов. Таким образом, климатические условия воз-
действуют на все звенья эпизоотического процесса, 
активность природного очага чумы и саму возмож-
ность его формирования в конкретных ландшафтно-
климатических регионах [53].

В последние годы показано, что возбудитель 
чумы вступает во взаимодействие с почвенной ми-
кробиотой, формируя биопленку и выживая вну-
три представителей почвенного биоценоза. Y. pestis 
взаимодействует с амебами и может размножать-

ся в них [54]. В литературе имеются сообщения по 
изучению взаимодействия возбудителя чумы и амеб 
Hartmanella, Acanthamoeba, Dictyostelium [55, 56],  
а также отдельные сообщения, предполагающие воз-
можность сохранения возбудителя чумы в других 
массовых членах почвенных биоценозов, например 
в почвенных нематодах [57, 58]. На основании этих 
фактов можно предположить, что в стабильных кли-
матических условиях возбудитель чумы не будет по-
кидать свой природный почвенный резервуар, и, как 
следствие, проявление активности природного очага 
менее вероятно. Эта теория объясняет отсутствие ак-
тивных природных очагов чумы в биотопах тропи-
ческого, средиземноморского и других стабильных 
по влажности и температуре климатов и, наоборот, 
наличие активных природных очагов чумы в био-
топах степного, полупустынного климата, горных 
регионов, для которых характерны цикличные и рез-
кие изменения влажности и температуры, влекущие 
за собой изменения соотношения численности пред-
ставителей почвенной биоты и выход возбудителя 
чумы из биопленок и амеб, приводящий к началу 
эпизоотического процесса. 

Для более полного выяснения подробностей рас-
пространения штаммов восточного биовара не хвата-
ет как исторических данных, так и штаммов – предков 
современных штаммов на территории многих стран. 
В результате представления о распространении мно-
гих ветвей эволюции штаммов восточного биовара 
имеют вид гипотез. 

Таким образом, требуется дальнейшее исследо-
вание штаммов восточного биовара, которое позво-
лит выявить новые факты о возникновении, распро-
странении и популяционной структуре восточного 
биовара основного подвида Y. pestis.
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Рамнозопозитивные штаммы возбудителя чумы:  
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Цель обзора – показать необоснованность безоговорочной оценки рамнозопозитивных штаммов возбудителя 
чумы как авирулентных для большинства видов носителей чумы и человека и не имеющих эпидемиологического 
значения. Основными носителями рамнозопозитивных штаммов являются несколько видов полевок и монголь-
ская пищуха. Подавляющее большинство специалистов придерживаются мнения, что рамнозопозитивные («по-
левочьи» и «пищуховые») штаммы Yersinia pestis авирулентны или слабовируленты для многих видов теплокров-
ных животных и человека, соответственно, не имеют эпидемиологического значения. Однако в сериях опытов 
по заражению рамнозопозитивными штаммами сурков, сусликов, больших песчанок часть экспериментальных 
животных болели остро и погибали от чумы. В природе рамнозопозитивные штаммы выделяли от трупов относи-
тельно резистентных красных сурков. При оценке эпидемиологического значения рамнозопозитивных штаммов 
опускается такой важнейший критерий, как наличие или отсутствие эффективных факторов и путей передачи 
возбудителя в очагах полевочьего и пищухового типов. Полевки и пищухи не употребляются в пищу, соответ-
ственно, невозможен контактный путь заражения людей в этих очагах. Второй путь передачи возбудителя челове-
ку – трансмиссивный – затруднен из-за отсутствия миграции из нор на поверхность полевочьих блох и невысокой 
их эффективности как переносчиков. Тем не менее случаи заражения людей рамнозопозитивными штаммами воз-
будителя чумы на Кавказе и в Монголии дают основание утверждать, что хотя бы отдельные рамнозопозитивные 
штаммы обладают достаточно высокой вирулентностью и способны вызывать инфекционный процесс и у людей. 
Следовательно, нельзя полностью отказываться от эпидемиологического надзора в очагах чумы полевочьего и 
пищухового типов, возможно его проведение по сокращенной схеме. 

Ключевые слова: возбудитель чумы, вирулентность возбудителя, эпидемиологический надзор, эпидемиологи-
ческий подход, носители чумы, переносчики чумы.
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Abstract. The aim of the review is to show the groundlessness of the unconditional assessment of rhamnose-pos-
itive strains of plague pathogen as avirulent for most species of carriers and humans and having no epidemiological 
significance. The main carriers of rhamnose-positive strains are several species of voles and the Mongolian pika. The 
vast majority of experts are of the opinion that rhamnose-positive (“vole`s” and “pika`s”) strains of Yersinia pestis are 
avirulent or weakly virulent for many species of warm-blooded animals and humans, and therefore have no epide-
miological significance. However, in a series of experiments on infecting marmots, ground squirrels, and large gerbils 
with rhamnose-positive strains, some of the experimental animals fell ill acutely and died from the plague. In nature, 
rhamnose-positive strains have been isolated from carcasses of relatively resistant red marmots. When evaluating the 
epidemiological significance of rhamnose-positive strains, such an important criterion as the presence or absence of ef-
fective factors and pathways of pathogen transmission in foci of the vole and pika types is omitted. Voles and pikas are 
not eaten; therefore, the contact route of infecting humans in these foci is impossible. The second way of transmission 
of the pathogen to humans – vector-borne – is difficult due to the lack of migration of vole fleas from burrows to the 
surface and their low efficiency as vectors. Nevertheless, cases of human infection with rhamnose-positive strains of the 
plague agent in the Caucasus and Mongolia give grounds to assert that at least some rhamnose-positive strains have a 
sufficiently high virulence and are capable of causing infectious process in humans as well. Therefore, epidemiological 
surveillance in the foci of plague of the vole and pika types cannot be totally abandoned. It can be conducted according 
to an abbreviated scheme.
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ers, plague vectors.
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Цель обзора – показать необоснованность без-
оговорочной оценки рамнозопозитивных штаммов 
возбудителя чумы как авирулентных для большин-
ства видов носителей чумы и человека и не имею-
щих эпидемиологического значения.

В природных очагах чумы полевочьего и пи-
щухового типов циркулируют рамнозопозитивные 
штаммы Yersinia pestis, относящиеся к шести не
основным подвидам: ssp. tibetica, тибетскому (0.PE7); 
ssp. caucasica, кавказскому (0.PE2); ssp. angolica, ан-
гольскому (0.PE3); ssp. central asiatica, центрально
азиатскому (0.PE4); ssp. ulegeica, улегейскому 0.PE5; 
ssp. qinghaica, цинхайскому 0.PE10. В центрально
азиатском подвиде выделяют четыре биовара: алтай-
ский 0.PE4a, гиссарский 0.PE4h, таласский 0.PE4t, 
microtus 0.PE4m [1, 2]. На основании различий 
штаммов по медицинской значимости предложено 
поделить вид Y. pestis всего на два подвида: subsp. 
microti и subsp. pestis [3]. 

Общие свойства штаммов Y. pestis неоснов-
ных подвидов: способность ферментировать рам-
нозу в ранние сроки (1–2-е сутки) и избирательная 
вирулентность (они вирулентны для белых мышей 
и авирулентны или слабовирулентны для морских 
свинок). Основными носителями рамнозопозитив-
ных штаммов возбудителя чумы являются несколько 
видов полевок и представитель отряда зайцеобраз-
ных – монгольская пищуха [4–8]. 

Доминирующая оценка эпидемиологиче-
ского значения рамнозопозитивных штаммов. 
Большинство специалистов придерживаются мне-
ния, что рамнозопозитивные штаммы Y. pestis авиру-
лентны или слабовируленты для многих видов тепло-
кровных животных, а также, что важно подчеркнуть, 
для человека. Считается, что штаммы ряда неоснов-
ных подвидов (кавказского, тибетского, цинхайско-
го, ангольского) характеризуются низкой эпидеми-
ческой значимостью, штаммы центральноазиатского 
подвида не имеют эпидемической значимости и не 
вызывают чуму у людей [9, 10]. Основные критерии 
такой оценки: избирательная вирулентность рам-
нозопозитивных штаммов Y. pestis; результаты экс-
периментов китайских специалистов по заражению 
добровольцев рамнозопозитивным штаммом био-
вара microtus; отсутствие заболеваемости людей чу-
мой в природных очагах, где циркулируют рамнозо-
позитивные штаммы возбудителя чумы. Китайские 
ученые показали, что у штаммов биовара microtus 
уникальный геномный профиль с утратой генов и 
распределением псевдогенов, который определяет 
его сниженную вирулентность для человека [11].  
И действительно, в Китае на плато Ксилингол от по-
левок Microtus brandti выделены штаммы Y. pestis, 
авирулентные для крупных животных и людей, ви-
димо, по причине отсутствия у них белков наружной 
мембраны 32 и 40 kD. Как известно, преодоление 
защитных барьеров теплокровного организма (рези-
стентность чумного микроба к комплементу) обеспе-
чивается интегральным белком наружной мембраны 

Ail [12]. В 1994 г. в эксперименте на добровольцах 
показано, что «китайские» штаммы биовара microtus 
непатогенны для человека [13]. 

Необходимые дополнительные критерии 
для объективной оценки вирулентности и эпи-
демиологического значения рамнозопозитивных 
штаммов. На наш взгляд, экстраполировать данные 
китайских специалистов на все природные очаги, 
где циркулируют рамнозопозитивные штаммы, не 
корректно. Отсутствие названных белков наружной 
мембраны, вероятно, связано с мутациями в струк-
туре клетки возбудителя чумы на территории толь-
ко одного конкретного природного очага на плато 
Ксилингол. Американские специалисты считают, 
что каждая локальная эпизоотия вызывается от-
дельным клоном Y. pestis [14]. Природные очаги, где 
циркулируют рамнозопозитивные штаммы возбуди-
теля чумы, расположены в горных массивах Кавказа, 
Гиссаро-Дарваза, Тянь-Шаня, Алтая, Хангая, Тибета, 
разобщены огромными расстояниями, отличаются 
ландшафтными и климатическими особенностями. 
Априори штаммы Y. pestis, циркулирующие на этих 
территориях, не могут быть абсолютно идентич-
ными по свойствам. Рамнозопозитивным штаммам 
свойственна выраженная разнородность и геномная 
нестабильность. Штаммы Y. pestis из разных очагов 
полевочьего и пищухового типов обладают полимор-
физмом как на фенотипическом, так и на генотипи-
ческом уровнях. Более того, даже в пределах одного 
очага существуют генотипические отличия между 
штаммами с удаленных друг от друга участков эн-
зоотичной территории, к тому же эти отличия не 
полностью изучены. Имеются экспериментальные 
данные о высокой вирулентности единичных полево-
чьих штаммов из Закавказского высокогорного очага 
для морских свинок. Неоднородными по вирулент-
ности оказались и штаммы из Восточно-Кавказского 
(Дагестанского) высокогорного полевочьего очага 
[6, 11, 15–22].

В ряде публикаций прошлых лет приводятся 
данные (обобщены в [23]), которые заставляют усо-
мниться в безоговорочном признании авирулентно-
сти рамнозопозитивных штаммов возбудителя чумы 
для большинства видов теплокровных животных 
и, вероятно, человека. В сериях опытов по зараже-
нию серых сурков (Marmota baibacina) рамнозопо-
зитивным «полевочьим» штаммом (Y. pestis subsp. 
hissarica), выделенным от блох в Гиссарском высо-
когорном очаге, пало 3 из 18 зверьков. При зараже-
нии «пищуховым» штаммом (Y. pestis subsp. altaica) 
из Горного Алтая пало 4 особи из 18 серых сурков. 
При подкожном заражении 20 длиннохвостых сус-
ликов (Spermophilus undulatus) типичным штаммом 
алтайского подвида (Y. pestis subsp. altaica) от чумы 
пали 13 из 20 зверьков. Половина зверьков погибла 
от септической формы болезни: возбудителя высева-
ли из всех органов, лимфоузлов и крови.

Большие песчанки (Rhombomys opimus), относя-
щиеся к группе относительно резистентных к чуме 
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грызунов, зараженные штаммами возбудителя чумы, 
выделенными от людей в Африке и Вьетнаме, штам-
мом, выделенным от морской свинки в Бразилии, и 
«пищуховым» штаммом из Горного Алтая, оказались 
наиболее чувствительными к «пищуховому» рам-
нозопозитивному штамму. У всех павших зверьков 
отмечали генерализацию инфекционного процес-
са. Резистентными оказались большие песчанки к 
одному из штаммов, выделенных от людей в Конго. 
Показателен результат опытов по заражению больших 
песчанок «полевочьим» штаммом из Закавказского 
высокогорного очага: погиб 21 зверек из 30 (70 %) 
с выделением культуры от 18 павших особей. Этот 
штамм вызывал бактериемию у больших песчанок, 
причем по показателям встречаемости бактериемии, 
а также по минимальным и максимальным срокам по-
явления возбудителя в крови мало отличался от «пес-
чаночьего» штамма из Среднеазиатского пустынного 
очага, относящегося к основному подвиду Y. pestis 
subsp. pestis, вызывающему заболевания людей.

Показательно, что в Гиссарском, Закавказском, 
Восточно-Кавказском, Таласском полевочьих оча-
гах, помимо основных носителей – полевок, чумой 
болеют обитающие там все другие виды грызунов 
(второстепенных носителей). Выделение возбудите-
ля чумы от блох, собранных из шерсти и нор вто-
ростепенных носителей, указывает на острое раз-
витие инфекционного процесса с возникновением 
бактериемии. В ходе эпизоотологического обследо-
вания в Таласском высокогорном очаге в 1977 г. от 
красных сурков (Marmota caudata), павших от чумы 
в естественных условиях, выделены два рамнозо-
позитивных штамма Y. pestis. В опытах эти штам-
мы оказались авирулентными для морских свинок. 
Подчеркнем, что красный сурок – относительно 
резистентный вид, более устойчивый к чуме, чем 
серый сурок (M. baibacina) и тарбаган (M. sibirica). 
В Гиссарском полевочьем очаге в 1970 г. от красных 
сурков выделено восемь штаммов со всеми свой-
ствами «полевочьих», циркулирующих в этом очаге 
в популяции основного носителя – арчовой полев-
ки (Microtus carruthersi). В Горно-Алтайском оча-
ге в 1965 г. выделено от алтайских сурков четыре 
рамнозопозитивных штамма, не отличающихся по 
свойствам, характерным для Y. pestis subsp. altaica. 
На территории Монголии выделяли отдельные рам-
нозопозитивные штаммы от сурков алтайских (один 
штамм от трупа сурка) и тарбаганов. 

В группе среднеазиатских пустынных очагов, 
где в популяциях большой песчанки циркулируют 
штаммы основного подвида Y. pestis subsp. рestis, 
иногда выделяют атипичные рамнозопозитивные 
штаммы. 

Таким образом, приведенные выше данные ука-
зывают на то, что если не все, то хотя бы отдельные 
рамнозопозитивные штаммы обладают достаточно 
высокой вирулентностью.

Исходя из вышесказанного, необходимо еще 
раз обратиться к вопросу об эпидемиологическом 

значении рамнозопозитивных штаммов. При оценке 
эпидемического потенциала природных очагов чумы 
принято учитывать наличие в истории очага антро-
понозного распространения чумы. Случаев зараже-
ния людей рамнозопозитивными штаммами возбу-
дителя чумы в очагах полевочьего типа: Восточно-
Кавказском (основной носитель чумы – обыкновен-
ная полевка), Гиссарском (основной носитель – арчо-
вая полевка), Таласском (основные носители – пред-
положительно серебристая и узкочерепная полевки), 
Горно-Алтайском (основной носитель – монгольская 
пищуха) – за историю документированных наблю-
дений не было. Очевидно, отсюда убежденность 
специалистов, что «полевочьи» и «пищуховые» рам-
нозопозитивные штаммы не имеют эпидемической 
значимости и не могут вызывать чуму у людей. 

На самом деле при оценке эпидемиологического 
значения рамнозопозитивных штаммов опускается 
такой важнейший критерий, как оценка факторов и 
путей передачи возбудителя чумы в очагах полево-
чьего и пищухового типов. На наш взгляд, низкий 
эпидемический потенциал очагов полевочьего типа 
связан не только (возможно, и не столько) с пони-
женной вирулентностью рамнозопозитивных штам-
мов, сколько с отсутствием эффективных факторов и 
путей передачи. 

Хорошо известно, что в природных очагах 
основные пути первичных заражений людей чу-
мой – контактный и трансмиссивный. Люди заража-
ются чумой при разделке инфицированных сурков, 
сусликов, зайцев, кроликов, верблюдов. В Ливии 
описан случай заражения человека при разделке до-
машних коз [24]. В то же время полевки и пищухи 
не являются объектами охоты, не используются для 
употребления в пищу. Поэтому контактный путь за-
ражения людей в очагах чумы полевочьего и пищу-
хового типа отсутствует. 

В трансмиссивном заражении чумой людей 
участвуют прежде всего высокоэффективные пере-
носчики, обитающие в жилищах человека, блохи 
Xenopsylla cheopis, Pulex irritans. В очагах чумы пес-
чаночьего типа блохи, в том числе рода Xenopsylla,  
в случае гибели хозяев мигрируют из нор на поверх-
ность и могут нападать на людей. Вероятность па-
разитарных контактов человека и специфических 
полевочьих блох в природе ничтожно мала из-за 
отсутствия миграции этих эктопаразитов из нор на 
поверхность. К тому же среди специфических по-
левочьих блох высокоэффективные переносчики от-
сутствуют. Однако редкие случаи заражения людей 
через укусы инфицированных блох в очагах чумы 
полевочьего типа все же возможны. В 1975 г. на тер-
ритории Закавказского высокогорного (полевочьего) 
очага имел место случай бубонной формы чумы у че-
ловека в результате укуса блохи [4]. Правда, вид бло-
хи не установлен. Экспериментально выявлена спо-
собность полевочьих блох из Восточно-Кавказского 
(полевочьего) высокогорного очага активно питаться 
кровью человека [25]. Рамнозопозитивные штаммы 
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образуют блок преджелудка у нескольких видов по-
левочьих блох (Amphipsylla primaris, A. phaiomydis, 
Callopsylla caspia, Neospylla pleskei, Nosopsyllus con­
similis), а именно блокированные блохи наиболее 
эффективно передают возбудителя чумы донорам. 
Блокирование насекомого-переносчика конгломера-
том из клеток возбудителя чумы впрямую зависит 
от эффективности образования бактериальной био-
пленки. Эксперименты по определению способно-
сти к образованию биопленок у штаммов Y. pestis 
неосновных подвидов показали, что большинство 
изученных штаммов неосновных подвидов: кавказ-
ского, алтайского, гиссарского и улэгейского – фор-
мируют выраженную биопленку на абиотических 
поверхностях, наличие которой четко коррелирует с 
Pgm+(Hms+) фенотипом [26, 27]. 

Полевки могут переселяться из природных био-
топов на приусадебные участки и проникать в жи-
лища человека. На энзоотичной по чуме территории 
при посещении жилищ человека зараженными по-
левками последние могут стать объектами нападения 
блох Pulex irritans и Xenopsylla cheopis с последую-
щей передачей возбудителя чумы людям. В опытах 
установлено, что рамнозопозитивные штаммы, вы-
деленные от полевок, способны вызывать закупорку 
преджелудка у блох X. cheopis.

На развитие чумного инфекционного процесса 
влияет способность противостоять защитным ме-
ханизмам врожденного иммунитета в коже при ин-
фицировании возбудителем чумы [28, 29]. Отметим 
важный факт, что при использовании метода зара-
жения «полевочьим» авирулентным для морских 
свинок штаммом с помощью блокированных блох 
X. cheopis подопытные животные погибали даже при 
кормлении на них одной блокированной блохи. Если 
на животных находились по 3–4 блохи, то погибало 
более 50 % морских свинок, если же 5 блох, то по-
гибали все. Таким образом, при введении чумного 
микроба ssp. caucasica с помощью блох резко воз-
растала его вирулентность для морских свинок. 

На основании результатов опытов [30, 31] сде-
лано заключение: в природе возможна реверсия из-
начально авирулентных «полевочьих» штаммов к 
универсальной вирулентности, что может привести 
к заражению человека в эпидемически безопасных 
природных очагах. Доказана принадлежность двух 
клинических штаммов Y. pestis к кавказскому под-
виду ssp. caucasica, что подтверждает способность 
этого подвида вызывать чуму у людей [21]. Описаны 
случаи выделения одного штамма Y. pestis altaica и 
двух штаммов Y. pestis ulegeica в 2015 г. от людей в 
Монголии [32]. 

Увеличение эпидпотенциала полевочьих очагов 
чумы может произойти в результате замещения рам-
нозопозитивных штаммов на рамнозонегативные. 
Такое событие в режиме реального времени просле-
жено нами на территории Гиссарского (полевочьего) 
высокогорного очага чумы. Все выделенные в 1970 г. 
штаммы (111 культур) разлагали рамнозу на 1–2‑е 

сутки. Культуры, выделенные в 1971–1977 гг., фер-
ментировали этот сахар на 1–2‑е сутки только в 13 % 
случаев, на 3–5‑е сутки – в 87 % случаев. В после-
дующие годы рамнозу разлагали на 1–2‑е сутки от 
3 до 30 % штаммов. Все пять штаммов возбудителя 
чумы, выделенные в 1991 г., не разлагали рамнозу в 
течение 10 суток. На этом фоне в Гиссарском очаге 
стали выделять отдельные штаммы, вирулентные 
для морских свинок. В Горно-Алтайском высокогор-
ном (пищуховом) очаге также обнаружены четыре 
культуры, не ферментирующие рамнозу [33]. Как 
справедливо отмечают [34], для решения вопроса о 
степени опасности «полевочьих» штаммов для лю-
дей и выяснения их этиологической роли в отноше-
нии «человеческой» чумы требуются дополнитель-
ные исследования. 

Китайские специалисты посчитали, что при-
родный очаг чумы, где были выделены штаммы  
microtus, неопасен и не нуждается в эпидемиологи-
ческом надзоре [13]. Подобные взгляды, касающиеся 
очагов, в которых циркулируют рамнозопозитивные 
штаммы, могут декларироваться и среди специали-
стов в Российской Федерации. Поэтому мы полага-
ем, что, обсуждая вопросы эпидемиологического 
надзора за чумой в очагах полевочьего типа, не сле-
дует полностью отказываться от эпизоотологическо-
го обследования, проведения семинаров с медицин-
ским персоналом лечебных учреждений, санитарно-
разъяснительной работы с населением. 

Необходимость осуществления постоянного 
эпидемиологического надзора в природных очагах 
полевочьего и пищухового типов ярко иллюстриру-
ют события в Горно-Алтайском высокогорном очаге, 
на территории которого в 2014–2016 гг. произошли 
три случая заражения людей возбудителем чумы 
основного подвида Y. pestis spp. pestis, впервые вы-
деленного в этом очаге от длиннохвостого суслика 
в 2012 г. [35]. Антропонозного распространения 
чумы в этом регионе удалось избежать за счет го-
товности специалистов общей медицинской сети к 
встрече с чумой, адекватного проведения лечебных 
и профилактических (тотальная вакцинация на-
селения, полевая дезинсекция, поселковая дезин-
секция и дератизация) мероприятий [36]. В свою 
очередь успешность проведения этих мероприятий 
базировалась на многолетнем опыте осуществления 
эпидемиологического надзора специалистами про-
тивочумных учреждений в Горно-Алтайском очаге. 
Гипотетически, если бы, например, эпидемиологи-
ческий надзор в очаге, проводившийся с 1951 г., был 
свернут на основании представлений о безопасности 
для человека циркулирующих в этом очаге рамнозо-
позитивных штаммов, то избежать вспышки чумы в 
2014–2016 гг. едва ли бы удалось. 

В свете изложенных выше данных нам пред-
ставляется, что в очагах чумы, где циркулируют рам-
нозопозитивные штаммы возбудителя чумы, хотя бы 
редкие заражения людей вполне вероятны. Для та-
ких природных очагов можно рекомендовать разра-
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ботку специального алгоритма эпизоотологического 
обследования по сокращенной схеме, как в очагах, 
на территории которых возбудитель чумы не выде-
ляется в течение десяти и более лет [10]. 

Конфликт интересов. Авторы подтверждают 
отсутствие конфликта финансовых/нефинансовых 
интересов, связанных с написанием статьи.
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Н.И. Аюгин1, Е.И. Андаев1, А.Я. Никитин1, С.С. Ханхареев2, Т.Ф. Истомина2

Классификация муниципальных образований Республики Бурятия  
по уровню заболеваемости клещевым вирусным энцефалитом

1ФКУЗ «Иркутский научно-исследовательский противочумный институт Сибири и Дальнего Востока», Иркутск,  
Российская Федерация; 2Управление Роспотребнадзора по Республике Бурятия, Улан-Удэ, Российская Федерация

Клещевой вирусный энцефалит (КВЭ) является одной из значимых природно-очаговых инфекций в Российской 
Федерации. Цель исследования – провести анализ эпидемиологической ситуации по клещевому вирусному эн-
цефалиту в Республике Бурятия за 2010–2020 гг. с последующей дифференциацией муниципальных образова-
ний по группам эпидемиологического риска для разработки предложений по оптимизации мер профилактики. 
Материалы и методы. Ретроспективный анализ эпидемиологической обстановки по КВЭ в Республике Бурятия 
проведен с использованием форм федерального статистического наблюдения № 2 «Сведения об инфекцион-
ных и паразитарных заболеваниях» за 2010–2020 гг. и Референс-центра Иркутского научно-исследовательского 
противочумного института Сибири и Дальнего Востока Роспотребнадзора об эпидемиологической ситуации и 
мерах профилактики КВЭ в муниципальных образованиях субъекта. Статистическая обработка выполнена стан-
дартными методами вариационной статистики. На основе вычисления 95 % параметрического доверительного 
интервала для данных об изменчивости среднемноголетних показателей инцидентности КВЭ в муниципальных 
образованиях Республики Бурятия за 10-летний период проведена их дифференциация по группам эпидемиоло-
гического риска. Для картографирования использовали программу QGis 2.18.28 и набор открытых геоданных 
OpenStreetMap. Результаты и обсуждение. Все муниципальные образования по уровню эпидемиологического 
риска распределены в пять групп: с нулевой заболеваемостью КВЭ – 2 района, с низким уровнем – 4, средним – 8, 
высоким – 5, очень высоким – 2. Кроме того, в отдельную группу выделен административный центр. Каждая вы-
деленная группа муниципальных образований охарактеризована по числу случаев КВЭ, уровню заболеваемости, 
обращаемости по поводу присасывания клещей, объемам мер специфической и неспецифической профилактики. 
Даны рекомендации по оптимизации тактики профилактики КВЭ в отдельных муниципальных образованиях.

Ключевые слова: клещевой вирусный энцефалит, Республика Бурятия, эпидемиологический риск, меры про-
филактики.
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N.I. Ayugin1, E.I. Andaev1, A.Ya. Nikitin1, S.S. Khankhareev2, T.F. Istomina2

Classification of Municipalities in the Republic of Buryatia by the Level of Tick-Borne Viral 
Encephalitis Incidence
1Irkutsk Research Anti-Plague Institute of Siberia and Far East, Irkutsk, Russian Federation;  
2Rospotrebnadzor Administration in the Republic of Buryatia, Ulan-Ude, Russian Federation

Abstract. Tick-borne viral encephalitis (TBVE) is one of the most significant natural-focal infections in the Russian 
Federation. The aim of the study was to analyze the current epidemiological situation on TBVE in the Buryat Republic 
in 2010–2020 with a subsequent differentiation of municipalities by epidemiological risk groups in order to elaborate 
proposals for optimization of preventive measures. Materials and methods. A retrospective analysis of the epidemio
logical situation on TBVE in the Buryat Republic was carried out using forms of federal statistical surveillance No. 2 
“Information on infectious and parasitic diseases” over 2010–2020 and the data from the Reference Center of the Irkutsk 
Research Anti-Plague Institute of Siberia and Far East of the Rospotrebnadzor on the epidemiological situation and 
preventive measures in the municipalities of the constituent entity. Statistical processing was performed applying con-
ventional methods of variation statistics. Based on calculated 95 % parametric confidence interval for the data on vari-
ability of the long-term average TBVE incidence in the municipalities of the Republic of Buryatia over a 10-year period, 
the entities were differentiated by epidemiological risk groups. QGis 2.18.28 and a set of open geodata OpenStreetMap 
were used for mapping. Results and discussion. All municipalities have been classified into five groups by the level of 
epidemiological risk: with zero TBVE incidence – 2 districts, with a low level – 4, medium – 8, high – 5, very high – 2. 
In addition, the administrative center has been placed into a separate group. Each individual group of municipalities is 
characterized by the number of TBVE cases, the level of morbidity, the frequency of seeking medical aid because of tick 
bites, the scope of specific and non-specific prevention measures. Recommendations for optimizing the tactics of TBVE 
prevention in certain municipal districts have been provided.
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Широко распространенный на Евразийском 
континенте клещевой вирусный энцефалит (КВЭ) 
является одной из значимых природно-очаговых ин-
фекций в Российской Федерации [1–4]. Республика 
Бурятия до 2018 г. входила в число субъектов 
Сибирского федерального округа (СФО), который 
многие годы характеризуется самой высокой заболе-
ваемостью КВЭ в стране: среднемноголетний пока-
затель (СПМ) за 2009–2017 гг. составил (6,3±0,56) на 
100 тыс. населения (0/0000) [5]. При этом показатели 
заболеваемости в Республике Бурятия (5,0±0,66 0/0000) 
находились на среднем уровне относительно дру-
гих субъектов СФО. После включения Республики 
Бурятия, а также Забайкальского края в состав 
Дальневосточного федерального округа (ДФО) эти 
два субъекта стали определяющими в нем по инци-
дентности КВЭ: за 2009–2017 гг. этот показатель для 
ДФО равен (0,67±0,06) 0/0000.

Очевидно, что высокая заболеваемость КВЭ 
в Республике Бурятия требует целенаправленного 
анализа ее причин для оптимизации и повышения 
адресности проводимых мер профилактики инфек-
ции, причем не только в других субъектах ДФО, но 
и стране в целом.

Республика Бурятия расположена в переходной 
зоне от горно-таежных районов Восточной Сибири 
к степям Центральной Азии. В республике встреча-
ются различные ландшафтные зоны с преобладанием 
лиственных и хвойных лесов, в которых сформиро-
ваны биоценозы, характерные для природных очагов 
КВЭ. Республика Бурятия включает 21 муниципаль-
ное образование (МО) и два города республиканского 
подчинения. Вся ее территория является эндемичной 
по КВЭ. Несмотря на тенденцию к снижению заболе-
ваемости по сравнению с началом ХХІ в., эпидемио-
логическая обстановка на территории субъекта оста-
ется напряженной [5, 6], что обусловлено высокой 
степенью контакта населения с природными очагами. 
Еще одной особенностью Республики Бурятия явля-
ется большой туристический поток. Так, за 2014 г. он 
составил 940 тыс. человек, т.е. более 95 % от числа 
проживающих в республике жителей [6]. Далеко не 
все туристы, приезжающие из различных регионов, в 
том числе из-за границы, привиты от КВЭ, что требу-
ет особого внимания к организации мер неспецифи-
ческой профилактики, особенно в наиболее часто по-
сещаемых туристами Кабанском и Тункинском райо-
нах. Согласно данным, поступающим в Референс-
центр Иркутского научно-исследовательского про-
тивочумного института Сибири и Дальнего Востока 

из субъектов Российской Федерации, поток невакци-
нированных лиц, перемещающихся по Республике 
Бурятия, приводит не только к росту заболеваемости 
на ее территории, но и способствует завозу КВЭ в 
другие регионы (Иркутская область, Забайкальский 
край, Монголия), которые на сегодняшний день ха-
рактеризуются более низким уровнем заболеваемо-
сти [1, 6–8].

Немаловажной проблемой остается влияние кли-
мата и антропогенных факторов на ареал основного 
переносчика вируса клещевого энцефалита [9–12], 
которым в Республике Бурятия, как и на большин-
стве других территорий азиатской части Российской 
Федерации, является Ixodes persulcatus. В связи с этим 
дальнейшее развитие эпидемиологической ситуации 
по КВЭ в республике во многом будет определяться 
характером изменения площади лесного покрытия и 
уровнем антропогенного преобразования ее терри-
тории, развитием транспортной инфраструктуры и 
социальной сферы, особенно в области санаторно-
курортного отдыха и туризма. Перечисленное требу-
ет осуществления постоянного эпидемиологического 
надзора за КВЭ в Республике Бурятия.

Цель исследования – провести анализ эпидемио
логической ситуации по КВЭ в Республике Бурятия 
за 2010–2020 гг. с последующей дифференциацией 
муниципальных образований по группам эпидемио-
логического риска для разработки предложений по 
оптимизации мер профилактики.

Материалы и методы

В ходе ретроспективного эпидемиологического 
анализа рассмотрены данные об инцидентности КВЭ 
в МО Республики Бурятия за 2010–2020 гг., сведения 
об обращаемости в медицинские организации лиц, 
пострадавших от присасывания иксодовых клещей 
(2011–2019 гг.), и объемах проводимых мер профи-
лактики КВЭ (2010–2019 гг.).

В основу исследования положены материалы 
федеральной статистической формы № 2 «Сведения 
об инфекционных и паразитарных заболеваниях» за 
2010–2020 гг. и Референс-центра по мониторингу 
КВЭ Иркутского научно-исследовательского проти-
вочумного института Сибири и Дальнего Востока.

Дифференциация территорий МО по группам 
эпидемиологического риска выполнена по дан-
ным о заболеваемости КВЭ с применением пара-
метрического метода расчета 95 % доверительного 
интервала (ДИ). Выбор параметрического метода 

Key words: tick-borne viral encephalitis, Republic of Buryatia, epidemiological risk, preventive measures.

Conflict of interest: The authors declare no conflict of interest.
Corresponding author: Evgeny I. Andaev, e-mail: e.andaev@gmail.com.
Citation: Ayugin N.I., Andaev E.I., Nikitin A.Ya., Khankhareev S.S., Istomina T.F. Classification of Municipalities in the Republic of Buryatia by the Level of Tick-Borne 

Viral Encephalitis Incidence. Problemy Osobo Opasnykh Infektsii [Problems of Particularly Dangerous Infections]. 2022; 3:45–52. (In Russian). DOI: 10.21055/0370-
1069-2022-3-45-52

Received 01.03.2022. Revised 24.03.2022. Accepted 12.04.2022.

Ayugin N.I., ORCID: https://orcid.org/0000-0002-8548-3595		  Nikitin A.Ya., ORCID: https://orcid.org/0000-0002-3918-7832
Andaev E.I.,ORCID: https://orcid.org/0000-0002-6612-479X



47

Problemy Osobo Opasnykh Infektsii [Problems of Particularly Dangerous Infections]. 2022; 3 		        Original articles

дифференциации территорий обусловлен хорошим 
соответствием выборки данных о заболеваемости 
населения в МО нормальному распределению, что 
проверялось с применением критерия, основанного 
на вычислении отношения величины размаха из-
менчивости к стандартному отклонению [13]. Кроме 
того, проведен анализ принадлежности отдельных 
«выпадающих» значений к исследуемой совокупно-
сти с применением непараметрического метода [14].

В работе рассчитаны средние арифметические 
значения, ошибки средних, проведена аппроксима-
ция значений исследуемых показателей уравнени-
ем прямой линии регрессии с оценкой значимости 
коэффициента ее наклона. Статистическая обработ-
ка выполнена с использованием программы Excel. 
За обоснованные принимали различия (или выяв-
ленные тенденции) при уровне значимости Р<0,05.

Для создания карты использовалась програм-
ма QGIS 2.18.28 и набор открытых геоданных 
OpenStreetMap [15].

Результаты и обсуждение

За 2010–2020 гг. в Республике Бурятия выявлено 
496 случаев КВЭ и отмечена статистически значимая 
(F=7,2; Р<0,05) тенденция к снижению заболеваемо-
сти (рис. 1, А). Средняя инцидентность КВЭ за это 
время составила 4,6 0/0000. Наибольшую заболевае-
мость КВЭ наблюдали в 2011 г. – 8,1 0/0000, что выше 
среднемноголетнего показателя (СМП) в 1,8 раза. 
Минимальная заболеваемость – 2,7 0/0000 (в 1,7 раза 
ниже СМП) зарегистрирована в 2013 г.

Уровень заболеваемости КВЭ существенно раз-
личается в отдельных МО. Особенностью распреде-

ления случаев КВЭ по территориям субъекта явля-
ется наличие МО, в которых отсутствует ежегодная 
заболеваемость КВЭ за рассматриваемый период. 
Периоды нулевой заболеваемости в отдельных МО 
достигали шести лет, а в Окинском и Еравнинском 
районах случаи КВЭ не зарегистрированы. Возмож
но, это обусловлено тем, что Окинский район 
(№ 22 на рис. 2) относится к горным и отделен от 
Тункинского МО (№ 2 на рис. 2), характеризующего-
ся очень высокой инцидентностью КВЭ, горной тун-
дрой, где практически не встречается I. persulcatus. 
На территории Еравнинского МО доминируют кле-
щи рода Dermacentor, а I. persulcatus обитает лишь 
локально в благоприятных для вида местах.

Следует обратить внимание, что, несмотря на 
снижение уровня заболеваемости КВЭ в Республике 
Бурятия, обращаемость населения в медицинские 
организации по поводу присасывания клещей оста-
ется на стационарном уровне (визуально даже не-
сколько возрастает). В период 2011–2020 гг. общее 
число пострадавших от присасывания клещей со-
ставило 36822 человека с варьированием по годам 
от 3221 до 4203. Рост числа пострадавших от приса-
сывания клещей наблюдается на участках, где акари-
цидные обработки не проводили (лесные массивы, 
садовые и дачные некоммерческие товарищества). 
Акарицидные обработки осуществляются на участ-
ках массового пребывания людей (парки, турбазы, 
базы отдыха, места проведения религиозных обря-
дов и праздников, туристические тропы, территории 
придорожных предприятий общественного питания, 
кладбищ, летних оздоровительных организаций, 
лесных участков, прилегающих к населенным пунк
там, и др.). За 2010–2014 гг. обработано 1888,3 га 

Рис. 1. Многолетняя динамика 
КВЭ в Республике Бурятия (A) 
и муниципальных образованиях 
с наиболее высокими показате-
лями заболеваемости (B–D) за 
2010–2020 гг. На оси ординат – 
показатель на 100 тыс. населе-
ния, на оси абсцисс – годы

Fig. 1. Long-term dynamics of 
tick-borne viral encephalitis in 
Republic of Buryatia (А) and mu-
nicipalities with the highest inci-
dence rates (B–D) (2010–2020). 
Incidence rate per 100,000 popu-
lation is shown on the y-axis, on 
the axis of abscissa – the years
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социально значимых объектов, а за 2015–2020 гг. – 
3978,1 га, что свидетельствует о росте внимания к 
этой мере профилактики КВЭ.

При оценке объемов мер специфической профи-
лактики КВЭ, проводимых в Республике Бурятия за 
2010–2019 гг., отмечается выраженный рост объемов 
вакцинации и ревакцинации. СМП количества еже-
годно вакцинируемых лиц составил 18578,7 (с ко-
лебаниями от 16094,6 до 21062,8), ревакцинирован-
ных – 30255,5 (27926,0–32585,0).

В связи с тем, что в Республике Бурятия все ад-
министративные территории относятся к эндемич-
ным по КВЭ, в соответствии с СанПиН 3.3686‑21 
«Санитарно-эпидемиологические требования по 
профилактике инфекционных болезней», вакцинаци-
ей должно быть охвачено не менее 95 % детей с ад-
министративных территорий, эндемичных по КВЭ, 
и не менее 95 % взрослого населения, проживающе-
го на территориях с высоким риском заболевания,  
а также взрослого населения, по виду деятельности 
и роду занятий связанного с пребыванием в природ-

ных стациях, садоводствах, расположенных в райо-
нах, эндемичных по КВЭ. По данным ФБУЗ «Центр 
гигиены и эпидемиологии в Республике Бурятия», 
охват прививками населения республики составляет 
55 % для совокупного и 67 % для детского населения 
от запланированного объема. Среди контингентов 
профессиональных групп, подлежащих иммуниза-
ции, охват прививками достигает 100 % и более от 
плановых показателей.

На начальном этапе дифференциации МО по 
группам эпидемиологического риска, согласно при-
меняемому алгоритму [16], в отдельный кластер вы-
делена группа, включающая два МО с нулевой забо-
леваемостью (Г0), возможные причины чего обсуж-
дены выше (рис. 2, таблица).

Затем проведена проверка принадлежности 
двух МО с очень высокой заболеваемостью КВЭ 
(Закаменский и Тункинский) к общей выборке (таб
лица). В результате показано, что они образуют са-
мостоятельную группу (Г5). Административный 
центр Республики Бурятия (г. Улан-Удэ), единствен-

Рис. 2. Карта Республики Бурятия с муниципальными образованиями, ранжированными по эпидемиологическому риску проявления 
КВЭ (номера соответствуют названиям МО в таблице), (1:5500000)

Fig. 2. Map of the Buryat Republic with municipal districts ranked by the epidemiological risk of tick-borne viral encephalitis manifestation 
(numbers correspond to the names of the municipalities in the Table), (1:5500000 scale)
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Дифференциация муниципальных образований Республики Бурятия по уровню заболеваемости КВЭ (2010–2020 гг.)*
Differentiation of municipalities in the Republic of Buryatia by the incidence of tick-borne viral encephalitis (2010–2020)*

№
No.

Наименование МО
Name of the municipality

Среднемноголетний показатель  
заболеваемости (на 100 тыс. населения)

Long-term average incidence rate  
(per 100,000 population)

Группа эпидемиологи
ческого риска

Epidemiological risk group

Суммарное число  
заболевших (2010–2020 гг.)

Total number of cases  
(2010–2020)

1
Закаменский
Zakamensky

26,3 5 75

2
Тункинский
Tunkinsky

17,6 5 42

3
г. Улан-Удэ
Ulan-Ude city

2,6 4 121

4
Джидинский
Dzhidinsky

7,3 3 20

5
Кабанский
Kabansky 

10,7
3

67

6
Мухошибирский
Muлhoshibirsky 

8,9
3

24

7
Прибайкальский
Pribaikalsky

6,3
3

19

8
Тарбагатайский
Tarbagataysky

8,9
3

15

9
Баpгузинский
Barguzinsky

3,4 2 9

10
Бичуpский
Bichursky

5,9 2 15

11
Заиграевский
Zaigraevsky 

3,7 2 20

12
Кижингинский 
Kizhinginsky

3,8 2 7

13
Муйский
Muisky 

4,1 2 5

14
Северо-Байкальский и г. Северобайкальск
Severobaikalsky and Severobaikalsk city

4,7 2 20

15
Хоринский
Khorinsky 

4,8 2 9

16
Баунтовский 
Bauntovsky

3,1 2 3

17
Иволгинский
Ivolginsky

1,9 1 9

18
Курумканский 
Kurumkansky

0,8
1

1

19
Кяхтинский 
Kyakhtinsky

1,2
1

5

20
Селенгинский
Selenginsky

1,6
1

7

21
Еpавнинский
Eravninsky

0,0 0 0

22
Окинский 
Okinsky

0,0 0 0

Примечание :  * – номер муниципального образования соответствует рис. 2.

No te :  * – the municipality number corresponds to fig. 2.

ный, включен в группу Г4, которая не может ана-
лизироваться по изучаемым показателям наравне с 
другими МО в связи с особенностями социально-
экономических условий жизни, плотностью населе-
ния, доступностью и уровнем медицинской помощи, 

лабораторной диагностики и т.п. В частности, при 
инцидентности КВЭ в Улан-Удэ, характерной для 
МО группы Г1, среднемноголетнее число выявляе-
мых случаев присасывания клещей к людям, число 
ежегодно прививаемых от КВЭ лиц, площади ака-
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рицидных работ в административном центре выше, 
чем в этих районах в 15, 9 и 6 раз соответственно. 
Эти показатели для Улан-Удэ также выше по сравне-
нию с МО в группах Г2, Г3, Г5.

В результате проведенной дифференциации вы-
делено пять групп МО: Г0 включает два района, где 
отсутствуют случаи КВЭ за 2010–2020 гг.; группа Г1 
объединяет пять районов низкого эпидемиологиче-
ского риска с СМП заболеваемости ниже границы 
ДИ (<3,1 0/0000); Г2 включает восемь МО с уровнем 
заболеваемости в пределах ДИ (от 3,1 до 6,2 0/0000); 
Г3 – территории пяти районов высокого эпидемио-
логического риска (выше 6,2 0/0000); Г4 – администра-
тивный центр субъекта (г. Улан-Удэ: СМП заболевае-
мости – 2,6 0/0000; число случаев КВЭ – 121); Г5 – два 
района с очень высоким уровнем эпидемиологиче-
ского риска (рис. 2, таблица).

Ниже рассмотрены особенности проявления 
КВЭ и организации мер профилактики инфекции в 
каждой из пяти групп, различающихся по уровню 
риска проявления КВЭ.

Территория двух МО группы Г0 составляет 
52194 км2, где проживает около 22 тыс. жителей. 
За медицинской помощью по поводу присасывания 
клещей в этих МО за 10 лет обратилось 213 человек. 
Случаев КВЭ не выявлено. В среднем за год в МО 
группы Г0 вакцинируют от КВЭ 241 человека, ре-
вакцинируют – 361. С учетом данных о заболеваемо-
сти КВЭ в этих МО и риска присасывания клещей, 
нет необходимости активизировать прививочную 
кампанию, если вакцинацией охвачены именно лица 
из контингента высокого риска заражения, например 
в силу сезонных работ на территориях активных оча-
гов КВЭ. Акарицидные обработки в среднем прово-
дятся на площади 9,9 га в год. Желательна их привяз-
ка к выявленным местам наибольшего числа случаев 
присасывания клещей к людям.

Группа Г1 (с низким уровнем эпидемиологи-
ческого риска) включает четыре района площа-
дью 60496 км2 и численностью населения около 
118 тыс. человек. Всего за 10 лет на территории МО 
этой группы выявлено 22 случая КВЭ (СМП равен 
(1,4±0,56) 0/0000). Количество пострадавших от при-
сасывания клещей за 2011–2019 гг. составило 2365 
(СМП – 66) человек. Во всех МО данной группы слу-
чаи КВЭ не регистрируют ежегодно. Максимальное 
их число за 10 лет отмечено в Иволгинском (9 случа-
ев), наименьшее – в Курумканском (1 случай) райо-
нах. В среднем за год в МО группы Г1 вакцинируют 
478 человек, ревакцинируют – 1133. Общая площадь 
акарицидных обработок, проводимых на территории 
социально значимых объектов, составила 3297,9 га 
(СМП – 82,4 га).

В группу Г2 (со средним уровнем эпидемиологи-
ческого риска) входит восемь МО с общей площадью 
196900 км2. На данной территории проживают более 
155 тыс. человек. За изучаемый период выявлено 
88 заболевших КВЭ, при этом ежегодной регистрации 
случаев не наблюдается. Наибольшее число заболев-

ших отмечено в Северо-Байкальском и Заиграевском 
МО (по 20 случаев), наименьшее – в Муйском райо
не (5 случаев). Средний уровень заболеваемости 
КВЭ составил (4,2±1,89) 0/0000. Количество обратив-
шихся в медицинские организации после присасы-
вания клещей – 6623 (СМП – 92 человека). Ежегодно 
от КВЭ вакцинируют 547 жителей, ревакцинируют – 
1133. Общая площадь акарицидных обработок на со-
циально значимых объектах МО из Г2 составляет 
5129,8 га (СМП – 641,2 га).

Группа Г3 (с высокой степенью эпидемиологи-
ческого риска) включает пять МО общей площадью 
40940,5 га, где проживает около 150 тыс. человек. За 
изучаемый период в МО данной группы выявлено 
145 случаев КВЭ, при среднем уровне заболеваемо-
сти (8,4±3,1) 0/0000. Ежегодно случаи КВЭ регистри-
руют только в Кабанском районе (в среднем 6 слу-
чаев за год), в котором отсутствует статистически 
значимая тенденция к снижению заболеваемости 
(рис. 1, D). За 2011–2019 гг. в медицинские органи-
зации МО этой группы обратилось 12070 человек, 
пострадавших от присасывания клещей (СМП – 
268 человек). Причем в Кабанском МО наблюдает-
ся статистически значимый рост этого показателя 
(F=13,3; Р<0,01). Ежегодно вакцинируют от КВЭ 
755 человек, ревакцинируют – 1176. Акарицидными 
обработками охвачено 4918,8 га территорий соци-
ально значимых объектов (СМП – 98,4 га).

Группа Г4 включает административный центр 
Республики Бурятия – г. Улан-Удэ с населением око-
ло 440 тыс. человек. За изучаемый период выявлен 
121 случай КВЭ. Больных КВЭ регистрируют еже-
годно с частотой от 7 до 18 случаев. СМП заболевае-
мости КВЭ составляет 2,6 0/0000 (от 1,8 до 3,5 0/0000).  
В среднем за год (2010–2019 гг.) вакцинируют от КВЭ 
по 6383 человека, ревакцинируют – 7302. В меди-
цинские организации в среднем за сезон обращается 
1008 человек, пострадавших от присасывания кле-
щей (суммарно 9078). Этот показатель находится на 
стационарном уровне (F=0,7; Р˃0,05). Акарицидные 
обработки в Улан-Удэ и пригородах проводятся на 
территориях социально значимых объектов в сред-
нем на площади в 530 га за год. Исходя из уровня 
заболеваемости КВЭ, территория Улан-Удэ является 
менее эпидемиологически опасной, чем МО, входя-
щие в группы Г3 и даже Г2. Вместе с тем СМП чис-
ла пострадавших от присасывания клещей в городе в 
несколько раз больше, чем в МО любой из перечис-
ленных групп, кроме Кабанского района (группа Г3). 
Одной из причин ежегодной регистрации случаев 
КВЭ может являться выезд городских жителей на от-
дых в соседние МО с высоким эпидемиологическим 
риском.

Группа Г5 включает два МО: Закаменский и 
Тункинский. На их территории случаи КВЭ ре-
гистрируют ежегодно (в среднем 5 за год). За весь 
период выявлено 117 больных КВЭ при СМП забо-
леваемости – (22,0±6,2) 0/0000. Причем за рассматри-
ваемый период на территории этих МО отсутствует 
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статистическая значимая тенденция к снижению за-
болеваемости (рис. 1, B, C). Общая площадь терри-
торий Закаменского и Тункинского районов состав-
ляет 27144,5 га. Проживает в них около 45 тыс. чело-
век. В медицинские организации в среднем за сезон 
обращаются 160 человек, пострадавших от приса-
сывания клещей (суммарно за десять лет) – 2888. 
Причем в Тункинском МО наблюдается значимый 
тренд к росту этого показателя (F=27,8; Р<0,01). 
Ежегодное количество вакцинированных жителей 
МО из группы Г5 составляет 640 человек, ревакци-
нированных – 1503. Акарицидные обработки прово-
дят на территориях социально значимых объектов. 
Их суммарная площадь за анализируемый период 
составила 2250,8 га (СМП – 112,5 га).

Закаменский и Тункинский МО группы Г5 нахо-
дятся в зоне природных очагов с высоким риском за-
болевания КВЭ. В соответствии с СанПиН 3.3686‑21 
«Санитарно-эпидемиологические требования по 
профилактике инфекционных болезней», среди на-
селения, проживающего на территориях с высоким 
риском заболевания КВЭ, должна быть проведена 
обязательная массовая вакцинация. Учитывая, что 
Тункинский район наиболее посещаем туриста-
ми [6], значительное внимание необходимо обращать 
на наращивание объемов и адресность проводимых 
мер неспецифической профилактики, в том числе 
акарицидных обработок опасных участков, так как 
происходит рост числа пострадавших от присасыва-
ния клещей.

Тактика массовой вакцинации изложена в ре-
комендациях ВОЗ, где указано на ее необходимость 
при достижении порога заболеваемости КВЭ в 
5,0 0/0000 [17]. Следовательно, на территориях МО 
Республики Бурятия, которые входят в группы Г3 и 
Г5, необходимо увеличить объемы вакцинации на-
селения.

Эпидемиологическая обстановка по КВЭ в двух 
МО группы Г5 является неблагоприятной, и в отли-
чие от территории всей республики в них не про-
исходит значимого снижения заболеваемости КВЭ 
(рис. 1, B, C). В этих МО необходимо проведение до-
полнительного мониторинга природных очагов КВЭ 
и анализа эпизоотолого-эпидемиологической ситуа-
ции для установления причин высокой заболеваемо-
сти и выбора адекватных профилактических мер с 
наращиванием их объемов.

На основании вышеизложенного предлагаем 
следующие рекомендации по специфической и не-
специфической профилактике КВЭ на территории 
Республики Бурятия. Учитывая характер туристи-
ческих потоков в Республике Бурятия, особое вни-
мание необходимо уделить мерам неспецифической 
профилактики, в том числе проведению своевремен-
ных акарицидных обработок с нужной кратностью 
на территориях объектов из МО, входящих в груп-
пу Г5 (Закаменский, Тункинский), а также наибо-
лее часто посещаемых отдыхающими и туристами, 
например в Кабанском районе (группа Г3). В райо-

нах с высоким и очень высоким риском заболевания 
(группы Г3 и Г5) необходимо проводить массовую 
вакцинацию против КВЭ (не менее 95 %) и экстрен-
ную иммуноглобулинопрофилактику по результатам 
экспресс-диагностики клещей, удаленных с постра-
давших людей.

В районах среднего и низкого риска заболевае-
мости (группы Г1, Г2, Г4), а также в МО с отсутстви-
ем регистрации местных случаев КВЭ (группа Г0) 
необходимо проводить вакцинацию лицам, отнесен-
ным к группам риска, и экстренную иммуноглобу-
линопрофилактику. Объемы акарицидных обработок 
должны увеличиваться в зависимости от риска зара-
жения людей и числа пострадавших от присасыва-
ния клещей по группам территорий: от Г0, Г1 и Г2 
до Г3–Г5.

На всех территориях необходимо проводить 
санитарно-гигиеническое просвещение. Население 
должно быть информировано об опасности заболе-
вания КВЭ (в том числе при посещении территорий 
соседних МО), мерах и способах специфической и 
неспецифической профилактики болезни, а также о 
путях передачи возбудителя, основных его перенос-
чиках и современных методах индивидуальной за-
щиты от присасывания иксодовых клещей.
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Клеточный иммунитет играет важную роль в патогенезе и формировании иммунной защиты по отношению 
к вирусу SARS‑CoV‑2. Целью работы являлось исследование методом проточной цитометрии клеточного им-
мунитета макак-резусов после экспериментального инфицирования вирусом SARS‑CoV‑2. Материалы и ме-
тоды. Самцов макак-резусов интраназально инфицировали вирусом SARS‑CoV‑2, штамм Изолят В и штамм  
hCoV-19/Russia/SP48-1226/2020 (сокращенное название – У-2), в дозе 5,0 lg БОЕ. С использованием метода про-
точной цитометрии определены уровни 21 популяции/субпопуляции мононуклеарных клеток периферической 
крови животных до экспериментального инфицирования возбудителем и на 14‑е сутки после инфицирования. 
РНК коронавируса SARS‑CoV‑2 определяли методом полимеразной цепной реакции в режиме реального вре-
мени. Определение титра вируснейтрализующих антител к вирусу SARS‑CoV‑2 в сыворотках крови животных 
определяли в реакции нейтрализации по подавлению негативных колоний. Результаты и обсуждение. При инфи-
цировании культурой штамма Изолят В выявлено увеличение относительного содержания общих Т-лимфоцитов 
(р˂0,2), цитотоксических Т-лимфоцитов (р˂0,1), а также моноцитов, экспрессирующих маркер ранней активации 
СD25 (р˂0,2). Снижение показано для общих В-лимфоцитов (р˂0,2) и Т‑хелперов (р˂0,1). При инфицировании 
культурой штамма У-2 выявлено увеличение относительного содержания моноцитов, экспрессирующих маркер 
ранней активации СD25 (р˂0,2). Таким образом, впервые в Российской Федерации методом проточной цитомет
рии проведено изучение клеточного иммунитета макак-резусов до и после экспериментального инфицирования 
вирусом SARS‑CoV‑2. Полученная информация может быть использована для исследования патогенеза вызван-
ной SARS‑CoV‑2 инфекции, течения и исхода заболевания, разработки стратегий вакцинации и лечения.
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Abstract. Cellular immunity plays an important role in the pathogenesis and formation of protective immune defense 
against the SARS‑CoV‑2 virus. The aim of the work was to study the cellular immunity of rhesus monkeys applying 
flow cytometry after experimental infection with the SARS‑CoV‑2 virus. Materials and methods. Male rhesus monkeys 
were intranasally inoculated with the SARS‑CoV‑2 virus, Isolate B strain and hCoV-19/Russia/SP48-1226/2020 strain 
(abbreviated name U-2), at a dose of 5.0 lg PFU. Using flow cytometry, the levels of 21 populations/subpopulations of 
mononuclear cells in the peripheral blood of animals were determined before experimental infection with the pathogen 
and on day 14 after infection. SARS‑CoV‑2 coronavirus RNA was assessed using real-time polymerase chain reac-
tion. Determination of the titer of virus-neutralizing antibodies to the SARS‑CoV‑2 virus in the blood sera of animals 
was conducted through neutralization test evaluating the ability to suppress negative colonies. Results and discussion. 
Infection with Isolate B strain culture has led to an increase in the relative content of total T-lymphocytes (p˂0.2), cyto-
toxic T-lymphocytes (p˂0.1), as well as monocytes expressing the early activation marker CD25 (p˂0.2). The decrease in 
levels has been observed for total B-lymphocytes (p˂0.2) and T-helper cells (p˂0.1). Infection with the U-2 strain culture 
revealed an increase in the relative content of monocytes expressing the early activation marker CD25 (p˂0.2). Thus, 
for the first time in the Russian Federation, flow cytometry was used to study the cellular immunity of rhesus monkeys 
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Одно из перспективных направлений в совре-
менной инфекционной иммунологии – определение 
роли наиболее значимых антигенов, экспрессируе-
мых иммунокомпетентными клетками, в реализации 
иммунного ответа при инфекционных заболевани-
ях [1]. Поскольку в патогенезе и формировании им-
мунной защиты по отношению к вирусу SARS‑CoV‑2 
клеточный иммунитет играет важную роль [2–4], его 
оценка после экспериментального инфицирования 
макак-резусов с использованием метода проточной 
цитометрии (ПЦ) представляет собой в настоящее 
время актуальную задачу.

В процессе изучения клеточного иммунного от-
вета на внедрение инфекционного агента у человека 
в дополнение к оценке основных популяций моно-
нуклеарных клеток периферической крови (МКПК) 
(лимфоцитов и моноцитов) определяются малые 
субпопуляции лимфоцитов, а также экспрессия мар-
керов ранней (CD25) и поздней активации (антиге-
ны главного комплекса гистосовместимости (major 
histocompatibility complex, MHC) II класса HLA-DR) 
на МКПК [5]. При исследовании крови инфициро-
ванных вирусом SARS‑CoV‑2 обезьян ввиду схоже-
сти кроветворной и иммунной систем человека и 
макаки-резуса [6] можно придерживаться этого же 
перечня.

Целью настоящей работы являлось исследова-
ние методом проточной цитометрии клеточного им-
мунитета макак-резусов после экспериментального 
инфицирования вирусом SARS‑CoV‑2.

Материалы и методы

Животные. В опытах использовали 10 здоро-
вых самцов макак-резусов массой 2,5–3,0 кг, до-
ставленных из питомника Адлерского приматоло-
гического центра (г. Сочи) и прошедших аккли-
матизацию. Эксперименты проводили в соответ-
ствии с ГОСТ 33218-2014 и Федеральным законом 
от 27.12.2018 № 498-ФЗ «Об ответственном обраще-
нии с животными». Авторы подтверждают соблюде-

ние институциональных и национальных стандартов 
по использованию лабораторных животных в соот-
ветствии с Consensus Author Guidelines for Animal 
Use (IAVES, 23 July 2010). Протокол исследования 
одобрен Этическим комитетом ФГБУ «48 ЦНИИ» 
Минобороны России (протокол от 20.05.2021 № 3).

У инфицированных животных измеряли тем-
пературу ректально и массу тела на 3‑и, 6, 10 и 
14‑е сутки после инфицирования. Образцы венозной 
крови собирали утром натощак после анестезии пу-
тем внутримышечного введения золетила из расчета 
4–6 мг препарата на 1 кг массы тела в пробирки с на-
пылением К3-ЭДТА и пробирки с активатором свер-
тывания.

РНК коронавируса SARS‑CoV‑2 в смывах из 
носа, носоглотки и ануса на 3‑и и 6‑е сутки после ин-
фицирования, а также в пробах внутренних органов 
после гуманной эвтаназии животных на 14‑е сутки 
определяли методом полимеразной цепной реакции 
в режиме реального времени (ПЦР-РВ) [7]. В случае 
положительного результата в ПЦР‑РВ определяли 
уровень накопления возбудителя в культуре клеток 
Vero C1008 по методу образования негативных коло-
ний (НК) [8].

Вирус. Культуры вируса SARS‑CoV‑2: штамм 
Изолят В получен из ФГБУ ГНЦ ВБ «Вектор» 
Роспотребнадзора; штамм hCoV-19/Russia/SP48-
1226/2020 (сокращенное название – У-2) выделен 
из носоглотки больного человека. Биологическая 
активность штаммов при титровании в культуре 
клеток Vero C1008 под агаровым покрытием со-
ставила 1,0∙106 БОЕ∙мл–1 (БОЕ – бляшкообразую-
щая единица) и 1,0∙107 БОЕ∙мл–1 соответственно. 
Работы с вирусом проводили согласно требованиям 
СанПиН 3.3686‑21. Культурой каждого штамма ин-
фицировали по пять обезьян, вводя интраназально 
вирус в дозе 5,0 lg БОЕ. Инфицирующая доза воз-
будителя обоснована опытом работы сотрудников 
48 ЦНИИ [9].

Определение титра вируснейтрализующих 
антител (ВНА) к вирусу SARS‑CoV‑2 в сыворотках 

before and after experimental infection with the SARS‑CoV‑2 virus. The obtained information can be used for studying 
the pathogenesis of SARS‑CoV‑2 infection, course, and outcome of the disease, and developing strategies for vaccination 
and treatment.

Key words: SARS‑CoV‑2-virus, rhesus monkeys, lymphocytes, monocytes, flow cytometry.
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крови, полученных от обезьян перед инфицирова-
нием и через 14 суток после заражения, определяли 
в реакции нейтрализации (РН) по подавлению НК, 
образованных вирусом SARS‑CoV‑2 в односуточном 
монослое культуры клеток Vero C1008 под агаровым 
покрытием. РН ставили в варианте: постоянная доза 
вируса – разведения сыворотки крови [10]. 

Проточно-цитометрический анализ. С целью 
выявления популяций МКПК обезьян применяли 
две панели конъюгированных с флуорохромами мы-
шиных античеловеческих моноклональных антител 
(МКАТ), перекрестно реагирующих с антигенами 
лимфоцитов макак-резусов: CD20-FITC/CD16-PE/
CD8-PC5/CD3-PE-Cy7 и CD4-FITC/CD25-PE/HLA-
DR-ECD/CD8-PC5/CD3-PE-Cy7.

Поскольку процедура иммунофенотипирования 
обезьян идентична используемой для человека [11], 
составление цитометрических панелей и настраива-
ние протоколов анализа проводили в соответствии 
со стандартизованной технологией и принципами 
формирования панелей для многоцветных цито
флуориметрических исследований [12]. 

Использовали следующие МКАТ, входящие в 
состав цитометрических панелей: Becton Dickinson 
(CША) (CD3-PE-Cy7, кат. № 557749; CD4-FITC, 
кат. № 550628; CD20-FITC, кат. № 6604106; CD25-
PE, кат. № 341010); Beckman Coulter (США) (CD8-
PC5, кат. № A07758; CD16-PE, кат. № А07766; 
HLA-DR-ECD, кат. № IM3636). Рабочие объемы 
МКАТ определяли путем титрования, рассчиты-
вая для каждого разведения индекс окрашивания. 
Корректность компенсации проверяли с использова-
нием FMO‑подхода (Fluorescence-Мinus-Оne, флуо-
ресценция минус один) [13].

Для ПЦ-анализа забор крови у животных про-
водили в чистой зоне за 1 сутки до инфицирования 
(с целью определения фоновых показателей) и в 
заразной зоне на 14‑е сутки после инфицирования, 
что обусловлено средним сроком появления специ-
фических антител. Из пробирки с К3-ЭДТА отбира-
ли кровь в цитометрические пробирки с предвари-
тельно внесенными антителами. После инкубации 
в темноте при комнатной температуре для лизиса 
эритроцитов и фиксации лейкоцитов в пробирки 
вносили реагент OptiLyse С (Beckman Coulter), кат. 
№ 11895. Входящий в состав реагента формальдегид 
обеспечивал инактивацию вируссодержащего мате-
риала. Реакционную смесь повторно инкубировали 
в темноте при комнатной температуре, затем добав-
ляли фосфатно-солевой буфер (PBS). Каждый этап 
внесения реагентов в пробирки сопровождали пере-
мешиванием на лабораторной мешалке типа вортекс. 
После добавления буфера пробирки помещали в 
передаточный шлюз для обработки аэрозолем 10 % 
пероксида водорода в целях безопасной передачи из 
заразной зоны в чистую. Далее образцы дважды от-
мывали в PBS, после чего клетки ресуспендировали 
для анализа в фиксирующем буфере, содержащем 
формальдегид. 

Иммунофенотипирование осуществляли на ци-
тофлуориметре FC 500 (Beckman Coulter), оснащен-
ном аргоновым лазером с программным обеспечени-
ем СХР, версия 2.3, анализируя в каждой пробе не 
менее 10000 лимфоцитов. Цитометрические данные 
обрабатывали с использованием программного обес
печения Kaluza v.2.1. Показатели анализировали с 
использованием критериев Стьюдента и Уайта сред-
ствами Microsoft Office Excel 2016. 

Результаты и обсуждение

С использованием двух цитометрических пане-
лей определяли уровни 21 популяции МКПК (в про-
центном выражении для соответствующих популя-
ций/субпопуляций) у 10 макак-резусов до экспери-
ментального инфицирования вирусом SARS‑CoV‑2, 
штаммы Изолят В и У-2, и на 14‑е сутки после ин-
фицирования. 

В результате инфицирования обезьян культура-
ми штаммов Изолят В и У-2 у животных обеих групп 
респираторные явления и гибель не зафиксированы. 
Обезьяны демонстрировали умеренное снижение 
аппетита. Гипертермия отмечена у двух животных, 
инфицированных штаммом Изолят В, и четырех жи-
вотных, инфицированных штаммом У-2 (у послед-
них лихорадочное состояние продолжалось более 
длительное время). Мониторинг массы тела показал 
некоторое ее снижение у обезьян, инфицированных 
культурой штамма У-2, вероятно, из-за длительного 
лихорадочного состояния. В сыворотках крови жи-
вотных обеих групп титр ВНА против вируса на 14‑е 
сутки составлял менее 1:5. РНК вируса SARS-CоV-2 
методом ПЦР-РВ не выявлена ни в одной из проб ор-
ганов животных.

В группе обезьян, инфицированных культурой 
штамма Изолят В, генетический материал вируса 
обнаружили только в пробах из носоглотки и ану-
са от одного животного, у него же зафиксировали 
повышение температуры тела на 3‑и и 6‑е сутки. 
Биологическая активность вируса в смыве из рото-
глотки составляла менее 1,34 lg БОЕ·мл–1. У всех 
животных зафиксировано уменьшение относитель-
ного содержания В-лимфоцитов, Т-хелперов, уве-
личение цитотоксических Т-лимфоцитов и субпопу-
ляций моноцитов, несущих маркеры ранней и позд-
ней активации. У четырех животных из пяти уве-
личилось относительное содержание натуральных  
киллеров.

В группе обезьян, инфицированных культурой 
штамма У-2, РНК вируса обнаружили в пробах от 
трех особей. Уровень накопления вируса в высевах 
из носоглотки на 6, 10 и 14-е сутки не превышал 
1,34 lg БОЕ·мл–1. Показатели клеточного иммунитета 
претерпели меньшие и разнонаправленные измене-
ния в отличие от показателей животных, инфициро-
ванных культурой штамма Изолят В. Статистический 
анализ данных показателей клеточного иммунитета 
животных представлен в таблице.
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Сравнение средних значений показателей 
МКПК до и после инфицирования c использовани-
ем T-критерия в группе животных, инфицирован-
ных культурой штамма Изолят В, выявило отличие 
для В-лимфоцитов общих, Т-хелперов и моноцитов, 
экспрессирующих маркер ранней активации (р<0,2). 
У животных, инфицированных культурой штамма 
У‑2, выявлено отличие только для моноцитов, экс-
прессирующих маркер ранней активации (р<0,2). 

Дополнительно проведены расчеты с исполь-
зованием непараметрического критерия Уайта. 
Показаны следующие результаты до и после инфи-
цирования: 

- штаммом Изолят В: выявлены различия пока-
зателей Т-лимфоцитов общих и В-лимфоцитов об-
щих (р<0,2), а также показателей Т-хелперов и цито-
токсических Т-лимфоцитов (р<0,1);

- штаммом У-2: различаются значения показа-
телей только моноцитов, экспрессирующих маркер 
ранней активации CD25 (р<0,1).

Полученные данные свидетельствуют об от-
личиях в клинических и лабораторных проявле-
ниях заболевания, возникшего у макак-резусов в 
результате инфицирования культурами различных 
штаммов вируса SARS‑CoV‑2. На 14‑е сутки после 
инфицирования у животных, зараженных штаммом 
Изолят В, зафиксировано увеличение относитель-
ного содержания общих Т-лимфоцитов, цитотокси-
ческих Т-лимфоцитов и моноцитов, экспрессирую-
щих маркер ранней активации СD25; уменьшилось 
относительное содержание общих В-лимфоцитов 
и Т-хелперов. У большинства животных увели-
чилось относительное содержание натуральных 
киллеров. При этом практически полностью отсут-
ствовали клиническая симптоматика и выделение 
вируса. Похожие реакции Т-лимфоцитов (более 
высокая функциональная активность CD8+ по срав-
нению с CD4+Т-клетками) описаны у пациентов с 
COVID‑19 [14]. В группе, зараженной штаммом У-2, 
на фоне гипертермии и потери массы тела выделение 
возбудителя происходило у большинства животных, 
но зафиксировано достоверное изменение только 
одного показателя клеточного иммунитета (увели-
чение относительного содержания моноцитов, экс-
прессирующих маркер ранней активации СD25).

Реакциями клеточного иммунитета под влия-
нием вируса можно объяснить более легкое проте-
кание заболевания у животных, инфицированных 
культурой штамма Изолят В. Увеличение моноци-
тов, экспрессирующих маркер ранней активации 
СD25, и натуральных киллеров свидетельствует об 
активации системы врожденного иммунитета, к ко-
торой относятся упомянутые клетки. Увеличение 
популяции общих Т-лимфоцитов и цитотоксических 
Т-лимфоцитов говорит о подключении адаптивного 
иммунитета, причем уменьшением относительного 
содержания Т-хелперов можно объяснить снижение 
В-лимфоцитов, на которые Т-хелперы должны ока-
зывать активирующее действие; следствием угнете-

ния В-лимфоцитов является отсутствие выработки 
ими ВНА. По данным литературы, у людей, как и у 
животных, при легком течении COVID-19 также на-
блюдалась активация Т-клеточного звена иммуните-
та на фоне низкой продукции антител [15, 16].

Можно предположить, что штамм У-2 силь-
нее угнетает систему клеточного иммунитета, чем 
штамм Изолят В. Зафиксирован только признак 
активации системы врожденного иммунитета – 
увеличение относительного содержания моноци-
тов, экспрессирующих маркер ранней активации 
СD25. Несрабатыванием системы Т-, а затем и 
В‑клеточного иммунитета, проявляющимся от-
сутствием ВНА, можно объяснить более тяжелое 
протекание заболевания (температура, потеря мас-
сы тела) у животных, инфицированных культурой 
штамма У-2 [17]. В литературе описан вызываемый 
SARS‑CoV‑2 феномен лимфоцитарного истощения 
у инфицированных, обусловленный как прямой 
атакой коронавирусов на лимфоциты, так и индук-
цией апоптоза этих клеток [18, 19]. Таким образом, 
интерпретируя показатели клеточного иммунитета, 
можно анализировать патогенез инфекции и давать 
прогнозы в отношении исхода.

Для создания эффективных медицинских 
средств профилактики и лечения SARS‑CoV‑2-
инфекции необходимым этапом является ее экспери-
ментальное моделирование, в том числе на низших 
приматах (Primates: Strepsirrhini). Представители это-
го подотряда макаки-резусы (Macaca mulatta, Macaca 
rhesus) показали свою эффективность в качестве мо-
дели SARS‑CoV‑2-инфекции в ряде работ [20, 21].

Необходимо отметить, что в данном исследо-
вании экспериментальная инфекция протекала у 
обезьян в легкой форме, что не совсем адекватно 
течению данного заболевания у человека, у которо-
го COVID‑19 может проходить в средней и тяжелой 
форме [22]. Также следует учитывать, что выражен-
ность молекулярной мимикрии между белками ви-
руса и хозяина для обезьян может отличаться от про-
явления данного феномена у человека [23]. Так, раз-
нообразие генов белков MHC у этих животных шире, 
чем у людей [24]. Совпадение белковых последова-
тельностей вируса и организма хозяина может суще-
ственно влиять на выраженность иммунного ответа и 
степень риска развития осложнений аутоиммунного 
характера, что особенно важно при разработке вак-
цин [25]. Многие особенности протекания инфекции 
у обоих видов еще предстоит определить, поэтому 
результаты следует интерпретировать осторожно.

Таким образом, впервые в Российской 
Федерации проведено изучение методом проточной 
цитометрии клеточного иммунитета макак-резусов 
после экспериментального инфицирования корона-
вирусом SARS‑CoV‑2. Полученная информация мо-
жет быть использована для исследования патогенеза 
SARS‑CoV‑2-инфекции, течения и исхода заболе-
вания, а также разработки стратегий вакцинации и 
лечения.
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Цель работы – анализ филогенетического родства и происхождения штаммов Yersinia pestis, выделенных в 
разные периоды эпизоотической активности Прикаспийского песчаного природного очага (ПППО) чумы в XX–
XXI вв. Материалы и методы. В работе использованы 40 штаммов Y. pestis из ПППО и сопредельных очагов 
чумы, выделенных в 1922–2015 гг. Проведено полногеномное секвенирование 19 штаммов Y. pestis из ПППО. 
Филогенетический анализ выполнен по данным полногеномного SNP-анализа на основе 1914 выявленных SNPs. 
Поиск маркерных SNPs выполняли с помощью программы Snippy 4.6. Построение филогенетического дерева 
осуществляли с использованием алгоритма Maximum Likelihood, модель нуклеотидных замен GTR. Результаты 
и обсуждение. По данным полногеномного SNP-анализа установлено, что штаммы Y. pestis средневекового био-
вара из ПППО относятся к филогенетической линии 2.MED1 и делятся на две основные ветви. Одна из них цир-
кулировала в очаге в первой половине XX в., а другая – во второй половине XX – начале XXI в. Показано, что 
штаммы первой ветви являлись причиной вспышек и отдельных случаев чумы в ПППО в первой половине XX в. 
Они близкородственны штаммам из Прикаспийского Северо-Западного степного и Волго-Уральского песчаного 
природных очагов чумы, которые в этот же период вызывали многочисленные вспышки с высоким процентом ле-
тальности. Штаммы Y. pestis из ПППО второй половины XX и начала XXI в. относятся ко второй филогенетиче-
ской ветви линии 2.MED1, в основании которой лежат штаммы из Северного Приаралья 1945 г. Последние были 
предшественниками всех штаммов, выделенных в ПППО после длительного межэпизоотического периода, про-
изошедшего в середине XX в. Также прослеживается генетическое родство штаммов из ПППО и Дагестанского 
равнинно-предгорного очага.

Ключевые слова: чума, штаммы, Прикаспийский песчаный природный очаг, филогения Yersinia pestis.
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Abstract. The purpose of the work was to analyze the phylogenetic relations and origin of Yersinia pestis strains iso-
lated in different periods of epizootic activity of the Caspian sandy natural focus (CSNF) of plague in the XX–XXI cen-
turies. Materials and methods. We used 40 Y. pestis strains from CSNF and adjacent plague foci, isolated in 1922–2015. 
Carried out was whole genome sequencing of 19 Y. pestis strains from CSNF. Phylogenetic analysis was performed using 
whole genome SNP analysis based on 1914 identified SNPs. The search for marker SNPs was conducted using the Snippy 
4.6 software. The phylogenetic tree was constructed using the Maximum Likelihood algorithm, the GTR nucleotide sub-
stitution model. Results and discussion. The whole genome SNP analysis has revealed that Y. pestis strains of the medi-
eval biovar from CSNF belong to 2.MED1 phylogenetic lineage and fall into two major branches. One of them circulated 
in the focus in the first half of the XX century, and the other – in the second half of the XX – early XXI centuries. It is 
shown that strains of the first branch were the cause of outbreaks and individual cases of plague in the CSNF in the first 
half of the XX century. They are closely related to strains from the Caspian North-Western steppe and Volga-Ural sandy 
natural plague foci, which caused numerous outbreaks with high mortality rate in the same period. Y. pestis strains from 
the CSNF of the second half of the XX and early XXI centuries belong to the second phylogenetic branch of the 2.MED1 
line, at the node of which the strains from the Northern Aral Sea region of 1945 lay. The latter were the predecessors of 
all strains isolated in the CSNF after a long inter-epizootic period that occurred in the middle of the XX century. There 
can also be traced a genetic relation between the strains from CSNF and the Dagestan plain-foothill focus.
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Прикаспийский песчаный природный очаг 
(ПППО) (43) расположен на территории России 
в западной части Прикаспийской низменности. 
Заболевания чумой человека в ПППО известны  
с 1907 г. Эпидемические проявления регистрирова-
ли в очаге в 1923–1924, 1935–1936, 1947–1948 гг. и  
в 1979 г. Всего чумой заболело 82 человека в 12 на-
селенных пунктах. В современных границах ПППО 
эпизоотии чумы регистрируют с 1923 г. В после-
дующем они происходили в 1924–1925, 1929–1931, 
1935–1938, 1946–1954 гг. [1].

Длительный межэпизоотический период в 
ПППО начался в 1954 г. и продолжался 25 лет.  
В 1979 г. отмечена активизация очага, и в последую-
щем, в 1980–2010 гг., эпизоотии чумы происходили 
здесь ежегодно. В 2011–2012 гг. эпизоотий чумы 
в очаге не выявлено. После двухлетнего перерыва, 
осенью 2013 г., в приморской части Прикаспийского 
песчаного очага изолированы три культуры возбуди-
теля чумы. В 2014–2015 гг. штаммы Yersinia pestis 
выделяли в центральных и восточных районах этого 
очага. В настоящее время ПППО находится в состоя-
нии депрессии и культуры Y. pestis здесь не выделя-
ются [2].

Ранее территория ПППО входила в состав 
Прикаспийского Северо-Западного степного очага. 
До 1954 г. большинство культур чумного микро-
ба получали от малых сусликов Spermophilus pyg­
maeus и их специфических блох Nosopsylla setosa 
и Citellophilus tesquorum. К 80-м гг. XX в. в связи с 
возрастанием различий в природных комплексах вы-
делен отдельный – песчаный – очаг чумы. Начиная с 
1979 г. возбудитель чумы регистрировали в основном 
при обследовании полуденной Meriones meridianus и 
гребенщиковой M. tamariscinus песчанок, мышевид-
ных грызунов и их блох. Таким образом, в истории 
ПППО выделяются два разных периода: первой по-
ловины XX в. и второй половины XX – начала XXI в. 
Установлено, что штаммы Y. pestis, изолированные в 
ПППО в современный период от песчанок и их блох, 
относятся к средневековому биовару основного под-
вида, филогенетической линии 2.MED1. Это высоко-
вирулентные и эпидемически значимые штаммы [3]. 
В то же время детальное исследование генетических 
особенностей штаммов Y. pestis из ПППО первой 
половины XX в. не проводилось. Степень родства 
штаммов Y. pestis из ПППО разных периодов актив-
ности очага до сих пор не изучалась, также неясны 
причины активизации ПППО после длительного 
межэпизоотического периода середины XX в. Их 
выяснение важно для выявления закономерностей 
пространственно-временной циркуляции возбуди-
теля чумы на территории Прикаспийской низмен-
ности в XX–XXI вв. и прогнозирования активизации 
ПППО в дальнейшем.

Цель работы – анализ филогенетического род-
ства и происхождения штаммов Y. pestis, выделен-
ных в разные периоды эпизоотической активности 
Прикаспийского песчаного природного очага чумы 
в XX–XXI вв.

Материалы и методы

Штаммы Y. pestis, условия культивирова-
ния, определение биохимических характеристик. 
Использованные в работе штаммы Y. pestis получе-
ны из Государственной коллекции патогенных бак-
терий на базе Российского противочумного инсти-
тута «Микроб». Штаммы Y. pestis выращивали при 
температуре 28 °С в течение 24–48 ч на агаре LB и в 
бульоне LB. Анализ культурально-морфологических 
и биохимических свойств штаммов Y. pestis прово-
дили в соответствии со стандартными методами ла-
бораторной диагностики. Ферментацию глицерина, 
рамнозы, мелибиозы и арабинозы изучали на средах 
Гисса (1 % пептонная вода, 0,5 % хлорид натрия, 1 % 
индикатор Андреде, рН 7,2), включавших 1 % соот-
ветствующих субстратов. Для выявления денитри-
фицирующей активности использовали бульон LB 
с 0,1 % нитратом калия с последующим добавлени-
ем реагента Грисса. Малиновое окрашивание среды 
указывало на наличие соответствующей активно-
сти [4].

Полногеномное секвенирование, идентифи-
кация SNPs, построение дендрограмм. Выделение 
ДНК штаммов Y. pestis проводили с помощью набора 
PureLink Genomic DNA Mini Kit (Invitrogen, США). 
Полногеномное секвенирование выполняли с по-
мощью Ion S5 XL System (Thermo Fischer Scientific) 
согласно инструкции производителя. Для обработ-
ки данных использовали Ion Torrent Suite software 
package 3.4.2 и Newbler gsAssembler 2.6. SNPs вы-
являли путем выравнивания контигов штаммов на 
геноме CO92, при помощи программы Snippy 4.6,  
с последующим удалением 28 гомоплазий SNPs [5]. 
Полученный набор SNPs содержал только коровую 
область генома. Дендрограмму Maximum Likelihood 
строили с использованием программы PHYML-3.1. 
Подбор модели нуклеотидных замещений проводи-
ли в программе jMODELTEST 2.1.7 [6], в результате 
определена модель GTR (Bootstrap – 500). 

Результаты и обсуждения

В работе использованы 40 штаммов Y. pestis 
из ПППО и сопредельных очагов чумы. Из ПППО 
изучено 23 штамма, в том числе 7 штаммов первой 
половины XX в. Последние получены от малого сус-
лика S. pygmaeus (2 штамма), верблюда (1 штамм) 
и людей (4 штамма). Штаммы Y. pestis второй по-
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ловины XX – начала XXI в. выделены от полуден-
ной M. meridianus (12 штаммов) и гребенщиковой 
M. tamariscinus (2 штамма) песчанок, малого сусли-
ка S. pygmaeus (1 штамм), блох (1 штамм). Места и 
источники выделения штаммов Y. pestis указаны в 
табл. 1. Проведено полногеномное секвенирование 
19 штаммов из ПППО за период 1930–2015 гг.

Фенотипический анализ штаммов Y. pestis, вы-
деленных в ПППО в первой половине XX в. и во 
второй половине XX – начале XXI в., показал, что 
все они обладали типичной для штаммов средне-

векового биовара биохимической активностью: не 
ферментировали рамнозу и мелибиозу, ферментиро-
вали арабинозу и глицерин, неспособны к редукции 
нитратов.

Филогенетический анализ штаммов Y. pestis 
из Прикаспийского песчаного очага чумы. Для 
проведения филогенетического анализа использо-
ваны нуклеотидные последовательности 23 штам-
мов Y. pestis из ПППО, а также последовательно-
сти 17 штаммов из сопредельных очагов Северного 
Прикаспия, Предкавказья и Северного Приаралья, 

Таблица 1 / Table 1

Штаммы Y. pestis из Прикаспийского песчаного и сопредельных очагов чумы, использованные в работе
Y. pestis stains from the Precaspian sandy and adjacent plague foci, used in this study

Штамм
Strain

Природный очаг, место выделения
Natural focus, site of isolation

Источник, год
Source, year

1 2 3

258
Прикаспийский песчаный, г. Астрахань

Caspian sandy, Astrakhan
человек, 1930
human, 1930

177
Прикаспийский песчаный, Ставропольский край, с. Мирное

Caspian sandy, Stavropol Territory, Mirnoe village
человек, 1933
human, 1933

469
Прикаспийский песчаный, Ставропольский край, Левокумский р-н

Caspian sandy, Stavropol Territory, Levokumsky district
S. pygmaeus, 1935

226
Прикаспийский песчаный, Республика Калмыкия, с. Нарын Худук

Caspian sandy, Republic of Kalmykia, Naryn Khuduk village
человек, 1936
human, 1936

228
Прикаспийский песчаный, Республика Калмыкия, с. Нарын Худук

Caspian sandy, Republic of Kalmykia, Naryn Khuduk village
человек, 1936
human, 1936

248
Прикаспийский песчаный, Республика Калмыкия, с. Нарын Худук

Caspian sandy, Republic of Kalmykia, Naryn Khuduk village
верблюд, 1936

camel, 1936

664
Прикаспийский песчаный, Астраханская обл.

Caspian sandy, Astrakhan Region
S. pygmaeus, 1946

М-593
Прикаспийский песчаный, Республика Калмыкия, Черноземельский р-н

Caspian sandy, Republic of Kalmykia, Chernozemelsky district
M. meridianus, 1979

М-635
Прикаспийский песчаный, Республика Калмыкия, ст. Артезиан

Caspian sandy, Republic of Kalmykia, Artezian station
M. meridianus, 1980

М-690
Прикаспийский песчаный, Астраханская обл.

Caspian sandy, Astrakhan Region
S. pygmaeus, 1980

М-768
Прикаспийский песчаный, Республика Калмыкия, Приморский р-н

Caspian sandy, Republic of Kalmykia, Primorsky district
M. meridianus, 1983

М-821
Прикаспийский песчаный, Республика Калмыкия, Черноземельский р-н

Caspian sandy, Republic of Kalmykia, Chernozemelsky district
M. meridianus, 1985

M-871
Прикаспийский песчаный, Республика Калмыкия, Каспийский р-н,

Caspian sandy, Republic of Kalmykia, Caspian region
M. meridianus, 1987

М-972
Прикаспийский песчаный, Республика Калмыкия, Каспийский р-н

Caspian sandy, Republic of Kalmykia, Caspian region
M. meridianus, 1990

С-748
Прикаспийский песчаный, Республика Дагестан, ст. Бирюзак

Caspian sandy, Republic of Dagestan, Biryuzak station
M. meridianus, 1999

С-755
Прикаспийский песчаный, Республика Дагестан, Ногайский р-н

Caspian sandy, Republic of Dagestan, Nogai district
M. meridianus, 1999

М-1268
Прикаспийский песчаный, Республика Калмыкия, Черноземельский р-н

Caspian sandy, Republic of Kalmykia, Chernozemelsky district
N. laeviceps, 2001

С-789
Прикаспийский песчаный, Республика Дагестан, Ногайский р-н

Caspian sandy, Republic of Dagestan, Nogai district
M. tamariscinus, 2003

М-1814
Прикаспийский песчаный, Астраханская область, Лиманский р-н

Caspian sandy, Astrakhan Region, Limansky district
M. tamariscinus, 2006

М-1864
Прикаспийский песчаный, Республика Калмыкия

Caspian sandy, Republic of Kalmykia
M. meridianus, 2009
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включая 1 штамм из Центрально-Кавказского высоко-
горного, 3 – из Дагестанского равнинно-предгорного, 
3 – из Кобыстанского равнинно-предгорного,  
1 – из Джейранчёльского равнинно-предгорного, 
2 – из Прикаспийского Северо-Западного степного, 
2 – из Волго-Уральского песчаного, 2 – из Северо-
Приаральского пустынного, 1 – из Урало-Эмбен
ского пустынного, 1 – из Приаральско-Каракумского 
пустынного, 1 штамм из Каракумского пустынного 
природных очагов чумы (табл. 1, рисунок). В фи-
логенетический анализ включены также штаммы 
других филогенетических линий из разных оча-
гов мира, последовательности которых представ-
лены в базе данных NCBI GenBank. К ним отно-
сятся следующие геномы: 620024 (номер доступа  
NZ_ADPM00000000.1), Pestoides F (№ NC_009381.1), 

Pestoides A (№ NZ_ACNT00000000.1), C092 
(№ NC_003143.1), 351001 (№ NZ_ADPF00000000.1), 
CMCC125002 (№ ADQN00000000.1). Данные по ним 
на рисунке не приводятся для улучшения наглядно-
сти филогенетического дерева средневекового биова-
ра. Дендрограмма построена на основе полногеном-
ного SNP-анализа 46 штаммов Y. pestis (рисунок).

Сравнительный филогенетический анализ на 
основе выявленных 1914 коровых SNPs показал, что 
все исследованные штаммы Y. pestis из ПППО, вы-
деленные за период с 1930 по 2015 год, принадлежат 
к филогенетической линии 2.MED1 средневекового 
биовара, включая штаммы первой половины XX в. 
(рисунок). На дендрограмме штаммы из ПППО раз-
делились на две обособленные филогенетические 
ветви линии 2.MED1: первой половины XX в. (штам-

Окончание табл. 1 / Ending of table 1

1 2 3

M-1970
Прикаспийский песчаный, Республика Калмыкия, Лаганский р-н

Caspian sandy, Republic of Kalmykia, Lagansky district
M. meridianus, 2014

231
Прикаспийский песчаный, Республика Калмыкия, Черноземельский р-н

Caspian sandy, Republic of Kalmykia, Chernozemelsky district
M. meridianus, 2015

378
Прикаспийский песчаный, Республика Калмыкия, Черноземельский р-н

Caspian sandy, Republic of Kalmykia, Chernozemelsky district
M. meridianus, 2015

КМ 919
Центрально-Кавказский высокогорный, Кабардино-Балкарская Республика 

Central Caucasian high-mountain, Kabardino-Balkaria 
C. tesquorum, 1986

С-754
Дагестанский равнинно-предгорный, Республика Дагестан, с. Герменчик

Dagestan plain-foothill, Republic of Dagestan, Germenchik village
N. setosa, 1999

С-791
Дагестанский равнинно-предгорный, Республика Дагестан

Dagestan plain-foothill, Republic of Dagestan
S. pygmaeus, 2003

С-792
Дагестанский равнинно-предгорный, Республика Дагестан,

Dagestan plain-foothill, Republic of Dagestan
N. setosa, 2003

809
Кобыстанский равнинно-предгорный, Азербайджан

Kobystan plain-foothill, Azerbaijan
M. erhytrourus, 1953

815
Кобыстанский равнинно-предгорный, Азербайджан

Kobystan plain-foothill, Azerbaijan
C. secundus, 1953

С-17
Кобыстанский равнинно-предгорный, Азербайджан

Kobystan plain-foothill, Azerbaijan
M. musculus, 1953

КМ 872
Джейранчёльский равнинно-предгорный, Азербайджан, г. Мулсартане

Jeyranchel plain-foothill, Azerbaijan, Mulsartane city
M. erythrourus, 1984

9
Прикаспийский Северо-Западный степной, Ростовская обл., с. Качкино

Caspian North-Western steppe, Rostov Region, Kachkino village
человек, 1923
human, 1923

М-978
Прикаспийский Северо-Западный степной, Республика Калмыкия

Caspian North-Western steppe, Republic of Kalmykia
S. pуgmaeus, 1990

7
Волго-Уральский песчаный, Западный Казахстан, ур. Каныш-Чагал

Volga-Ural sandy, Western Kazakhstan, Kanysh-Chagal tract
человек, 1922
human, 1922

626
Волго-Уральский песчаный, Западный Казахстан, Гурьевская обл.

Volga-Ural sandy, Western Kazakhstan, Guriev Region
человек, 1954
human, 1954

624 Урало-Эмбенский пустынный, Казахстан, Гурьевская обл. 
Ural-Emben desert, Kazakhstan, Guriev Region

верблюд, 1945
camel, 1945

578
Северо-Приаральский пустынный, Казахстан, Аральский р-н

North Aral desert, Kazakhstan, Aral district
человек, 1945
human, 1945

580
Северо-Приаральский пустынный, Казахстан, Аральский р-н

North-Aral desert, Kazakhstan, Aral district
человек, 1945
human, 1945

615
Приаральско-Каракумский пустынный, Казахстан, Кзыл-Ординская обл.

Aral-Karakum desert, Kazakhstan, Kzyl-Ordinsk Region
R. opimus, 1945

868
Каракумский пустынный, Туркмения

Karakum desert, Turkmenistan
человек, 1953 
human, 1953
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мы 226, 177, 228, 469, 664, 248, 258; 1930–1946 гг.) и 
второй половины XX – начала XXI в. (16 штаммов; 
1979–2015 гг.). Из первых семи штаммов четыре по-
лучены от человека, что доказывает участие штам-
мов 2.MED1 во вспышках и отдельных случаях чумы 
в ПППО, как это было ранее показано и для очагов 
Северо-Западного и Северного Прикаспия [7].

Эта заболеваемость в ПППО связана с первой 
волной распространения линии 2.MED1 в начале 
прошлого века, когда штаммы средневекового био-
вара основного подвида филогенетической ветви 
2.MED1 являлись этиологическим агентом вспышек 
с высоким показателем летальности в Прикаспии.  
В этот же период штаммы 2.MED1 циркулировали 
и в ПППО. Они выделялись как от больных, так и от 
носителей, что доказывает их укоренение в природ-
ном биоценозе этого очага. Штаммы 2.MED1 цир-
кулировали здесь до 1954 г., до наступления дли-
тельного межэпизоотического периода, который, 
по-видимому, был вызван резким падением уровня 
Каспийского моря в середине XX столетия и после-

довавшими изменениями природного биоценоза со 
сменой основного носителя чумы в ПППО. Начало 
проявления активности очага после 1979 г., воз-
можно, связано со значительным подъемом уровня 
Каспия.

Как следует из рисунка, штаммы первой поло-
вины прошлого века из ПППО имели общее про-
исхождение со штаммами из очагов чумы Северо-
Западного и Северного Прикаспия первой половины 
XX в. (рисунок, узел MN1; табл. 2). В составе этой 
ветви 2.MED1 первой половины XX в. выделяются 
как единичные, отходящие от общего ствола штам-
мы, так отдельные кластеры. Единичные штаммы 
получены от людей в ПППО (штаммы 177, 226 и 
228; 1933–1936 гг.) и Волго-Уральском песчаном 
очаге (штамм 7; 1922 г.). Один из кластеров со-
держит штамм 469 (S. pygmaeus, 1935 г.) из ПППО 
и штамм 9 (человек, 1923 г.) из Прикаспийского 
Северо-Западного степного очага (рисунок, узел 
MN2; табл. 2). Второй кластер включает 1 штамм из 
Волго-Уральского песчаного, 1 – Урало-Эмбенского 

Филогенетический анализ штаммов Y. pestis из Прикаспийского песчаного и сопредельных очагов чумы по данным полногеномного 
SNP-анализа. Дендрограмма Maximum likelihood на основе 1914 SNPs построена с помощью PHYML 3.1, модели GTR, 500 бутстрэп-
реплик 

Phylogenetic analysis of Y. pestis strains from the Caspian sandy and adjacent plague foci according to the results of whole genome  
SNP-analysis. Maximum likelihood dendrogram is constructed based on 1914 SNPs using PHYML 3.1, GTR model, 500 bootstrap replicas 



66

Проблемы особо опасных инфекций. 2022; 3						      Оригинальные статьи

Таблица 2 / Table 2

SNPs, маркерные для филогенетических узлов дендрограммы (рисунок) штаммов Y. pestis из Прикаспийского песчаного  
и сопредельных очагов чумы, использованных в работе

SNPs marker for phylogenetic nodes of the dendrogram (Figure) of Y. pestis strains from the Precaspian sandy and adjacent plague foci,  
used in this study

Узел
Node

Координаты SNP по 
геному CO92

SNP position across 
the genome CO92

Замена  
нуклеотида
Nucleotide  
substitution

Ген
Gene

Кодируемый продукт
Encoded product

1 2 3 4 5

MN1

252309 С → Т acs
ацетат-КоА лигаза
acetate--CoA ligase

449523 С → А rimI
рибосомальный белок S18-аланил-N-трансфераза

ribosomal protein S18-alanine N-acetyltransferase

568345 A → T sgrR
регулятор транскрипции HTH-типа SgrR

HTH-type transcriptional regulator SgrR

1261149 C → T intergenic NA

1561394 G → A intergenic NA

1586141 С → Т cmoM
тРНК уридин 5-оксиуксусная кислота(34) метилтрансфераза CmoM

tRNA uridine 5-oxyacetic acid(34) methyltransferase CmoM

1996390 С → Т YPO_RS09745
белок S-box домена PAS
PAS domain S-box protein

2444694 С → А intergenic NA

3030163 С → Т YPO_RS14495
белок, содержащий DUF979 домен
DUF979 domain-containing protein

3470222 G → A rfbH
липополисахарид-связывающий белок RfbH

lipopolysaccharide-binding protein RfbH

3551475 G → A secD
белковая субъединица транслоказы SecD

protein translocase subunit SecD

3596834 G → A dinB
ДНК-полимераза IV
DNA polymerase IV

3805148 C → A intergenic NA

3869550 C → A phnL
белок фосфонат-CP-лиазной системы PhnK

phosphonate CP lyase system protein PhnL

4104673 С → Т YPO_RS19375
белок, содержащий DUF2570 домен
DUF2570 domain-containing protein

4258899 C → A YPO_RS20045
sn-глицерол-3-фосфат-АТФ-связывающий белок UgpC

sn-glycerol-3-phosphate-ATP-binding protein UgpC

4287044 G → T YPO_RS20180
цинк/кадмий/ртуть/свинец-транспортирующая АТФаза

zinc/cadmium/mercury/lead-transporting ATPase

MN2
394518 G → A nsrR

NO-чувствительный репрессор NsrR
nitric oxide-sensing repressor NsrR

3760283 С → Т cysJ
субъединица флавопротеина ассимиляционной NADPH-сульфитредуктазы

assimilatory NADPH-dependent sulfite reductase flavoprotein subunit

MN3 3395230 C → A YPO_RS16180
белок-регулятор ответа

response regulating protein

MN4 739446 С → Т YPO_RS04355
гипотетический белок

hypothetical protein

MN5 512182 G → Т carA
малая субъединица карбамоилфосфатсинтазы, гидролизующая глутамин

glutamine-hydrolyzing carbamoyl-phosphate synthase small subunit

MN6

790023 С → Т flgK
крюк-ассоциированный белок FlgK
flagellar hook-associated protein FlgK

1399276 А → G YPO_RS07200
гипотетический белок

hypothetical protein

1784776 С → Т YPO_RS08810
белок семейства DCC тиол-дисульфид оксидоредуктазы

thiol-disulfide oxidoreductase DCC-family protein

MN7 666854 G → T intergenic NA
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пустынного, 1 – Кобыстанского равнинно-предгор
ного и 3 – ПППО (664, S. pygmaeus, 1946 г.; 258, 
человек, 1930 г.; 248, верблюд, 1936 г.) (рисунок, 
узел MN3; табл. 2). Таким образом, из полученных 
данных следует, что штаммы из ПППО первой по-
ловины XX в. принадлежали к филогенетической 
линии 2.MED1, вызвали чуму у людей, близкород-
ственны штаммам из Северо-Западного и Северного 
Прикаспия и получили распространение в ПППО в 
период первой волны 2.MED1 средневекового био-
вара в Прикаспии в начале XX в. 

Из данных дендрограммы филогенетических 
связей следует, что штаммы, которые стали выде-
лять в ПППО после 1979 г., не являются прямыми 
потомками штаммов ветви 2.MED1, которые были 
распространены здесь в первой половине XX в. Они 
потомки штаммов Y. pestis другой, образовавшей-
ся позже ветви линии 2.MED1, которая в середине 
XX в. укоренилась в Северном Приаралье (рису-
нок, узел MN4; табл. 2) и впоследствии вновь до-
стигла Прикаспийского региона, включая ПППО, на 
фоне благоприятных климатических изменений [8]. 
Возобновление активности очага совпадает с обра-
зованием политомии на филогенетическом дереве 
Y. pestis, на стволе которой вначале расположились 
единичные штаммы 2.MED1 из ПППО периода 
1979–1985 гг. (рисунок, узел MN6; табл. 2). Все они 
отличаются набором уникальных SNPs, не встречаю-
щихся у других штаммов из этого природного очага. 
Эти штаммы выделены на относительно недалеких 
друг от друга участках ПППО в Черноземельском 
и Приморском районах Республики Калмыкия и 
Астраханской области.

Дальнейшая эволюция возбудителя на тер-
ритории очага привела к образованию отдельных 
кластеров конца XX – начала XXI в. Первый кла-
стер образован штаммом M-1814 (M. tamariscinus, 
2006 г.) из ПППО, М-978 (S. pуgmaeus, 1990 г.) из 
Прикаспийского Северо-Западного степного и С‑791 
(S. pygmaeus, 2003 г.) из Дагестанского равнинно-

предгорного очага чумы (рисунок, узел MN7; табл. 2). 
Штамм M-1814 филогенетически близок двум штам-
мам: С-791 и М-978, – несмотря на то, что все они вы-
делены на значительном расстоянии друг от друга.

Второй кластер состоит из трех штаммов: 
М‑635 (M. meridianus, 1980 г.), М-972 (M. meridianus, 
1990), М-1268 (N. laeviceps, 2001 г.), – изолиро-
ванных на территории ПППО на Черных землях и 
в Ильменном районе Республики Калмыкия от по-
луденных песчанок и их блох (рисунок, узел MN8; 
табл. 2). Территориально штаммы выделены недале-
ко друг от друга, что объясняет их принадлежность к 
одному филогенетическому кластеру. В третий кла-
стер вошли современные штаммы, изолированные 
на территории ПППО и Дагестанского равнинно-
предгорного природного очага в 1999–2015 гг. (ри-
сунок, узел MN9; табл. 2). Он представлен тремя 
подкластерами, отходящими от филогенетическо-
го дерева в узлах MN10, MN11 и MN12. В первый 
подкластер входят два штамма: 231 и 378 (рисунок, 
узел MN10; табл. 2). Они получены от M. meridianus 
в 2015 г. в ПППО в районе Черные земли, что объ-
ясняет их филогенетическую близость и принад-
лежность к одному подкластеру. Второй подкла-
стер представлен штаммами М-1864 (M. meridianus, 
2009 г.) и M-1970 (M. meridianus, 2015 г.) (рисунок, 
MN11, табл. 2). Эти штаммы выделены на терри-
тории ПППО в Республике Калмыкия. Третий под-
кластер образован пятью штаммами из очагов чумы 
Прикаспия и Предкавказья (рисунок, MN12; табл. 2). 
В его основании лежит штамм C-754 (N. setosa, 
1999 г.), выделенный на территории Дагестанского 
равнинно-предгорного очага. От него отходит груп-
па штаммов, изолированных от носителей и пере-
носчиков в 1999–2003 гг. в ПППО и Дагестанском 
равнинно-предгорном очаге. 

Распространение волны 2.MED1 во второй по-
ловине XX в. из Северного Приаралья не сопровож
далось вспышками заболеваемости и значительны-
ми изменениями генома, но привело к укоренению 

Окончание табл. 2 / Ending of table 2

1 2 3 4 5

MN8
2448252 С → Т hns

ДНК-связывающий регулятор транскрипции H-NS
DNA-binding transcription regulator H-NS

3739402 С → A YPO_RS17715
эритритол/L-треитол дегидрогеназа

erythritol/L-threitol dehydrogenase

MN9
300402 G → T intergenic NA

1687465 T → G tssG
субъединица базовой пластины системы секреции VI типа TssG

type VI secretion system baseplate subunit TssG

MN10 63229 C → T mutM
бифункциональная ДНК-формамидопиримидин гликозилаза/ДНК-лиаза

bifunctional DNA-formamidopyrimidine glycosylase/DNA-lyase

MN11 559860 C → A intergenic NA

MN12 2277898 T → A YPO_RS11020
белок, содержащий DUF4087 домен
DUF4087 domain-containing protein

Примечание :  NA – неизвестно.

No te :  NA – not available.
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штаммов в природном биоценозе ПППО. Одним 
из возможных направлений проникновения штам-
мов Y. pestis из Северного Приаралья (1945 г.) в 
ПППО мог быть путь через Каспийское море в 
Кобыстанский равнинно-предгорный очаг, а оттуда 
в ПППО, так как промежуточная ветвь на дендро-
грамме между штаммами из Северного Приаралья 
(1945 г.) и ПППО (1980–2015 гг.) включает преиму-
щественно штаммы из Кобыстанского очага 1953 г. 
(рисунок, узел MN5; табл. 2). Из дендрограммы так-
же следует, что в 1990–2003 гг. штаммы из ПППО 
уже достигли Прикаспийского Северо-Западного 
степного и Дагестанского равнинно-предгорного 
очагов чумы.

Таким образом, штаммы Y. pestis, выделенные в 
ПППО в XX–XXI вв., относятся к филогенетической 
линии 2.MED1 средневекового биовара основного 
подвида Y. pestis. Штаммы этой линии широко пред-
ставлены в природных очагах Восточной Европы, 
Центральной и Восточной Азии [8–10].

По данным проведенного филогенетическо-
го анализа, они делятся на две ветви. Одна из них 
циркулировала в очаге в первой половине XX в., 
а вторая – во второй половине XX – начале XXI в. 
Из анализа комплекса филогенетических, эпиде-
миологических и эпизоотологических данных сле-
дует, что штаммы, которые были распространены 
в ПППО в начале XX в., близкородственны штам-
мам из Прикаспийского Северо-Западного степного 
и Волго-Уральского песчаного природных очагов 
чумы. Это были эпидемически значимые штаммы, 
которые являлись этиологическими агентами вспы-
шек и отдельных случаев чумы на территории очага 
в первой половине XX в. Для штаммов этого перио-
да, выделенных от людей, основных и случайных 
носителей, характерна высокая скорость эволюции 
и большое число единичных полиморфизмов SNPs. 
Штаммы Y. pestis второй половины XX и начала 
XXI в. образовали вторую ветвь, в основании ко-
торой находятся штаммы из Северного Приаралья. 
Последние были предшественниками всех штаммов, 
выделенных в ПППО после длительного межэпизоо-
тического периода, наступившего в середине XX в. 
Следует отметить, что наступление межэпизоотиче-
ского периода в ПППО сопровождалось исчезнове-
нием штаммов Y. pestis, распространенных здесь в 
первой половине XX в. Активизация ПППО после 
1979 г. явилась следствием распространения в ПППО 
более поздней ветви линии 2.MED1 из Северного 
Приаралья, достигшей ПППО на фоне сложивших-
ся благоприятных изменений климата и повышения 
уровня Каспийского моря. Также прослеживается 
генетическое родство штаммов из ПППО со штам-
мами из Предкавказья, в частности из Дагестанского 
равнинно-предгорного очага.

Конфликт интересов. Авторы подтверждают 
отсутствие конфликта финансовых/нефинансовых 
интересов, связанных с написанием статьи.
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Цель – исследование эффективности обеззараживания биологических материалов и сред (на примере пищевой 
продукции) путем воздействия импульсного (нетеплового) радиоизлучения и анализ перспектив его применения 
в медицине и биологии. Материалы и методы. Для достижения поставленной цели разработана, изготовлена и 
испытана экспериментальная установка, позволяющая проводить исследования процессов воздействия импульс-
ного (нетеплового) радиоизлучения на биологические материалы и среды, в частности на примере пищевой про-
дукции. В основе метода лежит идея оптимального управления электрофизическими параметрами облучающего 
радиосигнала в зависимости от типа облучаемого объекта. Для облучения использованы импульсные магнетро-
ны с рабочей частотой (2,45±0,05) ГГц, разрешенной для медико-биологических исследований, генерирующие 
импульсное излучение с регулируемой мощностью в интервале 0,1...10 кВт. Частота следования импульсов со 
скважностью 500...10000 составляет 0,1...5 кГц. Установка имеет рабочую камеру, в которой размещается испы-
туемый образец, а также дополнительные элементы защиты магнетрона и устройства измерения параметров па-
дающей на биологический объект СВЧ‑мощности. Результаты и обсуждение. Установка успешно использована 
для облучения импульсным СВЧ‑сигналом различных образцов пищевых материалов с патогенной микрофлорой 
(Salmonella spp. и др.). В частности, как показали проведенные исследования, после 28 суток хранения мясного 
фарша среднее арифметическое значение количества болезнетворных бактерий в облученных образцах оказалось 
в 27,5 раза меньше, чем в необлученных. Предварительно проведенные эксперименты в области изучения влия-
ния импульсного СВЧ‑излучения на процесс деления клеток и другие аспекты воздействия электромагнитного 
поля на патогенные микроорганизмы подтверждают их перспективность и целесообразность продолжения на-
чатых экспериментов в медицине и биологии. 
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Abstract. The aim of the study was to increase the efficiency of decontamination of biological material and media 
(by the example of food products) by pulsed (non-thermal) radio emission and asses the prospects of its application in 
medicine and biology. Materials and methods. To achieve the goal an experimental setup has been designed, manufac-
tured and tested, which makes it possible to study the process of exposure of biological materials and media to pulsed 
(non-thermal) radio emission, in particular, by the example of food products. The basis of the method is optimum con-
trol of the electro-physical parameters of the irradiating radio signal, depending on the type of the irradiated object. We 
used pulsed magnetrons with operating frequency of (2.45±0.05) GHz, authorized for bio-medical research, generating 
pulsed radiation with an adjustable power within the range of 0.1...10 kW. The pulse repetition rate with a duty cycle of 
500...10000 is 0.1...5 kHz. The setup has an operating chamber into which the test sample is placed, as well as additional 
elements of magnetron protection and measuring the parameters of the microwave power incident on biological object. 
Results and discussion. The setup has been successfully used to irradiate various food samples with pathogenic micro 
flora (Salmonella spp. etc.) with pulsed microwave radiation. In particular, as shown by the studies, the arithmetic mean 
number of pathogenic bacteria in the irradiated samples of minced meat decreased by 27.5 times after 28 days of storage 
as compared to the control group of non-irradiated samples. Preliminary conducted experiments in the field of investigat-
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Внимание российских и зарубежных ученых 
уже около ста лет привлекает исследование возмож-
ностей использования электромагнитного излучения 
в различных областях науки и техники: биологии, 
физике, медицине, химии, сельском хозяйстве, про-
изводстве строительных материалов, пищевой про-
мышленности и т.д.

Существуют два основных вида (типа) воз-
действия электромагнитного излучения на объекты 
исследования: тепловое (облучение непрерывным 
радиосигналом) и нетепловое (облучение низкоин-
тенсивным импульсным радиосигналом).

Тепловое воздействие основано на поглощении 
энергии электромагнитного излучения полярными 
молекулами и преобразовании ее в тепло. Такое воз-
действие хорошо изучено, и его результаты пред-
ставлены в большом количестве теоретических и 
прикладных работ [1, 2].

В последние годы начаты исследования нетеп
лового воздействия электромагнитного излучения 
на биологические структуры [3–9]. Они связаны с 
использованием результатов воздействия сугубо им-
пульсного СВЧ‑излучения на организмы, клетки, ви-
русы, молекулы, продукты питания и т.п. Такое об-
лучение не приводит к повышению температуры ис-
следуемого объекта, что в большинстве случаев яв-
ляется позитивным фактором. Предлагаемый метод 
импульсного электромагнитного облучения выгодно 
отличается от других методов обеззараживания про-
стотой и отсутствием долговременных побочных эф-
фектов, сохраняет структуру и свойства облучаемого 
материала. Поэтому следует признать актуальным 
дальнейшее более детальное и глубокое изучение и 
исследование эффектов и механизмов воздействия 
импульсного электромагнитного излучения на раз-
личные биологические структуры.

Материалы и методы

Для экспериментального изучения процессов 
воздействия импульсного СВЧ‑радиоизлучения на 
биологические объекты разработана, изготовлена и 
испытана специальная радиоэлектронная аппарату-
ра, которая обеспечивает необходимый набор элек-

трофизических параметров облучающего импульс-
ного СВЧ‑сигнала: 

- диапазон частот воздействующего излучения;
- длительность радиосигнала;
- мощность;
- вид поляризации;
- время воздействия;
- скважность импульсов.
Уникальность аппаратуры обусловлена возмож-

ностью управлять основными электрофизическими 
параметрами облучающего радиосигнала для поиска 
оптимального режима облучения. Возможность экс-
плуатации такой аппаратуры вооружает исследова-
теля ценной научной информацией, которая служит 
основой для понимания физического, биологиче-
ского, информационного и химического механизмов 
взаимодействия импульсного СВЧ‑излучения с клет-
ками, молекулами и вирусами.

Источником радиосигналов в установке слу-
жат импульсные магнетроны с пиковой мощностью 
1…10 кВт. Блок-схема и фотография установки по-
казаны на рис. 1 и 2.

На магнетрон 7 подается напряжение накала и 
импульсное высоковольтное анодное напряжение. 
Импульсный высокочастотный сигнал с выхода маг-
нетрона подается на Y-циркулятор 8, который слу-
жит для защиты магнетрона от отраженного сигна-
ла. Далее СВЧ‑мощность поступает в аттенюатор 9, 

ing the effect of microwave radiation on the process of cell division and other aspects of electromagnetic field influence 
on pathological microorganisms confirm the prospects and the expediency of continuing the ongoing studies in medicine 
and biology. 

Key words: electromagnetic pulses, decontamination, viruses, pathogenic microorganisms.
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Рис. 1. Блок-схема экспериментальной установки:
1 – система охлаждения; 2 – осциллограф; 3 – детекторная секция; 4, 5 – 
измерители мощности; 6 – модулятор; 7 – магнетрон; 8 – Y-циркулятор; 
9 – аттенюатор; 10, 11, 13 – направленные ответвители; 12 – рабочая 
камера; 14, 16 – согласованные нагрузки; 15 – блок накала

Fig. 1. Flow-chart of experimental setup:
1 – cooling system; 2 – oscilloscope; 3 – detection unit; 4, 5 – power me-
ters; 6 – modulator; 7 – magnetron; 8 – Y-circulator; 9 – attenuator; 10, 11, 
13 – directional couplers; 12 – working chamber; 14, 16 – matched loads; 
15 – radiance unit 
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регулируя вносимое ослабление которого, можно из-
менять мощность, поступающую в рабочую камеру. 
Индикация импульсов СВЧ‑мощности производится 
на осциллографе 2, измерение мощности, падающей 
на испытуемый объект, производится измерителем 
мощности 4, а измерение мощности, прошедшей че-
рез испытуемый объект, – измерителем мощности 5. 
Прошедшая мощность поглощается согласованной 
нагрузкой.

Испытуемые материалы облучались на экспери-
ментальной установке импульсным СВЧ‑излучением 
на частоте (2,45±0,05) ГГц. Максимальная импульс-
ная мощность составляла 0,1...10,0 кВт. Модулятор 
позволяет варьировать длительность импульсов в 
пределах 0,1...1,5 мкс; скважность лежит в преде-
лах 500...10000; частота следования импульсов – 
0,1...5,0 кГц. Аттенюатор позволяет плавно регули-
ровать мощность, подаваемую в рабочую камеру. 
Разность падающей и прошедшей мощности пред-
ставляет собой мощность, поглощенную облучае-
мым объектом.

Результаты и обсуждение

Комплекс проведенных экспериментальных ис-
следований с использованием созданной аппаратуры 
на конкретных облучаемых образцах включал в себя 
ряд испытаний.

Исследовано воздействие импульсным СВЧ‑из
лучением на образцы сырого мяса с целью увеличе-
ния показателей его микробиологической безопас-
ности и сроков хранения. Указанные эксперимен-
тальные исследования проведены совместно со 
специалистами Тамбовского мясокомбината ООО 
«Тамбовский бекон», входящего в состав группы 
компаний «РУСАГРО». Определено оптимальное 
время облучения в результате его варьирования от 
десятков секунд до 16 минут. 

По результатам испытаний контрольных и 
опытных групп образцов по показателям микробио-
логической безопасности после хранения в течение 
28 суток получены следующие результаты: бактерии 
группы кишечной палочки не обнаружены; сальмо-
неллы не обнаружены; Listeria monocytogenes не об-

наружены; мезофильные аэробные и факультативно-
анаэробные микроорганизмы (КМАФАнМ) – за-
фиксировано значительное сокращение популяции 
колониеобразующих единиц жизнеспособных ми-
кроорганизмов. На рис. 3 представлена диаграмма 
зависимости количества колониеобразующих еди-
ниц КМАФАнМ в 12 опытных образцах от длитель-
ности импульсного СВЧ‑воздействия, равной 4, 8, 12 
и 16 минутам, а также показано количество данных 
микроорганизмов в контрольной группе. Несмотря 
на вариативность полученных результатов в рамках 
каждой из временных групп, даже в случае наихуд-
шего из них (№ 7) число патогенных микроорганиз-
мов в образце оказалось не менее чем в 8 раз меньше 
аналогичного показателя для контрольной группы, а 
среднее арифметическое значение количества коло-
ниеобразующих единиц КМАФАнМ опытной груп-
пы – не менее чем в 27,5 раза меньше, чем в кон-
трольной.

Для производителей мясной продукции увели-
чение сроков ее годности при сохранении высоких 
органолептических свойств продукта является од-
ним из важнейших коммерческих показателей. Это 
объясняется тем, что в нашей стране потребители 

Рис. 2. Внешний вид одной из модифика-
ций экспериментальной установки

Fig. 2. General view of one of modifications 
of the experimental setup

Рис. 3. КМАФАнМ опытной и контрольной групп

Fig. 3. Mesophilic aerobic and facultative anaerobic microorganisms 
of the experimental and control groups
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мясной продукции зачастую могут находиться на 
расстоянии тысяч километров от места производ-
ства, что требует длительных сроков перевозок дан-
ной продукции с сохранением ее качества и гаранти-
рованной безопасности для потребителей. 

Совместно с технологами Саратовского мясо-
комбината (ИП Фишер М.В.) проведена работа, свя-
занная со значительным увеличением сроков хране-
ния мяса и мясной продукции, а также с увеличени-
ем сроков хранения (при сохранении высоких орга-
нолептических свойств) готовых блюд из овощей, 
фруктов и зелени для предприятий общественного 
питания: кафе, ресторанов и столовых школ, вузов, 
техникумов, предприятий. 

Результаты проведенных конкретных испыта-
ний широкого диапазона контрольных и опытных 
групп образцов показали положительную динамику 
по срокам хранения растительных продуктов и вку-
совым свойствам приготовленных из них блюд. 

Совместно с учеными Саратовского националь-
ного исследовательского государственного универ-
ситета имени Н.Г. Чернышевского проведены пред-
варительные исследования медицинской направ-
ленности по определению режимов облучающего 
импульсного СВЧ‑радиосигнала, максимально пода-
вляющего онкологические новообразования в орга-
низме человека. Кроме того, проведены исследования 
по определению влияния импульсного электромаг-
нитного излучения на характер автоколебательных 
химических процессов (реакция Бриггса – Раушера). 
Показана возможность изменения периода реакции, 
остановки и перезапуска так называемого химиче-
ского сердца. 

Введение в строй установки по импульсному 
облучению биологических материалов совпало по 
времени с возникновением и распространением в 
мире нового вида опасной коронавирусной инфек-
ции COVID-19. Острая ситуация с пандемией коро-
навируса уже нашла отражение в научных публика-
циях. Изложенные выше результаты эксплуатации 
созданной экспериментальной установки позволя-
ют сформулировать не только необходимые выводы 
и перспективы дальнейшей работы по решению упо-
мянутых в статье задач, но и обозначить их развитие 
в направлении решения новых возникших проблем, 
провести анализ выявленных предположений, вер-
сий и гипотез. Они требуют дальнейшего глубокого 
изучения механизмов взаимодействия импульсно-
го электромагнитного излучения СВЧ‑диапазона и 
различных биологических объектов: живых орга-
низмов, продуктов питания, клеток, вирусов, бакте-
рий и т.п. Для этого в ближайшее время актуальным 
и перспективным следует признать проведение экс-
периментальных исследований по следующим на-
учным направлениям: 

– оценить воздействие импульсного СВЧ‑из
лучения на различные виды вирусов, которое с вы-
сокой степенью вероятности может привести к их 
уничтожению, лишению способности размножать-

ся, проникать в клетки человеческого организма и 
возбуждать образование новых разновидностей ви-
русов;

– провести глубокий анализ эффекта воздей-
ствия импульсного СВЧ‑излучения на скорость хи-
мических реакций (скорость диффузии);

– исследовать зависимость результатов облуче-
ния биологических объектов и показателей их эф-
фективности от типа поляризации облучающего им-
пульсного СВЧ‑сигнала;

– экспериментальным путем провести подроб-
ное исследование гипотезы, описывающей механизм 
воздействия импульсного СВЧ‑излучения на биоло-
гическую клетку, предположительно основанный на 
следующих эффектах:

- корреляции частоты следования радиоимпуль-
сов с частотой колебательных процессов внутри 
клетки;

- взаимодействия последовательности радиоим-
пульсов с низкой частотой следования (1...100 кГц) 
с заряженными элементами структуры клетки, ко-
торые также совершают колебания низкой частоты 
(колебания ее поверхности, мембраны, движение 
ионов).

Для дальнейшего изучения механизмов взаимо-
действия импульсного электромагнитного излучения 
СВЧ‑диапазона и различных биологических объек-
тов требуются серьезная модернизация и совершен-
ствование разработанной экспериментальной уста-
новки в следующих направлениях:

– создать новую универсальную систему управ-
ления, контроля и индикации электрофизических 
параметров воздействующего импульсного электро-
магнитного сигнала СВЧ‑диапазона с целью опти-
мизации режимов облучения;

– обеспечить возможность изменения типа по-
ляризации облучающего сигнала;

– обеспечить регистрацию процесса облучения 
объекта с использованием современных средств ми-
кроскопии, фото- и видеотехники;

– наметить конкретные пути дополнительной 
модернизации экспериментальной установки для 
дальнейшего исследования влияния изменения пара-
метров импульсного электромагнитного излучения 
на кооперативный эффект деления клеток.

В заключение нужно отметить, что для получе-
ния более глубоких фундаментальных результатов 
решения поставленной междисциплинарной пробле-
мы, безусловно, необходимо тесное взаимодействие 
физиков, радиоэлектроников с учеными и специали-
стами, работающими в области биологии, биоме-
дицины, химии и других смежных областей. Такое 
совместное сотрудничество ускорит устранение бе-
лых пятен в процессе познания в этой предметной 
области и позволит добиться высоких научных ре-
зультатов.

Конфликт интересов. Авторы подтверждают 
отсутствие конфликта финансовых/нефинансовых 
интересов, связанных с написанием статьи.
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Эпизоотия туляремии в популяции обыкновенной полевки в природном очаге  
степного типа на юго-востоке Ростовской области в 2020 году 
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Цель исследования – проведение эпизоотологического мониторинга природных очагов туляремии степ-
ного типа и изучение эпизоотической активности на юго-востоке Ростовской области. Материалы и мето-
ды. Эпизоотологическое обследование проведено в 2019–2021 гг. на территории Ремонтненского, Сальского и 
Песчанокопского районов Ростовской области. При отлове, сборе млекопитающих, иксодовых клещей и иссле-
довании проб полевого материала использованы традиционные методы. Результаты и обсуждение. Выявлено 
обитание 16 видов мелких млекопитающих, 6 видов иксодовых клещей. В результате молекулярно-генетического 
анализа полевок установлено обитание на исследуемой территории области вида Microtus arvalis obscurus. 
Зафиксирована циркуляция возбудителя туляремии в популяциях обыкновенной и общественных полевок, лес-
ной мыши, зайца-русака, грача, Dermacentor marginatus, Hyalomma marginatum, снятых с грачей. В мае 2020 г. 
отмечен высокий рост численности общественной полевки в Ремонтненском районе (до 21 %), в июле 2020 г. – 
обыкновенной полевки (до 33 %) в агроценозах Сальского района. Выявлена разлитая эпизоотия туляремии в 
популяции обыкновенной полевки на территории юго-востока Ростовской области и на сопредельных террито-
риях в Республике Калмыкия и Ставропольском крае. Из павших особей и отловленных зверьков общественной 
полевки выделено две культуры возбудителя туляремии, обыкновенной полевки – четыре. Выделенные штаммы 
относятся к голарктическому подвиду Francisella tularensis EryR. Полученные результаты свидетельствуют об 
активизации природного очага туляремии на юго-востоке Ростовской области и его высокой эпизоотической ак-
тивности.
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Epizooty of Tularemia, Detected in the Population of the Common Vole in the Natural Focus 
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Abstract. The aim of study was to conduct epizootiological monitoring of natural tularemia foci of the steppe type 
and investigate epizootic activity in the south-east of the Rostov Region. Materials and methods. An epizootiological 
survey was carried out on the territory of Remontnensky, Sal’sky and Peschanokopsky districts of the Rostov Region 
in 2019–2021. To capture and collect mammals, Ixodidae ticks and to study the samples of field material conventional 
methods were used. Results and discussion. Habitation of 16 species of small mammals, 6 species of Ixodidae ticks has 
been found. Molecular-genetic analysis of the voles has revealed the presence of the species Microtus arvalis obscurus 
in the studied area of the region. The circulation of the tularemia agent has been established in the population of common 
and social voles, forest mouse, hare, rook, Dermacentor marginatus, Hyalomma marginatum, removed from rooks. In 
May 2020, a high increase in the number of the social vole in the Remontnensky district (up to 21 %), in July 2020 – the 
common vole in the agrocenoses of the Sal’sky district (up to 33 %) was observed. An extensive epizooty of tularemia 
was detected in the population of common vole in the south-east of the Rostov Region and in adjacent territories in the 
Republic of Kalmykia and the Stavropol territory. Two cultures of the pathogen were isolated from the fallen and cap-
tured social voles, and four cultures – from the common vole. The isolated strains belong to the Holarctic subspecies of 
Francisella tularensis EryR. The results obtained attest to the activation of the natural tularemia focus in the south-east 
of the Rostov Region and its high epizootic activity.

Key words: tularemia, natural focus, epizooty, common vole, isolated strains, Ixodidae ticks. 
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Природные очаги туляремии степного и 
пойменно-болотного типа широко распространены 
на территории Ростовской области. В настоящее вре-
мя энзоотичность установлена для 35 администра-
тивных районов, в которых осуществляется активная 
эксплуатация территорий, включающих естествен-
ные ареалы циркуляции возбудителя туляремии. 

За многолетний период изучения туляремии в 
Ростовской области в очагах степного типа установ-
лены носители и источники выделения возбудителя, 
но к настоящему времени в биоценотической струк-
туре туляремии произошли изменения, связанные, 
в первую очередь, с хозяйственной деятельностью 
человека. Так, начавшаяся в середине прошлого сто-
летия повсеместная распашка целинных и залежных 
земель, уменьшение территорий естественных паст-
бищ привели к снижению численности предкавказ-
ского хомяка Mesocricetus raddei и, как следствие, 
основного переносчика возбудителя туляремии в по-
пуляции носителей Ixodes laguri. Основную роль в 
циркуляции возбудителя туляремии в очаге степного 
типа играют мышевидные грызуны (обыкновенная 
полевка Microtus arvalis s.l., лесная Sylvaemus sylvati­
cus s.l. и домовая Mus musculus мыши) [1].

В последние несколько десятилетий подъем 
численности основных носителей в очагах степного 
типа выявлен в 1989, 1992, 1996, 1997, 2000–2001 гг., 
после которых отмечены эпидемические осложне-
ния с регистрацией спорадической и вспышечной 
заболеваемости туляремией. В декабре 1988 г. – ян-
варе 1989 г. от мышевидных грызунов, отловленных 
в Сальском районе и г. Сальске, выделено 37 культур 
Francisella tularensis и на фоне активизации эпизоо-
тического процесса зарегистрировано 15 больных. 
Эпизоотологическая активность природного оча-
га туляремии на юге Ростовской области отмечена 
в декабре 1996 г., когда на территориях Сальского, 
Целинского и Пролетарского районов выделены 
девять культур туляремийного микроба от домовой 
мыши, обыкновенной полевки и малой белозубки 
Crocidura suaveolens. На фоне эпизоотии в янва-
ре 1997 г. зарегистрирован больной туляремией в 
Пролетарском районе. Эта эпизоотия носила продол-
жительный характер, и в декабре 1997 г. из полевого 
материала, собранного в Сальском и Пролетарском 
районах, выделено 16 культур туляремийного  
микроба. 

Необходимо отметить, что на сопредельных с 
областью территориях Республики Калмыкия на 
протяжении нескольких десятилетий также отмеча-
лась активизация природных очагов туляремии. Так, 

по данным Г.В. Лиджи-Гаряевой с соавт. [2], эпизоо-
тии туляремии выявляли в период с 1978–1990 гг. в 
юго-западной части республики – в Городовиковском 
и Яшалтинском районах. В эпизоотии включались 
домовые и лесные мыши, обыкновенные полевки и 
серые хомячки. В дальнейшем эпизоотии туляремии 
среди мышевидных грызунов с выделением культур 
регистрировали в 1998, 2001, 2002 гг. на территории 
шести районов, в том числе и Городовиковского [2]. 

Современная эпизоотологическая и эпидемио-
логическая обстановка по этому зоонозу на юге 
Ростовской области оценивается как напряженная. 
После длительного перерыва случаи заболевания ту-
ляремией зарегистрированы в январе 2017 г. на тер-
ритории очага степного типа в Целинском районе и 
F. tularensis изолирована из пробы от зайца-русака 
Lepus europaeus [3]. При этом ежегодно отмечается 
циркуляция возбудителя туляремии в популяциях но-
сителей и переносчиков с выявлением его маркеров. 

Цель исследования – проведение эпизоотологи-
ческого мониторинга природных очагов туляремии 
степного типа и изучение эпизоотической активно-
сти на юго-востоке Ростовской области.

Материалы и методы

В 2019–2021 гг. эпизоотологическое обследова-
ние природных очагов вирусных и бактериальных 
инфекций проведено на территории Ремонтненского, 
Сальского и Песчанокопского административ-
ных районов Ростовской области. Обследование 
Ремонтненского района проведено в окрестностях 
населенных пунктов Ремонтное, Первомайское, 
Краснопартизанский, Кормовое, Киевка; на террито-
рии Сальского района – в окрестностях г. Сальска, 
населенных пунктов Гигант, Клены, Новый Егорлык, 
Сандата, Крупский, Романовка; Песчанокопского 
района – Песчанокопское, Летник, Поливянка, Раз
дельный.

При сборе полевого материала использованы 
традиционные методы эпизоотологического об-
следования территории: методы ловушко-ночей и 
флаго-часов, маршрутный метод. Сбор иксодовых 
клещей проводили при эктопаразитологических 
осмотрах птиц и млекопитающих, а также на флаг. 
Видовой состав клещей определяли по диагностиче-
ским признакам, указанным в определителях [4, 5]. 
Дифференциацию полевок надвида M. arvalis s.l. 
проводили при помощи анализа первичной измен-
чивости фрагмента гена цитохром b. Лабораторные 
исследования полевого материала осуществляли  
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с помощью набора реагентов «Диагностикум эритро-
цитарный туляремийный иммуноглобулиновый жид-
кий «РНГА-Тул-Иг-Став НИПЧИ», «GenPak® DNA 
PCR test набор реагентов для амплификации ДНК 
Francisella tularensis, holarctica» (ООО «Лаборатория 
Изоген»), «ОМ-Скрин-Туляремия-РВ» (ЗАО «Син
тол»). ДНК из биологических проб выделяли с по-
мощью набора «Рибо-преп» («Амплисенс»).

Результаты и обсуждение

При обследовании природных и антропоген-
ных биоценозов в исследуемых районах выявле-
но 16 видов мелких млекопитающих: малая лесная 
мышь S. uralensis, степная (желтобрюхая) мышь 
S. witherbyi, домовая мышь, обыкновенная полев-
ка M. arvalis, восточноевропейская полевка M. ros­
siaemeridionalis, общественная полевка M. socialis, 
серый хомячок Cricetulus migratorius, кавказский 
крот Talpa caucasica, серая крыса Rattus norvegicus, 
мышь-малютка Micromys minutus, заяц-русак, малая 
белозубка, кавказская бурозубка Sorex satunini, бело-
грудый еж Erinaceus roumanicus, большой тушкан-
чик Allactaga major, ласка Mustela nivalis. 

Обыкновенная полевка на юге области обитает 
в засушливых биотопах, заселяя в основном агро-
ценозы. Необходимо отметить, что вид M. arvalis s.l. 
состоит из нескольких самостоятельных, но сходных 
по морфологическим признакам и биологии видов. 
В Ростовской области и на приграничных терри-
ториях обитает два вида-двойника: обыкновенная 
полевка M. arvalis и восточноевропейская полевка 
M. rossiaemeridiaonalis. Поскольку они не имеют вы-
раженных морфологических отличий, достоверное 
определение возможно только с применением специ-
альных методов исследований (кариотипирование, 
электрофорез белков, молекулярно-генетический 
анализ). Все исследованные нами полевки отно-
сились к подвиду M. arvalis obscurus. Исключение 
составили две особи из окрестностей с. Матросово 
(Республика Калмыкия), эти зверьки относятся к 
восточноевропейской полевке. Упомянутый локали-
тет находится вблизи оросительного канала. По всей 
видимости, в агроценозах рассматриваемого района 
доминирует обыкновенная полевка, а распростране-
ние восточноевропейской полевки связано с более 
увлажненными околоводными биотопами. Ранее 
экологическая сегрегация полевок надвида M. arvalis 
по отношению к влажности местообитаний показана 
Г.Н. Тихоновой с соавт. [6]. Поскольку видовая иден-
тификация упомянутой группы проводилась нами 
только на отдельных участках, далее в тексте мы бу-
дем рассматривать их совокупно, на уровне надвида 
«обыкновенная полевка».

Погодные условия конца 2019 – начала 2020 г. 
были благоприятными, что выразилось в теплой осе-
ни и положительных температурах зимних месяцев. 
В южных районах области залегание снежного по-
крова было кратковременным, выпадение значитель-

ного количества атмосферных осадков в виде дождей 
способствовало ранней вегетации растений и фор-
мированию кормовых условий для мелких млекопи-
тающих в ранневесенний период 2020 г. При анализе 
структуры земель сельскохозяйственного назначе-
ния, предназначенных для растениеводства, уста-
новлено, что большая часть территории Сальского и 
Песчанокопского районов заняты пашней, основные 
культуры посевов: озимая и яровая пшеница, под-
солнечник, ячмень. В Ремонтненском районе около 
половины земель используется под посевы, а осталь-
ная часть занята пастбищами и участками целинных 
степей.

Обследование степных биотопов в Ремонт
ненском районе показало, что среди мелких млеко-
питающих доминирует общественная полевка. Ее 
средняя численность в мае 2020 г. составила 8,9 %, 
при максимальном проценте попадаемости 21 %, 
что свидетельствует о высокой численности. По 
сравнению с предыдущим периодом численность 
вида увеличилась в несколько раз: так, при отловах 
в 2018–2019 гг. численность полевки варьировала от 
1,5 до 5,5 %. К концу июля 2020 г. численность обще-
ственной полевки не только сохранилась на прежнем 
уровне, но и достигла еще более высоких значений 
(до 50 % попадаемости).

При визуальном обследовании и поиске поселе-
ний общественных полевок на сохранившихся целин-
ных участках степи в окрестностях с. Первомайское 
в мае 2020 г. обнаружены павшие особи обществен-
ной полевки, из проб которых при лабораторном ис-
следовании изолирована культура туляремии. Также 
F. tularensis выделена из проб от особей данного вида, 
отловленных в окрестностях с. Ремонтного, что ука-
зывает на активизацию природного очага степного 
типа и, возможно, локальную эпизоотию туляремии. 
Ранее активность очага отмечалась в 1978 г. с выяв-
лением антигена туляремийного микроба в погадках 
хищных птиц. Культуры туляремии от общественной 
полевки в данном очаге не изолированы. 

В результате эпизоотологического мониторинга 
территории Сальского и Песчанокопского районов 
установлено, что основным фоновым видом явля-
ется обыкновенная полевка. При учете численно-
сти грызунов также в отловах присутствовали жел-
тобрюхая, малая лесная и домовая мыши. Процент 
попадаемости лесных мышей колебался в пределах 
от 2,5 до 8,8 %, домовой мыши – от 1,3 до 5,7 %. 
Повышение численности лесных и домовых мышей 
по сравнению со среднемноголетними показателями 
не установлено.

При анализе собственных данных выявлено, что 
численность обыкновенной полевки в сезон 2019 г. 
колебалась в пределах 2,7–7,2 %. В весенний период 
2020 г. численность грызунов оставалась на преж-
нем уровне, ненамного превышая показатели преды-
дущего периода – 4,5–7,9 %. Необходимо отметить,  
что несмотря на отсутствие всплеска численности 
грызунов в мае, в окрестностях с. Новый Егорлык 
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(Сальский район) обнаружены первые единичные 
павшие особи зверьков – обыкновенной полевки и 
серого хомячка, что, возможно, указывает на нача-
ло эпизоотии туляремии среди грызунов в весенний 
период.

В июле в Ростовской области проводится убор-
ка зерновых культур. При визуальном обследовании 
Сальского района 5 июля 2020 г. наблюдалась высо-
кая численность обыкновенной полевки. Нами отме-
чены массовые миграции грызунов с сельскохозяй-
ственных полей и концентрация их вдоль автодорог, 
прилегающих к агроценозам. Визуально зафикси-
ровано большое число раздавленных автомашина-
ми зверьков – до нескольких сотен на 1 км дороги. 
По-видимому, отмеченные массовые перемещения 
грызунов связаны с разрушением колониальных по-
селений и лишением привычных местообитаний в 
результате уборки урожая с последующей вспашкой 
сельскохозяйственных полей.

С целью выявления активизации эпизооти-
ческого процесса и возможной эпизоотии туляре-
мии проведено эпизоотологическое обследование 
в местах регистрации высокой численности грызу-
нов. За время проведения мониторинга 13–19 июля 
2020 г. в открытых стациях в окрестностях населен-
ных пунктов Сандата, Крупский, Новый Егорлык, 
Клены, Романовка накоплено 550 ловушко-ночей. 
Территория обследования представлена большей 
частью агроценозами с полезащитными лесными 
полосами, а также пастбищными участками, со-
лоноватыми естественными водоемами, степными 
реками (Большая Сандата, Егорлык, Большой Гок  
и др.) и локальными участками искусственных ле-
сов. Для определения границ эпизоотии туляремии 
визуально обследованы сходные местообитания на 
сопредельных с областью территориях: в Республике 
Калмыкия и Ставропольском крае. 

На территории Сальского района отловлено 
98 экз. обыкновенной полевки. Средний процент по-
падаемости грызунов составил 18,1 %, варьируя по 
точкам отлова в пределах 2,5–33,0 %. По сравнению 
с предыдущим периодом, в июне – июле 2019 г. при 
среднем проценте попадаемости 4,8 %, численность 
грызунов выросла в несколько раз, в основном за 
счет увеличения плотности населения обыкновен-
ной полевки. 

В период 3–7 августа 2020 г. проведено реког-
носцировочное эпизоотологическое обследование 
на территории Песчанокопского района. При учете 
мелких млекопитающих в открытых стациях сред-
няя численность носителей составила 9,0 % попада-
ния. При этом преобладала обыкновенная полевка – 
от 4 до 8 %, содоминантами которой являлись лес-
ные мыши – 3,25 %. В сборах также присутствовала 
малая белозубка – 0,25 %. Согласно наблюдениям 
жителей Песчанокопского района, в первой декаде 
июля 2020 г. также отмечены высокая численность 
обыкновенной полевки и ее массовая миграция с по-
лей, где закончены сельскохозяйственные работы. 

При целенаправленном поиске трупов грызунов 
в Сальском и Песчанокопском районах, а также на 
приграничных территориях Республики Калмыкия и 
Ставропольского края на фоне увеличения числен-
ности обыкновенной полевки и начавшихся переко-
чевок этих грызунов в июле обнаружено, что смерт-
ность зверьков заметно увеличилась по сравнению 
с весенним периодом. Трупы наблюдали повсемест-
но как на территории области, так и на сопредель-
ных территориях, в том числе встречались агони-
зирующие особи. В Сальском и Песчанокопском 
районах Ростовской области собраны 15 трупов 
грызунов, на территории Калмыкии (Яшалтинский, 
Городовиковский районы) и Ставропольского края 
(Ипатовский городской округ, Красногвардейский  
муниципальный округ) – 5 павших особей. Повтор
ное визуальное обследование в августе тех же место
обитаний в Ростовской области выявило снижение 
численности обыкновенной полевки. Павшие особи 
встречались реже, единично и локально. Вероятно, 
эпизоотия среди грызунов к этому времени пошла 
на спад. На приграничной с Ростовской областью 
территории эпизоотия еще продолжалась, но уже 
менее интенсивно. Встречались как недавно пав-
шие зверьки, так и трупы различной сохранности, в 
том числе мумифицированные. В результате прове-
денных исследований в июле 2020 г. на территории 
Сальского района в окрестностях с. Новый Егорлык, 
х. Крупский, с. Романовка выделено четыре культу-
ры туляремийного микроба от трупов обыкновенной 
полевки и от пойманных зверьков.

Обследование юго-восточных территорий обла-
сти в 2021 г. показало, что численность обществен-
ной и обыкновенной полевок по сравнению с пред-
ыдущим периодом снизилась, показатели численно-
сти в весенне-летний период не превышали средних 
значений и колебались в пределах 3,5–4,6 %. Павшие 
зверьки не обнаружены. При лабораторном иссле-
довании мелких млекопитающих и кровососущих 
членистоногих на наличие возбудителя туляремии 
выявлен положительный результат (методом ПЦР) в 
пробе обыкновенной полевки, отловленной в марте 
в Сальском районе. Полученные данные свидетель-
ствуют о продолжающейся циркуляции возбудителя 
туляремии в популяции полевок и активности при-
родного очага туляремии на юго-востоке области. 

При обследовании юго-восточных районов в 
2019–2021 гг. в открытых биотопах и при осмотре 
различных видов птиц и млекопитающих выявлено 
шесть видов иксодовых клещей.

Появление первых имаго иксодовых клещей 
рода Dermacentor отмечается в марте, характерно 
два периода активности: март – июнь и сентябрь – 
ноябрь. В Ремонтненском районе D. marginatus со-
бран нами на флаг в единичных экземплярах. На 
территории Сальского района встречается регуляр-
но, наибольшей численности достигает в марте-
апреле – 9–18 экз. на фл/ч, постепенно снижая 
численность к маю. При наличии благоприятных 
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природно-климатических условий может появляться 
в сборах в сентябре с невысокими показателями чис-
ленности – 2–5 экз. на фл/ч. Обитание другого вида – 
D. reticulatus – выявлено лишь в некоторых местоо-
битаниях Сальского района. Анализ собственных и 
литературных данных показал, что ареал D. reticu­
latus, обитающего до этого лишь в лесной зоне, на 
юге европейской части России претерпел значитель-
ные изменения: произошло продвижение вида на 
юг, включая низовья Дона и Западное Предкавказье. 
При этом восточная граница ареала D. reticulatus 
проходит через Сальский район, захватывая только 
западную его часть. Восточнее, в остальной части 
Сальского, а также в Ремонтненском, Заветинском 
районах области и на прилегающих территориях 
Республики Калмыкии, обитание вида не установ-
лено. При учете численности иксодовых клещей и 
сборах их на флаг D. reticulatus отмечены в весенний 
период в окрестностях х. Степной Курган и п. Клены 
Сальского района – 2–9 экз. на фл/ч. 

Первые единичные экземпляры имаго 
Rhipicephalus rossicus появляются в конце апреля 
и встречаются до конца июля, в июне достигают 
наибольшей численности – 15–25 экз. на фл/ч, по-
сле чего отмечается спад численности. Так, в июле 
2020 г. численность R. rossicus в искусственном 
лесном массиве в окрестностях п. Клены Сальского 
района составила 6–8 экз. на фл/ч. По сравнению с 
предыдущим периодом изменения в динамике чис-
ленности не выявлены.

Hyalomma marginatum на флаг практически не 
отлавливается, в редких случаях обнаруживается при 
собственном осмотре. Активность имаго на крупном 
и мелком рогатом скоте – март – июнь, показатели 
численности в Ремонтненском, Сальском районах 
на прокормителях – от 5 до 22 экз. Встречаемость 
преимагинальных стадий на птицах (грач Corvus 
frugilegus, серая ворона Corvus cornix, сорока Pica 
pica, полевой жаворонок Alauda arvensis, степной 
жаворонок Melanocorypha calandra) – июль – сен-
тябрь, показатели численности – от единичных до 
нескольких десятков экземпляров, иногда до 300 экз. 
Кроме того, на врановых птицах совместно с H. mar­
ginatum паразитируют личинки и нимфы H. puncta­
ta – 1–5, иногда до нескольких десятков экземпляров 
на одной особи. 

Ixodes ricinus в степных районах распростра-
нен локально в лесных биотопах. Имеет два перио-
да активности: март – июнь и сентябрь – октябрь. 
Численность в окрестностях п. Клены (Сальский 
район) в весенний период варьировала от 6 до 21 экз. 
на фл/ч. На территории открытых степных участков 
южных и юго-восточных районов клещи I. ricinus не 
обнаружены. 

Изменения в динамике численности иксодовых 
клещей в период эпизоотологического мониторинга 
в 2019–2021 гг. не выявлены, показатели численно-
сти отмечены в пределах среднемноголетних. При 
паразитологическом осмотре грызунов, отловлен-

ных давилками Геро в сезон 2019–2021 гг., иксодо-
вых клещей обнаружить не удалось. Из других групп 
кровососущих членистоногих, паразитирующих на 
грызунах, отмечены гамазовые клещи Gamasoidea 
и единичные экземпляры блох. Возможно, что пере-
носчиком, способным поддерживать циркуляцию 
возбудителя туляремии в популяции обыкновенной 
полевки, являются гамазовые клещи. 

В результате лабораторных исследований со-
бранного полевого материала, в том числе за пред-
шествующий период, установлена циркуляция 
возбудителя туляремии в популяции носителей и 
переносчиков (рисунок). ДНК возбудителя в ПЦР 
обнаруживали в Сальском районе: в окрестностях 
п. Манычстрой в пробе от лесной мыши (июль 
2017 г.), в балке Хлебной в трех пробах D. margina­
tus (апрель 2019 г.), в окрестностях г. Сальска в 
пробах H. marginatum, снятых с грачей (сентябрь 
2019 г.); в Ремонтненском районе – в окрестностях 
с. Ремонтное в пробах H. marginatum, также собран-
ных с грачей и зайца-русака (июль 2019 г.).

В 2020 г. в Сальском районе первые находки за-
фиксированы во второй декаде марта. Антиген туля-
ремийного микроба выявлен в шести пробах лесных 
мышей и двух пробах обыкновенной полевки. Также 
в весенний период (март – апрель) антиген обнару-
жен в одной пробе домовой мыши. В летний период 
(май – июль) число положительных находок и раз-
нообразие выявленных маркеров значительно выше: 
четыре культуры F. tularensis от обыкновенных по-
левок, собранных павшими и отловленных живыми; 
находки антигена в 12 пробах; ДНК в ПЦР – в 5. 
Однако число компонентов паразитарной системы, 
вовлеченных в эпизоотический процесс, ограничи-
валось только обыкновенной полевкой. Исключение 
составила единственная положительная в ПЦР проба 
мозга грача, отловленного во вторую декаду июля.

В Песчанокопском районе при исследованиях, 
проведенных в июле 2020 г., изолировать культуру 
F. tularensis не удалось. Положительные находки 
(антиген и ДНК в ПЦР) выявлены в пробах от малой 
лесной мыши и обыкновенной полевки. 

В результате проведенных исследований в 
2020 г. на территории юго-востока Ростовской обла-
сти получено шесть культур возбудителя туляремии. 
Установлено, что выделенные штаммы являются 
типичными представителями голарктического под-
вида F. tularensis EryR, характеризуются генетиче-
ским разнообразием и образуют четыре генотипа. 
При этом циркулирующие на территории Сальского 
района штаммы оказались генетически идентичны 
штамму, изолированному в степном очаге туляремии 
в 1989 г. Это, возможно, указывает на то, что иден-
тичные (или близкородственные) клоны штаммов 
возбудителя туляремии могут стабильно сохранять-
ся в течение длительного времени [7]. 

Необходимо отметить, что в результате обсле-
дования территории юго-востока области в 2021 г. 
установлено снижение численности общественной 
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и обыкновенной полевок, показатели численности в 
весенне-летний период не превышали средних зна-
чений и колебались в пределах 3,5–4,6 %. Павшие 
зверьки не обнаружены, что указывает на отсутствие 
эпизоотии туляремии в популяциях указанных ви-
дов. При лабораторном исследовании мелких млеко-
питающих и кровососущих членистоногих на нали-
чие возбудителя туляремии выявлен положительный 
результат в ПЦР в пробе обыкновенной полевки, от-
ловленной в марте в Сальском районе. Полученные 
данные свидетельствуют о продолжающейся цирку-
ляции возбудителя туляремии в популяции полевок и 
активности степного очага туляремии на юго-востоке 
Ростовской области. 

Несмотря на высокую активность природного 
очага туляремии, больные туляремийной инфекцией 
в 2020–2021 гг. в Ростовской области не выявлены  
в связи со своевременным обнаружением эпизоотии 
среди грызунов и проведением комплекса профилак-
тических (противоэпидемических) мер. 

С целью совершенствования эпидемиологиче-
ского надзора необходимо продолжить слежение за 
динамикой численности популяций носителей и пе-
реносчиков возбудителя туляремии в степных оча-
гах, выявление эпизоотий среди животных, а также 
проведение комплексной оценки изменений струк-
туры видового состава носителей туляремийного 
микроба. Также необходимо проводить плановую 
вакцинопрофилактику населения энзоотичных по 
туляремии территорий и дератизационные работы 
в открытых стациях в местах массовых поселений 
грызунов.

Таким образом, в результате проведенного эпи-
зоотологического мониторинга на юго-восточных 
территориях Ростовской области (Ремонтненский, 
Сальский, Песчанокопский районы) определены ви-
довой состав, численность, биотопическое распреде-
ление носителей и переносчиков возбудителя туля-
ремии. Установлено, что в циркуляцию возбудителя 
туляремийного микроба включаются обыкновенная 
и общественная полевки, малая лесная и домовая 
мыши, заяц-русак, грач, а также иксодовые клещи 
H. marginatum, D. marginatus. В 2020 г. в весенне-
летний период зарегистрирована вспышка числен-
ности общественной и обыкновенной полевок, от-
мечены миграции грызунов, обнаружены трупы 
павших полевок. Выявлена разлитая эпизоотия в по-
пуляциях обыкновенной полевки M. arvalis obscurus 
и общественной полевки M. socialis на территории 
Ростовской области в границах населенных пунктов 
Ремонтное, Первомайское (Ремонтненский район), 
Сандата, Крупский, Новый Егорлык, Романовка 
(Сальский район), Песчанокопское, Раздельный 
(Песчанокопский район), а также на сопредель-
ных с ними территориях Республики Калмыкии и 
Ставропольского края. Эпизоотия подтверждена вы-
делением шести культур возбудителя и находками 
антигена и ДНК туляремийного микроба, что сви-
детельствует о высокой эпизоотической активности 
природного очага степного типа. Следует отметить, 
что в настоящий период в природном очаге сфор-
мировались благоприятные условия для активиза-
ции эпизоотического процесса, что, в свою очередь, 
способствует увеличению угрозы заболевания насе-

Места выявления маркеров туляремии из проб полевого материала на территории юго-востока Ростовской области 

Sites of tularemia markers detection from field material samples on the territory in the south-east of the Rostov Region

антиген и/или ДНК в ПЦР
antigen and/or DNA identified by PCR

выделена культура возбудителя
culture of the pathogen was isolated

граница мест высокой численности и павших грызунов
the border of the areas where high numbers of rodents 
and dead animals were detected
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ления, постоянно проживающего или временно на-
ходящегося в условиях риска заражения. Результаты 
эпизоотологического мониторинга, являющегося 
составляющей эпидемиологического надзора за ту-
ляремией, использованы для проведения профилак-
тических мероприятий для обеспечения санитарно-
эпидемиологического благополучия населения.

Конфликт интересов. Авторы подтверждают 
отсутствие конфликта финансовых/нефинансовых 
интересов, связанных с написанием статьи.
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Цель работы – изучить профиль антибиотикорезистентности уропатогенных штаммов Escherichia coli, вы-
деленных от пациентов с инфекциями мочевыводящих путей в урологическом стационаре клинической боль-
ницы Саратова, в зависимости от принадлежности к филогенетическим группам и подгруппам, О‑серогруппам. 
Материалы и методы. У 102 штаммов уропатогенных E. coli (УПЭК), выделенных из мочи пациентов с ин-
фекциями мочевыводящих путей, изучена чувствительность/устойчивость к 25 различным антибактериальным 
препаратам. Исследования проводили с использованием диско-диффузионного метода. Методом двойных дис-
ков оценена продукция бета-лактамаз расширенного спектра. Продукцию карбапенемаз определяли с исполь-
зованием CIM-теста. Методом ПЦР определяли принадлежность к филогенетическим группам и подгруппам, 
О‑серогруппам, а также частоту встречаемости генов mcr‑1, mcr‑2, mcr‑3, mcr‑4, mcr‑5, кодирующих белки, опо-
средующих развитие резистентности к колистину. Результаты и обсуждение. Установлено, что все штаммы уро-
патогенных E. coli в той или иной мере обладают резистентностью к антибактериальным препаратам. У всех изу-
ченных 102 штаммов выявлена резистентность к 23 антибактериальным препаратам из 8 функциональных групп. 
Резистентность штаммов уропатогенных E. coli в зависимости от принадлежности к филогенетическим группам 
и подгруппам, О‑серогруппам имела определенные отличия. Штаммы уропатогенных E. coli, обладающие вы-
сокой резистентностью (до 100,0 %), принадлежали к филогенетической подгруппе B23, основными представи-
телями которой являются культуры наиболее часто встречающейся О25‑серогруппы. Фенотипически подтверж-
дена продукция бета-лактамаз расширенного спектра для 69 (67,6 %) штаммов. Карбапенемазопродуцирующие 
культуры в исследовании не выявлены. У 3 штаммов (2,9 %) УПЭК выявлены гены mcr‑1 и mcr‑2, кодирующие 
резистентность к колистину. 
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Abstract. The aim of the work was to study the profile of antibiotic resistance of uropathogenic Escherichia coli 
strains isolated from patients with urinary tract infections in the urological inpatient facility of the clinical hospital in the 
Saratov city, depending on appurtenance to phylogenetic groups and subgroups, as well as O-serogroups. Materials and 
methods. We assessed sensitivity/resistance to 25 different antibacterial drugs in 102 strains of uropathogenic E. coli. 
The studies were carried out using the disk diffusion method. The production of extended spectrum beta-lactamases 
was evaluated by the double disk method. Carbapenemase output was determined using the CIM test. The PCR method 
was applied to determine appurtenance to phylogenetic groups and subgroups, O-serogroups, as well as the frequency 
of occurrence of the mcr‑1, mcr‑2, mcr‑3, mcr‑4, mcr‑5 genes encoding the proteins that mediate the development of 
resistance to colistin. Results and discussion. It has been established that all strains of uropathogenic E. coli are more or 
less resistant to antibacterial drugs. All studied 102 strains showed resistance to 23 antibacterial drugs from 8 functional 
groups. The resistance of uropathogenic E. coli had certain differences depending on belonging to phylogenetic groups 
and subgroups, O-serogroups. Strains of uropathogenic E. coli with high resistance (up to 100 %) belonged to the B23 
phylogenetic group, the main representatives of which are cultures of the most common O-25 serogroup. The production 
of extended-spectrum beta-lactamases has been phenotypically confirmed for 69 (67.6 %) strains. No carbapenemase-
producing cultures were found in the study. The mcr‑1 and mcr‑2 genes encoding resistance to colistin have been identi-
fied in 3 uropathogenic E. coli strains (2.9 %).
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Инфекции мочевыводящих путей (ИМП) – 
одни из наиболее распространенных и часто встре-
чающихся заболеваний, обусловленных патогенами 
бактериальной природы. В этиологической структу-
ре возбудителей ИМП преобладает уропатогенная 
Escherichia coli (УПЭК), которая вызывает до 90 % 
внегоспитальных и до 50 % госпитальных случаев 
ИМП [1]. В качестве одного из эффективных спосо-
бов лечения ИМП рассматривается применение ан-
тибактериальных препаратов (АБП). Эффективность 
такой терапии зависит от чувствительности возбуди-
теля к используемым АБП. Определенные опасения 
вызывает отмечаемое в настоящее время снижение 
чувствительности к АБП, а также выявление штам-
мов с множественной лекарственной устойчивостью, 
встречаемое и среди представителей УПЭК [2]. 

По классификации, предложенной O. Clermont 
et al. [3] и P. Escobar-Paramo et al. [4], культуры E. coli 
разделяют на четыре основные филогенетические 
группы: A, B1, B2 и D, – при этом группы А, B2, D 
подразделяются на подгруппы A0 и А1, B22 и В23, D1 
и D2 соответственно. Наиболее часто встречающиеся 
при ИМП штаммы УПЭК принадлежат в основном 
к филогенетической группе B2 и реже к группе D.  
Данные группы имеют больше детерминант виру-
лентности, которые опосредуют развитие инфекци-
онного процесса с помощью токсинов, систем ути-
лизации железа (сидерофоров), факторов адгезии, 
устойчивости к действию иммунной системы и др. 
[5, 6]. Филогенетические группы A, B1 и D обычно 
принадлежат к штаммам, выделенным при заболева-
ниях внекишечной локализации, и в этиологии ИМП 
имеют меньшую выраженность.

Штаммы УПЭК относятся к O1, О2, О4, 
О6, О7, О8, О15, О16, О18, О21, О22, О25, О75 и 
О83‑серогруппам и характеризуются определенным 
профилем факторов вирулентности, а также рези-
стентностью/чувствительностью к АБП [1, 7–9]. 
Кроме того, увеличивается доля штаммов, проду-
цирующих бета-лактамазы расширенного спектра 
(БЛРС), а также распространение штаммов, рези-
стентных к карбапенемам [10]. В настоящее время 
появляются данные о распространении у штаммов 
УПЭК гена mcr, кодирующего синтез резистентно-
сти к колистину – АБП резерва, используемого для 
лечения пациентов с множественной лекарственной 
устойчивостью [11]. Однако вопреки указанным 
фактам в доступной нам литературе отсутствуют 
данные о распространении антибиотикорезистент-

ных штаммов патогена среди пациентов урологи-
ческих стационаров как на территории Саратова, 
так и Саратовской области. Актуальным являются 
исследования, направленные на локальный монито-
ринг антибиотикорезистентности штаммов УПЭК с 
целью коррекции эмпирической антибактериальной 
терапии и повышения качества лечения пациентов  
с ИМП.

Цель работы – изучить профиль антибиоти-
корезистентности уропатогенных штаммов E. coli, 
выделенных от пациентов с инфекциями мочевыво-
дящих путей в урологическом стационаре клиниче-
ской больницы Саратова в зависимости от принад-
лежности к филогенетическим группам и подгруп-
пам, О‑серогруппам. 

Материалы и методы

Культуры E. coli (n=102) выделены из образцов 
мочи от 102 пациентов (мужчины – 28 %, женщины – 
72 %) при поступлении в урологические отделения 
ГУЗ «Саратовская городская клиническая больница 
№ 8» в 2017–2018 гг. 

Штаммы E. coli выделены из образцов мочи па-
циентов в диагностически значимом титре (степень 
бактериурии ≥105 КОЕ/мл) с одним из следующих 
диагнозов: калькулезный пиелонефрит, острый пие-
лонефрит, хронический пиелонефрит, острый цистит, 
хронический цистит, а также другими инфекционно-
воспалительными заболеваниями мочевыводящей 
системы без установленной локализации. 

Проведение исследований одобрено решением 
этической комиссии Саратовского государственного 
медицинского университета им. В.И. Разумовского 
(протокол от 07.06.2016 № 9). Информированное со-
гласие на участие в исследовании получено от всех 
пациентов.

Видовую идентификацию культур E. coli осу-
ществляли с использованием автоматического бак-
териологического анализатора Vitek 2 Compact 
(Biomerieux, Франция), применяя карты Vitek 2 
Compact Gram-Negative identification card (GN), а 
также тест-систем API 20E (Biomerieux, Франция), с 
учетом результатов на микробиологическом анали-
заторе Biomic V3 (Giles Scientific, США).

Хранение культур осуществляли в протеозо-
пептоне (HiMedia Laboratories Pvt. Ltd., Индия) 
с добавлением 50 % глицерина при температуре  
минус 40 °С. 

Key words: uropathogenic Escherichia coli, urinary tract infections, antibiotic resistance, O-serogroups, phylogenetic 
characteristics, extended-spectrum beta-lactamases
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Исследование антибиотикорезистентности УПЭК 
осуществляли диско-диффузионным методом в со
ответствии с МУК 4.2.1890-04 на агаре Мюллера – 
Хинтон (HiMedia Laboratories, Индия). 

В работе использовали набор дисков с АБП 
(HiMedia, Индия), содержащих в качестве действу-
ющего вещества: ампициллин (10 мкг), амоксицил-
лин (10 мкг), амоксициллин/клавуланат (20/10 мкг), 
пиперациллин (75 мкг), цефиксим (5 мкг), цефо-
таксим (30 мкг), цефтазидим (30 мкг), цефтриаксон 
(30 мкг), цефуроксим (30 мкг), меропенем (10 мкг), 
азтреонам (30 мкг), ципрофлоксацин (5 мкг), левоф-
локсацин (5 мкг), моксифлоксацин (5 мкг), офлокса-
цин (5 мкг), амикацин (30 мкг), гентамицин (10 мкг), 
нетилмицин (30 мкг), тобрамицин (10 мкг), докси-
циклин (30 мкг), тетрациклин (30 мкг), хлорамфе-
никол (30 мкг), фосфомицин (200 мкг), нитрофу-
рантоин (300 мкг), триметоприм-сульфаметоксазол 
(1,25–23,75 мкг). Оценку спектра чувствительности/
резистентности к АБП оценивали в соответствии с 
клиническими рекомендациями [12]. 

Для выявления продукции бета-лактамаз рас-
ширенного спектра использовали метод двойных 
дисков согласно МУК 4.2.1890-04. Для этого в центр 
чашки Петри, содержащей агар Мюллера – Хинтон, 
помещали диск с амоксициллин-клавуланатом (20–
10 мкг), с обеих сторон от диска на расстоянии 20 и 
30 мм раскладывали диски с цефтазидимом (30 мкг) 
и цефотаксимом (30 мкг). Учет результатов оцени-
вали визуально через 16–20 часов после инкубации 
чашки в термостате при температуре (35±1) °С. При 
обнаружении у изучаемых штаммов УПЭК продук-
ции БЛРС зона вокруг диска с цефалоспоринами  
III поколения оказывалась «втянутой» в сторону дис-
ка с амоксициллин-клавуланатом. 

Для определения продукции карбапенемаз ис-
пользовали CIM-тест, основанный на ферментатив-
ном гидролизе карбапенем при инкубации диска с 
меропенемом (10 мкг) [13].

В качестве контрольных при определении чув-
ствительности к АБП применяли штаммы E. coli 
ATCC 25922, для контроля продукции БЛРС – штамм 
Klebsiella pneumonia ATCC 70060, продуцирующий 
БЛРС. Для контроля продукции карбапенем исполь-
зовали E. coli ATCC 25922. Контрольные штаммы 
получены из Государственной коллекции патоген-
ных микроорганизмов Российского противочумного 
института «Микроб».

Выделение ДНК осуществляли с использованием 
набора реагентов «ДНК-Сорб-В» (ЦНИИ эпидемио-
логии, Россия) согласно инструкции производителя. 

Принадлежность штаммов УПЭК к филогене-
тическим группам и подгруппам A, B1, B2, B22, B23, 
D1, D2 определяли с помощью детекции генов chuA, 
jyaA, TspE4.C2 согласно [3, 4].

Для выявления О‑серогрупп (O1, O2, O4, O6, 
O7, O8, O15, O16, O18, O21, O22, O25, O75, O83) воз-
будителя использовали ПЦР с праймерами, детекти-
рующими фрагменты генов wzx, wzy и orf469 [14].

Детекцию генов mcr‑1, mcr‑2, mcr‑3, mcr‑4, 
mcr‑5, кодирующих белки резистентности к колисти-
ну, осуществляли согласно рекомендациям [15].

Амплифицированные фрагменты изучаемых ге-
нов визуализировали методом электрофореза в 2 % 
агарозном геле в присутствии бромида этидия. 

Результаты и обсуждение

Установлено, что все исследованные штаммы 
уропатогенных E. coli в той или иной мере обладали 
резистентностью к АБП (табл. 1). У двух штаммов 
патогена отмечена устойчивость только к одному из 
АБП: в одном случае – к меропенему, во втором –  
к нитрофурантоину. 

Резистентность изученных штаммов уропа-
тогенных E. coli к группе пенициллинов состави-
ла от 53,9 до 84,3 %, к цефалоспоринам – от 61,8 
до 71,6 %, азтреонаму – 70,6 %, фторхинолонам –  
от 67,6 до 85,3 %, тетрациклинам – от 57,8 до 63,7 %. 
К другим антимикробным препаратам (хлорамфени-
кол, фосфомицин, нитрофурантоин и триметоприм-
сульфаметоксазол) устойчивость УПЭК варьировала 
от высокой (у фосфомицина – 70,6 %) до самой низ-
кой (у нитрофурантоина – 1 %). Низкая резистент-
ность также отмечена к группе карбапенемов, пред-
ставленных меропенемом (1 %).

Таким образом, по результатам определения ре-
зистентности к АБП установлено, что максимальная 
антибиотикорезистентность УПЭК выявлена к сле-
дующим препаратам: ципрофлоксацин (85,3 %), ам-
пициллин (84,3 %), амоксициллин (83,3 %), мокси
флоксацин (82,4 %), пиперациллин (77,5 %), офлок-
сацин (73,5 %), цефуроксим (71,6 %), цефтриаксон 
(70,6 %), азтреонам (70,6 %), фосфомицин (70,6 %), 
цефотаксим (68,6 %), триметоприм-сульфаметоксазол 
(68,6 %). Наиболее высокая чувствительность уропа-
тогенных E. coli среди выбранного для исследований 
набора АБП различных групп выявлена к меропене-
му и нитрофурантоину (99,0 %). 

Первоначальный скрининг штаммов УПЭК с 
целью установления возможной продукции БЛРС 
показал, что для 72 культур (70,6 %) характерно про-
явление резистентности к одному или нескольким 
представителям группы цефалоспоринов (цефотак-
симу, цефтазидиму, цефтриаксону). Фенотипическое 
подтверждение наличия продукции БЛРС методом 
двойных дисков установлено для 69 штаммов УПЭК 
(67,6 %), что согласуется с представленными литера-
турными данными [16, 17].

Изученные нами штаммы уропатогенных E. coli 
принадлежали к пяти филогенетическим группам 
и подгруппам: А1 – 17 штаммов, В1 – 11, В23 – 54, 
D1 – 9, D2 – 11. Культуры УПЭК филогенетической 
подгруппы А1 принадлежали по 1 штамму к О7 и 
О8‑серогруппам, у 15 штаммов серогруппу уста-
новить не удалось; В1 – 2 штамма О8‑серогруппы, 
у 9 штаммов серогруппа не определена; B23 – 
33 штамма О25‑серогруппы, по 2 штамма О1, О75 и 
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неустановленных О‑серогрупп, по 1 штамму О18 и 
О83, 5 штаммов О6 и 8 культур О2‑серогрупп; D1 – 
2 штамма О15‑серогруппы, 3 штамма – О1, 4 культу-
ры – не детектируемые О‑серогруппы; D2 – 1 штамм 
О2‑серогруппы и 10 культур с неустановленными в 
данном исследовании О‑серогруппами.

Резистентность штаммов патогена различных 
филогенетических групп и подгрупп к АБП имела 

определенные отличия (табл. 2). К АПБ пеницил-
линового ряда (ампициллин, амоксициллин, пипе-
рациллин) резистентны 81,8–100 % исследованных 
культур возбудителя филогенетических групп и под-
групп B1, В23, D1, D2. Для подгруппы А1 этот показа-
тель ниже – 47,1–58,8 %. В то же время к препарату 
из этого класса амоксициллин-клавуланату в высо-
кой степени были резистенты только штаммы фило-

Таблица 1 / Table 1
Чувствительность к антибактериальным препаратам штаммов уропатогенных E. coli, выделенных из мочи пациентов  

с инфекциями мочевыводящих путей на территории Саратова
Sensitivity to antibacterial preparations in strains of uropathogenic E. coli isolated from the urine of patients with urinary tract infections  

in the territory of the Saratov city

Антибактериальный препарат  
Antibacterial preparation

Количество штаммов
Number of strains

чувствительных, абс. (%)
sensitive to, abs. (%)

резистентных, абс.  (%)
resistant to, abs. (%)

умеренно-устойчивых*, абс. (%)
moderately resistant to*, абс. (%)

Пенициллины / Penicillins
Ампициллин /Ampicillin 16 (15,7) 86 (84,3) –
Амоксициллин / Amoxicillin 17 (16,7) 85 (83,3) –
Амоксициллин-клавуланат / Amoxicillin-clavulanate 47 (46,1) 55 (53,9) –
Пиперациллин / Piperacillin 19 (18,6) 79 (77,5) 4 (3,9)

Цефалоспорины / Cephalosporins
Цефиксим / Cefixime 34 (33,3) 68 (66,7) –
Цефотаксим / Cefotaxime 31 (30,4) 70 (68,6) 1 (1,0)
Цефтазидим / Ceftazidime 30 (29,4) 63 (61,8) 9 (8,8)
Цефтриаксон / Ceftriaxone 21 (20,6) 72 (70,6) 9 (8,8)
Цефуроксим / Cefuroxime 29 (28,4) 73 (71,6) –

Карбапенемы / Carbapenems
Меропенем / Meropenem 90 (88,2) 1 (1,0) 11 (10,8)

Монобактамы / Monobactams
Азтреонам / Aztreonam 21 (20,6) 72 (70,6) 9 (8,8)

Фторхинолоны / Fluoroquinolones
Ципрофлоксацин / Ciprofloxacin 12 (11,8) 87 (85,3) 3 (2,9)
Левофлоксацин / Levofloxacin 22 (21,6) 69 (67,6) 11 (10,8)
Моксифлоксацин / Moxifloxacin 18 (17,6) 84 (82,4) –
Офлоксацин / Ofloxacin 23 (22,5) 75 (73,5) 4 (3,9)

Аминогликозиды / Aminoglycosides
Амикацин / Amikacin 62 (60,8) 18 (17,6) 22 (21,6)
Гентамицин / Gentamicin 47 (46,1) 40 (39,2) 15 (14,7)
Нетилмицин / Netilmicin 59 (57,8) 34 (33,3) 9 (8,8)
Тобрамицин / Tobramycin 29 (28,4) 57 (55,9) 16 (15,7)

Тетрациклины / Tetracyclines
Доксициклин / Doxycycline 34 (33,3) 59 (57,8) 9 (8,8)
Тетрациклин / Tetracycline 37 (36,3) 65 (63,7) –

Другие антимикробные препараты / Other antimicrobial preparations
Хлорамфеникол / Chloramphenicol 79 (77,5) 23 (22,5) –
Фосфомицин / Fosfomycin 30 (29,4) 72 (70,6) –
Нитрофурантоин / Nitrofurantoin 101 (99,0) 1 (1,0) –
Триметоприм-сульфаметоксазол /  
Trimethoprim-sulfamethoxazole 28 (27,5) 70 (68,6) 4 (3,9)

Примечание :  * к категории умеренно устойчивых отнесены антибактериальные препараты, обладающие терапевтическим эффектом при 
более высоких (по сравнению с обычными) концентрациями антибиотика [12].

No te :  * the moderately resistant category includes antibacterial drugs that have a therapeutic effect at higher (compared to conventional) antibiotic con-
centrations [12].
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генетических подгрупп В23 и D2, тогда как предста-
вители В1 составили 54,5 %, А1 – 17,0 %.

Картина резистентности к цефалоспоринам 
была несколько иной. К данному классу АПБ устой-
чивы 63,6–90,9 % штаммов уропатогенных E. coli 
филогенетических групп B1, В23, D2; 22,2–47,1 % – 
групп А1 и D1. Аналогичная зависимость отмечена 
по отношению к азтреонаму. Для всех филогенети-
ческих групп патогена характерна высокая рези-
стентность к фторхинолонам – 64,7–100 %, тетраци-

клинам – 52,9–81,8 %, триметоприм-сульфаметокса
золу – 63,0–81,8 %. Исключением были представи-
тели УПЭК подгруппы D1, чувствительные к левоф-
локсацину. 

Резистентность к аминогликозидам у штаммов 
патогена различных филогенетических подгрупп 
варьировала: D1 – в большинстве случаев 11,1 %; 
D2 – 63,6 %; А1, В1, В23 – от 9,1 до 54,5 % в зави-
симости от вида препарата. Практически все фило-
группы (кроме D2) изученных штаммов уропатоген-

Таблица 2 / Table 2
Резистентность к антибактериальным препаратам штаммов уропатогенных E. coli,  

относящихся к различным филогенетическим группам и подгруппам
Resistance to antibacterial preparations of uropathogenic E. coli strains belonging to different phylogenetic groups and subgroups

Антибактериальный препарат 
Antibacterial preparation

Количество резистентных штаммов уропатогенных E. coli,  
относящихся к различным филогенетическим группам и подгруппам, %

Number of resistant strains of uropathogenic E. coli belonging to different phylogenetic groups 
and subgroups, %

A1 B1 B23 D1 D2

n=17 n=11 n=54 n=9 n=11
Пенициллины / Penicillins

Ампициллин / Ampicillin 58,8 100,0 88,9 88,9 81,8
Амоксициллин /Amoxicillin 58,8 100,0 87,0 88,9 81,8
Амоксициллин-клавуланат / Amoxicillin-clavulanate 17,6 54,5 66,7 22,2 72,7
Пиперациллин / Piperacillin 47,1 100,0 83,3 66,7 81,8

Цефалоспорины / Cephalosporins
Цефиксим / Cefixime 47,1 63,6 77,8 44,4 63,6
Цефотаксим / Cefotaxime 70,6 90,9 70,4 22,2 72,7
Цефтазидим / Ceftazidime 41,2 81,8 68,5 22,2 72,7
Цефтриаксон / Ceftriaxone 47,1 72,7 81,5 33,3 81,8
Цефуроксим / Cefuroxime 47,1 81,8 83,3 33,3 72,7

Карбапенемы / Carbapenems
Меропенем / Meropenem 0 0 1,9 0 0

Монобактамы / Monobactams
Азтреонам / Aztreonam 47,1 81,8 79,6 33,3 81,8

Фторхинолоны / Fluoroquinolones
Ципрофлоксацин / Ciprofloxacin 70,6 81,8 90,7 66,7 100,0
Левофлоксацин / Levofloxacin 64,7 81,8 68,5 33,3 81,8
Моксифлоксацин / Moxifloxacin 76,5 81,8 85,2 66,7 90,9
Офлоксацин / Ofloxacin 70,6 72,7 77,8 55,6 72,7

Аминогликозиды / Aminoglycosides
Амикацин / Amikacin 11,8 9,1 20,4 11,1 27,3
Гентамицин / Gentamicin 29,4 45,5 40,7 11,1 63,6
Нетилмицин / Netilmicin 41,2 9,1 33,3 11,1 63,6
Тобрамицин / Tobramycin 47,1 54,5 61,1 33,3 63,6

Тетрациклины / Tetracyclines
Доксициклин / Doxycycline 70,6 81,8 44,4 66,7 72,7
Тетрациклин / Tetracycline 52,9 63,6 68,5 66,7 54,5

Другие антимикробные препараты / Other antimicrobial preparations
Хлорамфеникол / Chloramphenicol 23,5 36,4 13,0 22,2 54,5
Фосфомицин / Fosfomycin 82,4 27,3 70,4 77,8 90,9
Нитрофурантоин / Nitrofurantoin 0 0 1,9 0 0
Триметоприм-сульфаметоксазол /  
Trimethoprim-sulfamethoxazole 70,6 81,8 63,0 66,7 81,8

Бета-лактамазы расширенного спектра /  
Extended-spectrum beta-lactamases 52,9 72,7 75,9 22,2 81,8
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ных E. coli умеренно устойчивы к хлорамфениколу 
(13,0–36,4 %). 

Исходя из полученных данных видно, что для 
штаммов патогена филогенетической подгруппы В23 
и группы В1 характерна высокая резистентность к 
пенициллинам (кроме амоксициллин-клавуланата), 
цефалоспоринам, монобактамам, фторхинолонам, 
тобромицину, триметоприм-сульфаметоксазолу, уме-
ренно – к аминогликозидам и хлорамфениколу. По 
отношению к фосфомицину устойчивость для этих 
групп была высокой и низкой соответственно. Рядом 
исследователей отмечены аналогичные результаты 
по превалирующей частоте встречаемости резистент-
ности к АБП у представителей УПЭК филогенетиче-
ской группы B2 [5, 18], а также подгруппы B23 [19]. 

В то же время для подгруппы D1 спектр рези-
стентности отличался: высокая устойчивость к пе-
нициллинам (кроме амоксициллин-клавуланата) и 
фосфомицину, умеренно – к цефалоспоринам, фтор-
хинолонам (кроме левофлоксацина), тетрациклинам 
и триметоприм-сульфаметоксазолу. Для штаммов 

уропатогенных E. coli подгруппы D2 характерна вы-
сокая устойчивость к пенициллинам, цефалоспори-
нам, монобактамам, фторхинолонам, фосфомици-
ну, триметоприм-сульфаметоксазолу, умеренно – к 
аминогликозидам, тетрацилину, хлорамфениколу. 
Наибольшие отличия по резистентности к АПБ от-
мечены для штаммов патогена филогенетической 
подгруппы A1: умеренно устойчивы практически 
ко все классам препаратов (кроме фторхинолонов), 
фосфомицину, триметоприм-сульфаметоксазолу.

Полученные результаты указывают на необхо-
димость детального изучения геномов штаммов уро-
патогенных E. coli разных филогенетических групп 
с целью выявления генетических маркеров, опреде-
ляющих различия в устойчивости этих групп к раз-
личным классам АБП. Среди возможных причин 
могут быть мутации в ряде генов, характерные для 
каждой филогенетической группы. 

Анализ результатов определения резистентно-
сти к АБП штаммов УПЭК различных серологиче-
ских групп представлен в табл. 3.

Таблица 3 / Table 3
Резистентность к антибактериальным препаратам штаммов уропатогенных E. coli, принадлежащих к различным серогруппам

Resistance to antibacterial preparations of uropathogenic E. coli belonging to different serogroups

Антибактериальный препарат
Antibacterial preparation

Количество резистентных к антибактериальным препаратам штаммов  
уропатогенных E. coli, относящихся к различным серогруппам, %

The number of antibiotic-resistant strains of uropathogenic E. coli belonging  
to different serogroups, %

О1 О2 О6 О8 О15 О25 О75
n=5 n=9 n=5 n=3 n=2 n=33 n=2

1 2 3 4 5 6 7 8
Пенициллины / Penicillins

Ампициллин / Ampicillin 100,0 88,9 60,0 100,0 100,0 100,0 50,0
Амоксициллин / Amoxicillin 100,0 88,9 40,0 100,0 100,0 100,0 50,0
Амоксициллин-клавуланат / Amoxicillin-clavulanate 40,0 33,3 40,0 33,3 0,0 81,8 50,0
Пиперациллин / Piperacillin 60,0 88,9 40,0 100,0 50,0 97,0 50,0

Цефалоспорины / Cephalosporins
Цефиксим / Cefixime 60,0 88,9 0,0 66,7 0,0 97,0 0,0
Цефотаксим / Cefotaxime 40,0 11,1 40,0 33,3 0,0 97,0 50,0
Цефтазидим / Ceftazidime 60,0 44,4 20,0 66,7 0,0 81,8 50,0
Цефтриаксон / Ceftriaxone 60,0 88,9 20,0 66,7 0,0 97,0 0,0
Цефуроксим / Cefuroxime 60,0 88,9 40,0 66,7 0,0 97,0 50,0

Карбапенемы / Carbapenems
Меропенем / Meropenem 0,0 0,0 20,0 0,0 0,0 0,0 0,0

Монобактамы / Monobactams
Азтреонам / Aztreonam 60,0 100,0 40,0 66,7 0,0 90,9 0,0

Фторхинолоны / Fluoroquinolones
Ципрофлоксацин / Ciprofloxacin 40,0 88,9 60,0 66,7 50,0 100,0 50,0
Левофлоксацин / Levofloxacin 40,0 11,1 40,0 66,7 0,0 100,0 0,0
Моксифлоксацин / Moxifloxacin 60,0 55,6 60,0 66,7 50,0 100,0 50,0
Офлоксацин / Ofloxacin 60,0 66,7 0,0 66,7 0,0 93,9 50,0

Аминогликозиды / Aminoglycosides
Амикацин / Amikacin 20,0 11,1 40,0 33,3 0,0 18,2 0,0
Гентамицин / Gentamicin 20,0 11,1 0,0 33,3 0,0 54,5 0,0
Нетилмицин / Netilmicin 20,0 0,0 20,0 33,3 0,0 48,5 0,0
Тобрамицин / Tobramycin 20,0 0,0 40,0 66,7 0,0 81,8 50,0
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Наибольшая частота встречаемости резистент-
ности к АБП, включая нитрофурантоин, выявлена у 
штаммов E. сoli, принадлежащих к О25‑серогруппе 
и филогенетической группе В23. По литератур-
ным данным, штаммы УПЭК, принадлежащие к 
О25‑серогруппе, обладают большей частотой встре-
чаемости резистентности к АБП [7, 9]. У штам-
мов О6‑серогруппы выявлена резистентность к  
меропенему.

В 3 штаммах (2,9 %) УПЭК выявлено наличие 
генов mcr‑1 и mcr‑2, кодирующих белки, детерми-
нирующие резистентность к колистину. У данных 
штаммов, принадлежащих к филогенетической под-
группе A1, с помощью молекулярно-генетических ме-
тодов установить принадлежность к О‑серогруппам 
не удалось. На территории РФ ген mcr‑1 детек-
тирован у 2 штаммов УПЭК, принадлежащих к 
О11‑серогруппе [1].

Таким образом, результаты проведенного ис-
следования свидетельствуют, что штаммы УПЭК, 
выделенные из мочи пациентов, находящихся на 
стационарном лечении в урологическом стационаре 
клинической больницы Саратова, характеризуются 
высокой резистентностью к большинству классов 
АБП. Спектры резистентности изученных штаммов 
патогена, принадлежащих различным филогенети-
ческим группам и подгруппам А1, B1, В23, D1, D2 и 
серогруппам (О1, О2, О6, О7, О8, О15, О18, О25, 
О75, О83), имеют определенные отличия. Штаммы 
УПЭК, обладающие высокой резистентностью (до 
100,0 %), принадлежали к филогенетической под-
группе B23, основными представителями которой 
являются культуры наиболее часто встречающейся 
О25‑серогруппы. В исследуемой выборке штаммов 
УПЭК с использованием метода двойных дисков в 
67,6 % случаев выявлена продукция БЛРС. У трех 
исследованных уропатогенных штаммов E. coli 
впервые на территории Саратова и Саратовской об-
ласти выявлены гены mcr‑1 и mcr‑2, кодирующие 
резистентность к колистину – препарату резерва, ис-
пользуемому для лечения заболеваний, вызванных 
полирезистентными штаммами. Полученные дан-
ные свидетельствуют о необходимости постоянного 
мониторинга чувствительности/резистентности к 

Окончание табл. 3 / Ending of table 3
1 2 3 4 5 6 7 8

Тетрациклины / Tetracyclines
Доксициклин / Doxycycline 40,0 0,0 80,0 100,0 100,0 54,5 50,0
Тетрациклин / Tetracycline 40,0 55,6 40,0 100,0 100,0 81,8 100,0

Другие антимикробные препараты / Other antimicrobial preparations
Хлорамфеникол / Chloramphenicol 40,0 44,4 0,0 66,7 0,0 6,1 50,0
Фосфомицин / Fosfomycin 60,0 55,6 80,0 66,7 50,0 69,7 100,0
Нитрофурантоин / Nitrofurantoin 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 3,0 0,0
Триметоприм-сульфаметоксазол /  
Trimethoprim-sulfamethoxazole 80,0 66,7 20,0 100,0 100,0 75,8 0,0

Бета-лактамазы расширенного спектра /  
Extended-spectrum beta-lactamases 60,0 66,6 40,0 0 0 53,7 50,0

антимикробным препаратам штаммов УПЭК с це-
лью оптимизации назначения лекарственных препа-
ратов, а также детального изучения генома патогена 
для оценки эволюционных преобразований.
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Представлен опыт задействования мобильной лаборатории мониторинга и диагностики (МЛМД), переданной 
Федеральной службой по надзору в сфере защиты прав потребителей и благополучия человека Социалистической 
Республике Вьетнам в рамках реализации программ сотрудничества по противодействию инфекционным болез-
ням, при проведении эпизоотологического обследования северных провинций Вьетнама. Использование МЛМД 
позволило получить новые сведения о циркуляции возбудителей природно-очаговых инфекционных болезней на 
территории Вьетнама, а также обеспечить необходимые условия для проведения исследований с использованием 
методов экспресс- и ускоренной диагностики, бактериологического анализа, выполнения полного цикла работ – 
от поступления проб до обеззараживания и деструкции инфицированного материала с соблюдением требований 
биологической безопасности в полевых условиях. Показана эффективность использования мобильных лаборато-
рий при реагировании на чрезвычайные ситуации санитарно-эпидемиологического характера как для усиления 
стационарных лабораторных баз, так и для организации диагностических исследований в отдаленных регионах 
Вьетнама. Использование МЛМД для диагностики COVID‑19 явилось эффективной составляющей противодей-
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Abstract. The aim was to present the experience of using mobile laboratory for monitoring and diagnostics (MLMD) 
during the epizootiological monitoring of the northern provinces of Vietnam. MLMD was transferred by Federal Service 
for Surveillance in the Sphere of Consumers Rights Protection and Human Welfare to the Socialist Republic of Vietnam 
as part of implementation of cooperation programs on combating infectious diseases. The use of MLMD made it possible 
to obtain new information on the circulation of pathogens of natural-focal infectious diseases on the territory of Vietnam. 
It also provided the necessary conditions for conducting research using methods of express diagnostics, bacteriological 
analysis, performing a full cycle of work – from the receipt of samples to the disinfection and destruction of infected ma-
terial in compliance with the requirements of biological safety in the field. The effectiveness of using mobile laboratories 
in response to the emergencies of sanitary and epidemiological nature, both to strengthen stationary laboratory bases and 
to organize diagnostic studies in remote regions, has been shown. The use of MLMD for the diagnosis of COVID‑19 
has been an effective component of countering the new coronavirus infection in Vietnam and significantly increased the 
volume of testing in the country.
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В Российской Федерации начиная с 2006 г. в 
рамках деятельности Федеральной службы по над-
зору в сфере защиты прав потребителей и благопо-
лучия человека (Роспотребнадзор) ведутся иннова-
ционные разработки по проектированию и созданию 
мобильных лабораторий биологического профиля 
различного формата – на базе автошасси и пневмо-
каркасных модулей [1, 2]. Мобильные лаборатории, 
разрабатываемые ФКУН Российский противочум-
ный институт «Микроб» Роспотребнадзора, успеш-
но применяются при реагировании на чрезвычайные 
ситуации санитарно-эпидемиологического характе-
ра [3, 4], при осуществлении мониторинга природ-
ных очагов инфекционных болезней на территории 
Российской Федерации и за рубежом [5], а также при 
обеспечении санитарно-эпидемиологического бла-
гополучия в период подготовки и проведения мас-
совых мероприятий, в том числе с международным 
участием [6–8]. 

Российская Федерация на протяжении мно-
гих лет активно сотрудничает с Социалистической 
Республикой Вьетнам (СРВ) по вопросам противо-
действия угрозам биологического характера. С мо-
мента создания в 1987 г. Российско-Вьетнамский 
Тропический научно-исследовательский и техно-
логический центр (Тропический центр) является 
важнейшим учреждением для обеспечения био-
логической безопасности, стратегическим партне-
ром и опорной базой для реализации программ со-
трудничества по актуальным вопросам обеспече-
ния санитарно-эпидемиологического благополучия 
населения между Россией и Вьетнамом в области 
науки, технологий и изучения инфекционных болез-
ней. Роспотребнадзор при поддержке Правительства 
Российской Федерации проводит совместные ме-
роприятия, направленные на увеличение потенциа-
ла Вьетнама в области выявления, профилактики 
и реагирования на инфекционные болезни по сле-
дующим направлениям: укрепление материально-
технической базы, подготовка кадров, выполнение 
совместных научных работ, проведение экспедиций 
по мониторингу природных очагов опасных инфек-
ционных болезней.

В рамках реализации программ сотрудничества 
Федеральной службой по надзору в сфере защиты 
прав потребителей и благополучия человека при под-
держке Правительства Российской Федерации в де-
кабре 2018 г. в Российско-Вьетнамский Тропический 
научно-исследовательский и технологический центр 
поставлена мобильная лаборатория мониторинга и 
диагностики (МЛМД). МЛМД выполнена на базе 
автошасси КамАЗ-43118, обладающего повышенной 
проходимостью, и предназначена для проведения 
эпизоотологического мониторинга природных оча-
гов чумы и других опасных инфекционных болезней 
на удаленных территориях, усиления стационар-
ных лабораторных баз при возникновении чрезвы-

чайных ситуаций санитарно-эпидемиологического 
характера. Лаборатория оборудована системами ав-
тономного энергоснабжения, кондиционирования, 
приточно-вытяжной вентиляцией и обеспечивает 
проведение работ с ПБА I–IV групп патогенности 
бактериальной и II–IV групп патогенности вирус-
ной природы с использованием методов экспресс-, 
ускоренной диагностики и бактериологического 
анализа. Внутри МЛМД разделена на лабораторный 
блок и технический отсек, изолированный от по-
мещений лаборатории. Помещение лабораторного 
блока включает в себя: помещение для снятия верх-
ней, надевания рабочей и защитной одежды, душе-
вую, тамбур-шлюз (помещение для снятия защитной 
одежды), блок микробиологических исследований, 
шлюзовую камеру. Отличительной особенностью 
лаборатории является наличие необходимых усло-
вий для выполнения полного цикла работ – от по-
ступления проб до обеззараживания и деструкции 
инфицированного материала. Разработка защищена 
патентом Российской Федерации на полезную мо-
дель от 30.10.2017 № 180216.

Использование МЛМД при проведении эпизоо-
тологического обследования северных провинций 
Вьетнама. В марте 2019 г. с задействованием МЛМД 
организована первая совместная экспедиция с целью 
рекогносцировочного эпизоотологического обследо-
вания семи северных провинций Социалистической 
Республики Вьетнам: Дьенбьен, Лайтяу, Лаокай, 
Хазянг, Каобанг, Лангшон и Куагнинь [9, 10]. Также 
в задачи экспедиции входило исследование клиниче-
ского материала от больных с диагнозом «лихорадка 
неясной этиологии» из госпиталей семи обследуемых 
провинций. В состав экспедиционной группы входи-
ли специалисты Российского противочумного инсти-
тута «Микроб» и Тропического центра в области эпи-
демиологии, лабораторной диагностики, зоологии, 
а также инженер и два водителя. Передислокация 
лаборатории в каждую из провинций осуществля-
лась своим ходом. О высокой проходимости МЛМД 
свидетельствует сложность маршрута на некоторых 
участках: часть пути пролегала через высокогорные 
перевалы высотой до 2800 м над уровнем моря с 
опасными и низкокачественными участками дороги, 
а также значительными расстояниями между адми-
нистративными центрами провинций. 

В ходе экспедиционной работы для проведения 
лабораторных исследований МЛМД дислоцирова-
лась на территории госпиталей административных 
центров провинций. Конструкция лаборатории по-
зволяла после прибытия в кратчайшие сроки присту-
пить к выполнению работ. При развертывании лабо-
ратории на площадке осуществлялись выбор точки 
подключения к стационарной электросети с соответ-
ствующими параметрами тока, спуск и подключение 
штатного дизель-генератора через автомат ввода ре-
зерва (АВР). При работе в провинции Хазянг из-за 
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регулярных отключений электроэнергии мобильная 
лаборатория работала преимущественно от штатных 
дизель-генераторов, переход от стационарной сети 
осуществлялся через щит АВР в автоматическом 
режиме. В условиях тропического климата с преоб-
ладающей дневной температурой воздуха 40–42 °С 
система кондиционирования воздуха позволяла в ав-
томатическом режиме поддерживать температуру в 
лабораторном блоке в пределах 23–25 °С.

Все этапы исследования – от обеззараживания 
материала до учета результатов – осуществлялись 
в лабораторном блоке МЛМД. Материал для ис-
следования (пробы крови от больных с лихорадкой 
неясной этиологии из госпиталей, пробы органов 
мелких млекопитающих и эктопаразитов) из про-
винций Дьенбьен, Лайтяу, Лаокай, Хазянг, Каобанг 
доставляли в сосуде Дьюара в течение 1–3 дней. Из 
провинций Лангшон и Куангнинь в связи с близким 
расположением МЛМД к местам отлова пробы орга-
нов грызунов доставляли в лабораторию в течение 
1–2 часов после вскрытия. Исследования проводили 
с использованием методов ПЦР, ИФА, ИХА. Работу 
выполняли в боксе микробиологической безопасно-
сти (БМБ) II класса и ПЦР-боксе. 

В процессе экспедиционной работы проводи-
лось обучение специалистов Тропического центра 
правилам биологической безопасности при работе с 
ПБА, принципам работы в мобильной лаборатории, 
а также методам ПЦР и ИФА. Кроме того, в г. Хазянг 
проведено два обучающих занятия по теоретическим 
основам ПЦР и организации ПЦР-диагностики с со-
трудниками Центра по контролю за заболеваниями 
провинции Хазянг. 

За время экспедиции в апреле – мае 2019 г. в 
МЛМД проведен анализ 107 проб крови методом 
ПЦР, поступивших из госпиталей Дьенбьен, Лайтяу, 
Лаокай, Хазянг, Каобанг с целью выявления РНК ви-
русов лихорадок денге, Западного Нила (ЛЗН), ма-
лярийного плазмодия. В ходе исследований в одной 
пробе обнаружена РНК вируса денге I типа. В этой 
же пробе методом ИФА выявлены IgG к вирусу ден-
ге. Часть проб крови, в зависимости от имеющегося 
клинического и эпидемиологического анамнеза, ис-
следованы на наличие РНК возбудителей лихорад-
ки Ку, Крымской геморрагической лихорадки (КГЛ), 
лептоспироза, геморрагической лихорадки с почеч-
ным синдромом (ГЛПС), ДНК риккетсий группы пят-
нистых лихорадок. Маркеры указанных возбудителей 
не выявлены.

Кроме того, проведено исследование 644 проб 
органов и крови мелких млекопитающих с целью 
выявления маркеров возбудителей чумы, туляремии, 
лихорадки Ку, псевдотуберкулеза, лептоспироза, 
лихорадок ЛЗН, Ласса, КГЛ, ГЛПС,  а также иссле-
дование 40 проб эктопаразитов (клещей, блох) на 
наличие ДНК возбудителей чумы, туляремии, лихо-
радки Ку, гранулоцитарного анаплазмоза, РНК воз-
будителей клещевого энцефалита, моноцитарного 
эрлихиоза, боррелиоза. В 26 пробах органов мелких 

млекопитающих обнаружена 16S рРНК патогенных 
лептоспир. В шести пробах эктопаразитов (клещей) 
обнаружена ДНК риккетсий группы пятнистых ли-
хорадок, в одной пробе – РНК боррелий.

В последующем вследствие ограничений для 
въезда в ряд провинций Вьетнама в связи с панде-
мией COVID‑19 и необходимостью задействования 
лаборатории в диагностике SARS-CoV-2 для ис-
следования материала, собранного при проведении 
эпизоотологического обследования в северных про-
винциях Вьетнама, МЛМД базировалась на тер-
ритории Российско-Вьетнамского Тропического 
научно-исследовательского и технологического цен-
тра. Полученный зоологической группой материал 
доставляли в сосуде Дьюара в течение 2–5 дней в 
г. Ханой и исследовали в мобильной лаборатории. 

В общей сложности за период 2019–2021 гг. про-
ведено 5800 проб зоологического материала (пробы 
органов мелких млекопитающих, эктопаразитов) со-
трудниками Российского противочумного института 
«Микроб» и Тропического центра. Выполнено более 
15 тыс. исследований различными методами.

Таким образом, задействование МЛМД при 
проведении эпизоотологического обследования 
позволило оперативно получить сведения о нали-
чии циркуляции ряда возбудителей на территории 
северных провинций Вьетнама и обеспечило со-
блюдение требований биологической безопасности 
при проведении исследований в полевых условиях. 
Использование МЛМД в экспедиционной работе 
способствовало приближению современных диагно-
стических технологий непосредственно к природ-
ным очагам инфекционных болезней. 

Применение МЛМД для диагностики воз-
будителя новой коронавирусной инфекции. 
Первый случай новой коронавирусной инфекции во 
Вьетнаме зарегистрирован 23 января 2020 г. За пе-
риод с января 2020 по апрель 2021 г. на протяжении 
первых трех волн пандемии в мире Вьетнаму удава-
лось контролировать распространение COVID‑19. 
Профилактические мероприятия по борьбе с коро-
навирусной инфекцией во Вьетнаме основаны на 
пяти принципах: профилактика, выявление больных, 
изоляция, зонирование, лечение. Большое значение 
в профилактике новой коронавирусной инфекции 
сыграло проведение дезинфекционных мероприятий 
в общественных местах и очагах заболевания, повсе-
местное ношение медицинских масок, введение мер 
по дистанцированию населения и изоляции боль-
ных, контактных и приезжих, классифицирование по 
группам риска населенных пунктов и территорий, пе-
репрофилирование медицинских учреждений. Всего 
на территории Вьетнама за вышеуказанный период 
зарегистрировано около 3 тыс. случаев COVID‑19 и 
35 летальных случаев, что позволило международ-
ному сообществу высоко оценить результаты борь-
бы с эпидемией COVID‑19 во Вьетнаме. 

Однако в ряде регионов складывалась неблаго-
получная эпидемиологическая обстановка и отсут-
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ствовала возможность проведения тестирования на-
селения в необходимом объеме, в то время как одной 
из первостепенных задач в комплексе противоэпиде-
мических мероприятий является экстренное выявле-
ние больных COVID‑19 и контактных лиц. С целью 
обеспечения необходимых объемов лабораторной 
диагностики нового коронавируса 1 августа 2020 г. 
МЛМД и группа специалистов Тропического центра 
в составе четырех эпидемиологов и специалистов 
по лабораторной диагностике и двух водителей на-
правлена в провинцию Куангнам. Мобильная лабо-
ратория дислоцировалась на военной базе г. Дананг. 
Бригада была оснащена линейкой оборудования для 
ПЦР-исследований с детекцией результатов в режи-
ме реального времени, диагностическими наборами, 
расходными материалами, средствами индивидуаль-
ной защиты, дезинфектантами в полном объеме [11]. 
За полтора месяца работы проведено тестирование 
13717 проб клинического материала, полученных из 
Центра по контролю и профилактике заболеваний 
г. Дананг, провинции Куангнам, военного госпиталя, 
военно-профилактической медицинской бригады. 
Выявлено 6 положительных образцов. 

В мае 2021 г. Вьетнам столкнулся с новой вол-
ной COVID‑19, эпидемия коронавирусной инфек-
ции распространилась на многие провинции и го-
рода Вьетнама. По запросу Центра по контролю 
и профилактике заболеваний провинции Бакзянг 
Тропическим центром в г. Бакзянг направлена 
МЛМД и группа специалистов в составе семи чело-
век. С 16 мая по 20 июня 2021 г. на базе МЛМД ор-
ганизовано исследование клинического материала, 
полученного из Центра по контролю и профилакти-
ке заболеваний г. Бакзянг. В общей сложности про-
ведено исследование 20567 объединенных проб от 
53506 человек методом ПЦР, выявлено 278 положи-
тельных образцов.

После завершения работы в провинции Бакзянг 
МЛМД передислоцирована в г. Хошимин, который 
на тот период являлся крупнейшим эпидемическим 
очагом страны. Вместе с мобильной лабораторией 
в Хошимин направлено пять специалистов и два во-
дителя Тропического центра. С 4 июля по 4 августа 
протестирована 18831 объединенная проба от 132651 
человека, полученная из Центра по контролю и про-
филактике заболеваний г. Хошимин и от сотрудни-
ков Южного отделения Вьетнамско-Российского 
Тропического центра. Выявлено 2707 положитель-
ных образцов. Помимо проведения лабораторных 
исследований клинического материала, специали-
стами Тропического центра оказана консультативно-
методическая помощь и проведено обучение сотруд-
ников Южного отделения Вьетнамско-Российского 
Тропического центра методам лабораторной диагно-
стики COVID‑19. 

С 4 августа по 9 ноября 2021 г. группа специа-
листов Тропического центра осуществляли иссле-
дования на базе МЛМД в провинции Биньзыонг, 
г. Танюйен, где на тот момент отмечалось ухудше-

ние эпидемиологической ситуации по новой коро-
навирусной инфекции. Образцы для исследования 
получены из Центра по контролю и профилактике 
заболеваний провинции Биньзыонг, медицинского 
центра и военного командования г. Танюйен. За три 
месяца беспрерывной работы проведено исследова-
ние 48361 объединенного образца клинического ма-
териала от 215761 человека. РНК SARS-CoV-2 вы-
явлена в 19129 пробах.

За период с марта 2020 по февраль 2021 г. 
МЛМД задействована для проведения диагностики 
новой коронавирусной инфекции в четырех про-
винциях Вьетнама: Дананг, Бакзянг, Хошимин и 
Биньзыонг. В общей сложности за время работы 
проведено исследование 101476 образцов, получен-
ных от 415635 человек, выявлено 22120 положитель-
ных проб. 

Усиление стационарных лабораторных баз 
МЛМД в различных провинциях Вьетнама и ее раз-
мещение в отдаленных труднодоступных районах 
способствовало наращиванию диагностических 
мощностей лабораторий учреждений здравоохра-
нения СРВ и повышению качества исследований в 
условиях соблюдения требований биологической 
безопасности, что явилось неотъемлемой и эффек-
тивной составляющей противодействия новой коро-
навирусной инфекции.

Опыт задействования МЛМД во Вьетнаме при 
проведении эпизоотологического обследования при-
родных очагов опасных инфекционных болезней по-
зволил усовершенствовать технологию мониторинга 
природно-очаговых инфекций, тем самым увеличить 
исследовательский потенциал Тропического центра. 
Использование лаборатории в борьбе с эпидеми-
ей COVID‑19 повысило готовность страны к воз-
никновению ЧС санитарно-эпидемиологического 
характера и усилило эффективность мер реагиро-
вания. Увеличение количества мобильных лабора-
торий во Вьетнаме может стать одним из ключевых 
элементов укрепления общего потенциала системы 
реагирования на угрозы биологического характера в 
Социалистической Республике Вьетнам. 
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Важнейшей составляющей укрепления потенциала реагирования на биологические угрозы как на нацио-
нальном, так и на межгосударственном уровне является формирование на пространстве СНГ единой системы 
мониторинга и реагирования на чрезвычайные ситуации (ЧС) санитарно-эпидемиологического характера. Цель 
работы – обзор систем мониторинга и реагирования на ЧС санитарно-эпидемиологического характера в странах 
СНГ на примере Российской Федерации, Республики Беларусь, Республики Казахстан и Кыргызской Республики, 
характеристика основных направлений международного сотрудничества по вопросам противодействия угрозам 
биологического характера и координации международных ответных мер в странах СНГ. Материалы и методы. 
Использованы информационно-аналитические материалы, предоставленные организациями, ответственными 
за эпидемиологический надзор и контроль в странах СНГ, источники сети Интернет, публикации. Результаты 
и обсуждение. Организация и функционирование систем мониторинга и реагирования на ЧС в странах СНГ 
является государственной функцией, включает, как правило, национальный, региональный (субнациональный) 
и территориальный (местный) уровни, имеющие горизонтальные и вертикальные связи. Юридическую осно-
ву составляют документы законодательного уровня. Межведомственное взаимодействие при реагировании на 
ЧС осуществляется как на республиканском уровне, так и на административных территориях, основой взаи-
модействия являются комплексное планирование профилактических и противоэпидемических мероприятий 
и функционирование на постоянной основе соответствующих организационных структур. При поддержке 
Правительства Российской Федерации с 2015 г. реализуются программы, направленные на оказание содействия 
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целью повышения национального потенциала реагирования и формирования единой системы реагирования на 
ЧС санитарно-эпидемиологического характера на пространстве СНГ. Основными направлениями взаимодействия 
являются укрепление материально-технической базы профильных учреждений и кадрового ресурса, научное со-
трудничество. В результате реализации программ сотрудничества на сегодняшний день в странах СНГ фактиче-
ски сформирована единая система мониторинга и оперативного реагирования на ЧС в области общественного 
здравоохранения санитарно-эпидемиологического характера, объединяющая более 15 профильных учреждений 
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Начало XXI в. ознаменовано появлением в раз-
личных частях земного шара ряда ранее неизвест-
ных инфекционных болезней, имеющих серьезные 
социально-экономические последствия, а в ряде слу-
чаев повлекших за собой возникновение чрезвычай-
ных ситуаций (ЧС) санитарно-эпидемиологического 
характера. Вследствие постоянного возникновения 
новых угроз биологической безопасности укрепле-
ние систем эпидемиологического надзора и реагиро-
вания занимает центральное место в деятельности 
по обеспечению санитарно-эпидемиологического 
благополучия населения как в каждой отдельно взя-
той стране, так и в мировом масштабе. Обеспечение 
биологической безопасности и санитарно-эпиде
миологического благополучия населения невозмож-
но без развития международного сотрудничества в 
области предупреждения и реагирования на ЧС био-
логического характера как на двухсторонней основе, 
так и в рамках межгосударственных объединений. 

Регион СНГ характеризуется наличием истори-
чески сложившихся тесных культурных и экономи-
ческих связей. Одним из факторов, обусловливаю-
щих интенсивное взаимодействие стран в различ-
ных областях деятельности, является значительная 
протяженность совместных государственных гра-
ниц. Доля смежных границ Беларуси, Казахстана, 
Кыргызстана и России в среднем составляет 59,3 % 

от общей протяженности их государственных гра-
ниц, варьируя от 35 до 83 %. 

Наличие трансграничных природных очагов 
особо опасных инфекционных болезней, расшире-
ние ареала природно-очаговых инфекций, возник-
новение микроорганизмов, устойчивых к противо-
микробным препаратам наряду с интенсивными 
миграционными связями обусловливают потенциал 
возникновения и развития региональных и транс-
граничных ЧС и диктуют необходимость выработки 
в рамках развития сотрудничества стран СНГ со-
вместной стратегии реагирования на биологические 
угрозы на региональном и национальном уровнях, 
своевременного обмена информацией, совместного 
использования технологических ресурсов, экстрен-
ной мобилизации ресурсов на межгосударственном 
уровне.

Учитывая накопленный опыт Российской 
Федерации по реагированию на ЧС в области 
санитарно-эпидемиологического благополучия на-
селения с помощью специализированных противо-
эпидемических бригад (СПЭБ) Роспотребнадзора, 
весьма актуальным на сегодняшний день является 
его использование и распространение на простран-
стве СНГ. Существует необходимость формирования 
единых методических подходов и алгоритмов реа-
гирования на ЧС санитарно-эпидемиологического 

Abstract. The most important component of strengthening the potential for responding to biological threats both at 
the national and interstate levels is the formation of a unified system for monitoring and responding to emergencies (ES) 
of sanitary-epidemiological nature in the CIS territory. The aim of the work was to review the systems for monitoring 
and responding to emergencies of sanitary-epidemiological character in the CIS countries by the example of the Russian 
Federation, the Republic of Belarus, the Republic of Kazakhstan and the Kyrgyz Republic, to characterize the main areas 
of international cooperation on countering biological threats and coordinating international response measures in the 
CIS countries. Materials and methods. Information and analytical materials provided by organizations responsible for 
epidemiological surveillance and control in the CIS countries, Internet sources, and publications were used for the study. 
Results and discussion. The organization and functioning of the systems for monitoring and responding to emergencies 
in the CIS countries is a state function. It includes, as a rule, the national, regional (sub-national) and territorial (local) 
levels, which have horizontal and vertical connections. The legal framework is made up of documents of the legislative 
level. Interdepartmental interaction in response to emergencies is carried out both at the republican level and in admin-
istrative territories; the basis for interaction is the integrated planning of preventive and anti-epidemic measures and the 
functioning of the relevant organizational structures on an ongoing basis. Since 2015, with the support of the Government 
of the Russian Federation, programs have been implemented aimed at assisting partner countries in the implementation 
of the International Health Regulations (2005) in order to increase national response capacity and form a unified sanitary-
epidemiological emergency response system in the CIS countries. The main areas of collaboration are strengthening the 
material and technical base and human resources of specialized institutions and scientific cooperation. As a result of 
the program implementation, a unified system for monitoring and prompt response to emergencies in the field of public 
health of sanitary-epidemiological nature has essentially been formed in the CIS countries to date, uniting more than 15 
specialized institutions from 8 CIS countries. 

Key words: provision of sanitary-epidemiological welfare, emergency situation, epidemiological surveillance, sani-
tary protection of the territory.
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характера в рамках реализации Международных 
медико-санитарных правил (ММСП) (2005 г.) с це-
лью содействия оперативному реагированию на ЧС 
как на национальном, так и на межгосударственном 
уровне.

Цель работы – рассмотрение систем монито-
ринга и реагирования на ЧС в области общественно-
го здравоохранения санитарно-эпидемиологического 
характера в странах СНГ на примере Российской 
Федерации, Республики Беларусь, Республики 
Казахстан и Кыргызской Республики, характери-
стика основных направлений международного со-
трудничества по вопросам противодействия угрозам 
биологического характера и координации междуна-
родных ответных мер на пространстве СНГ.

Материалы и методы

В статье использованы информационно-анали
тические материалы, предоставленные органи-
зациями, ответственными за вопросы эпидемио-
логического надзора и контроля в странах СНГ. 
Дополнительный справочный материал получен из 
источников сети Интернет, официальных данных 
ВОЗ по результатам проведенной внешней оценки 
[1, 2], материалов научных публикаций.

Результаты и обсуждение

Прототипом национальных систем реагиро-
вания на ЧС в странах СНГ является санитарно-
эпидемиологическая служба СССР. Однако за 
последние 15 лет в большинстве стран СНГ про-
изошло значительное реформирование струк-
тур, ответственных за обеспечение санитарно-
эпидемиологического благополучия населения, с 
дополнением их функций. 

Российская Федерация. Современная структу-
ра государственной санитарно-эпидемиологической 
службы Российской Федерации создана путем сли-
яния органов и учреждений Госсанэпиднадзора, 
частично Министерства путей сообщения РФ, 
Госторгинспекции, Государственного комитета по 
антимонопольной политике. Созданному в 2004 г. 
органу – Федеральной службе по надзору в сфере 
защиты прав потребителей и благополучия челове-
ка – передана часть функций других министерств, 
постановлениями Правительства РФ закреплены об-
новленные функции и полномочия. 

Законодательство в области обеспечения 
санитарно-эпидемиологического благополучия на-
селения основано на Конституции РФ и состоит 
из Федерального закона от 30.03.1999 № 52‑ФЗ 
(ред. от 13.07.2020) «О санитарно-эпидемиологи
ческом благополучии населения», других федераль-
ных законов и принимаемых в соответствии с ними 
нормативно-правовых актов Российской Федерации. 

Основными направлениями противодействия 
глобальным угрозам в России являются: внедрение 

нового инструментария (геоинформационных и ав-
томатизированных информационных систем) в эпи-
демиологический надзор, в том числе для оценки ди-
намики и прогнозирования внешних и внутренних 
угроз; укрепление лабораторной базы и внедрение 
новых диагностических технологий; совершенство-
вание и повышение эффективности профилактиче-
ских мероприятий; разработка новых средств про-
филактики и диагностики; укрепление кадрового 
потенциала; развитие международного сотрудниче-
ства в отношении эпидемиологического надзора и 
контроля широкого спектра угроз биологического 
характера.

На всех административных территориях РФ 
обеспечено функционирование санитарно-противо

эпидемических комиссий, которые осуществляют 
контроль за своевременным и полным проведением 
противоэпидемических мероприятий по локализации 
и ликвидации очагов инфекционных заболеваний, 
обеспечивают межведомственное взаимодействие, а 
также разработку и реализацию Комплексных пла-
нов по санитарной охране территории РФ, утверж-
даемых органами исполнительной власти террито-
рий (на уровне правительств субъектов Российской 
Федерации) и предусматривающих готовность раз-
личных ведомств к возникновению ЧС, проведению 
профилактических и противоэпидемических меро-
приятий [3].

Установление рисков возникновения ЧС в 
пунктах пропуска через государственную гра-
ницу Российской Федерации обусловливает ис-
полнение государственной функции по осущест-
влению санитарно-карантинного контроля более 
чем в 200 пунктах пропуска (Положение о поряд-
ке осуществления государственного санитарно-
эпидемиологического надзора (контроля) за лицами 
и транспортными средствами, пересекающими тамо-
женную границу Евразийского экономического со-
юза, подконтрольной продукцией (товарами), пере-
мещаемой через таможенную границу Евразийского 
экономического союза), и проведение мероприятий по 
санитарной охране на всей таможенной территории 
Евразийского экономического союза (утверждено ре-
шением Комиссии Таможенного союза от 28.05.2010 
№ 299 (изменения внесены Решением Совета 
Евразийской экономической комиссии от 16.02.2018 
№ 5); приказом Роспотребнадзора от 17.07.2012 
№ 767 «Об утверждении Административного регла-
мента исполнения Федеральной службой по надзору 
в сфере защиты прав потребителей и благополучия 
человека государственной функции по осуществле-
нию санитарно-карантинного контроля в пунктах 
пропуска на российском участке внешней границы 
Таможенного союза»).

Проводится автоматизация функционирова-
ния связанных между собой процедур и функций 
в рамках организационной структуры Роспотреб
надзора. Осуществляется внедрение технологий 
Единой информационно-аналитической системы  
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Роспотребнадзора в деятельность подведомствен-
ных территориальных органов и учреждений. 
Система состоит из таких ключевых модулей, 
как «Лабораторное обеспечение», «Контрольно-
надзорная деятельность», «Эпидемиологический 
надзор и мониторинг», в которые будет поступать, 
храниться и оперативно анализироваться информа-
ция, в том числе о санитарно-эпидемиологической 
ситуации в стране и различных регионах и научных 
исследованиях. Разработана и внедряется на всех 
санитарно-карантинных пунктах автоматизирован-
ная информационная система «Периметр», которая 
в автоматизированном режиме собирает и система-
тизирует информацию об эпидемиологическом не-
благополучии в странах мира для информирования 
специалистов Роспотребнадзора о каждом пасса-
жирском рейсе и позволяет перевести документо
оборот на электронную основу, что повышает опе-
ративность мероприятий по санитарной охране тер-
ритории Российской Федерацией от завоза опасных 
инфекционных болезней.

Создаются детальные многослойные электрон-
ные паспорта природно-очаговых инфекционных бо-
лезней на территории Российской Федерации с целью 
формирования единого ГИС-портала для проведения 
пространственного анализа и выработки эффектив-
ных управленческих решений для снижения риска 
инфицирования и сохранения здоровья населения.

Лабораторная диагностика инфекционных бо
лезней на территории РФ обеспечена в соответствии 
с приказом Федеральной службы по надзору в сфере 
защиты прав потребителей и благополучия челове-
ка от 01.12.2017 № 1116  «О совершенствовании си-
стемы мониторинга, лабораторной диагностики ин-
фекционных и паразитарных болезней и индикации 
ПБА в Российской Федерации». Организационная 
структура лабораторной базы Роспотребнадзора 
представлена следующим образом: 

– центры гигиены и эпидемиологии в субъектах 
Российской Федерации и их филиалы;

– центры индикации возбудителей инфекцион-
ных болезней I–II групп патогенности и обеспечения 
противоэпидемической готовности (19 противочум-
ных учреждений);

– опорные базы центров индикации возбудите-
лей инфекционных болезней I–II групп патогенно-
сти (21 опорная база ФБУЗ «ЦГиЭ»);

– научно-методические центры по мониторин-
гу за возбудителями инфекционных и паразитарных 
болезней II–IV групп патогенности (10); 

– референс-центры по мониторингу за воз-
будителями инфекционных болезней (54) на базе 
21 учреждения (17 научно-исследовательских ин-
ститутов Роспотребнадзора, 1 научно-исследова
тельская организация (НИО) Минобороны России,  
1 НИО Российской академии наук, 2 НИО Минздрава 
России);

– национальные центры верификации диагно-
стической деятельности, выполняющие функции 

Государственных коллекций (Российский противо-
чумный институт «Микроб», ГНЦ ВБ «Вектор», 
ГНЦ ПМБ).

Ключевым звеном созданной в Российской 
Федерации системы предупреждения, выявления 
и противодействия биологическим угрозам, вклю-
чающей силы и средства оперативного реагирова-
ния, являются СПЭБ Роспотребнадзора. СПЭБ ор-
ганизованы на базе пяти противочумных институтов 
Роспотребнадзора и являются внештатными мобиль-
ными формированиями оперативного реагирования, 
имеющими высококвалифицированный кадровый 
состав, способными решать задачи по предупре-
ждению и ликвидации угроз биологической безопас-
ности, оснащенными мобильными лабораториями, 
которые позволяют проводить индикацию и иден-
тификацию ПБА I–IV групп патогенности. СПЭБ 
Роспотребнадзора были задействованы в борьбе с 
эпидемическими проявлениями особо опасных ин-
фекционных болезней (чумы, холеры, сибирской 
язвы, лихорадки Эбола) как на территории РФ, так 
и за ее пределами [4, 5], в предупреждении и лик-
видации эпидемических последствий стихийных 
бедствий (землетрясений, наводнений), в обеспече-
нии санитарно-эпидемиологического благополучия 
в зонах гуманитарных и техногенных катастроф,  
в ходе проведения массовых мероприятий с между-
народным участием [6]. 

В 2021 г. с целью повышения эффективности 
профилактических мероприятий, недопущения за-
воза опасных инфекций на территорию Российской 
Федерации и защиты страны от эпидемиологи-
ческих угроз, по поручению Правительства РФ 
Роспотребнадзором разработана стратегия «Сани
тарный щит». В основе стратегии лежат четыре взаи-
мосвязанные составляющие: эффективное предупре-
ждение, быстрое выявление, оперативное реагиро-
вание на угрозы здоровья населения и обеспечение 
безопасной среды обитания. «Санитарный щит» 
включает в себя несколько направлений: «Защита от 
угроз безопасности здоровью 24/7», «Лабораторная 
инфраструктура XXI века», «Тест-системы для выяв-
ления новых инфекционных болезней за 4 дня, вакци-
ны – за 4 месяца», «Новая модель санитарно-эпиде
миологического поведения» – и позволяет развить 
глубоко эшелонированную трехуровневую систему 
ответных мер на современные угрозы и вызовы, вклю-
чающую национальный уровень, ближний периметр 
евразийского пространства и дальнее зарубежье. 

Республика Беларусь. Система органов и учреж-
дений Министерства здравоохранения Республики 
Беларусь, осуществляющих государственный са-
нитарный надзор, утвержденная в соответствии с 
Постановлением Совета Министров Республики 
Беларусь от 10.04.2001 № 495 «О Государственной 
системе предупреждения и ликвидации чрезвычай-
ных ситуаций» (ред. от 12.01.2017 № 22), а также 
межведомственное взаимодействие в ответ на ЧС 
представлены на рис. 1.
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Рис. 1. Система взаимодействия органов и учреждений в ответ на ЧС в области общественного здравоохранения в Республике 
Беларусь

Fig. 1. The system of interaction between bodies and institutions in response to emergency situations in the sphere of public health in the 
Republic of Belarus



100

Проблемы особо опасных инфекций. 2022; 3						      Оригинальные статьи

Правовой основой обеспечения санитарно-
эпидемиологического благополучия населения яв-
ляется Закон Республики Беларусь от 07.01.2012 
№ 340-З «О санитарно-эпидемиологическом благо-
получии населения». Выполнение основных задач 
по реализации ММСП в Республике Беларусь обес
печивается государственной системой предупре-
ждения и ликвидации ЧС. Положение, структура и 
основные направления деятельности всех участников 
этой системы утверждены Постановлением Совета 
Министров Республики Беларусь (2001 г.) [7].

Министерством здравоохранения созданы спе
циализированные формирования службы экстренной 
медицинской помощи и специализированные фор-
мирования государственного санитарного надзора, 
являющиеся нештатными формированиями быстро-
го реагирования: 6 санитарно-эпидемиологических 
отрядов, 9 специализированных санитарно-противо
эпидемических бригад республиканского подчи-
нения, 149 групп санитарно-эпидемиологической 
разведки на базе органов и учреждений, осущест-
вляющих государственный санитарный надзор об-
ластного, зонального и районного уровней. На базе 
30 региональных центров гигиены и эпидемиологии 
созданы головные лаборатории сети наблюдения и 
лабораторного контроля. Аккредитованные лабора-
тории, работающие по программе забора проб и ин-
дикации микроорганизмов I–II групп патогенности, 
функционируют на базе всех областных центров ги-
гиены, эпидемиологии и общественного здоровья и 
Республиканского центра гигиены, эпидемиологии и 
общественного здоровья.

Научно-методическое обеспечение деятель-
ности системы мониторинга и предупреждения ЧС 
осуществляется Республиканским научно-практи
ческим центром эпидемиологии и микробиологии. 
Центр участвует в семи международных программах 
по контролю инфекционных заболеваний; является 
национальным контактным органом Конвенции о 
запрещении производства, хранения бактериоло-
гического (биологического) и токсинного оружия и 
основным исполнителем дорожной карты по реали-
зации в стране Резолюции 1540 Совета Безопасности 
ООН в части биологической безопасности; имеет ла-
боратории, соответствующие классу биологической 
безопасности уровня BSL3.

На государственной границе функционирует 
36 пунктов пропуска, оборудованных в соответствии 
с требованиями нормативных правовых актов респуб
лики и документами ЕАЭС. Санитарный контроль 
физических лиц и транспортных средств проводится 
совместно сотрудниками пограничной службы и спе-
циалистами санитарно-карантинных пунктов.

Республика Казахстан. В соответствии с 
Кодексом «О здоровье народа и системе здраво-
охранения Республики Казахстан» (2009 г.) в го-
сударственное регулирование входит санитарно-
эпидемиологический мониторинг состояния здо-
ровья населения и среды обитания; проведение 

санитарно-противоэпидемических и санитарно-про
филактических мероприятий в отношении больных 
инфекционными и паразитарными заболеваниями; 
осуществление санитарной охраны территории 
Республики Казахстан (РК); введение ограничи-
тельных мероприятий, в том числе карантина; про-
ведение медицинских осмотров, профилактических 
прививок и гигиенического обучения для лиц декре-
тированной группы населения. Все случаи инфекци-
онных, паразитарных, профессиональных заболева-
ний и отравлений населения подлежат регистрации 
и расследованию государственными органами в сфе-
ре санитарно-эпидемиологического благополучия 
населения. 

Действующая в республике система монито-
ринга и реагирования при опасных инфекционных 
заболеваниях и чрезвычайных ситуациях биологи-
ческого характера направлена на раннее выявление, 
предотвращение распространения и ликвидацию 
ЧС. Профилактика и контроль за инфекционными 
болезнями, вызываемыми возбудителями I–IV групп 
патогенности, входит в задачи Комитета санитарно-
эпидемиологического контроля Министерства 
здравоохранения Республики Казахстан (КСЭК 
МЗ РК). Мониторинг эпидемиологической ситуа-
ции проводится территориальными департамента-
ми КСЭК МЗ РК совместно с лабораторной сетью 
Национального центра экспертизы (НЦЭ), в ряде ре-
гионов – с использованием автолабораторий.

Научно-практический центр санитарно-
эпидемиологической экспертизы и мониторинга 
(НПЦСЭЭМ), являющийся филиалом Националь
ного центра общественного здравоохранения, обес
печивает механизм подтверждения/идентификации 
лабораторных результатов на базе референтных ла-
бораторий и регулирует поток информации от мест-
ного до республиканского уровня. С 2010 г. идет 
внедрение электронной интегрированной системы 
надзора за заболеваниями на базе отделов особо 
опасных инфекций НЦЭ [8]. В случае регистрации 
зоонозного инфекционного заболевания среди на-
селения информация предоставляется в Комитет 
ветеринарного контроля и надзора Министерства 
сельского хозяйства (МСХ) РК, обеспечивая межве-
домственное взаимодействие при проведении проти-
воэпидемических мероприятий.

РГП на ПХВ «Национальный научный центр 
особо опасных инфекций им. М. Айкимбаева» 
(ННЦООИ) Министерства здравоохранения РК яв-
ляется Референтным центром по эпидемиологи-
ческому, эпизоотологическому и лабораторному 
мониторингу чумы и холеры в РК и обеспечивает 
координацию работы противочумной службы РК, 
включающей 9 противочумных станций, оказание 
консультативно-методической помощи, подготовку 
специализированных кадров, производит диагно-
стические и профилактические препараты. Внедрена 
ГИС-технология в мониторинг ООИ с паспортиза-
цией, электронной интегрированной системой по 
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Рис. 2. Схема экстренного оповещения при подозрении на особо опасные инфекции в Республике Казахстан

надзору за заболеваниями для последующего про-
гнозирования. Для оперативного реагирования на 
вспышки особо опасных инфекций на базе ННЦООИ 
сформирована специализированная противоэпиде-
мическая бригада. В 2017 г. при ННЦООИ введена 
в эксплуатацию Центральная Референс-лаборатория 
(ЦРЛ), построенная по международным стандартам 
BSL-2/BSL-3/ABSL-3 в рамках межправительствен-
ного соглашения между РК и США. Основной целью 
ЦРЛ является консолидация и безопасное хранение 
опасных биологических патогенов, международное 
сотрудничество, подготовка персонала по биобез
опасности/биозащите и выполнение арбитражных 
исследований на национальном и международном 
уровнях. ННЦООИ является основным оператором 

по подготовке кадров по лабораторной биобезопас-
ности и биозащите и регулярно проводит оценку 
лабораторной службы РК по вопросам биобезопас-
ности [9]. 

Санитарно-карантинный контроль в пропуск-
ных пунктах проводится территориальными подраз-
делениями санитарно-эпидемиологической служ-
бы, включает контроль за пассажирами, экипажами, 
поездными бригадами, транспортными средствами, 
грузами на авто-, ж/д- и авиамагистралях и являет-
ся основной частью санитарной охраны территории 
РК. В случае выявления больного с подозрением на 
опасное инфекционное (паразитарное) заболевание 
специалистами санитарно-карантинного пункта в 
соответствии с оперативным планом принятия от-
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ветных мер проводятся оповещение, санитарно-
противоэпидемические и профилактические меро-
приятия по изоляции больного, его госпитализации 
в организацию здравоохранения, установлению 
контактных лиц и их обсервации, организации дез
инфекционных мероприятий в отношении транс-
портного средства. Схема оповещения при ситуа-
циях, когда вводится алгоритм действий опера-
тивного реагирования, включает информирование 
территориального управления здравоохранения 
(далее – МЗ РК), территориального департамента 
КСЭК и НЦЭ (далее – Комитета санитарно-эпиде
миологического контроля МЗ РК), территориальной 
инспекции комитета ветеринарного надзора МСХ 
(в случае зоонозного инфекционного заболевания). 
Первая информация из медицинской организации 

передается в течение 3 часов с момента выявления 
больного (рис. 2).

В случае угрозы ввоза и/или распространения 
опасной инфекционной болезни на соответствую-
щей территории вводятся ограничительные меро-
приятия, в том числе карантин, и организуется меж-
ведомственная государственная комиссия по преду-
преждению и ликвидации ЧС. Штаб ЧС выполняет 
оперативное руководство по координации деятель-
ности центральных и местных исполнительных ор-
ганов, организует лабораторную работу на базе под-
разделений НЦЭ и ННЦООИ и комплекс санитарно-
противоэпидемических мероприятий. Кроме того, 
штаб ЧС решает важные вопросы материально-
технического снабжения, в том числе обеспечения 
лабораторной службы необходимыми материалами 

Fig. 2. Emergency notification scheme for a suspected case of particularly dangerous infection in the Republic of Kazakhstan:
NSC PDI, MH RK – National Scientific Center of Particularly Dangerous Infections named after M. Aikimbaev of the Ministry of Health of the Republic of 
Kazakhstan
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за счет республиканского бюджета и/или бюджета 
территориального акимата. Важной задачей штаба 
ЧС является взаимодействие со средствами массо-
вой информации для предоставления достоверной 
информации населению.

Кыргызская Республика. Существующая систе-
ма здравоохранения Кыргызской Республики сфор-
мировалась в течение последних двух десятилетий 
в результате проведенных реформ здравоохране-
ния. Санитарно-эпидемиологическое благополучие 
населения обеспечивается Службой обществен-
ного здравоохранения Министерства здравоохра-
нения Кыргызской Республики (МЗ КР), которая 
включает организации республиканского и терри-
ториального уровней, осуществляющие медико-
профилактическую и научно-исследовательскую 
деятельность (рис. 3). 

Эпидемиологический надзор осуществляют: за 
инфекционными болезнями – центры профилактики 
заболеваний и госанэпиднадзора (ЦПЗиГСЭН), кото-
рые подают суммарную информацию об инфекцион-
ных заболеваниях по Ф-1 в Департамент профилак-
тики заболеваний и госанэпиднадзора (ДПЗиГСЭН) 
ежемесячно, а в случаях подозрения на особо опас-
ные болезни – немедленно; за чумой, сибирской яз-
вой, бешенством, бруцеллезом и редкими инфекция-
ми – Республиканский центр карантинных и особо 
опасных инфекций (РЦКиООИ). Мониторинг при-
родных очагов чумы с эпидемиологическим, эпи-
зоотологическим и лабораторным обследованием 
осуществляет РЦКиООИ и три его противочумных 
отделения, расположенные в городах Каракол, Ош и 
селе Атбаши, приуроченные к энзоотичным по чуме 
территориям [10].

Рис. 3. Структура Службы общественного здравоохранения Министерства здравоохранения Кыргызской Республики

Fig. 3. Structure of the Public Health Service of the Ministry of Health, Kyrgyz Republic (KR)



104

Проблемы особо опасных инфекций. 2022; 3						      Оригинальные статьи

Более 10 лет в стране работает онлайн-система 
сбора сведений об инфекционных заболеваниях.  
В республике осуществляется эпиднадзор за инфек-
ционными и паразитарными заболеваниями. При по-
дозрении на ООИ информация направляется в мест-
ный эпидемиологический центр на районном уров-
не (часто размещающийся в больнице). Из местной 
лаборатории положительные результаты по инфор-
мируемым заболеваниям направляются в референс-
лабораторию для подтверждения.

Для оперативного реагирования на ЧС разра-
ботаны оперативные планы мероприятий, создана 
широкая сеть лабораторной службы. Операционный 
центр по ЧС в области общественного здравоохране-
ния (ЦЧС) является основным местом координации 
оперативной информации и ресурсов для стратеги-
ческого управления ЧС в области общественного 
здравоохранения и учений по их ликвидации. Он 
функционирует в соответствии с минимальными об-
щими стандартами, поддерживает подготовленные 
действующие многоотраслевые бригады быстрого 
реагирования; обученный персонал ЦЧС способен 
приступить к скоординированным действиям по 
реагированию на ЧС в области общественного здра-
воохранения в течение 120 минут после ее выявле-
ния [1, 11]. 

В республике регулярно проводится и обновля-
ется (не реже одного раза в год) картирование рисков 
и ресурсов с предоставлением актуализированной 
информации о ситуации в области общественного 
здравоохранения. Функционирует сеть наблюдения 
лабораторного контроля, которая позволяет оператив-
но отреагировать на ЧС. Остальные формирования 
(дезинфекционные бригады, группа санитарных вра-
чей, специалистов и консультантов-эпидемиологов, 
инфекционистов, психологов и др.) привлека
ются по конкретному случаю местными лечебно-
профилактическими организациями (ЛПО), а также 
ЛПО второго и третьего уровней. Лабораторная база 
государственной санитарно-эпидемиологической 
службы включает лаборатории общественного здра-
воохранения национального уровня и ряда областных 
организаций (20 %), которые отвечают современным 
требованиям, и лаборатории районных и городских 
организаций общественного здравоохранения, кото-
рые имеют слабую материально-техническую базу. 

Концепция государственной политики Россий
ской Федерации в сфере содействия международно-
му развитию, утвержденная Указом Президента РФ 
от 20.04.2014 № 259, включает в себя укрепление на-
циональных систем здравоохранения, направленных 
на борьбу с распространением инфекционных забо-
леваний. Федеральной службой по надзору в сфере 
защиты прав потребителей и благополучия человека 
при поддержке Правительства РФ осуществляется 
реализация целого ряда программ, ориентированных 
на внедрение и реализацию ММСП на пространстве 
СНГ, укрепление методологического, технологиче-
ского, кадрового потенциала, усиление националь-

ных возможностей стран – партнеров Российской 
Федерации в области реагирования на ЧС санитарно-
эпидемиологического характера и, как итог сотруд-
ничества, создание единого эпидемиологического 
и информационного пространства, формирование 
и обеспечение функционирования единой системы 
мониторинга и оперативного реагирования на ЧС 
санитарно-эпидемиологического характера. 

Основными направлениями взаимодействия яв-
ляются укрепление материально-технической базы 
профильных учреждений стран СНГ, подготовка 
кадров, выполнение совместных научных работ и 
проведение экспедиций по мониторингу природных 
очагов инфекционных болезней. 

С целью оказания материально-технической 
поддержки с 2015 по 2021 год в шесть стран СНГ 
поставлено 18 мобильных лабораторий различного 
профиля, а также 6 лабораторий из состава СПЭБ 
Роспотребнадзора. Переданные мобильные лабо-
ратории используются для проведения эпизоотоло-
гического обследования природных очагов чумы и 
других опасных инфекционных болезней. С 2020 г. 
мобильные лаборатории активно задействованы для 
диагностики новой коронавирусной инфекции: и 
для усиления стационарных лабораторных баз, и для 
проведения диагностики в отдаленных и труднодо-
ступных районах, не охваченных стационарной ла-
бораторной сетью. Кроме мобильных лабораторий, 
осуществляются поставки странам-партнерам лабо-
раторного оборудования, диагностических препара-
тов и расходных материалов. 

Большое внимание уделяется подготовке кад
ров для совместной работы в составе команд опе-
ративного реагирования, в том числе с использо-
ванием мобильных лабораторий. Начиная с 2015 г. 
подготовлено более 700 специалистов профильных 
учреждений стран СНГ по вопросам эпидемиоло-
гии и лабораторной диагностики. В октябре 2019 г. 
проведены первые межгосударственные учения 
команд быстрого реагирования стран СНГ на базе 
мобильного комплекса СПЭБ Роспотребнадзора.  
В учениях задействовано 80 специалистов профиль-
ных учреждений из 8 стран СНГ. На основании по-
ложительного опыта проведения учений в 2019 г., 
с целью продолжения укрепления региональной и 
глобальной систем противодействия инфекционным 
болезням и разработки единых подходов к борьбе 
с заболеваниями с эпидемическим потенциалом,  
в октябре 2021 г. в гибридном формате организованы 
первые международные учения мобильных лабора-
торий быстрого реагирования. Непосредственными 
участниками учений стали более 120 специ-
алистов из России, Азербайджана, Армении, 
Беларуси, Кыргызстана, Казахстана, Узбекистана, 
Таджикистана, Бельгии, Франции, Германии и ВОЗ. 

В рамках научного сотрудничества проводит-
ся программа по снижению риска возникновения 
эпидемических осложнений по чуме на природно-
очаговых территориях. Внедрены единые алгорит-
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мы эпизоотологического мониторинга и профи-
лактики чумы и других инфекционных болезней. 
Реализованы программы помощи по элиминации 
кори, борьбе с ВИЧ/СПИД и другими инфекци-
онными болезнями, противодействию выработке 
устойчивости к противомикробным препаратам в 
странах СНГ. Выполняются совместные проекты по 
молекулярно-генетическому мониторингу возбуди-
теля новой коронавирусной инфекции и оценке по-
пуляционного иммунитета к SARS-CoV-2. 

Для осуществления межгосударственного со-
трудничества и взаимодействия в области сани-
тарной охраны территории и обеспечения эпиде-
миологического благополучия населения Решением 
государств – участников СНГ от 22 ноября 2000 г. 
(г. Душанбе) создан Координационный совет по про-
блемам санитарной охраны территорий государств – 
участников СНГ от завоза и распространения особо 
опасных инфекционных болезней. 

Координационным советом разработано норма-
тивное обеспечение единой системы мониторинга и 
реагирования на ЧС санитарно-эпидемиологического 
характера на пространстве СНГ. Разработан и 
утвержден ряд межгосударственных документов: 
Соглашение о сотрудничестве в области санитар-
ной охраны территорий государств – участников 
СНГ, Положение о порядке осуществления инфор-
мационного обмена между государствами – участ-
никами СНГ о чрезвычайных ситуациях в обла-
сти общественного здравоохранения санитарно-
эпидемиологического характера, Положение о ба-
зовой организации государств – участников СНГ по 
мониторингу, оперативному оповещению и совмест-
ному реагированию на чрезвычайные ситуации в об-
ласти общественного здравоохранения санитарно-
эпидемиологического характера. Решением 90-го 
заседания Экономического совета СНГ статус базо-
вой организации придан ФКУН Российский проти-
вочумный институт «Микроб» Роспотребнадзора. 
Утверждено Положение о базовой организации. Для 
обеспечения информационного обмена в учреждения 
стран-партнеров (Армения, Азербайджан, Беларусь, 
Казахстан, Кыргызстан, Таджикистан, Узбекистан) 
поставлены автоматизированные рабочие места. 
Сформирован реестр специалистов организаций 
санитарно-эпидемиологического профиля госу-
дарств – участников СНГ для совместной работы в 
зоне ЧС санитарно-эпидемиологического характера. 
Решением Совета по сотрудничеству в области здра-
воохранения СНГ от 30 июня 2020 г. одобрен проект 
Соглашения о сотрудничестве государств – участ-
ников СНГ по предупреждению и реагированию 
на ЧС в области общественного здравоохранения 
санитарно-эпидемиологического характера.

Поскольку прототипом национальных си-
стем реагирования на ЧС являлась санитарно-
эпидемиологическая служба СССР, эти системы в 
странах СНГ построены на одинаковых принципах 
и включают, как правило, национальный, региональ-

ный (субнациональный) и территориальный (мест-
ный) уровни реагирования, имеющие горизонталь-
ные и вертикальные связи. Вопросы мониторинга 
и реагирования на ЧС регулируются на государ-
ственном уровне и входят в компетенцию ведом-
ства, ответственного за обеспечение санитарно-
эпидемиологического благополучия населения. 
Юридической основой являются документы законо-
дательного уровня.

Таким образом, в результате реализации про-
грамм по содействию международному развитию 
в области противодействия инфекционным бо-
лезням, которые направлены на оказание научно-
методической и материально-технической помощи 
в вопросах внедрения ММСП (2005 г.), достигнуто 
укрепление методологического, технологического, 
кадрового потенциала, усиление национальных воз-
можностей стран СНГ в области борьбы с инфекци-
онными болезнями и реагирования на ЧС санитарно-
эпидемиологического характера. На сегодняшний 
день на пространстве СНГ фактически сформирова-
на единая система мониторинга и оперативного реа-
гирования на ЧС в области общественного здравоох-
ранения санитарно-эпидемиологического характера, 
объединяющая более 15 профильных учреждений 
8 стран СНГ.
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Изучение диапазона изменчивости по агглютинабельности штаммов Vibrio cholerae,  
выделенных при мониторинговых исследованиях

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

Цель исследования – ретроспективный анализ диапазона вариабельности антигенных свойств и генотипи-
ческих характеристик атипичных по агглютинабельности штаммов Vibrio cholerae R‑варианта. Материалы  
и методы. Изучено 169 атипичных по агглютинабельности штаммов холерных вибрионов V. cholerae R‑варианта 
с применением тест-системы «АмплиСенс® Vibrio cholerae-FL». Определение О1-антигена осуществляли с по-
мощью набора реагентов «Иг – V. cholerae О1/О139 – ИФА/дот-ИФА». Результаты и обсуждение. Проведен 
ретроспективный анализ комплекса фено- и генотипических характеристик штаммов, изолированных в ходе мо-
ниторинга за 30-летний период из поверхностных водоемов на территориях трех бывших республик СССР и  
13 субъектов Российской Федерации и идентифицированных при выделении как нетоксигенные штаммы 
V. cholerae R‑варианта. При повторной идентификации установлено, что штаммы относились как к эпидемиче-
ски опасным (3,0 %), так и к неопасным (97,0 %). Диапазон изменчивости выразился в их распределении на три 
группы и заключался в сохранении агглютинабельности только сывороткой холерной RО в первой группе (34,5 % 
штаммов); утрате этого признака, но приобретении способности агглютинироваться в разных сочетаниях сыво-
ротками О1, Огава или Инаба – во второй (16,7 %); а также в потере агглютинабельности со всеми диагности-
ческими холерными сыворотками – в третьей (48,8 %). Установленное наличие гена wbeТ у взятого в сравнение 
штамма V. cholerae classical R‑варианта не исключает наличия геномной области биосинтеза О1-антигена у других 
R-штаммов, возможно, в измененной форме, что может быть уточнено в дальнейших молекулярно-генетических 
исследованиях. В альтернативном случае такие штаммы, по-видимому, могут быть отнесены к V. cholerae nonО1/
nonО139. Выявлены штаммы V. cholerae R‑варианта с различным количеством поверхностного антигена (диа-
пазон оптической плотности – от 0,088±0,002 до 1,226±0,003). Полученные данные могут использоваться при 
мониторинге холеры в лабораториях регионального и федерального уровней. 

Ключевые слова: холерный вибрион, R‑вариант, изменчивость, агглютинабельность, фено- и генотип, монито-
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S.О. Vodop’yanov, M.I. Ezhova, A.K. Noskov
Assessment of the Variation Range of Agglutinability in Vibrio cholerae Strains  
Isolated in the Course of Monitoring Studies
Rostov-on-Don Research Anti-Plague Institute, Rostov-on-Don, Russian Federation 

Abstract. The aim of the study was to retrospectively analyze the range of variability of antigenic properties 
and genotypic characteristics of Vibrio cholerae R-variant strains atypical in terms of agglutinability. Materials and  
methods. 169 strains of V. cholerae R-variant with atypical agglutinability have been studied using the “AmpliSens® 
Vibrio cholerae-FL” test-system. The determination of O1 antigen was carried out using the “Ig-V. cholerae О1/О139 – 
ELISA/dot-ELISA” reagent kit. Results and discussion. A retrospective analysis of the complex of pheno- and geno-
typic characteristics of strains isolated from surface water bodies in the territories of three former Soviet republics and 
13 constituent entities of the Russian Federation in the course of 30-year monitoring and identified upon isolation as non-
toxigenic V. cholerae R-variant strains has been performed. Upon re-identification, it was found that the strains belong 
to both epidemically dangerous (3.0 %) and non-dangerous strains (97.0 %). The range of variability was expressed in 
their distribution into three groups and consisted in retaining of agglutinability only with cholera RO serum in the first 
group (34.5 % of strains); the loss of this trait, but the acquisition of the ability to agglutinate in different combinations 
with O1, Ogawa or Inaba sera – in the second (16.7 %); and also in the loss of agglutinability with all diagnostic cholera 
sera – in the third (48.8 %). The presence of the wbeT gene in the compared V. cholerae classical R-variant strain does 
not exclude the presence of the genomic region for O1 antigen biosynthesis in other R-strains, possibly in a modified 
form, which can be clarified in further molecular-genetic studies. Alternatively, such strains are likely to be attributed to 
V. cholerae nonO1/nonO139. Strains of V. cholerae R-variant with different amounts of surface antigen (optical density 
range – from 0.088±0.002 to 1.226±0.003) have been identified. The data obtained can be used for monitoring of cholera 
in laboratories of regional and federal levels. 

Key words: Vibrio cholerae, R-variant, variability, agglutinability, phenotype and genotype, monitoring, environmen-
tal objects.
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Главной задачей мониторинговых исследований 
на холеру, как известно, является выявление в объ-
ектах окружающей среды (ООС) штаммов холерных 
вибрионов серогрупп О1, О139 и определение их 
эпидемической опасности. Идентификация, прово-
димая с помощью реакции агглютинации холерны-
ми диагностическими серогрупповыми и серовар-
специфическими сыворотками (О1, О139, Огава, 
Инаба и RO), в большинстве случаев позволяет до-
статочно легко дифференцировать представителей 
О1-серогруппы от штаммов О139 и nonО1/nonО139 
(МУК 4.2.2218-07 «Лабораторная диагностика холе-
ры»). Вместе с тем встречаются отдельные штаммы, 
не агглютинирующиеся перечисленными сыворот-
ками, кроме RO, и определение их истинной серо-
групповой принадлежности вызывает определен-
ные затруднения. Такие штаммы, обозначаемые как 
R‑варианты, обычно практически не отличаются от 
других холерных вибрионов по морфологии коло-
ний, культуральным и биохимическим свойствам; 
различия касаются только агглютинабельности серо-
групповыми и сероварспецифическими сыворотка-
ми. Для более точной дифференциации необходима 
ПЦР-детекция генов wbeT и wbfR, строго специфич-
ных для представителей соответствующих серо-
групп, которая проводится наряду с выявлением гена 
А-субъединицы холерного токсина (ctxA) и структур-
ной единицы токсин-корегулируемых пилей (tcpA), 
что позволяет определить наличие/отсутствие эпиде-
мической опасности. Зарубежными исследователями 
установлено, что некоторые R‑варианты, выделенные 
от больных холерой в Индии и Бангладеш, не только 
содержали гены ctxA и tcpA, но также продуцировали 
холерный токсин (СТ) in vitro в таких же, а иногда 
даже в больших количествах по сравнению с типич-
ными (S-варианты) Vibrio cholerae [1–3]. Они также 
не уступали S-вариантам в способности к токсино-
продукции и адгезивной активности в экспериментах 
in vivo [3]. В их геномах были выявлены детерминан-
ты wbe-O1 (у одного – wbf-O139), однако соответ-
ствующими сыворотками они не агглютинировались, 
проявляя специфичность только к RО‑сыворотке 
[1, 2]. Таким образом, токсигенные R‑варианты мо-
гут представлять эпидемическую опасность, в связи 
с чем их надежная идентификация крайне актуальна.

Данные микробиологического мониторинга 
холеры за последние три десятилетия свидетель-
ствуют об обнаружении в клиническом материале 
и в основном в пробах из объектов окружающей 
среды на территориях бывшего СССР и субъектов 

Российской Федерации штаммов холерных вибрио-
нов, атипичных по признаку агглютинабельности 
[4, 5]. В результате идентификации (после выделе-
ния) установлено, что указанные штаммы типичны 
по культурально-морфологическим и биохимиче-
ским свойствам, но агглютинировались в диагности-
ческих титрах только диагностической сывороткой 
холерной RO, на основании чего были отнесены к 
V. cholerae RO. При использовании методов, акту-
альных на время проведения их идентификации, 
эти штаммы охарактеризованы как эпидемически 
неопасные (нетоксигенные). В большинстве случаев 
их принадлежность к О1-серогруппе методом ПЦР 
не определена (МР 01-19/55-17 «Методические ре-
комендации по мониторингу окружающей среды за 
контаминацией холерными вибрионами на терри-
тории Российской Федерации», 1995). Атипичность 
штаммов V. cholerae О1 по признаку агглютинабель-
ности объяснялась процессами адаптации к воз-
действию неблагоприятных условий окружающей 
среды, приводящих к формированию новых анти-
генных вариантов за счет изменения боковых цепей 
липополисахарида (ЛПС), отвечающих за серологи-
ческую специфичность штаммов V. cholerae, а также 
утратой сахаров, характерных для S‑форм холерного 
вибриона, и другими причинами, связанными с по-
терей О-специфичности [6].

И.Я. Черепахиной c соавт. [5] установлено на-
личие двух вариантов штаммов среди холерных ви-
брионов RO: R и SR. Так, штаммы V. cholerae О1, 
агглютинирующиеся только диагностической хо-
лерной сывороткой RО, отнесены к R‑варианту, а к 
SR‑варианту – штаммы, характеризующиеся способ-
ностью агглютинироваться в разных сочетаниях диа-
гностическими сыворотками холерными, в том чис-
ле и RO. Необходимо отметить, что в данном случае 
речь идет об R‑вариантах (от англ. rough – шерохова-
тые), а не о ругозных (от англ. rugose – морщинистые, 
складчатые), существенно отличающихся от типич-
ных по морфологии колоний [3, 7]. Они не растут на 
питательных средах, используемых при проведении 
лабораторной диагностики холеры, вследствие чего 
не являются актуальными при мониторинговых ис-
следованиях [8]. Вместе с тем при длительном хра-
нении в лиофильно высушенном состоянии не ис-
ключена возможность сероконверсии и/или утраты 
агглютинабельности диагностическими сыворотка-
ми холерными из-за остановки метаболических про-
цессов в клетках микроорганизмов, что снижает их 
защищенность от окислительных реакций [9].
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Представляется актуальным уточнение изначаль-
ного определения таксономической принадлежности 
и эпидемической опасности штаммов, идентифици-
рованных при выделении как V. cholerae R‑варианта. 
То есть, наряду с выявлением способности агглюти-
нироваться только сывороткой RO в диагностическом 
титре, важно определить наличие/отсутствие генов 
ctxA, tcpA, wbe-О1 и wbf-О139. Обнаружение ампли-
кона wbe-О1 дает возможность выдачи ответа о нали-
чии/отсутствии принадлежности штаммов V. chole­
rae R‑варианта к атипичным по агглютинабельности 
штаммам О1-серогруппы. В связи с этим для даль-
нейшего совершенствования диагностики представ-
ляется целесообразным повторное комплексное изу-
чение музейных штаммов V. cholerae R‑варианта по 
фено- и генотипическим признакам.

Целью настоящего исследования является ре-
троспективный анализ диапазона вариабельности 
антигенных свойств и генотипических характери-
стик атипичных по агглютинабельности штаммов 
V. cholerae R‑варианта.

Материалы и методы

В работе использованы 169 атипичных по аг-
глютинабельности штаммов холерных вибрионов 
V. cholerae R‑варианта, из которых 168 штаммов, вы-
деленных из ООС на территориях бывшего СССР и 
субъектов РФ, ранее были отнесены к эпидемически 
неопасным (нетоксигенным) и один эпидемически 
опасный штамм V. cholerae R‑варианта (№ 16197/1), 
выделенный от больного в Калькутте (Индия) [10].

Все штаммы с момента поступления и иденти-
фикации хранились в лиофильно высушенном со-
стоянии в музее живых культур Ростовского-на-Дону 
противочумного института. 

Определение биологических свойств штаммов 
V. cholerae проводили в соответствии с МУК 4.2.2218-
07 «Лабораторная диагностика холеры». При прове-
дении ПЦР-анализа использовали набор реагентов 
для выявления ДНК V. cholerae и идентификации 
патогенных штаммов V. cholerae в биологическом 
материале и объектах окружающей среды методом 
полимеразной цепной реакции с гибридизационно-
флуоресцентной детекцией «АмплиСенс® Vibrio 
cholerae-FL» в соответствии с инструкцией. 

Для детекции О1-антигена методом твердофаз-
ного иммуноферментного анализа (ТИФА) приме-
няли набор реагентов «Иммуноглобулины монокло-
нальные диагностические, меченные пероксидазой 
хрена, сухие для серологической идентификации 
V. cholerae О1 и О139 (in vitro) методом ТИФА и дот-
ИФА» («Иг – V. cholerae О1/О139 – ИФА/дот-ИФА») 
согласно прилагаемой инструкции [11]. Оптическую 
плотность (ОП) измеряли на спектрофотометре 
BioTekEL*800 (BioTekInstruments, США) при длине 
волны 450 нм (референс-волна – 630 нм). 

Серологическую идентификацию холерных ви-
брионов серогрупп nonO1/nonO139 проводили диа-

гностическими кроличьими моноспецифическими 
сыворотками против типовых штаммов холерных 
вибрионов серогрупп О2–О83 в реакции слайд-
агглютинации (МУК 4.2.2218-07). При анализе ре-
зультатов использованы параметрические статисти-
ческие методы (P<0,05) [12]. Все исследования про-
водили в трех повторностях.

Результаты и обсуждение

Проведен анализ данных паспортов на взятые в 
исследование штаммы, которые выделены из ООС 
на территориях бывшего СССР и субъектов РФ в 
ходе микробиологического мониторинга за пери-
од 1988–2019 гг. В результате установлено, что из 
168 штаммов, идентифицированных как V. cholerae 
R‑варианта, большинство изолировано на территории 
бывшей Казахской ССР и в Приморском крае РФ. 

На первом этапе, по результатам проведенных 
нами ретроспективных исследований, штаммы, 
первично идентифицированные как нетоксигенные 
V. cholerae R‑варианта, распределены на три груп-
пы по критериям агглютинабельности диагностиче-
скими холерными сыворотками в диагностическом 
титре, по эпидемической опасности (наличие/от-
сутствие генов ctxA и tcpA) и серогрупповой принад-
лежности (детекция генов wbeT и wbfR), что пред-
ставлено в табл. 1. 

К первой группе (R) отнесены 34,5 % штаммов 
V. cholerae от общего числа изучаемых культур. Эта 
группа, названная нами «консервативная» и обозна-
ченная как R‑вариант, включала штаммы, которые 
агглютинируются только диагностической сыворот-
кой холерной RO от 1/2 диагностического титра и у 
которых отсутствовал ген wbeT. Генотип: hly+ctxA–

tcpA–wbeT–wbfR–.
Вторая группа (SR‑варианты), условно обо-

значенная как «гетерогенная», состояла из 16,7 % 
штаммов и представлена как токсигенными V. chole­
rae O1, так и нетоксигенными. Штаммы агглюти-
нировались серогрупповой (О1) и сероварспеци-
фическими (Огава или Инаба) диагностическими 
холерными сыворотками в диагностических титрах 
в различных сочетаниях, содержали ген wbeT и 
имели разные генотипы: hly+ctxA+tcpA+wbeT+wbfR–; 
hly+ctxA–tcpA+wbeT+wbfR–; hly+ctxA–tcpA–wbeT+wbfR–. 
Эпидемически опасные штаммы холерных вибрио-
нов с генотипом hly+ctxA+tcpA+wbeT+wbfR– выделе-
ны на территории бывшего СССР (Казахская ССР, 
1988 г. – три штамма). Третья группа штаммов, 
условно названная «не агглютинирующаяся», оказа-
лась самой многочисленной, включала 48,8 % неток-
сигенных штаммов холерных вибрионов, которые не 
агглютинировались диагностическими сыворотками 
холерными, в том числе RO, и поэтому были отне-
сены к группе штаммов V. cholerae nonO1/nonO139 
с генотипом hly+ctxA–tcpA–wbeT–wbfR–. Таким обра-
зом, полученные результаты привели к уменьшению 
количества территорий, на которых из ООС выде-
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лялись штаммы V. cholerae R‑варианта, и удельно-
го веса атипичных штаммов (в %) от общего коли-
чества (58 штаммов) за период с 1988 по 2019 год 
(рисунок).

Для более наглядной характеристики диапазона 
изменчивости по агглютинабельности, эпидемиче-
ской опасности и особенностей генотипов произ-
ведена случайная выборка из 11 штаммов V. chole­
rae, куда вошли штаммы из трех вышеописанных 
групп (табл. 2). Для сравнения дополнительно взят 
эпидемически опасный R‑вариант штамма V. chole­
rae classical (№ СА 385), выделенный от больного в 
Калькутте (Индия).

В результате проведенных исследований установ-
лено (табл. 2), что четыре штамма, идентифицирован-
ные при поступлении как нетоксигенные V. cholerae 
R‑варианты, при повторной идентификации отнесе-
ны к SR‑вариантам. У трех из них установлена эпи-
демическая опасность (hly+ctxA+tcpA+wbeT+wbfR–).  
У одного нетоксигенного штамма выявлено наличие 
токсин-корегулируемых пилей адгезии (hly+ctxA–

tcpA+wbeT+wbfR–). Шесть других штаммов сохра-
нили агглютинабельность только RO-сывороткой, 
имели генотип hly+ctxA–tcpA–wbeT–wbfR–, в то вре-
мя как штамм V. cholerae classical R‑варианта имел 
генотип hly+ctxA+tcpA+wbeT+wbfR–. Штамм № 548 
отнесен к V. cholerae nonO1/nonO139, так как не 
агглютинировался диагностическими сыворотка-
ми холерными, в том числе RO, и имел генотип  
hly+ctxA–tcpA–wbeT–wbfR–.

Полученные данные свидетельствуют о целе-
сообразности представления в последующих ис-
следованиях данных комплексного анализа геномов 
разных групп штаммов. 

Таблица 1 / Table 1

Характеристика штаммов холерных вибрионов, выделенных из ООС, по биологическим признакам
Biological characteristics of Vibrio cholerae strains isolated from environmental objects

Наименование признака
The name of the feature

R-вариант
R-variant

SR-вариант
SR-variant

nonО1/nonО139

Агглютинабельность диагностическими холерными сыворотками
Agglutinability with diagnostic cholera sera

Сыворотка RO в диагностическом титре
RO serum in the diagnostic titer

+ – –

Сыворотками О1, Огава или Инаба
O1, Ogawa and Inaba sera

– +/– –

Генотипическая характеристика
Genotypic characteristics

hly + + +

ctxA – +/– –

tcpA – +/– –

wbeT – + –

wbfR – – –

Количество штаммов
Number of strains

58 28 82

Итого
Тotal

168

Удельный вес выделенных из ООС на различных администра-
тивных территориях штаммов холерных вибрионов R-варианта 
(%) за период с 1988 по 2019 год:

 – процент от общего числа выделенных атипичных по агглютина-
бельности штаммов за изучаемый временной период (изначальная 
идентификация);  – процент от общего числа выделенных штаммов 
холерных вибрионов R-варианта за изучаемый временной период после 
повторной идентификации; * – Каракалпакия, Таджикистан, Республика 
Калмыкия, Крым, Амурская, Иркутская, Ленинградская, Московская, 
Новосибирская, Ростовская, Рязанская области, Забайкальский, 
Краснодарский, Хабаровский края

The proportion of environmental R-variant Vibrio cholerae strains 
isolated in different administrative territories (%) over the period be-
tween 1988 and 2019:

 – percent of the total number of strains with atypical agglutinability isolat-
ed during the studied time period (initial identification);  – percent of the to-
tal number of strains of Vibrio cholerae R-variant isolated during the studied 
time period (after re-identification); * – Karakalpakstan, Tajikistan, Republic 
of Kalmykia, Crimea, Amur, Irkutsk, Leningrad, Moscow, Novosibirsk, 
Rostov, Ryazan Regions, Transbaikal, Krasnodar, Khabarovsk Territories

Диапазон изменчивости поверхностной анти-
генной структуры выборки атипичных штаммов 
холерных вибрионов охарактеризован в ТИФА  
с использованием моноклональных антител (МКА) к 
ЛПС О1 (табл. 3).
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При анализе результатов изучения выборки 
штаммов холерных вибрионов, представленной се-
мью штаммами V. cholerae R‑варианта, четырьмя – 
SR‑варианта и одним – V. cholerae nonO1/nonO139, 
выявлено, что значения ОП в ТИФА с МКА к ЛПС 
О1 варьировали от значений К– до К+. Так, штаммы 
холерных вибрионов, отнесенные к SR‑варианту,  
в ТИФА имели различную антигенную характери-
стику. Интерес вызвал штамм V. cholerae O1 № 1317 
(ОП=0,128±0,002), который не вступал во взаимодей-
ствие с МКА к ЛПС О1, но агглютинировался холер-
ной диагностической сывороткой О1 в титре 1/1600 
и имел ген wbeT. Полученные результаты свидетель-
ствовали о возможном изменении или повреждении 
структурных компонентов поверхностного антигена 
вышеуказанных штаммов. Остальные культуры хо-
лерных вибрионов (SR) имели различную ОП – от 
(0,674±0,002) до (1,28±0,01) нм, что подтверждало, 
наряду с наличием гена wbeT и агглютинабельно-
сти холерными диагностическими сыворотками (О1, 
Огава, Инаба), их принадлежность к О1-серогруппе. 
Штаммы из ООС, идентифицированные как V. chole­
rae R‑варианта (№ 73‑RO, 155, 227, 104, 120 и 1-19), 
не взаимодействовали с МКА к ЛПС О1, имели ОП 
от (0,069±0,01) до (0,197±0,014) нм и не содержа-
ли ген wbeТ. Однако у штамма V. cholerae classical 
R‑варианта № СА 385, изолированного от человека, 
при сравнимом значении ОП (0,197±0,014) опреде-
лялся ген wbeT. Возможно, отрицательный резуль-
тат по детекции гена wbeТ у штаммов из ООС был 
получен вследствие наличия изменений в генети-

ческой детерминированности признака принадлеж-
ности к О1-серогруппе, что требует проведения 
полной характеристики и анализа структуры набо-
ра генов биосинтеза О1-антигена. У штамма № 548 
отмечалось низкое значение ОП, что дополнитель-
но подтвердило его принадлежность к V. cholerae  
nonO1/nonO139.

По результатам типирования диагностически-
ми кроличьими моноспецифическими сыворотка-
ми против типовых штаммов холерных вибрио-
нов серогрупп О2–О83, штамм № 548 отнесен к 
О35‑серогруппе. В то же время штаммы № 227 и 
О104, отнесенные к R‑группе, агглютинировались 
сыворотками О76 и О30 соответственно. Данный 
факт свидетельствовал о возможности их принад-
лежности к V. cholerae nonO1/nonO139. 

Таким образом, представляется важным изуче-
ние комплекса фено- и генотипических характери-
стик штаммов V. cholerae R‑варианта, выделенных в 
ходе мониторинга за последние 30 лет из ООС на тер-
риториях трех бывших республик СССР и 13 субъ-
ектов РФ, в связи с затруднением определения их 
принадлежности к атипичным по агглютинабельно-
сти штаммам V. cholerae О1 при отсутствии детек-
ции участков кластера wbe-O1; с необходимостью 
установления эпидемической опасности с исполь-
зованием современного метода ПЦР‑диагностики; 
с возможными изменениями серологических харак-
теристик в результате длительного хранения в лио-
фильно высушенном состоянии.

Так, проведенное сравнительное изучение 
вариабельности биологических свойств позволило 
разделить 168 исследуемых штаммов, обнаружен-
ных в ООС, на три группы и выявить различия меж-
ду ними по ряду свойств, таких как агглютинабель-
ность холерными серогрупповой (О1) и сероварспе-
цифическими (Огава или Инаба) диагностически-
ми холерными сыворотками. Результаты анализа 
собственных и литературных данных указывают на 
приоритетность данных ПЦР при решении вопроса 
о серогрупповой принадлежности R‑вариантов хо-
лерных вибрионов О1 (по наличию амплификации 
мишени wbeT) и О139 (wbfR). При этом диапазон 
изменчивости штаммов, определенных при выде-
лении как V. cholerae R‑варианта, заключался в том, 
что первая группа штаммов («консервативная – R») 
сохранила агглютинабельность только диагностиче-
ской сывороткой холерной RO, в то время как вторая 
(«гетерогенная – SR») – утратила этот признак, но 
приобрела способность агглютинироваться в разных 
сочетаниях сыворотками диагностическими холер-
ными О1, Огава или Инаба; а третья («не агглютини-
рующаяся – nonO1/nonO139») – потеряла агглюти-
набельность со всеми сыворотками, и штаммы этой 
группы определены как V. cholerae nonO1/nonO139.

Установление наличия гена wbeТ у взятого в 
сравнение штамма V. cholerae classical R‑варианта, 
выделенного от человека, не исключает полностью 
того, что геномная область биосинтеза О1-антигена 

Таблица 3 / Table 3

Характеристика поверхностных антигенов выборки атипичных  
по признаку агглютинабельности штаммов холерных вибрионов 

методом ТИФА
Characteristics of surface antigens in the selected Vibrio cholerae strains 

with atypical agglutinability using ELISA

№ штамма 
Strain No.

Оптическая плотность, нм 
Optical density, nm

1317 0,128±0,002

1375 0,958±0,005

1606 1,226±0,003

77 1,28±0,01

73-RO 0,102±0,002

155 0,128±0,002

227 0,088±0,002

104 0,099±0,002

120 0,069±0,01

1-19 0,111±0,007

СА 385 0,197±0,014

548 0,181±0,004

К+ 1,298±0,006

К– 0,094±0,003

Примечание :  К+ – положительный контроль; К– – отрицатель-
ный контроль.

No te :  K+ – positive control; K– – negative control. 
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имеется и у других «консервативных» R-штаммов, 
возможно, в измененной форме, что может быть 
предметом дальнейших молекулярно-генетических 
исследований по полной характеристике и анализу 
структуры набора генов, детерминирующих биосин-
тез О-антигена. В альтернативном случае штаммы с 
генотипом hly+ctxA–tcpA–wbeT–wbfR–, по-видимому, 
могут быть отнесены к V. cholerae nonО1/nonО139.

Анализируя результаты Blast-поиска детерми-
нант wbe-О1, следует отметить, что на сегодняшний 
день в литературе имеется всего одно сообщение об 
обнаружении специфичного для О1 гена wbeN у кли-
нического токсигенного штамма, выделенного в 
Бразилии во время вспышки холеры и отнесенного к 
О26-серогруппе [13]. Второй такой же штамм, отне-
сенный к серогруппе nonО1/nonО139, не типировал-
ся и, по-видимому, представлял типичный R‑вариант 
О1, на что указывали и результаты анализа сиквенсов 
межгенных участков 16S–23S рРНК. Штамм О26-
серогруппы также был близок V. cholerae O1 и отли-
чался от других (wbe‑O1‑негативных) штаммов О26. 
Возможно, что гены, определяющие О26-серотип, 
приобретены штаммом О1 путем генетического об-
мена (если здесь не имела место неспецифическая 
перекрестная реакция), во всяком случае, примеры 
серогрупповой конверсии за счет процессов транс-
формации либо конъюгативного переноса участков 
генома, кодирующих синтез О-антигена, известны и 
описаны в литературе [14, 15]. 

Анализ поверхностных структур ЛПС О1 штам-
мов V. cholerae позволил выявить штаммы с изменен-
ными (или поврежденными) структурами поверх-
ностного антигена в диапазоне оптической плотно-
сти от (0,088±0,002) до (1,226±0,003) нм. В связи с 
этим мы считаем целесообразным применение в 
лабораторной диагностике холеры дополнительного 
иммунодиагностического метода (ТИФА с МКА), что 
имеет значение для дифференциации V. cholerae О1 
R‑варианта и V. cholerae nonО1/nonО139. 

Полученные данные могут способствовать ин-
терпретации результатов мониторинговых исследо-
ваний на холеру в лабораториях регионального и фе-
дерального уровней.

Конфликт интересов. Авторы подтверждают 
отсутствие конфликта финансовых/нефинансовых 
интересов, связанных с написанием статьи.
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Д.Н. Лучинин, Е.В. Молчанова, И.Б. Захарова, Д.В. Викторов

Анализ резистентности у Burkholderia pseudomallei к бензалкония хлориду и антибиотикам 
ФКУЗ «Волгоградский научно-исследовательский противочумный институт», Волгоград, Российская Федерация

Цель исследования – изучение особенностей формирования устойчивости к четвертично-аммонийным со-
единениям у Burkholderia pseudomallei, а также исследование ее влияния на развитие антибиотикорезистент-
ности. Материалы и методы. Исследовано 10 штаммов возбудителя мелиоидоза с типичными культурально-
морфологическими свойствами. Селекцию резистентных к бензалкония хлориду вариантов осуществляли пу-
тем последовательных пассажей на плотной питательной среде с добавлением дезинфектанта в повышающихся 
концентрациях. Определение чувствительности к бензалкония хлориду проводили методом серийных разведе-
ний в агаре, к антибактериальным препаратам из групп сульфаниламидов, β‑лактамов и тетрациклинов – диско-
диффузионным методом. Статистическая обработка полученных результатов осуществлялась с помощью ком-
пьютерной программы Microsoft Excel 2019. Вычислялись средние арифметические значения, ошибки сред-
них величин. Достоверность различий между параметрами определялась путем расчета t-критерия Стьюдента. 
Результаты и обсуждение. Все исходные штаммы показали схожую степень устойчивости к дезинфекционному 
соединению и большинство – чувствительность к протестированным антибиотикам. Культивирование штаммов 
B. pseudomallei на питательной среде с добавлением бензалкония хлорида привело к повышению устойчивости 
к данному дезинфектанту. Помимо этого, обнаружено повышение уровня устойчивости ко всем исследованным 
антибиотикам. Статистическая обработка полученных данных показала значимую корреляцию между изменени-
ем чувствительности к бензалкония хлориду и появлением невосприимчивости к амоксициллину / клавулановой 
кислоте и цефтазидиму. Установлено, что возбудитель мелиоидоза при естественной высокой восприимчивости 
к бензалкония хлориду обладает высоким потенциалом развития резистентности к данному дезинфекционному 
средству, что имеет практическое значение при разработке режимов дезинфекции с использованием четвертично-
аммонийных соединений. Впервые показана прямая корреляционная зависимость между снижением чувстви-
тельности B. pseudomallei к бензалкония хлориду и появлением невосприимчивости к амоксициллину / клавула-
новой кислоте и цефтазидиму.
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D.N. Luchinin, E.V. Molchanova, I.B. Zakharova, D.V. Viktorov
Assessment of Resistance in Burkholderia pseudomallei to Benzalkonium Chloride  
and Antibiotics
Volgograd Research Anti-Plague Institute, Volgograd, Russian Federation

Abstract. The aim of the study was to investigate the features of resistance formation in Burkholderia pseudomal­
lei to quaternary ammonium compounds, as well as to analyze its influence on the development of antibiotic resistance. 
Materials and methods. 10 strains of melioidosis causative agent with typical cultural and morphological properties 
have been studied. The selection of variants resistant to benzalkonium chloride was carried out by successive passages on 
a dense nutrient medium with the addition of a disinfectant in increasing concentrations. The determination of sensitivity 
to benzalkonium chloride was performed through serial dilutions in agar, to antibacterial drugs from the groups of sul-
fonamides, β-lactams and tetracyclines – using disk diffusion method. Statistical processing of the obtained results was 
conducted with the help of the Microsoft Excel 2019 software. Arithmetic mean values and errors of mean values were 
calculated. The significance of differences between the parameters was determined applying Student’s t-test. Results 
and discussion. All parental strains showed a similar degree of resistance to the disinfectant compound and most of 
the strains – susceptibility to the antibiotics tested. Cultivation of B. pseudomallei strains on a nutrient medium with 
the addition of benzalkonium chloride led to an increase in resistance to this disinfectant. In addition, an increase in the 
level of resistance to all studied antibiotics was found. Statistical processing of the data collected revealed a significant 
correlation between the change in sensitivity to benzalkonium chloride and the emergence of resistance to amoxicillin/
clavulanic acid and ceftazidime. It was found that the causative agent of melioidosis, with a natural high susceptibility to 
benzalkonium chloride, has a high potential for developing resistance to this disinfectant compound, which is of practical 
importance in the development of disinfection regimens using quarternary ammonium compounds. For the first time, a 
direct correlation between a decrease in the sensitivity to benzalkonium chloride in B. pseudomallei and emergence of 
resistance to amoxicillin/clavulonic acid and ceftazidime has been demonstrated.

Key words: Burkholderia pseudomallei, melioidosis, resistance, benzalkonium chloride, antibiotics.
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Мелиоидоз – опасное инфекционное заболева-
ние, возбудителем которого является Burkholderia 
pseudomallei. Будучи сапрофитом, патоген обитает в 
воде и почве климатических поясов с тропическим 
и субтропическим климатом [1]. Мелиоидоз счита-
ется эндемичным для стран Юго-Восточной Азии, 
Центральной и Южной Америки, Африки, Ближнего 
Востока, островов Карибского архипелага, а также 
Австралии, Индии и Китая. По оценкам специали-
стов, число ежегодных случаев заболевания может 
достигать 165 тыс., а летальность – 60 % [2–5]. 

В последнее время интерес к мелиоидозу воз-
рос в связи с регулярными заносами инфекции в 
страны умеренного климата больными людьми и 
животными. Так, спорадические случаи описаны в 
Великобритании, Финляндии, Германии, Франции, 
Италии, США и целом ряде других стран [5–9].

В настоящее время значительная часть дезин-
фекционных средств (ДС), разрешенных к приме-
нению на территории Российской Федерации, пред-
ставляют собой композиции на основе четвертично-
аммонийных соединений (ЧАС). Наряду с широким 
спектром противомикробного действия, данные пре-
параты обладают достаточно низким уровнем ток-
сичности и коррозионной активности [10]. Однако 
появляется все больше сведений о формировании у 
микроорганизмов устойчивости к ЧАС, в том числе 
и у представителей рода Burkholderia [11, 12]. Более 
того, для многих возбудителей инфекционных бо-
лезней определена положительная корреляционная 
зависимость между наличием устойчивости к де-
зинфектантам и антибиотикорезистентностью [13]. 
Исследование особенностей формирования рези-
стентности к различным антисептическим и дезин-
фицирующим агентам является важным направле-
нием в изучении B. pseudomallei и представляет пер-
спективу для решения таких научно-практических 
задач, как подбор наиболее эффективных режимов и 
средств химической дезинфекции, в том числе для 
предупреждения формирования антибиотикорези-
стентности.

Таким образом, целью работы являлось изуче-
ние особенностей формирования устойчивости к 
ЧАС у B. pseudomallei, а также исследование ее влия
ния на развитие антибиотикорезистентности.

Материалы и методы

В работе использованы 10 штаммов возбудите-
ля мелиоидоза: B. pseudomallei 1, B. pseudomallei 97, 
B. pseudomallei 100, B. pseudomallei 101, B. pseudo­
mallei 114, B. pseudomallei 116, B. pseudomallei 117, 
B. pseudomallei 128, B. pseudomallei 134, B. pseudo­

mallei 60806. Все штаммы обладали типичными био-
химическими, морфологическими, тинкториальны-
ми и культуральными свойствами. Культивирование 
проводили при температуре 37 °С в течение 18–72 ча-
сов на агаре Мюллера – Хинтон (Himedia, Индия).

В качестве ДС использовался бензалкония хло-
рид (БХ) (Sigma-Aldrich, США). Определение анти-
биотикорезистентности проводилось к основным 
препаратам, рекомендованным для лечения мелиои
доза [1] (цефтазидим, меропенем, триметоприм/
сульфаметоксазол, амоксициллин/клавулановая кис-
лота и доксициклин).

Чувствительность к БХ оценивали методом се-
рийных разведений в агаре. Устойчивость микро-
организмов к антибиотикам определяли диско-
диффузионным методом.

Для селекции резистентных вариантов штаммы 
возбудителя пассировали на плотной питательной 
среде с добавлением БХ в повышающихся концен-
трациях. Исследуемую культуру рассевали до изо-
лированных колоний на агаре Мюллера – Хинтон с 
добавлением ингибирующего агента в количестве, 
равном минимальной подавляющей концентрации 
(МПК), и инкубировали при температуре 37 °С 48–
72 часа. Выросшие клоны пересевали на плотную 
питательную среду с добавлением дезинфектанта в 
возрастающей концентрации.

Статистическая обработка полученных резуль-
татов осуществлялась с помощью компьютерной 
программы Microsoft Excel 2019. Вычислялись сред-
ние арифметические значения, ошибки средних ве-
личин. Достоверность различий между параметрами 
определялась путем расчета t-критерия Стьюдента. 
Для проверки гипотезы о нормальном распределении 
полученных экспериментальных данных использо-
вался критерий Шапиро – Уилка. Корреляционный 
анализ проводился с применением метода ранговой 
корреляции Спирмена.

Результаты и обсуждение

Определение исходной чувствительности ис-
следованных штаммов к БХ показало наличие ста-
тистически достоверных (p≤0,05) межштаммовых 
отличий в уровне восприимчивости к действию ДС. 
Все исследованные штаммы были чувствительны 
к использованным антибактериальным препара-
там, за исключением устойчивого к цефтазидиму 
B. pseudomallei 100 (табл. 1). Полученные значения 
зон задержки роста соответствуют данным антибио-
тикочувствительности клинических штаммов воз-
будителя, выделенных в эндемичных по мелиоидозу 
Таиланде и Малайзии [14, 15].
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После длительных пассажей на плотных пита-
тельных средах с добавлением ДС в повышающихся 
концентрациях наблюдали статистически значимое 
(p≤0,05) увеличение МПК бензалкония хлорида для 
всех штаммов от 6,2 до 19,7 раза (табл. 2, рисунок).

Способность различных видов патогенных бак-
терий формировать устойчивость к четвертично-
аммонийным соединениям известна достаточно дав-
но [16, 17] при наличии значительных межвидовых 
различий в восприимчивости, в частности, к бензал-
кония хлориду. Так, сальмонеллы значительно более 

устойчивы к данному биоциду в сравнении с кишеч-
ной палочкой (МПК 128–256 мкг/мл и 32–64 мкг/мл  
соответственно) [18]. Филогенетически близкие воз-
будителю мелиоидоза оппортунистические бурк-
хольдерии комплекса В. cepacia обладают высоким 
уровнем устойчивости к биоцидам группы ЧАС: 
показано, что средняя МПК бензалкония хлорида 
составляет 164 мкг/мл [19], что на порядок выше 
значений МПК, полученных в настоящей работе для 
исходных штаммов B. pseudomallei, – и сравнимы со 
значениями для пассированных штаммов. 

Таблица 1 / Table 1

Характеристика исходной чувствительности штаммов возбудителя мелиоидоза к антибактериальным соединениям
Characteristics of the initial sensitivity to antibacterial compounds in melioidosis agent strains

Штамм
Strain

МПК для БХ, мкг/мл  
(М±m)

MIC for BC, mcg/ml  
(M±m)

Зона задержки роста, мм (М±m)
Growth inhibition zone, mm (M±m)

Амоксициллин /  
клавулановая кислота

Amoxicillin /  
clavulanic acid

Доксициклин
Doxycycline

Меропенем
Meropenem

Триметоприм/  
сульфаметоксазол

Trimethoprim/ 
sulfamethoxazole

Цефтазидим
Ceftazidime

B. pseudomallei 1 11±1,1 26,4±0,4 20,6±0,9 33,4±0,68 36,2±0,73 30,8±0,97

B. pseudomallei 97 32±1,0 32,2±0,9 22,2±0,7 30,0±0,71 36,8±0,37 27,8±0,73

B. pseudomallei 100 20,4±1,1 26±0,7 21,8±0,7 31,8±0,73 34,0±0,84 16,2±0,73

B. pseudomallei 101 20,4±0,4 30,4±0,8 22,0±0,5 36,0±0,63 32,4±0,51 32,4±0,68

B. pseudomallei 114 19,6±1,0 26,2±0,4 22,6±0,6 36,2±0,37 31,8±0,92 28,4±0,51

B. pseudomallei 116 20,8±1,0 26±0,6 17,6±0,6 29,8±0,49 25,8±0,80 28,8±0,80

B. pseudomallei 117 32,0±1,8 24±0,7 20,2±0,7 29,4±0,75 31,6±0,40 21,4±0,51

B. pseudomallei 128 28,2±1,3 24,8±0,7 14,4±0,7 28,0±0,55 32,2±0,37 32,0±0,71

B. pseudomallei 134 20,8±1,1 24,8±0,5 14,6±0,5 25,8±0,66 29,4±0,75 21,8±0,80

B. pseudomallei 60806 19,6±1,7 28±0,7 22,6±0,5 30,6±0,40 40,2±0,66 21,6±0,81

Примечание :  МПК – минимальная подавляющая концентрация; бензалкония хлорид.

No te :  MIC – minimum inhibitory concentration; BC – benzalkonium chloride.

Таблица 2 / Table 2

Чувствительность измененных штаммов возбудителей мелиоидоза к действию бензалкония хлорида и антибиотиков
Sensitivity to the effect of benzalkonium chloride and antibiotics in the modified strains of melioidosis agents 

Штамм
Strain

МПК для БХ, мкг/мл  
(М±m)

MIC for BC, mcg/ml  
(M±m)

Зона задержки роста, мм (М±m)
Growth inhibition zone, mm (M±m)

Амоксициллин /  
клавулановая кислота

Amoxicillin /  
clavulanic acid

Доксициклин
Doxycycline

Меропенем
Meropenem

Триметоприм/  
сульфаметоксазол

Trimethoprim/  
sulfamethoxazole

Цефтазидим
Ceftazidime

B. pseudomallei 1 118±15,9 25,0±0,63 19,8±0,66 26,8±0,49 34,8±0,37 22,8±0,73

B. pseudomallei 97 198±20,6 31,4±0,40 20,0±0,32 26,0±0,71 35,4±0,51 25,6±0,93

B. pseudomallei 100 204±16,0 19,8±0,73 8,2±0,37 18,0±0,71 30,2±0,86 15,0±1,05

B. pseudomallei 101 180±15,2 28,0±0,71 14,0±0,71 19,4±0,51 32,0±0,84 25,4±1,12

B. pseudomallei 114 260±14,1 22,0±0,63 12,4±0,68 25,8±0,73 29,2±0,97 15,6±0,75

B. pseudomallei 116 194±9,3 21,6±0,51 0,4±0,24 17,4±0,51 19,6±0,98 13,4±0,60

B. pseudomallei 117 238±13,9 23,6±0,68 14,0±0,55 25,2±0,58 26,2±0,92 17,6±0,40

B. pseudomallei 128 208±12,0 23,6±0,51 13,4±0,87 25,6±0,68 26,6±0,03 22,4±0,40

B. pseudomallei 134 410±18,1 16,4±0,68 10,2±0,37 22,4±0,51 22,6±0,24 1,0±0,45

B. pseudomallei 60806 208±18,3 25,6±0,40 14,8±0,37 26,2±0,49 29,0±0,45 16,8±0,37

Примечание :  МПК – минимальная подавляющая концентрация; бензалкония хлорид.

No te :  MIC – minimum inhibitory concentration; BC – benzalkonium chloride.
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Анализ резистентности к лекарственным пре-
паратам штаммов с повышенной устойчивостью к 
бензалкония хлориду показал повышение уровня 
устойчивости ко всем исследованным антибиотикам:  
к доксициклину – в среднем на 36 %, цефтазиди-
му – на 33 %, меропенему – на 24 %, амоксицил-
лину / клавулановой кислоте и триметоприму/
сульфаметоксазолу – на 12 и 14 % соответственно 
(табл. 2). При этом два штамма (B. pseudomallei 100 
и B. pseudomallei 116) приобрели полирезистеность 
(к доксициклину, меропенему и цефтазидиму).

Изоляты возбудителя мелиоидоза могут обла-
дать устойчивостью к действию различных лекар-
ственных препаратов [14, 20]. Более того, у штаммов 
B. pseudomallei возможно формирование полире
зистентности из-за различных неблагоприятных 
факторов, таких как воздействие антибиотиков, не-
достаток питательных веществ [21]. Данные, полу-
ченные в настоящей работе, свидетельствуют, что 
воздействие четвертично-аммонийных соединений 
также может опосредовать развитие антибиотико-
резистентности и приводить к появлению полирези-
стентных штаммов B. pseudomallei.

Для контроля стабильности приобретенной 
устойчивости к БХ и лекарственным препаратам по-
лученные варианты штаммов B. pseudomallei под-
вергали последовательным пассажам (n=45) на плот-
ных питательных средах без селективного давления. 
Уровни резистентности ко всем исследованным 
антибактериальным средствам у полученных селек-
тантных штаммов остались неизменными.

Статистическая обработка полученных экспери-
ментальных данных показала значимую корреляцию 
между изменением чувствительности к БХ и появле-
нием невосприимчивости к двум антибиотикам. Так, 
выявлена высокая линейная корреляционная зависи-
мость для амоксициллина / клавулоновой кислоты 
(r=0,85) и цефтазидима (r=0,86). При этом статисти-
чески достоверной связи между повышением устой-
чивости к дезинфектанту и доксициклину (r= –0,09), 
меропенему (r= –0,09) и триметоприму/сульфаме-
токсазолу (r=0,31) не обнаружено. Полученные ре-
зультаты соответствуют ранее опубликованным дан-

ным об отсутствии очевидной корреляции между 
устойчивостью к антибиотикам и устойчивостью к 
биоцидам среди бактерий комплекса В. cepacia [19].

Таким образом, установлено, что возбудитель 
мелиоидоза при естественной высокой восприим-
чивости к бензалкония хлориду обладает высоким 
потенциалом развития резистентности к данно-
му ДС, что имеет практическое значение при раз-
работке режимов дезинфекции с использованием 
ЧАС. Впервые показана прямая корреляционная 
зависимость между снижением чувствительности 
B. pseudomallei к бензалкония хлориду и появлением 
невосприимчивости к амоксициллину / клавулано-
вой кислоте и цефтазидиму.

Конфликт интересов. Авторы подтверждают 
отсутствие конфликта финансовых/нефинансовых 
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Определение тропизма ВИЧ у лиц с вирусологической неэффективностью  
антиретровирусной терапии в Архангельской области

ФБУН «Санкт-Петербургский научно-исследовательский институт эпидемиологии и микробиологии имени Пастера»,  
Санкт-Петербург, Российская Федерация

Цель работы – определение на основании анализа нуклеотидной последовательности V3‑петли гена env тро-
пизма ВИЧ у пациентов с вирусологической неэффективностью антиретровирусной терапии в Архангельской 
области. Материалы и методы. Материалом исследования служили образцы плазмы крови 76 ВИЧ-
инфицированных лиц с вирусологической неэффективностью антиретровирусной терапии. Методом ПЦР с по-
следующим секвенированием исследовали нуклеотидную последовательность региона C2-V3-C3 гена env ВИЧ. 
Определение генотипа исследуемых штаммов проводили на основании анализа их филогенетических отноше-
ний с референсными последовательностями из международной базы данных GenBank, а также с использованием 
специализированных программ. Для прогнозирования вирусного тропизма применяли правило Гарридо и био-
информатический онлайн-инструмент Geno2Pheno[coreceptor], который на основании анализа нуклеотидной по-
следовательности V3‑петли гена env определяет коэффициент отсечения ложноположительных результатов (false 
positive rate – FPR). Результаты и обсуждение. Показана более низкая представленность R5X4/X4-тропных ва-
риантов ВИЧ у длительное время инфицированных лиц с вирусом субсубтипа А6 по сравнению с вирусом суб-
типа В. Для всех алгоритмов отсечения FPR наблюдали достоверную корреляцию между субтипом и тропизмом 
ВИЧ (p=0,0014 и p=0,013 для FPR 10 % и FPR 20 % соответственно). В то время как среди штаммов субтипа  
B по меньшей мере 57 % определены как R5X4/X4-тропные варианты (для FPR 10 %), в том числе два штамма 
отнесены к X4-тропным, среди ВИЧ субсубтипа А6 даже при FPR 20 % частота R5X4/X4-тропных образцов 
лишь незначительно превышала 22 %. Можно предположить, что динамика изменения тропности ВИЧ зависит 
от субтипа вируса. Показаны достоверные отличия распределения аминокислотных остатков последовательности  
V3-региона в обследуемой группе между R5-тропными и R5X4/X4-тропными штаммами субсубтипа А6 для по-
зиций 18 (χ2=7,616, p=0,0058), 21 (χ2=7,281, p=0,007), 24 (χ2=5,587, p=0,0181) и 34 (χ2=5,144, p=0,0233). Среди 
R5X4/X4-тропных штаммов субсубтипа А6 представлены аминокислотные замены в позициях 6, 19, 21, 26, 29, 
30, не обнаруженные у R5-тропных штаммов А6. Высокая частота встречаемости ряда мутаций, ранее описанных 
как связанные с устойчивостью к маравироку и подобным ему препаратам, может свидетельствовать о характер-
ном для субсубтипа А6 естественном полиморфизме, не имеющем корреляции с резистентностью к антагонистам 
корецептора CCR5.

Ключевые слова: вирус иммунодефицита человека (ВИЧ), корецепторный тропизм ВИЧ, CCR5, CXCR4, анта-
гонисты рецептора CCR5, ген env, генотипическая диагностика.
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Determination of HIV Tropism in Patients with Antiretroviral Therapy Failure  
in Arkhangelsk Region
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Abstract. The aim of the study was to determine the tropism of the human immunodeficiency virus in patients with 
virological failure of antiretroviral therapy (ART) from the Arkhangelsk Region based on the analysis of the env gene 
V3 loop nucleotide sequence. Materials and methods. We used blood plasma samples obtained from 76 HIV-infected 
persons from the Arkhangelsk Region with virological failure of antiretroviral therapy. The nucleotide sequences of 
the HIV env gene C2-V3-C3 region were studied by PCR followed by sequencing. The genotype of the studied strains 
was determined based on the analysis of their phylogenetic relations with reference sequences from the international 
GenBank database, as well as using specialized programs. To predict viral tropism, the Garrido rule and the online bioin-
formatic tool Geno2Pheno[coreceptor] were used. The Geno2Pheno[coreceptor] algorithm, determines the false positive 
rate (FPR) based on the analysis of the env gene V3 loop nucleotide sequence. Results and discussion. Significantly 
lower representation of R5X4/X4-tropic HIV variants in long-term infected persons with subsubtype A6 virus compared 
to subtype B virus has been shown. For all FPR cut-off algorithms, a significant correlation between subtype and HIV 
tropism was observed (p=0.0014 and p=0.013 for FPR 10 % and FPR 20 %, respectively). While among subtype B 
strains, at least 57 % were identified as R5X4/X4-tropic variants (for an FPR of 10 %), including two strains classified as 
X4-tropic; among HIV subsubtype A6 even at an FPR of 20 %, the frequency of R5X4/X4-tropic samples only slightly 
exceeded 22 %. It can be assumed that the dynamics of changes in HIV tropism depends on the virus subtype. Significant 
differences in the distribution of amino acid residues of the V3 region sequences in the examined group between R5-
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В настоящее время болезнь, вызванная ви-
русом иммунодефицита человека (ВИЧ), остает-
ся глобальной проблемой здравоохранения всего 
мира. Программы последних лет сформулировали 
определяющие прогресс в диагностике и терапии 
цели – 90–90–90, означающие, что 90 % людей, жи-
вущих с ВИЧ (ЛЖВ), знают о своем ВИЧ-статусе, 
90 % знают свой ВИЧ-положительный статус и по-
лучают лечение и 90 % получающих лечение имеют 
подавленную вирусную нагрузку. Однако, согласно 
данным Объединенной программы ООН по ВИЧ/
СПИД (Joint United Nations Programme on HIV/AIDS, 
сокращенно UNAIDS), в 2020 г. зарегистрировано 
1,5 млн новых случаев инфицирования ВИЧ, а также 
немногим менее миллиона смертей, связанных с раз-
витием заболевания. В целом же к 2020 г. в мире на-
считывалось около 37,7 млн ЛЖВ, причем, по самым 
оптимистичным подсчетам, 10,2 млн из них не по-
лучали лечения [1]. Помимо проблем низкой инфор-
мированности и недоступности лечения, дополни-
тельные сложности для достижения цели 90–90–90  
привносит вирусологическая неэффективность анти-
ретровирусной терапии (АРТ), зачастую связанная 
с мутациями лекарственной устойчивости (ЛУ) ви-
руса. По данным ряда исследователей, около 5 млн 
ЛЖВ не ответили на одну или несколько схем АРТ 
из-за мутаций резистентности в гене pol, кодирую-
щем обратную транскриптазу, протеазу и интегразу, 
которые являются основными терапевтическими ми-
шенями [2]. В настоящее время, в связи с появлени-
ем все большего количества мутаций ЛУ не только 
среди подвергавшихся АРТ пациентов, но и среди 
не получавших терапии лиц, пристальное внимание 
врачей обращено на возможность увеличения эффек-
тивности лечения ВИЧ-инфекции с помощью новых 
классов антиретровирусных препаратов (АРП), на-
правленных на новые мишени. К таким препаратам 
относятся антагонисты хемокиновых рецепторов, се-
лективно связывающиеся с корецепторами, предот-
вращая проникновение вируса в клетку. 

Оболочка ВИЧ состоит из чередующихся кон-
стантных (C1 – C5) и вариабельных (V1 – V5) ре-
гионов, обеспечивающих структурную и функцио-

нальную целостность вируса, включая функцию 
связывания с корецептором. Ген оболочки ВИЧ 
(env) протяженностью 2568 п.н. кодирует продукт 
gp160, синтезируемый в эндоплазматическом рети-
кулуме в виде белка-предшественника единственно-
го полипептида, гликозилированного и собранного 
в олигомеры. В дальнейшем в аппарате Гольджи 
происходит расщепление предшественника gp160 
клеточными протеазами на нековалентно связан-
ные gp120 и gp41, кодируемые фрагментами гена 
env протяженностью 1449 п.н. и 1035 п.н. соответ-
ственно [3]. Проникновение вируса в клетки осу-
ществляется за счет серии конформационных изме-
нений в гомотримерном комплексе гликопротеинов 
вирусной оболочки gp120/gp41, опосредованных 
взаимодействиями с рецептором клетки CD4 и, как 
правило, с одним из двух корецепторов хемокинов: 
рецептором CC типа 5 (CCR5) или рецептором CXC 
типа 4 (CXCR4). Соответственно, различают виру-
сы трех типов: обладающие тропностью к рецептору 
CCR5 – R5-тропные вирусы, к рецептору CXCR4 – 
X4-тропные вирусы и вирусы двойной тропности – 
R5X4 [4]. Таким образом, препаратами выбора могут 
быть отрицательные аллостерические модуляторы 
рецептора CCR5 (основной представитель класса – 
маравирок), которые, связываясь с корецептором, 
тем самым блокируют связывание с ним белка gp120 
ВИЧ и последующее проникновение вируса в клет-
ку. Очевидно при этом, что активность антагонистов 
ограничивается тропностью вируса и для успешного 
лечения с их помощью необходимо проведение ана-
лиза, позволяющего прогнозировать использование 
вирусными штаммами для проникновения в клетку 
корецептора CCR5, а не CXCR4. В дальнейшем, при 
широком внедрении этого класса препаратов, раннее 
выявление изменений тропизма вируса или мутаций 
устойчивости к маравироку позволит ускорить при-
нятие решения о замене терапии и потенциально 
предотвратить дальнейшее накопление мутаций ре-
зистентности к другим АРП в схеме лечения.

Определение тропизма возможно как крайне до-
рогостоящими, долгосрочными и сложными феноти-
пическими методами с использованием клеточных 

tropic and R5X4/X4-tropic strains of subsubtype A6 for positions 18 (χ2=7.616, p=0.0058), 21 (χ2=7.281, p=0.007), 
24 (χ2=5.587, p=0.0181), and 34 (χ2=5.144, p=0.0233) have been demonstrated. Among the R5X4/X4-tropic strains of 
the A6 subsubtype, amino acid substitutions were registered at positions 6, 19, 21, 26, 29, 30, which were not found in 
the R5-tropic A6 strains. The high occurrence frequency of a number of mutations previously described as presumably 
associated with resistance to maraviroc and similar drugs may indicate a natural polymorphism characteristic of the 
A6 subsubtype, which does not correlate with resistance to CCR5 co-receptor antagonists.

Key words: human immunodeficiency virus (HIV), HIV co-receptor tropism, CCR5, CXCR4, CCR5 receptor antago-
nists, env gene, genotypic diagnostics.
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культур, так и более простыми генотипическими, 
основанными на анализе нуклеотидных последова-
тельностей фрагментов генома вируса. Анализ ядер-
ного магнитного резонанса показал, что петля V3 
гена env ВИЧ протяженностью 34–36 аминокислот-
ных остатков в положениях 296–331 штамма HXB2 
демонстрирует две основные отличающиеся после-
довательности и конформации, соответствующие 
двум группам природных лигандов CCR5 и CXCR4 
и отвечающие за избирательное взаимодействие с 
указанными корецепторами [3]. В связи с вышеска-
занным тропизм ВИЧ определяют преимущественно 
анализируя нуклеотидную последовательность ги-
первариабельной петли V3 в регионе поверхностно-
го белка, кодируемого геном env. При этом, несмотря 
на высокую точность, значимым минусом феноти-
пических методов является их неспособность давать 
стабильные результаты при вирусной нагрузке ниже 
1000 копий/мл, в то время как применение геноти-
пического метода возможно даже при вирусной на-
грузке менее 500 копий/мл, а в качестве матрицы 
допускается использование как РНК вируса, так и 
провирусной ДНК [4]. 

В Российской Федерации в 2020 г. зафикси-
ровано более миллиона ЛЖВ с лабораторно под-
твержденным диагнозом, причем встречаемость по 
крайней мере одной мутации ЛУ к ингибиторам 
ревертазы, протеазы и интегразы у терапевтически 
наивных лиц составила 5,5 %, а у пациентов с ви-
русологической неэффективностью АРТ, в зависи-
мости от региона и обследуемой группы, достигала 
95 % случаев [5]. С 2012 г. в России рекомендовано 
применение препаратов – антагонистов рецептора 
CCR5 для лечения ВИЧ-инфицированных лиц с мно-
жественной резистентностью вируса к ингибиторам 
ревертазы, протеазы, интегразы, а также стандар-
тизирована генотипическая методика определения 
тропизма вируса перед началом терапии [6]. Однако 
фактически препарат задействован в стандартных 
схемах незначительно. В том числе из-за того, что 
преобладающим геновариантом ВИЧ в РФ, как из-
вестно, является субтип А субсубтип А6, исследова-
ния гена env которого немногочисленны, несмотря 
на значимость типирования вирусного тропизма не 
только для молекулярно-генетической характеристи-
ки циркулирующего вируса, но и для прогнозирова-
ния терапевтической применимости антагонистов 
корецептора CCR5.

Данные о тропности вируса среди лиц с виру-
сологической неэффективностью АРТ в РФ ограни-
чены, как и ограничены, соответственно, данные о 
возможности широкого применения новых терапев-
тических препаратов для лечения таких пациентов.

Цель работы – на основании анализа нуклео-
тидной последовательности V3-петли гена env 
определить тропизм вируса иммунодефицита чело-
века у пациентов с вирусологической неэффектив-
ностью антиретровирусной терапии, проживающих 
в Архангельской области.

Материалы и методы

В работе использованы образцы плазмы кро-
ви 76 пациентов с ВИЧ-инфекцией, жителей 
Архангельской области, направленные в Северо-
Западный окружной центр по профилактике и борь-
бе со СПИДом (СЗО Центр СПИД) на базе Санкт-
Петербургского НИИ эпидемиологии и микробиоло-
гии имени Пастера в 2014–2019 гг. на определение 
лекарственной устойчивости вируса в связи с ви-
русологической неэффективностью АРТ (вирусная 
нагрузка >500 копий/мл после 6 месяцев АРТ или 
повышение вирусной нагрузки после первичного по-
давления репликации вируса). 

Для определения нуклеотидной последователь-
ности региона C2-V3-C3 гена env протяженностью 
около 426 нт, область 6953–7379 нт, согласно пред-
ставленному в международной базе данных GenBank 
штамму HXB2 (K03455.1), применяли набор реаген-
тов «АмплиСенс HIV-Resist-SEQ» (ФБУН ЦНИИЭ, 
Россия) согласно инструкции производителя, с ис-
пользованием генетического анализатора ABI Prism 
3500 (Applied Biosystems, США).

Первичный анализ нуклеотидных последова
тельностей проводили с помощью программы NCBI 
Blast (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) в сравне-
нии с нуклеотидными последовательностями, пред-
ставленными в международной базе данных GenBank. 
Выравнивание нуклеотидных последовательностей 
проводили в программе MEGA версия 7, исполь-
зуя алгоритм ClustalW. Оценку эволюционного рас-
стояния между последовательностями проводили по 
модифицированной формуле Тамуры – Ней, для по-
строения филогенетических деревьев и последующе-
го анализа применяли алгоритм Neighbor-joining, по-
зволяющий оптимизацию деревьев в соответствии с 
критерием «сбалансированной минимальной эволю-
ции», при оценке достоверности филогенетических 
связей использовали бутстреп-анализ (bootstrap) для 
1000 независимых построений каждого древа [7]. 

Определение генотипа исследуемых штаммов 
проводили на основании анализа их отношений с 
референсными последовательностями из между-
народной базы данных GenBank, а также с исполь-
зованием программ REGA HIV-1 Subtyping Tool 3.0 
(http://bpartners.stanford.edu:8080/RegaSubtyping/
stanford-hiv/typingtool) и COMET HIV-1 (http://comet. 
retrovirology.lu) [8]. Для прогнозирования вирус-
ного тропизма использовали биоинформатический 
онлайн-инструмент Geno2Pheno [coreceptor] (http://
coreceptor.geno2pheno.org/index.php), а также прави-
ло Гарридо, включающее в себя алгоритмы 11/25 и 
«Чистый заряд». Согласно алгоритму 11/25, штамм 
определяют как X4-тропный при наличии положи-
тельно заряженной аминокислоты в положениях 11 
и/или 25 V3-петли. Алгоритм «Чистый заряд» харак-
теризует штамм как X4, если общий чистый заряд 
аминокислотной последовательности V3-петли боль-
ше или равен 5 [9].
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Статистическая обработка данных производи-
лась с помощью пакета программ MS Excel, Prizm 5.0 
(GraphPad Software Inc.). Для оценки достоверности 
различий численных данных, полученных при пар-
ных сравнениях, использовали, в зависимости от ха-
рактеристик выборок, точный критерий Фишера или 
критерий Хи-квадрат с поправкой Йетса. В качестве 
порога достоверности отличий определено значение 
вероятности p<0,05.

Результаты и обсуждение

Несмотря на общее ухудшение эпидемической 
ситуации в РФ, Архангельская область относится 
к территориям с низким уровнем распространения 
ВИЧ-инфекции. Среди зарегистрированных в регио-
не ВИЧ-инфицированных лиц мужчины составили 
71,3 %, а женщины – 28,7 %, наибольший уровень 
пораженности показан в возрастной группе от 30 до 
44 лет [10]. 

Возраст пациентов в обследуемой группе ва-
рьировал от 19 до 58 лет и составил в среднем 
(37,7±7,5) года. Мужчин в группе достоверно боль-
ше (65,8 %; 95 % ДИ: 54,01–76,29), чем женщин 
(34,2 %; 95 % ДИ: 23,71–45,99). Возраст пациентов 
при первичном выявлении антител к ВИЧ (положи-
тельный иммуноблот) варьировал от 18 до 48 лет 
и составил в среднем (31,09±8,59) года, отличий 
между женщинами (31,29±8,94 года) и мужчина-
ми (31±8,55 года) не обнаружено. При этом у 48 % 
(95 % ДИ: 33,66–62,58) мужчин и 50 % (95 % ДИ: 
29,93–70,07) женщин ВИЧ-инфекция впервые была 
выявлена в возрасте старше 30 лет, что отражает осо-
бенность эпидемии последних лет в РФ [11]. Таким 
образом, обследованная группа по половозрастному 
составу отражает популяцию ВИЧ-инфицированных 
больных Архангельской области.

Пациентов обследованной группы можно услов-
но разделить на подгруппы по количеству алгорит-
мов для АРТ, получаемых с момента введения пер-
вой и до настоящего направления образца крови на 
анализ для выявления мутаций фармакорезистент-
ности и при отсутствии ответа на лечение. В боль-
шинстве случаев (43,4 %; 95 % ДИ: 32,08–55,29) 
использовали одну схему АРТ, в 22,4 % (95 % ДИ: 
13,6–33,38) случаев – три, по 11,8 % (95 % ДИ: 5,56–
21,29) пациентов применяли две и четыре, 10,5 % 
(95 % ДИ: 4,66–19,69) использовали пять вариантов 
АРТ. При этом срок от выявления ВИЧ до начала 
АРТ варьировал от 0 до 12 лет и в среднем составил 
(3,48±3,47) года, а общая протяженность терапии, 
включая все схемы, составляла от 1 до 13 лет, в сред-
нем (3,64±2,36) года. 

Ранее на основании анализа нуклеотидных по-
следовательностей фрагмента гена pol ВИЧ опреде-
лено, что в обследованной группе преобладал вирус 
субтипа A субсубтипа А6 (89,5 %) по сравнению с 
субтипом В (9,2 %), в одном случае (1,3 %) выявлен 
вариант CRF03_AB [12]. При филогенетическом ана-

лизе нуклеотидных последовательностей фрагмента 
гена env в целом отмечено сходное распределение суб-
типов ВИЧ в группе. Филогенетические отношения 
между фрагментами гена env исследованных штам-
мов ВИЧ, полученных от ВИЧ‑инфицированных 
пациентов с вирусологической неэффективностью 
АРТ из Архангельской области, и референсными 
последовательностями из международной базы дан-
ных GenBank представлены на рис. 1. Для сравне-
ния выбраны ВИЧ субтипов А1, В, C, F, CRF02_AG, 
CRF03_AB, а также характерные для РФ геновари-
анты А6 (AFSU) и ВFSU, выявленные в разных горо-
дах России и странах ближнего зарубежья. 

Однако образец Arch82_2017, определенный со-
гласно анализу последовательности фрагмента гена 
pol как ВИЧ субтипа В, при анализе фрагмента гена 
env не обнаруживал достоверного сходства с изоля-
тами кластера, включающего штаммы генотипов В 
и АВ (индекс поддержки узла составил 95). Тем не 
менее при анализе последовательности указанного 
штамма с использованием программ REGA HIV-1 
Subtyping Tool 3.0 и COMET HIV-1 образец отнесен 
к субтипу В.

Медиана попарного генетического сходства 
для всех проанализированных последовательно-
стей субсубтипа А6 составила 91,33 % (диапазон 
86,33–98,33 %). Следует отметить, что среди штам-
мов субсубтипа А6 очевидны несколько кластеров, 
собранных независимо от года взятия клинического 
материала. В том числе несколько кластеров объеди-
няют штаммы ВИЧ, полученные от потребителей 
инъекционных наркотиков. Кластеризация преиму-
щественно сходна с таковой для фрагмента гена pol, 
отражает, по всей видимости, пути распространения 
вируса и демонстрирует несколько источников ин-
фицирования, как было показано нами ранее [12]. 

При определении генетического тропизма 
штаммов ВИЧ использовали биоинформатический 
алгоритм Geno2pheno[coreceptor], который на осно-
вании анализа нуклеотидной последовательности 
V3-петли гена env определяет коэффициент отсече-
ния ложноположительных результатов (false positive 
rate – FPR) в диапазоне от 0 до 100 %. Данный пока-
затель определяет риск того, что анализируемая по-
следовательность будет неверно идентифицирована 
как отличная от R5, то есть низкий уровень FPR сви-
детельствует о высокой вероятности не-R5-тропизма 
исследуемого штамма. Распределение образцов по 
тропности осуществляли с применением отсечения 
FPR на уровнях 10 и 20 %. При величине FPR ме-
нее указанного уровня образцы считали не-CCR5-
тропными (R5X4 либо X4-тропными). Отметим, что 
FPR 10 % рекомендован Европейской консенсусной 
группой по клиническому ведению тестирования на 
тропизм ВИЧ. Однако, поскольку большинство ал-
горитмов разработаны преимущественно на основе 
данных о субтипе B и демонстрируют сравнительно 
низкую производительность при анализе отличных 
от В субтипов ВИЧ, для повышения надежности 
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определения X4-фенотипа и с целью расширения 
диапазона чувствительности при работе с ВИЧ не-
В-субтипа, применяли упомянутый выше уровень 
отсечения в 20 % [4]. Результат анализа распределе-
ния образцов по тропности в обследованной группе 
представлен в таблице.

Для всех алгоритмов отсечения FPR наблюдали 
достоверную корреляцию между субтипом и тропиз-
мом ВИЧ (p=0,0014 и p=0,013 для FPR 10 % и FPR 20 % 
соответственно). В то время как среди штаммов суб-
типа В по меньшей мере 57 % определены как R5X4/
X4-тропные варианты, среди ВИЧ субсубтипа А6  

даже при высоком уровне FPR частота R5X4/X4-
тропных образцов лишь незначительно превышала 
22 %. Таким образом, показана тенденция, согласно 
которой штаммы субсубтипа A6 преимущественно 
демонстрировали R5-тропизм даже при более вы-
соком FPR. Для определения X4-тропных вирусов 
дополнительно проводили анализ с уровнем FPR 
5 %, так как согласно ряду исследований пациенты 
с FPR≤5 % заражены вирусами X4, у пациентов с 
FPR≥20 % прогнозировали наличие вируса R5, а па-
циенты со значениями FPR>5 % и <20 % преимуще-
ственно инфицированы дуально-тропным вирусом 
R5X4 [13]. Среди исследованных штаммов не выяв-
лено образцов с FPR≤5 %, то есть X4-тропных, неза-
висимо от субтипа вируса. В то же время необходи-
мо понимать, что алгоритм Geno2pheno[coreceptor] 
фактически не различает вирусы X4 и R5X4, это 
означает, что последовательности, классифициро-
ванные как не-R5<10 %, могут быть как X4-, так и 
дуально-тропными. Однако следует отметить также, 
что два штамма субтипа В (что составило 28,57 % от 
ВИЧ субтипа В в группе) все же могут быть отнесе-
ны к истинно-X4-тропным согласно правилу 11/25, 
то есть наличию положительно заряженной амино-
кислоты в положениях 11 и/или 25 V3-петли [14].

Согласно литературным данным, основан-
ным на анализе ВИЧ субтипа В, было показано, что 
R5‑тропный вирус доминирует на ранней стадии за-

Распределение по тропности штаммов ВИЧ в обследованной  
группе с использованием программы Geno2pheno[coreceptor]  

при разных уровнях отсечения ложноположительных результатов
Distribution of HIV strains in the studied group by tropism using  
the Geno2pheno[coreceptor] program at different cut-off levels  

of false positive rate

Субтип
Subtype

FPR 10 % FPR 20 %

R5 R5X4/X4 R5 R5X4/X4

А6 62 (91,18 %) 6 (8,82 %) 53 (77,94 %) 15 (22,06 %)

B 3 (42,85 %) 4 (57,15 %) 1 (14,28 %) 6 (85,72 %)

CRF03_AB 1 (100 %) 0 (0 %) 1 (100 %) 0 (0 %)

χ2 p value 0,0014 0,0013

Всего
Total

66 (86,84 %) 10 (13,16 %) 55 (72,37 %) 21 (27,63 %)

Рис. 1. Филогенетический анализ нук
леотидных последовательностей фраг-
мента гена env исследованных штам-
мов ВИЧ, полученных от пациентов 
с вирусологической неэффективно-
стью АРТ из Архангельской области, 
в сравнении с представленными в 
международной базе данных GenBank 
референсными последовательностя-
ми, обозначенными кодами GenBank 
с указанием субтипа и региона про-
исхождения образца. Треугольниками 
отмечены образцы, исследованные 
в настоящей работе. Даны значения 
bootstrap ≥60

Fig. 1. Phylogenetic analysis of the env 
gene fragment nucleotide sequences in 
the assessed HIV strains obtained from 
the patients with virological ART failure 
from the Arkhangelsk Region in com-
parison with the reference sequences 
presented in the GenBank international 
database. Reference sequences are desig-
nated with GenBank codes indicating the 
subtype and the sample origin. The sam-
ples studied in this work are designated 
as triangles. Bootstrap values ≥60
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болевания, но на более поздних почти у половины не 
получающих терапии пациентов вирус становится 
X4-тропным. В связи с этим CXCR4-тропность виру-
са ассоциируется с прогрессией ВИЧ-инфекции, сни-
жением уровня CD4 Т-лимфоцитов, формированием 
СПИДа [15, 16]. Однако дальнейшие исследования 
свидетельствовали, что динамика изменения троп-
ности ВИЧ зависит от субтипа вируса. Так, напри-
мер, для ВИЧ субтипа D показано преобладание ва-
рианта X4/R5X4 даже на ранней стадии заболевания, 
тогда как ВИЧ субтипа С крайне редко оказывается  
X4/R5X4-тропным на любой стадии заболевания [17]. 
Доминирование R5-тропности вируса среди паци-
ентов с ВИЧ субсубтипа А6 также свидетельствует 
о генотипспецифичности корецепторного тропизма. 
Отметим также, что превалирование CCR5-тропизма 
ранее было показано для ВИЧ субсубтипа А1 и мож-
но бы предположить, что низкая частота встречаемо-
сти не-R5-тропных вирусов характерна для субти
па А [18]. Однако другие исследовательские группы не 
находят таких отличий и сообщают о сходной частоте 
встречаемости R5X4/X4-тропизма у находящихся на 
поздних стадиях заболевания пациентов с субтипами 
А, В, D [19]. Полученные нами результаты о распро-
страненности у пациентов из Архангельской области 
R5-тропных вариантов вируса в 72,37 % случаев в це-
лом и в 77,94 % штаммов субсубтипа А6 согласуются 
с результатами сходных исследований, где показано 
преобладание образцов с R5-тропными ВИЧ, напри-
мер в Иркутской области (75,3 %) и других регионах 
России (73,9 %) [20]. На территории бывшего СССР 
так же показано преобладание R5-тропности ВИЧ суб-
субтипа А6, независимо от стадии развития заболева-
ния. Так, например, у пациентов Гродненского регио-
на Республики Беларусь с ВИЧ субсубтипа А6 часто-
та инфицированности R5-тропным вариантом вируса 
превышала частоту инфицирования не-R5-тропными, 
при этом не выявлено корреляции между клинически-
ми проявлениями ВИЧ-инфекции, включая наличие 
СПИДа, и тропизмом вируса [21]. Напротив, исследо-
вание соотношения R5/X4‑тропных вирусов у жите-
лей Дальневосточного федерального округа показало 
преобладание R5-тропизма у терапевтически наивных 
лиц и значительное увеличение X4-тропизма ВИЧ у 
пациентов с длительной историей лечения [22].

Таким образом, в целом полученный в настоя-
щей работе показатель высокой распространенно-
сти CCR5-тропных вирусов субсубтипа А6 у ВИЧ-
инфицированных лиц с вирусологической неэффек-
тивностью АРТ в Архангельской области совпадает 
с таковым в других регионах Российской Федерации, 
в то время как противоречащие данные связаны, 
по всей видимости, с особенностями обследован-
ных групп. 

Анализируя распространенность мутаций 
лекарственной устойчивости ВИЧ среди паци-
ентов с вирусологически неэффективной АРТ в 
Архангельской области, мы сообщали, что частота 
встречаемости ЛУ в группе составила 86,8 %, в том 

числе к ингибиторам протеазы – 33,3 %, к ингиби-
торам ревертазы – 92,4 % [12]. Распространенность 
не-R5-тропного вируса в группе не коррелирова-
ла с указанными мутациями ЛУ. Таким образом, 
для большинства обследованных лиц терапия с 
использованием антагонистов корецептора CCR5 
может быть потенциально успешным вариантом  
выбора АРТ.

Казалось бы очевидным, что выявление 
CXCR4-тропного варианта ВИЧ при неэффектив-
ности лечения антагонистами корецептора CCR5 
обусловлено исходным его наличием и проведение 
теста для исключения присутствия X4-вируса до 
назначения препаратов позволит оптимизировать 
терапию. Однако некоторые исследования указыва-
ют на недостаточность определения нуклеотидной 
последовательности V3-петли гена env ВИЧ субсуб-
типа А6 для достоверного подтверждения потенци-
альной эффективности лечения. Устойчивость ви-
руса к антагонистам корецептора CCR5 может быть 
следствием не только R5X4/X4-тропизма, но и появ-
ления мутаций устойчивости к препаратам типа ма-
равирок, несмотря на отсутствие конверсии CCR5-
тропного штамма в CXCR4-тропный [23]. Причем 
указанные мутации выявляли как у не получавших 
лечения больных, так и у лиц на АРТ. Штаммы с му-
тациями устойчивости к маравироку способны свя-
зываться с изменившим свою конформацию за счет 
взаимодействия с препаратом рецептором CCR5 со 
сниженным уровнем сродства, однако это не позво-
ляет полностью ингибировать вирус даже при уве-
личении концентрации АРП.

Так, показано, что, помимо замен в положе-
ниях 11 и 25 аминокислотной последовательности 
V3‑петли, влияние на чувствительность к антаго-
нистам корецептора CCR5 демонстрируют замены 
на тирозин в положениях 5 и 7 (5Y, 7Y). В десятку 
наиболее потенциально значимых мутаций вошли 
также замены в позициях 13, 18, 22 и 24, не исклю-
чено влияние мутаций в позициях 3, 13, 20 и 32 [14]. 
Проведена оценка распределения встречаемости 
аминокислотных остатков последовательности 
V3‑региона в обследуемой группе (рис. 2). 

Показаны достоверные отличия между 
R5‑тропными и R5X4/X4-тропными штаммами суб-
субтипа А6 для позиций 18 (χ2=7,616, p=0,0058), 
21 (χ2=7,281, p=0,007), 24 (χ2=5,587, p=0,0181), 34 
(χ2=5,144, p=0,0233). Среди R5X4/X4-тропных штам-
мов субсубтипа А6 представлены аминокислотные 
замены в позициях 6, 19, 21, 26, 29, 30, не обнару-
женные у R5-тропных штаммов А6. Причем в по-
зициях 6 и 21 появились положительно заряженные 
аминокислоты K и H соответственно. Кроме того, на-
блюдалась тенденция к повышенной встречаемости 
сходных замен в позициях 10, 18, 32 и 34. Отметим, 
что ранее показано: среди устойчивых к маравироку 
R5-тропных штаммов наиболее часты замены в по-
зициях 10, 13, 14, 18 и 25. Наиболее распространен-
ными заменами в этих положениях были 10R, 13H/P, 
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14I/M, 18R и 25D, часть из которых показана и в 
нашем исследовании. Однако распространенность 
этих замен среди устойчивой к антагонистам коре-
цептора CCR5 популяции сравнительна низка (от 9 
до 16 %), в зависимости от замены [14]. В обследо-
ванной группе в положении 14 во всех исследован-
ных последовательностях представлен изолейцин, 
а вариант 25D представлен как у R5X4/X4-тропных 
штаммов, так и у большинства R5-тропных. Кроме 
того, не выявлены случаи 13H/P, не представлены 
замены 10R. Однако у 13,5 % R5-тропных штам-
мов и 26,67 % R5X4/X4-тропных штаммов пока-
заны замены 10K. Замена 18R также представлена 
у 26,67 % R5X4/X4-тропных штаммов и только у 
3,77 % R5-тропных. В то же время, учитывая, что в 
обследованной группе представлены пациенты, не 
принимавшие ранее антагонисты CCR5, замены в 
указанных положениях могут являться характерны-
ми для субсубтипа А6 естественными полиморфны-
ми вариантами, не связанными с устойчивостью к 
маравироку и подобным ему препаратам. Это согла-
суется с результатами M.E. Lewis et al., согласно ко-
торым обследованные ими штаммы субсубтипа А6  
содержали в V3-регионе несколько аминокислот, 
ранее описанных как связанные с устойчивостью к 
маравироку (11S, 20F, 25D, 26V) и, несмотря на это, 
фенотипически чувствительных к маравироку [24]. 
Дополнительным подтверждением предположения 

может являться исследование, посвященное влия-
нию на тропизм ВИЧ не только V3-петли, но и ва-
риабельных регионов V1, V2 и V4 [25].

Таким образом, выявление отдельных мутаций 
предсказанной аминокислотной последовательности 
V3-региона имеет больше фундаментально научное, 
чем прикладное, значение. Однако генотипическое 
определение вирусного тропизма вкупе с анамне-
стическими данными и анализом нуклеотидной по-
следовательности более широкого региона гена env 
может способствовать прогностической оценке ис-
хода терапии. 

Полученные и проанализированные нуклеотид-
ные последовательности C2-V3-C3 участка гена env 
76 штаммов ВИЧ депонированы в международную 
базу данных GeneBank под номерами OM240730 – 
OM240805.

Полученные результаты подтверждают пре
имущественное изменение тропности ВИЧ с R5 на 
R5X4/X4 с течением времени у вирусов субтипа В 
среди пациентов с вирусологически неэффектив-
ной антиретровирусной терапией. Впервые пока-
зана значительно более низкая представленность  
R5X4/X4-тропных вариантов ВИЧ у длительное вре-
мя инфицированных лиц с вирусом субсубтипа А6 
по сравнению вирусом субтипа В в Архангельской 
области. Можно предположить, что динамика из-
менения тропности ВИЧ зависит от субтипа вируса. 

Рис. 2. Относительные частоты появления 
каждого аминокислотного основания в по-
следовательности V3-петли:
Аминокислоты окрашены в соответствии с их 
химическими свойствами: полярные (G, S, T, Y, 
C, Q, N) – зеленые; основные (K, R, H) – синие; 
кислые (D, E) – красные; гидрофобные (A, V, L, 
I, P, W, F, M) – черные. А – все штаммы; а.1 – все 
штаммы субсубтипа А6; а.2 – R5X4/X4-тропные 
штаммы субсубтипа А6; а.3 – R5-тропные штам-
мы субсубтипа А6; В – штаммы субтипа В

Fig. 2. The relative frequencies of each ami-
no acid base occurrence in the V3 loop se-
quence:
Amino acids are colored according to their chemi-
cal properties: polar amino acids (G, S, T, Y, C, Q, 
N) are green; basic (K, R, H) – blue; acidic (D, E) – 
red, and hydrophobic (A, V, L, I, P, W, F, M) amino 
acids are black. A – all strains; а.1 – all strains of 
subsubtype A6; а.2 – R5X4/X4-tropic strains of 
subsubtype A6; а.3 – R5-tropic strains of subsub-
type A6; B – strains of subtype B



127

Problemy Osobo Opasnykh Infektsii [Problems of Particularly Dangerous Infections]. 2022; 3 		        Original articles

Высокая частота встречаемости ряда мутаций, ра-
нее описанных как предположительно связанные с 
устойчивостью к маравироку и подобным ему пре-
паратам, может свидетельствовать о характерном 
для субсубтипа А6 естественном полиморфизме, не 
имеющем корреляции с резистентностью к антаго-
нистам корецептора CCR5. 
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Целью работы являлась характеристика эпидемиологической и эпизоотической ситуации по сибирской язве 
среди людей и животных в Республике Татарстан в период 1920–2020 гг. Материалы и методы. Анализ эпи-
демиологической и эпизоотологической ситуации за период 1920–2020 гг. основан на архивных данных, эпи-
демиологических картах заболевших сибирской язвой, результатах эпизоотолого-эпидемического обследования 
очагов сибирской язвы Управлением Роспотребнадзора по Республике Татарстан и ФБУЗ «Центр гигиены и 
эпидемиологии в Республике Татарстан», материалах Главного управления ветеринарии Республики Татарстан. 
Микробиологические исследования проб от больных и из объектов окружающей среды проводили в соответствии 
с требованиями МУК 4.2.2413-08 «Лабораторная диагностика и обнаружение возбудителя сибирской язвы», для 
постановки ПЦР в режиме реального времени использовали тест-систему «АмплиСенс Bacillus anthracis-FRT» 
(ЦНИИЭ, Москва). Статистическая обработка данных проводилась с помощью метода квантильного ранжирова-
ния. Результаты и обсуждение. В Республике Татарстан, относящейся к Приволжскому федеральному округу, 
располагаются более 1000 сибиреязвенных почвенных очагов. Анализ эпизоотолого-эпидемиологической ситуа-
ции в Республике Татарстан за период 1920–2020 гг. показал, что она претерпела значительные изменения: от мас-
совых заболеваний животных и людей в начале ХХ в. до единичных случаев инфекции среди людей и животных 
в начале ХХI в. – прежде всего за счет профилактических ветеринарно-санитарных мероприятий, включающих 
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ваний животных сибирской язвой. 
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Abstract. The aim of the work was to characterize the epidemiological and epizootic situation on anthrax among 
population and animals in the Republic of Tatarstan over a period of 1920–2020. Materials and methods. The analysis 
of the epidemiological and epizootic situation is based on the archival data, epidemiological maps of anthrax patients, 
results of epizootiological-epidemiological survey of anthrax foci conducted by the Rospotrebnadzor Administration in 
the Republic of Tatarstan and Center of Hygiene and Epidemiology in the Republic of Tatarstan, materials of the Main 
Directorate of Veterinary Medicine of the Republic of Tatarstan. Microbiological studies of samples from patients and 
environmental objects were performed in accordance with the requirements of MR 4.2.2413-08 “Laboratory diagnostics 
and detection of anthrax pathogen”, real-time PCR was set using the AmpliSense Bacillus anthracis-FRT test-system 
(Central Research Institute of Epidemiology, Moscow). Statistical data processing was carried out using the quantile 
ranking method. Results and discussion. There are more than 1000 anthrax soil foci in the Republic of Tatarstan, which 
territorially belongs to the Volga Federal District. Analysis of the epizootic and epidemiological situation in the Republic 
of Tatarstan over the period of 1920–2020 has revealed that it has undergone significant changes, from mass diseases in 
animals and humans in early 20th century to sporadic cases of infection among population and animals at the beginning 
of the 21st century, primarily due to preventive veterinary- sanitary measures, including veterinary and sanitary exami-
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Сибирская язва – опасная инфекция, вызывае-
мая спорообразующими микроорганизмами, кото-
рые способны сохраняться в почве долгие годы, 
образуя стойкие природные очаги. Несмотря на 
значительные успехи в борьбе с этой болезнью, си-
бирская язва продолжает регистрироваться во мно-
гих странах Африки, Азии, Южной Америки [1, 2]. 
Крупные вспышки сибирской язвы как среди жи-
вотных, так и среди людей происходят ежегодно в 
странах Африки. Так, в Уганде в 2017 г. кишечной 
формой сибирской язвы заболели 40 человек [3]. 
В 2016 г. произошла крупная вспышка сибирской 
язвы среди северных оленей на полуострове Ямал в 
Сибири [4]. В странах, расположенных в непосред-
ственной близости от границ Российской Федерации, 
эпизоотолого-эпидемиологическая ситуация также 
остается напряженной. Так, в КНР в 2016 г. в окру-
ге Чжицзинь (провинция Гуйчжоу) регистрирова-
лась кожная форма сибирской язвы среди людей [5].  
В Киргизии за период 2005–2015 гг. зарегистрирова-
но 234 случая сибирской язвы. Заражение сибирской 
язвой происходило в результате прямого контакта 
людей с сельскохозяйственными животными (СХЖ), 
при убое скота, разделке и продаже мяса [6]. Кроме 
того, в 2018 г. в Киргизии отмечены две вспышки, 
заболели 26 человек, а в 2019 г. – 2 [7]. В Армении 
в 2019 г. сибирской язвой заболели 9 человек [8], 
в Азербайджане – 3 [9], в Казахстане – 8 [10–11].  
В Беларуси (в Брестской области) выявлен один слу-
чай сибирской язвы у лошади [12], а в Таджикистане – 
2 случая у крупного рогатого скота (КРС) [2]. В 2004 
и 2008 гг. зарегистрированы 2 случая сибирской язвы 
среди КРС в Финляндии [13]. 

Стационарно неблагополучные по сибирской 
язве пункты (СНП) содержат почвенные очаги, 
сформировавшиеся на месте гибели или захороне-
ния павших от сибирской язвы животных. Они яв-
ляются потенциально опасными территориями по 
возникновению заболеваний сибирской язвой среди 
животных и людей, так как их естественная санация 
вследствие антагонизма почвенных микроорганиз-
мов и инсоляции проходит очень медленно [14–15]. 
До начала 50-х гг. прошлого века трупы павших 
животных захоранивали в земляных ямах, позже –  
в скотомогильниках. Лишь после выхода инструкции 
«О мероприятиях против сибирской язвы», утверж-

денной Министерством сельского хозяйства СССР 
28.02.1953, трупы павших от сибирской язвы живот-
ных стали сжигать.

Основными причинами, вызывающими заболе-
вания среди животных, являются эрозия почвы на по-
верхности сибиреязвенных захоронений, вымывание 
возбудителей сибирской язвы талыми водами и во 
время наводнений, а за полярным кругом – оттаива-
ние вечной мерзлоты в связи с потеплением климата, 
в результате чего возбудитель сибирской язвы оказы-
вается на поверхности почвы и инфицирует травяной 
покров, поедаемый травоядными животными.

Лабораторные исследования по изучению 
наиболее благоприятных условий существования 
Bacillus anthracis в почве доказали, что такими фак-
торами являются щелочность почвы, количество гу-
муса и высокий уровень кальция в почве. Большое 
значение имеют также температура и влажность поч
вы. Именно эти условия способствуют росту бакте-
рий, выживанию, секреции токсинов и образованию  
спор [16].

Формы течения сибирской язвы у наиболее рас-
пространенных в сельском хозяйстве животных раз-
личают по скорости развития: молниеносная апоплек-
сическая инфекция у овец, острая – у КРС и лошадей, 
хроническая – у свиней. Другие домашние животные, 
в том числе мелкие, а также человек обладают от-
носительной резистентностью. Преимущественное 
эпизоотологическое значение представляет заболе-
ваемость продуктивных животных – крупного и мел-
кого рогатого скота (МРС) [17].

Целью исследования являлась характеристика 
эпидемиологической и эпизоотической ситуации по 
сибирской язве среди людей и животных, сложив-
шейся в Республике Татарстан. 

Материалы и методы

Анализ эпидемиологической и эпизоотологиче-
ской ситуации основан на архивных данных за пери-
од 1920–2020 гг., эпидемиологических картах забо-
левших сибирской язвой (1980–2019 гг.), результатах 
эпизоотолого-эпидемического обследования очагов 
сибирской язвы Управлением Роспотребнадзора по 
Республике Татарстан и ФБУЗ «Центр гигиены и 
эпидемиологии в Республике Татарстан», материалах 

nation of animal products, mass specific immunization of animals against anthrax, arrangement of anthrax cattle burial 
grounds. In view of the improvement of epizootiological situation and implementation of preventive measures, there 
was a decrease in the incidence of anthrax among the population. The regions of the Republic have been ranked by the 
number of animal anthrax cases.

Key words: anthrax, epidemiological situation, anthrax cattle burial grounds, soil foci.

Conflict of interest: The authors declare no conflict of interest.
Corresponding author: Tatiana A. Savitskaya, e-mail: tatasav777@mail.ru.
Citation: Savitskaya T.A., Trifonov V.A., Milova I.V., Isaeva G.Sh., Reshetnikova I.D., Serova I.V., Lopushov D.V., Ziatdinov V.B. Anthrax in the Republic of Tatarstan 

(1920–2020). Problemy Osobo Opasnykh Infektsii [Problems of Particularly Dangerous Infections]. 2022; 3:129–136. (In Russian). DOI: 10.21055/0370-1069-2022-3-
129-136

Received 04.02.2021. Revised 25.10.2021. Accepted 28.06.2022.

Savitskaya T.A., ORCID: https://orcid.org/0000-0002-6229-0387		  Reshetnikova I.D., ORCID: https://orcid.org/0000-0003-2600-7414
Trifonov V.A., ORCID: https://orcid.org/0000-0001-8374-6024		  Serova I.V., ORCID: https://orcid.org/0000-0001-7178-9609
Milova I.V., ORCID: https://orcid.org/0000-0003-0181-6864			  Lopushov D.V., ORCID: https://orcid.org/0000-0001-8896-969X
Isaeva G.Sh., ORCID: https://orcid.org/0000-0002-1462-8734		  Ziatdinov V.B., ORCID: https://orcid.org/0000-0001-8029-6515



131

Problemy Osobo Opasnykh Infektsii [Problems of Particularly Dangerous Infections]. 2022; 3 		        Original articles

о сибирской язве животных за период 1948–2020 гг. 
Главного управления ветеринарии Республики 
Татарстан. (Сохранились архивные данные по забо-
леваемости людей сибирской язвой за период 1920–
2020 гг. и по животным за период 1948–2020 гг.)

Микробиологические исследования проб от 
больных и из объектов окружающей среды проводи-
ли в соответствии с требованиями МУК 4.2.2413‑08 
«Лабораторная диагностика и обнаружение возбу-
дителя сибирской язвы», для постановки ПЦР в ре-
жиме реального времени использовали тест-систему 
«АмплиСенс Bacillus anthracis-FRT» (ЦНИИЭ, 
Москва). Статистическая обработка данных проводи-
лась с помощью метода квантильного ранжирования. 

Результаты и обсуждение

В Республике Татарстан сибирская язва реги-
стрируется с давних времен, но на протяжении вто-
рой половины XX в. и в начале XXI в. динамика за-
болеваний сибирской язвой среди людей и животных 
в регионе существенно изменилась. 

Анализ архивных данных за период 1948–
2020 гг. показал, что в республике имело место 
неуклонное снижение количества заболевших си-
бирской язвой животных (рис. 1). Это, вероятно, 
связано с естественной санацией почвенных оча-
гов под воздействием природных факторов, ввиду 
давности захоронений, а также с благоустройством 
скотомогильников. Немаловажное значение имела и 
обязательная вакцинация сельскохозяйственных жи-
вотных (СХЖ) против сибирской язвы. Ежегодно в 
Татарстане иммунизируются против сибирской язвы 
более 2 млн голов СХЖ. 

Всего за период 1948–2020 гг. зарегистрировано 
917 случаев заболеваний животных сибирской яз-
вой. Среди заболевших сибирской язвой СХЖ доми-
нировал КРС (70 %), МРС составил 12,2 %, свиньи – 
9,8 %, лошади – 8,0 %.

Суммарное количество заболевших животных 
за данный период по отдельным муниципальным 
районам республики было неравномерным и варьи-
ровало от 85 в Елабужском районе до полного от-
сутствия в 4 районах (Атнинский, Менделеевский, 

Новошешминский, Тюлячинский) и г. Набережные 
Челны. Анализ, проведенный методом квантиль-
ного ранжирования, позволил выделить четыре 
группы муниципальных районов по количеству 
случаев сибирской язвы среди СХЖ: 1) с высоким, 
2) средним, 3) низким уровнем и 4) отсутствием 
заболеваний среди животных. Всего в республи-
ке 45 муниципальных образований. К муници-
пальным образованиям с высоким уровнем (от 60 
до 85 случаев) отнесены 3 (Арский, Елабужский 
и Мензелинский районы); со средним уровнем  
(от 31 до 59 случаев) – 7 (Алексеевский, Бавлинский, 
Буинский, Высокогорский, Пестречинский, Тукаев
ский, Чистопольский районы); с низким уровнем 
(от 1 до 30 случаев) – 30 муниципальных образова-
ний (Агрызский, Азнакаевский, Аксубаевский, Ак
танышский, Алькеевский, Альметьевский, Апастов
ский, Балтасинский, Бугульминский, Верхне
услонский, Дрожжановский, Заинский, Зелено
дольский, Кайбицкий, Камскоустьинский, Кук
морский, Лаишевский, Лениногорский, Мамадыш
ский, Муслюмовский, Нижнекамский, Нурлатский, 
Рыбнослободский, Сабинский, Сармановский, 
Спасский, Тетюшский, Черемшанский, Ютазинский 
районы и г. Казань). Не регистрировались заболева-
ния сибирской язвой среди животных в 5 муници-
пальных образованиях (Атнинский, Менделеевский, 
Новошешминский, Тюлячинский районы и г. Набе
режные Челны).

Основными причинами заболеваний животных 
сибирской язвой были неполный охват вакцинацией 
поголовья скота, выпас скота либо заготовка кормов 
на территории сибиреязвенных скотомогильников 
или мест неустановленных сибиреязвенных захоро-
нений животных. 

Нами проанализирована эпидемиологиче-
ская ситуация по сибирской язве среди людей в 
Республике Татарстан за период с 1920 по 2020 год 
(рис. 2, табл. 1). 

Интенсивные показатели заболеваемости не-
уклонно снижались на протяжении всего анализи-
руемого периода. Так, среднемноголетний показа-
тель заболеваемости сибирской язвой населения  
(на 100 тыс. населения) за период 1920–1953 гг. со-

Рис. 1. Количество животных, за-
болевших сибирской язвой по 
Республике Татарстан за период 
1948–2020 гг. 

Fig. 1. Number of animal anthrax cases 
in the Republic of Tatarstan over the pe-
riod  of 1948–2020.
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ставил (4,9±1,2); за 1954–1987 гг. – (0,09±0,02); за 
1988–2020 гг. – (0,007±0,001).

Количество случаев заболевания животных си-
бирской язвой также неуклонно снижалось. Так, 
за период 1948–1953 гг. заболело сибирской язвой 
469 голов СХЖ, за 1954–1987 гг. – 407 и за 1988–
2020 гг. – 41.

Таким образом, можно констатировать значи-
тельное снижение количества заболевших сибирской 
язвой среди людей и СХЖ до единичных случаев за 
последние 40 лет. 

Нами проанализированы эпидкарты больных 
сибирской язвой за 1980–2020 гг., материалы соб-
ственных эпизоотолого-эпидемиологических рас-
следований очагов сибирской язвы среди животных 
и людей. За данный период в Республике Татарстан 
зарегистрировано 16 случаев (14 мужчин и 2 женщи-
ны) заболеваний людей сибирской язвой в 7 муници-
пальных районах (Алексеевский – 1, Бавлинский – 1, 

Кукморский – 8, Сармановский – 2, Агрызский – 1, 
Зеленодольский – 1 и г. Набережные Челны – 2). 
Отмечался сезонный характер заболеваемости, наи-
большее число заболевших было в летние месяцы: 
июнь – 42,8 %, июль – 28,6 %. В возрастной структуре 
заболевших преобладали лица в возрасте 30–49 лет – 
11 случаев (68,8 %), в остальных возрастных группах 
регистрировались единичные случаи: 50–59 лет – 3 
(18,7 %); 20–29 лет – 1 (6,25 %) и 60 лет и старше – 
1 (6,25 %) случай. В социально-профессиональном 
составе заболевших преобладали лица, имевшие 
профессиональный контакт с животными. Из числа 
заболевших было 5 работников сельского хозяйства 
(31,2 %), 1 ветеринар (6,25 %), 1 зоотехник (6,25 %), 
1 пастух (6,25 %), 2 животновода (12,55 %), 6 чело-
век из прочих категорий (37,5 %) (пенсионеры, не-
работающие граждане, работники промышленных 
предприятий и торговли). Основными причинами 
заражения являлись вынужденный убой скота без 

Рис. 2. Количество заболевших сибирской 
язвой людей в Республике Татарстан за 
период 1920–2020 гг. 

Fig. 2. The number of human anthrax cases 
in the Republic of Tatarstan over the period 
of 1920–2020.
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ветеринарного осмотра, разделка туш, реализация 
мяса и мясопродуктов без проведения надлежащей 
ветеринарно-санитарной экспертизы (12 случаев), 
контакт с сырьем животного происхождения (1) и 
почвенным очагом сибирской язвы (3). 

Обратились за медицинской помощью в первые 
два дня от начала заболевания 9 человек из 16, на 
3–5‑й день – 4, на 6‑й день и более – 3. Наибольшее 
число заболевших госпитализированы в первые 

два дня с момента обращения за медицинской по-
мощью. Диагноз установлен в первые два дня с мо-
мента обращения только у 5 пациентов, у остальных 
больных – на 3–6-й день. Первоначальный диагноз 
у 10 пациентов – «сибирская язва, кожная форма 
под вопросом», у 3 заболевших поставлен диагноз 
«инфицированная рана», в остальных случаях – 
«рожа», «ожог от сварки», «химический ожог». В 15 
из 16 случаев установлен окончательный диагноз 

Таблица 1 / Table 1

Заболеваемость людей сибирской язвой по Республике Татарстан за период 1920–2020 гг.
Anthrax incidence among the population of the Republic of Tatarstan over the period of 1920–2020

Годы 
Years

Заболело всего 
Total number  

of the persons who got sick

Показатель  
на 100 тыс. населения 
Value per 100 thousand  

of the population

Годы 
Years

Заболело всего 
Total number  

of the persons who got sick

Показатель  
на 100 тыс. населения 
Value per 100 thousand  

of the population
1920 388 12,00 1959 2 0,07
1921 986 30,00 1960 9 0,30
1922 420 14,00 1961 2 0,06
1923 419 16,50 1962 3 0,10
1924 344 13,00 1963 9 0,30
1925 388 15,00 1964 6 0,19
1926 164 6,30 1965 1 0,03
1927 219 8,00 1966 1 0,03
1928 157 6,00 1967 2 0,06
1929 167 6,00 1968 1 0,03
1930 126 5,00 1969 2 0,06
1931 162 6,00 1970 0 0
1932 138 5,00 1971 2 0,06
1933 87 3,00 1972 2 0,06
1934 78 2,80 1973 0 0
1935 38 1,50 1974 0 0
1936 59 2,00 1975 4 0,12
1937 29 1,00 1976 1 0,03
1938 86 3,00 1977 0 0
1939 36 1,20 1978 0 0
1940 45 1,60 1979 4 0,11
1941 2 0,07 1980 1 0,03
1942 9 0,33 1981–1985 0 0
1943 23 0,89 1986 1 0,03
1944 7 0,28 1987 6 0,16
1945 12 0,47 1954–1987 101 0,09±0,02
1946 16 0,50 1988 1 0,03
1947 11 0,43 1989–1991 0 0
1948 41 1,50 1992 1 0,03
1949 21 0,70 1993–1998 0 0
1950 14 0,50 1999 2 0,06
1951 16 0,60 2000 1 0,03
1952 11 0,40 2001 0 0
1953 27 1,00 2002 0 0

1920–1953 4746 4,90±1,2 2003 1 0,03
1954 16 0,58 2004–2013 0 0
1955 8 0,28 2014 2 0,06
1956 2 0,07 2015–2020 0 0
1957 10 0,35

1988–2020 8 0,007±0,001
1958 6 0,21
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«сибирская язва, кожная форма», клинический исход 
болезни – выздоровление, в одном случае с диагно-
зом «сибирская язва, генерализованная форма» был 
летальный исход. Во всех случаях проводилось бак-
териологическое исследование отделяемого из кар-
бункулов и кожных поражений при кожной форме 
сибирской язвы, при генерализованной форме иссле-
довалась кровь и патологоанатомический материал. 
Все диагнозы подтверждены бактериологически-
ми методами исследований. Все заболевания были 
спорадическими – по 1–2 человека заражались от 
одного источника инфекции – больного сибирской 
язвой животного, групповых заболеваний не было, 
за исключением трех больных, заразившихся в поч
венном очаге.

В с. Шарлерама Сармановского района (1999 г.) 
одна жительница села и два жителя г. Набережные 
Челны заболели сибирской язвой вследствие прове-
дения строительных работ с выемкой грунта на месте 
неучтенного сибиреязвенного захоронения животно-
го, павшего от сибирской язвы. Один из заболевших 
скончался от генерализованной формы сибирской 
язвы, у двоих заболевших диагностирована кожная 
форма. Инфицированность грунта и других объектов 
внешней среды подтверждена бактериологическими 
исследованиями. На месте почвенного очага про-
ведены противоэпидемические и дезинфекционные 
мероприятия: обеззараживание грунта, бетонирова-
ние места выемки грунта, охват населения профи-
лактическими прививками. 

Последние два случая заболевания людей си-
бирской язвой в Республике Татарстан были в 2014 г. 
в Кукморском районе [18]. Заражение людей произо-
шло во время вынужденного убоя больной сибир-
ской язвой телки на частном подворье.

Большое значение в профилактике заболеваний 
сибирской язвой имеет иммунизация профессио-
нальных групп сибиреязвенной вакциной. Ежегодно 
в Республике Татарстан прививаются против сибир-

ской язвы более 2 тыс. человек, относящихся к груп-
пам риска: лица, работающие в лабораториях и про-
водящие исследования на сибирскую язву, а также 
лица, производящие убой скота, занятые заготовкой, 
сбором, хранением, транспортировкой, переработ-
кой и реализацией сырья животного происхождения 
и др. (табл. 2).

Согласно данным Кадастра СНП РФ (2005 г.) в 
Республике Татарстан насчитывается 1097 стацио-
нарно неблагополучных по сибирской язве населен-
ных пунктов. По данным Главного управления вете-
ринарии Кабинета министров Республики Татарстан, 
в республике находятся 1065 сибиреязвенных захо-
ронений животных, из них местонахождение 808 из-
вестно и 257 неизвестно. 

Общая площадь сибиреязвенных скотомогиль-
ников составляет 80200 м2. Скотомогильников дав-
ностью захоронения свыше 100 лет – 837. Согласно 
распоряжению Кабинета министров Республики 
Татарстан от 21.04.2012 № 620-р утвержден пере-
чень сибиреязвенных скотомогильников и биотер-
мических ям. В целях обеспечения биологической 
безопасности в рамках Государственной программы 
«Система химической и биологической безопасности 
Республики Татарстан на 2015–2020 гг.», постанов-
лением Кабинета министров Республики Татарстан 
от 24.09.2014 № 672 предусматривалось проведе-
ние мероприятий по содержанию сибиреязвенных 
скотомогильников и биотермических ям. Ежегодно 
из бюджета Республики Татарстан муниципальным 
районам выделяются субвенции для приведения си-
биреязвенных скотомогильников и биотермических 
ям в надлежащее ветеринарно-санитарное состояние. 
За последние годы определены географические ко-
ординаты 808 скотомогильников, местонахождение 
которых известно, проведена установка бетонных 
саркофагов, траншей и аншлагов. Таким образом, все 
сибиреязвенные скотомогильники, для которых из-
вестно местонахождение, приведены в соответствие 

Таблица 2 / Table 2

Охват профилактическими прививками против сибирской язвы в Республике Татарстан за период 2009–2020 гг.
Coverage of preventive vaccinations against anthrax in the Republic of Tatarstan for the period of 2009–2020

Годы
Years

Вакцинация
Vaccination

Ревакцинация
Revaccination

план
planned

привито
vaccinated

охват, % 
coverage, % 

план 
planned

привито
vaccinated

охват, % 
coverage, % 

2009 407 440 108,1 2667 2188 82,0
2010 459 520 113,2 1526 1556 101,9
2011 302 451 149,3 1563 1512 96,7
2012 260 305 117,3 1480 1353 91,4
2013 629 320 50,8 1531 699 45,6
2014 601 878 146,1 1102 1026 93,1
2015 973 781 80,2 1238 1132 91,4
2016 408 475 116,4 1759 1699 96,5
2017 290 393 135,5 1961 1965 100,2
2018 325 489 150,4 1973 1934 98,0
2019 780 800 102,5 2056 1992 96,8
2020 260 259 99 1670 1882 112
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существующим ветеринарно-санитарным требова-
ниям. Тем не менее часть сибиреязвенных скотомо-
гильников по тем или иным причинам оказывалась 
на территории населенных пунктов, где в санитарно-
защитных зонах велось строительство жилых и не-
жилых объектов. Ранее санитарно-защитные зоны 
были сокращены с 1000 до 500 м у 144 скотомогиль-
ников, менее 500 м – у 16. Всего на территории насе-
ленных пунктов расположены 299 сибиреязвенных 
захоронений, 534 находятся в радиусе 5 км от на-
селенных пунктов, 320 – в лесопарковой зоне, 21 –  
в водоохранной зоне.

С целью профилактики заражения людей в ре-
зультате контакта с почвой на участках, отводимых 
под строительство жилых и иных объектов, а также 
при проведении строительных работ на предполагае
мой территории неустановленных сибиреязвенных 
скотомогильников, в Республике Татарстан прово-
дятся мероприятия по обследованию почвы на си-
бирскую язву. Так, за период 2012–2019 гг. исследо-
вано 9534 пробы почвы на 808 местах предполагае-
мого строительства зданий и прокладки трубопрово-
дов, результаты были отрицательными. Проводятся 
микробиологические исследования воды 16 откры-
тых водоемов и сточных вод. Всего за данный пе-
риод исследовано 83 пробы. При работе в 16 очагах 
сибирской язвы исследовано 35 смывов с объектов 
внешней среды, результаты – отрицательные. 

Подводя итоги проведенному ретроспективному 
анализу эпизоотолого-эпидемиологической ситуации 
по сибирской язве в Республике Татарстан за период 
1920–2020 гг., можно сделать следующие выводы:

– заболеваемость сибирской язвой населения 
неуклонно снижалась на протяжении всего анали-
зируемого периода – за периоды 1920–1953 и 1988–
2020 гг. с 4,9 до 0,007 на 100 тыс. населения соответ-
ственно; 

– за последние 40 лет заболевания животных 
сибирской язвой также неуклонно снижались до 
единичных случаев, среди заболевших СХЖ преоб-
ладал КРС;

– из 45 муниципальных образований республи-
ки к категории с высоким уровнем заболеваний СХЖ 
отнесены 3 (Арский, Елабужский и Мензелинский 
районы); со средним уровнем – 7 (Алексеевский, 
Бавлинский, Буинский, Высокогорский, Пестречин
ский, Тукаевский, Чистопольский районы); с низким 
уровнем – 30; не регистрировались заболевания си-
бирской язвой среди животных в 5 муниципальных 
образованиях;

– за последние 40 лет (1980–2020 гг.) сибирской 
язвой в основном болели мужчины (87,5 %), лица 
в возрасте 30–49 лет (68,8 %), работники сельского 
хозяйства (31,2 %); заболевания связаны с вынуж-
денным убоем скота без ветеринарного осмотра, раз-
делкой туш, реализацией мяса и мясопродуктов без 
проведения надлежащей ветеринарно-санитарной 
экспертизы;

– эпизоотологическая ситуация по сибирской 
язве в Республике Татарстан значительно улучши-

лась, что, вероятно, связано с естественной санацией 
почвенных очагов под воздействием природных фак-
торов ввиду давности захоронений, а также с прове-
дением ветеринарно-санитарных профилактических 
мероприятий, включающих в себя ветеринарно-
санитарную экспертизу, обязательную вакцинацию 
СХЖ против сибирской язвы и благоустройство си-
биреязвенных скотомогильников; 

– снижение заболеваемости среди людей свя-
зано с улучшением эпизоотологической ситуации 
и проведением профилактических мероприятий, 
включающих в себя профилактическую иммуниза-
цию профессиональных контингентов, относящихся 
к группам риска; 

– в целях недопущения заболевания сибирской 
язвой людей и животных необходимо проводить 
лабораторные исследования почвы на наличие воз-
будителей сибирской язвы при земляных и строи-
тельных работах в муниципальных районах, где, по 
данным Главного управления ветеринарии, имеются 
сибиреязвенные скотомогильники с неустановлен-
ным местонахождением, особенно принимая во вни-
мание наличие на территории республики 257 си-
биреязвенных скотомогильников, местонахождение 
которых неизвестно или известно приблизительно;

– необходимо поддерживать высокий уровень 
охвата специфической вакцинацией поголовья СХЖ, 
а также продолжать иммунизацию лиц, относящихся 
к профессиональным группам риска.
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Цель исследования – совершенствование способов верификации вакцинного штамма Francisella tularen­
sis 15 НИИЭГ в процессе длительного хранения в современных условиях. Материалы и методы. В работе 
обобщены результаты изучения фенотипических и генетических свойств лиофилизированных культур вак-
цинного штамма F. tularensis 15 НИИЭГ (1953, 1966, 1969, 1987, 1990, 2003, 2012 и 2013 гг.), хранившихся в 
ГКПМ ФГБУ «НЦЭСМП» Минздрава России в течение от одного года до 60 лет. Результаты и обсуждение. 
Проведенные ранее исследования выявили, что лиофилизированные культуры F. tularensis 15 НИИЭГ в основном 
обладали показателями, характерными для вакцинного штамма, за исключением отклонений от нормативных 
требований по остаточной вирулентности и специфической безопасности. Подтверждена стабильность сохране-
ния у вакцинного штамма, хранившегося различное время в лифилизированном состоянии, делеций в генах pilA 
и pilE (область дифференциации RD19) и генах, кодирующих липопротеин lpp (RD18). Определена специфичная 
для вакцинного штамма мутация C178404T (по геному штамма F. tularensis LVS, GenBank NCBI № CP009694) и 
разработан подход по ее определению. Полученные данные указывают на перспективность использования опи-
санных выше делеций в регионах RD18/RD19 в совокупности с мутацией C178404T для оценки аутентичности 
вакцинного штамма с помощью молекулярно-генетических методов. Таким образом, проведенный ретроспек-
тивный анализ материалов о культурах вакцинного штамма туляремийного микроба с 1940-х по 2013 год и полу-
ченные экспериментальные данные позволили дополнить новыми сведениями единые требования изготовления, 
изучения, поддержания, хранения и движения вакцинного штамма F. tularensis 15 НИИЭГ. На основании полу-
ченных результатов коллективом авторов разработан проект методических рекомендаций федерального уровня 
«Вакцинный штамм Francisella tularensis 15 НИИЭГ: порядок обращения». 

Ключевые слова: вакцинный штамм Francisella tularensis 15 НИИЭГ, фенотипические и генетические свой-
ства, молекулярно-генетические методы.
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Abstract. The aim of the study was to improve the methods for verifying the vaccine strain Francisella tularensis  
15 NIIEG during long-term storage under current conditions. Materials and methods. The paper summarizes the results 
of studying the phenotypic and genetic properties of lyophilized cultures of the vaccine strain F. tularensis 15 NIIEG 
(1953, 1966, 1969, 1987, 1990, 2003, 2012 and 2013) stored at SCEMAP for  a period of one to 60 years. Results and 
discussion. Previous studies have revealed that freeze-dried cultures of F. tularensis 15 NIIEG generally had the char-
acteristics of the vaccine strain, with the exception of deviations from the regulatory requirements for residual virulence 
and specific safety. The stability of preservation of deletions in the pilA and pilE genes (the region of differentiation 
RD19) and the genes encoding lpp lipoprotein (RD18) in the vaccine strain, which was stored for various periods of 
time in a lyophilized state, has been confirmed. The vaccine-strain-specific mutation C178404T (by the genome of 
F. tularensis LVS strain, GenBank NCBI no. CP009694) has been identified, and an approach to determine it has been 
developed. The data obtained are promising as regards using the above deletions in the RD18/RD19 regions in combina-
tion with the C178404T mutation to assess the authenticity of the vaccine strain using molecular genetic methods. Thus, 
the conducted retrospective analysis of the data on the cultures of tularemia microbe vaccine strain from the 1940s to 
2013 and the gathered experimental data, made it possible to supplement the uniform requirements for the manufacture, 
study, maintenance, storage and movement of F. tularensis 15 NIIEG vaccine strain with new evidence. Based on the 
results obtained, the authors have drawn a draft methodological recommendations of the federal level “Vaccinal strain 
Francisella tularensis 15 NIIEG: order of handling”.

Key words: Francisella tularensis 15 NIIEG vaccine strain, phenotypic and genetic properties, molecular-genetic 
methods.
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Заболевание туляремией регистрируется во мно-
гих странах мира, в том числе и в России. В настоя-
щее время природные очаги туляремии распростра-
нены практически во всех регионах нашей страны. 
Большое значение в борьбе с туляремией отводится 
профилактическим мероприятиям, в том числе вак-
цинации населения.

Впервые вакцинация против туляремии про-
ведена Л.М. Хатеневером и Г.Я. Синаем в 1931 г. 
в юго-восточном Казахстане глицериновой инак-
тивированной туляремийной вакциной. Позднее 
Н.А. Гайский и Б.Я. Эльберт (1932–1936 гг.) доказа-
ли возможность создания стойкого иммунитета при 
введении живой вакцины. Используя метод аттенуа-
ции, получены два кандидата в вакцинные штаммы: 
Francisella tularensis № 15 и Ондатра IV. Штамм 
F. tularensis № 15 признан вакцинным, так как более 
стабилен при хранении [1, 2]. 

Впоследствии многократные пересевы (в тече-
ние 15 лет) штамма F. tularensis № 15 привели к сни-
жению его остаточной вирулентности и, как след-
ствие, к снижению иммуногенности. Для восста-
новления иммунобиологических свойств в НИЦЭМ 
им. Н.Ф. Гамалеи проведена анимализация штамма 
через организм морских свинок. Полученный вари-
ант штамма F. tularensis №15-восстановленный впо-
следствии еще дважды подвергался восстановлению 
иммуногенных свойств и получил название «вакцин-
ный штамм F. tularensis 15 НИИЭГ» [3–5]. 

В настоящее время штамм F. tularensis  
15 НИИЭГ хранится в Государственной коллекции 
патогенных микроорганизмов III–IV групп пато-
генности (ГКПМ) ФГБУ «НЦЭСМП» Минздрава 
России, производство живой туляремийной вакцины 
осуществляется в АО «НПО «Микроген» (филиал в 
г. Омске).

В сложившихся современных условиях отсут-
ствует руководящий документ, регламентирующий 
единые требования к порядку изготовления, изуче-
ния, поддержания и хранения вакцинного штамма 
F. tularensis 15 НИИЭГ. Анализ нормативных до-
кументов, в которых приведены требования к вак-
цинным штаммам возбудителей особо опасных ин-
фекций, в том числе и туляремии (МУ 3.31.2161-07. 
Основные требования к вакцинным штаммам туляре-
мийного микроба), показывает, что в них отсутству-
ют требования к генетической стабильности штам-
ма, в описательной форме приведены технологиче-
ские операции по культивированию и лиофилизации 

вакцинного и кандидатов в вакцинные штаммы. При 
этом доступные сведения имеют разную степень де-
тализации свойств вакцинного штамма. 

Отсутствие единых подходов к алгоритму под-
держания производственного штамма, используемо-
го при изготовлении туляремийной вакцины, может 
привести в процессе хранения к изменению основ-
ных иммунобиологических свойств и несвоевре-
менной их корректировке в случае выявления несо-
ответствия отдельных показателей установленным 
требованиям. Актуальность проблемы подтвержда-
ется исследованиями зарубежных авторов по разра-
ботке кандидатов в вакцинные живые туляремийные 
штаммы с целью сопоставления известных характе-
ристик, связанных с их аттенуацией и иммуногенной 
активностью [6–8].

Учитывая вышеизложенное, необходимость 
регламентирования нормативных требований к по-
рядку поддержания и изучения основных свойств 
штамма F. tulаrеnsis 15 НИИЭГ в процессе его хра-
нения и поддержания не вызывает сомнений [9], 
что согласуется с рекомендациями ВОЗ по произ-
водству и контролю качества вакцинных препара-
тов для обеспечения их безопасности и эффектив-
ности [10]. 

На первом этапе важной составляющей является 
определение единых научно обоснованных подходов 
и требований к порядку изготовления, изучения, хра-
нения и поддержания эталонной линии вакцинного 
штамма F. tularensis 15 НИИЭГ, предназначенного 
для производства вакцины туляремийной живой, ал-
лергена туляремийного жидкого (Тулярин) и диагно-
стических противотуляремийных препаратов. 

Цель работы – совершенствование спосо-
бов верификации вакцинного штамма F. tularensis  
15 НИИЭГ в процессе длительного хранения.

Задачи исследования:
1. Провести анализ нормативных документов, 

отражающих требования к вакцинным штаммам 
против особо опасных инфекций.

2. Обобщить данные, полученные при изуче-
нии фенотипических свойств штамма F. tularensis  
15 НИИЭГ.

3. Определить наиболее информативные методы 
изучения генетических свойств штамма F. tularensis 
15 НИИЭГ для его аутентификации.

4. Разработать методические рекомендации 
«Вакцинный штамм Francisella tularensis 15 НИИЭГ: 
порядок обращения». 
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Материалы и методы

В работе обобщены результаты изучения фе-
нотипических и генетических свойств, а также от-
сутствия посторонних микроорганизмов и грибов 
в лиофилизированных культурах вакцинного штам-
ма F. tularensis 15 НИИЭГ (1953, 1966, 1969, 1987, 
1990, 2003, 2012 и 2013 гг.), хранившихся в ГКПМ 
ФГБУ «НЦЭСМП» Минздрава России при темпе-
ратуре минус (19±1) °С в течение от одного года до 
60 лет. В процессе исследования проанализированы 
паспорта контроля качества 48 лиофилизированных 
культур штамма F. tularensis 15 НИИЭГ, полученных 
на базе Одесского предприятия производства бакте-
рийных препаратов в 1980, 1987 и 1990 гг., и 28 па-
спортов качества – на предприятии НПО «Микроген» 
(филиал в Омске) за 2003–2013 гг.

Ферментативная активность культур штамма 
F. tularensis 15 НИИЭГ, а также образование серово-
дорода и индола изучены с использованием питатель-
ной среды Dawns, модульного анализатора бактерио-
логического bioMerieux VITEK® 2 Systems, анали-
тических карт типа bioMerieux GN (21341) и систем 
индикаторных бумажных (СИБ). Серологические 
свойства исследовали с использованием коммер-
ческой сыворотки диагностической туляремийной 
сухой для РА; отсутствие посторонних бактерий и 
грибов – последующей оценкой однородности тин-
кториальных свойств культур и микроскопией маз-
ков. Иммунобиологические свойства (остаточная 
вирулентность, специфическая безопасность, им-
муногенность, прививаемость) штамма F. tularensis 
15 НИИЭГ определяли на беспородных белых мы-
шах (масса 18–20 г) и морских свинках (масса 300–
450 г).

Исследования генетических свойств штамма 
F. tularensis 15 НИИЭГ проводили методами ERIC- 
и RAPD-типирования в соответствии с рекоменда-
циями авторов [11], ПЦР и фрагментного секвени-
рования (по общепринятой методике) в Российском 
противочумном институте «Микроб». 

Результаты исследований обрабатывали обще-
принятыми статистическими методами, рисунки и 
графики – с использованием электронных таблиц 
Microsoft Excel 2010.

Результаты и обсуждение

До 2011 г. в Российской Федерации существова-
ла единая система, которая определяла требования к 
организации производства и контроля качества имму-
нобиологических препаратов, в том числе и вакцин 
против особо опасных инфекций. При этом порядок 
изготовления, изучения, поддержания и хранения 
штамма F. tularensis 15 НИИЭГ, а также условия его 
получения и использования перед каждым производ-
ственным циклом изготовления вакцины были про-
писаны недостаточно полно в Промышленном рег
ламенте на вакцину туляремийную живую (утверж-

дался руководителем учреждения-производителя и 
согласовывался в ГИСК им. Л.А. Тарасевича). 

В ведущих фармакопеях мира (Европейская, 
Британская, Фармакопея США и др.) ввиду отсут-
ствия производства живых вакцин против особо 
опасных инфекций требования к живым вакцинным 
штаммам отсутствуют [12, 13]. В то же время WHO 
Good Manufacturing Practices for biological products, 
WHO Expert Committee on Biological Standardization, 
Международный совет по гармонизации техни-
ческих требований к регистрации лекарствен-
ных средств для медицинского применения (ICH), 
Государственная фармакопея Российской Федерации 
рекомендуют тщательно подходить к выбору и да-
вать детальную характеристику вакцинным штам-
мам и составу вакцин [14–16]. 

Ранее нами изучены фенотипические, генетиче-
ские свойства и иммунобиологические показатели 
вакцинного штамма F. tularensis 15 НИИЭГ, хра-
нившегося в лифилизированном состоянии с 1953, 
1966, 1969, 1987, 1990, 2003, 2012 и 2013 гг. [17, 18].  
При этом иммунногенность вакцинного штамма 
изучалась на базе трех профильных учреждений. 
Установлено, что в основном все лиофилизирован-
ные культуры вакцинного штамма обладали пока-
зателями, характерными для вакцинного штамма, 
использующегося в производстве живой туляремий-
ной вакцины, однако в ряде случаев наблюдались 
отклонения от нормативных требований по оста-
точной вирулентности и специфической безопас-
ности. Результаты ежегодного изучения остаточ-
ной вирулентности штамма F. tularensis 15 НИИЭГ  
(с 1987 по 2013 год) на производственных площад-
ках и в специализированной лаборатории показали, 
что представляется необходимым снизить верхнюю 
границу данного показателя в сторону уменьшения: 
с 2·106 м.к. до 5·103 м.к. [19].

Известно, что иммуногенность вакцинного 
штамма F. tularensis 15 НИИЭГ напрямую связана 
с его остаточной вирулентностью, которая обеспе-
чивает приживаемость, размножение патогена в ма-
кроорганизме и формирование активного противо-
туляремийного иммунитета [20–23]. Полученные 
результаты позволили сформулировать основные 
требования, предъявляемые к изучению, изготовле-
нию, хранению и поддержанию вакцинного штамма 
F. tularensis 15 НИИЭГ, которые нашли отражение в 
проекте методических рекомендаций федерально-
го уровня, а именно: вакцинный штамм F. tularensis  
15 НИИЭГ должен обладать типичными культу
рально-морфологическими, биохимическими, имму-
нобиологическими и генетическими свойствами для 
рода Francisella, вида tularensis, подвида holarctica, 
которые представлены в таблице.

В ходе проведения экспериментов подтверж-
дена стабильность сохранения у вакцинного штам-
ма, хранившегося в лифилизированном состоянии с 
1953, 1966, 1969, 1987, 1990, 2003, 2012 и 2013 гг., 
делеций в генах pilA и pilE (область дифференциации 
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RD19) и генах, кодирующих липопротеин (RD18), 
которые выявлены ранее при получении и анализе 
нуклеотидной последовательности полного генома 
штаммов F. tularensis 15 НИИЭГ и LVS [24]. Все это 
указывает на перспективность использования ука-
занных генетических маркеров для оценки аутентич-
ности вакцинного штамма с помощью молекулярно-
генетических методов [25]. 

Далее нами изучена стабильность опреде-
ленных ранее единичных мутаций у вакцинного 
штамма: ∆С1169122, G1518663T и C178404T (по 

геному штамма F. tularensis LVS, GenBank NCBI 
№ CP009694). Для подтверждения уникальности 
указанных полиморфизмов для вакцинного штам-
ма F. tularensis 15 НИИЭГ проведен их поиск в  
1025 геномах туляремийного микроба, представлен-
ных в базе данных GenBank NCBI. Анализ осущест-
вляли с помощью программы snippy v.4.6.01025, 
сравнивая последовательности в формате fasta с ре-
ференсным геномом штамма F. tularensis LVS [26]. 

Из описанных выше мутаций только C178404T 
оказалась специфичной для вакцинного штамма. 

Основные свойства вакцинного штамма F. tularensis 15 НИИЭГ
Basic properties of F. tularensis 15 NIIEG vaccine strain

Показатели
Indicators

Методы
Methods

Норма
Standard

Окраска по Граму
Gram Staining

Микроскопический 
Microscopic

Грамотрицательные палочковидные  
или коккоидные плеоморфные бактерии

Gram-negative rod-shaped or coccoid 
 pleomorphic bacteria

Культурально-морфологические свойства
Cultural and morphological properties

Бактериологический
Bacteriological

SR – тип колоний (белый цвет) – не менее 80 %
SR – colony type (white) – not less than 80 %

Ферментативная активность
Enzymatic activity

Биохимический
Biochemical

Глюкоза + (кислота)
Glucose + (acid)

Мальтоза + (кислота)
Maltose + (acid)

Левулеза + (кислота)
Levuleza + (acid)

Манноза + (кислота)
Mannose + (acid)

Глицерин –
Glycerin –

Цитруллин –
Citrulline –

Сероводород +
Hydrogen sulfide +

Индол –
Indole –

Антигенные свойства
Antigenic properties

Серологический, реакция агглютинации
Serological, agglutination reaction

Агглютинация (крупнохлопчатый агглютинат)  
до титра сыворотки туляремийной 

Agglutination (coarse agglutinate) up to the titer  
of tularemia serum

Чистота культуры
Purity of the culture

Отсутствие посторонних бактерий и грибов
Absence of foreign bacteria and fungi

Чистая культура туляремийного микроба
Pure culture of the tularemia microbe

Остаточная вирулентность
Residual virulence

Биологический
Biological

от 1·102 до 5·103 м.к.
from 1·102 to 5·103 m.c.

Иммуногенность
Immunogenicity

Биологический
Biological

ЕД50 – не более 1000 м.к.
ED50 – no more than 1000 m.c.

Генетические свойства
Genetic properties

ПЦР
PCR

Наличие генетических маркеров: iglBC, fopA и др.  
(вид Francisella tularensis), Ft‑M19, ISFtu2 и др.   

(подивид holarctica), ∆526 п.н. pilA-pilE, ∆1480 п.н lpp, 
SNP C178404T (штамм 15 НИИЭГ) 

Presence of genetic markers: iglBC, fopA, etc.  
(Francisella tularensis species), Ft‑M19, ISFtu2, etc.  

(subspecies holarctica), ∆526 b.p. pilA-pilE, ∆1480 b.p. 
lpp, SNP C178404T (strain 15 NIIEG)

Генетическая стабильность
Genetic stability

ERIC, RAPD, полногеномное секвенирование
ERIC, RAPD, whole genome sequencing

Специфичные ERIC и RAPD-профили, набор SNP  
и других мутаций

Specific ERIC and RAPD-profiles, a set of SNPs  
and other mutations
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Мутации ∆С1169122, G1518663T по данным про-
веденного анализа встречались в геномах штаммов 
туляремийного микроба в 73 и 97 % соответственно. 
Замена C178404T дополнительно выявлена в гено-
ме штамма F. tularensis Tul-161_KZ (GenBank NCBI 
№ JAFCSH010000000), который, по уточненным 
данным V. Shevtsov et al. [27], представляет собой 
штамм F. tularensis 15 НИИЭГ, хранящийся в кол-
лекции Национального научного центра особо опас-
ных инфекций имени М. Айкимбаева Министерства 
здравоохранения Республики Казахстан. При карти-
ровании ридов F. tularensis 15 НИИЭГ на референс-
ный геном F. tularensis LVS оказалось, что данная 
мутация встречалась в 100 % ридов. 

Полученные результаты указывают на перспек-
тивность использования полиморфизма C178404T 
при определении аутентичности вакцинного штамма. 
В связи с этим нами дополнительно к анализу in silico 
проведена оценка стабильности мутации C178404T 
in vitro при исследовании референсных штаммов 
туляремийного микроба различных подвидов, био-
варов и субпопуляций: KM3 – подвид holarctica био-
вар EryS, KM4 – подвид mediasiatica, KM5 – подвид 
holarctica биовар japonica, KM6 – подвид tularensis 
субпопуляция AII, KM7 – подвид tularensis субпопу-
ляция AI, KM8 – подвид holarctica биовар EryR [28] – 
и штамма подвида novicida Utah 112. Амплификацию 
фрагмента, содержащего мутацию, осуществляли 
с использованием подобранных с помощью про-
граммы GeneRunner 6.5.52. праймеров: snpC-T_f 5’-
ACATAATCTTAACTTGCTCAGC-3’; snpC-T_r 5’-
ATCGCTATAGTGGTAATGG-3’. Установлено, что у 
всех изученных штаммов туляремийного микроба, 
кроме вакцинного штамма F. tularensis 15 НИИЭГ, 
вне зависимости от подвида, биовара и субпопу-
ляции, в позиции 178404 (по последовательности 
F. tularensis LVS, GenBank NCBI № CP009694) нахо-
дился нуклеотид С, тогда как у вакцинного – нуклео-
тид Т (рисунок).

Полученные данные указывают на перспек-
тивность использования описанных выше делеций 
в регионах RD18/RD19 в совокупности с мутаци-
ей C178404T для оценки аутентичности вакцинно-

го штамма с помощью молекулярно-генетических  
методов. 

Для определения генетической стабильности 
F. tularensis 15 НИИЭГ дополнительно к ERIC- и 
RAPD-типированию представляется перспективным 
использование полногеномного секвенирования. 
Предложенный подход при наличии технической 
возможности выполнения позволит в полной мере 
оценить изменения в геноме вакцинного штамма и 
определить его аутентичность в процессе хранения 
в лиофилизированном состоянии, при анимализа-
ции и подготовке последующей серии вакцинного 
штамма. В дальнейшем предстоит определить место 
и роль молекулярно-генетических методов на всех 
технологических этапах производства вакцины ту-
ляремийной живой.

Производство вакцины туляремийной живой 
осуществляется с использованием лиофилизирован-
ной культуры эталонной линии вакцинного штамма 
F. tularensis 15 НИИЭГ, изученной по основным по-
казателям перед началом каждого производствен-
ного цикла (таблица). Особо хотелось бы отметить 
необходимость перед воспроизведением культуры 
вакцинного штамма на базе предприятия – изгото-
вителя туляремийной вакцины его анимализации 
путем пассажа через организм морской свинки. Как 
пример, в Омске без проведения анимализации на 
животных в 2001 г. была изготовлена новая серия 
штамма F. tularensis 15 НИИЭГ, которая не соответ-
ствовала нормативным требованиям по показателю 
«Специфическая активность»: завышена концен-
трация – 250·1010 микробных клеток/мл, снижена 
жизнеспособность микробных клеток и иммуноген-
ность, что привело к выбраковке серии. 

Учитывая вышеизложенное, сотрудниками спе-
циализированной лаборатории ГИСК им. Л.А. Та
расевича предложены методические подходы по 
проведению анимализации вакцинного штамма 
F. tularensis 15 НИИЭГ и рекомендовано вклю-
чить их в Промышленный регламент производства. 
Введение данного этапа позволило получить серию 
вакцинного штамма в 2003 г., которая полностью 
соответствовала установленным требованиям и ис-

Анализ фрагмента генома штаммов туляремийного микроба различных подвидов, биоваров, субпопуляций и вакцинного штамма 
F. tularensis 15 НИИЭГ, содержащего мутацию C178404T (по нуклеотидной последовательности F. tularensis LVS, GenBank NCBI 
№ CP009694): 
КМ-3 – подвид holarctica биовар EryS; KM-4 – подвид mediasiatica; KM-5 – подвид holarctica биовар japonica; KM-6 – подвид tularensis субпопуляция 
AII; KM-7 – подвид tularensis субпопуляция AI; KM-8 – подвид holarctica биовар EryR; Utah 112 – подвид novicida

Analysis of the genome fragment of tularemia microbe strains of various subspecies, biovars, subpopulations and vaccine strain F. tularensis  
15 NIIEG containing the C178404T mutation (according to the sequence of F. tularensis LVS GenBank NCBI No. CP009694): 
KM-3 – subspecies holarctica biovar EryS; KM-4 – subspecies mediasiatica; KM-5 – subspecies holarctica biovar japonica; KM-6 – subspecies tularensis  
subpopulation AII; KM-7 – subspecies tularensis subpopulation AI; KM-8 – subspecies holarctica biovar EryR;Utah 112 – subspecies novicida
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пользовалась при производстве туляремийной жи-
вой вакцины с 2004 г. 

Для подтверждения стабильности основных 
свойств вакцинного штамма необходимо предусмо-
треть проведение его постоянного изучения в те-
чение регламентируемого срока годности (10 лет).  
В случае выявления изменений нормы показателей, 
характеризующих штамм как вакцинный, следует 
принимать своевременные меры для восстановления 
или подтверждения типичных фенотипических, ге-
нетических и иммунобиологических свойств. 

Кроме этого, обобщена информация о надле-
жащих условиях проведения работ и хранении вак-
цинного штамма F. tularensis 15 НИИЭГ. Работы по 
изготовлению вакцинного штамма должны выпол-
няться в производственных помещениях, соответ-
ствующих правилам надлежащей производственной 
практики (GMP). Работы по контролю вакцинного 
штамма необходимо осуществлять в специальном 
помещении, где не проводят работы и хранение с 
использованием иных биологических агентов, в том 
числе с ПБА I–IV групп патогенности. К работе с 
вакцинным штаммом допускается квалифициро-
ванный персонал, владеющий методами пассирова-
ния, изготовления и контроля вакцинного штамма. 
Персонал, непосредственно занятый в изготовлении 
штамма F. tularensis 15 НИИЭГ, должен быть при-
вит вакциной туляремийной живой и проходить пе-
риодические медицинские осмотры в сроки, утверж-
денные руководителем предприятия – изготовителя  
препарата. 

Ампулы с лиофилизированными эталонной и 
производственной культурами вакцинного штам-
ма хранятся в Государственной коллекции патоген-
ных микроорганизмов III–IV групп патогенности 
ФГБУ НЦЭСМП Минздрава России в отдельно вы-
деленном помещении, где не хранятся другие куль-
туры микроорганизмов и иммунобиологические 
препараты, в морозильной камере при температу-
ре не выше минус 20 °С. Не допускается хранение 
в одной морозильной камере вакцинных штаммов 
других видов микроорганизмов. Металлические пе-
налы и морозильные камеры, в которых хранится 
эталонная линия вакцинного штамма, должны быть 
опечатаны печатями сотрудников, осуществляющих 
оценку качества туляремийной вакцины живой, и 
Государственной коллекции патогенных микроорга-
низмов III–IV групп патогенности.

Таким образом, проведенный ретроспективный 
анализ материалов о культурах вакцинного штамма 
туляремийного микроба с 1940-х по 2013 год и экс-
периментальные данные, полученные в последние 
годы, позволили дополнить новыми сведениями 
единые требования изготовления, изучения, под-
держания, хранения и движения (выдачи) вакцинно-
го штамма F. tularensis 15 НИИЭГ к организациям, 
осуществляющим производство и выпуск препара-
тов для профилактики и диагностики туляремии, вы-
полняющим контроль их качества и безопасности, 

а также к специалистам учреждений, проводящих 
научные исследования по разработке профилактиче-
ских и диагностических противотуляремийных пре-
паратов. 

На основании проведенных исследований и по-
лученных результатов коллективом авторов (ФГБУ 
НЦЭСП Минздрава России, ФКУН Российский про-
тивочумный институт «Микроб» Роспотребнадзора, 
ФБУН ГНЦ ПМБ Роспотребнадзора) разработан 
проект методических рекомендаций федерально-
го уровня «Вакцинный штамм Francisella tularensis  
15 НИИЭГ: порядок обращения». 
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А.К. Сынгеева, А.С. Остяк, Е.С. Куликалова, А.В. Мазепа, К.В. Наумова,  
С.В. Балахонов

Эффективность применения MALDI‑ToF масс-спектрометрии  
при идентификации штаммов Francisella tularensis

ФКУЗ «Иркутский научно-исследовательский противочумный институт Сибири и Дальнего Востока», Иркутск,  
Российская Федерация

Цель исследования – оценить эффективность применения MALDI‑ToF масс-спектрометрии при иденти-
фикации коллекционных и свежевыделенных штаммов возбудителя туляремии с использованием базы данных 
«Белковые профили масс-спектров микроорганизмов I–II групп патогенности для программы MALDI Biotyper». 
Материалы и методы. Исследовано 142 штамма Francisella tularensis, в числе которых 59 коллекционных и 
83 свежевыделенных. Для их идентификации использовали бактериологический, молекулярно-генетический и 
масс-спектрометрический методы исследования. Сбор масс-спектров, анализ, генерация и расширение референс-
ных библиотек выполнены на масс-анализаторе Microflex LT с использованием пакета программ FlexControl v. 3.3, 
FlexAnalysis v. 3.3, MALDI Biotyper 3.0. Кластерный анализ осуществлен в программе BioNumerics 7.6. 
Результаты и обсуждение. Оценена возможность идентификации возбудителя туляремии с помощью расширен-
ной базы данных MALDI Biotyper 3.0 «Белковые профили масс-спектров микроорганизмов I–II групп патогенно-
сти для программы MALDI Biotyper». При идентификации до уровня вида результаты масс-спектрометрии кол-
лекционных и свежевыделенных штаммов показали 91,5 и 97,6 % достоверности соответственно. В определении 
родовой принадлежности надежность идентификации составила 100 %. Таким образом, метод MALDI‑ToF масс-
спектрометрии позволяет достоверно проводить видовую и родовую идентификацию штаммов F. tularensis. На 
основании кластерного анализа 66 штаммов F. tularensis в программе BioNumerics 7.6. с использованием Pearson 
correlation по алгоритму UPGMA оценена возможность подвидовой дифференциации. В связи со схожестью бел-
ковых профилей штаммов F. tularensis четкой дифференциации на подвиды добиться не удалось. Для успешного 
проведения подвидовой дифференциации необходимо использовать другие варианты подготовки образцов, при-
боры нового поколения с более высокой разрешающей способностью, а также применять дополнительные под-
ходы и инструменты анализа. 
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A.K. Syngeeva, A.S. Ostyak, E.S. Kulikalova, A.V. Mazepa, K.V. Naumova, S.V. Balakhonov
The Effectiveness of MALDI‑ToF Mass Spectrometry in Identification  
of Francisella tularensis Strains
Irkutsk Research Anti-Plague Institute of Siberia and Far East, Irkutsk, Russian Federation

Abstract. The aim of the study was to evaluate the effectiveness of MALDI‑ToF mass spectrometry in the iden-
tification of collection and newly isolated strains of tularemia pathogen using the database “Protein profiles of mass 
spectra of microorganisms belonging to I–II pathogenicity groups for the MALDI Biotyper software”. Materials and 
methods. We investigated 142 strains of Francisella tularensis, including 59 collection strains and 83 newly isolated 
ones. Bacteriological, molecular-genetic and proteomic research methods were used to identify them. The acquisition of 
mass spectra, analysis, generation and expansion of reference libraries were performed on a mass analyzer “Microflex 
LT” using FlexControl v. 3.3, FlexAnalysis v. 3.3, and MALDI Biotyper 3.0 software packages. The cluster analysis 
was performed using the BioNumerics 7.6 software. Results and discussion. The possibility of identifying tularemia 
pathogen has been assessed using the extended database for MALDI Biotyper 3.0 “Protein profiles of mass spectra of 
microorganisms belonging to I–II pathogenicity groups for the MALDI Biotyper software”. During identification to the 
species level, the significance of mass spectrometry results for collection strains and newly isolated ones was 91.5 % 
and 97.6 %, respectively. In determining the genus appurtenance, the reliability of identification was 100 %. Thus, the 
MALDI‑ToF mass spectrometry method allows for accurate species and genus identification of F. tularensis strains. 
Based on the cluster analysis of 66 F. tularensis strains in BioNumerics 7.6 software using «Pearson correlation» and 
the UPGMA algorithm, the possibility of subspecies differentiation has been evaluated. Due to the similarity of protein 
profiles of F. tularensis strains, a clear differentiation into subspecies could not be achieved. It is necessary to use other 
options for sample preparation, new generation devices with higher resolution, as well as apply additional approaches 
and analysis tools for successful subspecific differentiation. 

Key words: Francisella tularensis, mass spectrometry, MALDI‑TOF, intraspecific differentiation.
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Важным разделом эпидемиологического над-
зора за туляремией в России является совершен-
ствование лабораторной диагностики с использо-
ванием новых методических приемов обнаружения 
возбудителя в исследуемом материале [1]. Так, с 
2014 г. в лабораторную практику внедрен метод 
времяпролетной масс-спектрометрии (времяпролет-
ная матрично-активированная лазерная десорбция/ 
ионизация, Matrix Assisted Laser Desorption/Ionization, 
MALDI‑ToF MS), позволяющий идентифицировать 
бактерии путем сравнения масс-спектров белков 
исследуемых бактериальных клеток с помощью ре-
ференсных эталонных спектров, хранящихся в базе 
данных (MP 4.2.0089-14). MALDI‑ToF MS уже за-
рекомендовал себя в микробиологической практике 
как быстрый, надежный и достоверный метод для 
идентификации возбудителей особо опасных ин-
фекций (ООИ) [2]. Поскольку в базу данных MALDI 
Biotyper 3.0 не входили спектры возбудителей 
I–II групп патогенности, в 2016 г. противочумны-
ми институтами России проведено ее расширение 
путем добавления референсных белковых спектров 
штаммов опасных патогенов. В результате импор-
тирована база данных «Белковые профили масс-
спектров микроорганизмов I–II групп патогенности 
для программы MALDI Biotyper» (свидетельство 
от 15.03.2016 № 2016620345), позволяющая прово-
дить ускоренную идентификацию туляремии, в ко-
торую входит 35 референсных спектров Francisella 
tularensis, а также 6 спектров близкородственного 
вида F. philomiragia. Однако с тех пор опубликова-
но мало статей, отражающих практический опыт 
применения этого метода и оценки эффективности 
идентификации возбудителя туляремии с использо-
ванием обновленной базы данных. 

Цель исследования – оценить эффективность 
применения MALDI‑ToF масс-спектрометрии при 
идентификации коллекционных и свежевыделен-
ных штаммов возбудителя туляремии с применени-
ем базы данных «Белковые профили масс-спектров 
микроорганизмов I–II групп патогенности для про-
граммы MALDI Biotyper».

Материалы и методы

Штаммы микроорганизмов. Исследовано 
142 штамма F. tularensis, в числе которых 59 кол-
лекционных и 83 свежевыделенных на курируемой 
Иркутским противочумным институтом территории. 

Биохимические свойства для определения под-
видовой принадлежности изучали путем посева 
штаммов на среды с глицерином и цитруллином. 
Культивировали в течение двух суток при 37 °С.

Определение биовара туляремийного микроба 
выполняли путем высева 0,1 мл взвеси 109 м.к. на 
чашку Петри с Ft-агаром с последующим примене-
нием диско-диффузионного метода (эритромицин). 
Через двое суток по наличию зоны задержки роста 
производили учет результатов.

Для масс-спектрометрического исследования 
использовали 24-часовые культуры, выращенные 
при 37 °С на FT-агаре (рН 7,0). Подготовку проб 
выполняли согласно методическим рекомендациям 
МР 4.2.0089-14 (протокол идентификации для не-
спорообразующих бактерий). 

Молекулярно-генетический анализ. Выделе
ние ДНК двухсуточных агаровых культур F. tularensis 
осуществляли коммерческим набором «РИБО-преп»  
(ЦНИИ эпидемиологии, Россия)». 

Выявление видоспецифичного гена iglBC F. tu­
larensis проводилось с использованием тест-системы 
«Набор реагентов для выявления ДНК Francisella 
tularensis методом полимеразной цепной реакции с 
гибридизационно-флуоресцентным учетом резуль-
татов в режиме реального времени» (Российский 
противочумный институт «Микроб», Россия).

Детекцию генов pdpA и pdpD для определения 
подвида туляремийного микроба осуществляли с 
использованием универсальных коммерческих на-
боров для амплификации ДНК («Синтол», Россия) и 
ген-специфичных праймеров [3].

Масс-спектрометрический анализ. Спектры 
собирали в автоматическом режиме на масс-
спектрометре Microflex LT (Bruker Daltonics, США) 
с использованием программы Flex Control (v. 3.3, 
build 108), при функционировании прибора в линей-
ном позитивном режиме со следующими параметра-
ми: напряжение Ion Source 1 (IS1) – 20 кВ, Ion Source 2 
(IS2) – 18,05 кВ, напряжение на фокусирующей лин-
зе – 6 кВ, частота азотного лазера – 60 Гц. Параметры 
работы прибора оптимизировали для диапазона от-
ношения массы иона к его заряду (m/z) от 2000 до 
20000. Каждый спектр получали путем суммирования 
6 одиночных спектров (240 импульсов лазера). Для 
получения референсных библиотек спектров образец 
исследовали в 20 повторах, для идентификации – в 5. 
Анализ спектров, генерацию, расширение референс-
ных библиотек и идентификацию выполняли с ис-
пользованием программного обеспечения MALDI 
Biotyper 3.0 (Bruker Daltonics, США). 

Таксономическая принадлежность микроор-
ганизма и достоверность идентификации методом 
MALDI‑ToF MS оценивалась в соответствии со 
значением индекса совпадения (score value, SV). 
Значение SV≥2,3 соответствовало достоверной 
идентификации до вида; SV менее 2,299, но более 
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2,000 – достоверной идентификации до рода, вероят-
ной до вида, значение SV в диапазоне 1,7–1,999 рас-
сматривали как вероятную идентификацию до рода 
и менее 1,7 – недостоверный результат.

Кластерный анализ. Кластерный анализ про-
веден в программах MALDI Biotyper 3.0 (Bruker 
Daltonics, США) и BioNumerics v. 7.6 (Applied Maths, 
Бельгия).

Результаты и обсуждение

На первом этапе работы исследованы 59 коллек-
ционных штаммов F. tularensis, выделенных с 1937 
по 2014 год, в пятикратной повторности. Белковое 
профилирование с применением MALDI‑ToF MS 
позволило провести достоверную идентификацию до 
вида F. tularensis для 54 штаммов (SV 2,445–2,848),  
а для пяти – достоверную идентификацию до рода, 
вероятную до вида (SV 2,195–2,292) (табл. 1).

Также в ходе мониторинговой деятельности 
института в период с 2015 по 2021 год выделено 
83 штамма возбудителя туляремии, среди которых 
обнаружено 34 штамма подвида mediasiatica, цир-
кулирующих преимущественно на территориях 
Алтайского края, Республики Алтай и Красноярского 
края. Внутривидовая характеристика штаммов по-
лучена в результате традиционных лабораторных  
тестов (ферментация цитруллина и глицири-
на; выявление генов pdpA, pdpD). Далее методом 
MALDI‑ToF MS достоверно идентифицированы до 
вида F. tularensis 48 штаммов голарктического под-
вида, один – до рода. Из группы штаммов среднеа-
зиатского подвида 33 идентифицированы до вида, а 
один – до рода (табл. 2).

Таким образом, при идентификации до уровня 
вида результаты масс-спектрометрии коллекцион-
ных и свежевыделенных штаммов показали 91,5 и 
97,6 % совпадение соответственно. В определении 

Таблица 1 / Table 1

Результаты масс-спектрометрической идентификации коллекционных штаммов F. tularensis,  
выделенных на территории Сибири и Дальнего Востока с 1941 по 2014 год (N=59)

The F. tularensis collection strains isolated in Siberia and Far East between 1941 and 2014 (N=59), mass spectrometric identification results

Результат идентификации
Identification result

Территория
Territory

Количество исследованных штаммов
Number of studied strains

Значение SV
SV value

Достоверная идентификация 
до вида
Reliable identification  
up to the species

Алтайский край
Altai Territory

7 2,531–2,647

Забайкальский край
Trans-Baikal Territory

4 2,569–2,637

Иркутская область
Irkutsk Region

5 2,365–2,763

Камчатский край
Kamchatka Territory

1 2,627

Кемеровская область
Kemerovo Region

1 2,712

Красноярский край
Krasnoyarsk Territory

8 2,509–2,660

Новосибирская область
Novosibirsk Region

2 2,342–2,390

Республика Алтай
Altai Republic

1 2,580

Республика Бурятия
Buryat Republic

9 2,428–2,731

Республика Тыва
Tyva Republic

1 2,538

Республика Якутия
Yakutia Republic

2 2,622–2,641

Сахалинская область
Sakhalin Region

5 2,586–2,835

Тюменская область
Tyumen Region

1 2,666

Хабаровский край
Khabarovsk Territory

7 2,491–2,739

Достоверная идентификация 
до рода
Reliable identification  
up to the genus

Республика Бурятия
Buryat Republic

2 2,202–2,253

Забайкальский край
Trans-Baikal Territory

2 2,243–2,292

Узбекистан
Uzbekistan

1 2,195
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родовой принадлежности – 100 %. Данные показа-
тели достаточно высоки и указывают на надежную 
идентификацию. Однако следует отметить меньшую 
информативность и точность масс-спектрометрии 
при изучении коллекционных штаммов. Среди воз-
можных причин может быть неполное восстановле-
ние свойств патогена после хранения (длительное 
хранение в лиофилизированном виде), различные 
условия культивирования штаммов, которые ис-
пользованы для дополнения базы данных масс-
анализатора и анализируемых штаммов, а также не-
достаточная представленность референсными спек-
трами туляремийного микроба, выделенного с опре-
деленных территорий, в частности Забайкальского 
края, Республики Бурятия и ближнего зарубежья. Для 
преодоления обнаруженных расхождений следует 
стандартизировать условия культивирования в раз-
ных лабораториях, а также дополнить базу данных, 
инсталлированную в прибор Microflex LT. Вопрос о 
снижении точности идентификации штаммов после 
хранения требует дальнейшего уточнения.

Для оценки возможности совершенствования 
масс-спектрометрии при внутривидовой дифферен-
циации проведен кластерный анализ в программе 
BioNumerics 7.6. для выборки из 66 спектров F. tula­
rensis подвидов holarctica (35), mediasiatica (26), tula­
rensis (3) и novicida (2). В данной программе тестиро-
вались разные алгоритмы сравнения масс-спектров: 
как на основе пиков, так и кривых (UPGMA, Ward, 
Single linkage, Complete linkage). Наилучший резуль-
тат достигнут с использованием Pearson correlation 
по алгоритму UPGMA, однако четкого разделения 
на подвиды добиться не удалось (рисунок), что на-
глядно демонстрирует сходство белковых профилей 
разных подвидов туляремийного микроба, по край-

ней мере, после ионизации. В то же время следует 
отметить, что все штаммы разделились на два кла-
стера. В первый вошли штаммы подвида novicida, 
которые при любых алгоритмах построения филоге-
нетического древа всегда кластеризовались отдель-
но. Второй кластер включил в себя три остальных 
подвида, которые в некоторой степени объединились 
в определенные подгруппы. Можно заключить, что 
в настоящее время идентификация F. tularensis ме-
тодом MALDI‑TOF масс-спектрометрии на прибо-
ре Microflex LT по стандартной схеме наиболее на-
дежно достигается до видового уровня, а сложности 
внутривидового типирования являются ограничени-
ем этого метода.

В литературе встречаются исследования, свиде-
тельствующие об успешном применении MALDI‑ToF 
масс-спектрометрии в определении подвида или даже 
биовара [4–8]. Например, применяя разные условия 
культивирования и подготовки образцов E. Siebold 
et al. (2010 г.) и O. Karatuna et al. (2014 г.) достовер-
но определили подвидовую принадлежность 45 и  
60 штаммов туляремийного микроба соответственно 
[4, 5]. M.T. Gekenidis et al. (2014 г.) путем расщеп
ления белка до трипептических пептидов удалось 
повысить разрешающую способность дифференци-
рования сальмонелл до уровня подвидов [6]. Также, 
используя в качестве матрицы (E)-пропил-циано-4-
гидроксициннамилат вместо стандартной (альфа-
циано-4-гидроксикоричной) кислоты, удалось до-
стоверно дифференцировать биовары метициллин-
чувствительного и метициллин-резистентного золо-
тистого стафилококка [7]. М.В. Цимбалистова с соавт. 
(2017 г.), с применением прибора Autoflex speed III  
(Druker Daltonics, США) и экстракцией белков эти-
ловым спиртом и муравьиной кислотой, обнаружи-

Таблица 2 / Table 2

Результаты масс-спектрометрической идентификации свежевыделенных штаммов F. tularensis,  
выделенных на территории Сибири и Дальнего Востока с 2015 по 2021 год (N=83)

The newly F. tularensis strains isolated in Siberia and the Far East from 2015 to 2021 (N=83), mass spectrometric identification results

Результат идентификации
Identification result

Территория
Territory

F. tularensis spp.
Количество исследованных штаммов

Number of studied strains
Значение SV

SV value

Достоверная идентификация  
до вида
Reliable identification  
up to the species

Алтайский край
Altai Territory

holarctica 8 2,389–2,631

mediasiatica 10 2,388–2,579

Красноярский край
Krasnoyarsk Territory

mediasiatica 2 2,377–2,452

Республика Алтай
Altai Republic

holarctica 3 2,311–2,633

mediasiatica 21 2,372–2,620

Республика Тыва
Tyva Republic

holarctica 1 2,559

Сахалинская область
Sakhalin Region

holarctica 1 2,633

Хабаровский край
Khabarovsk Territory

holarctica 35 2,380–2,670

Достоверная идентификация  
до рода
Reliable identification  
up to the genus

Приморский край
Primorsky Territory

holarctica 1 2,240

Республика Алтай
Altai Republic

mediasiatica 1 2,124
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Кластерный анализ спектров штаммов F. tularensis в программе BioNumerics v. 7.6 с использованием Pearson correlation по алгоритму 
UPGMA

The cluster analysis of F. tularensis strain spectra in BioNumerics v. 7.6 using “Pearson correlation” and the UPGMA algorithm
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ли уникальные пики, характерные для вирулентных 
штаммов туляремийного микроба [8]. Также имеется 
более мягкий способ ионизации, оказывающий ме-
нее разрушающее воздействие на анализируемое ве-
щество, такой как surface-enchanced laser desorbtion/
ionization (лазерная десорбция/ионизация с усилени-
ем поверхности, SELDI-ToF MS) [9], с помощью ко-
торого неоднократно проводилась достоверная под-
видовая идентификация. Из представленных данных 
видно, что для повышения разрешающей способно-
сти MALDI‑ToF масс-спектрометрии авторами чаще 
всего применялся иной способ подготовки образцов, 
использовалась другая матрица или прибор с более 
высокой разрешающей способностью. В итоге, по 
всей видимости, ими были получены более инфор-
мативные спектры.

Таким образом, с помощью стандартизован-
ного протокола оценена эффективность видовой 
идентификации и внутривидовой дифференциации 
возбудителя туляремии методом MALDI‑ToF масс-
спектрометрии. С применением обновленной базы 
данных «Белковые профили масс-спектров микро-
организмов I–II групп патогенности для программы 
MALDI Biotyper» данный метод в системе лабора-
торной диагностики туляремии позволяет с высокой 
надежностью проводить видовую и родовую иден-
тификацию патогена. Для увеличения точности, воз-
можности внутривидовой дифференциации и даль-
нейшего развития автоматизированной идентифика-
ции микроорганизмов, помимо расширения выбор-
ки эталонных спектров, необходимо использование 
приборов нового поколения и применение дополни-
тельных подходов и инструментов анализа.

Конфликт интересов. Авторы подтверждают 
отсутствие конфликта финансовых/нефинансовых 
интересов, связанных с написанием статьи.
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Н.Б. Челдышова, З.Л. Девдариани

Сравнительный анализ экспрессии основных генов вирулентности  
у различных штаммов Vibrio сholerae О1
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Цель – сравнительное изучение экспрессии основных генов вирулентности у штаммов Vibrio cholerae класси-
ческого биовара, типичных и генетически измененных штаммов V. cholerae биовара Эль Тор. Материалы и мето-
ды. В качестве модельных использовали природные токсигенные штаммы V. cholerae О1 классического биовара 
(J89, Пакистан, 1969 г.), типичного (М-887, Астрахань, 1970 г.) и генетически измененного (301, Таганрог, 2011 г.) 
штаммов биовара Эль Тор. Штаммы выращивали в оптимальных для продукции холерного токсина и токсин-
корегулируемых пилей условиях. Исследование роста штаммов проводили на бульоне LB при комнатной темпе-
ратуре с определением количества клеток на спектрофотометре Biowave DNA (Biochrome Ltd., Великобритания). 
Определение экспрессии генов осуществляли с помощью ПЦР в реальном времени с обратной транскрипцией. 
Результаты и обсуждение. Изучена экспрессия структурных (ctxA, tcpA) и регуляторных (toxR, toxT, tcpP, tcpH) 
генов вирулентности у штаммов холерного вибриона классического биовара, типичного и генетически изменен-
ного штаммов биовара Эль Тор. Выявлены значительные различия по времени и уровню максимальной экспрес-
сии указанных генов у штаммов классического и Эль Тор биоваров. Установлено, что экспрессия генов ctxA и 
toxR у штамма геноварианта достигала своего максимума на 1–3 ч раньше других штаммов. При этом уровень 
экспрессии гена ctxA соответствовал уровню классического штамма. Максимальная экспрессия гена toxR у штам-
ма геноварианта была выше, чем у типичного Эль Тор и классического штаммов, а также имела четкую обрат-
ную корреляцию с экспрессией гена ctxA. Экспрессия генов tcpA, toxT и tcpH у штамма классического биовара 
достигала максимума на 1–2 ч раньше, чем у штаммов биовара Эль Тор. Указанные различия следует учитывать 
при проведении научно-исследовательских работ, связанных с изучением экспрессии основных генов вирулент-
ности.
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in Various Vibrio сholerae О1 Strains
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Abstract. The aim of the work was a comparative study of the expression of the main virulence genes in Vibrio chol­
erae strains of the classical biovar, typical and genetically modified strains of V. cholerae, El Tor biovar. Materials and 
methods. Natural toxigenic strains of V. cholerae O1, classical biovar (J89, Pakistan, 1969), typical (M-887, Astrakhan, 
1970) and genetically modified (301, Taganrog, 2011) strains of the El Tor biovar were used as model ones. The strains 
were grown under optimum conditions for the production of cholera toxin and toxin-coregulated pili. The assessment 
of strain growth was carried out in LB broth at room temperature with determination of the cells number on a Biowave 
DNA spectrophotometer (Biochrome Ltd., UK). Determination of gene expression was performed using real-time PCR 
with reverse transcription. Results and discussion. The expression of structural (ctxA, tcpA) and regulatory (toxR, toxT, 
tcpP, tcpH) virulence genes has been investigated in V. cholerae strains of the classical biovar, typical and genetically 
modified strains of the El Tor biovar. Significant differences have been revealed in terms of time and level of maximum 
expression of these genes in strains of classical and El Tor biovars. It was found that ctxA and toxR genes expression in 
the genovariant strain reached its maximum 1–3 h earlier than in the other strains. At the same time, the level of ctxA gene 
expression corresponded to the level of the classical strain. The maximum expression of the toxR gene in the genovari-
ant strain was higher than in typical El Tor and classical strains, and also had a clear inverse correlation with ctxA gene 
expression. Expression of the tcpA, toxT, and tcpH genes in the classical biovar strain reached its maximum 1–2 h earlier 
than in the El Tor biovar strains. These differences should be taken into account when conducting research work related 
to the study of the expression of the main virulence genes.
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Холерный вибрион, являющийся этиологи-
ческим агентом холеры, обладает рядом факторов 
вирулентности, основными из которых являются 
холерный токсин (ХТ), вызывающий профузную 
диарею, и токсин-корегулируемые пили адгезии 
(ТКПА), необходимые для колонизации вибрионами 
тонкого кишечника человека. ХТ кодируется генами 
оперона ctxAB, расположенного на профаге СТХφ. 
За синтез ТКПА отвечают гены кластера tcpA-F, 
расположенные на острове патогенности VPI-1 (от 
Vibrio pathogenicity island) [1, 2]. На том же остро-
ве располагаются и регуляторные гены (tcpP, tcpH 
и toxT), которые совместно с регуляторным геном 
toxR, а также генами оперона ctxAB и кластера генов 
tcpA-F входят в генную сеть вирулентности холер-
ного вибриона [3, 4]. Регуляция генов вирулентно-
сти у холерного вибриона происходит по каскадному 
типу. Непосредственным активатором транскрипции 
генов ctxA и tcpA является белок ToxT, кодируемый 
одноименным геном. Экспрессия гена toxT регули-
руется двумя трансмембранными белками, продук-
тами генов toxR и tcpP. Активация белков ТохR и 
ТсрР происходит под влиянием белков ToxS и TcpH 
соответственно [5–7]. Гены toxRS экспрессируются 
конституативно, в то время как экспрессия генов 
оперона tcpPH стимулируется продуктами генов 
aphA и aphB [8]. На активность белков ТохR и ТсрР 
также оказывают влияние различные факторы внеш-
ней среды [8, 9]. Следует отметить, что регуляция 
генов ХТ и ТКПА у штаммов Vibrio cholerae клас-
сического и Эль Тор биоваров несколько отличается.  
В первую очередь это касается белка ToxR, который 
у классических штаммов может регулировать экс-
прессию генов оперона ctxAB как опосредованно 
через белок ТохТ, так и непосредственно, в то вре-
мя как у штаммов вибриона Эль Тор для активации 
данных генов обязательно требуется белок ТохТ [9]. 
Кроме того, между биоварами существуют различия 
и в активации транскрипции оперона tcpPН белком 
АphB, вызванные различиями в промоторной обла-
сти оперона у штаммов двух биоваров [10].

Локализация основных генов вирулентности 
холерного вибриона на мобильных генетических 
элементах способствует его постоянной изменчи-
вости. Так, первые шесть пандемий холеры (с 1817 
по 1923 год) были вызваны штаммами V. cholerae 
классического биовара; возбудителем седьмой пан-
демии, начавшейся в 1961 г., стал биовар Эль Тор, 
штаммы которого приобрели основные гены виру-
лентности. В 90-х гг. прошлого столетия произошло 
сразу два значительных события. Во-первых, гене-
тическая структура вибрионов Эль Тор претерпела 
серьезные изменения, способствовавшие появлению 
новых генетически измененных штаммов (геновари-
антов) с повышенной вирулентностью. Во-вторых, 
появился новый возбудитель холеры, V. cholerae 
O139-серогруппы, который вызвал эпидемии холеры 
в Индии и Бангладеш, а впоследствии распростра-
нился на другие азиатские страны. Высказывалось 

даже предположение, что появление штаммов O139-
серогруппы станет началом восьмой пандемии хо-
леры [11]. Однако эти опасения не оправдались, и 
на сегодняшний день геноварианты практически 
полностью вытеснили других возбудителей холеры  
[2, 12, 13].

Геноварианты V. cholerae биовара Эль Тор об-
ладают рядом генетических особенностей, отличаю-
щих их от типичных штаммов. Одним из основных 
отличий генетически измененных штаммов является 
замена в их геноме профага CTXφЕltor на CTXφСlass, 
несущий ген В-субъединицы ХТ классического типа 
(ctxB1 вместо ctxB3), CTXφ гибридного типа (ctxB1, 
rstREltor) или CTXφ с геном ctxB7 [12, 14]. Продукция 
ХТ геновариантами значительно выше, чем у типич-
ных штаммов V. cholerae биовара Эль Тор, и при-
ближается к таковой у классических штаммов [15]. 
Другой особенностью геновариантов, доминирую-
щих в настоящее время, является наличие однону-
клеотидной синонимичной замены (А/G в положе-
нии 266 п.н. от начала гена) в гене tcpA, кодирующем 
синтез основной субъединицы ТКПА. Новый аллель 
tcpA был обозначен как tcpАETCIRS [16]. Изменения 
коснулись и островов пандемичности VSP-I и VSP-II,  
которые утратили ряд генов [16, 17]. Эти и другие из-
менения в структуре генома геновариантов привели 
к повышению их вирулентности и эпидемического 
потенциала по сравнению с типичными вибрионами 
Эль Тор. В настоящее время геноварианты являют-
ся основным возбудителем холеры, которые с 2011 
по 2020 год вызвали свыше 4,4 млн случаев холеры 
в различных странах мира [14]. Однако если иссле-
дования экспрессии генов вирулентности у класси-
ческих и типичных вибрионов Эль Тор ранее уже 
проводились [18–21], то экспрессия генов вирулент-
ности у генетически измененных штаммов изучена 
еще недостаточно. В частности, до сих пор нет точ-
ных данных о времени максимальной экспрессии 
основных генов вирулентности у различных штам-
мов холерного вибриона. В связи с этим целью дан-
ного исследования явилось сравнительное изучение 
экспрессии основных структурных и регуляторных 
генов вирулентности у штаммов V. cholerae класси-
ческого биовара, типичных и генетически изменен-
ных штаммов V. cholerae биовара Эль Тор.

Материалы и методы

Исследование бактериальных штаммов, усло
вий культивирования проводилось на природных 
токсигенных штаммах V. cholerae О1: одном штам-
ме классического биовара (J89 (CTXφСlass), Пакистан, 
1969 г., источник выделения неизвестен) и двух штам-
мах V. cholerae биовара Эль Тор: типичном (М-887 
(CTXφЕltor), Астрахань, 1970 г., выделен от больного) 
и генетически измененном (301 (CTXφ гибридного 
типа), Таганрог, 2011 г., выделен из внешней среды). 
Для выделения РНК штаммы выращивали в опти-
мальных для продукции ХТ и ТКПА условиях: клас-
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сический штамм и геновариант биовара Эль Тор – на 
бульоне LB (рН 6,8) при температуре 30 °С с аэраци-
ей, типичный Эль Тор – на бульоне AKI, рН 7,6, при 
температуре 37 °С [19].

Исследование ростовых свойств штаммов осу-
ществляли на бульоне LB при комнатной температуре 
с определением количества клеток через 2, 3, 4 и 5 ч 
культивации при помощи сканирующей спектрофо-
тометрии на приборе Biowave DNA (Biochrome Ltd., 
Великобритания). 

Выделение РНК вели набором Promega Total 
RNA Isolation System (Promega, США) по протоко-
лу производителя. Качественную и количественную 
оценку выделенной РНК осуществляли при помо-
щи сканирующей спектрофотометрии на приборе 
Biowave DNA (Biochrome Ltd., Великобритания).

Обратная транскрипция проводилась набором 
реактивов «Реверта» («АмплиСенс», Россия) по со-
ответствующему протоколу.

ПЦР в реальном времени осуществляли с 
использованием амплификатора Rotor-Gene Q 

(QIAGEN, Германия), как описано ранее [22]. 
Ген «домашнего хозяйства» recA, экспрессия ко-
торого отличается постоянством и не зависит от 
условий внешней среды, использован как ген-
нормализатор. Праймеры и зонды приведены  
в табл. 1. 

Нормализацию и обсчет результатов вели при 
помощи программного обеспечения Rotor-Gene 
1.8.17.5, методом 2–ΔΔCt [24]. Для статистической об-
работки данных использовали коэффициент ранго-
вой корреляции Спирмена.

Результаты и обсуждение

Как известно, максимальная экспрессия генов 
наблюдается в логарифмической фазе роста, кото-
рая у холерных вибрионов наступает примерно че-
рез 2–3 ч от начала культивирования и продолжает-
ся около 7–9 ч [25]. В то же время в протоколах к 
наборам для выделения РНК рекомендуется брать 
на исследование штаммы, подрощенные на соот-

Таблица 1 / Table 1

Нуклеотидные последовательности праймеров и зондов, использованных для определения относительной экспрессии структурных  
и регуляторных генов V. cholerae

Nucleotide sequences of primers and probes used to determine the relative expression of structural and regulatory V. cholerae genes

Праймеры и зонды
Primers and probes

Нуклеотидная последовательность 5’ – 3’
The nucleotide sequence 5’ – 3’

Авторы
Authors

recAel-F
recAel-R
recAel-probe

ACGGGTAACCTCAAGCAATC
TATCCAAACGAACAGAAGCG

(FAM)–CCACTGGCGGTAACGCACTGA-(BHQ1)
[22]

ctxA-F
ctxA-R
ctxA-probe

TGCCAAGAGGACAGAGTGAG
ATCCATCATCGTGCCTAACA

(FAM)–TCCCGTCTGAGTTCCTCTTGCATG-(BHQ1)
recAcl-RT1
recAcl-RT2
recAcl-probe

5’-CGCTTCTGTTCGTTTGGATA-3’
5’-TGATACGGGTTTCGTTACCA-3’

(FAM)–CGCCTTCTTTGATTGCGCCA-(BHQ1) Рассчитаны авторами
Calculated by the authorstcpAel-F

tcpAel-R
tcpAel-probe

CGCTGAGACCACACCCATA
GAAGAAGTTTGTAAAAGAAGAACACG

(FAM)–AGAAAACCGGTCAAGAGGGT-(BHQ1)
tcpAcl-RT1
tcpAcl-RT2
tcpAcl-probe

5’-TTCGCAGAATATGACCAAGG-3’
5’-TACTAGCAGCTGTCGCATCA-3’

(FAM)–TTGCACTGACACAGACATACCGTGG-(BHQ1)
[23]

toxR-F
toxR-R
toxR-probe

CGGAACCGTTTTGACGTATT
CTCGCAATGATTTGCATGAC

(FAM)–TTAACCCAAGCCATTTCGAC-(BHQ1)
toxT-F
toxT-R
toxT-probe

TGATGATCTTGATGCTATGG
GACTGATATGCAATCTGTT

(FAM)–GCGTAATTGGCGTTGGGCAGAT-(BHQ1)

Рассчитаны авторами
Calculated by the authors

tcpPel-RT1
tcpPel-RT2
tcpPel-probe

5’-ACCTTTGGTGGAATGAATGC-3’
5’-GGGCAGGATGATATTCACAGA-3’

(FAM)–TGCACAAGATCCAATGAAGCCAGA-(BHQ1)
tcpPcl-RT2
tcpPcl-probe
tcpHcl-RT1

5’-CGGCTTCATTGGATCTTGT-3’
(FAM)–CCCGATAACCTTTGGTGGAACGA-(BHQ1)

5’-ATCCAATGTTTGGCTTACCC-3’
tcpHel-RT1
tcpHel-RT2
tcpHel-probe

5’-TGTAACGATCATCGCACTCC -3’
5’-GGTCTGGGTAAGCCAAACAT-3’

(FAM)–CATCAATAATCATTGTGCCGTGCG-(BHQ1)
tcpHcl-RT1
tcpHcl-RT2
tcpHcl-probe

5’-ATCCAATGTTTGGCTTACCC-3’
5’-CATTGTAATCACGGCTCACAT-3’

(FAM)–CATTGCCAGATCCTAGCTCTCAGAAGC-(BHQ1)
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ветствующих средах в течение 2–3 ч, когда штам-
мы еще не успели достигнуть максимума экспрес-
сии, что часто приводит к ошибкам в определении 
реального уровня экспрессии генов. В связи с этим 
перед исследованием экспрессии генов вирулентно-
сти у различных токсигенных штаммов V. cholerae 
мы определили их ростовые свойства. Установлено, 
что у типичного штамма Эль Тор экспоненциальное 
увеличение численности клеток наблюдалось уже к 
2 ч культивации. У штамма геноварианта и штамма 
классического биовара логарифмическая фаза роста 
наблюдалась позже, между 4 и 5 ч культивации соот-
ветственно.

Таким образом, штаммы классического биовара 
и геноварианта вступали в логарифмическую фазу 
роста позже типичных вибрионов Эль Тор. 

Учитывая полученные данные, выделение РНК 
производилось нами через 3, 4, 5 и 6 ч после культи-
вации штаммов в оптимальных для экспрессии ука-
занных генов условиях, описанных ранее. Выделение 
РНК на более ранних сроках было невозможно, так 
как штаммы не достигали необходимого по протоко-
лу количества клеток.

На первом этапе работы мы исследовали экс-
прессию двух структурных генов вирулентности: 
гена ctxA, ответственного за синтез А субъединицы 
ХТ и обусловливающего его токсическую функцию, 
а также гена tcpA, кодирующего основную субъеди-
ницу ТКПА. 

Исследование экспрессии гена ctxA у штаммов 
классического, типичного и генетически измененно-
го штаммов биовара Эль Тор показало значительные 
различия по времени и максимальному уровню. Так, 
у классического штамма (J-89) экспрессия гена ctxA 
начиналась с 5 относительных единиц (о.е.) и увели-
чивалась скачкообразно, образуя плато между 4 и 5 ч 
и достигая максимума (23,17 о.е.) к 6 ч культивации 
(рис. 1, А, красный график). У штаммов биовара Эль 
Тор экспрессия гена ctxA начиналась с более низко-
го уровня (1 о.е.). Однако если у типичного штамма 
(М-887) она увеличивалась в геометрической про-
грессии, достигая максимума (8,12 о.е.) к 6 ч культи-
вации (рис. 1, А, синий график), то у штамма генова-
рианта (301) кривая экспрессии резко поднималась 
вверх между 4 и 5 ч, практически достигая уровня 
классического штамма (22,5 о.е.), и снижалась к 6 ч 
культивации (рис. 1, А, зеленый график).

Экспрессия гена tcpA у типичного и генетиче-
ски измененного штаммов биовара Эль Тор прак-
тически не отличалась (рис. 1, В, синий и зеленый 
графики). Начальные уровни экспрессии составляли 
около 1 о.е., максимальная экспрессия наблюдалась 
в 6 ч культивации и составляла (4,5±0,2) о.е. В отли-
чие от них, для классического штамма были харак-
терны более высокие значения экспрессии как в на-
чале культивации (около 3 о.е.), так и на максимуме, 
который наблюдался на 1 ч раньше, чем у штаммов 
биовара Эль Тор, и составил 5 о.е. (рис. 1, В, крас-
ный график).

Таким образом, экспрессия структурных ге-
нов вирулентности холерного вибриона у штаммов 
классического и Эль Тор биоваров значительно от-
личалась. В то же время между типичным штаммом 
биовара Эль Тор и геновариантом различия наблюда-
лись лишь по экспрессии гена ctxA. Уровень макси-
мальной экспрессии гена ctxA у классического штам-
ма и штамма геноварианта был примерно в 2,8 раза 
выше, чем у типичного штамма Эль Тор. Вероятно, 
подобное усиление экспрессии гена ctxA у геновари-
антов по сравнению с типичными штаммами Эль Тор 
связано с заменой у них профага CTXφЕltor на CTXφ 
гибридного типа. Экспрессия гена tcpA у типичного 
и измененного штаммов биовара Эль Тор практиче-
ски не отличалась. Следует также отметить, что у 
классического штамма уровень максимальной экс-
прессии гена tcpA хоть и был незначительно выше 
такового у штаммов Эль Тор, но наблюдался на 1 ч 
раньше. 

Различия в экспрессии структурных генов ви-
рулентности у штаммов классического и Эль Тор 
вибрионов могут быть связаны и с экспрессией ре-
гуляторных генов toxR, toxT, tcpP и tcpH, контроли-
рующих по каскадному типу транскрипцию генов 
вирулентности ctxA и tcpA. В связи с этим на втором 

Рис. 1. Экспрессия структурных генов вирулентности ctxA (А) 
и tcpA (В) у штаммов V. cholerae классического (J-89, красный 
график) и Эль Тор биоваров (типичный штамм – М-887, синий 
график; геновариант – 301, зеленый график)

Fig. 1. Expression of structural virulence genes ctxA (А) and tcpA (В)  
genes in V. cholerae strains of classical (J-89, red curve) and El Tor 
biovars (typical strain – M-887, blue curve; genovariant – 301, green 
curve)
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этапе работы мы исследовали экспрессию указанных 
регуляторных генов.

Оказалось, что экспрессия гена toxR у штамма 
классического биовара V. cholerae была достаточно 
низкой (1–1,3 о.е.) на всем протяжении исследова-
ний (рис. 2, А, красный график), что согласуется с 
данными других авторов [18], согласно которым ука-
занный ген не имеет существенного значения для 
экспрессии структурных генов вирулентности. В то 
же время экспрессия этого гена у типичного штамма 
Эль Тор, начавшись на том же уровне, что и у клас-
сического штамма, резко вырастала к 4 ч, достигая 
максимума (1,95 о.е.), а затем снова снижалась до 
1,5 о.е. (рис. 2, А, синий график). Особенно высокой 
(в 1,3–1,9 раза выше, чем у типичного и классическо-
го штаммов, соответственно) оказалась экспрессия 
гена toxR у штамма геноварианта (рис. 2, А, зеленый 
график). Она обратно коррелировала с экспрессией 
гена ctxA. В 3 ч, когда экспрессия гена ctxA была ми-
нимальной, уровень экспрессии гена toxR у штамма 
301 был максимально высоким и составил около 
2,5 о.е., однако с 4 до 5 ч, когда транскрипция гена 
ctxA повышалась, экспрессия гена toxR снижалась 
до уровня типичного штамма, показав новый рост к 
6 ч культивации, когда уровень транскрипции гена 
ctxA резко снижался. Косвенно это может говорить 
об авторегуляции гена toxR, которая, видимо, наибо-
лее четко прослеживается у штамма геноварианта. 
Однако данное предположение требует проведения 
более детального исследования. 

Экспрессия гена toxT у классического штамма, 
в отличие от гена toxR, была, наоборот, достаточно 
высокой (5,5 о.е.) уже с 3 ч культивации, достигая 
максимума (12,7 о.е.) к 5 ч (рис. 2, В, красный гра-
фик). У типичного штамма М-887 и штамма генова-
рианта 301 уровень максимальной экспрессии гена 
toxT был в 1,5–2,4 раза ниже соответственно, чем у 
классических штаммов, и достигал своего максиму-
ма только к 6 ч культивации (см. рис. 2, B, синий и 
зеленый графики). 

Экспрессия генов tcpP и tcpH у геноварианта 
и типичного штамма Эль Тор практически не раз-
личалась и была в 2–2,5 раза ниже, чем у штамма 
классического биовара (рис. 2, C, D). Максимальная 
экспрессия гена tcpP у всех трех штаммов отмеча-
лась уже к 3 ч культивации (рис. 2, C). Уровень мак-
симальной экспрессии гена tcpH наблюдался позже: 
к 4 ч у классического штамма и к 6 ч у штаммов био-
вара Эль Тор (рис. 2, D). 

Таким образом, уровень экспрессии генов toxT, 
tcpP и tcpH у штаммов биовара Эль Тор был значи-
тельно ниже, чем у классического штамма, что со-
гласуется с сообщениями других исследователей 
[18–20]. Это свидетельствует о ведущей роли ука-
занных генов в регуляции экспрессии генов ctxA и 
tcpA, а следовательно, и в продукции ХТ и ТКПА у 
штамма классического биовара.

Полученные результаты свидетельствуют о том, 
что максимальная экспрессия большинства генов 
вирулентности у штаммов классического и Эль Тор 

Рис. 2. Экспрессия регуляторных генов 
toxR (А), toxT (B), tcpP (C) и tcpH (D) у 
штаммов V. cholerae классического (J-89) 
и Эль Тор биоваров (типичный штамм – 
М-887, геновариант – 301)

Fig. 2. Expression of regulatory genes toxR 
(А), toxT (B), tcpP (C) and tcpH (D) in 
V. cholerae strains of classical (J-89) and  
El Tor biovars (typical strain – M-887, geno-
variant – 301)
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биоваров наблюдалась в разное время (табл. 2). Так, 
экспрессия генов ctxA и toxR у штамма геноварианта 
достигала своего максимума на 1–3 ч раньше других 
штаммов. Наибольшая экспрессия генов tcpA, toxT и 
tcpH у штамма классического биовара наблюдалась на 
1–2 ч раньше, чем у штаммов биовара Эль Тор. При 
этом время достижения наибольшего уровня экспрес-
сии этих генов у вибрионов Эль Тор совпадало. Лишь 
у гена tcpP максимальный уровень экспрессии фикси-
ровался в 3 ч культивации у всех трех штаммов. 

Следует отметить, что уровень экспрессии гена 
ctxA, ответственного за синтез холерного токсина,  
у штамма геноварианта был значительно выше, чем 
у типичного штамма Эль Тор, приближаясь по дан-
ной характеристике к штамму классического биова-
ра, что в совокупности с более ранним достижением 
максимальной экспрессии этого гена свидетельству-
ет о повышенной вирулентности штамма геновари-
анта. Указанные особенности, несомненно, связаны 
с приобретением геновариантами профага CTXφ ги-
бридного типа, однако большое влияние на данный 
процесс, вероятно, оказало и повышение экспрессии 
регуляторного гена toxR, максимальная экспрессия 
которого наблюдалась уже к 3 ч культивации и была 
несколько выше остальных штаммов. О влиянии гена 
toxR на повышение экспрессии гена ctxA указывает и 
наличие статистически значимой обратной корреля-
ции в экспрессии указанных генов (p<0,01). В то же 
время экспрессия генов tcpA, tcpP и tcpH у штамма 
геноварианта была на уровне типичных штаммов, а 
гена toxT – даже ниже этого уровня. Все это указыва-
ет на то, что ведущая роль в регуляции структурных 
генов вирулентности ctxA и tcpA у штамма геновари-
анта принадлежит гену toxR. 

В целом полученные результаты говорят о зна-
чительных отличиях в уровне и времени максималь-
ной экспрессии генов вирулентности у различных 
эпидемически опасных штаммов V. cholerae O1, 
что следует учитывать при проведении научно-
исследовательских работ, связанных с изучением 
экспрессии основных генов вирулентности. 
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Цель – поиск и сравнительный анализ потенциальных детерминант резистентности к аминогликозидам у 
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матический анализ шотган полногеномных сиквенсов трех чувствительных к гентамицину штаммов возбудителя 
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Abstract. The aim of the study was to identify and compare potential determinants of aminoglycoside resistance in 
gentamicin susceptible Burkholderia pseudomallei strains. Materials and methods. A bioinformatics analysis of whole 
genome shotgun sequences of three B. pseudomallei strains having different levels of sensitivity to gentamicin was car-
ried out. Results and discussion. B. pseudomallei is intrinsically resistant to aminoglycosides. Such strains, as a rule, are 
not taken into account in the classical scheme of isolation and identification. At the same time, there were no significant 
differences in the clinical manifestations of melioidosis during infection with gentamicin-resistant and sensitive strains. 
In B. pseudomallei strains of different sequence types (ST70, ST948, and ST1566), point missense mutations were found 
in the genes of three efflux pumps of the RND family: AmrAB-OprA, BpeAB-OprB, BpeEF-OprC, and one with un-
known functions, as well as in the gene aminoglycoside-6’-N-acetyltransferase AAC(6’)-III. All three strains had amino 
acid substitutions in the AmrA periplasmic linker: ARG160SER, Arg116Gln and Gly237Arg, Thr317Lys, respectively. 
In moderately sensitive strains (ST948 and ST1566), an identical Val222Met substitution was found in the repressor of 
the AmrAB-OprA operon, AmrR. It is likely that the intermediate level of sensitivity to gentamicin in the studied strains 
is mediated by the constitutive expression of the AmrAB-OprA operon, which partially compensates for the structural 
defects. It is also possible that a dinucleotide deletion in the AAC (6’)-III aminoglycoside-6’-N-acetyltransferase gene, as 
well as detected mutations in the homologues of the periplasmic linker (BPSL2234) of an uncharacterized efflux operon 
of the RND family, are involved in the loss of resistance to gentamicin.
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Burkholderia pseudomallei является возбудите-
лем мелиоидоза и представляет собой грамотрица-
тельную палочковидную подвижную бактерию, ко-
торая распространена в почве тропических и субтро-
пических регионов всех континентов. Подавляющее 
большинство штаммов B. pseudomallei обладает 
высоким уровнем устойчивости к аминогликози-
дам, что используется для выделения возбудителя из 
почвы и клинического материала с использованием 
агара Эшдауна, основным селективным ингредиен-
том которого является гентамицин. Чувствительные 
к гентамицину (GmS) изоляты при таком способе 
выделения культуры практически не учитывают-
ся и встречаются в соотношении к резистентным 
(GmR) приблизительно 1 на 1000 [1]. Однако фак-
тическое число штаммов, чувствительных к ами-
ногликозидам, может быть значительно выше. Так, 
при использовании альтернативных методов выде-
ления было обнаружено, что в отдельных случаях 
GmS-штаммы являются в популяции доминирую-
щими [2]. Недавно показано, что клинические про-
явления случаев мелиоидоза, обусловленные GmS-
штаммами B. pseudomallei, не имеют значимых от-
личий от инфекций, вызванных GmR-штаммами. 
Кроме того, опубликованы данные, свидетельствую-
щие о более высокой инфекционности и вирулент-
ности GmS-штаммов. В частности, среди взрослых, 
инфицированных GmS-штаммами, доля пациентов 
без выявленных факторов риска была статистически 
достоверно выше, чем среди зараженных резистент-
ными, а доля пациентов с диабетом – ниже [3]. При 
педиатрическим мелиоидозе, вызванном преиму-
щественно GmS-штаммами B. pseudomallei, бакте-
риемия с септическим шоком присутствовала у 57 % 
пациентов, из которых 43 % окончились летально, 
несмотря на отсутствие каких-либо очевидных пред-
располагающих факторов [4].

Ключевую роль в естественной или приобре-
тенной лекарственной устойчивости многих грам
отрицательных патогенов играют системы эффлюкса 
семейства RND (resistance, nodulation, cell division), 
среди которых участие в обеспечении устойчивости 
к аминогликозидам и макролидам у B. pseudomal­
lei доказано только для эффлюкс-насоса AmrAB-
OprA [5, 6]. У обнаруженных ранее гентамицин-
чувствительных штаммов B. pseudomallei идентифи-
цированы точечные миссенс-мутации и динуклеотид-
ные (GC) делеции в гене транспортера AmrB [2, 7],  
а также отсутствие экспрессии оперона AmrAB-
OprA из-за его делеции или регуляторных мута-
ций [1]. Участие других систем эффлюкса семейства 
RND в обеспечении резистентности к гентамицину 
остается неясным, так же как неясен вклад амино-
гликозидтрансфераз. В связи с этим цель настоящей 

работы – проведение поиска и сравнительного ана-
лиза потенциальных детерминант резистентности к 
аминогликозидам у высоко и умеренно чувствитель-
ных к гентамицину штаммов B. pseudomallei, выде-
ленных в центральном Вьетнаме.

Материалы и методы

Проведен биоинформатический анализ шотган 
полногеномных сиквенсов штаммов возбудителя 
мелиоидоза, полностью (B. pseudomallei V1512) или 
частично (B. pseudomallei V1607 и V1608) утратив-
ших резистентность к гентамицину: диаметры зон 
подавления роста на агаре Мюллера – Хинтон – 
30, 13 и 14 мм соответственно, при полном отсут-
ствии подавления роста у резистентных штаммов. 
Выделение ДНК проводили с использованием на-
бора реагентов GeneJET Genomic DNA Purification 
Kit (Thermo Scientific, Литва) в соответствии с ин-
струкцией производителя. Секвенирование про-
водили на платформе Illumina MiSeq (Illumina Inc., 
США), используя рекомендованные производителя-
ми наборы реагентов. Геномы собирали de novo на 
ассемблерах Newbler v. 3.0 [8] и SPAdes v. 3.13.0 [9]. 
Аннотацию осуществляли при помощи сервиса 
NCBI PGAP v. 5.3 [10]. Аллели локусов по схеме 
MLST определяли при помощи инструментария 
базы данных Burkholderia pseudomallei MLST Data 
bases (https://pubmlst.org/bpseudomallei). Данные ана-
лизировали с помощью программного пакета Snippy 
(https://github.com/tseemann/snippy), в качестве рефе-
рентных использовали последовательности хромо-
сом 1 и 2 B. pseudomallei K96243 (GenBank NC006350 
и NC006351). Моделирование белковых структур 
проводили с использованием алгоритмов SWISS-
MODEL (Swiss Institute of Bioinformatics) [11].

Шотган-полногеномные сиквенсы штаммов 
B. pseudomallei V1512 и B. pseudomallei  V1607 
доступны в GenBank NCBI под номерами  
NZ_PHRB00000000.1 и NZ_WTLF00000000.1.

Результаты и обсуждение

В геномных последовательностях штаммов 
B. pseudomallei V1512 (ST70), V1607 (ST948) и V1608 
(ST1566), полностью или частично утративших рези-
стентность к гентамицину, проведен поиск и анализ 
детерминант, доказанно или потенциально обеспечи-
вающих этот признак. В сравнении с референтными 
последовательностями большой и малой хромосом 
штамма B. pseudomallei K96243 (NCBI: NC 006350.1 
и NC 006351.1) у исследованных штаммов обнару-
жены точечные миссенс-мутации в генах трех ча-
стично охарактеризованных эффлюкс-насосов се-
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мейства RND: AmrAB-OprA, BpeAB-OprB и BpeEF-
OprC – и одном с неизвестными функциями, а так-
же в гене аминогликозид-6’-N-ацетилтрансферазы  
(AAC (6’)-III). 

Инактивация основного для B. pseudomallei 
RND эффлюкса AmrAB-OprA, который является го-
мологом MexXY-OprM Pseudomonas aeruginosa [12], 
у возбудителя мелиоидоза приводит к значительно-
му снижению МПК для широкого спектра антибио-
тиков, включая аминогликозиды. Сходным образом 
инактивация BpeAB-OprB, гомолога P. aeruginosa 
MexAB-OprM, увеличивает чувствительность ко 
многим антибиотикам, хотя спектр заметно уже, чем 
для AmrAB-OprA [13]. Интактный BpeEF-OprC об-
ладает узкой субстратной специфичностью и опо-
средует устойчивость B. pseudomallei к триметопри-
му, широко распространенную среди клинических и 
почвенных изолятов. У мутантов со сверхэкспрес-
сией этого насоса его субстратный спектр подобен 
его гомологу MexEF-OprN у P. aeruginosa и включа-

ет хлорамфеникол, фторхинолоны, тетрациклины, 
сульфаметоксазол и триметоприм [14].

В описанных ранее случаях чувствительность 
штаммов к гентамицину авторы связывали с мута-
циями в гене транспортера AmrB эффлюкса AmrAB-
OprA [2, 7], тогда как у всех исследованных в на-
стоящей работе штаммов отсутствовали изменения 
в данном гене. У всех трех штаммов присутство-
вали аминокислотные замены в периплазматиче-
ском адаптере AmrA – Arg160Ser у чувствительного 
штамма V1512; Arg116Gln и Gly237Arg, Thr317Lys –  
у умеренно чувствительных штаммов V1607 и 
V1608 (табл. 1). Аминокислотные замены в пери-
плазматическом адаптере AmrA штаммов V1512 
и V1607 локализованы на антипараллельных спи-
ралях домена α-шпильки. Для MexA эффлюкса 
MexAB-OprM P. aeruginosa показано, что инакти-
вирующие помпу мутации сгруппированы между 
остатками P68 и V129, что соответствует домену 
α-шпильки в N-концевой части этого белка [15], 

Таблица 1 / Table 1

Аминокислотные замены белков частично охарактеризованных эффлюкс-насосов семейства RND у штаммов B. pseudomallei,  
утративших резистентность к гентамицину

Amino acid substitutions in proteins of partially characterized RND efflux pumps in B. pseudomallei strains bereft of resistance to gentamicin

Белок
Protein

Локус  B. pseudomallei K96243
Locus B. pseudomallei K96243
(GenBank NCBI NC_006350, 

NC_006351)

Аминокислотные замены 
(референс>проба)

Amino acid substitutions  
(reference>sample)

Штаммы  
B. pseudomallei 

Strains of 
B. pseudomallei

Чувствительность  
к гентамицину
Susceptibility  
to gentamicin

AmrAB-OprA
Белок канала внешней мембраны OprA
Outer membrane channel protein OprA

BPSL1802
Ala443>Thr
Gly514>Glu

V1608 I

Транспортер AmrB 
Transporter AmrB

BPSL1803 нет/absent

Периплазматический адаптер AmrA 
Membrane fusion protein AmrA

BPSL1804

Arg160>SER V1512 S
Arg116>Gln V1607 I
Gly237>Arg
Thr317>Lys

V1608 I

Регуляторный белок AmrR семейства TetR
TetR family regulatory protein AmrR

BPSL1805 Val222>Met
V1607
V1608

I
I

BpeAB-OprB 
Регуляторный белок BpeR семейства TetR 
TetR family regulatory protein BpeR

BPSL0812 нет/absent

Периплазматический адаптер BpeA 
Membrane fusion protein BpeA

BPSL0814 Pro46>Ser
V1607

I

Транспортер BpeB 
Transporter BpeB

BPSL0815 Asn956>Lys V1512 S

Белок канала внешней мембраны OprB 
Outer membrane channel protein OprB

BPSL0816
Cys72>Arg

V1512
V1607

S
I

Ala50>Ser V1512 S
BpeEF-OprС 

Транскрипционный регулятор семейства LysR 
BpeT
Putative LysR-family transcriptional regulator BpeT 

BPSS0290 нет/absent

Транспортер BpeE 
Transporter BpeE

BPSS0292 нет/absent

Периплазматический адаптер BpeF
Membrane fusion protein BpeF

BPSS0293 нет/absent

Белок канала внешней мембраны OprC
Outer membrane channel protein OprC

BPSS0294 Val294>Ala
V1512
V1607
V1608

S
I
I

Примечание :  S – чувствительный, I – умеренно устойчивый.
No te :  S – sensitive, I – intermediate level of resistance.
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причем одна из замен, нарушающих олигомериза-
цию MexA (V129M), в сравнении с AmrA локали-
зована в пределах двух соседних аминокислотных 
остатков. У штамма V1608 мутации затронули 
проксимальный мембранный домен (Thr317Lys) и 
β-бочонок (Gly237Arg) (рисунок, А). Необходимо 
отметить, что у обоих умеренно чувствительных 
штаммов V1607 и V1608 в репрессоре оперона 

AmrR семейства TetR присутствовали идентичные 
замены Val222Met, вследствие чего нарушается 
фрагмент β-структуры C-концевого участка белка, 
входящего в состав лиганд-связывающего домена 
(рисунок, B). Кроме того, у штамма V1608 обнару-
жены замены Ala443Thr и Gly514Glu в белке канала 
внешней мембраны OprA, что привело к изменению 
его вторичной структуры (рисунок, C).

Спектр мутаций и вторичная структура белков исследованных штаммов в сравнении с гомологами референтного штамма B. pseudo­
mallei K96243:
A – 3D-модели периплазматического адаптера AmrA эффлюкса AmrAB-OprA; схемы вторичной структуры B – репрессора AmrR эффлюкса AmrAB-
OprA; C – белка канала внешней мембраны OprA эффлюкса AmrAB-OprA; D – аминогликозид-6’-N-ацетилтрансферазы; E – гипотетического транс-
портера семейства AcrB/AcrD/AcrF неохарактеризованного эффлюкса семейства RND. Аминокислотные замены указаны стрелками, неизмененные 
части не показаны

The spectrum of mutations and the secondary structure of the investigated strains' proteins in comparison with homologues of the reference 
strain B. pseudomallei K96243:
A – 3D-models of the membrane fusion protein AmrA of the AmrAB-OprA efflux; schemes of the secondary structure: B – TetR family regulatory protein AmrR 
of the AmrAB-OprA efflux; C – outer membrane channel protein OprA of the AmrAB-OprA efflux; D – putative aminoglycoside 6’-N-acetyltransferase; E – 
putative AcrB/AcrD/AcrF family membrane protein of the putative RND multi-drug efflux pump. Amino acid substitutions are indicated by arrows, unchanged 
parts are not shown
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Эффлюкс BpeAB-OprB имеет доказанную суб-
стратную специфичность для хлорамфеникола, фтор-
хинолонов, тетрациклинов и макролидов. Роль этого 
эффлюкса в устойчивости к аминогликозидам оста-
ется неопределенной. Так, по одним данным, деле-
ция bpeAB у сингапурского штамма B. pseudomallei 
KHW приводила к повышению чувствительности к 
гентамицину [13], тогда как по другим – эффлюкс 
BpeAB-OprB не опосредует отток аминогликозидов. 
При этом сравнительный анализ показал значитель-
ные отличия в аминокислотных последовательно-
стях BpeA и OprB сингапурского штамма от гомоло-
гов других штаммов, что не исключало возможности 
изменения субстратной специфичности эффлюкса 
BpeAB-OprB у B. pseudomallei KHW [16]. У одного из 
исследованных штаммов с промежуточной чувстви-
тельностью к гентамицину – B. pseudomallei V1608 – 
каких-либо изменений в последовательностях белков 
эффлюкса BpeAB-OprB не обнаружено, у другого – 
B. pseudomallei V1607 – присутствовали аминокис-

лотные замены в BpeA (Pro46Ser) и OprB (Cys72Arg). 
У полностью утратившего резистентность к гентами-
цину штамма B. pseudomallei V1512 в OprB в положе-
нии 72 обнаружена идентичная замена цистеина на 
аргинин и дополнительная – Ala50Ser, а также замена 
Asn956Lys в транспортере BpeB (табл. 1). 

Среди компонентов эффлюкса BpeEF-OprC об-
наружена единственная аминокислотная замена в 
белке канала внешней мембраны OprC (Val294Ala), 
идентичная для всех трех исследованных штаммов 
(табл. 1). 

Сопоставление спектра мутаций с фенотипами 
штаммов позволяет предположить, что утрата рези-
стентности к гентамицину не связана с изменениями 
первичной структуры продуктов эффлюкс-оперонов 
BpeAB-OprB и BpeEF-OprC. Кроме того, известно, 
что эти два насоса экспрессируются у B. pseudomallei 
только в мутантах по регуляторным белкам BpeR и 
BpeT [7], тогда как у исследованных штаммов мута-
ции в генах этих белков отсутствовали.

Таблица 2 / Table 2
Аминокислотные замены белков неохарактеризованного эффлюкс-насоса семейства RND и аминогликозид-6'-N-ацетилтрансферазы  

у штаммов B. pseudomallei, утративших резистентность к гентамицину
Amino acid substitutions in proteins of putative RND multi-drug efflux pump and aminoglycoside 6'-N-acetyltransferase in B. pseudomallei strains 

that lost resistance to gentamicin

Белок
Protein

Локус  B. pseudomallei K96243
Locus B. pseudomallei K96243  
(GenBank NCBI NC_006350, 

NC_006351)

Аминокислотные замены 
(референс>проба)

Amino acid substitutions  
(reference>sample)

Штаммы  
B. pseudomallei

Strains 
B. pseudomallei

Чувствительность  
к гентамицину
Susceptibility  
to gentamicin

Неохарактеризованный эффлюкс-насос семейства RND 
Putative RND multi-drug efflux pump

Предполагаемый периплазматический  
адаптер
Putative membrane fusion protein

BPSL2234

Met68>Ile V1512 S
Arg102>His V1512 S
Ala123>Thr V1512 S

ProAlaAla395>Pro V1512 S

Ala396>Asp
V1512
V1607
V1608

S
I
I

Ser416>Pro V1512 S

Ser419>Pro
V1607
V1608

I
I

Гипотетический транспортер семейства 
AcrB/AcrD/AcrF
Putative AcrB/AcrD/AcrF family membrane  
protein

BPSL2235

Arg208>His V1512 S

Leu303>Arg
V1607
V1608

I
I

Гипотетический мембранный белок
Putative membrane protein

BPSL2236 Thr93>Met V1607 I

Аминогликозид-6'-N-ацетилтрансфераза 
Putative aminoglycoside 6'-N-acetyltransferase

Аминогликозид-6'-N-ацетилтрансфераза
Putative aminoglycoside  
6'-N-acetyltransferase

BPSS0262

Сдвиг рамки считывания за счет 
∆GC: замена Leu106Val  
и смещение стоп-кодона  

в область соседней открытой  
рамки считывания

Shift of the reading frame due  
to ∆GC: substitution of Leu106Val 

and drifting of the stop-codon  
towards the neighboring  

open reading frame 

V1512 S

Ala5>Thr V1608 I
Val102>Ala
Glu144>Gly

V1607
V1608

I

Примечание :  S – чувствительный, I – умеренно устойчивый.
No te :  S – sensitive, I – intermediately resistant.
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У полностью чувствительного к гентамицину 
штамма B. pseudomallei V1512 в гене AAC (6')-III об-
наружена делеция GC, повлекшая замену Leu106Val 
и сдвиг рамки считывания с образованием аномально 
длинного продукта за счет смещения стоп-кодона в 
область соседней CDS. У штаммов V1607 и V1608 с 
промежуточной чувствительностью к гентамицину в 
этом гене присутствуют две (Val102Ala и Glu144Gly) 
и три миссенс-мутации (Ala5Thr, Val102Ala и 
Glu144Gly) соответственно (табл. 2, рисунок, D). 

В периплазматическом адаптере неохарактери-
зованного эффлюкс-оперона семейства RND – го-
мологе BPSL2234 – у всех исследованных штаммов 
обнаружены две идентичные замены Ala396Asp 
и Ser416Pro, у штамма B. pseudomallei V1512 до-
полнительно присутствовали три миссенс-мутации 
Met68Ile, Arg102His, Ala123Thr и делеция двух остат-
ков аланина (ProAlaAla395Pro). В гипотетическом 
транспортере семейства AcrB/AcrD/AcrF (гомолог 
BPSL2235), имеющем сходство с транспортером эф-
флюкса аминогликозидов AcrD Escherichia coli [17],  
у B. pseudomallei V1512 присутствовала замена 
Arg208His, а у двух штаммов с промежуточной чув-
ствительностью – Leu303Arg (табл. 2, рисунок, E).

Проведенное исследование спектра мутаций 
в потенциальных детерминантах резистентно-
сти к аминогликозидам, выявленных у штаммов 
B. pseudomallei с различным уровнем резистент-
ности к гентамицину, расширило представление об 
известном механизме естественной резистентности 
возбудителя мелиоидоза к аминогликозидам, опо-
средованном эффлюксом AmrAB-OprA. В частности, 
показано, что чувствительность к гентамицину воз-
никает не только при полной делеции оперона или 
при наличии аминокислотных замен и коротких де-
леций в транспортере AmrB, но и в случаях мутаций 
в периплазматическом адаптере AmrA. Также обна-
ружено, что при дефектном AmrA уровень устойчи-
вости к гентамицину может быть частично компен-
сирован за счет мутаций в репрессоре AmrR, вероят-
но, вследствие конститутивной экспрессии оперона. 
Кроме того, впервые показано возможное участие в 
формировании резистентности к гентамицину неоха-
рактеризованного эффлюкс-оперона семейства RND 
(BPSL2234_ BPSL2235_ BPSL2236) и аминогликозид-
6’-N-ацетилтрансферазы AAC (6’)‑III.

Конфликт интересов. Авторы подтверждают 
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Целью работы является изучение патогенности различных генетических вариантов вируса SARS-CoV-2 на мо-
дели сирийского хомячка. Материалы и методы. В работе использовали штаммы вируса SARS-CoV-2, относящие
ся к вызывающим обеспокоенность (VOC) вариантам, циркулирующим на территории РФ. Эксперименты про-
водили на аутбредных сирийских хомячках, полученных из питомника ГНЦ ВБ «Вектор». Инфекционный титр 
коронавируса в образцах тканей, полученных от зараженных лабораторных животных, определяли на культуре 
клеток Vero E6. Дополнительным параметром контроля вирусной нагрузки в пробах считали пороговое значе-
ние Ct в ОТ-ПЦР. Тяжесть поражения тканей легких сирийских хомячков при подобном COVID-19 заболевании 
оценивали по гистологическим препаратам. Результаты и обсуждение. Определены 50 % инфицирующие дозы 
при интраназальном способе заражения, проведен гистологический анализ тканей легкого. Оценена патогенность 
различных вариантов вируса SARS-CoV-2 для сирийского хомячка, выявлены различия инфицирующих доз и 
патологических изменений в легких. Вирусы SARS-CoV-2, относящиеся к генетическому варианту бета, харак-
теризуются наибольшей, а к варианту альфа – наименьшей вирулентностью при сравнении по величине ИД50. 
Варианты дельта и омикрон обладают сравнимой способностью вызывать специфическое поражение тканей ды-
хательных путей, при этом уступая только варианту бета. Показано, что сирийские хомячки являются адекватной 
моделью для оценки патогенности вызывающих обеспокоенность вариантов вируса SARS-CoV-2. Таким обра-
зом, варианты VOC вируса SARS-CoV-2 при интраназальном заражении показали разную степень патогенности 
в модели сирийского хомячка.
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Abstract. The aim of the work was to study the pathogenicity of newly emerging variants of SARS-CoV-2 on the 
model of the Syrian golden hamster. Materials and methods. We used the strains of SARS-CoV-2 virus related to the 
VOC circulating in the territory of the Russian Federation. The experiments were carried out on outbreed Syrian ham-
sters obtained from the nursery of the SSC VB “Vector”. The infectious titer of coronavirus in tissue samples collected 
from infected laboratory animals was determined on a Vero E6 cell culture. The Ct in RT-PCR was considered an ad-
ditional parameter for monitoring the viral load in the samples. The severity of lung tissue damage in Syrian hamsters 
with COVID-19 was assessed by histological preparations. Results and discussion. 50 % infecting doses in case of the 
intranasal infection have been determined, histological analysis of lung tissues performed. The pathogenicity of various 
variants of the SARS-CoV-2 virus for the Syrian hamster has been evaluated, differences in infecting doses and patho-
logical changes in the lungs have been revealed. SARS-CoV-2 viruses belonging to Beta genetic variant have the highest 
virulence, while Alpha variant has the lowest one when comparing the studied strains by the ID50 value. The Delta and 
Omicron variants have a matched ability to cause specific damage to the tissues of the respiratory tract, while being 
inferior only to the Beta variant. It has been demonstrated that Syrian hamsters are an adequate model for assessing the 
pathogenicity of the SARS-CoV-2 virus variants of concern. Variants of SARS-CoV-2 virus during intranasal infection 
has shown different degree of pathogenicity in the Syrian hamster model.
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В конце декабря 2019 г. необычная пневмония 
возникла у людей в г. Ухань (КНР) и быстро рас-
пространилась по всему миру, что вызвало глобаль-
ные проблемы общественного здравоохранения. 
Возбудитель идентифицирован как новый корона-
вирус [1] и назван коронавирусом тяжелого острого 
респираторного синдрома 2 (SARS-CoV-2) на основе 
филогенетического анализа родственных корона-
вирусов, проведенного исследовательской группой 
Международного комитета по таксономии вирусов. 
Впоследствии заболевание, вызываемое этим виру-
сом, обозначено ВОЗ как коронавирусная болезнь 
2019 г. (COVID-19). Несмотря на значительные уси-
лия, болезнь все еще распространяется [2].

Высокая заболеваемость и смертность, связан-
ные с пандемией COVID-19, сделали разработку 
вакцин и противовирусных препаратов глобаль-
ным приоритетом для органов здравоохранения. 
Благодаря беспрецедентно быстрой разработке 
вакцин удалось заметно снизить заболеваемость и 
смертность от этой инфекции. Однако с появлением 
новых вызывающих обеспокоенность вариантов ви-
руса SARS-CoV-2 возникла вероятность уменьшения 
чувствительности к терапевтическим препаратам, 
снижения связывающей активности нейтрализую-
щих антител, приобретенных как после заболевания 
более ранним вариантом SARS-CoV-2, так и после 
вакцинации [3].

Исследования на животных играют важную 
роль в характеристике патогенеза вирусных инфек-
ций и оценке противовирусных препаратов и вакцин. 
Используемые животные модели должны быть вос-
приимчивыми к исследуемому возбудителю и вос-
производить клиническое течение и патологию, на-
блюдаемые у людей [4].

По мнению ряда авторов, сирийские хомячки 
лучше подходят для изучения репликации вируса 
SARS-CoV-2 в тканях верхних и нижних дыхатель-
ных путей, для понимания патогенеза и защитных 
реакций организма, наблюдаемых у людей, а также 
для тестирования вакцин и противовирусных препа-
ратов [5], являясь более чувствительной лаборатор-
ной моделью, чем мыши [6].

Хомячки имеют относительно высокую степень 
гомологии с людьми в области клеточного рецепто-
ра, которым является ангиотензинпревращающий 
фермент 2 (ACE2), при взаимодействии с S-белком 
вируса SARS-CoV-2. У сирийских хомячков после 
заражения отмечали потерю веса, эффективную 
репликацию вируса в слизистой оболочке носа и 
эпителиальных клетках нижних дыхательных пу-

тей, регистрировали заметные поражения легких в 
виде отека, воспаления и гибели клеток, что было 
оценено с использованием гистологических мето-
дов [7], в сыворотке крови переболевших хомяч-
ков выявляли нейтрализующие антитела. Кроме 
того, показано, что вирус передается от инфици-
рованных животных при совместном содержании 
интактным хомячкам либо аэрозольно, либо через 
контаминированные поверхности, что указывает 
на их адекватность в качестве модели для изучения 
трансмиссивности вируса SARS-CoV-2. У контакт-
ных животных, инфицированных при совместном 
содержании, наблюдались аналогичные признаки 
патологии легких, но они не теряли вес, что позво-
ляет предположить, что интраназально зараженные 
хомячки имели более тяжелую форму заболева-
ния из-за большего количества вируса, попавшего  
в легкие [8].

Цель работы – исследование патогенности вы-
зывающих обеспокоенность вариантов (VOC) ви-
руса SARS-CoV-2 на модели сирийского хомячка с 
определением величины 50 % инфицирующей дозы 
(ИД50) и гистологическим анализом повреждений 
тканей легкого животных после интраназального 
заражения. Полученные данные могут быть исполь-
зованы для оценки пандемического потенциала ге-
нетических вариантов коронавируса, выделенных на 
территории РФ.

Материалы и методы

Вирусы. В работе исследовали штаммы вируса 
SARS-CoV-2, относящиеся к вызывающим обеспоко-
енность вариантам, циркулирующим на территории 
РФ. Данные штаммы получены из Государственной 
коллекции микроорганизмов ГНЦ ВБ «Вектор». Как 
референс использовали штамм hCoV-19/Australia/
VIC01/2020, полученный из Victorian Infectious 
Diseases Reference Laboratory (Мельбурн, Австралия). 
Полный перечень исследованных штаммов с указа-
нием ID их нуклеотидных последовательностей в 
базе данных GISAID (https://www.gisaid.org) и зна-
чимых мутаций в RBD S-белка, ответственных за 
увеличение патогенности, приведен в табл. 1.

Использованные в работе варианты вируса 
SARS-CoV-2 выделены в культуре клеток Vero Е6, 
аликвоты вируса из одной наработки (стока) были 
заморожены и хранились при температуре минус 
70 °С. Инфекционный титр стоков составлял не ме-
нее 106 ЦПД50/мл. В каждом эксперименте использо-
вали новую аликвоту из одного стока.
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Культуры клеток. Клетки Vero и Vero E6 полу-
чены из коллекции культур клеток ГНЦ ВБ «Вектор», 
выращены в минимальной среде (MEM), содержа-
щей 10 % фетальной сыворотки крупного рогато-
го скота (Gibco, США), пенициллин (100 МЕ/мл)  
и стрептомицин (100 мкг/мл; Gibco, США) при тем-
пературе 37 °C и 5 % содержании CO2. После инфи-
цирования клеток использовали аналогичную среду, 
только с 2 % фетальной сыворотки крупного рогато-
го скота.

Содержание животных. В эксперименте ис-
пользовали самцов и самок беспородных сирийских 
хомячков массой тела 80–100 г. Животные получе-
ны из Питомника лабораторных животных ГНЦ ВБ  
«Вектор». Хомячкам подкожно имплантировали 
транспондеры (чипы) IPTT-300 (BMDS, США) для 
бесконтактного измерения температуры и идентифи-
кации ID и помещали по два в индивидуально венти-
лируемые клетки. Животные имели неограниченный 
доступ к пище и воде. Акклиматизация к условиям 
эксперимента проведена в течение семи дней до за-
ражения. Во время экспериментов температура в 
клетках поддерживалась 22–24 °C, а относительная 
влажность – 40–55 %. Хомячков взвешивали, изме-
ряли температуру и оценивали клинические призна-
ки болезни ежедневно.

Все эксперименты на животных одобрены 
Биоэтическим комитетом ГНЦ ВБ «Вектор» и про-
водились в соответствии с национальными и между-
народными руководящими принципами по уходу и 
гуманному использованию животных.

Определение вирулентности (ИД50) генетиче-
ских вариантов вируса SARS-CoV-2 на сирийских 
хомячках. Животные разделены на 6 групп по 12 го-
лов из расчета одна группа на одно 10-кратное раз-
ведение вируса. Заражение предварительно анесте-
зированных внутримышечным введением Zoletil 100  
(Virbac, Франция) животных производили интра-
назально инокуляцией вируса пипеткой в объеме 
50 мкл, в дозах 0,5; 1,5; 2,5 и 3,5 lg ЦПД50. Через 
120 часов после заражения (ПЗ) все животные под-
вергались эвтаназии методом трансцервикальной 

дислокации. Производили вскрытие, забор тканей 
носовых ходов и легких. Полученные с помощью 
шариковой мельницы (Analytical Jena, Германия) 
10 % гомогенаты тканей осветляли путем центрифу-
гирования при 10000 об/мин (ротор SW28, Beckman 
Coulter, High Mycombe, Великобритания). Аликвоты 
осветленных образцов использовали для определе-
ния количества РНК вируса в образцах методом ОТ-
ПЦР в режиме реального времени, через суррогат-
ный показатель Ct и для определения концентрации 
в ЦПД50/мл инфекционного вируса методом титрова-
ния на культуре клеток Vero E6.

Определение РНК вируса SARS-CoV-2 в биоло-
гических образцах методом ПЦР. Выделение РНК 
проводили набором «РИБО-преп» («АмплиСенс», 
Россия). Синтез кДНК на матрице выделенной РНК 
проводили с использованием реагентов для реак-
ции обратной транскрипции «Реверта-L» (ЦНИИЭ, 
Россия). Для амплификации фрагментов кДНК виру-
са SARS-CoV-2 использовали тест-систему «Вектор-
ПЦРРВ-COVID19-RG» (ГНЦ ВБ «Вектор», Россия). 
Результаты исследования интерпретировали в соот-
ветствии с инструкцией производителя.

Титрование вирусов. Инфекционную актив-
ность вирусов в стоках, носовых смывах и тканях 
легких инфицированных животных определяли с ис-
пользованием метода анализа 50 % инфекционной 
дозы для культуры тканей. Клетки Vero E6 высевали 
за 24 часа до заражения в 96-луночные планшеты с 
посевной дозой 1,5·104 клетки/лунка. В день экс-
перимента сделаны последовательные 10-кратные 
разведения вируса. Шесть лунок 96-луночного план-
шета заражены каждым разведением вируса. После 
72-часовой инкубации в атмосфере 5 % СО2 при тем-
пературе 37 °С клетки фиксировали 4 % раствором 
параформальдегида с последующим окрашиванием 
0,1 % кристаллическим фиолетовым. Специфическое 
поражение монослоя культуры клеток в лунке учи-
тывали и выражали через 50 % цитопатическое дей-
ствие (ЦПД50). Значение инфекционной дозы при 
интраназальном заражении рассчитывали по методу 
Рида – Менча [9].

Таблица 1 / Table 1
Перечень используемых штаммов

List of strains used

Штамм
Strain

№ штамма  
в базе данных GISAID 

GISAID ID

Генетическая линия
Genetic lineage

Название варианта,  
вызывающего  

обеспокоенность
Variant of concern (VOC)

Значимые мутации
Significant mutations

hCoV-19/Australia/VIC01/2020 EPI_ISL_406844 B
ухань
Wuhan

Референс
Reference

hCoV-19/Russia/MOS-2512/2020 EPI_ISL_6565012 B.1.1.7
альфа
Alpha

N501Y D614G

hCoV-19/Russia/MOS-SAB-1502/2021 EPI_ISL_6492245 B.1.351
бета
Beta

E484K N501Y D614G

hCoV-19/Russia/MOS-2406/2021 EPI_ISL_7338789 AY.122
дельта
Delta

D614G

hCoV-19/Russia/Moscow171619-031221/2021 EPI_ISL_8920444 BA.1
омикрон
Omicron

E484А N501Y D614G
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Гистологические исследования. Забор органов 
от инфицированных животных осуществляли через 
120 часов ПЗ. Образцы фиксировали в 10 % растворе 
забуференного формалина для гистологических ис-
следований («БиоВитрум», Россия) в течение 48 ча-
сов. Обработку материала проводили по общепри-
нятой методике: последовательное обезвоживание в 
спиртах возрастающей концентрации, пропитывание 
в смеси ксилол – парафин и заливка в парафиновые 
блоки. Парафиновые срезы толщиной 4–5 мкм готови-
ли с помощью автоматического ротационного микро-
тома НМ-360 (Thermo Fisher, Германия). Срезы окра-
шивали гематоксилином и эозином. Светооптическое 
исследование и микрофотосъемку проводили на 
микроскопе AxioImager Z1 (Zeiss, Германия) с ис-
пользованием программного пакета к прибору версии 
AxioVision 4.8.2. Оценку распространенности и степе-
ни выраженности патологических проявлений инфек-
ции проводили при анализе сканов серийных срезов, 
полученных на цифровом сканере микропрепаратов 
Olympus SlideView VS200 (Olympus, Германия; про-
граммный пакет VS200ASW 3.2). 

Статистическую обработку результатов прово-
дили программой Statistica v13.0.

Результаты и обсуждение

Через 120 часов после заражения в гомогена-
тах легких и носовой полости инфицированных жи-

вотных определена вирусная нагрузка с помощью  
ОТ-ПЦР в режиме реального времени и методом ти-
трования инфекционного вируса на культуре клеток 
Vero E6 по ЦПД50. В табл. 2 представлены результа-
ты оценки патогенности различных инфицирующих 
доз для пяти вариантов вируса SARS-CoV-2 после 
интраназального заражения сирийских хомячков.

Анализ полученных результатов не показал до-
стоверного снижения вирусной нагрузки в тканях 
хомячков, зараженных вариантом омикрон, в сравне-
нии с предшествующим вариантом дельта. При этом 
значения Ct и инфекционного титра, полученные для 
VOC омикрон, позволяют говорить о большей пато-
генности, чем у варианта ухань и VOC альфа. Кроме 
того, в отличие от предыдущих вариантов, у вариан-
та омикрон на пятые сутки после интраназального 
заражения вирусная нагрузка и титр инфекционного 
вируса значительно выше в носовой полости, чем 
в легких. Этим может объясняться его повышенная 
способность к передаче инфекции при контакте.

Для оценки вирулентности вызывающих обе-
спокоенность вариантов вируса SARS-CoV-2 мы 
определили значение инфицирующей дозы ИД50 при 
интраназальном способе заражения сирийских хо-
мячков для референс-штамма и четырех вариантов 
VOC: альфа, бета, дельта и омикрон. ИД50 для пяти 
вариантов вируса SARS-CoV-2, определенная по на-
личию вируса в тканях носовых ходов и/или легких 
хомяков, представлена в табл. 3.

Таблица 2 / Table 2
Определение патогенности различных инфицирующих доз для пяти вариантов вируса SARS-CoV-2 при интраназальном заражении  

сирийских хомячков
Determination of pathogenicity of various infecting doses for five variants of SARS-CoV-2 virus during intranasal infection of Syrian hamster

Генетические варианты
Genetic variants

Ухань
Wuhan

Альфа
Alpha

Бета
Beta

Дельта
Delta

Омикрон
Omicron

Инф. титр стока штамма 
(ЦПД50/мл)

Titer of a virus stock 
(TCID50/ml)

5,55 lg 6,05 lg 6,0 lg 6,0 lg 5,65 lg

разве-
дение

dilution

параметр
parameter

носовые 
ходы
nasal  

passages

легкие
lungs

носовые 
ходы
nasal  

passages

легкие
lungs

носовые 
ходы
nasal  

passages

легкие
lungs

носовые 
ходы
nasal  

passages

легкие
lungs

носовые 
ходы
nasal  

passages

легкие
lungs

–7
Ct* 40,00±0 40,00±0 40,00±0 40,00±0 32,20±9,16 34,31±6,61 40,00±0 40,00±0 40,00±0 40,00±0

Тинф** / Tinf ≤0,5 ≤0,5 ≤0,5 ≤0,5 ≤0,5 ≤0,5 ≤0,5 ≤0,5 ≤0,5 ≤0,5

–6
Ct 40,00±0 40,00±0 28,07±14,65 35,29±9,43 16,75±4,01 24,26±11,29 29,34±12,31 29,71±11,91 40,00±0 40,00±0

Тинф / Tinf ≤0,5 ≤0,5 1,5±0,0 ≤0,5 3,0±0,0 2,5±0,5 1,5±0,0 1,5±0,0 ≤0,5 ≤0,5

–5
Ct 40,00±0 40,00±0 18,63±7,42 23,14±10,50 15,41±0,67 17,39±1,82 18,96±1,24 18,61±1,85 40,00±0 40,00±0

Тинф / Tinf ≤0,5 ≤0,5 2,5±0,0 2,5±0,0 ≤0,5 ≤0,5 2,5±0,0 2,5±0,0 ≤0,5 ≤0,5

–4
Ct 40,00±0 40,00±0 13,70±2,36 12,56±0,90 12,53±1,26 16,65±1,36 19,97±1,36 21,88±2,51 26,32±13,33 31,32±6,72

Тинф / Tinf ≤0,5 ≤0,5 3,5±0,5 3,5±0,0 3,5±0,0 3,5±0,5 3,0±0,0 3,0±0,0 2,5±0,0 1,5±0,0

–3
Ct 35,74±6,27 36,86±4,53 14,81±1,49 13,88±2,38 13,05±1,12 16,59±3,78 18,79±1,74 20,65±2,14 13,12±1,36 17,21±4,46

Тинф / Tinf ≤0,5 ≤0,5 3,5±0,0 3,5±0,0 3,5±0,0 3,5±0,0 3,0±0,0 3,0±0,0 3,5±0,0 3,5±0,5

–2
Ct 29,67±8,21 31,99±4,87 13,04±1,04 14,77±1,27 13,99±1,34 17,13±6,35 13,54±0,80 12,49±0,84 16,65±2,78 23,24±3,22

Тинф / Tinf 1,5±0,0 1,5±0,0 3,5±0,0 3,5±0,0 3,5±0,0 3,5±0,5 3,5±0,0 3,5±0,0 3,5±0,0 3,0±0,0
Примечания :  *Сt – cycle threshold. Значение Сt=40,00 принимали за отрицательное; **Тинф – инфекционный титр (lg ЦПД50/мл). Значение 

≤0,5lg – пороговое значение метода титрования инфекционного вируса по ЦПД.

No te s :  *Ct – cycle threshold. Сt value>40.00, was taken as negative **Tinf – infectious titer (lg TCID50/ml). The limit of detection of an infectious virus 
in samples by titration on Vero E6 cell culture ≤0,5lg TCID50/ml.



168

Проблемы особо опасных инфекций. 2022; 3						      Оригинальные статьи

Сравнительный анализ данных по величине 
ИД50 показывает, что наиболее вирулентен вариант 
бета вируса SARS-CoV-2 (меньшее количество ин-
фекционного вируса требуется для инфицирования), 
наименее – вариант альфа, имеющий в ~1,5 раза 
большее значение 50 % инфицирующей дозы в срав-
нении с референс-штаммом. Варианты дельта и оми-
крон обладают сравнимой способностью вызывать 
специфическое поражение тканей дыхательных пу-
тей, при этом уступая только варианту бета.

Для получения более детального представления 
о поражении легких, вызванного действием корона-
вируса изучаемых генетических вариантов, прове-
дены гистологические исследования. Сканы срезов 
ткани легких сирийских хомячков, интраназально 
инфицированных вариантами вируса SARS-CoV-2, 
представлены на рисунке.

Наибольшее количество патологических из-
менений и максимальная площадь поражения тка-
ни легких наблюдались в группе инфицированных 

Таблица 3 / Table 3

ИД50 пяти вариантов вируса SARS-CoV-2 для интраназально зараженных сирийских хомячков
50 % infectious dose (ID50) of five variants of the SARS-CoV-2 virus for intranasally infected by Syrian hamsters

Штамм / вариант SARS-CoV-2
Strain / variant of SARS-CoV-2

Ухань
Wuhan

Альфа
Alpha

Бета
Beta

Дельта
Delta

Омикрон
Omicron

ИД50, ЦПД50, р=0,05
ID50, TCID50, p=0,05

7,8
[2,2÷19,8]

13,2
[3,7÷30,1]

0,6
[0,1÷1,0]

1,1
[0,21÷5,10]

1,3
[0,23÷5,81]

Гистологический срез легкого сирийского хомячка, окрашенный 
гематоксилином и эозином. Заражение интраназально дозой  
3,5 lg ЦПД50 штаммом варианта ухань (А), альфа (В), бета (С), 
дельта (D) и омикрон (Е):
1 – консолидация паренхимы легкого, утолщение межальвеолярных 
перегородок за счет отека и воспалительной инфильтрации; 2 – явления 
застоя – полнокровие сосудов, в том числе капилляров, сладж эритроци-
тов; 3 – плазма в просвете сосудов; 4 – периваскулярная воспалительная 
инфильтрация; 5 – детрит, следы отечной жидкости в полости альвеол; 
6 – явления плазморрагии; 7 – скопление лейкоцитов в просвете крове-
носного сосуда (лейкостаз) 

Histological section of a Syrian hamster lung stained with hema-
toxylin and eosin. Intranasal infection with a dose of 3.5 lg CPD50  
with a strain of the Wuhan variant (A), Alpha (B), Beta (C), Delta (D), 
and Omicron (E):
1 – consolidation of the lung parenchyma, thickening of the interalveolar 
septa due to edema and inflammatory infiltration; 2 – stagnation phenomena – 
vascular fullness, including capillaries, erythrocyte sludge; 3 – plasma in the 
vascular lumen; 4 – perivascular inflammatory infiltration; 5 – detritus, traces 
of edematous fluid in the alveolar cavity; 6 – plasmorrhagia phenomena;  
7 – accumulation of leukocytes in the lumen of blood vessel (leukostasis)
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вариантом бета (рисунок, С). Преобладающим был 
признак клеточной инфильтрации и отека стенок 
альвеол. Вариант дельта имел схожую патологиче-
скую картину (рисунок, D), при этом отмечено бо-
лее интенсивное проявление признака плазморра-
гии. Вариант альфа (рисунок, B) и референс-штамм 
ухань (рисунок, A) имели признаки очаговой консо-
лидации легочной ткани с суммарно меньшей площа-
дью, чем при заражении другими VOC-вариантами. 
В легких, пораженных вариантом омикрон, признак 
консолидации отсутствовал, отмечены инфильтра-
ция стенок альвеол, явления плазморрагии и отека с 
меньшей степенью выраженности, чем у вариантов 
дельта и бета.

Результаты гистологических исследований тя-
жести поражения ткани легких сирийских хомячков, 
интраназально инфицированных разными варианта-
ми вируса SARS-CoV-2, в некоторой степени корре-
лируют с значениями ИД50. Например, более виру-
лентный вариант бета с ИД50, равной всего 0,6 ЦПД50, 
вызывает более тяжелые повреждения легких сирий-
ских хомячков.

В нашем исследовании VOC-варианты вируса 
SARS-CoV-2 при интраназальном заражении показа-
ли разную степень патогенности в модели сирийско-
го хомячка. Выявленные различия инфицирующих 
доз и патологических изменений в легких позволя-
ют нам сравнить патогенность различных генетиче-
ских вариантов VOC с исходным штаммом вируса  
SARS-CoV-2.

Результаты исследования способствуют нако-
плению новых данных о патогенезе инфекционного 
процесса, обусловленного различными вариантами 
вируса SARS-CoV-2, и позволяют совершенствовать 
этап доклинической оценки разрабатываемых пре-
паратов для профилактики и терапии COVID-19 на 
модели сирийского хомячка.

Конфликт интересов. Авторы подтверждают 
отсутствие конфликта финансовых/нефинансовых 
интересов, связанных с написанием статьи.
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Детекция Bacillus anthracis по генам профага lambda_Ba03  
посредством ПЦР в реальном времени
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Цель исследования – разработка набора праймеров и флуоресцентных зондов для детекции двух хромо-
сомных мишеней Bacillus anthracis методом ПЦР в реальном времени на основе генов профага lambda_Ba03. 
Материалы и методы. При BLAST-анализе хромосомной ДНК B. anthracis в качестве мишеней определены два 
гена профага lambdaBa03: BA_5358 (AE016879.1: 4852332..4853642) и BA_5361 (AE016879.1: 4855298..4856278). 
Разработанные праймеры и флуоресцентные гидролизуемые пробы TaqMan для одновременной детекции хромо-
сомной ДНК B. anthracis по двум указанным генам проверены в реакциях ПЦР в реальном времени на чувстви-
тельность и специфичность. Результаты и обсуждение. Проведенные исследования на образцах хромосомной 
ДНК близкородственных бактерий (B. cereus, B. thuringiensis, B. subtilis, B. clausii) показали 100 % специфичность 
разработанных сетов праймеров/зондов. Чувствительность разработанного мультиплексного набора, исследован-
ная на образцах ДНК вакцинного штамма м55‑ВНИИВВиМ и архивных образцах ДНК B. anthracis, составила 
100 фг бактериальной ДНК, что в пересчете определяет предел чувствительности в 16,72 бактериального генома 
на реакцию. Разработанный мультиплексный набор позволяет использовать его как отдельный инструмент для 
исследовательских лабораторий, изучающих сибирскую язву.

Ключевые слова: Bacillus anthracis, ПЦР в реальном времени, lambdaBA_5358, lambdaBA_5361, сибирская 
язва.
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Abstract. The aim of the study was to develop a set of primers and fluorescent probes for the detection of two chro-
mosomal targets of Bacillus anthracis using real-time PCR based on the lambda_Ba03 prophage genes. Materials and 
methods. BLAST analysis of B. anthracis chromosomal DNA identified two target genes in the region of lambdaBa03 
prophage, BA_5358 (AE016879.1: 4852332..4853642) and BA_5361 (AE016879.1: 4855298..4856278). The designed 
primers and fluorescent hydrolysable TaqMan probes for simultaneous detection of B. anthracis chromosomal DNA by 
two stated genes were tested in qPCR for sensitivity and specificity. Results and discussion. Studies performed on chro-
mosomal DNA samples of closely related bacteria (B. cereus, B. thuringiensis, B. subtilis, B. clausii) have shown 100 % 
specificity of the developed sets of primers/probes. The sensitivity of the devised multiplex kit, tested on DNA samples of 
the m55-VNIIVViM vaccine strain and archival DNA samples of B. anthracis, reached 100 fg of bacterial DNA, which 
sets the limit of sensitivity at 17 genomes per reaction. The developed multiplex kit can be used as a separate tool for 
research laboratories studying anthrax.
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Возбудителем сибирской язвы является грам-
положительная спорообразующая инкапсулирован-
ная бактерия Bacillus anthracis, характеризующаяся 
тем, что ее генетический материал, помимо хромо-
сомы, включает две вирулентные плазмиды: pXO1 и 
pXO2 [1]. Эти плазмиды несут гены токсинов [2] и 
гены, отвечающие за синтез, деградацию и регуля-
цию капсулы. Последняя обладает антифагоцитар-
ной активностью, препятствует фагоцитозу бацилл и 
способствует их фиксации на клетках хозяина [3].

Основной проблемой при разработке чувстви-
тельной и специфичной тест-системы является высо-
кое сходство B. anthracis с B. cereus и B. thuringiensis; 
некоторые исследователи рассматривают их как 
изотипы одного вида из-за высокого генетического 
подобия [4]. Предлагаемые в настоящее время си-
стемы ПЦР для обнаружения B. anthracis основаны 
в основном на обнаружении мишеней, расположен-
ных на мегаплазмидах pXO1 и pXO2. Такие тест-
системы имеют высокую чувствительность; тем не 
менее существует также необходимость в одновре-
менном обнаружении хромосомного маркера. Это 
связано с тем, что некоторые изоляты B. anthracis 
не содержат плазмид, а некоторые изоляты B. cereus 
и B. thuringiensis содержат pXO1 [5] или pXO2 [6]. 
В настоящее время предложен ряд хромосомных ми-
шеней, но большинство из них не являются уникаль-
ными для B. anthracis [7]. 

Цель исследования – предложить новый вари-
ант хромосомного маркера для B. anthracis, осно-
ванный на одновременном обнаружении двух генов-
мишеней, уникальных для B. anthracis.

Материалы и методы

Штаммы B. cereus и B. subtilis получены  
у фирмы Liofilchem (Италия), B. thuringiensis –  
из Республиканской коллекции микроорганизмов 
(Астана, Казахстан), B. clausii – из медицинского 
препарата «Энтерожермина» («Санофи С.П.А.», 
Италия). Вакцинный штамм 55-ВНИИВВиМ при-
обретен в виде препарата «Вакцина против сибир-
ской язвы животных из штамма 55-ВНИИВВиМ 
жидкая» (BIOTRON GROUP, Казахстан). B. cereus, 
B. thuringiensis и B. subtilis получены в виде вегета-
тивных клеток, B. clausii и 55-ВНИИВВиМ – в виде 
спор. Все штаммы высевались на чашки со стериль-
ной агаризованной средой LB без антибиотиков в 
боксе биобезопасности (класс II). Чашки культиви-
ровали при 37 °С 16 часов. Образцы ДНК B. anthra­
cis получены из «Национального центра биотехно-
логии» (РГП «НЦБ») [8]. Все образцы ДНК, исполь-
зованные в исследовании, предварительно протести-
рованы путем амплификации фрагмента 16S рДНК 

(универсальные праймеры 784F и 926R [9]) для под-
тверждения наличия бактериальной ДНК.

Выделение препаратов бактериальной ДНК про-
водили стандартно методом фенол-хлороформной 
экстракции согласно [10]. Определение количества 
нуклеиновых кислот проводили измерением уль-
трафиолетового поглощения на спектрофотометре 
NanoDrope (Thermo) при длине волны 260 нм.

Праймеры и флуоресцентные зонды синтези-
ровали в лаборатории органического синтеза РГП 
«НЦБ». Праймеры и зонд для определения гена 
lambdaBA_5361 имели следующую последователь-
ность: GCCAAATTCAGCATCTTGGATG (Fw), 
TTTGTCCTGAACCTGTAATGCCT (Rv), 
Cy5-CGCAACATTCCTTGGTTTACCTG-BHQ3. 

Праймеры и зонд для определения гена 
lambdaBA_5358 имели следующую последователь-
ность: GAAAATTCCTACAGCTCGTTCGTG (Fw), 
AGCAAATGAACACGATTGTCGTCT (Rv), 
Cy5‑AGGAAAATGCTGATGGCTCAGTCG-BHQ3.

ПЦР в реальном времени (ПЦР-РВ) проводи-
ли на приборах QuantStudio 5 и QuantStudio 6 Pro 
(Applied Bioscienses) в следующем режиме: 1) 95 °С, 
7 мин – 1 цикл; 2) 95 °С, 10 с; 59 °С, 30 с (сбор дан-
ных); 72 °С, 10 с – 40 циклов. Для ПЦР-РВ использо-
вали HotStart-Taq-полимеразу («СибЭнзим») со стан-
дартным HS-Taq-буфером («СибЭнзим»), дополни-
тельно включающим 0,15 мг BSA (Thermo), 0,5 мМ 
дНТФ («СибЭнзим»), 2 мМ MgCl2 («СибЭнзим»). 
Праймеры и зонды TaqMan добавляли в концентра-
ции 400 нМ и 100 нМ соответственно. В качестве 
матрицы в реакции использовали от 1 фг до 1 нг то-
тальной ДНК бактерий.

Результаты и обсуждение

Анализ хромосомы B. anthracis показал, что 
гены лямбоидных профагов Ba01-Ba04 являются наи-
более видоспецифичными. Для анализа использова-
ли последовательность генома вакцинного штамма 
B. anthracis Ames (AE016879.1). В качестве генов-
мишеней выбраны два гена профага lambda-Ва03: 
главный капсидный белок BA_5361 (AE016879.1: 
4855298..4856278) и портальный белок фага BA_5358 
(AE016879.1: 4852332..4853642). Следует отметить, 
что ген lambdaВА_5358 более известен как PL3 [7] 
и рекомендован в качестве специфической мишени 
с 2011 г., но в данном исследовании нами выбрана 
5’‑концевая часть последовательности данного гена.

BLAST-анализ (ncbi.nlm.nih.gov) показал, 
что последовательности генов lambdaBA_5361 и 
lambdaBA_5358 не имеют гомологий среди других 
представителей семейства бацилл, даже при рас-
ширении границ поиска с megablast (высокогомоло-
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гичные последовательности) до blastn (сколько-то 
схожие последовательности). Последовательности 
праймеров и зондов TaqMan подобраны в програм-
ме Vector NTI Suite 11.0. Длина ПЦР продуктов со-
ставляла 134 н. для lambdaBA_5361 и 132 н. для 
lambdaBA_5358. Оба зонда TaqMan мечены флуорес-
центным красителем Cy5, чтобы иметь возможность 
включать их в реакцию одновременно, не используя 
лишний канал для детекции хромосомных генов.

Для определения чувствительности разработан-
ных наборов праймеров и зондов проведена ПЦР-РВ 
с положительными контрольными образцами ДНК 
изолятов B. anthracis [8]. Также использовалась ДНК, 
выделенная из вакцинного штамма 55‑ВНИИВВиМ. 
Реакцию проводили как ПЦР‑РВ на множественные 
мишени, так и на одиночные мишени для сравне-
ния эффективности. Выяснено, что множественный 
вариант ПЦР‑РВ на оба гена показывает большую 
эффективность, чем при постановке реакций на 
одиночные мишени. Дальнейшее исследование про-
водилось только с использованием ПЦР‑РВ на обе 
мишени.

На следующем этапе мы определили чувстви-
тельность разработанной системы на множествен-
ные мишени на ряде разведений контрольных ДНК 
B. anthracis. Анализ данных проводился в програм-
ме Q‑Gene. Определенная нами чувствительность 
разработанного набора праймеров/зондов составила 
100 фг тотальной бактериальной ДНК. В пересчете 
на количество геномов, исходя из размера генома 
B. anthracis 5,504·106 н., предел чувствительности 
составил 16,72 генома. Таким образом, мы показали, 
что линейный динамический диапазон, при котором 
коэффициент аппроксимации R2 равен 0,99, имел 
протяженность от 16,72 до 167200,00 копий генома 
на реакцию. Эффективность реакции ПЦР РВ коле-
балась от 84 до 116 % (угол наклона = –3,77).

Для определения специфичности разработан-
ного набора поставлена ПЦР-РВ с образцами ДНК 
B. cereus, B. thuringiensis, B. subtilis, B. clausii. В ка-
честве положительного контроля использовали ДНК 
вакцинного штамма. Реакцию ставили в пяти по-
вторах; специфичность набора составила 100 %, по-
скольку ни в одном образце помимо положительного 
контроля не детектировался сигнал флуоресценции. 
Стоит отметить, что в качестве контрольных образцов 
для проверки специфичности использовались в чис-
ле прочих B. cereus и B. thuringiensis, которые обес
печивают подавляющую долю кросс-реактивности 
при определении тест-системами, основанными на 
детекции плазмид pXO1 и pXO2 [4, 6].
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26–28 сентября 2022 г. в Санкт-Петербурге под 
патронатом Федеральной службы по надзору в сфере 
защиты прав потребителей и благополучия человека 
проведены Международный симпозиум “Yersinia 14” 
и XVI Межгосударственная научно-практическая 
конференция по вопросам санитарной охраны тер-
ритории и снижения риска распространения чумы.

Международный симпозиум по иерсиниям про-
ходил в Российской Федерации впервые в истории 
этого научного форума. Его проведение совпало 
с важными датами: 100-летием государственной 
санитарно-эпидемиологической службы и 125-летием 
системы противочумных учреждений России, уни-
кальных организаций, обеспечивающих санитарно-
эпидемиологическое благополучие по чуме и другим 
особо опасным инфекционным болезням. 

В очном и заочном формате в мероприятиях при-
няли участие 250 человек из Российской Федерации 
и стран ближнего (Республика Азербайджан, Рес
публика Армения, Республика Беларусь, Респуб
лика Казахстан, Киргизская Республика, Республика 
Таджикистан, Республика Узбекистан) и даль-
него (Монголия, Социалистическая Республика 
Вьетнам, Гвинейская Республика, Демократическая 
Республика Конго, Бразилия, Венесуэла, Мадагаскар, 
Иран, Замбия, Бурунди, Китайская Народная 
Республика, США) зарубежья, а также представи-
тели Исполнительного комитета СНГ и Всемирной 
организации здравоохранения.

На открытии симпозиума и конференции вы-
ступали руководитель Федеральной службы по 
надзору в сфере защиты прав потребителей и бла-
гополучия человека А.Ю. Попова, которая пред-
ставила приветствие председателя Правительства 
Российской Федерации В.М. Мишустина, и ис-

полняющий обязанности губернатора Санкт-
Петербурга Н.В. Линченко. В формате видео
обращения выступил региональный директор ВОЗ  
Hans Henri P. Kluge.

В докладах, представленных на симпозиуме 
“Yersinia 14” и XVI Межгосударственной конферен-
ции, а также в опубликованных материалах освещен 
широкий круг вопросов, касающихся эпидемиоло-
гии, профилактики и диагностики чумы и других 
опасных инфекционных болезней. Обсуждены про-
блемы эволюции и геномики чумного микроба, фи-
логенетических особенностей штаммов, выделен-
ных в различных очагах. Докладчики представили 
последние достижения в области изучения экологии 
и свойств возбудителей, патогенеза и вакцинопрофи-
лактики. Большое внимание уделено проблемам са-
нитарной охраны территории и межгосударственно-
му сотрудничеству в области борьбы с опасными ин-
фекционными болезнями, внедрению современных 
информационных, диагностических, профилакти-
ческих технологий, необходимых для оптимизации 
мероприятий по обеспечению эпидемиологического 
благополучия. Обсуждены вопросы функциониро-
вания и усовершенствования систем мониторинга 
и реагирования на чрезвычайные ситуации в об-
ласти общественного здравоохранения санитарно-
эпидемиологического характера в странах СНГ.

Участники симпозиума и конференции отмети-
ли высокий научный уровень и прекрасную органи-
зацию обоих мероприятий.

Научным комитетом Международного симпо-
зиума принято решение о проведении очередного 
симпозиума Yersinia-XV в 2025 г. в Монголии. XVII 
Межгосударственная научно-практическая конфе-
ренция пройдет в Российской Федерации в 2024 г.

ИНФОРМАЦИЯ 
Information

О Международном симпозиуме “Yersinia 14”  
и XVI Межгосударственной научно-практической конференции  

по вопросам санитарной охраны территории и снижения риска распространения чумы
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26 сентября 2022 г. в рамках проведения 
XVI Межгосударственной научно-практической кон
ференции по вопросам санитарной охраны терри
тории и снижения риска распространения чумы 
состоялось XVI заседание Координационного со-
вета по проблемам санитарной охраны территорий 
государств – участников Содружества Независимых  
Государств от завоза и распространения особо опас-
ных инфекционных болезней. 

В заседании приняли участие члены Коорди
национного совета и их полномочные представители 
от Республики Азербайджан, Республики Армения, 
Республики Беларусь, Республики Казахстан, 
Киргизской Республики, Российской Федерации, 
Республики Таджикистан, Республики Узбекистан, 
а также представитель Исполнительного комитета 
СНГ. Вел заседание председатель Координационного 
совета – директор ФКУН Российский научно-
исследовательский противочумный институт 
«Микроб» В.В. Кутырев. 

Участники заседания выразили признательность 
Российской Федерации и отметили, что реализация 
программ содействия России странам-партнерам на 
пространстве Содружества по вопросам внедрения 
ММСП и обеспечения эпидемиологического благо-
получия по чуме является важной составляющей как 
в теоретической части повышения квалификации 
соответствующих специалистов, так и в отработке 
практических навыков при проведении тренировоч-

ных учений и экспедиций по вопросам борьбы с осо-
бо опасными инфекциями.

В ходе заседания обсужден ряд проблемных во-
просов. В частности, отмечена недостаточная работа 
ответственных лиц ряда государств – участников СНГ 
по реализации Положения о порядке осуществления 
информационного обмена между государствами – 
участниками СНГ о чрезвычайных ситуациях в обла-
сти санитарно-эпидемиологического благополучия 
населения и по формированию Реестра специалистов 
организаций санитарно-эпидемиологического про-
филя государств – участников СНГ для совместной 
работы в зоне чрезвычайной ситуации санитарно-
эпидемиологического характера. 

Участники заседания одобрили План рабо-
ты Координационного совета на 2023–2024 гг. и 
Дорожную карту по разработке и актуализации меж-
государственных нормативных документов. Все рас-
смотренные вопросы и принятые по ним решения 
отражены в протоколе заседания. 

За активную деятельность по обеспечению 
санитарно-эпидемиологического благополучия на-
селения государств – участников СНГ, а также за 
продолжительную и безупречную работу в органах 
Совета по сотрудничеству в области здравоохранения 
СНГ председателю Координационного совета, дирек-
тору института «Микроб» Владимиру Викторовичу 
Кутыреву вручена грамота Исполнительного коми-
тета СНГ.

О проведении XVI заседания Координационного совета  
по проблемам санитарной охраны территорий государств –  

участников Содружества Независимых Государств  
от завоза и распространения особо опасных инфекционных болезней


