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Чукотка как портал для распространения бешенства на Камчатку (систематический обзор)
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цель обзора – оценить особенности распространения и эпидемиологическую опасность бешенства на край-
нем северо-востоке азии. систематический обзор подготовлен в результате синтеза публикаций о бешенстве 
и «диковании» за 1860–2022 гг. (n=22) и ранее не опубликованных данных за 2009–2023 гг. с конца XIX в. до 
1980-х гг. эпизоотии бешенства систематически наблюдались на чукотке и камчатке. выявлена корреляционная 
связь времени возникновения заболеваний бешенством на этих территориях с лагом в 1–2 года (r=0,349; p=0,054). 
на чукотке с 2009 по 2023 г. подтверждено 24 случая бешенства у животных; на камчатке бешенство не регистри-
руется после 1981 г. до 1982 г. описано 5 подтвержденных случаев заболевания бешенством у людей на чукотке, 
а также 4 случая смерти людей предположительно от бешенства (чукотка – 3, камчатка – 1). установлено сход-
ство пространственного распространения эпизоотий в разные периоды времени. бешенство выявлялось преиму-
щественно на территории постоянного обитания песца (Vulpes lagopus) в прибрежных тундрах от устья колымы 
до анадырского залива. за пределами этой территории (долины рек анадырь и пенжина, полуостров камчатка) 
бешенство распространялось среди лисиц (Vulpes vulpes). в настоящее время значение песца в распространении 
бешенства на чукотке сократилось, а значение лисицы существенно возросло. благодаря вакцинации бешенство 
среди собак регистрируется спорадически. изоляты вируса бешенства с чукотки принадлежат к генетической 
линии Arctic (группа Arctic-3), имеющей циркумполярное распространение. возможность независимой циркуля-
ции вируса бешенства на камчатском полуострове сомнительна из-за ограниченных размеров популяции лисицы. 
на основе картографирования установлены возможные направления заноса бешенства с чукотки на камчатский 
полуостров. проведение барьерной оральной вакцинации лисиц рекомендуется в годы подъема численности ли-
сицы и песца на чукотке.

Ключевые слова: арктическое бешенство, чукотка, камчатка, история изучения, пространственно-временной 
анализ.
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Chukotka as a Portal for the Rabies Introduction into Kamchatka (Systematic Review)
1Irkutsk State Medical University, Irkutsk, Russian Federation; 
2Federal Center for Animal Health, Vladimir, Russian Federation; 
3Irkutsk State Agrarian University named after A.A. Ezhevsky, Irkutsk, Russian Federation

Abstract. The aim of this review was to assess the peculiarities of distribution and epidemiological risk of rabies 
in the extreme northeast of Asia. The systematic review was prepared through synthesizing publications on rabies over 
1860–2022 (n=22) and previously unpublished data for 2009–2023. From the late 19th century until the 1980s, rabies epi-
zootics were consistently observed in Chukotka and Kamchatka. A correlation was found between the time of occurrence 
of rabies in those territories with a lag period of 1–2 years (r=0.349; p=0.054). In 2009–2023, 24 animal rabies cases were 
confirmed in Chukotka; rabies has not been registered in Kamchatka since 1981. Until 1982, 5 confirmed human rabies 
cases were described in Chukotka, as well as 4 lethal cases presumably due to rabies (Chukotka – 3, Kamchatka – 1). 
The similarity of the spatial distribution of epizootics in different periods of time was established. Rabies was detected 
mainly in the area of the permanent polar fox (Vulpes lagopus) habitation, in the coastal tundra from the mouth of the 
Kolyma River to the Anadyr Gulf. Outside this territory (the valleys of the Anadyr and Penzhina Rivers, the Kamchatka 
Peninsula), rabies was reported in red foxes (Vulpes vulpes). At present, the importance of the polar fox in the spread of 
rabies in Chukotka has decreased, while the significance of the red fox has increased substantially. Due to vaccination, 
rabies among dogs is recorded sporadically. Rabies virus isolates from Chukotka belong to the Arctic genetic lineage 
(Arctic-3 group), which has a circumpolar distribution. The possibility of independent circulation of the rabies virus in 
the Kamchatka Peninsula is doubtful because of the limited size of the red fox population. Based on the mapping, pos-
sible directions for the introduction of rabies to Kamchatka from Chukotka have been identified. Barrier oral rabies vac-
cination of foxes is recommended during the years of high abundance of red and polar foxes in Chukotka.

Key words: Arctic rabies, Chukotka, Kamchatka, history of study, spatiotemporal analysis.
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бешенство широко распространено в арктиче-
ских и субарктических районах евразии и северной 
америки. в современной научной литературе при 
описании этой болезни на крайнем севере исполь-
зуются термины «арктическое бешенство» или Arctic 
rabies [1–3]. на чукотке и камчатке, а также на се-
вере сибири и на аляске эта болезнь была извест-
на с XIX в. под разными названиями: «дикование», 
«дикость», «дикуша», «камчатская дикость», Polar 
madness, Eskimo dog disease, Arctic dog disease и др. 
[4–8]. необычное поведение и периодически воз-
никающая массовая гибель песцов, лисиц, ездовых 
собак и северных оленей издавна привлекали вни-
мание местного населения, первопроходцев и иссле-
дователей севера [9, 10]. Ф. холодцов, а.с. грюнер 
и другие ветеринары, впервые наблюдавшие эту 
болезнь на северо-восточных окраинах россии, по-
лагали более 100 лет тому назад, что это бешенство, 
хотя отмечали особенности проявлений болезни и 
предлагали выделить ее в самостоятельную нозоло-
гическую форму [4, 11]. главной особенностью в те 
времена считалась невосприимчивость человека к 
этой болезни [9–11]. 

в середине XX в. этиология болезни под-
тверждена выделением вируса бешенства от песцов 
Vulpes (Alopex) lagopus и других животных арктики  
[7, 8, 12]. в дальнейшем основное внимание уделя-
лось изучению природной очаговости и эпидемиоло-
гической значимости бешенства в высоких широтах. 
к настоящему времени заболевания людей бешен-
ством зарегистрированы на северных территориях 
российской Федерации от чукотки до кольского по-
луострова, на аляске и в гренландии [13–16]. в на-
чале XXI в. установлено, что в арктике и субарктике 
циркулирует географический вариант вируса бе-
шенства, получивший название «арктический», или 
arctic [2, 3]. Филогенетический анализ указывает на 
связь генетической линии вируса бешенства Arctic с 
родственной линией Arctic-like (подобная арктиче-
ской), варианты которой в настоящее время распро-
странены на юге дальнего востока россии, в китае, 
индии, непале и некоторых других районах азии. 
предполагается, что вирус бешенства проник на се-
вер евразии и америки из Юго-восточной азии с 
разделением генетических линий около 1500 лет на-
зад [2]. эти данные указывают на ключевую роль 
северо-востока азии и аляски в распространении 
бешенства в высоких широтах. 

с 1982 г. камчатский край считается благо-
получной по бешенству территорией. сведения о 
бешенстве на чукотке также отсутствовали в тече-
ние продолжительного времени, но после 2009 г. 
эпизоотологическая ситуация ухудшилась [16, 17]. 
возникла угроза проникновения вируса бешенства 
на камчатку через перешеек, соединяющий два по-
луострова. для планирования превентивных меро-
приятий важно знать, как в прошлом распростра-
нялись эпизоотии в этом регионе. из-за потепления 
климата и упадка пушного промысла ожидается из-
менение потенциала природных очагов бешенства в 
арктике [3, 18, 19]. 

разрозненные сведения о бешенстве на чукотке 
и камчатке опубликованы в виде тезисов, статей 
и отчетов в основном до 1990 г. и практически не 
представлены в современных электронных базах 
данных. многие старые публикации становят-
ся библиографической редкостью. на картах рас-
пространения бешенства в россии информация по 
камчатке и чукотке отображена схематично [17, 20]. 
актуальность проблемы определяется также ра-
стущей популярностью экологического туризма на 
дальнем востоке россии. таким образом, анализ 
накопленных сведений о бешенстве на рассматри-
ваемой территории представляет научный и практи-
ческий интерес.

цель обзора – оценить особенности распро-
странения и эпидемиологическую опасность бе-
шенства на полуостровных территориях крайнего 
северо-востока азии. проведен систематический 
обзор публикаций о распространении бешенства на 
камчатке и чукотке за 1860–2022 гг. с включением 
ранее не опубликованных данных за 2009–2023 гг. 
обработана информация о распространении бешен-
ства в пределах современных границ чукотского авто-
номного округа (чао) и камчатского края. принято 
во внимание, что до 1991 г. чукотка и камчатка 
входили в состав разных административных терри-
торий российской империи и ссср; в 1992 г. чао 
выведен из состава магаданской области, а в 2007 г. 
корякский национальный округ включен в состав 
камчатского края. 

поиски опубликованных источников проведены 
по каталогам библиотек, библиографическим указа-
телям и спискам из статей и диссертаций, а также 
через интернет в электронных базах данных (клю-
чевые слова: бешенство, арктическое бешенство, 

Conflict of interest: The authors declare no conflict of interest.

Funding: The authors declare no additional financial support for this study.

Acknowledgements: The authors are grateful to the specialists of the Veterinary Departments, Rospotrebnadzor Administrations 
and the Departments of Natural Resources and Ecology in the Chukotka Autonomous National District (Anadyr) and the Kamchatka 
Territory (Petropavlovsk-Kamchatsky) for their assistance in collecting information for 2009–2023.

Corresponding author: Aleksandr D. Botvinkin, e-mail: botvinkin_ismu@mail.ru.
Citation: Botvinkin A.D., Zarva I.D., Chupin S.A., Mel’nikov A.V., Mel’tsov I.V. Chukotka as a Portal for the Rabies Introduction into Kamchatka (Systematic Review). 

Problemy Osobo Opasnykh Infektsii [Problems of Particularly Dangerous Infections]. 2023; 4:6–15. (In Russian). DOI: 10.21055/0370-1069-2023-4-6-15
Received 28.06.2023. Accepted 04.07.2023.

Botvinkin A.D., ORCID: https://orcid.org/0000-0002-1324-7374  Mel’nikov A.V., ORCID: https://orcid.org/0009-0008-1563-5400
Zarva I.D., ORCID: https://orcid.org/0000-0002-4225-5998   Mel’tsov I.V., ORCID: https://orcid.org/0000-0001-8566-7004
Chupin S.A., ORCID: https://orcid.org/0000-0002-2114-5589



8

Проблемы особо опасных инфекций. 2023; 4        ОБЗОРЫ

дикование, Arctic rabies, чукотка, камчатка). в итоге 
отобрано 22 публикации, в которых имелись ориги-
нальные сведения о бешенстве на двух соседних тер-
риториях [4–6, 9–11, 21–36].

дополнительно использованы сведения, со-
бранные региональными организациями ветеринар-
ной и санитарно-эпидемиологической служб при 
осуществлении надзора за зоонозными инфекциями 
с 2009 г. до июня 2023 г. в анализ включены толь-
ко лабораторно подтвержденные случаи бешенства 
(n=24). сведения о численности и добыче лисицы за 
2008–2023 гг. по данным зимних маршрутных уче-
тов (зму) предоставлены департаментами природ-
ных ресурсов и экологии камчатского края и чао. 

собранные данные обработаны с использова-
нием гис-технологий; статистические расчеты вы-
полнены в программе Rstudio. методические осо-
бенности описаны при изложении результатов по 
разделам. 

Многолетняя динамика заболеваемости бе-
шенством. по динамическим рядам данных визу-
ально определяются многолетние периоды неблаго-
получия по бешенству и периоды, в течение которых 
сведения о бешенстве отсутствуют (рис. 1). 

из-за скудности количественных данных в 
опубликованных источниках для статистического 
анализа использовали бинарное кодирование. годы 
с наличием информации о бешенстве отмечены 
как «1», другие годы – как «0» с последующим рас-
четом коэффициента корреляции пирсона и кросс-
корреляции по камчатке и чукотке за два периода: 
1880–1982 гг. и 1950–1982 гг. за вековой период кор-
реляция слабая (r=0,197; p=0,048), что, очевидно, 
связано с неточностями в регистрации бешенства 
в прошлом. кросс-корреляционный анализ выявил 
статистически значимую связь с лагом ±(1–2) года 
и слабые признаки цикличности (рис. 1). во второй 
половине XX в. корреляционная связь средней силы 
(r=0,349; p=0,054).

статистические выкладки дополнены информа-
цией из первоисточников в хронологии. наиболее 

ранние описания эпизоотий найдены в публикаци-
ях о быте и условиях жизни местного населения. 
и.а. землянский приводит цитату из документов 
российского государственного исторического архива 
дальнего востока с описанием болезни с типичными 
для бешенства проявлениями, поразившей в 1860 г. 
собак, лошадей и крупный рогатый скот на запад-
ном берегу камчатки [35]. известный исследователь 
камчатки н.в. слюнин сообщал о повальном заболе-
вании лисиц и собак в 1883 г. с характерными для бе-
шенства признаками болезни [10]. сообщения о такой 
же болезни на чукотском полуострове в материалах 
экспедиций, организованных русским император-
ским географическим обществом, относятся к 1880–
1895 гг. [9, цит. по: 24]. высокопрофессиональные 
наблюдения по камчатскому краю за 1879–1899 гг. 
приводит ветеринарный врач Ф. холодцов [4]. 

в начале XX в. упоминания о бешенстве вол-
ков, собак и оленей на чукотке изредка появлялись 
в статистических сводках ветеринарной службы 
дальнего востока россии [21]. описания массового 
падежа собак от болезни, которую местное населе-
ние и власти считали бешенством, приводит в сво-
их отчетах ветеринарный врач охотско-камчатского 
края а.с. грюнер. по его мнению, гибель собак 
нередко была связана с бескормицей и чумой пло-
тоядных, но в 1915 г. на северо-западе камчатки 
болезнь определенно имела признаки бешенства, 
хотя и отличалась от него [11]. о массовой гибели 
лисиц зимой 1919/20 г. на камчатке сообщал зоо-
лог и путешественник стен бергман [цит. по: 5, 24]. 
обобщая данные за 1914–1936 гг., ветеринарный 
врач к.н. Шерстобоев, работавший в районе бухты 
провидения на чукотке, писал: «…от бухты тикси до 
берингова пролива, по побережью берингова моря и 
на камчатке… часто наблюдаются опустошительные 
эпизоотии лиссаподобного заболевания» [6]. 

периодически возникавшие эпизоотии «дикова-
ния» описаны на крайнем северо-востоке азии зоо-
логами и охотоведами, изучавшими промысел песца 
и лисицы в сибирской субарктике. эти публикации 

рис. 1. динамика выявления бешенства у людей и животных в 1880–2023 гг. и кросс-корреляция по годам данных по чукотке и 
камчатке в 1880–1982 гг.:
? – дата точно неизвестна; 2 и 4 – число случаев у людей; пунктир – 95 % доверительные интервалы

Fig. 1. Dynamics of human and animal rabies detection in 1880–2023 and cross-correlation function (CCF) of the data by years for Chukotka 
and Kamchatka in 1880–1982:
? – date is not precisely known; 2 and 4 – the number of human rabies cases; the dotted line – 95 % confidence intervals
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основаны на собственных полевых наблюдениях и 
информации, полученной от охотников [22, 24, 25, 
28–30]. особенно интенсивные эпизоотии отмечены 
в 1953–1959 и 1969–1972 гг. в ряде случаев бешен-
ство подтверждено лабораторными исследованиями 
[26–28]. из публикаций второй половины XX в. сле-
дует, что заболевания животных бешенством систе-
матически выявлялись на чукотке и камчатке до на-
чала 1980-х гг. так, массовая гибель песцов отмече-
на на чукотке в долинах рек песцовая и неизвестная 
зимой 1977/78 г. [34]. в 1980–1982 гг. бешенство 
подтверждено у песцов на о. врангеля [32] и в 
окрестностях г. анадыря [33]. последние единич-
ные случаи бешенства у животных на камчатке за-
регистрированы в 1974, 1978 и 1981 гг. [36]. с 1991 
по 2008 г. в официальных статистических докумен-
тах сведения о бешенстве в чао отсутствуют [16]. 
по данным ветеринарной службы, начиная с 2009 г. 
на чукотке выявлялось от 1 до 8 лабораторно под-
твержденных случаев бешенства в год, иногда с пе-
рерывами в 1–2 года. больше всего случаев зареги-
стрировано в 2023 г.

ГИС-анализ пространственного распростра-
нения бешенства животных. в отобранных для 
анализа публикациях (n=22) чукотка и камчатка 
упоминались почти одинаково часто (14 и 12 соот-
ветственно), в том числе в четырех публикациях 
фигурируют обе территории. картографирование 
собранных данных выполнено с помощью програм-
мы QGIS 3.2.1 на основе электронной ландшафтно-
географической карты Natural Earth и открытых 
данных аэрокосмической съемки GoogleEarth. 
локализация случаев на картах обозначена разны-
ми значками в зависимости от точности привязки к 
местности в первоисточнике (см. легенду к рис. 2). 

как следует из ранних публикаций, до 1950 г. 
падеж собак, лисиц и песцов от «дикования» на-
блюдался на чукотке преимущественно вдоль мор-
ского побережья, а также в долине р. анадырь [6, 9]. 
аналогичные особенности прослеживаются по 
схематической карте распространения бешенства 
животных на чукотке в 1967–1977 гг. [31]. в преде-
лах территории бывшего корякского национально-
го округа бешенство с наибольшим постоянством 
отмечалось в долинах р. пенжины и ее притоков,  
а в отдельные годы проникало до р. гижиги (ныне 
территория магаданской области) [25, 27]. в публи-
кациях по камчатскому краю чаще упоминаются за-
падное побережье и северо-восточные территории 
вблизи перешейка, но в некоторые годы бешенство 
распространялось по всему полуострову вплоть до 
мыса лопатка [25, 27, 28]. последовательное продви-
жение эпизоотии бешенства с материка на камчатку 
прослежено в статье эпидемиолога т.а. яковлевой 
и соавт.: в 1959–1961 гг. бешеных лисиц наблюдали 
в пенжинском районе камчатского края севернее 
перешейка; в 1961–1962 гг. заболевания животных 
выявлены в населенных пунктах вдоль западного 
побережья камчатки (тигильский район); в 1963 г. 
эпизоотия охватила южные и центральные райо-

ны; в 1964 г. не выявлено ни одного случая [27]. 
обобщенная информация до 1982 г. представлена на 
карте. в современный период бешенство на чукотке, 
как и в прошлом, регистрируется в приморских тун-
драх от устья р. колымы до анадырского залива и 
проникает вглубь материка по долине р. анадырь 
(рис. 2).

Сведения о заболевании людей бешенством. 
о том, что люди не заболевают бешенством после 
укусов бешеными животными в арктике, упоми-
нается в большинстве из 22 отобранных для ана-
лиза публикаций по чукотке и камчатке, но только 
в четырех из них (18,2 %) содержится конкретная 
информация, а не ссылки на работы предшествен-
ников. в качестве доказательств описаны нападения 
«дикую щих» собак, волков и песцов на людей, кото-
рые не заболевали, несмотря на серьезные травмы 
головы и рук, хотя собаки, покусанные теми же жи-
вотными, быстро погибали [4, 6, 10, 11]. в то же вре-
мя в пяти публикациях (22,7 %) имеются сообщения 
о заболевании людей. 

так, а. Шмит сообщает о смерти матроса па-
рохода «колыма», зимовавшего во льдах между 
о. врангеля и материком в 1928/29 г. «найдя мерт-
вого песца и содрав с него шкуру, матрос заболел бе-
шенством и умер» [23, с. 16]. этой же зимой артель-
щик с парохода «ставрополь», стоявшего во льдах 
в бухте провидения, был покусан в лицо и руки 
песцом, забежавшим на пароход. пострадавший  
«…умер через некоторое время при наличии нерв-
ного расстройства». в статье приведено сообщение 
врача (без указания года) о заболевании «…эски-
моса, имевшего в анамнезе укус больной собакой. 
смерть наступила при нарастающих паралитических 
явлениях» [6, с. 102]. в 1914 г. бешеный волк забе-
жал в стойбище оленеводов чаучу и покусал двух 
человек, которые «в ближайшие дни умерли от ран»  
[6, с. 101]. в статье Ф. холодцова со слов местного 
приказчика из с. толбачик записано, что «…камчат-
ский житель был покусан бешеной собакой, отчего 
он заболел также бешенством и умер» [4, с. 117]. 

в 1953–1956 гг. в анадыре впервые на чукотке 
официально зарегистрировано четыре случая смер-
ти людей от бешенства после укусов собак [31]. 
в 1982 г. после укусов в лицо, нанесенных песцом в 
окрестностях г. анадыря, погибла от бешенства жен-
щина, диагноз у которой подтвержден в лаборатории 
профессора м.а. селимова [33]. в общей сложности 
обнаружены сведения об 11 случаях смерти людей, 
ассоциированных с укусами собак (5), песцов (3) и 
волка, из которых пять официально зарегистрирова-
ны как бешенство, четыре предположительно вызва-
ны бешенством на основании проявлений болезни, 
и два человека, вероятно, погибли от ран. большая 
часть этих случаев приходится на чукотку, и только 
один описан на камчатке (рис. 1). 

еще в середине прошлого века а.н. Шерстобоев 
писал, что «имеются некоторые основания счи-
тать невосприимчивость людей не абсолютной»  
[6, с. 101]. известно, что коренные жители камчатки 
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боялись «дикующих» животных и в XIX в. лечи-
ли нанесенные ими раны «самым радикальным  
средством»: «…укушенное место захватывали кле-
щами, вырезали ножом… и прижигали каленым же-
лезом» [4, с. 117–118]. во многих публикациях при-
водятся объяснения причин редкости заболеваний 
людей бешенством в высоких широтах, включая низ-
кую численность населения, постоянное ношение 
теплой одежды, защищающей от укусов, особенно-
сти поведения местных собак, традиции уничтоже-
ния заболевших собак при самых первых признаках 
болезни и др. [4, 6, 10, 11, 13]. 

Идентификация вируса арктического бешен-
ства. до середины прошлого века в публикациях 
преобладали сведения, основанные на характерных 
проявлениях болезни без лабораторного подтверж-
дения. первые экспериментальные доказательства 
связи эпизоотий среди собак на крайнем северо-
востоке россии с вирусом бешенства получены 
а.с. Шерстобоевым. он установил, что антираби-
ческая вакцина защищала собак, покусанных «ди-
кующими» животными на чукотке [6]. эта работа 
и первые статьи о выделении вируса бешенства на 
о. котельном (новосибирские острова) и на аляске 

[7, 12] были опубликованы почти одновременно, но 
эксперименты по вакцинации проведены раньше. 
долгое время важным аргументом в пользу существо-
вания особой формы болезни на севере считалось 
отсутствие телец негри в головном мозге больных 
животных [11, 12]. оказалось, что этот дифференци-
альный признак не универсален, в том числе тельца 
негри обнаружены в пробах мозга животных, на-
правленных с камчатки в москву [27]. применение 
люминесцентной микроскопии для диагностики 
окончательно развеяло миф об отсутствии специфи-
ческих для бешенства внутриклеточных включений 
в головном мозге «дикующих» животных [39]. 

впервые надежно идентифицировать изоля-
ты вируса бешенства арктического происхождения 
удалось с помощью моноклональных антител р-41 
в тесте непрямой иммунофлюоресценции [40]. этот 
тест позволил подтвердить специфику штаммов, вы-
деленных на севере сибири, в том числе от песцов с 
о. врангеля в 1980 г. [1]. в 1999 г. вирус бешенства 
с антигенным маркером арктических штаммов впер-
вые выделен от человека, заразившегося в районе 
г. норильска, и получены прямые доказательства 
опасности этого вируса для людей [41].

рис. 2. пространственное распространение бешенства животных на камчатке и чукотке, 1860–2023 гг.:
карта слева: синие значки – 1860–1949 гг.; красные значки – 1950–1982 гг.; маленькие цветные значки – случаи бешенства с известными координатами; 
большие цветные значки – эпизоотии и вспышки с привязкой к району; маленькие черные точки – населенные пункты; черные линии – современные 
административные границы
карта справа: случаи бешенства животных в 2009–2023 гг.; красные значки – лисица; желтые – собака; белые – песец; штриховка – территория по-
стоянного обитания песца в конце хх в. [по 38]; стрелки – основные пути миграций песца в направлении камчатки [по 34]

Fig. 2. Spatial distribution of animal rabies in Kamchatka and Chukotka, 1860–2023:
Map on the left: blue icons – 1860–1949; red icons – 1950–1982; small colored icons – rabies cases with known coordinates; large colored icons – epizootics 
and outbreaks with reference to the area; small black dots – settlements; black lines – modern administrative boundaries 
Map on the right: animal rabies cases in 2009–2023; red icons – red fox; yellow ones – dogs; white – polar fox; hatching – the territory of the permanent habita-
tion of the polar fox at the end of the 20th century [38]; arrows – the main routes of polar fox migration towards Kamchatka [34]



11

Problemy Osobo Opasnykh Infektsii [Problems of Particularly Dangerous Infections]. 2023; 4       Reviews

кардинальный прогресс в этом направлении до-
стигнут на основе современных молекулярных тех-
нологий [2, 3]. первые результаты секвенирования 
и филогенетического анализа фрагментов рнк изо-
лятов вируса бешенства с чукотки приведены в этой 
работе (рис. 3). частичное секвенирование генома 
5 изолятов вируса бешенства с чукотки и филогене-
тический анализ проведены по методике, описанной 
ранее [37]. дерево построено в программе MEGA11 с 
использованием метода Maximum Likelihood и моде-
ли General Time Reversible на основе анализа нуклео-
тидных последовательностей почти полноразмерно-
го гена N (1350 п.н.) 32 изолятов вируса бешенства 
из различных регионов. в качестве внешней группы 
использован изолят от лисицы из средней полосы 
россии (1564NNO), относящийся к генетической 
линии Steppe (степная). все изоляты вируса бешен-
ства с чукотки отнесены к группе Arctic-3, которая 
имеет циркумполярное распространение, включая 
север якутии, аляску, северо-западное побережье 
канады и гренландию [2, 3]. старые изоляты вируса 
с камчатки не сохранились. 

не исключено, что в прошлом могли иметь 
место завозы вируса бешенства на крайний север 

из умеренных и южных широт с собаками – неиз-
менными участниками северных экспедиций [42],  
но прямых доказательств этого на чукотке и камчатке 
не обнаружено. 

Видовой состав хозяев вируса бешенства. 
и местное население, и ветеринарные специалисты 
прошлого считали, что падеж собак возникает после 
того, как начинают «диковать» песцы и лисицы [4, 6, 
10, 11]. в большинстве источников нет точных све-
дений о количестве заболевших животных, поэтому 
участие животных разных видов в распространении 
бешенства оценено по частоте их упоминания в опуб-
ликованных работах (таблица). в таблицу включены 
виды животных из числа основных хозяев вируса 
бешенства. виды-«жертвы» (северный олень, круп-
ный рогатый скот, лошади, свиньи), которые отме-
чены в пяти источниках по чукотке и в четырех – по 
камчатке, исключены из статистических расчетов. 

сведения о заболевании песцов на камчатке 
отсутствуют. но в публикациях по чукотке о бе-
шенстве этих животных в прошлом упоминалось 
чаще, чем о бешенстве лисиц. в последние годы на 
чукотке бешенство чаще всего выявляли у лисиц 
(73,9 %) и лишь два случая (8,7 %) подтверждено 

рис. 3. Филогенетическое дерево изолятов вируса бешенства генетических линий Arctic и Arctic-like: 
ромбы – изоляты с чукотки; цифры в узлах дерева – показатели бутстреп-анализа (1000 повторений); для изолятов на дереве приведены номер в 
GenBank, название изолята, место, год и источник выявления (rf – лисица; af – песец; rdr – северный олень; sf – корсак; dog – собака; cow – крупный 
рогатый скот; gt – коза; hu – человек, nd – нет данных)

Fig. 3. Phylogenetic tree of rabies virus isolates of Arctic and Arctic-like genetic lineages:
rhombuses – isolates from Chukotka; the numbers in the nodes of the tree are indicators of bootstrap analysis (1000 repetitions); for isolates on the tree, the 
number in the GenBank, the designation of the isolate; site, year and source of detection are provided (rf – red fox; af – Arctic fox; rdr – reindeer; sf – corsac; 
gt – goat; hu – human; nd – no data)
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у песцов. в этот же период, при расследовании об-
стоятельств заболевания четырех собак на чукотке, 
в трех случаях установлены их контакты с лисица-
ми. статистический анализ подтверждает различия 
списков видов хищных млекопитающих, вовлекае-
мых в циркуляцию вируса бешенства на камчатке 
и чукотке в прошлом, а также на чукотке в разные 
периоды времени. 

Особенности биологии песца и лисицы. 
оптимальные местообитания песца (V. lagopus) и 
лисицы (V. vulpes) не совпадают. места размноже-
ния и постоянного обитания песца приурочены к 
сравнительно узкой полосе типичных арктических 
тундр на побережье северного ледовитого океана и 
чукотском полуострове (рис. 2). осенью и зимой для 
этого вида характерны дальние миграции преимуще-
ственно на восток и юг вдоль морского побережья и 
по долинам рек, а также на север и восток по льдам 
океана. регулярные заходы песца на камчатку и за-
падное побережье охотского моря отмечались до се-
редины прошлого века. известными направлениями 
миграций служат анадыро-пен жин ская депрессия и 
побережье берингова моря. в настоящее время мас-
штабы кочевок сократились и миграционные пути 
не идут далее нижнего течения р. пенжины и залива 
корфа [25, 34, 38]. область постоянного обитания 
песца в течение хх в. сокращалась. ареал лисицы, 
напротив, расширился до чаунской губы и устья 
р. колымы. этот вид предпочитает равнинные и хол-
мистые ландшафты с чередованием лесных и луго-
вых стаций, а также кустарниковые тундры, вытес-
няя из них песца [34]. для обоих видов характерны 
значительные колебания численности без строгой 
цикличности; вспышки численности песца обычно 
наблюдались после массового размножения леммин-
гов и сопровождались миграциями и эпизоотиями. 
в прошлом в годы «хорошего хода» и «набегов» ли-
сицы и песца добывалось рекордное количество пуш-
нины. после эпизоотий промысел резко сокращался, 
а весной охотники находили многочисленные трупы 

животных в зимнем меху [29, 34, 36]. так, например, 
до 1972 г. в камчатском крае заготавливалось 1,3–
4,5 тыс. шкурок лисицы ежегодно, а в 1973 г. после 
эпизоотии – всего 562 [28]. 

в современный период наблюдается тенденция 
снижения численности лисицы на чукотке и, осо-
бенно, на камчатке на фоне нерегулярных колебаний 
с промежутками в 3–5 лет (рис. 4). при визуальной 
оценке графиков после 2010 г. отмечаются признаки 
«зеркальности», но корреляция показателей числен-
ности лисицы по годам на этих территориях практи-
чески отсутствует (r= –0,07; p=0,88). лисица считает-
ся обычным видом и нередко живет в близком сосед-
стве с людьми. причины снижения ее численности 
не вполне понятны. охотничий пресс незначителен: 
на камчатке охотники-любители добывают 370–
780 лисиц в год, на чукотке – всего 30–35. промысел 
песца прекращен в силу экономических причин, 
а зимние учеты численности не проводятся из-за 
особенностей природных условий. ориентировочно 
современная численность этого вида на чукотке оце-
нивается в 6 тыс. особей. 

Профилактические мероприятия в современ-
ный период. в последнее десятилетие в чао 4,7–
4,8 тыс. собак и 1,1–1,4 тыс. кошек ежегодно приви-
валось вакциной «щелково-51». с 2021 г. организова-
ны отлов и вакцинация против бешенства животных 
без владельцев (до тысячи голов в год). аналогичная 
работа постоянно проводится в камчатском крае. 
в 2009–2023 гг. в ходе пассивного и активного мони-
торинга на чукотке исследованы на бешенство пробы 
от 172 животных, в том числе 13,4 % с положитель-
ным результатом. с 2009 г. в очагах с подтвержден-
ными случаями бешенства у животных были покуса-
ны 9 человек; все пострадавшие получили прививки 
от бешенства. значительно чаще укусы наносили 
животные, у которых диагноз бешенства не установ-
лен, – 205 случаев в год на чукотке и 679 случаев на 
камчатке (в среднем за 2013–2018 гг.). при этом по-
казатели обращаемости населения за антирабической 

оценка видового состава хозяев вируса бешенства на Чукотке и камчатке в разные периоды времени
Assessment of the species composition of rabies virus hosts in Chukotka and Kamchatka in different periods of time

виды животных / Species of animals

количество случаев бешенства, 
2009–2023 гг.

Number of animal rabies cases,  
2009–2023

количество публикаций с указанием видов бешеных животных,  
1860–1982 гг.

Number of publications indicating the species of rabid animals,  
1860–1982

чукотка / Chukotka
(n=24)*

чукотка / Chukotka
(n=13)**

камчатка / Kamchatka
(n=11)**

песец / Arctic fox (Vulpes lagopus) 2 8 0

лисица / Fox (Vulpes vulpes) 16 6 9

волк / Wolf (Canis lupus) 0 3 2

собака / Dog (Canis familiaris) 6 7 5

статистическая оценка различий 
Statistical assessment of differences

Ӽ2=11,22; p=0,011 Ӽ2=7,85; p=0,05

примечания :  * лабораторно подтвержденные случаи; ** в некоторых публикациях одновременно указано несколько видов; заливкой вы-
делено 1-е ранговое место.

No te s :  * laboratory confirmed cases; ** in some publications, several species are indicated at the same time; 1st ranking position is marked by  
light-blue color.
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помощью в чао примерно в два раза выше, чем в 
камчатском крае (408,5 и 213,9 на 100 тыс. населе-
ния соответственно), процент назначения на при-
вивки (82,3 и 61,8 % соответственно в 2013 г.) также 
выше [16]. численность населения в камчатском 
крае в 6 раз больше, чем в чао.

несмотря на отрывочный характер и возмож-
ные пробелы в сборе информации, очевидно, что с 
конца XIX в. до 1980-х гг. заболевания животных 
бешенством систематически, а в отдельные периоды 
одновременно, наблюдались на чукотке и камчатке. 
заболевания бешенством на этих территориях свя-
заны с лагом во времени в 1–2 года. в настоящее 
время эпизоотический процесс на территории чао 
продолжается, в камчатском крае бешенство не ре-
гистрируется уже более 40 лет.

результаты анализа публикаций не согласуются 
с широко распространенным мнением о том, что бе-
шенство («дикование») не представляет опасности 
для людей на крайнем севере. на чукотке описано 
больше случаев заболевания людей бешенством, чем 
во всех других северных регионах россии вместе 
взятых. единственный и сомнительный (по мнению 
автора его описания) случай отмечен на камчатке в 
конце XIX в. тем не менее причины редкости забо-
левания заслуживают дальнейшего изучения.

картографический анализ совокупности накоп-
ленных данных указывает на сходство простран-
ственного распространения эпизоотий в разные пе-
риоды времени. в чао бешенство выявлялось пре-
имущественно на территории постоянного обитания 
песца – в прибрежных тундрах от устья колымы 
до анадырского залива. повторяющиеся выносы 
вируса бешенства за пределы этой территории с 
распространением среди лисиц характерны для до-
лины р. анадырь. в камчатском крае бешенство с 
наибольшим постоянством в прошлом выявлялось 
в бассейне р. пежины, вдоль западного побережья 
камчатского полуострова, а также в долинах рек 
камчатка и авача, где расположена основная часть 
населенных пунктов (рис. 2).

бешенство в арктике – типичная природно-
очаговая инфекция. в настоящее время на крайнем 
северо-востоке азии роль песца в распространении 

бешенства снижается, а значение лисицы существен-
но возросло. благодаря вакцинации ушли в прошлое 
опустошительные эпизоотии среди собак, бешенство 
среди которых регистрируется спорадически. 

чукотка является частью трансконтиненталь-
ной эндемичной территории с постоянной циркуля-
цией вируса бешенства генетической линии Arctic. 
циркумполярное распространение варианта Arctic-3 
обеспечивается способностью песца совершать даль-
ние миграции [34, 38, 43]. возможность непрерыв-
ной циркуляции вируса бешенства на камчатском 
полуострове сомнительна из-за ограниченных раз-
меров популяции лисицы, и природный очаг здесь 
имеет зависимый характер. очевидно, в прошлом 
заносы периодически происходили с чукотки, но 
прекратились в 1980-е гг. в результате сокращения 
масштабов миграций песца. наиболее вероятным 
экологическим коридором распространения бешен-
ства на камчатку служила анадыро-пен жин ская де-
прессия.

несмотря на многолетнее благополучие, вероят-
ность заноса бешенства на камчатку сохраняется и 
будет возрастать при подъемах численности песца 
и лисицы на чукотке. имеется возможность сниже-
ния риска заноса. в годы интенсивного размножения 
песца и лисицы на чукотке целесообразно комплекс-
ное использование мер по снижению численности и 
оральной вакцинации лисиц в анадырском районе 
чао, в пенжинском районе камчатского края и на 
перешейке, соединяющем материк с полуостровом. 
для создания эффективного барьера необходим си-
стематический мониторинг за популяциями леммин-
гов, песца и лисицы на чукотке.

заслуживает восхищения публикация Ф. хо-
лодцова, который профессионально обосновал зна-
чение диких животных арктики как резервуара бе-
шенства задолго до разработки концепции природ-
ной очаговости болезней [4].

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

финансирование. авторы заявляют об отсут-
ствии дополнительного финансирования при прове-
дении данного исследования.

рис. 4. динамика численности лисицы в 
чукотском ао (синий график) и камчатском 
крае (красный) в 2008–2023 гг. и подтверж-
денные случаи бешенства на чукотке:
численность в I квартале текущего года по дан-
ным зму; в кругах – число случаев бешенства 

Fig. 4. Dynamics of the red fox population in 
Chukotka Autonomous District (blue line) and 
Kamchatka Territory (red line) in 2008–2023 
and confirmed rabies cases in Chukotka:
red fox numbers in the 1st quarter of the current 
year according to winter route census; in circles –  
the number of animal rabies cases
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благодарность. авторы признательны спе-
циалистам управлений ветеринарии, управлений 
роспотребнадзора и департаментов природных ре-
сурсов и экологии по чукотскому автономному на-
циональному округу (г. анадырь) и камчатского 
края (г. петропавловск-камчатский) за помощь в 
сборе информации за 2009–2023 гг.
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а.В. липницкий, н.В. Половец, а.а. муругова, а.В. Топорков

анализ и прогноз распространения в мире особо опасных микозов
ФКУЗ «Волгоградский научно-исследовательский противочумный институт», Волгоград, Российская Федерация

в обзоре представлен анализ публикаций за последние пять лет о глобальном распространении особо опас-
ных (эндемических) микозов: кокцидиоидомикоза, гистоплазмоза, бластомикоза, паракокцидиоидомикоза. 
возбудители этих микозов – диморфные микромицеты, которые способны вызывать тяжелое течение заболе-
вания, вплоть до летального исхода. эти грибы существуют в определенных экологических нишах, однако в 
последние годы получено много сообщений о том, что они встречаются вне регионов с традиционно известной 
эндемичностью. существуют потенциальные причины этих изменений, такие как глобальные факторы (климати-
ческие изменения, миграция) и повышенное использование иммуносупрессивных препаратов. потепление кли-
мата может обеспечить благоприятные условия для роста Coccidioides spp. на новых территориях, в то время как 
продолжительные засушливые периоды и последующие пыльные бури приводят к повышению уровня заболевае-
мости кокцидиоидомикозом в уже установленных эндемических областях. в настоящее время существует пред-
положение, что не только почва, но и грызуны являются первичным резервуаром Coccidioides во внешней среде. 
гистоплазмоз эндемичен в странах американского континента, но границы распространения возбудителя микоза 
до конца не определены. в латинской америке гистоплазмоз – одна из наиболее распространенных инфекций у 
вич-инфицированных, характеризующаяся высоким уровнем смертности. многие эпидемиологические данные 
по бластомикозу получены из северной америки, меньше сведений из африки и азии. случаи эндемических 
микозов у иммунокомпетентных путешественников обычно диагностируются ошибочно, вследствие отсутствия 
специфических симптомов. также существует риск реактивации инфекции, даже по истечении длительного пе-
риода времени, у лиц с приобретенной иммуносупрессией. изоляция патогенов из объектов внешней среды с 
использованием традиционных культуральных методов затруднена, внедрение молекулярно-генетических иссле-
дований позволит дополнить знания об эпидемиологии этих микозов.

Ключевые слова: особо опасные микозы, Coccidioides spp., Histoplasma spp., Blastomyces spp., эндемичные 
регионы.
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A.V. Lipnitsky, N.V. Polovets, A.A. Murugova, A.V. Toporkov
Analysis and Forecast of the spread of Particularly Dangerous Mycoses around the World
Volgograd Research Anti-Plague Institute, Volgograd, Russian Federation

Abstract. The literature review presents an analysis of publications over the past five years on the global distribution 
of particularly dangerous (endemic) mycoses: coccidioidomycosis, histoplasmosis, blastomycosis, paracoccidioidomy-
cosis. The causative agents of these mycoses are dimorphic micromycetes, which can cause a severe course of the 
disease, even death. These fungi exist in specific ecological niches, but in recent years there have been many reports of 
them occurring outside of regions of traditionally known endemicity. There are potential causes for these changes, such 
as global factors (climate change, migration) and extensive use of immunosuppressive drugs. Climate warming may pro-
vide favorable conditions for the growth of Coccidioides spp. in new areas, while prolonged dry spells and subsequent 
dust storms result in increased incidence of coccidioidomycosis in already established endemic areas. Currently, there is 
an assumption that not only the soil, but also rodents are the primary reservoir of Coccidioides in the external environ-
ment. Histoplasmosis is endemic in the countries of the Americas, but the extent of spread of the causative agents has 
not been fully defined. In Latin America, histoplasmosis is one of the most common infections in HIV-infected people, 
with a high mortality rate. Many epidemiological data on blastomycosis come from North America, with less informa-
tion from Africa and Asia. Cases of endemic mycoses in immunocompetent travelers are usually diagnosed incorrectly, 
due to the absence of specific symptoms. There is also a risk of reactivation of infection in persons with acquired immu-
nosuppression, even after a long period of time. Isolation of pathogens from environmental objects using conventional 
cultural methods is difficult, while the introduction of molecular-genetic studies will supplement the knowledge about 
the epidemiology of these mycoses.

Key words: particularly dangerous mycoses, Coccidioides spp., Histoplasma spp., Blastomyces spp., endemic  
regions.
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особо опасные (эндемические) микозы (кокци-
диоидомикоз, гистоплазмоз, бластомикоз и паракок-
цидиоидомикоз) – первичные инвазивные заболева-
ния, вызываемые диморфными грибами. их геогра-
фическое распространение в мире исторически огра-
ничивается определенными регионами, расположен-
ными преимущественно на американском конти-
ненте. однако в последнее десятилетие отмечается 
постоянное увеличение заболеваемости этими ми-
козами не только в известных эндемических очагах, 
но и за их пределами. предполагается, что прирост 
числа инфицированных может быть обусловлен по-
вышением антропогенной деятельности на эндеми-
ческих территориях и внутренней миграцией насе-
ления в эти регионы. в последние годы активно раз-
вивается сельское хозяйство, ведутся работы по жи-
лищному строительству и установлению солнечных 
батарей на новых территориях. вышеперечисленные 
факторы приводят к нарушению почвенного покрова 
и попаданию возбудителей особо опасных микозов 
(оом) в воздух [1, 2]. естественные события, такие 
как землетрясения, пыльные бури и пожары, также 
обусловливают повышение заболеваемости кокци-
диоидомикозом [3]. отмечена возможность инфици-
рования военного персонала, проводящего учения и 
тренировки на открытом воздухе [4]. увеличение в 
популяции доли пожилых людей со многими хрони-
ческими заболеваниями, нарушение клеточного им-
мунитета при спиде, после трансплантации, вслед-
ствие иммуносупрессивной терапии являются фак-
торами риска, способствующими повышению числа 
клинически выраженных случаев особо опасных 
микозов. климатические изменения также являются 
факторами риска инфицирования микозами. в пуб-
ликациях последних лет отмечается, что в связи с 
глобальным повышением температуры происходит 
формирование новых областей, соответствующих 
условиям обитания возбудителей особо опасных ми-
козов, что в свою очередь может привести к расши-
рению эндемичных регионов [5–7]. 

клинические симптомы особо опасных мико-
зов схожи с таковыми многих респираторных за-
болеваний бактериальной и вирусной природы, что 
значительно осложняет их диагностику и получение 
точных эпидемиологических данных о границах их 
распространения. кроме того, недавно появились 
сведения о заболеваниях, вызванных ранее неизвест-
ными диморфными микромицетами. 

в представленном обзоре анализируются ма те-
риа лы публикаций по распространению в мире энде-
мических микозов за последние пять лет и представлен 
прогноз заболеваемости ими в последующие годы.

Кокцидиоидомикоз (км), известный также как 
долинная лихорадка (Valley fewer), встречается в ре-

гионах америки с жарким сухим климатом. случаи 
заболевания км подлежат обязательному уведомле-
нию центра контроля и предупреждения заболевае-
мости сШа (CDC) в 26 штатах [8]. наибольшее ко-
личество случаев км зарегистрировано в двух шта-
тах юго-запада сШа – аризоне и калифорнии. по 
данным CDC за период с 2010 по 2014 г., суммарно 
в этих двух штатах ежегодно фиксировалось порядка 
15 тыс. случаев км. в калифорнии с 2000 по 2018 г. 
заболеваемость км возросла от 2,4 до 18,8 случая 
на 100 тыс. населения, что составляет 800 % [9–11]. 
истинное число заболевших, по-видимому, в 6–14 раз 
выше, поскольку у 60 % инфицированных отмечается 
бессимптомное течение заболевания или клиническая 
картина варьирует и напоминает другие респиратор-
ные инфекции [12]. лишь в 5 % случаев возникают 
жизнеугрожающие формы км, которые требуют обя-
зательной госпитализации [13]. существует мнение, 
что ежегодное количество заболевших км в сШа 
составляет около 350 тыс. человек [14]. некоторые 
эксперты полагают, что в связи с климатическими 
изменениями число инфицированных в мире может 
повыситься к 2050 г. на 164 % [15].

проведенный нами анализ еженедельных сво-
док CDC за 2018–2022 гг. показал, что ежегодно наи-
большее количество зарегистрированных в сШа 
случаев км по-прежнему отмечается в двух штатах 
(аризона, калифорния), что составляет более 95 % 
от общей заболеваемости км в сШа. однако важно 
отметить, что кроме калифорнии, аризоны и грани-
чащих с юго-западом сШа штатов (невада, Юта, 
нью-мексико) за последние пять лет заболеваемость 
км неизменно наблюдалась и в таких штатах, распо-
ложенных вдали от известных эндемических райо-
нов, как монтана, мичиган, миннесота – на севере, 
огайо – на востоке и канзас, небраска – в централь-
ной части сШа. днк Coccidioides была обнаружена 
в почвенных образцах, собранных на северо-западе 
сШа – в штате орегон [16]. 

с 2018 по 2022 г. основная заболеваемость км 
в эндемических очагах сШа отмечалась среди лиц, 
не связанных общим источником возбудителя ин-
фекции. однако в июле 2021 г. в калифорнии за-
фиксирована вспышка км у семи государственных 
служащих, принимавших участие в тушении пожара 
на эндемичной территории [17]. работа всех постра-
давших проводилась в условиях тесного контакта с 
пылью без использования средств индивидуальной 
защиты органов дыхания. клинические проявления 
км (кашель, боль в груди, одышка) отмечались в на-
чале заболевания у всех инфицированных, а в двух 
случаях болезнь прогрессировала. 

км ежегодно описывается в странах 
центральной (гватемала, гондурас, никарагуа) и 
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Южной (аргентина, боливия, парагвай, венесуэла, 
колумбия, бразилия) америки (рис. 1). в этих ре-
гионах возбудителей км из почвы выделяют крайне 
редко – возможно, это связано с ограниченным ис-
пользованием современных методов исследования. 
так, показано, что применение пцр в режиме реаль-
ного времени значительно повышает чувствитель-
ность как самого метода, так и процент обнаружения 
возбудителей км в пробах [18].

экологические ниши двух видов грибов – воз-
будителей км (C. immitis и C. posadasii) остаются 
слабо изученными. до настоящего времени ведущим 
является предположение, что Coccidioides spp. явля-
ется почвенным сапротрофом. однако J.W. Taylor 
и B. Barker [19] опубликовали альтернативное мне-
ние, согласно которому тканевая (сферульная) форма 
Coccidioides в неактивном состоянии располагается 
в гранулемах легких мелких грызунов и трансфор-
мируется в спорообразующие гифы после гибели 
животных. таким образом, жизненный цикл возбу-
дителя км существенно зависит от макроорганиз-
ма. роль животных – обитателей эндемичных оча-
гов км изучена и другими авторами. D.R. Kollath 
et al. [20] при исследовании методом пцр 465 об-
разцов почвы из аризоны в 105 (23 %) пробах об-
наружили днк Coccidioides spp., причем большин-
ство положительных результатов (95) получено из 
материала, собранного в норах грызунов. более того, 
существует гипотеза о том, что некоторые грибы из 
порядка Onygenales, к которому принадлежит род 
Coccidioides, могут быть частью нормальной микро-
биоты легких человека [21]. несомненно, что окон-
чательный вывод о роли животных как источника 
возбудителей км требует проведения дополнитель-
ных исследований.

до настоящего времени не существует убеди-
тельных доказательств наличия автохтонных слу-

чаев км вне американского континента. однако в 
двух публикациях из китая представлены подобные 
данные. X.L. Wang et al. [22] при ретроспективном 
анализе всех ранее описанных случаев км в китае 
предположили возможность местного инфицирова-
ния пациентов. позднее G. Liang et al. [23] провели 
детальный анализ 39 случаев км в 14 провинциях 
китая. всего в период с 1958 по 2000 г. диагноз км 
был установлен у 9 человек, обратившихся за меди-
цинской помощью, начиная с 2000 г. – у 30 пациен-
тов. из выборки авторы исключили ряд случаев за-
болевания ввиду отсутствия необходимой информа-
ции. установлено, что 10 человек в прошлом посе-
щали сШа, в то время как у 16 (51,6 %) не выявлено 
ни посещения эндемичных регионов, ни возможных 
контактов с импортированными из них товарами. 
такие случаи в основном отмечены у жителей про-
винции Фудзянь, которая располагается в восточной 
прибрежной зоне китая. в заключительном обсуж-
дении авторы полагают, что несколько случаев км в 
китае являются автохтонными.

нельзя не упомянуть о том, что в условиях пан-
демии, вызванной коронавирусом (SARS-CoV-2), 
описаны случаи коинфекции км и COVID-19. оба 
заболевания часто возникают при наличии факто-
ров риска, включающих иммуносупрессию, пожи-
лой возраст, неконтролируемый диабет и беремен-
ность [24]. пациенты с осложнениями после забо-
левания легких при км подвержены риску развития 
более тяжелых форм COVID-19. с другой стороны, 
у больных с COVID-19 возможна реактивация км и 
других особо опасных микозов, особенно при дли-
тельном лечении иммуносупрессивными препара-
тами. кроме того, SARS-CoV-2 способствует нару-
шению регуляции клеточного иммунитета, повышая 
уровень провоспалительных цитокинов и снижая ко-
личество т-клеток, что также обусловливает мани-

рис. 1. ареал возбудителей кокцидиоидомикоза

Fig. 1. Areal of the causative agents of coccidioidomycosis
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фестацию латентных форм особо опасных микозов 
[25, 26].

Гистоплазмоз вызывается двумя варианта-
ми вида Histoplasma capsulatum: H. capsulatum var. 
capsulatum и H. capsulatum var. duboisii. хотя эти 
микромицеты – первичные патогены, они также яв-
ляются причиной тяжелых форм заболевания у па-
циентов с иммуносупрессией, особенно у больных 
спидом [27]. недавно панамериканский отдел 
всемирной организации здравоохранения (воз) 
опубликовал руководство по диагностике и контролю 
диссеминированного гистоплазмоза у больных вич 
с рекомендациями по применению коммерческих на-
боров для быстрой детекции антигена Histoplasma в 
образцах от больных и других современных методов 
диагностики in vitro [28].

случаи гистоплазмоза не подлежат обязательно-
му уведомлению CDC, однако департаменты здраво-
охранения в 12 штатах ведут учет таких диагнозов. 
отсутствие единой системы предоставления инфор-
мации приводит к несоответствию статистических 
данных, публикуемых CDC, и сведений о фактиче-
ской ежегодной госпитализации больных с гисто-
плазмозом. так, согласно информации, полученной 
в рамках проекта по анализу затрат на медицинские 
услуги (Healthcare Cost and Utilization Project) в сШа, 
количество лиц, находящихся на стационарном лече-
нии с диагнозом «гистоплазмоз», составляет более 
5000, в то время как аналитические ресурсы CDC со-
общают лишь о 1000 случаев заболевания [29]. 

согласно сложившейся тенденции, отмечается 
расширение регионов существования возбудителя 
гистоплазмоза в сШа, канаде, а также большинстве 
стран латинской америки и карибского бассейна 
[30–35]. в последние годы все чаще регистрируют 
случаи местного гистоплазмоза в европейских стра-
нах [36–38]. автохтонные случаи заболевания свиде-

тельствуют о появлении новых экологических ниш 
с благоприятными условиями для роста и развития 
H. capsulatum в европейском регионе.

основным источником возбудителей гисто-
плазмоза является почва, содержащая экскременты 
птиц и летучих мышей [39]. большинство описан-
ных вспышек гистоплазмоза связано с разрушением 
верхних слоев почвы и вдыханием пыли и частиц 
гриба, однако в некоторых случаях пути инфициро-
вания не выявлены [40]. 

случаи заболевания гистоплазмозом описаны у 
диких (барсуки, ежи, крысы черные, летучие мыши) 
и домашних (кошки, собаки, лошади) животных в 
германии, Швейцарии, италии, албании, Франции, 
дании, австрии, венгрии и испании [41], что сви-
детельствует о потенциале распространения возбу-
дителя гистоплазмоза вне традиционных регионов 
(рис. 2).

H. capsulatum var. duboisii эндемичен для таких 
стран африканского континента, как нигер, нигерия, 
сенегал, республика конго, уганда, гвинея-бисау, 
сомали, кения, мозамбик, демократическая рес-
публика конго, центральноафриканская республика, 
танзания и республика мадагаскар [32, 42, 43].

однако даже с учетом современных сведений о 
мировом распространении гистоплазмоза совершен-
но неожиданной явилась публикация в октябре 2022 г. 
сообщения L.M. Moreiza et al. [44] о выявлении с по-
мощью молекулярных методов днк H. capsulatum 
в почве и экскрементах пингвинов в антарктике на 
территории специальной антарктической защитной 
зоны, расположенной на острове короля георга. 
летом 2020 г. авторы исследовали 9 образцов экскре-
ментов пингвинов, 3 образца меха морских котиков 
и 8 образцов поверхностного слоя почвы. для иссле-
дования проб использовали метод пцр с праймерами 
к различным днк-мишеням, включая уникальную 

рис. 2. Aреал возбудителей гистоплазмоза

Fig. 2. Areal of the causative agents of histoplasmosis
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для возбудителя гистоплазмоза последовательность 
генов, кодирующих белок с молекулярной массой 
100 кда (Hcp100). в последующем было проведено 
секвенирование продуктов амплификации. в каче-
стве положительного контроля использовали рефе-
рентный штамм H. capsulatum G2178. в результате 
секвенирования ампликонов днк гриба выявлена в 
двух из восьми образцов почвы и в трех из девяти 
образцов экскрементов пингвинов. при сравнении 
полученных нуклеотидных последовательностей с 
базой данных GenBank выявлена высокая степень 
гомологии со штаммами латино американской линии 
(LAmA2/LAmB1) H. capsulatum. авторы предполага-
ют возможность переноса гриба на антарктический 
континент мигрирующими птицами. в местах их 
присутствия состав почвы достаточно благоприятен 
для роста H. capsulatum, хотя средняя температу-
ра в антарктике ниже оптимальной. ранее при ис-
следовании образцов зимнего сезонного снега в 
антарктике были выделены штаммы 26 различных 
родов грибов, в том числе Penicillium chrysogenum, 
принадлежащего к оппортунистическим патогенам, 
способным вызывать заболевания у лиц с иммуно-
супрессией [45].

возбудители бластомикоза – грибы рода Blasto-
myces [46]. в 2013 г. E.M. Brown et. al. [47], исполь-
зуя филогенетический анализ шести генетически раз-
личных локусов, разделили Blastomyces на два вида: 
существующий до этого времени единственный воз-
будитель бластомикоза B. dermatitidis и B. gilchristii. 
предполагается, что B. gilchristii вызывает только 
поражение легких, тогда как B. dermatitidis – и дис-
семинированные формы микоза [48]. недавно опи-
сан новый вид – B. helicus, встречающийся на западе 
сШа и в канаде [49], однако сведения о нем весьма 
ограничены. вызываемые им заболевания встреча-
ются в основном у иммунокомпрометированных 

субъектов и домашних животных (собак и кошек). 
при этом клиническая картина заболевания более 
тяжелая, чем после инфицирования двумя другими 
возбудителями.

существует тенденция роста заболеваемости 
бластомикозом к северу от эндемичных регионов 
(рис. 3) [50]. авторы отметили почти девятикратное 
повышение ежегодного количества случаев бласто-
микоза в 2016–2019 гг. по сравнению с 2000–2015 гг. 
в центральной части штата нью-йорк. S. Lohrenz 
et al. [51] описали 15 случаев бластомикоза в 
саскачеване, канада, из которых 9 не были связаны 
с посещением известных эндемичных регионов этой 
страны.

Паракокцидиоидомикоз (пкм) вызывает-
ся двумя видами Paracoccidioides: P. brasiliensis и 
P. lutzii [52]. в 2017 г. D.A. Turassini et al. [53], осно-
вываясь на данных секвенирования генома, пред-
ложили разделить P. brasiliensis на четыре различ-
ных вида: P. brasiliensis sensu stricto, P. americana, 
P. restrepiensis и P. venezueleusis. однако пока эти 
виды не включены в международный код ботаниче-
ской номенклатуры. 

экологические факторы внешней среды, способ-
ствующие укоренению возбудителей пкм, включают 
наличие тропических и субтропических лесов, доста-
точно высокий уровень осадков (2000–3000 мм/год),  
температуру меньше 27 °с и бедные почвы. 

культуры патогена выделены от многих диких 
и домашних животных, среди которых важную роль 
играют броненосцы.

пкм обнаруживается только в латинской 
америке (рис. 4), преимущественно в бразилии, 
венесуэле и колумбии, и в настоящее время опреде-
ляется воз как «забытая» тропическая болезнь [54]. 
ретроспективное изучение госпитализированных 
пациентов в эндемичных странах центральной и 

рис. 3. Aреал возбудителей бластомикоза

Fig. 3. Areal of the causative agents of blastomycosis
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Южной америки свидетельствует о том, что количе-
ство больных пкм значительно выше официальных 
данных о заболеваемости этим микозом [55].

в последние годы появились сообщения о рас-
пространении в мире заболеваний, вызванных ди-
морфными грибами, не соответствующими таксо-
номии уже известных возбудителей особо опасных 
микозов [56]. в 2013 г. описаны микозы у вич-
инфицированных пациентов в Южной африке, вы-
званные ранее неизвестным диморфным патогеном, 
близким к роду Emmonsia [57]. позднее I.S. Schwartz 
et al. [58] опубликовали новые данные о 39 случаях 
диссеминированной болезни с кожными и легочны-
ми поражениями у субъектов с выраженной имму-
носупрессией. многим из них ранее был ошибочно 
поставлен диагноз «туберкулез». около половины 
заболевших умерли. в 2017 г. подобные Emmonsia 
изоляты, ретроспективно выявленные в коллекциях 
грибов по всему миру, реклассифицированы в новый 
род Emergomyces (Es) [56]. в настоящее время он 
включает пять видов: Es. africanus, Es. pasteurianus, 
Es. canadiensis, Es. orientalis и Es. europaeus [59]. 
по-видимому, имеются и другие диморфные микро-
мицеты, принадлежащие к этому роду. однако кли-
ническая значимость и регионы распространения 
грибов Emergomyces пока остаются неизвестными. 

таким образом, современные данные литерату-
ры по распространению в мире особо опасных мико-
зов свидетельствуют, что в большинстве стран мико-
тические инфекции являются серьезной проблемой 
для общественного здравоохранения. в настоящее 
время отмечено расширение границ известных ра-
нее эндемичных регионов и фактически происходит 
переоценка границ природных очагов возбудителей 
особо опасных микозов, которые были определены 
более 50 лет назад. необходимо отметить, что суще-
ствует ряд ограничений в получении точных эпиде-

миологических данных, связанных с отсутствием 
системы национального эпидемиологического над-
зора за оом и ограничением номенклатуры лабо-
раторных исследований за пределами эндемических 
регионов. представленная в статье информация мо-
жет служить основой для оценки рисков завоза оом 
из неблагополучных по этим инфекциям странам на 
территорию российской Федерации.
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отсутствие конфликта финансовых/нефинансовых 
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Сравнение эффективности различных схем применения рекомбинантных векторных  
вакцин против лихорадки Эбола на основе вируса вакцины, штамм MVA

ФГБУ «48 Центральный научно-исследовательский институт» Министерства обороны Российской Федерации,  
Сергиев Посад, Российская Федерация

цель обзора – оценка применения вакцин на основе вируса вакцины, штамм MVA, и аденовирусных векторов 
для профилактики болезни, вызываемой вирусом эбола. рассмотрены рекомбинантные штаммы MVA, экспресси-
рующие антигенные детерминанты представителей семейства филовирусов как возможные кандидаты в вакцин-
ные препараты. применение этого вируса в качестве вакцинного вектора обусловлено отсутствием противооспен-
ного популяционного иммунитета и его безопасностью для здоровых взрослых волонтеров, для детей, подрост-
ков и лиц, больных туберкулезом, людей в возрасте 56–80 лет, лиц, больных атопическим дерматитом, спидом. 
кроме того, иммунизация вакциной на основе вируса вакцины, штамм MVA, не вызывает осложнений со стороны 
сердечно-сосудистой системы. доклиническая оценка иммуногенности и защитной эффективности проводилась 
на иммунокомпетентных и иммунокомпромиссных мышах, морских свинках, адаптированных к вирусу эбола, 
обезьянах макаках-резусах и макаках cynomolgus. представлены результаты экспериментов по созданию вакцин, 
экспрессирующих либо только вирусный гликопротеин, либо вирусный гликопротеин и структурный белок Vp40. 
поскольку вспышки лихорадки эбола и других филовирусных инфекций трудно спрогнозировать, были созданы 
мультивалентные вакцины, которые будут защищать против всех филовирусных видов. клинические испытания 
по применению в одном и том же эксперименте вакцин на основе рекомбинантных аденовирусных векторов и 
штамма MVA подтвердили более выраженную безопасность вакцин на основе рекомбинантного штамма MVA. 
результаты индуцированного гуморального и т-клеточного иммунных ответов показали, что этот вектор целе-
сообразнее применять в качестве бустерного при гетерологичной прайм/бустерной схеме иммунизации. оценены 
схемы вакцинации для формирования сильного длительного иммунитета. эпидемиологическое моделирование 
установило, что профилактическая иммунизация, вызывающая длительный иммунитет у здорового населения в 
местах с высоким эпидемическим риском, будет предпочтительнее для ограничения будущих вспышек по срав-
нению с кольцевой иммунизацией, что было показано в кампании по ликвидации натуральной оспы в мире. 
повышенный уровень иммунитета, индуцируемый при прайм/бустерной схеме иммунизации, сохраняющийся в 
течение длительного времени, будет иметь преимущество над ускоренной кольцевой иммунизацией, когда дли-
тельность защиты является более важным фактором, чем скорость, с которой эта защита формируется.

Ключевые слова: вирус вакцины, штамм MVA, лихорадка эбола, иммунизация, праймирование, бустирование, 
иммунодоминантные антигены, мультивалентные вакцины.
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against Ebola Fever, Based on Vaccinia Virus, MVA Strain
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Abstract. The aim of this review was to investigate the use of the vaccines based on vaccinia virus, MVA stain, and 
adenovirus vectors for the prevention of Ebola virus disease. The recombinant MVA strains expressing antigen determi-
nants of Filoviridae family representatives were assessed as possible candidates for vaccine preparations. Application 
of this virus as a vaccine vector is conditioned by the absence of herd immunity to smallpox and its safety for healthy 
adult volunteers, children, adolescents, individuals suffering from tuberculosis, persons aged 56–80 years, people with 
diagnosed atopic dermatitis, AIDS. Furthermore, immunization with the vaccine on the basis of vaccinia virus, MVA 
strain, does not cause complications associated with cardiovascular diseases. Preclinical trials on immunogenicity and 
protective efficiency were carried out on immune-competent and immune-compromised mice; guinea pigs adapted to 
Ebola virus; rhesus macaques and cynomolgus monkeys. Presented are the results of experiments on the creation of vac-
cines expressing either only viral glycoprotein or viral glycoprotein and structural protein Vp40. Given that Ebola fever 
and other filovirus infection outbreaks are hard to predict, multivalent vaccines that would be able to provide protection 
against all filovirus species were designed. Clinical trials on simultaneous use of the vaccines based on recombinant ade-
novirus vectors and MVA strain showed more pronounced safety of vaccines on the basis of recombinant MVA strain. 
Studies of humoral and T-cell immune responses have revealed that this vector is more suitable for booster vaccination 
in case of heterologous prime/booster immunization scheme. Vaccination regimens for forming strong durable immune 
responses have been analyzed. Epidemiological modeling provided evidence that preventive immunization leading to 
long-term immunity in healthy population in areas of high epidemic risk will be of greater benefit in terms of controlling 
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лихорадка эбола – тяжелое зооантропонозное 
заболевание, вызываемое вирусами рода Ebolavirus 
семейства Filoviridae. первая вспышка этого забо-
левания, в результате которой заболели 318 человек, 
из которых 280 погибли [1], была зарегистрирова-
на в 1976 г. в демократической республике конго. 
периодически вспышки лихорадки эбола происхо-
дили в габоне, республике конго, демократической 
республике конго, вызвав заболевание у 1393 чело-
век при 78 % летальных случаев. ранее считали, что 
это эмерджентное заболевание, характерное толь-
ко для региона центральной африки [2]. однако в 
2014 г. эпидемия лихорадки эбола охватила гвинею, 
либерию, сьерра-леоне, мали, нигерию, сенегал. 
были и завозные случаи в испанию, великобританию 
и сШа [3]. периодически в средствах массовой 
информации появляются сообщения о небольших 
вспышках этого заболевания в регионах центральной 
африки. высокая летальность этого заболевания, 
большая скорость трансмиссии возбудителя обусло-
вили необходимость создания вакцины против лихо-
радки эбола.

Доклинические исследования вакцин против 
лихорадки Эбола. в последнее десятилетие созданы 
и оценены в доклинических исследованиях и клини-
ческих испытаниях вакцины против лихорадки эбола 
на основе днк-вакцин, векторов на основе аденови-
русов 3, 5, 26 и 35-го типов, везикулярного стома-
тита, парагриппа, венесуэльского энцефаломие лита 
лошадей, дефектного по репликации варианта c де-
летированным геном Vp30, цитомегаловируса и ви-
руса вакцины, штамм MVA [4, 5].

учитывая, что среди населения, проживающе-
го в ареалах циркуляции вируса лихорадки эбола, 
много лиц с иммунодефицитными заболеваниями 
и такими тяжелыми социально значимыми хрони-
ческими инфекциями, как туберкулез, гепатиты в 
и с, для их иммунизации потребуются максимально 
безопасные вакцинные препараты [5]. применение 
вакцин на основе вируса вакцины, штамм MVA, обу-
словлено отсутствием противооспенного популяци-
онного иммунитета и безопасностью этого штамма 
для здоровых взрослых волонтеров [6, 7], для детей, 
подростков и лиц, больных туберкулезом [8], людей 
в возрасте 56–80 лет [9], лиц, больных атопическим 

дерматитом [10], спидом [11, 12]. кроме того, им-
мунизация вакциной на основе вируса вакцины, 
штамм MVA, не вызывает осложнений со стороны 
сердечно-сосудистой системы [13].

поскольку большинство уже сконструиро-
ванных вакцин против лихорадки эбола на основе 
разных вирусных векторов экспрессировали полно-
размерный гликопротеин вируса [5], то для оценки 
иммуногенности и защитной эффективности канди-
датов в векторные вакцины на основе штамма MVA 
были созданы рекомбинантные штаммы со встроен-
ными в тимидинкиназный ген генома вектора генов, 
экспрессирующих либо только вирусный гликопро-
теин (Gp), либо вирусный гликопротеин и струк-
турный белок Vp40 штаммов заир и судан вируса 
эбола, и один рекомбинант, экспрессирующий гены 
Gp и Vp40, но встроенные в ген гемагглютинина 
векторного генома (MVA-Gp-Vp40). одновременная 
экспрессия двух белков способствовала созданию 
вирусоподобных частиц (впч) [14]. 

оценка иммуногенности полученных реком-
бинантов при гомологичной прайм/бустерной схе-
ме иммунизации BALB/c мышей выявила наличие 
IgG-антител против белка Gp у всех рекомбинантов 
и дополнительно против белка Vp40 во всех двой-
ных рекомбинантах, а также наличие более высо-
ких титров общих IgG-антител против белка Gp у 
двойных рекомбинантов. это, видимо, обусловлено 
либо более высоким уровнем экспрессии гена Gp в 
двойных рекомбинантах, либо образованием впч. 
все рекомбинантные векторы индуцировали при-
родный иммунный ответ с продуцированием, наряду 
с IgG-антителами, интерферона-β, провоспалитель-
ных цитокинов и хемокинов. кроме того, выявлено, 
что рекомбинанты со встроенными генами белков 
Gp и Vp40 вируса эбола-заир способны индуци-
ровать кросс-реактивные антитела против вируса  
эбола-судан.

защитная эффективность этих кандидатов в 
вакцины исследовалась на химерных мышах линии 
WTIFNAR–/– C57BL/6 при их заражении летальной 
дозой вирулентного вируса эбола через 4 недели по-
сле однократной иммунизациии. в результате уста-
новлено, что иммунизация мышей рекомбинантами 
вируса вакцины, штамм MVA, экспрессирующими 

future outbreaks compared to ring immunization that was effective during smallpox eradication campaign. Increased 
immunity level, induced by prime/booster vaccination, persisting for a long period of time, will have an advantage over 
accelerated ring immunization; when the duration of protection is more significant than the speed it is formed at. 

Key words: vaccinia virus, MVA strain, Ebola fever, immunization, priming, booster dose, immunodominant anti-
gens, multivalent vaccines.
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гликопротеин и структурный белок Vp40, индуциру-
ет у них гуморальный иммунный ответ и частично 
защищает химерных мышей от заражения летальной 
дозой нативного вируса [14].

доклиническая оценка векторной вакцины 
MVA-EBOV, также экспрессирующей гликопроте-
ин и матриксный белок Vp40 вируса эбола изолята 
Makona, была выполнена при гомологичной прайм/
бустерной иммунизации морских свинок, адаптиро-
ванных к вирусу эбола, и обезьянах макаках-резусах 
при однократной и гомологичной прайм/бустерной 
иммунизации с последующим заражением живот-
ных летальной дозой возбудителя [15].

у всех вакцинированных морских свинок ин-
дуцировались антитела к экспрессируемым антиге-
нам, титры которых повышались при бустировании. 
животные были защищены от последующего ле-
тального заражения вирусом эбола, при этом у них 
не наблюдалось никаких симптомов заболевания, 
даже снижения массы тела.

у всех иммунизированных макак-резусов при 
обеих схемах иммунизации индуцировались IgG-
антитела, специфичные к белкам Gp и Vp40, титры 
которых ко дню заражения возбудителем были выше 
у животных в прайм/бустерной группе. после зара-
жения летальной дозой возбудителя все обезьяны 
выжили, несмотря на развитие незначительной ви-
русемии, титры Gp-антител были приблизительно 
подобны в обеих группах, а титры Vp40-антител 
слегка выше в прайм/бустерной группе. после зара-
жения титры нейтрализующих антител повышались 
в обеих группах животных до 1:160 у праймирован-
ных и 1:640 в прайм/бустерной группе.

учитывая результаты полной защиты от гибе-
ли макак-резусов после заражения летальной дозой 
вируса эбола при однократном введении, этот вак-
цинный препарат можно считать предпочтительным 
cреди других векторных вакцин [15].

поскольку вспышки лихорадки эбола и других 
филовирусных инфекций трудно спрогнозировать, 
постольку существует необходимость создания муль-
тивалентных вакцин против заболеваний, вызванных 
филовирусами. учитывая свойство генома штамма 
MVA как вектора встраивать большие количества чу-
жеродной информации, сконструирован рекомбинант 
MVA-BN-EBOV-VLP, в который встроили гены гли-
копротеина и матриксного белка Vp40 вируса эбола, 
а также ген нуклеопротеина (Np) вируса Taï Forest, 
принадлежащего к тому же роду [16].

экспрессируемые белки Gp и Vp40 образовыва-
ли впч, в которые включался и нуклеопротеин вируса 
Taï Forest. кроме того, выявлено, что белки, экспрес-
сируемые штаммом MVA, не встраивались в впч.

иммуногенность этой вакцины была оценена 
при прайм/бустерной иммунизации мышей линии 
CBA/J 6–8-недельного возраста. 

полученные результаты свидетельствовали об 
индуцировании иФа антител, а также клеточного 
иммунного ответа. клеточный иммунный ответ был 
представлен Gp-специфическими CD8+ т-клетками 

(необходимо отметить, что иммунный ответ оцени-
вался только на Gp-антиген, хотя авторы экспери-
мента уверены, что подобный ответ индуцируется к 
белкам и Vp40, и Np, поскольку доказано их присут-
ствие в впч).

это позволит создавать мультивалентные вак-
цины, которые будут эффективно экспрессировать 
иммунодоминантные антигены из разных филовиру-
сов [16]. 

как уже было сказано, время появления новых 
вспышек филовирусных инфекций непредсказуемо, 
в связи с чем существует необходимость получения 
мультивалентной профилактической вакцины, кото-
рая будет защищать против всех потенциально цир-
кулирующих филовирусных видов. так, были по-
лучены трехвалентная и четырехвалентная вакцины 
против лихорадки эбола [17]. эти мультивалентные 
вакцины содержали смесь трех или четырех реком-
бинантных аденовирусных (аd) векторов, каждый 
из которых экспрессировал по одному трансгену. 
трехвалентная вакцина представлена аd-векторами, 
экспрессирующими полноразмерные гликопротеи-
ны вирусов еbola Zaire, Sudan Gulu и Marburg. в че-
тырехвалентную вакцину добавлен аd-рекомбинант, 
экспрессирующий Gp вируса Taï Forest. для прайми-
рования использовались векторы на основе аd 26-го 
типа, а для бустирования – аd 35-го типа или реком-
бинантный штамм MVA-BN-Filo, экспрессирующий 
гликопротеины вирусов еbola Mayinga, Sudan Gulu, 
Marburg Musoke и нуклеопротеин вируса Taï Forest. 
при бустировании рекомбинантной вакциной MVA-
BN-Filo вырабатывались Gp-специфические антите-
ла и Gp-специфический IFN-ɣ+ т-клеточный ответ. 
также установлена 100 % защита макак cynomolgus 
при заражении летальной дозой вируса еbola Zaire. 

поскольку ген гликопротеина филовирусов до-
статочно консервативен, то мультивалентная вакци-
на, экспрессирующая этот ген из разных филовиру-
сов, должна вызывать протективный иммунный от-
вет при вспышке заболевания, вызванного любым из 
филовирусов [17, 18]. результаты оценки рекомби-
нантных вирусов вакцины, штамм MVA, экспресси-
рующих различные иммунодоминантные антигены 
вируса эбола, в качестве векторных вакцин против 
лихорадки эбола представлены в табл. 1.

Результаты клинических испытаний вакцин 
против лихорадки Эбола. после доказательств ин-
дуцирования иммунного ответа векторными вакци-
нами на основе вируса вакцины, штамм MVA, у ла-
бораторных животных были проведены клинические 
испытания этих вакцин на волонтерах.

в ходе слепого, рандомизированного, плацебо-
контролируемого испытания, проведенного в сШа 
и мали в октябре 2014 – феврале 2015 г., оценива-
лась безопасность и иммуногенность разных доз 
(1∙1010, 2,5∙1010, 5∙1010, 1∙1011 вирусных частиц) моно-
валентной вакцины ChAd3-EBO-Z, сконструиро-
ванной на основе аденовируса шимпанзе (Ad 3-го 
типа) [19]. в испытании участвовали 20 волонтеров 
из сШа в возрасте 18–65 лет и 91 волонтер из мали 
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в возрасте 18–50 лет. все волонтеры были здоро-
вы. преимущество использования Ad шимпанзе по 
сравнению с другими аденовирусами объясняется 
тем фактом, что не зафиксировано ни одного слу-
чая заболевания человека, спровоцированного этим 
вирусом, и поэтому к нему нет предсуществующего 
иммунитета. рекомбинантная вакцина экспрессиро-
вала Gp вируса Ebola Zair. волонтеры в обеих стра-
нах однократно иммунизировались разными дозами 
вакцины. доза 1∙1011 вирусных частиц оценивалась 
для применения в кольцевой иммунизации. из 91 во-
лонтера только в мали через 13 недель после прай-
мирования вакциной ChAd3-EBO-Z 56 человек от-
бирались для одноразового бустирования вакциной 
MVA-BN-Filo [17]. 

оценка безопасности примененных вакцин 
выявила, что побочные реакции после вакцинации 
ChAd3-EBO-Z в основном характеризовались ли-
хорадкой, которая длилась в течение одних суток, 
утомлением, головной болью, миалгией, артралгией, 
ознобом, тошнотой, лимфопенией, тромбоцитопе-
нией, которые проходили к исходу седьмых суток. 
побочные реакции после применения вакцины MVA-
BN-Filo менее выражены, представлены лихорадкой, 
болезненностью в месте введения, головной болью и 
утомлением, которые проходили через двое суток.

оценка иммуногенности вакцины ChAd3-
EBO-Z выявила, что гуморальный иммунный ответ, 
представленный IgG к вирусу Ebola Zair, отмечался у 
всех волонтеров, иммунизированных разными доза-
ми вакцины, но был значительно выше у волонтеров, 
иммунизированных дозой 1∙1011 вирусных частиц. 
бустирование вакциной MVA-BN-Filo увеличивало 
геометрическое значение титров антител к Gp виру-
са Ebola Zair в 36 раз. антитела к Gp вируса Ebola 
Zair персистировали значительно длительнее у во-
лонтеров, иммунизированных более высокими доза-
ми вакцины ChAd3-EBO-Z. т-клеточный иммунный 
ответ после введения вакцины ChAd3-EBO-Z был 
незначительным и выявлялся только у 31 % волон-
теров, при этом представлен либо CD4+-т клетками, 
либо только CD8+. после бустирования вакциной 
MVA-BN-Filo количество волонтеров, у которых 
подтверждено наличие т-клеточного иммунного от-
вета, представленного IFN-ɣ, TNF-α, IL-2 цитокина-
ми, увеличивалось до 85 %.

результаты индуцированного иммунного ответа 
показали, что только иммунизация дозой 1∙1011 ви-
русных частиц вызывала реципрокные титры 1000 и 
выше, что при экстраполяции на данные, получен-
ные для приматов, сможет обеспечить защиту людей 
от летального заражения [20, 21]. таким образом, 
кольцевую вакцинацию целесообразно применять 
для иммунизации людей, ухаживающих за больны-
ми, что будет прерывать трансмиссию возбудителя 
здоровым людям. в целом примененная здесь схема 
иммунизации будет преимущественной для индуци-
рования длительного иммунитета [19].

безопасность и иммуногенность самой вакцины 
MVA-EBO-Z и ее применение в качестве бустерной 

оценивалось в открытом испытании фазы I, прове-
денном в великобритании и сенегале в мае – сен-
тябре 2015 г. [22]. в испытании участвовали здо-
ровые волонтеры в возрасте 18–50 лет, 38 человек 
из великобритании и 40 – из сенегала. сама вак-
цина MVA-EBO-Z исследовалась в дозах 1∙108 и 
1,5∙108 бое. при гетерологичной прайм/бустерной 
схеме вакцинации для праймирования использова-
лась вакцина ChAd3-EBO-Z на основе Ad шимпан-
зе в дозе 3,6∙1010 вирусных частиц, о которой упо-
миналось ранее [19], а для бустирования – вакцина 
MVA-EBO-Z в дозе 1∙108 бое с интервалом между 
праймированием и бустированием в 7 или 28 суток. 
обе вакцины экспрессировали Gp вируса Ebola. 
побочные реакции оценивались в течение 7 суток 
после каждой из вакцинаций.

после применения вакцины MVA-EBO-Z отме-
чались мягкие побочные реакции, выражающиеся,  
в основном по одному случаю, покраснением, болез-
ненностью, легким раздражением в месте введения, 
артралгией, утомлением и тошнотой. после вакци-
нации ChAd3-EBO-Z к перечисленным побочным 
реакциям добавлялись припухлость, лихорадка, ми-
алгия, головная боль, недомогание, которые были 
отмечены у нескольких человек. большинство по-
бочных реакций проходили спонтанно через 1–2 су-
ток. гуморальный иммунный ответ, представленный 
Gp-специфическим IgG к вирусу Ebola, индуци-
ровался у волонтеров из всех групп, однако титры 
его у волонтеров в группе вакцинированных только 
вакциной MVA-EBO-Z были значительно ниже, чем 
в других группах. титры IgG-антител, индуцирован-
ные у волонтеров в прайм/бустерных группах после 
бустирования через 7 суток, не отличались от тако-
вых при бустировании через 28 суток. 

клеточный иммунный ответ, характеризую-
щийся в основном Gp-специфическим IFN-ɣ, был 
значительно выше у волонтеров при прайм/бустер-
ной схеме иммунизации, чем при вакцинации толь-
ко вакциной MVA-EBO-Z. значительных различий 
в уровнях индуцированного клеточного иммунного 
ответа после бустирования через 7 и 28 суток не на-
блюдалось.

результаты исследования показали, что имму-
низация только вакциной MVA-EBO-Z индуцирует 
менее выраженный иммунный ответ, чем при ее при-
менении в качестве бустерной при гетерологичном 
бустировании. сравнение уровней иммунного от-
вета при различных временных параметрах между 
праймированием и бустированием (7 и 28 суток) не 
выявило значительных различий между показате-
лями гуморального и клеточного иммунитета, что 
свидетельствует о возможности применения коль-
цевой иммунизации при интервале между прайми-
рованием и бустированием в 7 суток. авторы статьи 
также предполагают, что примененная здесь прайм/
бустерная схема иммунизации векторными вакци-
нами ChAd3-EBO-Z и MVA-EBO-Z может стать  
преимущественной при вакцинации обслуживающе-
го персонала больниц и населения, проживающего 
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на территории со спорадически вспышками лихо-
радки эбола [23].

с целью исследования безопасности и имму-
ногенности в прайм/бустерной схеме иммунизации 
двумя вакцинами Ad26.ZEBOV и MVA-BN-Filo в 
великобритании в декабре 2014 – октябре 2015 г. 
проведено слепое, рандомизированное, плацебо-
контролируемое испытание, в котором участвовали 
87 здоровых волонтеров в возрасте 18–50 лет [24]. 
вакцина Ad26.ZEBOV, экспрессировавшая Gp виру-
са Ebola Zair, сконструирована на основе дефектного 
по репликации Ad 26-го типа, при этом данное ис-
пытание являлось первой клинической проверкой 
вакцины на основе этого возбудителя. 

волонтеры были разделены на 4 группы по 
18 человек. первые две группы праймированы вак-
циной MVA-BN-Filo и бустированы на 28-е или 56-е 
сутки вакциной Ad26.ZEBOV. две других праймиро-
ваны вакциной Ad26.ZEBOV и бустированы вакци-
ной MVA-BN-Filo также на 28-е или 56-е сутки.

для оценки необходимости более короткой схе-
мы кольцевой иммунизации была создана дополни-
тельная группа из 15 человек, которых праймирова-
ли вакциной Ad26.ZEBOV и бустировали вакциной 
MVA-BN-Filo на 15-е сутки. все волонтеры не были 
ранее иммунизированы ни против лихорадки эбола, 
ни против натуральной оспы, ни против аденовируса.

оценка безопасности вакцины Ad26.ZEBOV, 
проводившаяся в течение 21 суток после каждой 
иммунизации, выявила наличие побочных реакций: 
эритем, припухлостей и болезненности в месте вве-
дения вакцины, а у 5 волонтеров наблюдались го-
ловная боль, миалгия, тошнота, утомление озноб и 
лихорадка. вакцинация MVA-BN-Filo проходила 
практически бессимптомно.

определение уровня гуморального иммунного 
ответа показало наличие антител к Gp вируса эбола 
к 28-м суткам у 90 и 100 % волонтеров в группах, 
праймированных вакциной Ad26.ZEBOV, и у 79 % 
через 14 суток в дополнительной группе. после 
праймирования вакциной MVA-BN-Filo антитела 
выявлялись у 40 и 6,7 % волонтеров соответствен-
но. через 21 сутки после бустирования максималь-
ный уровень гуморального иммунного ответа инду-
цировался у пациентов, праймированных вакциной  
Ad26.ZEBOV и бустированных через 56 суток вак-
циной MVA-BN-Filo.

т-клеточный иммунный ответ, оцененный по на-
личию IFN-ɣ к Gp вируса эбола, был также выше при 
схеме праймирования вакциной Ad26.ZEBOV и бу-
стирования вакциной MVA-BN-Filo. он усиливался 
после соответствующего бустирования, проведенно-
го через 56 суток, и выявлялся у 100 % волонтеров.

условия проведения клинических испытаний 
с применением рекомбинантов вируса вакцины, 
штамм MVA, приведены в табл. 2 и 3.

ввиду проявленного низкого иммунного отве-
та при праймировании вакциной MVA-BN-Filo этот 
вектор предлагается использовать только для гете-

рологичного бустирования. эпидемиологическое 
моделирование установило, что профилактическая 
иммунизация, вызывающая длительный иммуни-
тет у здорового населения в местах с высоким эпи-
демическим риском, будет предпочтительнее для 
ограничения будущих вспышек по сравнению с 
кольцевой иммунизацией, что было показано в кам-
пании по ликвидации натуральной оспы в мире [25]. 
повышенный уровень иммунитета, индуцируемый 
при прайм/бустерной схеме иммунизации, сохраняю-
щийся в течение длительного времени, будет иметь 
преимущество над ускоренной кольцевой иммуни-
зацией, когда длительность защиты является более 
важным фактором, чем скорость, с которой эта за-
щита формируется.

таким образом, оценка иммуногенности и за-
щитной эффективности вакцин на основе рекомби-
нантных вирусов вакцины, штамм MVA, установила, 
что экспрессия генов белка Gp и структурного белка 
Vp40 вируса эбола способствует образованию виру-
соподобных частиц, на которые индуцируется им-
мунный ответ, способный защитить иммунокомпро-
миссных мышей WTIFNAR–/– C57BL/6, морских 
свинок, адаптированных к вирусу эбола, обезьян 
макак-резусов и cynomolgus от заражения летальной 
дозой нативного вируса. 

зарубежными специалистами создана муль-
тивалентная рекомбинантная вакцина MVA-BN-
EBOV-VLP, экспрессирующая гены Gp и Vp40 
вируса эбола и Np вируса Taï Forest, которая ин-
дуцировала гуморальный и клеточный иммунный 
ответы. использование для бустирования вакцины 
MVA-BN-Filo при праймировании смесью трех или 
четырех аденовирусных векторов индуцировало гу-
моральный и клеточный иммунный ответы, которые 
обусловливали 100 % защиту макак cynomolgus.

в клинических испытаниях установлено, что 
вакцины MVA-BN-Filo и MVA-EBO-Z вызывают 
местные побочные реакции, значительно более лег-
кие, чем вызываемые рекомбинантами на основе 
Ad-векторов. использование этих вакцин при прай-
мировании индуцирует более слабый иммунный 
ответ, чем наблюдаемый при применении векторов 
на основе Ad шимпанзе и Ad 26-го типа. сделан вы-
вод, что вакцины на основе вируса вакцины, штамм 
MVA, предпочтительнее использовать для бусти-
рования в прайм/бустерной схеме. выбраны схемы 
кольцевой иммунизации: однократная иммунизация 
большой дозой вакцины ChAd3-EBO-Z, праймиро-
вание вакциной ChAd3-EBO-Z и бустирование через 
7 суток вакциной MVA-EBO-Z, праймирование вак-
циной Ad26.ZEBOV и бустирование через 15 суток  
MVA-BN-Filo.

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

финансирование. авторы заявляют об отсут-
ствии дополнительного финансирования при прове-
дении данного исследования.
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м.а. Юдин1,2, а.с. богачёва1, а.л. бузмакова1, а.В. Потапова1, а.В. романова1,  
д.о. калякина1, В.В. Шилов1

исторические аспекты биотерроризма. Факторы, определяющие возможность  
использования патогенных биологических агентов в качестве биологического оружия

1ФГБОУ ВО «Северо-Западный государственный медицинский университет имени И.И. Мечникова», Санкт-Петербург,  
Российская Федерация; 2ФГБУ «Государственный научно-исследовательский испытательный институт военной медицины», 

Санкт-Петербург, Российская Федерация

обзор. с каждым годом стремительно растет количество потенциально опасных для жизни патогенных биоло-
гических агентов (пба), которые представлены вирусами, бактериями, риккетсиями, хламидиями, простейшими, 
грибами, генно-инженерными конструкциями и модифицированными микроорганизмами, прионами и токсинами. 
применение пба с целью разрушения общества, экономических ресурсов страны, ухудшения качества источни-
ков питания и водоснабжения, устрашения населения, провокаций внутренних беспорядков, дестабилизации го-
сударственного управления, создания экономического, социально-психического и экологического кризисов есть 
не что иное, как биологический терроризм. разработанные и ратифицированные на сегодняшний день много-
численные международные соглашения, договоры и протоколы, ограничивающие производство и использование 
оружия массового поражения, не гарантируют ликвидацию рисков незаконного приобретения и использования 
пба террористическими организациями, что не позволяет исключить вероятность совершения актов биотерро-
ризма. в связи с этим сохранение и укрепление административно-правовых, медико-биологических, санитарно-
эпидемиологических, ветеринарно- и фитосанитарных и иных мероприятий должны составлять основу государ-
ственной политики российской Федерации по противодействию применению и распространению пба.

Ключевые слова: патогенные биологические агенты, биологическое оружие, вирусы, биотерроризм, конвенция 
о запрещении биологического оружия.
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на сегодняшний день напряженность геопо-
литической обстановки в области национальной и 
межгосударственной безопасности все больше сви-
детельствует о необходимости ускорения техноло-
гического совершенствования и прорывных шагов 
в области здравоохранения и защиты населения от 
проявлений биотерроризма. в его основе стоит неза-
конное осуществление преднамеренного, сознатель-
ного и целенаправленного использования биологиче-
ского оружия (бо) для устрашения или принуждения 
правительства, гражданского населения или любой 
части таковых для достижения политических или со-
циальных целей. несмотря на то, что большинство 
государств, включая российскую Федерацию, при-
держиваются политики неиспользования и прекра-
щения производства любого оружия массового по-
ражения и постоянно увеличивают долю охранных и 
ограничительных мер, нельзя полностью исключить 
угрозу незаконного приобретения и использования 
патогенных биологических агентов (пба) террори-
стическими организациями [1]. 

при рассмотрении сценариев умышленного при-
менения пба биотерроризм различают от биопре-
ступности. во втором случае речь идет о сознатель-
ном использовании пба для заражения (убийства) 
человека или группы лиц, обусловленном корыстной 
или бескорыстной мотивацией. в качестве одного 
из эпизодов биопреступности можно привести слу-
чай заражения в 1996 г. Shigella dysenteriae выпеч-
ки, которую недовольный сотрудник больничной 
лаборатории преподнес в качестве угощения своим 
коллегам [2]. биологический терроризм же, в отли-
чие от преступности, ставит перед собой цели в виде 
разрушения общества, потери экономических ресур-
сов страны, лишения проживающих лиц источников 
питания и водообеспечения, устрашения населения, 
провокаций внутренних беспорядков, дестабилиза-
ции государственного управления, создания эконо-
мического, социально-психического и экологическо-
го кризисов. зачастую лица, осуществляющие акты 
биотерроризма, вдохновлены идеологическими, ре-
лигиозными или политическими убеждениями [3]. 
успех попыток биотерроризма определяется степе-
нью разрушения общества и паники и напрямую мо-
жет не коррелировать с количеством жертв.

в современных условиях при ужесточении ме-
роприятий, направленных на сохранение и укреп-
ление биологического мониторинга в российской 
Федерации и других странах, сохраняется прирост 
новых пба, представляющих угрозу жизни отдель-
но взятого человека, группы лиц, общества или на-
селения, а также устоявшемуся миропорядку среди 
граждан и государственных институтов. в качестве 
пба рассматриваются микроорганизмы (вирусы, 
бактерии, риккетсии, хламидии, простейшие, грибы), 
генно-инженерные конструкции и модифицирован-
ные микроорганизмы, прионы, токсины, которые при 
использовании различных средств доставки могут 
вызывать массовые поражения людей, сельскохозяй-

ственных животных и посевов сельскохозяйствен-
ных культур [4]. к их особенностям относят продол-
жительное действие, скрытность распространения на 
огромные территории, образование микст-инфекций, 
длительность и сложность индикации, которые су-
щественно снижают эффективность оказания меди-
цинской помощи при высокой доле инфицированных 
лиц. пба, относящиеся к образцам бо, характеризу-
ются низкой поражающей дозой и высокой контаги-
озностью, что в совокупности с непродолжительным 
скрытым периодом существенно увеличивает долю 
безвозвратных потерь или вероятность инвалидиза-
ции пораженных в результате развития последствий 
перенесенной инфекции (интоксикации).

наиболее часто используемым в прошлом мето-
дом доставки пба считают распространение зара-
женных переносчиков: комаров, вшей, мух и других 
насекомых. первые упоминания о массовом приме-
нении пба относят к 1346 г., когда войска золотой 
орды при осаде крепости в Феодосии для заражения 
ее жителей использовали трупы людей, погибших 
от чумы. позднее чума распространилась по всей 
европе и за пять лет привела к гибели 25 млн чело-
век (около 5,5 % населения планеты) [5]. позднее,  
в 1870 г., луи пастер осуществил попытки примене-
ния возбудителя холеры с целью снижения ущерба, 
наносимого винной промышленности Франции мно-
гочисленным поголовьем кроликов [6]. 

интенсификация исследований антропонозных 
инфекций происходит в 1950-х гг. и ознаменована 
испытаниями комаров Aedes aegypti – переносчи-
ков вируса лихорадки денге (DENV) – на различных 
климатогеографических территориях проживания 
людей (северная и Южная америка, африка) при 
их высвобождении из картонных коробок или сбра-
сывании с самолетов. аналогичные исследования с 
москитами, инфицированными вирусом желтой ли-
хорадки, проведены сШа в 1956 г. по результатам 
распространения этой инфекции в саванне (штат 
джорджия) и эйвон-парке (штат Флорида) были по-
лучены исходные данные об особенностях формиро-
вания эпидемического очага [7]. 

на сегодняшний день для доставки москитов 
могут использоваться беспилотные летательные ап-
параты (бпла) [8]. так, высвобождение из бпла 
популяций комаров с вектором, кодирующим ак-
тивную область антитела 1с19 (single-chain variable 
fragment, scFv), а также комаров, инфицированных 
бактерией Wolbachia, снижающих репликацию ви-
руса, позволяет эффективно бороться с развитием 
эпидемии DENV [9]. вместе с тем практическая 
реализуемость применения бо и средств защиты от 
него через переносчиков сильно ограничена и зави-
сит, с одной стороны, от жизненного цикла и устой-
чивости насекомого к окружающей среде, а с другой 
стороны, от активного перемещения зараженных на-
секомых [10]. 

в качестве примера биотерроризма, не связан-
ного с использованием зараженных насекомых, не-
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обходимо упомянуть факт преднамеренного зараже-
ния коренного народа северной америки (индейцев) 
возбудителем натуральной оспы [11]. заслуживает 
внимания тот факт, что в этот же период (XVIII в.) 
в великобритании содержимое пустул шкур зара-
женных коров используют для получения «вакцин» 
от натуральной оспы. существенный прирост слу-
чаев применения пба как основы бо I поколения 
приходился на первую мировую войну. при этом 
основным биообъектом поражения служили круп-
ный рогатый скот и лошади. в качестве средств по-
ражения использовались «традиционные агенты»: 
патогены и токсины микробного (эндо- и экзоток-
сины), растительного (фитотоксины) и животного  
(зоотоксины) происхождения. так, в 1916 г. в посоль-
ство германии была передана посылка с взрывчаткой 
и ампулами с живыми бактериями сапа и сибирской 
язвы, а через год поступило сообщение о несколь-
ких задержаниях агентов немецких войск с образ-
цами Pseudomonas mallei. позднее стало известно 
о предотвращении теракта, в результате которого в 
г. петрограде (россия) предполагалось выпустить 
крыс, зараженных возбудителем чумы. аналогичные 
эпизоды в период с 1915 по 1931 г. с установленным 
фактом или мотивом на диверсионное применение 
возбудителей сибирской язвы, сапа, чумы, ящура 
и холеры посредством взрыва были зафиксирова-
ны повсеместно как в европе (румыния, болгария, 
австрия, греция, испания, италия), так и америке  
(сШа, аргентина) [12]. 

в связи с событиями первой мировой войны воз-
никла необходимость разработки конвенциальных 
запретов на использование бо для поражения жи-
вой силы противника. реализацией этих договорен-
ностей в результате многочисленных конференций 
и заключений экспертов при лиге наций послужило 
подписание 48 государствами версальского мирного 
договора (1919 г.) и женевского протокола (1925 г.).

однако принятые меры не остановили широ-
комасштабные исследования и разработки потен-
циальных агентов бо. так, в 1936 г. в японии, ко-
торая не присоединилась к женевскому протоколу, 
были созданы специальные лаборатории, известные 
как «отряд 731» и «отряд 100», занимавшиеся раз-
работкой и оценкой пба и средств их применения. 
практической реализацией этих разработок послужи-
ло распространение блох, зараженных чумой, вблизи 
г. нинбо, что привело к развитию эпидемии в китае. 
позднее, вплоть до 1942 г., в регионах чжэцзян, 
цзянси, Юшань, кинхва и Фуцин подтвержден факт 
заражения водоемов, полей и пищевых продуктов 
возбудителями холеры, брюшного тифа, дизентерии, 
паратифа и сибирской язвы, которые в совокупности 
с потерями от обычного оружия привели к массовой 
гибели мирных жителей (до 250 тыс. человек). об 
опасности указанных пба также свидетельствовали 
данные высокой смертности (до 17 %) среди воен-
нослужащих японской армии, применявших пере-
численные пба [13].

в аналогичный период, начиная с 1937 г., 
германия активно использует образцы бо для по-
ражения живой силы противника. с 1941 по 1945 г. 
задокументированы свидетельства о проведении 
«истребляющих» экспериментов над узниками кон-
центрационных лагерей бухенвальд и нацвейлер с 
применением возбудителя тифа. в последнем на за-
ключенных также проводились исследования эпиде-
мической желтухи [14].

существенный прирост исследований пба 
отмечен в период с 1930 по 1970 г. так, в 1932 г. в 
турции на 600 добровольцах изучалась клиническая 
картина инфицирования бактериями Treponema pal-
lidum, при этом сами испытуемые не знали об истин-
ных мотивах исследования [15]. аналогичные на-
блюдения на 400 испытуемых выполнялись в сШа 
в 1940 г., а в качестве патогена выступал Plasmodium 
malariae. в последнем случае клинические испыта-
ния также предусматривали оценку разрабатывае-
мых средств лечения малярии [16]. наиболее извест-
ный эпизод массового (1,5–5 тыс.) заражения жите-
лей гватемалы возбудителями сифилиса и гонореи, 
произошедший в период с 1946 по 1948 г., получил 
широкую огласку лишь в 2010 г. [17]. несмотря на 
официальное осуждение факта проведения таких 
«экспериментов» службой общественного здраво-
охранения, до настоящего времени сШа его не при-
знали как преступление против человечности [18]. 

при разработке пба немаловажное внимание 
уделялось вопросам оценки их аэрозольных харак-
теристик при использовании различных техниче-
ских решений «адресной» доставки. так, в период 
с 1950 по 1953 г., под эгидой установления степени 
уязвимости населения сШа к биологическим ата-
кам, военно-морские силы сШа осуществили рас-
пыление пба, предположительно Bacillus subtilis и 
Serratia marcescens, с кораблей вблизи нью-йорка 
и сан-Франциско, а также предположительно 
Bordetella pertussis – над тампа-бей (штат Флорида). 
расположенные в зоне распространения первичного 
облака ловушки аэрозоля, а также динамика развития 
клинических проявлений пневмонии у 800 тыс. жи-
телей сан-Франциско в течение первой недели позво-
лили определить характер протекания инфекционно-
го процесса в черте городской популяции, а также, 
исходя из расчетной экспозиционной дозы патогена, 
послужили исходными данными для запуска про-
граммы Germ Warfare Testing Program на ближайшие 
20 лет [7]. в рамках этой программы огромное вни-
мание уделялось вопросам рецептурирования потен-
циальных образцов бо за счет внесения в состав до-
полнительных веществ, увеличивающих жизнеспо-
собность инфекционных агентов или устойчивость 
токсинов во внешней среде. отдельным направлени-
ем служила разработка комбинированных рецептур, 
включающих два и более пба. предполагается, что 
таким образом может обеспечиваться мимикрия за-
болевания, что существенно усложнит проведение 
диагностических и лечебных мероприятий.
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одним из известных проектов, который по-
священ скринингу более десятка тысяч потенци-
альных поражающих агентов, получивших неле-
гальное распространение в европе и азии, был 
MKCHICKWIT [19]. именно с ним связывают разра-
ботки новых пба, в частности работы по изучению 
характеристик резервуарного накопления агентов у 
перелетных птиц, а также улучшению аэродинами-
ческих характеристик аэрозоля с помощью инхансе-
ров. косвенным подтверждением проводимых иссле-
дований служили данные об успешном распылении 
с самолетов или возгонке с земли в 1953 г. носителей 
на основе сульфида цинка и кадмия над виннипегом, 
сент-луисом, миннеаполисом, Форт-уэйном (штат 
мэриленд) и лисбергом (штат вирджиния) в рамках 
испытаний дымовых завес [20]. 

вопрос, связанный с медико-тактической оцен-
кой поражений, преимущественно новыми образ-
цами пба, решался в проекте MKNAOMI (1950–
1970-е гг.) [21]. в рамках него и при участии отдела 
специальных операций армейского центра биологи-
ческих исследований Форт-детрик (штат мэриленд) 
сШа проводили исследования поражающего дей-
ствия токсинов моллюсков, возбудителей стебле-
вой ржавчины пшеницы (Puccinia graminis, род 
Tritici), трихотецена (ниваленон, дезоксиниваленол 
и моноацетилниваленол (fusarenon-х), выделенных 
из Fusarium nivale. так, в 1954 г. в сШа организо-
вано масштабирование производства Brucella suis и 
Francisella tularensis, а в 1956 г. начались широко-
масштабные исследования пба на добровольцах в 
рамках программы CD-22, контролирующая функ-
ция которой возложена на комиссию эпидемиоло-
гических наблюдений и эпидемиологический совет 
вооруженных сил сШа [22]. в качестве одной из 
задач этой программы служила разработка вакцин к 
возбудителю туляремии.

с 1964 г. инициированы исследования бактерий 
стафилококковой группы, в частности стафилокок-
кового энтеротоксина, представляющего собой ко-
роткодействующий агент, вызывающий жизнеугро-
жающие последствия. 1966 г. ознаменован оценкой 
поражающего действия Bacillus subtilis niger при 
распылении возбудителя через систему вентиляции 
метро нью-йорка. остаются неясными истинные 
мотивы изучения поражающего действия бпа гриб-
ковой природы на примере Aspergillus fumigatus в от-
ношении лиц, обеспечивающих работу центра снаб-
жения военно-морских сил сШа вблизи норфолка 
(штат вирджиния). примерно в этот же период 
выполнены исследования по созданию бпла для 
доставки различного рода боеприпасов к легкому 
стрелковому оружию, представленных капсулами с 
биологическими рецептурами для заражения людей, 
а также эксперименты по созданию биопленок для 
защиты возбудителя чумы от существующих на тот 
момент антибиотиков. общее количество случаев с 
применением образцов пба в нескольких городах 
сШа составило 239 [7].

эти обстоятельства, а также бесконтрольное на-
копление бо многими странами, и в первую очередь 
сШа, в послевоенный период с 1950-х по 1970-е гг. 
существенно подрывали стабильность миропорядка 
и угрожали гуманитарным институтам и ценностям. 
в связи с необходимостью международного контро-
ля за вооружением в 1971 г. генеральная ассамблея 
оон одобрила конвенцию о запрещении разработ-
ки, производства и накопления запасов бактерио-
логического (биологического) и токсинного оружия 
и об их уничтожении (кбто), которая вступила в 
силу 26 марта 1975 г. на 2020 г. она ратифицирована 
183 государствами [23].

однако, несмотря на все достигнутые догово-
ренности и постоянное увеличение доли стран – 
участниц кбто, в сШа после 1970 г. продолжены 
исследования пба риккетсиозной природы, таких 
как Coxiella burnetii, вызывающей ку-лихорадку, 
и вирусов семейства Togaviridae (род Alphavirus) и 
Flaviviridae (род Flavivurus), вызывающих восточ-
ный и венесуэльский энцефалит лошадей и желтую 
лихорадку соответственно. для большинства из них 
были получены высокоочищенные стандарты, кото-
рые испытывались на добровольцах в проектах 112 
и SHAD [24]. образцы, удовлетворяющие заданным 
требованиям, подвергались промышленной нара-
ботке с последующим размещением на кораблях и 
самолетах. именно в этот период происходит пере-
оценка направлений исследований с приоритетом 
на создание бо II поколения, в составе которого 
генетически модифицированные представители из-
вестных пба с более высокой эффективностью и 
способностью преодолевать меры медицинской за-
щиты. так, уже с 1969 г. в сШа прорабатывался ши-
рокомасштабный проект по изучению возможностей 
создания генетических и генно-модифицированных 
агентов. инициированные позднее работы в Форд-
детрике предусматривали создание аналогов ретро-
вирусов (HIV-1 и HIV-2) и генетического оружия, 
специфично воздействующих на этнические группы 
и расовые представительства (PROJECT 15090) [25]. 
параллельно им выполнялись исследования по по-
лучению синтетических аналогов токсинов (пред-
положительно сакситоксина и тетродотоксина), 
обладающих низкой иммуногенной активностью, 
что серьезным образом затрудняло бы разработку 
эффективных мер медицинской защиты иммуно-
биологическими препаратами на основе вакцин и 
анатоксинов.

после реформирования центра изучения бо и 
образования на его основе национального инсти-
тута изучения канцерогенеза (NCI) специалистами 
из сШа инициированы работы по изучению верти-
кального и горизонтального вирусного канцероге-
неза. одним из первых открытий этой организации 
стало описание вируса т-клеточной лейкемии чело-
века (HTLV), который не распознается иммунной си-
стемой человека. не менее смертельную угрозу для 
всего человечества и предмет биотерроризма стал 
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представлять синдром приобретенного иммуноде-
фицита (спид), вызванный вирусом HIV и впер-
вые выявленный в 1981 г. у гомосексуалистов нью-
йорка, лос-анжелеса и сан-Франциско. согласно 
расшифрованной последовательности консерватив-
ного участка указанный вирус имел сходство с лим-
фотропным ретровирусом HTLV и VISNA овец [26]. 
до сегодняшнего дня в отсутствие эффективных 
средств медицинской защиты HIV остается серьез-
ной угрозой в качестве инструмента для совершения 
актов биологического терроризма.

с 1986 г. на основании данных отчета конгресса 
сШа перечень пба дополнен модифицированными 
вирусами, токсинами природного происхождения и 
агентами с измененной структурой методами био-
инженерии. в основании для внесения дополнений 
лежал принцип «нераспознавания» иммунной систе-
мой человека чужеродных агентов, а также неспо-
собность существующих вакцин и антитоксинов эф-
фективно им противостоять. позднее министерство 
обороны сШа открыто заявило о существовании 
целой сети из 127 институтов, занятых работами с 
пба, а John D. Rockfeller сообщил о более чем по-
лувековых испытаниях различных образцов пба и 
средств защиты от них на добровольцах и лицах без 
их личного согласия [21, 22]. так, в 1994 г. появляет-
ся сообщение Dr Garth Nicolson об инфицировании 
большинства ветеранов операции «буря в пусты-
не» измененным штаммом Mycoplasma incognitus. 
за счет наличия в его оболочке до 40 % спайкового 
белка вируса HIV данный агент обеспечивал себе 
защиту от распознавания иммунной системой чело-
века [27]. позднее указан источник происхождения 
пба, использованных во время войны в персидском 
заливе (хьюстон, штат техас, и бока-ратон, штат 
Флорида) [28]. наиболее значимые случаи биотер-
роризма, получившие широкую огласку, приведены 
в табл. 1.

в 1984 г. в те-далсе (штат орегон, сШа) в ре-
зультате преднамеренного обсеменения заправки 
для салатов Salmonella enterica Typhimurium постра-

дал 751 человек, 45 из которых госпитализированы. 
исполнителями этой акции были последователи ре-
лигиозного движения раджниша, а целевой установ-
кой их действиям служило вмешательство в местные 
выборы [29]. 

в 1990 г. террористической организацией «аум 
синрикё» предпринято несколько попыток примене-
ния ботулотоксина в отношении парламентариев и 
королевского окружения на свадьбе японского прин-
ца. другим примером применения бо токсинной при-
роды служит использование в 1991 г. рицина правым 
крылом политического «патриотического» движения 
(штат миннесота, сШа) Minnesota Patriots Council в 
отношении специалистов налоговой службы (IRS – 
Internal Revenue Service) и официальных лиц сШа. 
предполагается, что почтовые отправления были об-
работаны аэрозолем рицина или покрыты пленкой, 
содержащей токсин – диметилсульфоксид [30].

позднее, в 1993 г., члены секты «аум синрикё» 
распылили споры Bacillus anthracis с крыши здания 
в токио [31]. аналогичные случаи биотерроризма 
задокументированы в сШа, где в сентябре 2001 г. 
письма, зараженные Bacillus anthracis, были направ-
лены в несколько офисов средств массовой инфор-
мации и двум сенаторам от демократической партии 
сШа [32].

с начала 1990-х гг. в обход кбто начинает раз-
рабатываться бо III поколения, представляющее со-
бой усовершенствованные агенты, которые не встре-
чаются или не встречались (после вспышки или эпи-
демии) ранее в природе, их разработка основывает-
ся на уязвимости определенных звеньев иммунной 
системы человека [33]. они получены с помощью 
методов генной инженерии, характеризуются скрыт-
ностью использования, наличием латентного перио-
да, массовым поражающим действием, атипичным 
течением и отсутствием специфических симптомов 
развивающейся инфекции, а также тест-систем и 
средств лечения (табл. 2).

существенное внимание исследованиям но-
вых пба, которые потенциально могут быть вклю-

Таблица 1 / Table 1

наиболее значимые случаи биологического терроризма
The most significant cases of biological terrorism

год события
Year of the event

место, страна
Location, country

агент
Pathogenic agent

количество пораженных
Number of people affected

1984
те-далс, штат орегон, сШа

Te-Dahls, Oregon, USA
сальмонелла

Salmonella
751 пострадавший

751 affected

1990
токио, япония
Tokyo, Japan

ботулотоксин
Botulinum toxin

нет пострадавших
No affected

1991
миннесота, сШа

Minnesota, USA
рицин
Ricin

точные сведения отсутствуют
No accurate data available

1993
токио, япония
Tokyo, Japan

сибирская язва
Anthrax

нет пострадавших
No affected

2001
вашингтон, нью-йорк, сШа
Washington, New York, USA

сибирская язва
Anthrax

5 погибших, 17 пострадавших
5 dead, 17 affected
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чены в состав бо III поколения, с одной стороны, 
диктуется усилением институтов власти, обеспе-
чивающих контрольно-надзорную функцию за 
научно-исследовательскими организациям, с другой 
стороны, может служить объяснением отказа сШа 
в 2001 г. принять обязательства по взаимному кон-
тролю выполнения кбто. так, в конце 1990-х гг. в 
сШа создан национальный научный консультатив-
ный совет по биобезопасности (NSABB) для монито-
ринга потенциальных исследований двойного назна-
чения, а при министерстве обороны сШа запущена 
программа по трансформационным медицинским 
технологиям (TNTI), которая предполагает секвени-
рование генома пба, рассматриваемых в качестве 
основы биотерроризма, с целью разработки универ-
сальных мер защиты. итогом проводимых работ за 
рубежом за последние 20 лет стало создание множе-
ства платформ по доставке генетического материала 
в биологическую матрицу, преимущественно за счет 
вирусных векторов (табл. 3).

наибольшую угрозу при сочетании неблагопри-
ятных факторов инфекционного процесса (воспри-
имчивость макро- и патогенность микроорганизма 
при наличии механизма передачи) представляют 
вирусы, передаваемые воздушно-капельным путем 
(ретровирусные, аденовирусные, лентивирусные и 

аденоассоциированные векторы). наибольшей ем-
костью по днк обладают векторы-ампликоны на 
основе вируса герпеса простого (до 150 т.п.о.), тог-
да как наименьшей (до 4 т.п.о.) – векторы на основе 
аденоассоциированного вируса [35]. эти особенно-
сти, а также способность перенацеливать векторы 
на разные типы клеток или участки генома человека 
(например, векторы на основе HIV) создают условия 
для реализации их онкогенного потенциала. 

весомая угроза мировой безопасности также 
сопряжена с высоким риском получения неконтро-
лируемыми группировками, включая террористи-
ческие организации, доступа к государственным 
коллекциям культур или аналитическим стандартам 
бо. простота и доступность получения векторов с 
заданными свойствами с использованием коммер-
чески доступных наборов (Takara, ThermoFisher 
Scientific, GeneCopoesia, Systems Biosciences, Agilent 
Technologies) также подкрепляют возросшие риски 
по наработке необходимого количества образцов для 
применения в террористических целях. необходимо 
отметить, что появление новых пба, представляю-
щих угрозу жизни людей, усиливалось на фоне сни-
жения уровня контроля международных организа-
ций за профилактикой инцидентов с использовани-
ем пба в террористических целях [36]. отчасти это 

Таблица 2 / Table 2

медико-тактические характеристики различных поколений биологического оружия [34]
Medical and tactical characteristics of various generations of biological weapons (BW) [34]

характеристики
Characteristics

поколения бо
BW generations

I II III

поражающая доза, г
Harmful dose, g

10–12 10–16 10–16

скрытый период
Latent period

дни – недели
Days – weeks

дни – недели
Days – weeks

часы – дни
Hours – days

летальность, %
Lethality, %

до 50
Up to 50

до 80
Up to 80

до 80
Up to 80

утрата боеспособности
Loss of combat capability

дни – недели
Days – weeks

дни – недели
Days – weeks

часы – годы
Hours – years

популяционно-клеточная избирательность действия
Population-cellular selectivity of action

низкая
Low

низкая
Low

высокая
High

способность к антигенной мимикрии
Capacity for antigenic mimicry

есть
Present

есть
Present

снижена
Decreased

вероятность вертикальной передачи 
Probability of vertical transmission

нет
No

нет
No

есть
Present

возможность индикации
Possibility of indication

есть
Present

есть
Present

снижена
Low

наличие специфических тест-систем
Availability of test-systems

есть
Available

есть
Available

нет
Not available

симптомы развивающейся инфекции
Symptoms of developing infection

типичные
Typical

как правило, типичные
As a rule, typical

атипичные
Atypical

отдаленные последствия
Delayed, long-term consequences

нет
No

нет
No

есть
Present

медицинские средства защиты
Medical protective means

есть
Available

малоэффективны
Of little effect

нет
Not available
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связано как с расширением спектра потенциальных 
пба, не попадающих под действие кбто, так и с 
попыткой переоценить роль и место отдельных мис-
сионеров по расширению полномочий в праве уста-
новления виновных, например, как это было в отно-
шении химических атак (правительство сирийской 
арабской республики) или пандемии COVID-19 
(руководство китая). нельзя однозначно утверждать 
об эффективности работы неформальной австралий-
ской группы (IOBC-WPRS), которая с 1995 г. осу-
ществляет мониторинг и лицензирование экспорта 
химических веществ, биологических агентов с це-
лью предотвращения распространения материалов 
двойного назначения [37]. осуждения любых форм 

терроризма в течение последнего двадцатилетия не-
однократно озвучивались на совете безопасности 
оон, а в 2001 г. согласно резолюции 1373 была при-
знана связь международного терроризма и перевозки 
ядерных, химических и биологических материалов. 

совершенствование вирусных векторов и широ-
кое внедрение их в научную и медицинскую практи-
ку могло лежать в основе эпидемий XXI в., вызван-
ных SARS-CoV: тяжелый острый респираторный 
синдром (торс) (с 2002 г.), H1N1 – «свиной грипп» 
(с 2009 г.), н7N9 – «грипп птиц» (2013 г.), Poliovirus 
hominis – «полиомиелит» (с 2014 г.) и EBOV – «лихо-
радка эбола». в отношении пандемии COVID-19 су-
ществует мнение об искусственном происхождении 

Таблица 3 / Table 3

сравнительная характеристика доставки генетического материала с помощью вирусных векторов
Comparative characteristics of the delivery of genetic material using viral vectors

наименование  
семейства вируса (вируса)

Name of the virus   
family (virus)

путь доставки
Delivery route

преимущества
Advantages

ограничения
Limitations

ретровирусные
Retrovirus

ингаляционный
Inhalation

высокая эффективность, продолжительная экспрессия,  
тропность к эпителию дыхательных путей, низкая  

иммуногенность, емкость 7–7,5 т.п.о., интеграция в геном
High efficiency, long-lasting expression, tropism for  
the respiratory tract epithelium, low immunogenicity,  

capacity of 7–7.5 kb, integration into the genome

инсерционный мутагенез,  
неспособность к трансфекции  

в ткани мышц, мозга, легких и печени
Insertional mutagenesis, failure  
to transfect into muscle, brain,  

lung and liver tissues

аденовирусные
Adenovirus

ингаляционный,  
инъекционный

Inhalation,   
injection

трансфекция различных органов (легкие, печень, почки,  
эпителий жкт, мышцы), кратковременная экспрессия,  

простота наработки, емкость 30 т.п.о.
Transfection of various organs (lungs, liver, kidneys,  

gastrointestinal epithelium, muscles), short-term expression,  
ease of reproduction, capacity of 30 kb

высокая иммуногенность по причине 
наличия у реципиента иммунитета,  

неспособность к интеграции в геном
High immunogenicity  

due to the presence of immunity  
in the recipient, inability to integrate  

into the genome

лентивирусные
Lentivirus

ингаляционный,  
инъекционный

Inhalation,   
injection

высокая эффективность, продолжительная экспрессия,  
возможность псевдотипирования для придания тропности  
к различным тканям, низкая иммуногенность, интеграция  

в геном, емкость 7–7,5 т.п.о.
High efficiency, long-lasting expression, possibility  

of pseudotyping to impart tropism to various tissues, low  
immunogenicity, integration into the genome, capacity of 7–7.5 kb

инсерционный мутагенез,  
сложность в наработке
Insertion mutagenesis,  

difficulty in reproduction

аденоассоциированные
Adeno-associated

ингаляционный,  
инъекционный

Inhalation,   
injection

трансфекция в различные типы клеток, медленное начало  
и длительная экспрессия, интеграция в геном,  

емкость 3,5–4,0 т.п.о.
Transfection into various cell types, slow onset and long-lasting  

expression, genome integration, 3.5–4.0 kb capacity

высокая иммуногенность,  
сложность в наработке
High immunogenicity,  

difficulty in reproduction

вирус простого герпеса
Herpes simplex virus

инъекционный
Injection

низкая токсичность, высокая емкость – 150 т.п.о.,  
длительность экспрессии – до 1 года
Low toxicity, high capacity of 150 kb,  

expression duration – up to 1 year

снижение иммунитета, высокая  
вероятность наличия у реципиента 
иммунитета, сложная технология  

получения ампликонов
Decreased immunity, high probability  

of the recipient having immunity,  
complex technology for obtaining  

amplicons

ортопоксвирусы
Orthopoxviruses

инъекционный
Injection

высокая эффективность доставки в ткань опухолей, емкость 
25 т.п.о., возможность инфицировать различные ткани  

человека, не вызывая патологических процессов
High efficiency of delivery to tumor tissue, capacity of 25 kb,  

ability to infect various human tissues without causing  
pathological processes

сложный процесс наработки
Complex process of reproduction

примечание :  т.п.о. – тысяч пар оснований.

No te :  kb– Kilobase pairs. 
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ее возбудителя SARS-CoV-2, что позволяет отнести 
подобные сценарии бесконтрольного распростране-
ния пба к актам биотерроризма [38, 39].

с широким внедрением интернет-ресурсов су-
щественно возросла вероятность приобретения и 
сбыта прекурсоров и образцов бо, а также политиза-
ция напряженности в связи с якобы имевшими место 
случаями применения различных агентов, которые 
послужили причиной массовых случаев заболевания 
среди населения. это должно учитываться при орга-
низации доведения до потребителя достоверной ин-
формации и выстраивании алгоритмов социальной, 
противоэпидемической и медицинской защиты на-
селения, проживающего в зоне природно-очаговых 
болезней.

на сегодняшний день приняты очередные шаги 
по усилению мер контроля за потенциальными пба, 
которые могут рассматриваться в качестве образцов 
бо. в частности, в ходе очередного саммита G8 (G7 
в настоящее время) в 2020 г. было объявлено усиле-
ние глобального партнерства с целью предотвраще-
ния попадания ядерного, биологического или хими-
ческого оружия в руки террористов или враждебных 
государств [40]; воз уполномочена в части мони-
торинга распространения опасных инфекционных 
заболеваний, установления их этиологии и причин 
появления [41]; создана международная морская ор-
ганизация, а также организована работа таможенной 
организации по отслеживанию перевозимых грузов.

однако ратифицированные на сегодняшний 
день конвенциональные соглашения, а также госу-
дарственные институты и межгосударственные ор-
ганы, наделенные отдельными полномочиями, не 
предусматривают единой системы противодействия 
новым биологическим угрозам, а также распростра-
нению биотерроризма, всеобъемлющего контроля за 
созданием и применением пба. 

таким образом, разработка единой системы 
противодействия распространению биотерроризма 
является одной из приоритетных задач международ-
ного сотрудничества в области обеспечения биологи-
ческой безопасности, а ее практическая реализация 
может быть возложена на воз при мониторинговой 
миссии оон.
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Применение HRM-анализа кривых плавления, полученных после амплификации  
VNTR-локусов, для идентификации и дифференциации штаммов бруцелл

ФГБНУ «Федеральный центр токсикологической, радиационной и биологической безопасности», Казань, Российская Федерация

цель исследования – оценка эффективности анализа кривых плавления высокого разрешения, полученных по-
сле амплификации VNTR-локусов, для идентификации и дифференциации штаммов бруцелл. материалы и ме-
тоды. в качестве объектов исследования использовали 16 штаммов бруцелл видов Brucella canis (n=1), B. abortus 
(n=9), B. melitensis (n=2) и B. suis (n=4) различного географического происхождения. MLVA-типирование прово-
дили методом классической пцр с последующим разделением ампликонов в агарозном геле и методом пцр-рв с 
пост-амплификационным анализом кривых плавления VNTR-локусов в присутствии интеркалирующего красите-
ля SybrGreen. биоинформационный анализ выполняли с помощью программ Vector NTI 9.1 и Mega 11 (алгоритм 
MUSCLE). Филогенетический анализ проводили методом UPGMA с помощью программы Mega 11. результаты 
и обсуждение. с помощью MLVA-подхода, основанного на анализе кривых плавления пцр-продуктов, полу-
ченных после амплификации VNTR-локусов, показано, что каждый из 16 штаммов бруцелл характеризуется 
уникальным профилем температур плавления. методом пцр с последующим электрофорезом установлено, 
что, несмотря на высокую вариабельность использованных VNTR-последовательностей (h=0,48…0,74), только 
пост-амплификационные кривые плавления локусов Bru7, Bru9, Bru18, Bru21 обладали достаточной информа-
тивностью для определения генетического полиморфизма исследованных штаммов бруцелл. на основании фило-
генетического анализа последовательностей Bru7, Bru9, Bru18, Bru21 показано, что большинство исследуемых 
штаммов бруцелл распределялись на дендрограмме в соответствии с их таксономическим и географическим 
положением. таким образом, HRM-анализ кривых плавления, полученных после амплификации локусов Bru7, 
Bru9, Bru18, Bru21, имеет потенциал использования для дифференциации штаммов бруцелл.
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E.A. Anisimova, D.A. Mirgazov, E.A. Dodonova, I.A. Elizarova, E.V. Pankova, K.A. Osyanin
Use of HRM-Analysis of the Melting Curves Obtained after Amplification of VNTR-Loci  
for Identification and Differentiation of Brucella strains
Federal Center for Toxicological, Radiation and Biological Safety, Kazan, Russian Federation

Abstract. The aim of the present study was to evaluate the effectiveness of analysis of the high resolution melting 
curves obtained after amplification of VNTR loci for the identification and differentiation of Brucella strains. Materials 
and methods. 16 strains of Brucella species – B. canis (n=1), B. abortus (n=9), B. melitensis (n=2), B. suis (n=4) – of 
different geographical origin were used as objects of the research. The MLVA-typing was performed using conventional 
PCR followed by separation of amplicons in agarose gel and real-time PCR with post-amplification analysis of the curves 
of VNTR loci melting in the presence of intercalating dye SybrGreen. Bioinformatics analysis was conducted with 
the help of Vector NTI 9.1, Mega 11 software (MUSCLE algorithm). Phylogenetic analysis was carried out applying 
UPGMA method using the Mega 11 program. Results and discussion. MLVA approach based on the analysis of the mel-
ting point curves of the obtained after amplification of VNTR-loci PCR fragments has shown that each of the 16 strains 
of Brucella is characterized by a unique melting temperature profile. PCR followed by electrophoresis has demonstrated 
that despite the high variability of the used VNTR sequences (h=0.48…0.74), only post-amplification melting curves 
of the Bru7, Bru9, Bru18, Bru21 loci had sufficient information content to determine the genetic polymorphism of the 
studied Brucella strains. Based on the results of phylogenetic analysis of the Bru7, Bru9, Bru18, Bru21 sequences, it has 
been found that the majority of the studied Brucella strains are distributed in the dendrogram in accordance with their 
taxonomic and geographical position. Thus, HRM analysis of melting curves obtained after amplification of the Bru7, 
Bru9, Bru18, Bru21 loci has the potential to be used for differentiating Brucella strains.

Key words: brucellosis, Brucella canis, B. suis, B. melitensis, B. abortus, PCR, MLVA, melting curves.
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бруцеллез – особо опасное инфекционно-
аллергическое зоонозное заболевание, возбудителем 
которого являются бактерии рода Brucella. в настоя-
щее время данный род включает в себя 12 видов, из 
которых наиболее патогенными для человека явля-
ются B. melitensis, B. abortus и некоторые биовары 
B. suis и B. canis [1]. основными путями заражения 
человека бруцеллезом являются контакт с инфициро-
ванными животными, а также употребление в пищу 
сырой животноводческой продукции, полученной 
от больного поголовья [2]. несмотря на примерно 
97 % сходства на генетическом уровне, определен-
ные виды бруцелл преимущественно ассоциируются 
с конкретными животными [3]. так, основным хо-
зяином у B. abortus является крупный рогатый скот,  
у B. melitensis – овцы и козы, у B. canis – собаки,  
а у B. suis – свиньи (биовары 1, 2 и 3), северные олени 
(биовар 4) и мышевидные грызуны (биовар 5) [4].

на протяжении последних десяти лет эпиде-
мическая ситуация по бруцеллезу в российской 
Федерации характеризуется как достаточно напря-
женная и, как правило, определяется активностью 
эпизоотического процесса среди эпидемиологически 
значимых видов крупного (крс) и мелкого (мрс) 
рогатого скота в скотоводческих и овцеводческих 
хозяйствах, а также на козьих и свинофермах [5]. 
помимо угрозы общественному здоровью, бруцел-
лез наносит значительный экономический ущерб. 

в мировой практике используются различ-
ные подходы (серологические, бактериологические 
и т.п.) для индикации и идентификации возбудителя 
бруцеллеза, определения его патогенного потенциа-
ла. для проведения противоэпидемических меро-
приятий, а также расследования вспышек бруцеллез-
ной инфекции возрастающее значение приобретают 
подходы, позволяющие проводить молекулярно-
генетическую характеристику бруцелл на уровне 
штамма. в свою очередь для характеристики микро-
организмов с высоким уровнем гомологии днк,  
к которым относятся и бактерии рода Brucella [6–9], 
широкое применение получил многолокусный 
анализ числа вариабельных тандемных повторов 
(MLVA). этот метод позволяет дифференцировать 
штаммы одного вида между собой, определять их 
эволюционное происхождение, а также принадлеж-
ность к тому или иному биовару. традиционно гено-
типирование включает в себя два последовательных 
этапа, а именно пцр-амплификацию VNTR-локусов 
и учет их размеров с помощью электрофореза. в дан-
ном исследовании мы рассмотрели возможность 
проведения MLVA в реальном времени с помощью 
подхода, основанного на анализе кривых плавления 
пцр-продуктов высокого разрешения, полученных 

после амплификации VNTR-локусов. аналогичная 
схема типирования была успешно применена нами 
для оценки генетического полиморфизма штаммов 
возбудителя сибирской язвы [10, 11].

целью исследования является оценка эффек-
тивности анализа кривых плавления высокого раз-
решения, полученных после амплификации VNTR-
локусов, для идентификации и дифференциации 
штаммов бруцелл.

материалы и методы

в качестве объектов исследования использо-
вали 16 штаммов бруцелл: B. canis RM 6/66, B. suis 
(1330, 6989, 183-1, у-1), B. melitensis (1565, 1190) и 
B. abortus (82, 19, R-1096, уФ-1, 54м, 287-9, 7856, 
544, 1561) из государственной коллекции штам-
мов возбудителей особо опасных болезней, ис-
пользуемых в ветеринарии и животноводстве, 
Фгбну «Фцтрб-вниви». подготовку проб для 
дальнейших молекулярно-генетических исследо-
ваний проводили согласно методическим указа-
ниям мук 3.1.7.3402-16 «эпидемиологический 
надзор и лабораторная диагностика бруцеллеза», 
му 1.3.2569-09 «организация работы лабораторий, 
использующих методы амплификации нуклеино-
вых кислот при работе с материалом, содержащим 
микроорганизмы I–IV групп патогенности».

выделение днк бруцелл проводили с помощью 
набора «днк-сорб-в» (Фбун цнии эпидемиоло-
гии, россия) согласно инструкции производителя. 
для амплификации VNTR-локусов использовали 
праймеры [12], разработанные нами ранее на основе 
нуклеотидных последовательностей, традиционно 
используемых для MLVA [13]. претерпевшие реди-
зайн олигонуклеотидные затравки имеют темпера-
туру плавления (50,83±0,27) °с, однако при подборе 
условий проведения пцр in vitro установили, что 
наиболее оптимальной для отжига праймеров явля-
ется температура 54 °с.

реакционная пцр-смесь объемом 15 мкл со-
держала 2,5 мкл 10×пцр буфера, 1,5 мкл 25 мM 
MgCl2, 5 пкM каждого праймера, 2,5 мкл 2,5 мM 
dNTP, 0,5 мкл Taq-полимеразы, 2,5 мкл днк мат-
рицы, 5 мкл ddH2O. амплификацию проводили по 
следующей программе: начальная денатурация днк 
при 95 °с в течение 5 мин, далее 45 циклов: денату-
рация при 95 °C – 10 с, отжиг олигонуклеотидов при 
54 °C – 30 с, элонгация при 72 °C – 10 с. 

пцр-продукты разделяли электрофорезом в 
1,5 % агарозном геле с последующей окраской бро-
мистым этидием. визуализацию проводили с помо-
щью UV-трансиллюминатора. размер полученных 
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фрагментов определяли с использованием програм-
мы Gel Analyzer путем сравнения фрагмента с марке-
ром молекулярной массы днк 100+ bp DNA Ladder 
(зао «евроген», москва).

реакционная смесь для постановки пцр-рв 
объемом 15 мкл содержала 1,5 мкл 10×пцр-буфера 
c красителем SYBRGreen (зао «синтол», россия), 
25 мм раствора MgCl2 (зао «синтол», россия), 
0,5 единиц Taq-полимеразы (зао «синтол», россия), 
2,5 мM дезоксирибонуклеозидтрифосфата, 5 pM 
прямого и обратного праймера, 10 нг днк-матрицы, 
ddH2O (до 15 мкл). амплификацию проводили по 
следующей программе: начальная денатурация при 
95 °C в течение 5 мин; 39 циклов: денатурация при 
95 °C – 10 с, отжиг олигонуклеотидов при 54 °C – 
30 с (детекция по каналу FAM) и элонгация при 
72 °C – 10 с. после амплификации осуществляли 
анализ кривых плавления с использованием следую-
щей программы: при температуре от 65 до 95 °C (шаг 
0,2 °C) – 5 с. графический анализ кривых плавления 
продуктов амплификации выполняли в программе 
CFX ManangerTM (Bio-Rad, сШа).

статистическую обработку результатов прово-
дили в программе Microsoft Office Excel 2017. для 
оценки вариабельности VNTR-локусов вычисляли 
индекс аллельного полиморфизма (h) [14].

биоинформационный анализ осуществляли с 
помощью программ Vector NTI 9.1 и баз данных ре-
сурсов NCBI (https://www.ncbi.gov). множественное 
выравнивание выполнили с использованием алго-
ритма MUSCLE в программе Mega 11.

Филогенетический анализ проводили методом 
попарного невзвешенного кластирования с арифме-
тическим усреднением (UPGMA). для оценки до-
стоверности филогенетических связей использова-
ли многократную генерацию методом Bootstrap для 
1000 независимых построений каждого филогенети-
ческого дерева.

результаты и обсуждение

для генотипирования штаммов возбудителя 
бруцеллеза использовали предложенную нами ра-
нее схему MLVA, которая включает в себя анализ 
15 VNTR-локусов с длиной мотива тандемных по-
второв от 6 до 134 п.н. [12]. 

традиционно учет результатов MLVA осущест-
вляют путем определения размера пцр-продуктов 
методом электрофореза в агарозном или полиакрила-
мидном геле с последующим секвенированием полу-
ченных ампликонов, а также с применением капил-
лярных анализаторов или с использованием зондов 
с флуоресцентной меткой [15]. вышеперечисленные 
методики являются достаточно трудоемкими, а так-
же требуют высокотехнологичного дорогостоящего 
оборудования и расходных материалов. ранее нами 
был разработан альтернативный подход для MLVA-
типирования штаммов Bacillus anthrasis, основан-
ный на пост-амплификационной детекции кривых 

плавления VNTR-последовательностей с использо-
ванием интеркалирующих красителей [10]. данный 
метод базируется на главном принципе HRM (high 
resolution melting): чем больше г/ц пар оснований 
содержит пцр-продукт, тем выше температура его 
плавления. в этом случае детекция результатов про-
исходит в реальном времени и, как следствие, не 
требует дальнейших манипуляций с ампликонами, 
что значительно убыстряет и удешевляет процесс 
VNTR-типирования, а также снижает риск контами-
нации. отметим, что ранее HRM успешно применял-
ся для детекции однонуклеотидных полиморфизмов 
(SNP) бруцелл с целью их индикации на видовом 
уровне [16, 17]. в данном исследовании мы впер-
вые рассмотрели возможность использования пост-
амплификационных кривых плавления для типиза-
ции бруцелл методом MLVA. 

с этой целью для 16 штаммов бруцелл, от-
носящихся к различным видам (B. canis, B. suis, 
B. melitensis и B. abortus) и биоварам, провели MLVA-
типирование с пост-амплификационным анализом 
кривых плавления VNTR-локусов в режиме реально-
го времени. пцр-рв амплификацию провели в трех 
репликах, после чего рассчитали медианное значе-
ние (табл. 1). для большинства штаммов результаты 
амплификации по локусам Bru4, Bru8, Bru10, Bru11 
и Bru55 оказались отрицательными, поэтому их ис-
ключили из работы. для остальных локусов разница 
между повторами составила ≤0,3 °с и, как следствие, 
для дифференциации штаммов бруцелл на основа-
нии разниц температур плавления VNTR-локусов 
допустимым отличием приняли значение от 0,3 °с. 

как видно из табл. 1, каждый из 16 использован-
ных в рамках данного исследования штаммов облада-
ет уникальным профилем пост-амплификационных 
температур плавления VNTR-локусов. на этом 
основании можно предположить, что использован-
ные штаммы бруцелл принадлежат к 16 различным 
генотипам.

для штаммов B. canis RM 6/66, B. suis 1330, 
B. suis 183-л, B. melitensis 1565, B. melitensis 1190, 
B. abortus R-1096, B. abortus 287-9, характеризую-
щихся наиболее разнообразными температурами 
плавления пцр-продуктов, определили молекуляр-
ную массу VNTR-локусов с помощью классической 
пцр с последующим разделением ампликонов в 
агарозном геле. также размеры VNTR-локусов ре-
ферентных штаммов B. canis RM 6/66 и B. suis 1330 
подтвердили in silico. для этого с помощью програм-
мы Vector NTI 9.1 нуклеотидные последовательно-
сти I и II хромосом B. canis RM 6/66 и B. suis 1330, 
представленные в базе данных GenBank, ограничили 
соответствующими праймерами. полученные для ре-
ферентных штаммов размеры ампликонов перевели в 
числовой формат копий тандемных повторов. после 
чего путем экстраполяции рассчитали количество по-
второв в каждом локусе для остальных исследуемых 
штаммов. результаты, проведенные по десяти локу-
сам MLVA-типирования, представлены в табл. 2.
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отметим, что для амплификации участков ге-
нома, содержащих VNTR-последовательности, ис-
пользовали модифицированный вариант прайме-
ров для MLVA [12]. поэтому молекулярная масса 
пцр-продуктов, полученных после амплификации 
VNTR-локусов, у референтных штаммов бруцелл 
отличалась от представленных в международных 
базах [13].

в целом установили, что использованная схема 
генотипирования обладает высокой дискриминирую-
щей способностью ввиду высокой вариабельности 
использованных VNTR-локусов. так, индекс разно-
образия использованных VNTR-локусов находился в 
диапазоне от 0,48 до 0,74, наибольшей дискримина-
ционной способностью обладал локус Bru9. 

вместе с тем полученные для шести из деся-
ти использованных VNTR-локусов пост-ампли фи-
кационные кривые плавления не обладали достаточ-
ной информативностью для определения их молеку-
лярной массы. так, вне зависимости от количества 
повторов в локусе Bru6, температура его плавления 
составляет (84,4±0,1) °с. наибольшую температуру 
плавления ампликона, полученного после ампли-
фикации локуса Bru16, наблюдали для штаммов 
B. canis RM 6/66 и B. melitensis 1190, содержащих в 
данном локусе пять повторов. остальные штаммы 
содержат в данном локусе от трех до пяти повторов и 
характеризуются идентичными кривыми плавления 
локуса Bru16, различающимися менее чем на 0,2 °с. 
вариабельность локусов Bru30 и Bru45 составила 
0,55 и 0,48 соответственно. однако значения темпе-

ратур плавления, полученные после амплификации 
данных локусов, имели различия между штаммами 
менее чем на 0,3 °C, следовательно, не являются 
достоверными. для большинства бруцелл кривые 
плавления пцр-продуктов, полученные после ам-
плификации локуса Bru19, не имели значимых от-
личий. исключением является штамм B. suis 183-л, 
содержащий в своем геноме наибольшее количество 
повторов в локусе Bru19 и демонстрирующий более 
высокую температуру плавления его ампликонов в 
сравнении с остальными штаммами. что касается 
локуса Bru43, достоверные различия между значе-
ниями, полученными после плавления данных ам-
пликонов, установлены только для содержащих два 
тандемных повтора штаммов B. melitensis 1565 и 
B. abortus R-1096. следовательно, полученные дан-
ные о кривых плавления локуса Bru43 позволяют 
идентифицировать только штаммы, содержащие два 
повтора в данном локусе.

согласно методике HRM, чем выше темпера-
тура плавления пцр-продукта, полученного после 
амплификации VNTR-локуса, тем больше тандем-
ных повторов он содержит [10]. ожидаемая корре-
ляция прослеживалась только для четырех локусов, 
а именно Bru7, Bru9, Bru18, Bru21. следовательно, 
кривые плавления только этих локусов могут быть 
использованы для определения генетического поли-
морфизма штаммов бруцелл. 

на следующем этапе работы для всех 16 штам-
мов бруцелл провели сравнительный анализ VNTR-
последовательностей Bru7, Bru9, Bru18, Bru21. 

Таблица 1 / Table 1

Температуры плавления Пцр-продуктов, полученных после амплификации VNTR-локусов исследуемых штаммов бруцелл
Melting points of PCR products obtained after amplification of VNTR-loci of the studied Brucella strains

Штамм
Strain

биовар
Biovar

локус, °с / Locus, °с

Bru6 Bru7 Bru9 Bru16 Bru18 Bru19 Bru21 Bru30 Bru43 Bru45

B. canis RM 6/66 – 84,4 84,1 84,3 81,1 82,2 86,4 84,4 87,9 85,2 89,5

B. suis 1330 1 84,3 84,1 81,3 80,6 81,7 86 84,4 87,6 84,6 89,3

B. suis 6989 1 84,3 83,6 81,3 80,5 81,5 86 83,8 87,5 84,6 89,4

B. suis 183-л 2 84,4 84,1 84,1 80,4 82,4 86,6 84 87,6 85,1 89,4

B. suis у-1 3 84,1 84,1 80,5 80,5 82,1 86 84 87,7 85,6 89,4

B. melitensis 1565 2 84,5 83,8 80,5 80,7 81,8 86,3 84,2 87,8 85,8 89,5

B. melitensis 1190 3 84,3 83,9 83,9 81 81,7 86,1 84,5 87,2 85,4 89,4

B. abortus 82 – 83,3 83,9 82 80,5 82,2 86 83,8 87,7 85,5 89,4

B. abortus 19 – 84,1 84,1 80,5 80,4 82 85,8 83,8 87,5 85,5 89,4

B. abortus R-1096 – 84,3 85 82 80,5 82,5 86 84,1 87,9 85,7 89,4

B. abortus 287-9 3 74,9 84,1 83,7 80,6 82,3 86,2 84 87,6 84,7 89,4

B. abortus 7856 6 84 84,1 80,5 80,5 82,2 86,2 84 87,2 85,1 89,5

B. abortus 54м – 76 83,9 81 80,7 82,3 86,1 84 87,8 85,7 89,5

B. abortus 544 1 84,2 83,9 80,5 80,7 82,2 86 84,8 87,6 85,7 89,5

B. abortus 1561 7 75,8 84,6 82 80,6 82,2 86 84,1 87,7 85,6 89,4

B. abortus уФ-1 – 75,9 83,9 80,5 80,5 82,3 85,8 83,9 87,5 85,6 89,5

примечание :  в таблице представлено медианное значение, рассчитанное на основании значений трех повторностей. 

No te :  the table shows the median value calculated from the values of three replicates. 
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с этой целью на основании полученных для семи 
штаммов бруцелл данных о температурах плавления 
локусов Bru7, Bru9, Bru18, Bru21, соотносящихся 
с их размером, определили количество повторов в 
данных локусах для остальных девяти штаммов бру-
целл. полученные результаты подтвердили методом 
классической пцр с электрофоретическим разделе-
нием продуктов амплификации в агарозном геле, по-
сле чего построили дендрограмму, представленную 
на рисунке.

в результате кластерного анализа установи-
ли деление всех штаммов на два кластера, самый 
крупный из которых представлен штаммами видов 
B. abortus, B. melitensis и B. suis, группирующихся 
на дендрограмме согласно их видовой принадлеж-
ности и географическому происхождению. в част-
ности, штаммы B. abortus 54м, 287-9, R-1096, 82, 
выделенные на территории приволжского федераль-
ного округа, формируют соседние ветви в одном 
кластере. отдельную подгруппу составили вак-
цинные штаммы B. abortus 1561, уФ-1 и референт-
ный штамм B. abortus 544. Штамм B. abortus 1561 
впервые выделен в 1971 г. в балхашском районе 
(казахстан) от предварительно вакцинированного 
животного, поэтому установить его точное геогра-
фическое происхождение не представляется воз-
можным. находящийся с ним в одной кладе штамм 
B. abortus уФ-1 является мутантной формой произ-
водственного штамма B. abortus 19, поскольку по-
лучен путем воздействия уФ-излучения на данный 
микроорганизм [18]. однако отметим, что, несмотря 

на генетическое родство B. abortus уФ-1 и 1561, дан-
ные штаммы, вероятно, происходят из разных гео-
графических регионов, поскольку исходный штамм 
B. abortus 19 и его уФ-форма находятся в разных 
кластерах. 

Штаммы II и III биовара вида B. melitensis, вы-
деленные на территории казахстана, расположились 
на соседних ветках, выходящих из разных узлов. 
аналогичным образом группировались относящиеся 
к I и II биоварам штаммы B. suis 6989, 1330 и 183-л. 
исключением является штамм III биовара B. suis 
у-1, который образует отдельный кластер вместе 
с кладой, состоящей из штаммов B. abortus 19 и 
7856. следовательно, использование только четырех 
VNTR-локусов в схеме HRM-анализа оказалось не-
достаточным для дифференциации данных штаммов 
между собой. 

как видно из представленной на рисунке ден-
дрограммы, все четыре штамма B. suis вышли из об-
щего с B. canis RM 6/66 узла, что свидетельствует об 
их генетическом родстве. данный факт находит под-
тверждение в исследованиях отечественных и зару-
бежных авторов [19, 20]. так, в работе Ю.к. кулакова 
и соавт. референтные штаммы B. canis RM 6/66 и 
B. suis 1330 составляли общую кладу филогенетиче-
ского дерева [19]. 

таким образом, установили, что проведен-
ное по четырем локусам Bru7, Bru9, Bru18, Bru21 
MLVA-типирование позволяет систематизировать 
большинство использованных штаммов бруцелл в 
соответствии с их таксономическим положением.  

дендрограмма, иллюстрирующая 
кластеризацию исследованных 
штаммов бруцелл 

Dendrogram illustrating clustering 
of the studied Brucella strains 
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из этого можно сделать вывод, что MLVA c последу-
ющим анализом кривых плавления пцр-продуктов, 
полученных после амплификации VNTR-локусов, 
имеет потенциал эффективного применения для про-
ведения видовой и, в ряде случаев, штаммовой диф-
ференциации бруцелл. однако тот факт, что штаммы 
B. abortus 19 и 7856 объединились в один кластер со 
штаммом B. suis у-1, свидетельствует о том, что схе-
ма генотипирования, основанная только на четырех 
VNTR-локусах Bru7, Bru9, Bru18, Bru21, имеет свои 
ограничения. поэтому для повышения дискримини-
рующей способности разработанного подхода к ти-
пированию бруцелл необходимо продолжать поиск 
оптимальных VNTR-локусов, пригодных для прове-
дения MLVA методом HRM-анализа. также данный 
подход требует дальнейшей верификации, в частно-
сти с использованием секвенирования.
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Современные диагностические технологии в исследовании полевого материала 2023 г.  
из природных очагов чумы Кыргызской республики
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цель работы – анализ результатов исследования полевого материала, полученного в 2023 г. в природных 
очагах чумы кыргызской республики (кр), с помощью современных диагностических технологий. материалы  
и методы. изучено 1435 биологических образцов из тянь-Шаньского, алайского и таласского высокогорных 
очагов кр с использованием традиционных методов лабораторной диагностики чумы: микробиологических, им-
мунологических, биологических, а также современных молекулярно-генетических методов. индикацию полу-
ченных образцов на наличие днк возбудителя чумы проводили с помощью пцр-рв, а наличие антител к чумно-
му микробу выявляли методом иммуноферментного анализа. молекулярную идентификацию штаммов Yersinia 
pestis по их принадлежности к подвидам, биоварам, филогенетическим линиям проводили методом пцр-рв с 
применением способа выявления однонуклеотидных замен с помощью анализа кривых плавления продуктов. 
результаты и обсуждение. разработан и прошел практическую проверку способ молекулярной идентификации 
штаммов Y. pestis из очагов чумы кр методом выявления однонуклеотидных замен с помощью анализа кривых 
плавления продуктов (HMR-анализ) с использованием комплекта сконструированных праймеров. установлена 
принадлежность выделенных в сарыджазском автономном очаге тянь-Шаньского высокогорного очага штаммов 
Y. pestis к античному биовару основного подвида, филогенетической ветви 0.ANT5. исследовано филогенети-
ческое родство выделенных в 2023 г. штаммов Y. pestis по данным полногеномного SNP-анализа. установлены 
участки эпизоотической активности в восточном алае. полученные данные свидетельствуют о продолжающейся 
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Abstract. The aim of the work was to analyze the results of investigating the field material obtained from natural 
plague foci of the Kyrgyz Republic (KR) in 2023, using modern diagnostic technologies. Materials and methods. 
1435 biological samples from the Tien Shan, Alai and Talas high-mountain foci of the Kyrgyz Republic were studied  
using conventional methods of laboratory diagnosis of plague: microbiological, immunological, biological; as well as 
mo dern molecular-genetic methods. Testing of the obtained samples for the presence of plague pathogen DNA was 
carried out using RT-PCR; and the presence of antibodies to the plague microbe was detected by enzyme-linked immu-
nosorbent assay (ELISA). Molecular identification of Yersinia pestis strains according to their appurtenance to subspe-
cies, biovars, and phylogenetic lineages was performed by RT-PCR using the method of identifying single-nucleotide 
substitutions based on the analysis of melting curves of products. Results and discussion. An approach to the molecular 
identification of Y. pestis strains from plague foci of the KR has been developed and validated through identifying single-
nucleotide substitutions using the analysis of product melting curves (HMR-analysis) with a set of designed primers. It 
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в кыргызской республике (кр) находятся три 
природных очага чумы: тянь-Шаньский, алайский и 
таласский, – пространственно изолированные друг 
от друга и занимающие площадь более 320 тыс. га, 
что составляет 16,3 % от территории страны [1]. 
эпизоотии впервые выявлены в тянь-Шаньском 
высокогорном очаге в 1942–1943 гг., в таласском – 
в 1977 г. вспышки и случаи чумы регистрирова-
лись в тянь-Шаньском высокогорном очаге в 1907, 
1910, 1914, 1928, 1942, 1947, 1952, 1958, 1962, 1981, 
2013 гг. [2]. комплексный анализ фенотипических и 
генетических свойств штаммов Yersinia pestis, вы-
деленных в природных очагах кр в период 1928–
1984 гг., показал, что они преимущественно относи-
лись к ветвям 0.ANT3 и 0.ANT5 античного биовара 
основного подвида, встречались также штаммы фи-
логенетической ветви 2.MED1 средневекового био-
вара основного подвида [3]. в таласском высокогор-
ном очаге установлена циркуляция штаммов фило-
генетической ветви 0.PE4t, которая в соответствии с 
усовершенствованной подвидовой классификацией 
относится к таласскому биовару центральноазиат-
ского (неосновного) подвида [4]. в этом же очаге был 
изолирован штамм средневекового биовара основно-
го подвида филогенетической ветви 2.MED1. 

благодаря проведенным в 1971–1989 гг. оздо-
ровительным мероприятиям методом глубинной 
дезинсекции нор сурков эпизоотическая актив-
ность тянь-Шаньского природного очага значи-
тельно снизилась. эпизоотии чумы в популяциях 
сурков не регистрировали до 23 и более лет. в даль-
нейшем в результате активизации эпизоотических 
процессов в 2012 г. в сарыджазском автономном 
очаге тянь-Шаньского высокогорного очага чумы 
от грызунов было изолировано 6 культур чумного 
микроба Y. pestis. в 2013 г. в этом же очаге зареги-
стрирован 1 случай бубонной чумы с летальным 
исходом. в 2014 г. от сурков – основных носите-
лей чумы и от их специфических паразитов изоли-

ровано 3 культуры чумного микроба [5]. в 2015 г. 
от сурков в верхненарынском автономном очаге 
тянь-Шаньского очага выделено 2 культуры Y. pes-
tis, в 2016 г. в сарыджазском автономном очаге от 
серых сурков и блох получено 4 культуры возбу-
дителя. впоследствии в 2019 г. в сарыджазском и 
верхненарынском автономных очагах от серых сур-
ков и их эктопаразитов получено 5 культур Y. pestis, 
а в 2020 г. 6 культур изолировано в сарыджазском 
очаге от серых сурков и блох Oropsylla silantiewi. по 
данным комплексного исследования свойств штам-
мов Y. pestis, выделенных в XXI в. в сарыджазском 
и верхненарынском очагах, была установлена их 
принадлежность к античному биовару основного 
подвида, филогенетической линии 0.ANT5 [6, 7]. 
постоянное выделение культур возбудителя чумы 
в 2012–2020 гг. после длительного межэпизоотиче-
ского периода свидетельствует об активизации этих 
территорий тянь-Шаньского высокогорного очага, 
что требует проведения расширенных мероприятий, 
направленных на обеспечение эпидемиологическо-
го благополучия и предупреждения распростране-
ния чумы. 

в 2023 г. сотрудниками республиканского центра 
карантинных и особо опасных инфекций минздрава 
кр (рцкиоои) и сотрудниками атбашинского, 
каракольского, ошского и таласского противо-
чумных отделений (пчо) при участии специали-
стов Фкун российский противочумный институт 
«микроб» роспотребнадзора проведено расширен-
ное обследование природных очагов чумы кр. при 
лабораторном исследовании полевого материала, 
добытого в сарыджазском высокогорном очаге, вы-
делены три штамма Y. pestis.

цель работы – анализ результатов исследования 
полевого материала сезона 2023 г. из природных оча-
гов чумы кр с помощью современных диагностиче-
ских технологий и комплексное изучение свойств 
выделенных здесь штаммов Y. pestis.

has been established that Y. pestis strains isolated in the Sarydzhaz autonomous focus of the Tien Shan high-mountain 
focus belong to the biovar antiqua of the main subspecies, phylogenetic branch 0.ANT5. The phylogenetic relation of 
Y. pestis strains isolated in 2023 was studied based on genome-wide SNP analysis. Areas of epizootic activity in Eastern 
Alai have been identified. The data obtained indicate the sustained activation of plague foci in the KR. Areas of the ter-
ritory of the KR that are promising for paleogenomic research are also discussed.

Key words: plague, natural foci of the Kyrgyz Republic, Y. pestis strains, diagnostics.
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материалы и методы

изученные биологические образцы получены во 
время полевого сезона 2023 г. на различных террито-
риях высокогорных очагов чумы кр. исследования 
полевого материала проводились с помощью микро-
биологических, иммунологических, биологических, 
молекулярно-генетических методов. для проведения 
микробиологического анализа и выделения культур 
использовались суспензии внутренних органов, для 
иммуноферментного анализа (иФа) на наличие ан-
тител – смывы из грудной полости отловленных гры-
зунов. подозрительные на чуму культуры изучались 
с помощью традиционных методов лабораторной 
диагностики чумы [8]. детекцию днк возбудителя 
чумы во всех полевых образцах проводили методом 
пцр-рв с применением набора «ген Yersinia pestis 
индикация – ргФ» и методом иммуноферментно-
го анализа с помощью тест-набора «иФа-ат-Ф1 
Yersinia pestis» (Фкун российский противочумный 
институт «микроб» роспотребнадзора, россия). 
молекулярную идентификацию выделенных штам-
мов Y. pestis выполняли методом пцр-рв в тради-
ционном формате и с применением способа выяв-
ления однонуклеотидных замен с помощью анализа 
кривых плавления продуктов пцр – HMR-анализ 
(от англ. high resolution melt) [9, 10]. в последнем 
варианте пцр-рв проводили с использованием кра-
сителя EVA Green (ооо «синтол», россия). пцр-рв 
в традиционном формате выполняли с помощью на-
бора Encyclo Plus PCR kit (зао «евроген», россия). 
для выявления специфических делеций и аллельных 
полиморфизмов, маркерных для филогенетических 
линий Y. pestis из очагов чумы кр, был разработан 
комплект праймеров, включающий сконструирован-
ные нами ранее и в рамках этой работы олигонуклео-
тидные праймеры. днк для проведения пцр-рв вы-
деляли набором «рибо-преп» (AmpliSens, россия). 

для полногеномного секвенирования днк 
штаммов Y. pestis получали с использованием набо-
ра PureLink Genomic DNA Mini Kit (Thermo Fisher 
Scientific, сШа). полногеномное секвенирование вы-
полняли в системе Ion S5 XL System (Thermo Fischer 
Scientific, сШа) в соответствии с инструкцией про-
изводителя. обработку данных, контроль качества 
и сборку последовательностей сырых ридов de novo  
проводили с помощью Ion Torrent Suite software 
package, 5.12, FastQC v0.12.0, unicycler v0.5.0. по-
лученные риды собирали в контиги со средним по-
крытием на геном 98,56 % (50х глубина прочте-
ния). средний размер собранного генома составил 
4,55 м.п.н. коровые SNPs выявляли путем выравнива-
ния контигов штаммов Y. pestis на геноме CO92 (номер 
доступа в NCBI GenBank – NC_003143) с помощью 
программы Snippy 4.6, затем удаляли 28 гомоплазий 
SNPs. полученный набор SNPs содержал только ко-
ровую область генома (1527 SNPs). дендрограмму 
строили по алгоритму Maximum Likelihood с приме-
нением программы FastTree, встроенной в Snippy 4.6, 

модели GTR, подобранной в программе Jmodeltest2 
с учетом AIC-критерия. использовали 500 бутстреп-
реплик. визуализацию филогенетического дерева 
выполняли в программе FigTree v1.4.4.

результаты и обсуждение

всего в полевой сезон 2023 г. в результате рас-
ширенного обследования территорий природных оча-
гов кр получено и исследовано 1435 биологических 
образцов, включая 380 образцов из центрального 
аксая (ат-башинское пчо, обследовано 80 тыс. га), 
385 – из участка энилчек-кайанды (каракольское 
пчо, обследовано 90 тыс. га), 315 – из восточно-
алайского участка очаговости (ошское пчо, обсле-
довано 100 тыс. га), 355 – из всех четырех участков 
очаговости таласского очага (таласское пчо). в том 
числе весной и осенью 2023 г. в таласском очаге по-
лучено 75 и 280 образцов соответственно. методом 
пцр среди образцов из обследованного участка 
сарыджазского автономного очага выявлено 3 поло-
жительные пробы, таласского – 2. в биологических 
образцах из аксайского и алайского очагов положи-
тельных пцр-проб не выявлено. положительные по 
результатам пцр пробы использованы для заражения 
биопробных животных. из трех положительных в 
пцр образцов из сарыджазского очага микробиоло-
гическими методами выделено три культуры Y. pestis. 
два штамма – Y. pestis 107 и 133 – получены от серых 
сурков Marmota baibacina в урочище чон-карабел в 
сарыджазском очаге, сектор 114407512(31), в мае 
2023 г. и один штамм – Y. pestis 136 – получен там 
же от пищухи. места выделения культур Y. pestis на 
территории сарыджазского высокогорного автоном-
ного очага представлены на рис. 1. 

Биохимические характеристики выделен-
ных культур Y. pestis. по комплексу культурально-
морфологических и иммунологических лаборатор-
ных тестов выделенные культуры принадлежали к 
виду Y. pestis. изучение биохимических свойств по-
казало, что они не ферментируют рамнозу, но актив-
ны в отношении сахарозы, мальтозы, лактозы, ман-
нита, арабинозы. Штаммы также были способны к 
редукции нитратов. эти данные свидетельствовали 
о том, что выделенные штаммы относились к основ-
ному подвиду (рамнозо-негативные), античному 
биовару (позитивны по ферментации глицерина и 
редукции нитратов) чумного микроба. 

Молекулярно-генетическая идентификация 
штаммов Y. pestis. для проведения молекулярно-
генетической идентификации по принадлежности 
к подвидам, биоварам и филогенетическим линиям 
штаммов Y. pestis из природных очагов кр нами раз-
работан способ, основанный на методе определения 
различий температур плавления продуктов пцр, от-
личающихся по одному нуклеотиду, с помощью ана-
лиза кривых плавления – HRM [9, 10]. преимущество 
использования этого метода в полевых условиях 
заключается в отсутствии необходимости исполь-
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зования флуоресцентных зондов, что значительно 
удешевляет стоимость исследований и увеличивает 
сроки годности применения реактивов для прове-
дения реакции. для молекулярной идентификации 
штаммов из очагов чумы кр, относящихся к фило-
генетическим ветвям 0.ANT3 и 0.ANT5 античного 
биовара, 2.MED1 средневекового биовара и 0.PE4t 
таласского биовара центральноазиатского подвида, 
использованы как ранее сконструированные, так и 
вновь рассчитанные нами для этого исследования 
олигонуклеотидные праймеры [13–16]. маркерные 
днк-мишени и последовательности праймеров 
приведены в табл. 1. в качестве днк-мишеней ис-
пользовались делеции и полиморфные единичные 
нуклеотиды SNPs, маркерные для подвидов, биова-
ров и филогенетических ветвей. для HRM-анализа 
использовали следующие мишени: делеции в меж-
генном пространстве ilvN-ilvB (45 п.н.) и в гене terC 
(89 п.н.) у основного подвида; делеция (24 п.н.) в 
межгенном пространстве gcvT-visC у средневеково-
го биовара и делеция (33 т.п.н.) у филогенетической 
ветви 2.MED1 средневекового биовара; делеция в 
гене YPO2014 (72 п.н.) у таласского биовара цен-
тральноазиатского подвида; делеция в гене YPO2071 
(509 п.н.) у всех биоваров центральноазиатского под-
вида. также для идентификации филогенетических 
ветвей 0.ANT5 и 0.ANT3 использовались маркерные 
SNP-мишени: SNP (C→A) в гене metJ у филогенети-
ческой ветви 0.ANT5; SNP (C→T) в гене manX у фи-
логенетической ветви 0.ANT3 античного биовара.

режимы амплификации подбирались эмпи-
рическим путем для днк амплификатора Rotor-
Gene Q 6plex (производство Qiagen). температура 
отжига праймеров варьировала (тm=56–60 °с), как 
и количество циклов амплификации (35–40 циклов). 
детекцию флуоресцентного сигнала осуществля-
ли на этапе элонгации в присутствии интеркали-
рующего красителя Eva-Green I (ооо «синтол», 
россия). диапазон температуры на этапе плавления 
(MeltA) для делеций составлял 50–99 °с, для SNPs – 
72–99 °с. наилучший режим определяли по макси-
мальному количеству выхода специфического пцр-
продукта. для каждой днк-мишени пцр ставили в 
трех повторах совместно с контрольным образцом 
Y. pestis с известной филогенетической принадлеж-
ностью. результат температуры плавления рассчи-
тывался как среднее арифметическое. в качестве 
контролей применялась днк музейных штаммов 
соответствующих подвидов, биоваров и филогене-
тических ветвей. 

результаты проведенной идентификации при-
ведены в табл. 2. рис. 2 иллюстрирует результаты 
молекулярной идентификации штаммов Y. pestis 
107, 133 и 136 c использованием днк-мишеней 
для дифференциации основного и неосновных под-
видов (45del, 89del), центральноазиатского подви-
да (509), филогенетической ветви 2.MED1 средне-
векового биовара (2.MED1) и филогенетической 
ветви 0.ANT5 античного биовара (0.ANT5wild, 
0.ANT5mut). 

рис. 1. результаты обследования природных очагов чумы кыргызской республики с помощью современных технологий лаборатор-
ной диагностики. цветными кружками отмечены сектора: 
1 – выделение культур (оранжевый); 2 – положительные иФа-пробы (синий); 3 – положительные пцр-пробы (зеленый); 4 – ранее реконструирован-
ный геном античного биовара, 120 г. н.э. (лиловый) [11]; 5 – ранее реконструированные геномы античного биовара 1338–1339 гг. (красный) [12] 

Fig. 1. Results of survey of natural plague foci in the Kyrgyz Republic using modern laboratory diagnostic technologies. Sectors are marked 
with colored circles: 
1 – isolation of cultures (orange); 2 – positive ELISA tests (blue); 3 – positive PCR tests (green); 4 – previously reconstructed genome of biovar antiqua,  
120 AD (purple) [11]; 5 – previously reconstructed genomes of biovar antiqua, 1338–1339 (red) [12]
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Таблица 1 / Table 1
днк-мишени и праймеры для молекулярной идентификации штаммов Y. pestis из очагов чумы кр

Target DNA and primers for molecular identification of Y. pestis strains from plague foci of the Kyrgyz Republic

подвид, биовар,  
филогенетическая линия

Subspecies, biovar,  
phylogenetic lineage

днк-мишень, локализация и координаты  
по геному референсного штамма

Target DNA, localization and coordinates  
across the genome of the reference strain

канал  
детекции
Detection 
channel

последовательности праймеров
Primer sequences

дифференциация подвидов и биоваров с использованием маркерных делеций
Differentiation of subspecies and biovars using marker deletions

основной подвид (п/в)
Main subspecies (ssp.)

45del
1делеция (45 п.н.) в межгенном пространстве  
ilvN-ilvB у основного п/в. 2579997–2580134

1Deletion (45 bp) in the ilvN-ilvB intergenic space  
in the main ssp. 2579997–2580134

FAM
F: gtggatgagaaagtttaccc
R: atcacacctggatggttac

основной п/в
Main ssp.

89del
1делеция (89 п.н) в гене terC у основного п/в

1Deletion (89 bp) in the terC gene in the main ssp.
FAM

F: atgaaatgaccgacaacag
R: gtctcactggtggtattag

средневековый биовар (б/в), 
2.MED
Medieval biovar (b/v), 2.MED

1med24
делеция (24 п.н.) в межгенном пространстве  
gcvT-visC у средневекового б/в основного п/в. 

996453–996622
Deletion (24 bp) in the gcvT-visC intergenic space  

in the medieval b/v of the main ssp. 996453–996622

FAM
F: gccagttgttgtctaaag
R: cgcaacattcgtcgcaaa

средневековый б/в, 2.MED1
Medieval b/v, 2.MED1

22.MED1
ген YPN_2820 расположен в области делеции  

(33 т.п.н.) между генами YPN_2804 и YPN_2838  
у ветви 2.MED1. 3161933–3195112

The YPN_2820 gene is located in the deletion region  
(33 kb) between the YPN_2804 and YPN_2838 genes  

in the 2.MED1 branch. 3161933–3195112

FAM
F: agcggcactctctacgaaat

R: tgactccattgaagacgctattg

центральноазиатский п/в, 0.PE4
ssp. central asiatica, 0.PE4

1CA509
делеция (509 п.н.) в гене YPO2071  

у центральноазиатского п/в. 2351984–2351475
Deletion (509 bp) in the YPO2071 gene  

in the central asiatica ssp. 2351984–2351475

FAM
F: cggactgggtaataacaag

R: cccgttgtctgtttctga

таласский б/в центральноазиат-
ского п/в, 0.PE4 
Talas b/v of the central asiatica ssp. 
0.PE4 

1Tal72
делеция (72 п.н.) в гене YPO2412 у таласского б/в  

центральноазиатского п/в. 2714350–2714515
Deletion (72 bp) in the YPO2412 gene in the talas b/v  

of the central asiatica ssp. 2714350–2714515

FAM
F: cgcaagagttagggctgga
R: cctaccaagatcccacggc

дифференциация филогенетических линий античного б/в с использованием маркерных SNPs методом аллель-специфических пцр
Differentiation of phylogenetic lineages of b/v antiqua by allele-specific PCR using marker SNPs

0.ANT5, дикий тип
0.ANT5, wild type

10.ANT5wild
отсутствие замены (C→A) в гене metJ  

в позиции генома 121618
Absence of a substitution (C→A) in the metJ gene  

at genome position 121618

FAM
F: ttttcgcggcttccgggagc

R: cggcaagaaaagcaagcagg

0.ANT5, мутантный тип
0.ANT5, mutant type

10.ANT5mut
наличие SNP (C→A) в гене metJ 

 в позиции генома 121618
Presence of SNP (C→A) in the metJ gene  

at genome position 121618

FAM
F: ttttcgcggcttccgggaga

R: cggcaagaaaagcaagcagg

0.ANT3, дикий тип ас-пцр
0.ANT3, wild type AS-PCR

10.ANT3wild*
отсутствие замены (C→T) в гене manX  

в позиции генома 2003542
Absence of a substitution (C→T) in the manX gene  

at genome position 2003542

FAM
1758F: gctagataccagtaaaggtg
1758R: acgacctcatagttctcttt

1758T/C_W: (FAM)cattaaacgggctaccac(RTQ1)

0.ANT3, мутантный тип ас-пцр
0.ANT3, mutant type AS-PCR

10.ANT3mut*
наличие SNP (C→T) в гене manX в позиции  

генома 2003542
Presence of SNP (C→T) in the manX gene  

at genome position 2003542

ROX
1758F: gctagataccagtaaaggtg
1758R: acgacctcatagttctcttt

1758C/T_M: (ROX)cattaaacgggctactacc(BHQ2)

примечания :  * отмечены результаты, полученные с применением способа выявления однонуклеотидных замен с помощью пцр-рв в тра-
диционном формате; 1 координаты днк-мишени по геному Y. pestis CO92 (NC_003143.1); 2 координаты днк-мишени по геному Y. pestis Nepal615 
(NZ_ACNQ00000000). 

No te s :  * the results obtained applying the method of identifying single-nucleotide substitutions using RT-PCR in a conventional format are noted;  
1 coordinates of target DNA according to the Y. pestis genome CO92 (NC_003143.1); 2 coordinates of target DNA according to the Y. pestis genome Nepal615 
(NZ_ACNQ00000000).
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как следует из табл. 2, все три выделенные куль-
туры – 103, 133 и 136 – показали себя единообразно 
и по результатам пцр совпадали по температуре 
плавления с контрольной культурой 0.ANT5 (рис. 2). 
в пцр-рв в традиционном формате с праймерами и 
зондом на филогенетическую линию 0.ANT3 все три 

исследуемых штамма дали отрицательный резуль-
тат. с праймерами на участки делеций в 45 и 89 п.н. 
показана принадлежность исследуемых штаммов к 
основному подвиду Y. pestis. в то же время с прай-
мерами на центральноазиатский подвид и таласский 
биовар этого подвида получен отрицательный ре-

Таблица 2 / Table 2

молекулярная идентификация штаммов Y. pestis, выделенных в сарыджазском высокогорном очаге в 2023 г. методом Пцр-рВ
Molecular identification of Y. pestis strains isolated in the Sarydzhaz high-mountain focus in 2023 using the RT-PCR method

днк-мишени
Target DNA

Штаммы Y. pestis
Y. pestis strains

107 133 136 контрольный образец днк
Control DNA sample

температура плавления продукта пцр (Tm)
Melting temperature of the PCR product (Tm)

дифференциация подвидов и биоваров с использованием маркерных делеций
Differentiation of subspecies and biovars using marker deletions

45del положительный: Tm=87,5 ℃
Positive: Tm=87.5 ℃

положительный: Tm=87,5 ℃
Positive: Tm=87.5 ℃

положительный: Tm=87,5 ℃
Positive: Tm=87.5 ℃

отрицательный контроль: неосновной п/в: 
Tm=88,7 ℃

положительный контроль: основной п/в: 
Tm=87,5 ℃

Negative control: non-main ssp.: Tm=88.7 ℃
Positive control: main ssp.: Tm=87.5 ℃

89del положительный: Tm=83,5 ℃
Positive :Tm=83.5 ℃

положительный: Tm=83,5 ℃
Positive: Tm=83.5 ℃

положительный: Tm=83,5 ℃
Positive: Tm=83.5 ℃

отрицательный контроль: неосновной п/в: 
Tm=86,3 ℃

положительный контроль: основной п/в: 
Tm=83,5 ℃

Negative control: non-main ssp.: Tm=86.3 ℃
Positive control: main ssp.: Tm=83.5 ℃

med24 отрицательный: Tm=92,2 ℃
Negative: Tm=92.2 ℃

отрицательный: Tm=92,2 ℃
Negative: Tm=92.2 ℃

отрицательный: Tm=92,2 ℃
Negative: Tm=92.2 ℃

положительный контроль 2.MED:  
Tm=92,7 ℃

Positive control 2.MED: Tm=92.7 ℃

2.MED1 отрицательный: Tm=84,8 ℃
Negative: Tm=84.8 ℃

отрицательный: Tm=84,8 ℃
Negative: Tm=84.8 ℃

отрицательный: Tm=84,8 ℃
Negative: Tm=84.8 ℃

положительный контроль 2.MED1:  
отсутствие кривой плавления

Positive control 2.MED1: no melting curve

CA509 отрицательный: Tm=88,2 ℃
Negative: Tm=88.2 ℃

отрицательный: Tm=88,2 ℃
Negative: Tm=88.2 ℃

отрицательный: Tm=88,2 ℃
Negative: Tm=88.2 ℃

положительный контроль 0.PE4:  
отсутствие кривой плавления

Positive control 0.PE4: no melting curve

Tal72 отрицательный: Tm=90,8 ℃
Negative: Tm=90.8 ℃

отрицательный: Tm=90,8 ℃
Negative: Tm=90.8 ℃

отрицательный: Tm=90,8 ℃
Negative: Tm=90.8 ℃

положительный контроль 0.PE4t: Tm=89 ℃
Positive control 0.PE4t: Tm=89 ℃

дифференциация филогенетических линий с использованием маркерных SNPs методом аллель-специфических пцр
Differentiation of phylogenetic lineages using allele-specific PCR with marker SNPs

0.ANT5wild 
отрицательный

Negative
отрицательный

Negative
отрицательный

Negative

отрицательный контроль 0.ANT5:  
отсутствие кривой плавления

положительный контроль 0.ANT3:  
Tm=90,3 ℃

Negative control 0.ANT5: no melting curve
Positive control 0.ANT3: Tm=90.3 ℃

0.ANT5mut положительный: Tm=83,5 ℃
Positive: Tm=83.5 ℃

положительный: Tm=83,5 ℃
Positive: Tm=83.5 ℃

положительный: Tm=83,5 ℃
Positive: Tm=83.5 ℃

положительный контроль 0.ANT5:  
Tm=83,5 ℃

Positive control 0.ANT5: Tm=83.5 ℃

0.ANT3wild *
положительный 

Positive
положительный

Positive
положительный

Positive

положительный сигнал у штаммов дикого 
варианта

Positive signal in wild variant strains

0.ANT3mut *
отрицательный

Negative
отрицательный

Negative
отрицательный

Negative
положительный сигнал у штаммов 0.ANT3

Positive signal in 0.ANT3 strains

примечание :  * отмечены результаты, полученные с применением способа выявления однонуклеотидных замен с помощью анализа кривых 
плавления продуктов пцр-рв.

No te :  * the results obtained using the method of identifying single-nucleotide substitutions by high-resolution melting (HRM) curve analysis of RT-PCR 
products are noted.
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зультат. отрицательным был результат и на средне-
вековый биовар основного подвида. таким образом, 
по комплексу проведенных исследований все три 
штамма относились к античному биовару основно-
го подвида, филогенетической ветви 0.ANT5. эти 
данные совпадали с результатами фенотипическо-
го анализа, а также с ранее полученными данными 
о распространении на территории сарыджазского 
очага штаммов 0.ANT5. таким образом, разработан-
ный способ молекулярной идентификации штаммов 
Y. pestis из очагов чумы кр методом выявления од-
нонуклеотидных замен с помощью анализа кривых 
плавления продуктов и комплекта разработанных 
праймеров показал свою эффективность для опреде-
ления внутривидовой (подвиды, биовары, филоге-
нетические ветви) принадлежности штаммов, полу-
ченных во время полевого сезона 2023 г. в природ-
ных очагах чумы кр. разработанный способ может 
быть рекомендован для применения в дальнейших 
обследованиях полевого материала из природных 
очагов кр.

Полногеномное секвенирование и филогене-
тический анализ штаммов Y. pestis. для подтверж-
дения результатов, полученных с помощью разра-

ботанного способа молекулярной идентификации 
штаммов Y. pestis из очагов кр, проведено полноге-
номное секвенирование трех выделенных в 2023 г. 
культур – 103, 133 и 136 – из сарыджазского очага и 
выполнен их филогенетический анализ (рис. 3). 

как следует из приведенной на рис. 3 дендро-
граммы, штаммы Y. pestis 103, 133 и 136 вошли в 
ветвь 0.ANT5 вместе с другими ранее выделенными 
в тянь-Шаньском очаге 0.ANT5 штаммами. недавно 
мы сообщали, что от ранее существовавшей в XX в. 
популяции 0.ANT5 (на рис. 3 представлена штам-
мом Y. pestis 5м, верхненарынский автономный 
очаг, 1958 г.) после длительного межэпизоотическо-
го периода в XXI в. отделились два новых клона, 
один из которых состоял из штаммов 2012–2020 гг. 
(Y. pestis 177, км2079, км2066, км2073, км2067, 
49–50, км2071, км2080) (рис. 3, III), получен-
ных в сарыджазском и верхненарынском очагах 
тянь-Шаня. второй недавно возникший клон со-
стоял из штаммов 2020 г. из бассейна р. койлу в 
сарыджазском очаге (представлен на дендрограмме 
штаммом Y. pestis 80) (рис. 3, II). как следует из ден-
дрограммы, три выделенных в урочище чон-карабел 
в сарыджазском очаге в 2023 г. штамма Y. pestis 103, 

рис. 2. определение филогенетической принадлежности штаммов Y. pestis из сарыджазского высокогорного очага (2023 г.) методом 
анализа кривых плавления продуктов пцр-рв:
А – выделенные культуры; В – контрольная культура 0.ANT5 античного биовара

Fig. 2. Determination of phylogenetic appurtenance of Y. pestis strains from the Sarydzhaz high-mountain focus (2023) through analyzing 
melting curves of RT-PCR products:
А – isolated cultures; В – control culture of 0.ANT5 branch, biovar antiqua
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133 и 136 (рис. 3, I) не относятся к этим двум клонам, 
а принадлежат непосредственно к стволу популяции 
0.ANT5, существовавшей здесь до межэпизоотиче-
ского периода еще в 1958 г. это свидетельствует о 
том, что микроочаги чумы сохранялись на этой тер-
ритории в течение длительного времени и активизи-

ровались при наступлении благоприятных климати-
ческих условий.

Иммуноферментный анализ на выявление ан-
тител к фракции 1 Y. pestis. также проведены раз-
вернутые исследования полевого материала 2023 г. 
на выявление антител к возбудителю чумы методом 

рис. 3. Филогенетический анализ штаммов Y. pestis ветви 0.ANT5 античного биовара, выделенных в 2023 г. в сарыджазском вы-
сокогорном очаге кр, по данным полногеномного секвенирования на основе 1527 коровых SNPs. дендрограмму строили по алго-
ритму Maximum Likelihood с применением программы FastTree, встроенной в Snippy 4.6; модели GTR, подобранной в программе 
Jmodeltest2 с учетом AIC-критерия. использовали 500 бутстреп-реплик. визуализацию филогенетического дерева выполняли в про-
грамме FigTree v1.4.4. в качестве корня использовали штамм Y. pestis 620024 филогенетической линии 0.PE7, который на рисунке не 
представлен

Fig. 3. Phylogenetic analysis of Y. pestis strains of 0.ANT5 branch of the biovar antiqua, isolated in the Sarydzhaz high-mountain focus of the 
Kyrgyz Republic in 2023, according to whole genome sequencing data based on 1527 core SNPs. The dendrogram was constructed using the 
Maximum Likelihood algorithm with the FastTree program built into Snippy 4.6; the GTR model selected in the Jmodeltest2 program taking 
into account the AIC criterion. 500 bootstrap replicas were used. Visualization of the phylogenetic tree was performed in the FigTree v1.4.4 
software. Y. pestis strain 620024 of phylogenetic lineage 0.PE7, which is not shown in the figure, was used as a root
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иФа. для этого использовались смывы с грудной по-
лости животных-носителей. эти образцы исследова-
лись с помощью тест-набора «иФа-ат-Ф1 Yersinia 
pestis» (Фкун российский противочумный институт 
«микроб» роспотребнадзора) для детекции антител 
на фракцию 1 (Ф1) капсулы Y. pestis в соответствии 
с инструкцией к набору реагентов. при анализе 
1435 проб обнаружено 86 положительных проб на 
наличие антител к фракции 1 капсулы Yersinia pestis 
в диагностическом титре 1/320. в результате уста-
новлено, что в полевом материале из аксайского 
очага среди 320 проб количество положительных в 
иФа было 2, среди 315 из восточного алая – поло-
жительных 71, среди 385 из сарыджазского очага – 
положительных 11, среди 75 из таласского очага,  
полученных весной, – положительных 2 и из 280, по-

лученных осенью, положительных проб не выявле-
но (табл. 3). 

места выявления положительных в иФа проб 
представлены на рис. 1. полученные данные (диа-
гностический титр в иФа 1/320 в 71 из 315 исследо-
ванных проб, 22,5 %) свидетельствуют о том, что на 
территории восточного алая в начале сезона прошла 
эпизоотия чумы на сурках. грызуны с антигеном Ф1 
встречались также на территории сарыджазского 
очага – 11 из 385 исследованных проб (2,9 %), 
аксайского очага – 2 из 380 проб (0,5 %) и таласского 
очага в мае 2023 г. – 2 из 75 проб (2,7 %). таким об-
разом, иФа является полезным диагностическим 
методом ретроспективного анализа напряженно-
сти эпизоотического процесса в очаге. полученные 
данные также свидетельствуют о необходимости 

Таблица 3 / Table 3

результаты ифа-анализа биологических проб полевого материала из природных очагов кр сезона 2023 г.
ELISA results for biological samples of field material from natural foci of the Kyrgyz Republic for the 2023-season

природный очаг
Natural focus

количество проб 
Number of samples

количество положительных проб
Number of positive samples

секторы очага
Sectors of the focus

аксайский
Aksai

380 2

322431054,1 уч. куйоо-суу
322431054,1 Kujoo-Suu

332431171,3 уч. борду
332431171,3 Bordu

алайский
Alai 

315 71

3514300331 ур. катын-арт
3514300331 Katyn-Art

3514300343 ур. туманчы
3514300343 Tumanchy

3514300344 ур. Шарт
3514300344 Shart

3514300433 ур. айланма
3514300433 Ailanma

3514300434 ур. митир-бел
3514300434 Mitir-Bel

3514300433 ур. чолок-теке
3514300433 Cholok-Teke

3514300343 ур. калмак-суу
3514300343 Kalmak-Suu

3514301621 ур. кальта-булак
3514301621 Kal’ta-Bulak

3514300443 ур. кок-суу
3514300443 Kok-Suu

сарыджазский
Sarydzhaz

385 11

114406344 кайынды ур. учкун грей
114406344 Kajyndy Uchkun grey

114406333 ур. сарлыташ
114406333 Sarlytash

114406331 ур. малый талды-суу тез
114406331 Maly Taldy-Suu Tez

таласский (весна 2023 г.)
Talas (spring 2023)

75 2

114306211 ущ. калба
114306211 Kalba

114306121 ущ. кара-коюн
114306121 Kara-Koyun

таласский (осень 2023 г.) 
Talas (autumn, 2023)

280 – –

Итого
Total

1435 86



59

Problemy Osobo Opasnykh Infektsii [Problems of Particularly Dangerous Infections]. 2023; 4         Original articles

более раннего выезда эпидотрядов для эпизоотиче-
ского обследования территории восточного алая в 
алайском высокогорном очаге. в целом результаты 
диагностического исследования полевого материала, 
полученного в 2023 г. в природных очагах кр, с по-
мощью современных диагностических технологий 
свидетельствуют о продолжающейся активизации 
очагов чумы кр.

Перспективы палеогеномных исследований 
на территории КР. в рамках расширенного обсле-
дования территорий кр проведено рекогносцировоч-
ное обследование мест исторических захоронений, 
связанных со вспышками чумы. ранее нами было 
показано, что в тянь-Шаньском высокогорном очаге 
широко распространены штаммы древней филогене-
тической линии 0.ANT. впервые обнаружена линия 
0.ANT5, геном которой оказался наиболее близким 
геному штаммов Юстиниановой чумы (541–543 гг.) 
начала первой пандемии чумы [17, 18]. из этого нами 
был сделан вывод, что первая пандемия чумы могла 
начаться на этой территории, что впоследствии под-
тверждено реконструкцией древнего генома Y. pestis 
из костных останков в захоронении того времени, 
найденном в тянь-Шане [11]. в 2022 г. M.A. Spyrou 
at al. реконструировали геном из костных образ-
цов, полученных русскими исследователями в кон-
це XIX в. при раскопках средневековых кладбищ 
у г. токмак (буранинское) и «близ пишпека» (со-
временный г. бишкек, кара-джигачское кладбище) 
в чуйской долине чуйской области, некоторые из 
которых оказались чумными [12]. геном оказался 
непосредственным предшественником штаммов 
эпидемии «черная смерть» (1348–1354 н.э.). из 
этого был сделан вывод, что вторая пандемия чумы 
началась с этой территории. ранее российский вос-
токовед д.а. хвольсон написал, основываясь на 
текстах части намогильных эпитафий, что вторая 
пандемия чумы началась с местной вспышки чумы в 
1338–1339 гг. и через торговые маршруты великого 
шелкового пути достаточно быстро достигла сред-
невековой европы [19]. в то же время существуют 
и другие мнения о времени и месте возникновения 
второй пандемии чумы и о том, что первоначальная 
диверсификация ветви 0.ANT, предшествовавшая 
второй пандемии чумы, произошла ранее, не в XIV, 
а в XIII в., и была связана с территориальными экс-
пансиями монголов [20, 21]. для подтверждения 
предположения о том, что вторая пандемия чумы 
началась на тянь-Шане, необходима реконструкция 
других геномов возбудителя этого периода. в настоя-
щее время на территории средневекового городища 
бурана, через которое проходил ранее Шелковый 
путь и известного как место раскопок конца XIX в. 
средневекового кладбища с чумными погребениями, 
сохранились остатки мавзолеев и погребений XII–
XIV вв. [22, 23]. эти места могут послужить источ-
ником информации, которая позволит подтвердить 
ранее полученные данные, что важно для выяснения 
закономерностей пространственно-временного рас-

пространения исторической чумы по торговым пу-
тям через евразийские степи. 

природные очаги кыргызстана остаются в на-
стоящее время эпизоотически активными, о чем 
свидетельствуют факт выделения культур Y. pestis в 
сарыджазском мезоочаге тянь-Шаньского высоко-
горного очага в 2023 г., а также наличие на террито-
рии восточного алая в алайском высокогорном оча-
ге большого количества грызунов, в крови которых в 
диагностическом титре содержатся антитела к анти-
гену Ф1. с учетом частого выделения культур Y. pes-
tis в сарыджазском и верхненарынском мезоочагах 
тянь-Шаньского высокогорного очага чумы можно 
говорить о наличии напряженного эпизоотического 
процесса на этих очаговых территориях кр.
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Современные особенности изоляции и идентификации патогенных лептоспир  
в Сибири и на дальнем Востоке

ФКУЗ «Иркутский научно-исследовательский противочумный институт Сибири и Дальнего Востока», Иркутск,  
Российская Федерация

в последнее время изоляция культур патогенных лептоспир в российской Федерации – крайне редкое явление. 
цель работы – обобщить опыт иркутского противочумного института по выделению и идентификации культур 
лептоспир с 2011 г. материалы и методы. методом пцр и в реакции микроскопической агглютинации (рма) ис-
следован материал от восьми лиц с подозрением на лептоспироз и от 942 мелких млекопитающих (мм), бактери-
ологическим методом – от людей и 260 мм. для идентификации культур использовали бактериологический тем-
пературный тест, рма, пцр, мультилокусное сиквенс-типирование  (MLST) и MALDI-TOF масс-спектрометрию 
(MS) с оригинальной базой белковых профилей лептоспир. в цнии эпидемиологии роспотребнадзора получены 
полные геномы шести штаммов. результаты и обсуждение. у людей на фоне приема антибиотиков не удалось 
изолировать лептоспиры, несмотря на положительные результаты пцр и рма. от мм выделено четыре культу-
ры Leptospira borgpetersenii серогруппы Javanica и три L. kirschneri (Grippotyphosa). результаты идентификации 
методами MLST по схеме № 1 и MALDI-TOF MS идентичны. MLST in silico показало однотипность двух штам-
мов серогруппы Grippotyphosa из приморья и хабаровска с профилем сиквенс-типов (ST) 110:100:94. у четырех 
штаммов серогруппы Javanica по схеме № 1 определяется ST 146, а по схемам № 2–3 выявлены уникальные 
одиночные нуклеотидные полиморфизмы. таким образом, в 2012–2016 гг. в сибири и на дальнем востоке изо-
лировано семь культур патогенных лептоспир от носителей в природных очагах при их инфицированности от 
12,0 до 48,9 %. Штаммы серогруппы Javanica отличаются особенностями MLST-профиля и более длительно при-
спосабливаются к питательным средам, чем штаммы серогруппы Grippotyphosa.
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N.V. Breneva, E.Yu. Kiseleva, M.B. Sharakshanov, S.A. Borisov, S.E. Budaeva, S.V. Balakhonov
Modern Features of Pathogenic Leptospira Isolation and Identification  
in siberia and the Far east
Irkutsk Research Anti-Plague Institute of Siberia and Far East, Irkutsk, Russian Federation

Abstract. Recently, pathogenic Leptospira culture isolation is an extremely rare phenomenon in Russia. The aim 
of our work was to synthesize the lessons learned at the Irkutsk Anti-Plague Institute from Leptospira culture isolation 
and identification since 2011. Materials and methods. Material from eight individuals with suspected leptospirosis and 
from 942 small mammals (SM) was examined using PCR and microscopic agglutination test (MAT), from humans and 
260 SM, applying bacteriological method. Bacteriological temperature test, MAT, PCR, MLST and MALDI-TOF mass 
spectrometry with the original Leptospira protein profiles base were used to identify cultures. Six complete genomes were 
generated at the Central Research Institute of Epidemiology of the Rospotrebnadzor. Results and discussion. Leptospira 
have not been isolated from humans against the background of taking antibiotics, despite the positive PCR and MAT 
results. Four cultures of Leptospira borgpetersenii of the Javanica serogroup and three L. kirschneri (Grippotyphosa) 
have been isolated from SM. The results of identification using MLST scheme No. 1 and MALDI-TOF MS are identical. 
MLST in silico has shown the uniformity of two Grippotyphosa serogroup strains from Primorie and Khabarovsk with 
a sequence-type (ST) profile 110:100:94. ST146 is determined in four Javanica serogroup strains  according to scheme 
No. 1, and unique single nucleotide polymorphisms are detected according to schemes No. 2–3. Thus, in Siberia and the 
Far East, between 2012 and 2016, seven pathogenic Leptospira cultures were isolated from carriers in natural foci; car-
rier infection rate being12.0–48.9 %. Javanica serogroup strains differ in the MLST profile characteristics and adapt to 
nutrient media for a longer time than Grippotyphosa serogroup strains. 

Key words: Leptospira, culture isolation, identification, MLST, mass spectrometry.
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лептоспирозы – группа заболеваний, общих для 
человека и животных, отличающихся по клиническо-
му течению и устойчивости возбудителя во внешней 
среде в зависимости от его вида и серовара [1].

в связи с трудностью выделения первые культу-
ры лептоспир от человека были получены с исполь-
зованием биологического метода в 1914–1915 гг., 
почти через 30 лет после описания заболевания. 
в ссср первая культура от больного получена в 
1928 г. в эти же годы доказана роль мелких млеко-
питающих (мм) как источников инфекции: в 1915–
1916 гг. опубликованы данные по выделению возбу-
дителя в японии от полевки, серой и черной крысы, 
в 1929 г. – в россии от серой крысы [2, 3].

патогенные лептоспиры требовательны к пита-
тельным средам, отличаются медленным ростом (от 
пяти дней до трех месяцев) и чувствительны к лю-
бым внешним факторам, для них губительно высу-
шивание, воздействие низких и высоких температур, 
солнечного света, уФ-облучения, дезинфектантов и 
других химических веществ, посторонней микро-
флоры. все это делает изоляцию и культивирование 
лептоспир крайне сложной задачей, требующей от-
дельной подготовки бактериологов и приготовления 
специальных питательных сред [4].

пик выделения культур лептоспир в россии 
пришелся на 50–60-е гг. прошлого века в связи с 
бурным развитием животноводства и ростом забо-
леваемости людей и животных [2, 3]. к сожалению, 
из-за сложностей культивирования и хранения боль-
шинство штаммов утрачено, в том числе коллекция 
иркутского противочумного института. в настоящее 
время изоляция патогенных лептоспир – очень ред-
кое явление [5].

идентификация культур лептоспир представляет 
не меньше трудностей, чем их изоляция. даже после 
укоренения геносистематики лептоспир основным 
таксоном остается серовар [6], определение которо-
го требует наличия большого набора референтных 
штаммов, типовых сывороток или моноклональных 
антител, имеющихся в наличии только в междуна-
родном референс-центре в нидерландах [7].

природные очаги лептоспирозов распро-
странены повсеместно, в сибири и на дальнем 
востоке эндемичны по лептоспирозу приморский и 
хабаровский края, где высокие показатели заболевае-
мости населения лептоспирозами наблюдались до 
конца XX в. [8].

цель работы – обобщить опыт выделения и 
идентификации культур лептоспир иркутским про-
тивочумным институтом в 2011–2023 гг.

материалы и методы

все работы проводились в соответствии 
с требованиями биологической безопасности 
сп 1.3.2322-08 и сп 1.3.3118-13, транспортировка 
исследуемого материала – сп 1.2.036-95 (заменены 
на санпин 3.3686-21). весь материал исследован 
в пцр и реакции микроскопической агглютинации 
(рма). кровь и/или мочу от трех больных лепто-
спирозом засевали на питательные среды непосред-
ственно «у постели больного», от двух больных с 
подозрением на лептоспироз и трех контактных с 
больными животными лиц – сразу после поступле-
ния в лабораторию института. сделано 26 посевов 
от восьми человек.

данные по отлову и исследованию мелких 
млекопитающих в природных очагах приведены в 
табл. 1. бактериологическое исследование проводи-
ли в основном с материалом от зверьков, пойманных 
живыми. всего сделан 741 посев от 260 мм.

отлов мм проводили в соответствии с 
му 3.1.1029-01 (заменен на мр 3.1.0211-20) и 
мр 3.1.7.0250-21, использовали давилки геро, кону-
сы, канавки, капканы и живоловки. в приморском 
крае силами общества охотников и рыболовов про-
изводился отстрел ондатры. в иркутске и в 2011 г. в 
эхирит-булагатском районе мм отлавливали живы-
ми и доставляли в лабораторию института, где произ-
водили вскрытие, отбор проб и посев почек на пита-
тельные среды. в 2012 г. в эхирит-булагатском рай-
оне мм отлавливали всеми способами с постоянной 
проверкой орудий лова, вскрытие и посевы на пита-
тельные среды проводили в полевых условиях, затем 
материал доставляли в институт. в приморском крае 
посевы проводили также в полевых условиях, ин-
кубировали в термостате лаборатории Фбуз цгиэ 
в приморском крае или спасской городской боль-
ницы, доставляли в лабораторию приморской 
противочумной станции автотранспортом, затем в 
институт – авиатранспортом в термоконтейнерах. 
в хабаровском крае мм отлавливали в живоловки 
и доставляли в лабораторию хабаровской противо-
чумной станции, где осуществляли вскрытие, посев 
почек и мочи из мочевого пузыря, если он был на-
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полнен, первичную инкубацию посевов в термоста-
те, затем доставляли в институт авиатранспортом.

при работе с нуклеиновыми кислотами (нк) 
руководствовались му 1.3.2569-09. для постанов-
ки пцр почки мм размораживали непосредственно 
перед исследованием и готовили суспензии на гомо-
генизаторе Tissue Lyser LT (Qiagen). экстракцию нк 
для пцр осуществляли с помощью набора «рибо-
преп», детекцию – методом пцр в реальном време-
ни с тест-системой «амплисенс® Leptospira-FL» или 
тест-системой «лпс» для выявления патогенных 
лептоспир методом полимеразной цепной реакции 
(Фбун цнии эпидемиологии роспотребнадзора) 
на амплификаторе Rotor-Gene Q (Qiagen). 

бактериологические и серологические иссле-
дования на лептоспироз выполняли в соответствии 
с му 3.1.1128-02. материал от людей, корковое ве-
щество почек и мочу мм засевали слепым спосо-
бом в пробирки со средами Ферворта – вольфа и 
EMJH (Becton Dickinson). посевы инкубировали при 
28 °с и просматривали в темном поле микроскопа 
«микмед-6 вар. сд» (ломо, санкт-петербург) с 
окуляром 10х и объективом 20х один раз в неделю 
в течение двух-трех месяцев. морских свинок 150–

200 г и хомячков 25–40 г заражали внутрибрюшин-
но 1,5–2 мл материала, выдерживали 21 день и про-
изводили посев коркового слоя почек. кроме того, 
у морских свинок через 1–3 часа после заражения 
засевали кровь из сердца. всего поставлено 88 био-
проб. для удаления посторонней микрофлоры ис-
пользовали метод фильтрации через шприц-насадки 
с диаметром пор фильтров 0,2 мкм.

выделенные культуры лептоспир идентифици-
ровали по патогенности с помощью культурального 
температурного теста и пцр, до серогруппы – мето-
дом рма с «набором сывороток групповых агглюти-
нирующих лептоспирозных» (Фгуп «армавирская 
биофабрика»). для определения вида лептоспир 
применяли масс-спектрометрическое прямое бел-
ковое профилирование (MALDI-TOF MS) и мульти-
локусное сиквенс-типирование (MLST). подготовку 
образцов проводили после предварительного кон-
центрирования культур центрифугированием при 
12100–17000 g в течение 5–15 мин для MALDI-TOF 
MS – по протоколу для изолированных колоний [9] 
с использованием набора «MALDI-TOF проба» 
(нпо «литех»), MLST – в соответствии с общепри-
нятой методикой [10]. масс-спектрометрическую 

Таблица 1 / Table 1

результаты исследований проб от мелких млекопитающих 
Results of studies of small mammals samples

территория отлова мм
Territory of trapping  
small mammals (SM)

период отлова мм
Period of trapping SM

всего мм / положительные  
в пцр, %

Total number of SM /  
PCR positive, %

количество мм /  
количество посевов 

Number of SM / 
number of sown objects 

дата регистрации культур
Date of culture registration

иркутская область,   
эхирит-булагатский район
Irkutsk Region, 
Ekhirit-Bulagatsky District

2011, сентябрь, октябрь
2011, September, October

28 / 39,3±9,2 12 / 48
не выделены
Not isolated

2012, октябрь
2012, October

68 / 24,3±5,1 10 / 36
не выделены
Not isolated

иркутск, 
микрорайон ново-ленино,  
болотно-озерный комплекс 
Irkutsk,  
Novo-Lenino microdistrict,  
Marsh-lake complex

2012, июль, август
2012, July, August

25 / 12,0±6,5 25 / 100 12 Dec 2012

2013, июль, август
2013, July, August

22 / 31,8±9,9 22 / 88
не выделены
Not isolated

2014, июль, август
2014, July, August

27 / 22,2±8,0 27 / 108 01 Dec 2014

2015, июль, август
2015, July, August

14 / 28,6±12,1 14 / 56
не выделены
Not isolated

2022, июль
2022, July

18 / 33,3±11,1 18 / 36
не выделены
Not isolated

приморский край, 
спасский район
Primorsk Territory,  
Spassky District

2014, сентябрь, октябрь
2014, September, October

328 / 38,4±2,7 44 / 97 18 Dec 2014

2016, октябрь
2016, October

88 / 48,9±5,3 15 / 30 27 Oct 2016

хабаровск, пригород
Khabarovsk,  suburbs

2015, июль
2015, July

64 / 40,6±6,1 15 / 30 19 Aug 2015

еврейская автономная область
Jewish Autonomous Region

2015, июль
2015, July

64 / 21,9±5,2 30 / 49
не выделены
Not isolated

приморский край
Primorsk Territory

2016, июль, август
2016, July, August

71 / 12,7±4,0 13 / 28
не выделены
Not isolated

иркутская область
Irkutsk Region

2022, август
2022, August

125 / 18,4±3,5 15 / 35
не выделены
Not isolated
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идентификацию культур лептоспир осуществля-
ли на приборе Microflex LT (Bruker Daltonics) с ис-
пользованием программ Flex Control 3.3. и MALDI 
Biotyper 3.0, а также оригинальной базы рефе-
ренсных спектров лептоспир [11]. MLST по схеме 
№ 1 [10] ставили с использованием набора для ам-
плификации днк и синтезированных праймеров 
(зао «синтол»), Exonuclease I 20 ед/мкл, FaspAP 
Thermosensitive Alkaline Phosphatase 1 ед/мкл (Thermo 
Scientific), набора реагентов BigDye® Terminator v1.1 
(или 3.1) Cycle Sequencing Kit, амлификатора 
Termal Cycler 2720 (Applied Biosystems), секвенато-
ра ABI Prism 3500 XL (Applied Biosystems/Hitachi). 
полученные нуклеотидные последовательности об-
рабатывали в программе VectorNTI (Invitrogen Corp.) 
и загружали на онлайн-платформу http://pubmlst.
org/leptospira/, где определялся сиквенс-тип и вид 
микроорганизма [12]. полногеномную днк выде-
ляли с помощью набора DNeasy Blood & Tissue Kit 
(Qiagen). подготовка библиотек, секвенирование и 
сборка полных геномов проведены в Фбун цнии 
эпидемиологии роспотребнадзора. проведено MLST 
in silico [12]. статистическая обработка результатов 
заключалась в вычислении средних значений и их 
ошибок.

результаты и обсуждение

у больных лептоспирозом, несмотря на выявле-
ние специфических участков нк лептоспир в образ-
цах мочи и крови, антител к лептоспирам серогрупп 
Icterohaemorrhagiae и Tarassovi, изолировать культу-
ры лептоспир не удалось, вероятнее всего, из-за того, 
что обследование проводилось после начала лечения 
противомикробными препаратами. в 2021 г. у боль-
ного с подозрением на лептоспироз в посеве мочи 
через месяц инкубации были обнаружены подвиж-
ные спирохеты с характерной морфологией, пцр 
с культурой дала положительный результат, но при 
дальнейших пересевах рост лептоспир прекратил-
ся, культура не была идентифицирована. в 2022 г. 
у владельца собаки, умершей предположительно от 
лептоспироза, в моче при микроскопии обнаружены 
микроорганизмы, сходные по морфологии с лепто-
спирами, но пцр показала отсутствие специфиче-
ских нк, при пересевах на питательные среды спи-
рохеты не обнаружены.

более успешными были попытки выделить 
культуры лептоспир от мм в природных биотопах 
(табл. 1). впервые в черте г. иркутска в 2012 г. выде-
лены две культуры на территории болотно-озерного 
комплекса микрорайона ново-ленино. единичные 
лептоспиры в посевах обнаружены через месяц ин-
кубации, для идентификации культур потребовалось 
несколько пассажей на животных и питательных 
средах для достижения достаточной концентрации 
микробных клеток, выделение культур зарегистриро-
вано через четыре месяца после первичного посева. 
при других попытках изоляции культур в иркутске 

выделить еще одну культуру удалось только в 2014 г. 
в посевах материала из эхирит-булагатского района 
наблюдали единичные лептоспиры, но дальнейшие 
пассажи не дали результатов, у биопробных живот-
ных выявлены антитела к лептоспирам серогруппы 
Icterohaemorrhagiae.

в 2014 г. через две недели инкубации в посевах 
от пяти мм, отловленных в приморском крае, об-
наружены единичные спирохеты с характерной мор-
фологией и подвижностью. выделение двух культур 
зарегистрировано через 2,5 месяца после первично-
го посева как через биопробу, так и прямым посевом 
на питательные среды. обе культуры выделены в 
той же местности, что и в 1980–90-е гг. [13], в точке 
отлова мм в окрестностях села степное спасского 
района. интересно, что в 2016 г. культура лептоспир 
снова изолирована в этом же месте. в одном пер-
вичном посеве мочи от пцр-позитивного мм из 
хабаровского края сразу по прибытии в институт 
обнаружили чистую культуру лептоспир, ее иденти-
фикация заняла около месяца. лептоспиры были об-
наружены в материале еще от двух мм, но культуру 
выделить не удалось.

в 2022 г. в первичном посеве от мм из 
тулунского района обнаружены специфические нк 
и сходные по морфологии с лептоспирами микро-
организмы на фоне обильного роста посторонней 
микрофлоры. культуру лептоспир не удалось очи-
стить двойным пассажем на биопробных животных 
и фильтрацией через стерилизующие фильтры.

в изученных природных очагах у мм опре-
делялись антитела к лептоспирам серогрупп 
Autumnalis, Australis, Bataviae, Grippotyphosa, 
Icterohaemorrhagiae, Hebdomadis, Javanicа, Sejroe, 
Tarassovi.

результаты идентификации выделенных от мм 
в сибири и на дальнем востоке в 2012–2016 гг. куль-
тур лептоспир представлены в табл. 2. всего выде-
лено четыре культуры L. borgpetersenii серогруп-
пы Javanica и три – L. kirschneri (Grippotyphosa). 
процесс изоляции и идентификации культур зани-
мал от трех недель до четырех месяцев (табл. 1) в за-
висимости от присутствия посторонней микрофло-
ры и скорости адаптации лептоспир к питательным 
средам. результаты идентификации методами MLST 
по схеме № 1 и MALDI-TOF белкового профилиро-
вания полностью идентичны. MLST in silico по трем 
схемам показало однотипность двух штаммов серо-
группы Grippotyphosa из приморья и хабаровска с 
профилем сиквенс-типов (ST) 110:100:94. у четырех 
штаммов серогруппы Javanica ST 146 определяется 
только по схеме № 1, а по схемам № 2–3 выявлены 
уникальные одиночные нуклеотидные полиморфиз-
мы в различных локусах, которые полностью совпа-
дают у выделенных в г. иркутске штаммов и имеют 
отличия у штамма из приморья.

таким образом, культуры лептоспир от мм в 
природных очагах лептоспирозов изолированы как 
на высокоэндемичных территориях (приморский 
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и хабаровский края), так и на территории с низкой 
эндемичностью (г. иркутск). от людей культуру вы-
делить не удалось, скорее всего, из-за раннего при-
менения антибиотиков и позднего направления на 
лабораторное обследование.

всего изолировано семь культур патогенных 
лептоспир от мм при их общей инфицированности 
по результатам пцр от (12,0±6,5) до (48,9±5,3) %. 
мм целесообразно отлавливать живыми, чтобы 
максимально сохранить жизнеспособность лепто-
спир. кроме того, для успешной изоляции культур 
необходимо обеспечивать условия стерильности при 
посевах. использование биопроб дает возможность 
избавиться от посторонней микрофлоры, накопить 
и подготовить культуры лептоспир для адаптации к 
питательным средам.

успешность выделения культур лептоспир мо-
жет зависеть и от серогруппы возбудителя. известно, 
что лучше всего к условиям окружающей среды  
приспосабливаются лептоспиры серогруппы Grip po-
typhosa, которые наиболее часто удается изолировать 
от мм в природных очагах на территории российской 
Федерации [14]. патогенные лептоспиры других се-
рогрупп, и особенно Iсterohaemorrhagiae, более тре-
бовательны к условиям культивирования [15], поэто-
му о доминирующей в очаге серогруппе возбудите-
ля необходимо судить не только по изолирован ным 
культурам, но и по результатам рма. 

выделенные штаммы серогруппы Javanica от-
личаются особенностями MLST-профиля и более 

длительно приспосабливаются к питательным сре-
дам, чем штаммы серогруппы Grippotyphosa.
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Таблица 2 / Table 2

характеристика культур лептоспир, выделенных от носителей в природных очагах
Characterization of Leptospira cultures isolated from carriers in natural foci

место выделения
Site of isolation

год 
Year

серогруппа 
Serogroup

MLST [12] MALDI-TOF MS [9]
№ штамма* 
Strain No.*
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The complete genome
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Leptospira 
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ST 110 Scheme 1
ST 100 Scheme 2
ST 94 Scheme 3

Leptospira kirschneri
и6

(804-Khv)
GenBank CP125672.1–

CP125673.1

примечание :  * номер штамма в коллекции иркутского противочумного института, в скобках – оригинальное название.

No te :  * strain number in the collection of the Irkutsk Anti-Plague Institute, original name – in parentheses. 
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цель работы – изучение генетического разнообразия и пространственно-временной структуры Yersinia pestis 
в прикаспийском песчаном очаге чумы с использованием методов MLVA25- и CRISPR-типирования. материалы 
и методы. в работе использовано 98 штаммов Y. pestis, выделенных на территории прикаспийского песчаного 
очага чумы в 1925–2015 гг. полногеномное секвенирование выполняли на платформах Ion GeneStudio S5 System 
(ThermoFisher Scientific) и MGI (DNBSEQ-G50RS). Фрагментное секвенирование проводили с помощью ABI 
PRISM 3500XL. поиск VNTR- и CRISPR-локусов с последующим выравниванием нуклеотидных последователь-
ностей осуществляли в программе MEGA X. полученные последовательности вносили в созданную базу данных 
в программе Bionumerics v7.6 (Applied Maths). построение филогенетического дерева осуществляли методом 
UPGMA. результаты и обсуждение. по результатам проведенного MLVA25- и CRISPR-анализа 98 штаммов 
Y. pestis разделились на 60 генотипов (CS1 – CS60). выявлена вариабельность по 23 VNTR-локусам. описаны 
7 новых CRISPR-спейсеров: 5 – в YPa и 2 – в YPb (размер – 31–33 п.н., GC-состав – 34–58 %). описанные спейсе-
ры получили названия а108, а109, а110, а111, a112, b53, b54. выявлена взаимосвязь изменения копийности VNTR-
локусов в зависимости от места и времени выделения штаммов. полученные данные могут быть использованы 
для проведения молекулярно-генетической паспортизации территории прикаспийского песчаного очага чумы и 
для изучения направлений и закономерностей эволюции и пространственно-временной циркуляции популяций 
Y. pestis в очагах чумы прикаспия.
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Abstract. The aim of the work was to study the genetic diversity and spatial-temporal structure of Yersinia pestis 
in the Caspian sandy plague focus using MLVA25  and CRISPR typing methods. Materials and methods. 98 Y. pestis 
strains isolated in the territory of the Caspian sandy plague focus in 1925–2015 were used in the study. Whole genome 
sequencing was performed on Ion GeneStudio S5 System (ThermoFisher Scientific) and MGI (DNBSEQ-G50RS) plat-
forms. Fragment sequencing was conducted using “ABI PRISM 3500XL”. The search for VNTR and CRISPR loci with 
subsequent alignment of nucleotide sequences was carried out in the MEGA X program. The obtained sequences were 
entered into the created database in the Bionumerics v7.6 (Applied Maths) software. The phylogenetic tree was con-
structed using the UPGMA method. Results and discussion. According to the results of MLVA25 and CRISPR analysis, 
98 Y. pestis strains are divided into 60 genotypes (CS1 – CS60). Variability by 23 VNTR loci has been discovered. 7 new 
CRISPR spacers are described: 5 in YPa and 2 in YPb (size 31–33 bp, GC composition 34–58 %). The described spa cers 
are designated as a108, a109, a110, a111, a112, b53, b54. The interrelation of changes in the copy number of VNTR loci 
depending on the place and time of isolation of strains has been revealed. The data obtained can be used to carry out 
molecular-genetic certification of the territory of the Caspian sandy plague focus and to study the routes and patterns of 
evolution and spatiotemporal circulation of Y. pestis populations in the Caspian plague foci.

Key words: plague, Yersinia pestis strains, Caspian sandy focus, MLVA and CRISPR genotyping.

Conflict of interest: The authors declare no conflict of interest.

Funding: The authors declare no additional financial support for this study.
Corresponding author: Polina A. Goryunova, e-mail: rusrapi@microbe.ru.
Citation: Goryunova P.A., Eroshenko G.A., Balykova A.N., Kovrizhnikov A.V., Shevchenko K.S., Kukleva L.M., Naryshkina E.A., Chervyakova N.S., Kutyrev V.V. 

MLVA25 and CRISPR Genotypes of Yersinia pestis Strains from the Caspian Sandy Plague Focus. Problemy Osobo Opasnykh Infektsii [Problems of Particularly 
Dangerous Infections]. 2023; 4:68–76. (In Russian). DOI: 10.21055/0370-1069-2023-4-68-76

Received 28.11.2023. Accepted 01.12.2023.



69

Problemy Osobo Opasnykh Infektsii [Problems of Particularly Dangerous Infections]. 2023; 4         Original articles

прикаспийский песчаный очаг чумы зани-
мает западную часть прикаспийской низменно-
сти вдоль берега каспийского моря от волги до 
терека. административно очаг располагается в 
астраханской области, республиках калмыкия и 
дагестан, чеченской республике и ставропольском 
крае. на основании эколого-эпизоотологических 
характеристик территория прикаспийского пес-
чаного очага подразделена на пять ландшафтно-
экологических районов (лэр): приволжские пе-
ски, ильменно-придельтовый район, приморский 
район, черные земли, терско-кумское междуре-
чье. эпидемические проявления в прикаспийском 
песчаном очаге регистрировали в 1923–1948 гг. и 
1979 г. Штаммы Yersinia pestis выделяли от людей 
с различной формой чумы: бубонной, легочной, 
септической. эпизоотии на территории очага ре-
гистрировали в 1924–1925, 1929–1931, 1935–1938, 
1946–1954 гг. после 25-летнего межэпизоотического 
периода в 1979 г. отмечена резкая активизация очага, 
и в последующий период эпизоотии чумы регистри-
ровали здесь практически ежегодно с выделением 
большого числа культур Y. pestis [1]. Штаммы, полу-
ченные на территории прикаспийского очага, отно-
сятся к средневековому биовару основного подвида 
Yersinia pestis subspecies pestis, филогенетической 
ветви 2.MED1 [2]. это высоковирулентные и эпиде-
мически значимые штаммы, которые были этиоло-
гическими агентами вспышек и отдельных случаев 
чумы на территории очага в первой половине XX в. 
Штаммы Y. pestis филогенетической ветви 2.MED1 
генетически однородны, что затрудняет их разделе-
ние по времени и региону выделения.

в настоящее время для внутривидовой диффе-
ренциации штаммов Y. pestis используют различные 
методы молекулярно-генетического типирования. 
одним из доступных методов, обладающим высо-
ким разрешением в отношении возбудителя чумы, 
является метод мультилокусного анализа VNTR-
последовательностей – MLVA (от англ. multiple loci 
VNTR analysis). VNTR (от англ. variable number 
tandem repeats) – вариабельное число тандемных по-
второв – участки генома с повторяющейся несколько 
раз короткой нуклеотидной последовательностью. 
ввиду высокой частоты возникновения мутаций по 
VNTR-локусам (от 8,5·10−6 до 3,7·10−4 мутаций на 
поколение) метод MLVA-типирования обладает вы-
сокой дискриминационной способностью и эффек-
тивностью по отношению к штаммам Y. pestis, выде-
ленным на одной географической территории [3, 4]. 

CRISPR (от англ. clustered regularly interspaced 
short palindromic repeats) – кластеризованные ко-
роткие палиндромные повторы с регулярными ин-
тервалами, состоят из повторов днк, разделенных 
неповторяющимися элементами, или «спейсерами», 

которые обычно представлены фрагментами чуже-
родных генетических элементов (бактериофагов 
или плазмид). эти локусы и белки Cas (CRISPR-
ассоциированные белки) образуют адаптивную 
иммунную систему, которая защищает бактерии 
от вторжения фагов и плазмид, а также участву-
ет в механизмах клеточной регуляции [5, 6]. геном 
Y. pestis содержит три CRISPR-локуса, называемых 
YPa (YP1), YPb (YP2) и YPc (YP3), в настоящее время 
сообщается о 173 спейсерных последовательностях 
[7–10]. использование нескольких методов типиро-
вания позволяет установить связь между штаммами 
Y. pestis, выделенными из различных очагов чумы.

целью работы является изучение генетического 
разнообразия и пространственно-временной струк-
туры Y. pestis в прикаспийском песчаном очаге чумы 
с использованием методов MLVA25- и CRISPR-
типирования.

материалы и методы

в работе использованы 98 штаммов Y. pestis, вы-
деленных в прикаспийском песчаном очаге в период 
с 1925 по 2015 г. среди них 15 штаммов первой поло-
вины XX в. (1925–1947 гг.). они получены от малого 
суслика Spermophilus pygmaeus (7 штаммов), домовой 
мыши Mus musculus (2 штамма), верблюда (1 штамм) 
и людей (5 штаммов). Штаммы Y. pestis второй по-
ловины XX – начала XXI в. (1979–2015 гг.) выде-
лены от полуденной песчанки Meriones mеridianus 
(37 штаммов) и ее блох (10 штаммов), гребенщи-
ковой песчанки Meriones tamariscinus (6 штаммов) 
и ее блох (4 штамма), малого суслика S. pygmaeus 
(7 штаммов) и его блох (7 штаммов), домовой мыши 
M. musculus (4 штамма) и ее блох (2 штамма), серого 
хомячка Сricetilus migratorius (1 штамм) и его блох 
(2 штамма), обыкновенной полевки Microtus arvalis 
(1 штамм), ондатры Ondatra zibethicus (1 штамм), 
степного хоря Mustela eversmanii (1 штамм).

Штаммы Y. pestis выращивали при температуре 
28 °с в течение 24–48 ч на агаре LB и в бульоне LB. 
получение геномной днк Y. pestis осуществляли с 
помощью набора PureLink Genomic DNA Mini Kit 
(Invitrogen, сШа) согласно инструкции производи-
теля. данные для проведения MLVA25- и CRISPR-
типирования собраны путем анализа результатов 
полногеномного и фрагментного секвенирования. 
полногеномное секвенирование проводили на плат-
формах Ion GeneStudio S5 System (ThermoFischer 
Scientific, сШа) и MGI (DNBSEQ-G50RS, китай). 
Фрагментное секвенирование проводили с помо-
щью ABI PRISM 3500XL (Applied Biosystems, сШа) 
при амплификации участков генома методом пцр 
с использованием пар праймеров, описанных ранее 
[7, 11, 12]. поиск VNTR-локусов и последующее вы-
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равнивание нуклеотидных последовательностей про-
водили в программе MEGA X. количественный под-
счет тандемных повторов выполняли по 25 VNTR-
локусам в программе Tandem RepeatsFinder 4.09 [13]. 
поиск CRISPR-локусов и последующее выравнивание 
нуклеотидных последовательностей проводили в про-
грамме MEGA X. полученные последовательности 
сравнивали с опубликованными данными для иден-
тификации спейсеров CRISPR [9, 10]. для спейсеров, 
впервые обнаруженных в каждом локусе CRISPR, 
проведен анализ нуклеотидных последовательностей 
с использованием алгоритма BLAST в базе данных 
Gene Bank NCBI (http://blast.ncbi). полученные чис-
ловые значения и нуклеотидные последовательности 
вносили в созданную в программе Bionumerics v7.6 
(Applied Maths, бельгия) базу данных для их после-
дующей систематизации, хранения и проведения 
биоинформационного анализа. построение филоге-
нетического дерева для оценки родства штаммов осу-
ществляли методом UPGMA (Unweighted Pair-Group 
Method Using Arithmetic Averages, невзвешенная по-
парная группировка с усреднением). для оценки 
дискриминирующей способности метода рассчиты-
вали индекс разнообразия хантера – гастона (HGDI, 
Hunter – Gaston discriminatory index) [14]. для оценки 
аллельного полиморфизма VNTR-локусов использо-
вали индекс разнообразия PIC (polymorphism infor-
mation content) [15].

результаты и обсуждения

проведено MLVA25- и CRISPR-типирование 
98 штаммов Y. pestis, выделенных в 1925–2015 гг. 
на территории прикаспийского песчаного очага 
чумы, в результате которого исследуемые штаммы 
разделились на 60 генотипов (индекс разнообразия 
HGDI=0,977), названных CS1 – CS60 (рисунок). из 
них 46 были уникальными (т.е. обнаруживались толь-
ко у одного штамма в изученной выборке), 12 (гено-
типы CS1, CS5, CS8, CS28, CS29, CS31, CS34, CS35, 
CS38, CS40, CS45, CS60) объединяли в себе от 2 до 
4 штаммов, в состав двух (генотипы CS10, CS36) 
входило 9 штаммов. 

при анализе изменчивости VNTR-локусов вы-
явлена вариабельность по 23 локусам: yp0120ms01, 
yp1290ms04, yp1935ms05, yp2769ms06, yp2916ms07, 
yp3057ms09, yp0559ms15, yp1814ms20, yp1895ms21, 
yp4042ms35, yp4425ms38, yp0581ms40, yp0718ms41, 
yp1018ms44, yp1108ms45, yp1335ms46, yp3060ms56, 
yp4280ms62, yp1118ms69, yp1580ms70, yp1925ms71, 
yp3236ms73, yp3245ms74, – в то время как по остав-
шимся двум локусам: yp2058ms51, yp2612ms54 – все 
исследуемые штаммы были идентичными (табл. 1, 
рисунок). индекс разнообразия PIC варьировался 
от 0 до 0,678. наибольшее количество аллелей на-
блюдалось в локусах yp2769ms06, yp3057ms09, 
yp1335ms46, yp3060ms56, yp4280ms62, yp1580ms70. 

в результате проведенного CRISPR-анализа 
штаммов Y. pestis из прикаспийского песчаного оча-

га чумы обнаружено 26 спейсеров. нами выявлены 
вставки и делеции спейсерных последовательностей 
в локусах YPa, YPb, в то время как по локусу YPc все 
исследуемые штаммы были идентичными. всего в 
штаммах Y. pestis из прикаспийского песчаного оча-
га чумы обнаружено 7 новых спейсеров: 5 – в YPa 
и 2 – в YPb. их длина составляет от 31 до 33 п.н., 
а GC-состав варьирует в пределах 34–58 %. впервые 
описанные спейсеры получили названия а108, а109, 
а110, а111, a112, b53, b54. их характеристика пред-
ставлена в табл. 2. 

новые спейсеры имеют гомологичные про-
тоспейсерам последовательности в профаге 
YPO2096~YPO2135 в геноме штамма CO92 (NCBI 
GenBankID AL590842.1). недавно было показано, 
что профаг YpfΦ (YPO2271~YPO2281 в геноме CO92) 
был стабилизирован в штаммах биовара orientalis и 
нестабильно присутствовал в некоторых штаммах 
трех других биоваров в качестве эписомы [16, 17]. 
взаимодействие между YpfΦ и Y. pestis могло оста-
вить некоторые следы в локусах CRISPR, однако ни 
один из идентифицированных спейсеров у изучен-
ных штаммов из прикаспийского песчаного очага не 
имеет гомолога в YpfΦ. 

три локуса CRISPR присутствовали во всех 
изученных штаммах, а количество аллелей, наблю-
даемых в YPa, YPb и YPc, составило 10, 5, 1 соответ-
ственно (табл. 3). YPa является наиболее полиморф-
ным локусом CRISPR у Y. pestis, за которым следуют 
YPb и YPc, что согласуется с предыдущими резуль-
татами [7].

большинство штаммов Y. pestis из прикаспий-
ского песчаного очага чумы имеют идентичный 
CRISPR-профиль, представленный спейсерами YPa 
а1-а2-а3, YPb b1-b2-b3-b4’, YPc c1-c2-c3. этот массив 
спейсеров уже был определен как CRISPR-профиль 
для штаммов средневекового биовара [8]. однако 
часть исследуемых штаммов из прикаспийского 
песчаного очага чумы имеют делецию спейсера 
в локусе YPa или же удлиненные массивы спейсе-
ров в локусах YPa и YPb. ранее T. Barrangou et al. 
предположили, что делеции происходят в результа-
те гомологичной рекомбинации между повторами 
CRISPR [18]. мы также идентифицировали вставки 
спейсеров, специфичные как для группы, так и для 
единичных штаммов из прикаспийского песчаного 
очага чумы (табл. 3). 

большинство (78 %) изученных штаммов 
Y. pestis из прикаспийского песчаного очага чумы 
имеют CRISPR-профиль, характерный для штам-
мов средневекового биовара. однако штамм 52 
(1925, S. pygmaeus) имел делецию а1 спейсера в 
локусе YPa. для ряда штаммов, выделенных как в 
первой половине XX в., так и во второй половине 
XX – начале XXI в. на территории черных земель, 
терско-кумского междуречья и приморского райо-
на от носителей, переносчиков и людей, характер-
но наличие дополнительных (ранее не описанных в 
литературе) спейсеров: а108, a109, а110, а111, а112, 
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Филогенетический анализ штаммов Y. pestis из прикаспийского песчаного очага чумы по данным MLVA25- и CRISPR-типирования. 
дендрограмма построена методом UPGMA в программе Bionumerics 7.6.3

Phylogenetic analysis of Y. pestis strains from the Caspian sandy plague focus according to the results of MLVA25 and CRISPR typing.  
The dendrogram was constructed using the UPGMA method in the Bionumerics 7.6.3 program
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Таблица 1 / Table 1
характеристика VNTR-локусов штаммов Y. pestis из Прикаспийского песчаного очага

Characteristics of VNTR loci of Y. pestis strains from the Caspian sandy focus

локус
Locus

длина повтора, п.н.
Repeat size, bp

размер ампликона, п.н.
Allele size range, bp

количество копий VNTR
Number of VNTR copies

индекс полиморфизма
Polymorphism  

information content
yp0120ms01 18 210–264 6, 7, 8, 9 0,079
yp1290ms04 17 179–230 5, 6, 7, 8 0,188
yp1935ms05 17 257–291 7, 8, 9 0,368
yp2769ms06 60 245–605 2, 3, 4, 7, 8 0,366
yp2916ms07 10 164–194 6, 7, 8, 9 0,172
yp3057ms09 18 286–736 10, 12, 16, 22, 23, 34, 36 0,678
yp0559ms15 15 221–237 9, 10 0,039
yp1814ms20 15 238–253 7, 8 0,183
yp1895ms21 18 224–296 6, 8, 9, 10 0,059
yp4042ms35 15 204–219 9, 10 0,114
yp4425ms38 16 201–233 6, 8 0,116
yp0581ms40 17 214–248 7, 8, 9 0,188
yp0718ms41 17 166–217 3, 4, 6 0,219
yp1018ms44 17 233–254 6, 7 0,499
yp1108ms45 12 149–161 6, 7 0,188
yp1335ms46 7 112–189 5, 6, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 16 0,621
yp2058ms51 18 207 4 0,00
yp2612ms54 22 281 7 0,00
yp3060ms56 16 220–284 7, 8, 9, 10, 11 0,458
yp4280ms62 9 97–205 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 14, 15 0,646
yp1118ms69 16 163–179 6, 7 0,183
yp1580ms70 9 137–173 4, 5, 6, 7, 8 0,602
yp1925ms71 15 157–172 4, 5 0,114
yp3236ms73 18 207–225 4, 5 0,183
yp3245ms74 15 165–225 4, 6, 7, 8 0,375

Таблица 2 / Table 2
характеристика вновь описанных спейсеров Y. pestis из Прикаспийского песчаного очага чумы

Characteristics of newly described spacers of Y. pestis from the Caspian sandy plague focus

локус
Locus

спейсер
Spacer

последовательность
Sequence

длина,  
п.н.

Length,  
bp

GC-состав, 
%

GC-content, 
%

позиция протоспейсера  
по геному CO92 (AL590842.1)

Position of the protospacer across  
the CO92 genome (AL590842.1)

ген
Gene

кодируемый продукт
Encoded product

YPa

a108 TTGCTGAAGATGTAGTGG 
CGGCCGGTGTCAT 31 55 2382262..2382292 YPO2110

предполагаемый фаговый 
белок

Putative phage protein

a109 ATGGACAGGCTCCGGAA 
GGACGAGCAGGTTATT 33 55 2376960..2376992 YPO2103

предполагаемая фаговая 
терминаза (псевдоген)

Putative phage terminase 
(pseudogene)

a110 GCAACCATTCGCTATATG 
TAGTTCCCGCTGGAT 33 48 2380215..2380246 YPO2108

гипотетический фаговый 
белок

Hypothetical phage protein

a111 TGGCTAAAACATATGAAA 
CAGAAGTGGCGGTA 32 41 2384756..2384787 YPO2116

предполагаемый фаговый 
белок

Putative phage protein

a112 GCAACCATTCGCTATATG 
TAGTTCCCGCTGGA 32 50 2380199..2380266 YPO2108

предполагаемый фаговый 
белок

Putative phage protein

YPb

b53 TTGTCGCTCAATGGAAAC 
ATTAATCACTAAGT 32 34 2380113..2380144 YPO2108

гипотетический фаговый 
белок

Hypothetical phage protein

b54 AACGAACCCACGTAGAAT 
TGCCATCACCGCCGG 33 58 2382982..2383016 YPO2111

гипотетический фаговый 
белок

Hypothetical phage protein
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b53, b54 в локусах YPa и YPb. в то же время штам-
мы 1993–2014 гг., полученные от носителей и пере-
носчиков в приморском районе, черных землях и 
терско-кумском междуречье, имеют существенные 
отличия в локусе YPa и YPb. так, локус YPa вось-
ми штаммов (м1229, м1534, м1544, м1545, M1611, 
M1669, м1867, M2344), полученных в 1993–2014 гг. 
от носителей и переносчиков, представлен спейсера-
ми YPa a1-a2-a3-a4-a5-a6-a7-a8. для штаммов м1664 
(1997, M. musculus) и м1671 (1996, M. mеridianus) 
характерны спейсеры YPa a1-a2-a3-a4-a6-a7-a37-a75  
и a1-a2-a3-a4-a5-a6-a37 соответственно. Штаммы 
M1611 (1995, S. pygmaeus) и м2344 (2014, M. mеri-
dianus) представлены спейсерами Ypb b1-b2-b3-
b4’-b48 и b1-b2-b3-b4’-b47 соответственно. 

в целом метод CRISPR-типирования показал 
низкую разрешающую способность при дифферен-
цировании штаммов Y. pestis из прикаспийского пес-
чаного очага чумы, однако может служить дополни-
тельным инструментом при проведении филогенети-
ческого анализа в совокупности с такими методами, 
как SNP- и MLVA-типирование.

по результатам проведенного MLVA25- и 
CRISPR-типирования штаммов Y. pestis из при кас-
пийского песчаного очага чумы построена дендро-
грамма (рисунок). результаты филогенетического 
анализа показывают, что в исследуемой выборке вы-
деляются три кластера (а, в, с), в состав которых вхо-
дят 40, 49 и 10 штаммов соответственно. установлена 
взаимосвязь изменения копийности VNTR-повторов 

Таблица 3 / Table 3

CRISPR-профиль штаммов Y. pestis из Прикаспийского песчаного очага чумы
CRISPR profile of Y. pestis strains from the Caspian sandy plague focus

Штаммы, годы и регионы выделения
Strains, years, and regions of isolation

CRISPR YPa CRISPR YPb CRISPR YPc

M1875, 1087, M1336, M1665, M1668, M925, M1648, M1585, M844, M927, 
M973, M1268, M1635, M586, M691, M773, M781, M822, M824, M850, C706, 
M635, M1814, M972, M585, M594, 231, 378, 248, 423, KM638, E3379, 177, 686, 
469, M693, M871, M593, M690, M819, M821, м595, M588, M849, C701, M587, 
M1354, M1402, M1343, M1405, KM780, M634, M695, M767, M771, M829, M857, 
M924, M979, C718, M926, M928, M985, M1531, M845, M895, M898, M903, 
M820, M1864, M1868, 4285, 226, 664, 258, 480, 278
(1930–2015; приволжские пески, ильменно-придельтовый район,  
приморский район, черные земли, терско-кумское междуречье)
(1930–2015; Volga Sands, Il’menno-Delta Region, Primorsky Region, Black Lands, 
Tersko-Kuma Interfluve)

a1-a2-a3 b1-b2-b3-b4’ c1-c2-c3

52 (1925; ильменно-придельтовый район)
52 (1925; Il’menno-Delta Region)

a2-a3 b1-b2-b3-b4’ c1-c2-c3

228 (1936; черные земли)
228 (1936; Black Lands

a1-a2-a3-a108 b1-b2-b3-b4’ c1-c2-c3

249 (1936; черные земли)
249 (1936; Black Lands)

a1-a2-a3-a109 b1-b2-b3-b4’ c1-c2-c3

252 (1933; терско-кумское междуречье)
252 (1933; Tersko-Kuma Interfluve)

a1-a2-a3-a109 b1-b2-b3-b4’-b53 c1-c2-c3

M1970, M2320, M2328, M2334 (2014; приморский район)
M1970, M2320, M2328, M2334 (2014; Primorsky Region)

a1-a2-a3-a110 b1-b2-b3-b4’ c1-c2-c3

282 (1935; черные земли)
282 (1935; Black Lands)

a1-a2-a3-a111 b1-b2-b3-b4’ c1-c2-c3

M1332, M1334 (1985; черные земли)
M1332, M1334 (1985; Black Lands)

a1-a2-a3-a112 b1-b2-b3-b4’ c1-c2-c3

M1671 (1996; черные земли)
M1671 (1996; Black Lands)

a1-a2-a3-a4-a5-a6-a37 b1-b2-b3-b4’ c1-c2-c3

M1664 (1997; черные земли)
M1664 (1997; Black Lands)

a1-a2-a3-a4-a6-a7-a37-a75 b1-b2-b3-b4’ c1-c2-c3

M1669 (1996; черные земли)
M1669 (1996; Black Lands)

a1-a2-a3-a4-a5-a6-a7-a8 b1-b2-b3-b4’ c1-c2-c3

M2344 (2014; приморский район)
M2344 (2014; Primorsky Region)

a1-a2-a3-a4-a5-a6-a7-a8 b1-b2-b3-b4’-b47 c1-c2-c3

M1611 (1995; черные земли)
M1611 (1995; Black Lands)

a1-a2-a3-a4-a5-a6-a7-a8 b1-b2-b3-b4’-b48 c1-c2-c3

M1229, M1534, M1544, M1545, M1867 (1993–2009; черные земли,  
терско-кумское междуречье)
M1229, M1534, M1544, M1545, M1867 (1993–2009; Black Lands,  
Tersko-Kuma Interfluve)

a1-a2-a3-a4-a5-a6-a7-a8 b1-b2-b3-b4’-b54 c1-c2-c3
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в локусах в зависимости от времени и места выделе-
ния штаммов Y. pestis из прикаспийского песчаного 
очага чумы.

кластер А включает в себя два больших подкла-
стера (А1 и А2). подкластер А1 образован 30 штам-
мами, полученными от носителей и переносчиков 
во второй половине XX – начале XXI в. на террито-
рии ильменно-придельтового и приморского райо-
нов, черных земель, терско-кумского междуречья. 
в свою очередь подкластер А2 представлен преиму-
щественно штаммами, выделенными до межэпизоо-
тического периода в первой половине XX в. на тер-
ритории черных земель и именно-придельтового 
района, среди которых два штамма – 177 и 228 – 
были получены от больных с легочной и бубонной 
формой чумы в 1933 и 1936 гг. соответственно. 
кластер А образовали штаммы с генотипами CS1 – 
CS27. большинство генотипов (CS1, CS5, CS8, CS10) 
представлены штаммами, которые были выделены в 
пределах нескольких граничащих между собой сек-
торов в течение 5–11 лет.

кластер В разделился на два подкластера (В1 
и В2). подкластер В1 представлен преимуществен-
но штаммами второй половины XX – начала XXI в., 
выделенными от носителей и переносчиков на тер-
ритории всех пяти лэр прикаспийского песчаного 
очага чумы. исключение составил штамм 252, по-
лученный от домовой мыши M. musculus в 1936 г. 
подкластер В2 образован штаммами, выделенными 
до межэпизоотического периода в первой половине 
XX в. на территории черных земель. среди них при-
сутствует штамм 226, который был получен в 1936 г. 
от человека с септической формой чумы. кластер В 
представлен штаммами с генотипами CS28 – CS52. 
от штаммов, входящих в состав кластеров А и с, 
их отличает наличие семи копий VNTR в локусе 
yp1018ms44 вместо шести. в кластере В, так же как 
и в кластере А, большинство генотипов (CS28, CS29, 
CS31, CS35, CS38, CS40) образованы штаммами, по-
лученными в течение 3–7 лет в пределах нескольких 
граничащих между собой секторов. однако проявля-
ются и исключения из этой закономерности: штам-
мы генотипа CS34 получены в течение 5 лет на уда-
ленных друг от друга секторах в черных землях; ге-
нотип CS36 представлен штаммами, выделенными в 
течение 4 лет на удаленных друг от друга секторах 
в приволжских песках, приморском и ильменно-
придельтовом районах; а в генотип CS45 вошли 
штаммы, также полученные на удаленных друг от 
друга секторах в приморском районе и черных зем-
лях в течение 29 лет.

кластер с образован 10 штаммами с генотипом 
CS53 – CS60. эти штаммы были получены от носи-
телей и переносчиков с 1993 по 2015 г. преимуще-
ственно на территории черных земель. от штаммов, 
входящих в состав кластеров а и в, их отличает на-
личие уникального количества копий VNTR в таких 
локусах, как yp1814ms20, yp4425ms38, yp0718ms41, 
yp1118ms69, yp3236ms73, yp3245ms74. также для 

штаммов этого кластера характерны удлиненные 
массивы спейсеров CRISPR в локусе YPa.

при оценке полученных результатов филогене-
тического анализа нами установлена взаимосвязь из-
менения копийности VNTR-повторов в локусах в за-
висимости от времени и места выделения штаммов 
Y. pestis из прикаспийского песчаного очага чумы. 
так, для штаммов, циркулировавших на территории 
очага с 1925 по 1954 г. до наступления длительно-
го межэпизоотического периода, характерно боль-
шее разнообразие копийности фрагментов VNTR 
в локусах yp1335ms46 и yp4280ms62 по сравнению 
со штаммами, полученными в 1979–2015 гг. по-
сле межпизоотического периода. в геноме штамма 
Y. pestis CO92 (NCBI GenBank ID AL590842.1) локус 
yp1335ms46 расположен в межгенной области, а ло-
кус yp4280ms62 находится в пределах нуклеотидной 
последовательности гена ftsY, кодирующего белок 
клеточного деления. 

также штаммы первой половины XX в. и вто-
рой половины XX – начала XXI в. имеют различия 
копийности фрагментов VNTR в локусе yp1935ms05. 
Штаммы, полученные до межэпизоотического пе-
риода, имеют 8 копий VNTR в локусе yp1935ms05, 
в то время как локус yp1935ms05 штаммов второй 
половины XX – начала XXI в. представлен 7 и 9 ко-
пиями VNTR. в геноме штамма Y. pestis CO92 локус 
yp1935ms05 расположен в межгенной области.

также, несмотря на то, что большинство иссле-
дуемых штаммов по локусу yp0559ms15 имеют оди-
наковый размер ампликона (237 п.н.), при изучении 
их нуклеотидной последовательности нами установ-
лено, что 11 штаммов (M1875, 1087, M1334, M2320, 
M1970, M1864, M1868, 4285, M1332, M2328, M2334) 
имеют единичную замену с → A (559860 – коорди-
ната по геному CO92 NCBI GenBank ID AL590842.1). 
они были получены в 1985–2014 гг. от носителей и 
переносчиков на территории приморского района и 
черных земель. при сравнении полученной после-
довательности с последовательностями базы дан-
ных GenBank NCBI установлено, что данная замена 
уникальна и характерна только для этих штаммов. 
в геноме штамма Y. pestis CO92 локус yp0559ms15 
расположен в межгенной области. эти же 11 штам-
мов имеют 7 копий VNTR в локусе yp3245ms74 (вме-
сто 4, 6 и 8 копий VNTR, в отличие от остальных 
изученных штаммов из прикаспийского песчаного 
очага чумы). в геноме штамма Y. pestis CO92 локус 
yp3245ms74 расположен в пределах нуклеотидной 
последовательности гена YPO2903, кодирующего 
предполагаемый рнк-связывающий белок. 

десять штаммов (M1664, M1671, M1669, M1611, 
M2344, M1229, M1534, M1544, M1545, M1867), по-
лученных от носителей и переносчиков преиму-
щественно на территории черных земель в 1993–
2014 гг., имеют уникальное количество копий VNTR 
в локусах yp1814ms20, yp4425ms38, yp0718ms41, 
yp1118ms69, yp3236ms73, yp3245ms74, отличающееся 
от остальных изученных штаммов в данной работе. 
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в геноме штамма Y. pestis CO92 локусы yp1814ms20, 
yp4425ms38, yp0718ms41, yp1118ms69 расположены 
в межгенной области; локус yp3236ms73 находит-
ся в пределах нуклеотидной последовательности 
гена hsc, кодирующего белок-шаперон Hsc-A; локус 
yp3245ms74 расположен в пределах нуклеотидной 
последовательности гена YPO2903, кодирующего 
предполагаемый рнк-связывающий белок. мы по-
лагаем, что полученные MLVA-профили были ха-
рактерными для данных участков прикаспийского 
песчаного очага чумы в период с 1993 по 2014 г. при 
анализе связи штаммов, представленных одним ге-
нотипом, с объектами, из которых они были выделе-
ны, не обнаружено зависимости от видов млекопи-
тающих и эктопаразитов.

итак, проведено MLVA25- и CRISPR-типи-
рование 98 штаммов Y. pestis из прикаспийского 
песчаного очага чумы, выделенных в 1925–2015 гг., 
в результате которого исследуемые штаммы разде-
лились на 60 генотипов (CS1 – CS60). большинство 
штаммов (78 %) из прикаспийского песчаного оча-
га чумы, независимо от места, времени выделения 
и принадлежности к филогенетическим подветвям 
2.MED1 средневекового биовара, имеют идентич-
ный CRISPR-профиль, представленный спейсера-
ми YPa а1-а2-а3, YPb b1-b2-b3-b4’, YPc c1-c2-c3. 
полученный массив спейсеров характерен для 
штаммов Y. pestis средневекового биовара. однако 
часть штаммов имеют делецию спейсера в локусе 
YPa или же удлиненные массивы спейсеров в локу-
сах YPa и YPb. также выявлены вставки спейсеров, 
специфичные как для группы, так и для единичных 
штаммов из прикаспийского песчаного очага чумы. 
установлена взаимосвязь изменения копийности ло-
кусов VNTR в зависимости от места и времени вы-
деления штаммов. полученные нуклеотидные после-
довательности пополнили созданную ранее базу дан-
ных. результаты MLVA25- и CRISPR-типирования 
могут быть использованы для проведения детали-
зации молекулярно-генетической паспортизации 
территории прикаспийского песчаного очага чумы, 
а также для проведения ретроспективного анализа 
направлений и закономерностей пространственно-
временной циркуляции популяций Y. pestis в очагах 
чумы прикаспия в XX – начале XI в.
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Серомониторинг маркеров вирусов гриппа с пандемическим потенциалом  
в российской Федерации в 2021–2023 гг.

ФБУН «Государственный научный центр вирусологии и биотехнологии «Вектор», р.п. Кольцово, Российская Федерация

в Фбун гнц вб «вектор» роспотребнадзора с 2005 г. проводится надзор за высокопатогенным гриппом. 
цель работы – мониторинг маркеров вирусов гриппа с пандемическим потенциалом в сыворотках крови людей, 
имевших контакт с больной и/или погибшей птицей, а также жителей регионов, где наиболее вероятно появле-
ние новых вариантов вируса гриппа а. материалы и методы. сыворотки исследованы в реакции торможения  
гем агглютинации (ртга). положительные в ртга сыворотки тестированы в реакции нейтрализации. результаты 
и обсуждение. в 2021 г. было собрано 2076 образцов сыворотки крови в 19 регионах российской Федерации. 
только 7 образцов имели значимые титры в ртга с вирусами а/H5N8. в 2022 г. собрано 1620 образцов сыворот-
ки крови в 23 регионах, 25 из них были положительными к вирусам гриппа а/H5N8 и а/H5N1. в январе – августе 
2023 г. собрано 3335 образцов сыворотки в 31 регионе рФ, 28 из них были положительными к вирусам гриппа 
а/H5N8 и а/H5N1. также проводится серомониторинг в отношении низкопатогенного вируса субтипа а/H9N2. 
количество серопозитивных образцов в 2021 г. было ниже 1 % (13 из 2076 образцов), в 2022 г. – 5,0 % (81 из 
1620 образцов), в 2023 г. позитивных образцов – менее 1 % (31 из 3335 образцов). полученные данные косвенно 
свидетельствуют, что в настоящее время среди населения российской Федерации нет стабильной циркуляции ви-
русов зоонозного гриппа субтипов а/H5N8 и а/H5N1. вирус гриппа субтипа а/H9N2 широко распространился во 
многих странах мира и активно участвует в эволюции высокопатогенных субтипов вируса гриппа а/H5Nх. в рФ 
наблюдается постепенное увеличение серопозитивности к вирусу а/H9N2.

Ключевые слова: надзор за вирусами гриппа, сыворотки крови людей, антитела к вирусам зоонозного  
гриппа.
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T.N. Ilyicheva, A.A. Moiseeva, K.I. Ivanova, M.Sh. Azaev, V.Yu. Marchenko
Serological Monitoring of Pandemic Influenza Virus Markers in the Russian Federation  
in 2021–2023
State Scientific Center of Virology and Biotechnology “Vector”, Kol’tsovo, Russian Federation

Abstract. State Scientific Center of Virology and Biotechnology “Vector” has been monitoring highly pathogenic 
influenza since 2005. The aim of this work was to track the markers of highly pathogenic influenza in the blood sera of 
people who had a contact with infected and/or deceased birds, as well as of residents from regions where emergence of 
new variants of influenza A virus is most likely to occur. Materials and methods. Sera were studied using hemaggluti-
nation inhibition test (HI test). HI-positive sera were subjected to virus neutralization reaction. Results and discussion. 
In 2021, 2076 blood serum samples from 19 regions of Russia were collected. Only 7 samples demonstrated significant 
titers in HI test with A/H5N8 viruses. In 2022, 1620 blood serum samples from 23 regions were obtained; 25 of them 
were positive for influenza а/H5N8 and а/H5N1 viruses. In 2023 (January-August), 3335 serum samples from 31 re-
gions of the Russian Federation were collected. 28 samples were positive for influenza а/H5N8 and а/H5N1 viruses. 
Furthermore, we monitored blood sera for low-pathogenic A/H9N2 virus. The number of positive samples in 2021 was 
lower than 1 % (13 out of 2076); in 2022, it reached 5 % (81 out of 1620); in 2023, the share was lower than 1 % (31 out 
of 3335). The data obtained suggest indirectly that currently there is no stable circulation of zoonotic influenza A/H5N8 
and A/H5N1 viruses in Russia. Influenza viruses A/H9N2 have widely spread in many countries of the world and actively 
participate in evolution of highly pathogenic influenza A/H5Nx viruses. The Russian Federation demonstrates a gradual 
increase in the number of blood serum samples with antibodies to A/H9N2 virus.
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естественным резервуаром вирусов гриппа а 
являются птицы водного и околоводного ареалов, 
у которых болезнь протекает преимущественно в 
субклинической форме. в результате генетических 
изменений вирусы гриппа могут преодолевать ви-
довой барьер и приобретать способность циркули-
ровать среди новых хозяев. иногда вирусы гриппа а 
становились эндемичными для других видов живот-
ных или человека. 

летом 2005 г. высокопатогенный вирус грип-
па а(H5N1) впервые выделен и охарактеризован в 
россии. тем не менее в 2005–2016 гг. ни в одном об-
разце от людей вирус а(H5Nх) не был обнаружен, 
и только единичные образцы сыворотки крови име-
ли значимые титры в реакции торможения гемагглю-
тинации (ртга) и микронейтрализации с вирусами 
а(H5N1), а(H5N8), а(H5N6) или а(H9N2). за все 
время наблюдений ни одной сыворотки с антитела-
ми к высокопатогенному вирусу а(H7N9) не обна-
ружено [1].

в 2016–2017 гг. зафиксирована масштабная эпи-
зоотия среди диких и сельскохозяйственных птиц в 
европейской части россии, вызванная высокопато-
генным вирусом гриппа A(H5N8). наиболее круп-
ные вспышки среди домашней птицы регистрирова-
лись на птицефабриках и частных подворьях респуб-
лик калмыкия, татарстан, а также в московской, 
тульской, нижегородской, астраханской и воро-
нежской областях. в каждом регионе был проведен 
сбор образцов сывороток крови от людей, контакти-
ровавших с больной и павшей птицей (фермеры, со-
трудники птицефабрик), для оценки уровня антител к 
высокопатогенному вирусу гриппа. протестировано 
760 образцов парных сывороток крови в ртга 
с высокопатогенными штаммами вируса гриппа  
A/rook/Chany/32/2015 (H5N1) и A/chicken/Sergiev 
Posad/38/2017 (H5N8). положительными в ртга к 
штаммам A(H5N1) и (H5N8) были 28 и 61 образец 
соответственно. сыворотки, положительные в ртга, 
анализировали в реакции нейтрализации. только 
40 % образцов, положительных в ртга, были поло-
жительными в реакции нейтрализации [2].

в декабре 2020 г. произошла вспышка высоко-
патогенного гриппа птиц а/н5N8 на территории 
владимировской птицефабрики в астраханской об-
ласти. контактировали с мертвой птицей или находи-
лись на территории птицефабрики с начала вспышки 
56 сельскохозяйственных рабочих. собрано 56 образ-
цов сыворотки и 37 мазков из носоглотки. образцы 
сыворотки повторно брали через 14 и 44 дня после 
первого сбора. по данным районной больницы, у всех 
контактных в течение 21 дня наблюдения не было 
симптомов заболевания. образцы сыворотки птице-
водов тестировали в реакции нейтрализации в клет-
ках MDCK, в реакции торможения гемагглютинации 
с эритроцитами лошади и биослойной интерферо-
метрии (BLI). наличие специфических антител IgG 
против вируса гриппа A/Astrakhan/3212/2020 (H5N8), 
выделенного от сотрудника птицефабрики, под-

тверждено методом биослойной интерферометрии 
для 5 образцов сыворотки, полученных на 14-й день, 
и для всех образцов, полученных на 44-й день [3].

в зимний сезон 2016/17 г. высокопатогенный ви-
рус гриппа птиц A(H5Nx) клады 2.3.4.4 вызвал одну 
из крупнейших эпизоотий в европе (2781 вспышка). 
еще большее количество вспышек среди домашней 
птицы (3777) и случаев массовой гибели диких птиц 
произошли в 2020–2021 гг. во время этой волны по-
являлись множественные реассортанты с участием 
высокопатогенных вирусов A(H5Nx), они быстро ди-
версифицировались, что привело к совместной цир-
куляции 19 различных генотипов, принадлежащих к 
5 различным подтипам (H5N1, H5N3, H5N4, H5N5 
и H5N8). глобальное распространение и рекомби-
нация с различными местными низкопатогенными 
вирусами увеличивает множественность вирусов 
клады 2.3.4.4 и происходит намного быстрее и с бо-
лее высокой скоростью, чем наблюдалось в прошлом 
для других ветвей вирусов H5, H7 или H9.

в связи с этим целью работы являлся поиск 
маркеров вирусов гриппа с пандемическим потен-
циалом в сыворотках крови людей, имевших контакт 
с больной и/или погибшей птицей, и жителей регио-
нов, расположенных на путях миграции дикой водо-
плавающей птицы. 

материалы и методы

образцы сывороток крови людей собраны со-
трудниками центров гигиены и эпидемиологии в 
субъектах российской Федерации. данные о регионе 
и периоде сбора образцов представлены в табл. 1. 

сыворотки исследовали в реакции торможе-
ния гемагглютинации и реакции нейтрализации 
по общепринятым методикам [4]. в ртга пользо-
вались антигенами, представляющими собой ви-
руссодержащую культуральную жидкость, инак-
тивированную β-пропиолактоном. для приготов-
ления антигенов использовали высокопатогенные 
штаммы A/chicken/Astrakhan/32105/2020 (H5N8) и  
A/астрахань/3212/2020 (H5N8), выделенные от кур 
и человека соответственно во время вспышки зоо-
нозного гриппа на птицефабрике в астраханской 
области в 2020 г., высокопатогенный штамм  
A/chicken/Khabarovsk/24-12V/2022 (H5N1), высоко-
патогенный штамм A/chicken/Nghe An/27VTC/2018 
(H5N6) и низкопатогенные штаммы A/chicken/
NghiLoc/222VTC/2019 (H9N2) и A/chicken/Primorsky 
Krai/03/2018 (H9N2), выделенные из образцов, со-
бранных во вьетнаме и россии соответственно. 
все штаммы выделены в Фбун гнц вб «вектор» 
роспотребнадзора. антигенная характеристика 
штаммов а/н5 приведена в табл. 2.

результаты и обсуждение

в 2021 г. нами было собрано 2076 образцов 
сыворотки крови в 19 регионах рФ от людей, кон-
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Таблица 1 / Table 1

данные о тестированных образцах сыворотки крови
Data on blood sera samples tested

регион сбора
Region of collection

количество собранных  
образцов в году

Number of samples collected  
per year

регион сбора
Region of collection

количество собранных  
образцов в году

Number of samples collected  
per year

2021 2022 2023 2021 2022 2023

волгоградская область
Volgograd Region

50 50
рязанская область
Ryazan Region

14

магаданская область
Magadan Region

200 23 138
орловская область
Orel Region

6

костромская область
Kostroma Region

50
калужская область
Kaluga Region

12 4

сахалинская область
Sakhalin Region

150 775
белгородская область
Belgorod Region

30

новосибирская область
Novosibirsk Region

265
челябинская область
Chelyabinsk Region

17

республика татарстан
Republic of Tatarstan

100 8 100
ямало-ненецкий автономный округ
Yamalo-Nenets Autonomous District

185

республика крым
Republic of Crimea

50 52 50
ростовская область
Rostov Region

10

астраханская область
Astrakhan Region

87 49 112
республика ингушетия
Republic of Ingushetia

25 50

ханты-мансийский автономный округ
Khanty-Mansi Autonomous District

24 40
пермский край
Perm Territory

380

республика башкортостан
Republic of Bashkortostan

200
республика калмыкия
Republic of Kalmykia

125

краснодарский край
Krasnodar Territory

200
приморский край
Primorsk Territory

205

пензенская область
Penza Region

58
амурская область
Amur Region

50

ставропольский край
Stavropol Territory

50 74 200
чеченская республика
Chechen Republic

50

самарская область
Samara Region

331 48
республика марий эл
Mari El Republic

80

республика дагестан
Republic of Dagestan

6
московская область
Moscow Region

48

оренбургская область
Orenburg Region

100 220
калининградская область
Kaliningrad Region

10

хабаровский край
Khabarovsk Territory

100 72 250
нижегородская область
Nizhny Novgorod Region

29

тюменская область
Tyumen Region

10 260 134
ярославская область
Yaroslavl Region

154

курская область
Kursk Region

114
смоленская область
Smolensk Region

9

саратовская область
Saratov Region

65 77
республика коми
Komi Republic

6

курганская область
Kurgan Region

5
владимирская область
Vladimir Region

18

удмуртская республика
Udmurt Republic

5 60
воронежская область
Voronezh Region

2

кировская область
Kirov Region

274
вологодская область
Vologda Region

79

республика адыгея
Republic of Adygea

52 50
Всего образцов
Total number of samples 2076 1620 3335
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тактировавших с домашней или сельскохозяйствен-
ной птицей. только единичные образцы сыворотки 
крови имели значимые титры в ртга с вирусами 
а/H5N8 (7 образцов, менее 1 %). в 2022 г. собра-
но 1620 образцов сыворотки крови в 23 регионах 
рФ от людей, контактировавших с домашней пти-
цей. положительными к вирусам гриппа а/H5N8 и  
а/H5N1 были 25 образцов (1,5 %). в январе – авгу-
сте 2023 г. собрано 3335 образцов сыворотки в 31 ре-
гионе рФ, менее 1 % (28 шт.) были положительны-
ми к вирусам гриппа а/H5N8 и а/H5N1. результаты 
представлены в табл. 3. 

положительные в ртга образцы тестировали в 
реакции нейтрализации, все образцы были отрица-
тельными (титр ниже 1:20). 

одна из проблем с тестированием сывороток на 
наличие антител к вирусам а/н5Nх заключается в 
том, что часто антисыворотки против одного штам-
ма не взаимодействуют в ртга с другими штамма-
ми того же субтипа, а иногда и той же субклады. 
поэтому при тестировании сывороток приходит-
ся использовать несколько штаммов. при анализе 
вспышек птичьего гриппа мы используем в ртга и 
вируснейтрализации штамм вируса, выделенный от 
птиц на этой территории и штамм(ы), наиболее ча-

сто выделяемые на территории россии в последнее 
время, или антигенно сходные штаммы, выделенные 
в других регионах.

кроме маркеров высокопатогенных вирусов суб-
типов а/H5Nх, мы проводим серомониторинг в от-
ношении низкопатогенного вируса субтипа а/H9N2. 
в 2021 г. количество серопозитивных образцов было 
ниже 1 % (13 из 2076 сывороток крови), в 2022 г. се-
ропозитивных к а/н9 – уже 5,0 % (81 из 1620 сы-
вороток крови). возможно, это связано с меньшим 
количеством собранных образцов, так как в 2023 г. 
позитивных образцов опять было менее 1 % (31 из 
3335 образцов) (см. табл. 1). 

все сыворотки, положительные в ртга, иссле-
довали в реакции нейтрализации. все образцы, по-
ложительные в ртга с вирусом а/H9N2, в реакции 
нейтрализации были также положительными (титры 
выше 1:40). 

чтобы вызвать пандемию, вирус гриппа дол-
жен преодолеть два основных барьера: во-первых, 
он должен быть антигенно новым для человека, во-
вторых, вирус должен передаваться напрямую от че-
ловека к человеку с высокой эффективностью. 

одновременное заражение человека вирусом 
сезонного гриппа а (оптимально адаптированно-

Таблица 2 / Table 2

антигенная характеристика штаммов вируса гриппа подтипа а/H5 по данным рТГа
Antigenic characteristics of A/H5 subtype influenza virus strains according to HI test

вирусы
Viruses

референс-сыворотки хорьков
Reference sera of ferrets

A/gyrfalcon/ 
Washington/ 

41088-6/2014

A/Astrakhan/ 
3212/2020

A/chicken/ 
Nghe An/ 

27VTC/2018

A/dalmatian pelican/ 
Astrakhan/ 

213-2V/2022

A/chicken/ 
Khabarovsk/ 
24-1V/2022

референс-антигены
Reference antigens

субтип
Subtype

субклада
Subclade

2.3.4.4c 2.3.4.4b 2.3.4.4f 2.3.4.4b 2.3.4.4b

A/gyrfalcon/Washington/41088-6/2014 H5N8 320 640 640 640 320

A/Astrakhan/3212/2020 H5N8 80 160 80 80 160

A/chicken/Astrakhan/32105/2020 H5N8 80 160 80 80 160

A/chicken/Nghe An/27VTC/2018 H5N6 320 640 640 640 320

A/dalmatian pelican/Astrakhan/213-2V/2022 H5N1 160 320 320 320 320

A/chicken/Khabarovsk/24-1V/2022 H5N1 20 80 80 80 320

Таблица 3 / Table 3

количество позитивных образцов сыворотки крови к вирусам а/н5 и а/н9 по данным рТГа в 2021–2023 гг.
The number of positive for A/H5 and A/H9 viruses blood sera samples according to HI test in 2021–2023

период сбора образцов
Years of sample collecting

всего собранных образцов
Total number of samples  

collected

процент (количество) серопозитивных  
к а/н5 образцов

Percent (number) of A/H5 seropositive  
specimens

процент (количество) серопозитивных  
к а/H9N2 образцов

Percent (number) of A/H9N2 seropositive  
specimens

2021 2076 <1 % (7) <1 % (13)

2022 1620 1,5 % (25) 5 % (81)

2023 
(январь – август)
(January-August)

3335 <1 % (11) 0,9 % (31)
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го к человеку) и вирусом гриппа птиц (или других 
животных) может привести к реассортации (пере-
сортировке геномов). в этом случае увеличивается 
вероятность появления нового варианта вируса, ан-
тигенно отличающегося от человеческих штаммов 
(гены гемаг глютинина и/или нейраминидазы от ви-
руса гриппа животных) и способного размножаться 
в человеческих клетках (остальные рнк-сегменты 
от вируса гриппа человека). но чтобы появился ви-
рус, эффективно заражающий и передающийся от 
человека к человеку, необходима дальнейшая адап-
тация [5].

на всех этапах жизненного цикла вирус ис-
пользует ферменты, другие молекулы или структуры 
клетки-хозяина, поэтому вирусу гриппа человека не-
достаточно «поменять» наружные гликопротеины на 
гликопротеины вирусов животных, чтобы появился 
пандемический вариант. еще сложнее выглядит про-
цесс постепенной адаптации вируса гриппа птиц к 
человеку. 

так, в прошлых пандемиях гриппа требовалось 
как минимум две адаптивные замены в рецептор-
связывающем сайте, чтобы сместить предпочтение 
от α2,3 SA (рецептор для вируса гриппа птиц) к 
α2,6 SA (рецептор для вируса гриппа человека) [6]. 
вирусный гемагглютинин синтезируется как неак-
тивный предшественник, чтобы избежать преждев-
ременной активации. протеолитическое расщепле-
ние предшественника гемагглютинина (HA0) про-
теазами на субъединицы HA1 и HA2 делает возмож-
ным высвобождение вирусных молекул из эндосомы. 
поскольку ферменты для разрезания на0 не закоди-
рованы в геноме вируса, вирус использует протеазы 
клетки-хозяина. доступность соответствую щих про-
теаз хозяина имеет решающее значение для эффек-
тивной репликации вируса. слияние вирусной и кле-
точной мембран происходит при кислом рн среды, 
после необратимого конформационного изменения 
HA [7]. все вирусы гриппа а имеют pH активации 
HA от 5,0 до 6,0, при этом для птичьих вирусов (под-
типы H5N1, H7N7, H7N9, H9N2) средний pH актива-
ции HA равен 5,7, а для вирусов человека (подтипы 
H1N1, H3N2) – 5,4. 

для проникновения рибонуклеопротеина в ядро 
вирус использует клеточный импортин α, в тран-
скрипции и репликации используется белок ANP32A 
из семейства кислых ядерных фосфопротеи нов, 
в трансляции мрнк сплайсированных вирусных 
генов участвует регулятор сплайсинга хозяина 
huTRA2A, при транскрипции генома вирус исполь-
зует рнк-полимеразу II хозяина (Pol II), а рибосомы, 
комплекс гольджи, цитоплазматический ретикулум 
задействованы в синтезе вирусных белков и транс-
порте их к местам сборки вирусных частиц. кроме 
того, температура тела человека 37 °с, а водопла-
вающих птиц, например, 41–43 °с (утка) и 40–42 °с 
(гусь). 

даже краткое перечисление основных препят-
ствий для репликации вируса гриппа животных в ор-

ганизме человека показывает, почему вирусы гриппа 
птиц не часто проникают в человеческую популяцию 
и вызывают значительные вспышки заболевания и 
даже пандемии. тем не менее с определенной перио-
дичностью пандемии гриппа случаются. полагают, 
что в появлении пандемических вирусов задейство-
ваны два основных механизма: реассортация гено-
мов вирусов гриппа человека и животных и/или по-
степенная адаптация к новому хозяину. 

при любом механизме появления пандемиче-
ских вариантов вируса есть предпандемический пе-
риод, который необходим вирусу для оптимальной 
адаптации к человеку. отследить этот процесс слож-
но, так как новые, промежуточные, варианты вируса 
могут не вызывать тяжелого заболевания человека 
и долго оставаться незамеченными. в таком случае 
понять, идет ли процесс адаптации, можно косвенно, 
по результатам анализа сывороток крови населения 
тех регионов, где наиболее вероятно появление ви-
русных вариантов с пандемическим потенциалом.

ситуация в мире с заболеванием людей пти-
чьим гриппом остается напряженной. так, с января 
2003 по сентябрь 2023 г. зарегистрировано в общей 
сложности 876 случаев заражения людей вирусом 
птичьего гриппа A(H5N1). из них 458 – со смертель-
ным исходом, в результате чего уровень летальности 
составил 53 %. с 2014 г. во всемирной организации 
здравоохранения (воз) зарегистрировано в общей 
сложности 87 лабораторно подтвержденных случаев 
заражения людей вирусом гриппа A(H5N6), включая 
33 случая летального исхода (уровень летальности – 
38 %). последний случай инфицирования человека 
вирусом а/н5 зарегистрирован во вьетнаме 22 октя-
бря 2022 г., подтип NA определить не удалось. с мар-
та 2013 г. во всем мире зарегистрировано в общей 
сложности 1568 случаев заболевания людей птичьим 
гриппом A(H7N9), уровень летальности – более 40 %. 
последний случай зарегистрирован 5 апреля 2019 г. 
C декабря 2015 г. воз зарегистрировано 90 случаев 
заражения людей птичьим гриппом A(H9N2), вклю-
чая 2 смертельных случая (оба на фоне сопутствую-
щих заболеваний). из них 88 случаев – в китае и 
2 – в камбодже. последний случай зарегистрирован 
в китае 22 июня 2023 г. [8]. до настоящего времени 
на территории россии не зафиксировано ни одного 
случая заболевания человека, вызванного вирусами 
а(H5Nх), а(H7N9), а(H9N2).

в гнц вб «вектор» проводятся исследова-
ния высокопатогенного вируса гриппа, идентифи-
цированного и/или выделенного на территории 
российской Федерации. частью этой программы яв-
ляется мониторинг маркеров вирусов гриппа с пан-
демическим потенциалом в сыворотках крови людей, 
имевших контакт с больной и/или погибшей птицей, 
а также жителей регионов, где наиболее вероятно 
появление вирусов с пандемическим потенциалом. 

в 2021–2023 гг. на территории россии зафик-
сированы вспышки высокопатогенного гриппа 
птиц, вызванные вирусом субтипа а(H5N1) клады 
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2.3.4.4 [9]. тем не менее только единичные образцы 
сыворотки крови людей, собранные в 2021–2023 гг., 
взаимодействовали в ртга с вирусами субтипов  
а/H5Nх, но были отрицательными в реакции нейтра-
лизации. это позволяет предположить, что на терри-
тории россии нет стабильной циркуляции среди лю-
дей вирусов зоонозного гриппа субтипов а(H5N8) и 
а(H5N1). 

еще одна серьезная проблема для здравоохране-
ния связана с низкопатогенным вирусом гриппа птиц 
а(H9N2). большинство случаев заражения людей 
этим вирусом подтверждены у детей. в большинстве 
случаев контакт с домашней птицей подтвержден как 
вероятный источник патогена. многочисленные дан-
ные показывают высокие уровни серопозитивности 
среди птицеводов во многих энзоотических странах, 
включая индию, камбоджу, китай, вьетнам, египет, 
гонконг, иран, таиланд и пакистан [10]. 

по-видимому, в россии инфекции а/H9N2 так-
же протекают в основном в легкой форме или бес-
симптомно и не передаются дальше, что можно объ-
яснить плохой (на сегодняшний день) адаптацией 
вирусов а(H9N2) к человеку. при этом положитель-
ные в ртга образцы сыворотки крови, собранные в 
2021–2023 гг., были положительными и в реакции 
нейтрализации.

эксперты полагают, что с вирусом а/H9N2 мо-
жет быть связано появление будущего пандемиче-
ского штамма. так, ретроспективно было показано, 
что вирус а/H5N1, вызвавший вспышку в 1997 г. в 
гонконге, получил все гены, кроме генов HA и NA, 
от совместно циркулировавших вирусов а/H9N2. 
начиная с 2013 г. рекомбинация между вирусами  
а/H9N2 генетической линии G57 и другими цир-
кулирующими подтипами привела к образованию 
множества зоонозных вирусов гриппа H7N9, H10N8 
и H5N6 с высокой смертностью при заболевании лю-
дей [11]. каждый из этих вирусов содержит шесть 
генов вируса а/H9N2. кроме того, несколько вы-
сокопатогенных вирусов а/H5Nx содержат один 
или несколько генов из а/H9N2. помимо передачи 
своих генов, было несколько случаев, когда вирусы  
а/H9N2 получали отдельные или множественные 
комбинации генов от других вирусов птичьего грип-
па. например, известно, что преобладающая линия 
а/H9N2, циркулирующая в пакистане и бангладеш, 
получила несколько генов от высокопатогенных ви-
русов а/H7N3 и а/H5N1 [12]. по-видимому, широ-
кое распространение вирусов а/H9N2 может спо-
собствовать появлению будущих пандемических 
штаммов вируса гриппа.

несмотря на отсутствие устойчивой циркуляции 
вирусов гриппа а/H9N2 среди населения россии, на-
блюдается постепенное увеличение количества об-
разцов сыворотки крови людей, имеющих нейтрали-
зующие антитела к этому субтипу вируса гриппа.

таким образом, предотвратить появление новых 
вариантов вируса гриппа а мы не можем. но отсле-
дить появление зоонозных вирусов, которые посте-

пенно адаптируются к человеку, – вполне посильная 
задача. для этого роспотребнадзором создана систе-
ма надзора за появлением пандемических штаммов 
вируса гриппа, в которую составной частью входит 
исследование сывороток человека на присутствие 
антител к вирусам зоонозного гриппа. 
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Abstract. The aim of our study was to investigate the antibiotic resistance profiles of Shiga toxin-producing Escherichia 
coli (STEC), Salmonella spp., Shigella spp., and Staphylococcus aureus strains. Materials and methods. 660 samples were 
collected at two communal kitchens in Hanoi, Vietnam between 2021 and 2022. They included foodstuffs, environmental 
(food processing tools) and biological ones (swabs from the hands of personnel). The VITEK® 2 Compact system in 
combination with DNA sequencing was used to identify bacterial species. The antibiotic susceptibility test (AST) was 
performed according to Kirby-Bauer Disk Diffusion Susceptibility protocol following Clinical & Laboratory Standards 
Institute (CLSI) method (M100-Ed32). Results and discussion. In total, 53 pathogenic bacterial strains have been 
detected, including 11 STEC, 24 Salmonella enterica, 9 Shigella sonnei, Shigella flexneri, and 8 S. aureus. AST of STEC 
has showed the highest resistance rates to tetracycline and chloramphenicol (90.9 %); trimethoprim+sulfamethoxazole 
(81.8 %); ampicillin, gentamycin and piperacillin (63.6 %). The STEC isolates were susceptible to carbapenem group. 
Among the Salmonella strains, 50 % demonstrated resistance to ampicillin, followed by tetracycline and piperacillin 
(45.8 %). Additionally, 25 % were resistant to ticarcillin+clavulanic acid, 20.8 % – to trimethoprim+sulfamethoxazole, 
and 16.7 % – to chloramphenicol. All Salmonella strains exhibited susceptibility to gentamicin, cefoxitin, imipenem, 
meropenem, and ceftazidime. AST of Shigella strains revealed the highest resistance rate for tetracycline (30 %), followed 
by cefazolin and ceftazidime (20 %). However, all Shigella strains were susceptible to cefoxitin, carbapenem groups, and 
chloramphenicol. Among the S. aureus strains, 50 % exhibited resistance to erythromycin, azithromycin, clindamycin, 
penicillin, telithromycin, and gentamicin, followed by ciprofloxacin, moxifloxacin, levofloxacin, and chloramphenicol 
(25 %). All S. aureus strains were still susceptible to trimethoprim+sulfamethoxazole, daptomycin, linezolid, doxycycline, 
minocycline, and vancomycin. Our findings reflect the current situation on antibiotic resistance among pathogenic bacteria 
strains circulating at the study sites during food processing. They are an evidence of potential risk of food poisoning. 
There is a need to undertake the proper containment measures on the part of authorities or policy makers.

Key words: Shiga toxin-producing E. coli (STEC), Salmonella, Shigella, Staphylococcus aureus, antibiotic resistance 
pattern. 
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Le Thi Lan Anh1, Ta Thi Loan1, Dinh Thu Minh2, Vu Thi Thuong1, Pham Thi Ha Giang1,  
Bui Thi Thanh Nga1, Pham Viet Hung1, Nguyen Ngoc Tan1, Trieu Phi Long3, Le Thi Van Anh4,  
Hoang Dang Hieu1

Профили антибиотикорезистентности у шига-токсин-продуцирующей  
Escherichia coli (STEC), Salmonella, Shigella и Staphylococcus aureus,  
выделенных на двух общественных кухнях, расположенных в городе Ханой, Вьетнам
1Институт тропической медицины Совместного Вьетнамско-Российского тропического научно-исследовательского  
и технологического центра, Ханой, Вьетнам;  
2Ханойский исследовательский университет, Вьетнамский национальный университет, Ханой, Вьетнам;  
3Военный институт профилактической медицины, Ханой, Вьетнам;  
4Издательство науки и технологий, Вьетнамская академия наук и технологий, Ханой, Вьетнам

целью нашего исследования являлось изучение профилей устойчивости к антибиотикам штаммов шига-
токсин-продуцирующих Escherichia coli (STEC), Salmonella spp., Shigella spp. и Staphylococcus aureus. 
материалы и методы. в период с 2021 по 2022 г. на двух общественных кухнях в ханое, вьетнам, было собрано 
660 образцов. они включали в себя образцы пищевых продуктов, внешней среды (предметы для обработки 
пищи) и биологические образцы (смывы с рук персонала). для идентификации видов бактерий использовали 
систему VITEK® 2 Compact, наряду с секвенированием днк. тест на чувствительность к антибиотикам 
(AST) проводился в соответствии с протоколом Kirby-Bauer Disk Diffusion Susceptibility по методу института 
клинических и лабораторных стандартов (CLSI) (M100-Ed32). результаты и обсуждение. всего выявлено 
53 штамма патогенных бактерий, в том числе 11 STEC, 24 Salmonella enterica, 9 Shigella sonnei, Shigella flexneri 
и 8 S. aureus. AST STEC выявил наиболее высокий уровень резистентности к тетрациклину и хлорамфениколу 
(90,9 %); триметоприму+сульфаметоксазолу (81,8 %); ампициллину, гентамицину и пиперациллину (63,6 %). 
изоляты STEC проявили чувствительность к группе карбапенемов. среди штаммов сальмонелл 50 % устойчивы к 
ампициллину. вторую позицию занимали тетрациклин и пиперациллин (45,8 %). при этом 25 % были устойчивы 
к тикарциллину+клавулановой кислоте, 20,8 % – к триметоприму+сульфаметоксазолу и 16,7 % – к левомицетину. 
все штаммы сальмонелл проявляли чувствительность к гентамицину, цефокситину, имипенему, меропенему и 
цефтазидиму. AST штаммов Shigella spp. показал самый высокий уровень устойчивости к тетрациклину (30 %), 
цефазолину и цефтазидиму (20 %). однако все штаммы шигелл были чувствительны к цефокситину, группам 
карбапенемов и хлорамфениколу. среди штаммов S. aureus 50 % проявили устойчивость к эритромицину, 
азитромицину, клиндамицину, пенициллину, телитромицину и гентамицину, а 25 % – к ципрофлоксацину, 
моксифлоксацину, левофлоксацину и хлорамфениколу. однако все штаммы S. aureus проявили чувствительность 
к триметоприму+сульфаметоксазолу, даптомицину, линезолиду, доксициклину, миноциклину и ванкомицину. 
полученные нами результаты отражают текущее положение дел касательно устойчивости к антибиотикам среди 
штаммов патогенных бактерий, циркулирующих на объектах исследования при переработке пищевых продуктов. 
они являются свидетельством потенциального риска пищевого отравления. существует необходимость принятия 
надлежащих мер по контролю над патогенными агентами со стороны властей и руководящих органов.

Ключевые слова: шига-токсин-продуцирующие E. coli (STEC), Salmonella, Shigella, Staphylococcus aureus, 
профили антибиотикорезистентности.
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Gastroenteritis is widespread all over the world. The 
most common causes of it are bacteria, including STEC, 
Salmonella, Shigella and Staphylococcus aureus [1]. 
In Vietnam, children with gastroenteritis and other 
food poisoning conditions caused by E. coli, Shigella, 
Salmonella infections have been reported [2]. 

Shiga toxin producing Escherichia coli is a major 
factor of food-borne illnesses [3, 4]. Data from the World 

Health Organization (WHO) show that STEC strains 
cause 2.5 million cases each year, of which 1.2 million 
are food-borne ones [5].

Salmonella spp. is accountable for nearly one-third 
of food-borne infection outbreaks in the European Union. 
In 2018, EU member states documented 5,146 food-
borne illness outbreaks, affecting 48,365 people. Out 
of those, 1,581 outbreaks were attributed to Salmonella 
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spp. Annually, Salmonella bacteria cause approximately 
68,000 deaths [6]. 

According to WHO, there are an estimated 80 mil-
lion cases of shigellosis worldwide each year with ap-
proximately 700,000 deaths happening annually as  
a result of this infection [7]. Four species of Shigella 
have been identified: S. flexneri, S. sonnei, S. boydii, and 
S. dysenteriae. S. sonnei is widespread in Vietnam and 
Thailand, whereas S. flexneri is abundant in Indonesia 
and Cambodia [8].

Staphylococcus aureus also creates a burden of 
food-borne diseases, with approximately 241,000 ca-
ses estimated to occur annually in the United States. 
However, the actual number of cases caused by  
S. aureus may be significantly higher as sporadic cases 
of the disease are not reported in the United States [9]. 

Antibiotic resistance of Salmonella, Shigella and 
S. aureus strains isolated from the environment and bio-
logical samples such as foodstuffs, swabs from the sur-
face of processing equipment, material from under fin-
gernails, and stool samples has been reported globally. 
In particular, the rate of strains resistant to tetracycline, 
ampicillin, and chloramphenicol is increasingly com-
mon [10, 11].

Contamination with Salmonella, Shigella, E. coli 
and S. aureus of food from retail markets and canteens 
have been reported in Vietnam [12, 13]. Cases of food 
poisoning at the communal kitchens of industrial parks 
or at schools have become frequent in recent years. In 
this context, training in food safety control at communal 
kitchens, as well as surveillance studies on the preva-
lence of strains of food-borne infectious agents, inclu-
ding STEC, Salmonella, Shigella and S. aureus play an 
important role in minimizing poisoning incidents.

This work is devoted to the assessment of the an-
tibiotic resistance in STEC, Salmonella spp., Shigella 
spp., and S. aureus strains collected at two communal 
kitchens in Hanoi city, Vietnam. The study describes the 
strains with multi-drug resistance.

Materials and methods

Study setting. In 2021 and 2022, we conducted sur-
veillance at two communal kitchens, which process food 
for staff of two industrial companies located in Hanoi 
city, Vietnam. The survey was performed as part of rou-
tine food safety inspection.

Sample collection. A total of 660 samples, inclu-
ding food samples (501), swabs from the surface of pro-

cessing tools (100), surface of dining tables (25), swabs 
from the hands of food processors (34) were collected.

As regards food samples, we gathered 25 g of ma-
terial (vegetables, meat and seafood) at the study site. 
Then, samples were placed in a sterile specialized plas-
tic zip bag and stored at 4 °C to 10 °C in a designated  
sample transport box. Collected samples were trans-
ferred to the laboratory within 2 hours from the time of 
collection. Samples were individually labeled, recording 
time, location, and type. 

Swabs were taken from surface of tables, knifes, 
bowls, cutting boards, and hands of food processors. We 
used a sterile cotton swab dipped in 10 % peptone buf-
fered water solution to wipe both sides of the tools and 
hands. After that, the cotton pad was put in a sterile test 
tube and store at 4 °C to 10 °C in an allocated sample 
transport box.

Culture isolation and identification of STEC, 
Salmonella spp., Shigella spp., and S. aureus. Isolation 
of STEC, Salmonella, and Shigella was performed ac-
cording to the ISO 21567:2004 and ISO 6579-1:2017 
with some modifications. MacConkey agar (Oxoid; 
UK) and CHROMagar STEC (CHROMagar™, France) 
were used for isolation of STEC [14], HE agar (Oxoid; 
UK) and CHROMagar™ Salmonella – for Salmonella 
spp. [15], and Salmonella shigella agar (SS agar) (Oxoid; 
UK) and HE agar – for Shigella spp. CHROMagar™ 
Staph was used for S. aureus [16]. The suspicious colo-
nies were identified using the Vitek 2 compact automatic 
identification system.

All specified bacterial strains were seeded onto 
TSB medium (Oxoid; UK) for downflow DNA ex-
tracting using a genomic DNA isolation kit (QIAGEN, 
Germany) and PCR amplification of STEC, Salmonella 
spp., Shigella spp., and S. aureus genomic fragments. 
The primer sequences and PCR results are shown in the 
Table 1. PCR products were investigated with the help 
of electrophoresis in 1.5 % agarose gel. In order to con-
firm the identification of isolated strains, PCR products 
were sent to Macrogen Company (Korea) for DNA se-
quencing using Sanger method.

Antibiotic susceptibility testing. The antibi-
otic susceptibility test was performed using Kirby-
Bauer methodology. For quality control, E. coli ATCC 
25922, Salmonella enterica typhi ATCC 14028, 
Shigella sonnei (Levine) Weldin (ATCC® 25931™), 
Staphylococcus aureus ATCC 25923 were used accord-
ing to QC standard for Disc Diffusion Antibiogram 
of CLSI’s document version 2022. The following an-

Table 1

List of oligonucleotide primers used in this study

Target gene Primer Primer sequence (5’-3’) PCR product size (bp) Annealing temperature/time 
(°C/s) References

Gyrase B
F1 gaagtcatcatgaccgttctgca

1200 60/15 [17]
R1 gcagggtacggatgtgcgagcc

16s rRNA
F2 agagtttgatcctggctcag

1250 49/15 [18]
R2 ggttaccttgttacgactt
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tibiotics (Oxoid, Basingstoke, Hampshire, England) 
were applied for STEC, Shigella spp. and Salmonella 
spp.: Ampicillin (AMP 10 µg), Cefazolin (CZ 30 µg), 
Gentamicin (CN 10 µg), Tobramycin (TOB 10 µg), 
Amikacin (AK 30 µg), Amoxicillin+Acid clavu-
lanic (AMC 30 µg), Ampicillin+Sulbactam (SAM 
20 µg), Piperacillin+Tazobactam (TZP 110 µg), Ticar-
cillin+Clavulanic (TIM 85 µg), Cefuroxime (CXM 
30 µg), Cefepime (FEP 30 µg), Cefoxitin (FOX 30 µg), 
Ciprofloxacin (CIP 5 µg), Levofloxacin except Sal. 
spp. (LEV 5 µg), Ertapenem (ETP 10 µg), Imipenem 
(IPM 10 µg), Meropenem (MEM 10 µg), Piperacillin 
(PRL 100 µg), Trimethoprim+Sulfamethxazole (SXT 
25 µg), Aztreonam (ATM 30 µg), Ceftazidime (CAZ 
30 µg), Chloramphenicol (C 30 µg). The antibio-
tics used for S. aureus isolates were Erythromycin 
(E 15 µg), Azithromycin (AZM 15 µg), Clindamycin 
(DA 2 µg), Cefoxitin (FOX 30 µg), Penicillin (P 10 µg), 
Trimethoprim+Sulfamethxazole (SXT 25 µg), Linezolid 
(LZD 30 µg), Telithromycin (TEL 15 µg), Doxycycline 
(DO 30 µg), Minocycline (MH 30 µg), Tetracyclin  
(TE 30 µg), Chloramphenicol (C 30 µg), Ciprofloxacin 
(CIP 5 µg), Moxifloxacin (MXF 5 µg), Gentamicin  
(CN 10 µg), Levofloxacin (LEV 5 µg). The strains were 
designated sensitive (S), moderately sensitive (M), 
or resistant (R) in compliance with CLSI guidelines 
(M100-Ed32). 

Results and discussion

Identification of STEC, Salmonella, Shigella and 
S. aureus. In this study, we detected 53 pathogenic bac-
terial strains, including 11 STEC, 24 Salmonella spp., 
10 Shigella spp., and 8 strains of S. aureus, using con-
ventional microbiology method. The gyrase B gene-
based sequencing showed that 24 Salmonella spp. strains 
belonged to Salmonella enterica. Out of 10 Shigella spp. 
strains, nine were identified as Shigella sonnei and one 
was Shigella flexneri according to DNA sequencing 
(Figure).

Antibiotic susceptibility testing of isolated strains. 
The results of AST of STEC, Salmonella spp., and Shigella 
spp. strains are described in detail in Table 2. We have es-
tablished that 11 STEC isolates exhibited susceptibility 
to cefoxitin, ertapenem, imipenem, and meropenem an-
tibiotics. Conversely, those strains displayed the highest 
resistance to tetracycline and chloramphenicol – 90.9 % 

(10 out of 11 strains). Trimethoprim+sulfamethoxazole 
occupied the second place, with 9 out of 11 strains ex-
hibiting resistance (81.8 %). Resistance to ampicil-
lin, gentamicin, and piperacillin was 63.6 % (7 out of 
11 strains), 45.5 % for cefazolin (5 out of 11), 36.4 % 
for cefuroxime, cefepime, cefotaxime, and aztreo-
nam (4 out of 11), and 27.3 % for ciprofloxacin and to-
bramycin (3 out of 11). Importantly, 81,8 and 54,5 % of 
STEC strains showed moderate susceptibility to amika-
cin and ticarcillin+clavulanic, respectively. Additionally, 
10 out of 11 STEC strains showed multidrug resistance 
to 9–13 different antibiotics, while only one strain was 
sensitive to 23 out of 24 tested antimicrobials and mode-
rately sensitive to 1 antibiotic. Regarding the test results 
for 24 isolates of Salmonella spp., it was found that all 
of them were sensitive to gentamicin, cefoxitin, imipe-
nem, meropenem, and ceftazidime. The highest resistance 
rate of 50 % (12 strains) was in the response to ampicil-
lin, followed by tetracycline and piperacillin in 11 out of 
24 strains (45.8 %), ticarcillin+clavulanic acid in 6 out 
of 24 strains (25 %), trimethoprim+sulfamethoxazole in 
5 out of 24 strains (20.8 %), chloramphenicol in 4 out 
of 24 strains (16.7 %). Resistance levels were lower for 
piperacillin+tazobactam in 2 out of 24 strains (8.3 %), 
cefazolin, ampicillin+sulbactam, cefoxitin, ciprofloxacin, 
ertapenem, and aztreonam in 1 out of 24 strains (4.2 %). 
7,5 % of Salmonella strains were moderately suscep-
tible to cefazolin. Among them, 12 out of 24 strains ex-
hibited multidrug resistance to 3–8 different antibio-
tics. Moreover, our findings indicate that all 10 isolated 
Shigella strains were sensitive to antibiotics inclu ding 
cefoxitin, ertapenem, imipenem, meropenem, and 
chloramphenicol. The Shigella strains demonstrated the 
highest resistance to tetracycline (30 %), followed by ce-
fazolin, ceftazidime at 20 %, and cefuroxime, cefepime, 
ampicillin, gentamicin, ticarcillin+clavulanic acid, 
trimethoprim+sulfamethoxazole, and aztreonam in one 
out of 10 strains (10 %). 40 % of Shigella isolates were 
moderately susceptible to piperacillin+tazobactam. Only 
one Shigella strain showed multidrug resistance to 10 dif-
ferent antibiotics. It is of interest that STEC, Salmonella 
spp. and Shigella spp. were susceptible to 3 out of 24 tes-
ted antibiotics (cefoxitin, imipenem and meropenem). 

Regarding S. aureus strains, the AST revealed 
the highest resistance to erythromycin, azithromycin, 
clindamycin, penicillin, telithromycin, and gentami-
cin in 4 out of 8 strains (50 %). The second position is 
occupied by ciprofloxacin, moxifloxacin, levofloxa-
cin, and chloramphenicol – 2 out of 8 strains (25 %) 
(Table 3). All 8 isolated S. aureus strains were sensitive 
to 5 out of 18 tested antibiotics including daptomycin, 
doxcycline, minocycline, linezolid, vancomycin, and 
trimethoprim+sulfamethxazole. Additionally, out of 
8 isolated strains of S. aureus, 5 strains exhibited mul-
tidrug resistance, ranging from 2 to 5 different types of 
antibiotics.

Contamination with STEC, Salmonella, Shigella 
and S. aureus is one of the main causes of food poisoning. 
Therefore, food safety control and regular monitoring of Proportion of isolated bacterial strains
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hygiene and proper processing conditions play a signifi-
cant role in containment of the infection. Currently, stu-
dies on the prevalence of pathogens (STEC, Salmonella, 
Shigella, S. aureus) are mainly conducted at retail mar-
kets and animal slaughter sites, but there is insufficient 
monitoring at communal kitchens. Over the past 5 years, 
reports of food poisoning caused by microorganisms 
in collective kitchens in industrial parks or at schools 
in Vietnam have been increasing. However, testing for 
the presence of microbial agents is only performed after  
a registered case of poisoning. 

In this study, a total of 53 bacterial strains were col-
lected at two communal kitchens located in Hanoi City, 
Vietnam. The majority of the isolates (24 strains) were 
identified as Salmonella. Next in the list were STEC 
strains (11), followed by Shigella (10 strains), and 
Staphylococcus aureus (8 strains). These findings sug-
gest that Salmonella spp. are the most common agents at 
the two public kitchens in Hanoi. It is generally known 
that human infection with Salmonella mainly occurs 
through direct or indirect contact with infected animals 
and contaminated food products, including meat, poul-
try, raw milk, eggs, and water. Previously, it was re-
ported that average rate of chicken meat contamination 

Table 2
Antibiotic resistance patterns of isolated bacteria

Antibiotics
STEC Salmonella spp. Shigella spp.

R, % M, % S, % R, % M, % S, % R, % M, % S, %
Ampicillin 63.6 0.0 36.4 50.0 0.0 50.0 10.0 0.0 90.0
Piperacillin 63.6 9.1 27.3 45.8 4.2 50.0 10.0 10.0 80.0
Aztreonam 36.4 9.1 54.5 4.2 0.0 95.8 10.0 0.0 90.0
Amikacin 9.1 81.8 9.1 0.0 4.2 95.8 0.0 10.0 90.0
Gentamicin 63.6 0.0 36.4 0.0 0.0 100 10.0 0.0 90.0
Tobramycin 27.3 18.2 54.5 0.0 8.3 91.7 0.0 10.0 90.0
Cefazolin 45.5 9.1 45.5 4.2 37.5 58.3 20.0 20.0 60.0
Cefuroxime 36.4 0.0 63.6 0.0 12.5 87.5 10.0 0.0 90.0
Cefepime 36.4 0.0 63.6 0.0 8.3 91.7 10.0 0.0 90.0
Ceftazidime 18.2 9.1 72.7 0.0 0.0 100 20.0 0.0 80.0
Chloramphenicol 90.9 0.0 9.1 16.7 0.0 83.3 0.0 0.0 100
Cefoxitin 0.0 0.0 100 0.0 0.0 100 0.0 0.0 100
Cefotaxime 36.4 9.1 54.5 4.2 8.3 87.5 10.0 10.0 80.0
Ciprofloxacin 27.3 27.3 45.5 4.2 29.2 66.7 0.0 20.0 80.0
Levofloxacin 18.2 9.1 72.7 0.0 0.0 0.0 0.0 20.0 80.0
Ertapenem 0.0 0.0 100 4.2 0.0 95.8 0.0 0.0 100
Imipenem 0.0 0.0 100 0.0 0.0 100 0.0 0.0 100
Meropenem 0.0 0.0 100 0.0 0.0 100 0.0 0.0 100
Tetracyclin 90.9 0.0 9.1 45.8 0.0 54.2 30.0 0.0 70.0
Amoxicillin+Acid clavulanic 0.0 18.2 81.8 0.0 8.3 91.7 0.0 10.0 90.0
Ampicillin+Sulbactam 18.2 9.1 72.7 4.2 16.7 79.2 0.0 10.0 90.0
Piperacillin+Tazobactam 0.0 18.2 81.8 8.3 29.2 62.5 0.0 40.0 60.0
Ticarcillin+Clavulanic 0.0 54.5 45.5 25.0 0.0 75.0 10.0 0.0 90.0
Trimethoprim+Sulfamethxazole 81.8 0.0 18.2 20.8 0.0 79.2 10.0 0.0 90.0

No te :  R – resistant, S – susceptible, M – moderately susceptible.

Table 3
Antibiotic resistance patterns of Staphylococcus aureus isolates

Antibiotics R, % M, % S, %
Azithromycin 50.0 0.0 50.0
Erythromycin 50.0 0.0 50.0
Clindamycin 50.0 0.0 50.0
Cefoxitin 0.0 12.5 87.5
Chloramphenicol 25.0 0.0 75.0
Ciprofloxacin 25.0 0.0 75.0
Levofloxacin 25.0 0.0 75.0
Moxifloxacin 25.0 0.0 75.0
Daptomycin 0.0 0.0 100
Doxycycline 0.0 0.0 100
Minocycline 0.0 0.0 100
Tetracyclin 0.0 25 75.0
Gentamicin 50.0 0.0 50.0
Linezolid 0.0 0.0 100
Telithromycin 50.0 0.0 50.0
Penicillin 50.0 0.0 50.0
Vancomycin 0.0 0.0 100
Trimethoprim+Sulfamethxazole 0.0 0.0 100

Note :  R – resistant, S – susceptible, M – moderately susceptible.
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with Salmonella in six regions of Vietnam was 45.9 %. 
In Hanoi City, it reached 51.1 % [12]. 

Transmission of pathogenic microorganisms and 
toxigenic agents through food has been recognized as 
a significant risk for many decades. The widespread re-
sistance of bacteria to antibiotics is a major threat that 
leads to hundreds of thousands of deaths annually. One 
of the most alarming issues is the increasing number of 
bacteria that are resistant to commonly used antibiotics, 
including those considered as last-resort treatments. This 
concern was officially acknowledged by WHO in 2014 
as a major global health challenge. 

In our study, STEC demonstrated the highest re-
sistance to currently used antibiotics. In comparison to  
a study by Tran Thi Le Trieu et al. on 24 surveyed E. coli 
strains, the highest resistance was observed to ampicil-
lin (79.17 %), followed by streptomycin (62.50 %), 
and amoxicillin/clavulanic acid (54.17 %) [19]. 
Another study by B. González-Santamarina et al. on 
23 Salmonella strains isolated from pig slaughterhouses 
and pork markets revealed the highest resistance to am-
picillin (73.9 %) and piperacillin and moxifloxacin (both 
69.6 %), followed by trimethoprim and trimethoprim 
with sulfamethoxazole (both 56.5 %) [20]. Research on 
Salmonella strains isolated from chickens and chicken 
farm environments in three households in Vinh Long 
province, Vietnam by Ho Xuan Yen et al., showed the 
high rate of resistance to such antibiotics as ampicillin 
(100 %), chloramphenicol (95 %), cefuroxime, strepto-
mycin, and tetracycline (90 %), and moderate resistance 
to doxycycline (85 %). They exhibited lower resistance 
to trimethoprim/sulfamethoxazole (60 %) and had mini-
mal resistance to colistin (25 %) [21]. 

The study of C.S. Toro et al. on 349 strains of 
Shigel la revealed some interesting evidence:100 % of the  
strains were found to be sensitive to ciprofloxacin. On the 
other hand, those strains demonstrated high level of resis-
tance to other antibiotics. The resistance rates were as fol-
lows: streptomycin (305 strains, 87.4 %), trimethoprim 
(264 strains, 75.6 %), ampicillin (257 strains, 73.6 %), 
tetracycline (257 strains, 73.6 %), sulfamethoxazole/
trimethoprim (256 strains, 73.3 %), and chlorampheni-
col (195 strains, 55.9 %) [22]. Resistance to tetracycline 
was observed in both S. sonnei and S. flexneri [23]. 
Furthermore, the study of S. Khaghani et al. indicated 
that at least 25 % of S. flexneri strains isolated from 
Abuzar Children’s Hospital in Ahvaz, southwestern Iran 
exhibited resistance to three commonly prescribed anti-
biotics: ampicillin, trimethoprim-sulfamethoxazole and 
nalidixic acid [24].

A recent study conducted by V. Velasco et al. on 
55 strains of Staphylococcus aureus in Chile uncovered 
the fact that a significant number of the isolated strains 
showed resistance to penicillin (83.6 %). Moreover,  
a considerable proportion of the isolates, approximately 
38.2 %, displayed resistance to multiple types of antibio-
tics [25].

Our research has demonstrated that the detected 
STEC, Salmonella spp., Shigella spp., and S. aureus 

strains exhibited significant resistance rate to several an-
tibiotics such as tetracycline, ampicillin, penicillin. This 
result is consistent with other listed above studies that 
were previously carried out. However, it is noteworthy 
that certain antibiotics, such as cefoxitin, remain effective 
against all four groups of isolated bacteria. Additionally, 
all collected bacterial strains in this study were still sen-
sitive to carbapenem such as imipenem, and merope nem. 
Furthermore, the combination of multiple antibio tics in-
creased effectiveness of neutralization, as observed with 
combinations such as amoxicillin+clavulanic acid or 
trimethoprim+sulfamethoxazole, which increase sensi-
tivity of bacterial strains. These findings highlight the 
potential benefits of utilizing appropriate antibiotic com-
binations to combat infections caused by indicated bac-
terial groups.

Summing up the above, we isolated a total of 
53 strains from four different bacterial groups, STEC, 
Salmonella spp., Shigella spp., and Staphylococcus au-
reus, collected at two communal kitchens in Hanoi city, 
Vietnam. Among these groups, Salmonella spp. was the 
predominant bacterial species, accounting for 24 strains. 
However, it is of note that STEC raises the highest level 
of concern as it exhibited resistance to certain antibio-
tics such as tetracycline and chloramphenicol, as high 
as 90.1 %. Additionally, out of the 11 STEC strains ana-
lyzed, 10 strains showed resistance to multiple antibio-
tics, indicating a multidrug-resistant phenotype. Thus, 
the design of kitchens and the training of personnel on 
food safety and hygiene practices play a pivotal role in 
mitigating the risk of transmission of pathogenic bacte-
ria and preventing food-borne diseases.

Our findings reflect the current situation on antibio-
tic resistance in circulating pathogenic bacteria found at 
the study sites in the course of food processing. They 
evidence a potential risk of food poisoning and the need 
to take appropriate sanitary measures on the part of au-
thorities or policy makers.
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д.н. лучинин, д.В. Устинов, и.м. Шпак, е.В. молчанова

Полногеномное секвенирование и поиск детерминант формирования устойчивости  
к действию бензалкония хлорида у Burkholderia pseudomallei

ФКУЗ «Волгоградский научно-исследовательский противочумный институт», Волгоград, Российская Федерация

цель исследования – полногеномное секвенирование и сравнительный анализ исходного и резистентного к 
действию бензалкония хлорида штаммов Burkholderia pseudomallei. материалы и методы. в работе исполь-
зованы штаммы: B. pseudomallei 134, B. pseudomallei 134к, устойчивый к бензалкония хлориду. полногеномное 
секвенирование производили на платформе MiSeq Reagent Kit v3 (600-cycle). сборку геномов обоих штаммов 
проводили с помощью ассемблера SPAdes v3.11.1. для сравнения последовательностей геномов исследуемых 
штаммов использовали программу Snippy v4.6.0. для построения выравниваний нуклеотидных и аминокислот-
ных последовательностей применяли программный продукт MEGA X. результаты и обсуждение. поиск и анализ 
детерминант, которые могут быть ответственны за появление устойчивости к биоцидам у B. pseudomallei 134K, 
выявили два гена: ген транскрипционного репрессора TetR и ген эффлюксной помпы AmrAB-OprA. в регуляторе 
TetR обнаружен однонуклеотидный полиморфизм, что обусловило замену серина на пролин в мутантном белке 
и, как следствие, изменение его вторичной структуры. предполагается, что данная мутация ведет к потере функ-
ции белка-регулятора, в результате чего увеличивается экспрессия регулируемых им генов эффлюксной помпы 
(AcrB/AcrD/AcrF), в связи с чем происходит как снижение уровня чувствительности к бензалкония хлориду, так 
и появление резистентности к цефтазидиму. в гене эффлюксной помпы AmrAB-OprA выявлена инсерция 16 нук-
леотидов в положении 544-го участка оперона amrA, что повлекло за собой увеличение длины цистрона, сдвиг 
рамки считывания, изменение аминокислотного состава вторичной структуры кодируемого протеина. вероятнее 
всего, данная мутация приводит к потере функции оперона AmrAB-OprA и невозможности нормального оттока 
ксенобиотиков из цитоплазмы микроорганизма. данное предположение подтверждается тем фактом, что мутант-
ный штамм утратил устойчивость к гентамицину. 

Ключевые слова: Burkholderia pseudomallei, мелиоидоз, устойчивость, дезинфектант, полногеномное секвени-
рование.
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D.N. Luchinin, D.V. Ustinov, I.M. Shpak, E.V. Molchanova
Whole-Genome Sequencing and Search for Determinants of Resistance  
to Benzalkonium Chloride in Burkholderia pseudomallei
Volgograd Research Anti-Plague Institute, Volgograd, Russian Federation

Abstract. The aim of the study was to carry out whole-genome sequencing and comparative analysis of the original 
and benzalkonium chloride-resistant strains of Burkholderia pseudomallei. Materials and methods. We used the strain 
B. pseudomallei 134 and resistant to benzalkonium chloride B. pseudomallei 134K. Whole-genome sequencing was 
conducted on the MiSeq Reagent Kit v3 platform (600-cucle).Genome assembly for both strains was performed with the 
help of SPAdes v3.11.1. In order to compare genome sequences of the studied strains, Snippy v4.6.0 software was ap-
plied. MEGA X program was used to align the nucleotide and amino acid sequences. Results and discussion. The search 
and analysis of determinants responsible for the emergence of resistance to biocides in B. pseudomallei 134K have 
revealed two genes: the TetR transcriptional repressor gene and the AmrAB-OprA efflux pump gene. A single nucleo-
tide polymorphism has been found in the TetR regulator, which led to the replacement of serine by proline in the mutant 
protein, and, as a result, a change in its secondary structure. It is believed that this mutation causes the loss of regulatory 
protein functionality, resulting in an increased expression of the efflux pump genes (AcrB/AcrD/AcrF) regulated by it. 
This follows by both, decrease in the level of sensitivity to benzalkonium chloride and the emergence of resistance to 
ceftazidime. In the AmrAB-OprA efflux pump gene, an insertion of 16 nucleotides has been detected at the position 544 
of the amrA operon, which led to an increase in the length of the cistron, a shift in the reading frame, a change in the 
amino acid composition, and, as a result, a change in the secondary structure of the encoded protein. It is most likely that 
this mutation contributes to the loss of AmrAB-OprA operon function and the failure of normal outflow of xenobiotics 
from the cytoplasm of the microorganism. This assumption is evidenced by the loss of resistance to gentamicin in the 
mutant strain. 
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мелиоидоз – опасное инфекционное заболе-
вание, возбудителем которого является микроорга-
низм Burkholderia pseudomallei. B. pseudomallei – 
представитель микрофлоры почвы и воды откры-
тых водоемов на территориях северной австралии, 
стран Юго-восточной азии, латинской америки, 
островов карибского архипелага [1–3]. патоген 
обладает достаточно высоким уровнем резистент-
ности к различным классам антибиотиков, таким 
как цефалоспорины I и II поколений, пенициллины, 
аминогликозиды, полимиксины. у B. pseudomallei 
описаны практически все известные механизмы, 
обусловливающие невосприимчивость к антибак-
териальным препаратам [4, 5]. однако на данный 
момент накоплено мало информации о механиз-
мах формирования устойчивости к дезинфицирую-
щим и антисептическим средствам у возбудителя  
ме лио и доза и наличии у него генетических детер-
минант резистентности. 

сейчас на российском рынке представлено бо-
лее 1300 дезинфекционных композиций, большая 
часть из которых содержит в своем составе в качестве 
активного вещества такое четвертично-аммонийное 
соединение (час), как алкилдиметилбензиламмо-
ния хлорид (бензалкония хлорид, адбах, бх) [6, 7]. 
механизмом действия бензалкония хлорида являет-
ся разрушение клеточной стенки и, как следствие, 
высвобождение клеточных компонентов, что в итоге 
приводит к гибели клетки [8, 9]. 

изначально считалось, что формирование у 
микроорганизмов устойчивости к час невозможно. 
однако начиная с 1950-х гг. неуклонно растет коли-
чество сообщений о микроорганизмах, обладающих 
устойчивостью к четвертично-аммонийным соедине-
ниям, в том числе и к адбах [10–12]. в частности, 
рядом авторов показано, что вследствие нарушения 
правил дезинфекционной обработки препаратами 
на основе бензалкония хлорида у микроорганизмов 
может многократно, до 500 раз, возрастать степень 
устойчивости к данному дезинфекционному агенту 
[13, 14].

ранее установлено, что возбудитель мелиоидоза 
способен развивать высокую степень устойчивости 
к бх, а также показана корреляционная связь между 
снижением чувствительности B. pseudomallei к бен-
залкония хлориду и появлением резистентности к 
антибиотикам различных классов [15]. однако для 
поиска возможных детерминант, ответственных за 
устойчивость B. pseudomallei к антибактериальным 
средствам, необходимо провести поиск мутаций, ко-
торые способны привести к появлению такой рези-
стентности.

таким образом, цель исследования заключалась 
в полногеномном секвенировании и сравнительном 
анализе исходного и резистентного к действию бен-
залкония хлорида штаммов B. pseudomallei.

материалы и методы

в работе использованы два штамма: ис-
ходный B. pseudomallei 134 и полученный на его 
основе мутантный штамм B. pseudomallei 134к. 
B. pseudomallei 134к характеризовался повышенной 
устойчивостью к действию адбах, а также, в отли-
чие от B. pseudomallei 134, был резистентен к цеф-
тазидиму, обладал промежуточной устойчивостью к 
амоксициллину / клавулоновой кислоте, доксицик-
лину и меропенему и чувствительностью к гентами-
цину. культуры выращивались на агаре мюллера – 
хинтон (Himedia, индия) при температуре 37 °с  
в течение 18–24 часов. 

геномную днк исходного штамма B. pseu-
domallei 134 и штамма-селектанта B. pseudo mal-
lei 134K выделяли при помощи набора Thermo 
Scientific GeneJET Genomic DNA Purification Kit (Life 
Technologies Inc., сШа) согласно инструкции про-
изводителя. измерение концентрации днк прово-
дили с использованием спектрофотометра Qubit 2.0 
(Thermofisher Scientific, сШа) и набора для опреде-
ления концентрации двухцепочечной днк Qubit 
dsDNA HS Assay Kit (Thermofisher Scientific, сШа).

приготовление библиотеки полногеномно-
го секвенирования выполняли набором Nextera 
XT DNA Library Preparation Kit (Illumina, сШа). 
мультиплексирование образцов осуществляли набо-
ром реагентов Nextera XT Index Kit (Illumina, сШа). 
полногеномное секвенирование производили на 
платформе MiSeq Reagent Kit v3 (600-cycle) в режи-
ме парноконцевого чтения (Illumina, сШа).

для анализа качества полученных прочте-
ний применяли программные продукты FASTQC 
v0.11.9 [16] и MultiQC [17]. сборку геномов обо-
их штаммов проводили с помощью ассемблера 
SPAdes v3.11.1 [18] в режиме анализа парноконце-
вых прочтений с использованием параметра careful 
для снижения числа мисматчей и коротких деле-
ций. для сравнения последовательностей геномов 
штамма B. pseudomallei 134 и мутантного штамма 
B. pseudomallei 134K использовали программу для 
быстрого поиска геномных вариантов и выравнива-
ния ядра генома – Snippy v4.6.0 [19]. для построе-
ния выравниваний нуклеотидных и аминокислотных 
последовательностей применяли программный про-
дукт MEGA X. 
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результаты и обсуждение

в результате секвенирования (таблица) ито-
говый размер геномов исходного и резистент-
ного к алкилдиметилбензиламмония хлори-
ду штаммов B. pseudomallei составил свыше 
4 млрд п.о. количество прочтений с параметром 
качества выше Q30 превышало 75 %. геном штамма 
B. pseudomallei 134 был собран из 120 контигов дли-
ной не менее 500 п.н. с суммарной длиной свыше 
7 млн п.о. размер самого протяженного контига (L1) 
превышал 500 тыс. п.о. геном штамма, устойчивого 
к воздействию бх, собран из 127 контигов расчетной 
общей длиной более 7 млн п.о. размер его L1 – боль-
ше 400 тыс. п.о.

после сборки полученных геномов двух иссле-
дуемых штаммов проведено их сравнение, в резуль-
тате которого в последовательности резистентного 
штамма обнаружено 16 мутаций в кодирующей об-
ласти генома. поиск и анализ детерминант, которые 
могут быть ответственны за появление устойчиво-
сти к биоцидам у B. pseudomallei 134K, определили 
два гена: ген транскрипционного репрессора TetR с 
точечной миссенс-мутацией и ген эффлюксной пом-
пы AmrAB-OprA с инсерцией.

TetR – большое семейство транскрипционных 
регуляторов (TFTR). изначально считалось, что 
они осуществляют регуляцию экспрессии генов  
эффлюкс-насосов. однако в последнее время пред-
ставления о TFTR претерпели изменения. получены 
данные, что они также регулируют гены, задейство-
ванные в клеточном делении и обусловливающие па-
тогенность микроорганизмов [20–22]. зачастую TFTR 
располагаются в пределах 200 п.о. от регулируемо-
го гена. у штамма B. pseudomallei 134K регулятор 
транскрипции находился на расстоянии 240 п.о. от 
генов системы эффлюксной помпы семейства AcrB/
AcrD/AcrF. данный насос обусловливает устойчи-
вость как к антибиотикам (фторхинолоны, цефало-
спорины) [23], так и к дезинфекционным и антисеп-
тическим соединениям (хлоргексидин, бензалкония 
хлорид) [24, 25]. однонуклеотидная замена в гене 
регулятора TetR у устойчивого к адбах штамма 
привела к замене серина на пролин в мутантном бел-
ке, что обусловило изменение его вторичной струк-
туры. так, произошло сокращение длины α-спирали 
за счет появления в структуре протеина β-листа 
(рис. 1). по всей видимости, данная мутация приве-
ла к частичной (а возможно, и полной) потере функ-

ции белка-регулятора, в результате чего увеличилась 
экспрессия регулируемых генов эффлюксной помпы 
(AcrB/AcrD/AcrF) и, как следствие, снизился уро-
вень чувствительности к бензалкония хлориду и по-
явилась резистентность к цефтазидиму. полученные 
в настоящей работе данные подтверждаются иссле-
дованием J.L. Chodkowski и A. Shade, в котором ав-
торы показали, что мутация в гене регулятора TetR 
привела к повышению уровня устойчивости к анти-
биотикам у Burkholderia thailandensis [26].

эффлюксная помпа AmrAB-OprA – первая эф-
флюксная система, описанная у B. pseudomallei, 
относится к суперсемейству RND-транспортеров. 
являясь гомологом насоса MexXY-OprM у 
Pseudomonas aeruginosa, определяет устойчивость 
возбудителя мелиоидоза к аминогликозидам и мак-
ролидам [23, 27]. согласно полученным данным, 
у B. pseudomallei 134K выявлена обширная инсерция 
в гене эффлюксной помпы AmrAB-OprA. у устой-
чивого к бензалкония хлориду варианта произошла 
вставка 16 нуклеотидов в 544-м положении участ-
ка оперона amrA, что привело к увеличению длины 
цистрона, сдвигу рамки считывания, изменению 
аминокислотного состава и вторичной структуры 
кодируемого протеина (рис. 2). это, вероятнее всего, 
привело к потере функции оперона AmrAB-OprA и 
невозможности нормального оттока ксенобиотиков 
из цитоплазмы микроорганизма. данная гипотеза 

характеристика полученных сборок и ридов B. pseudomallei 134  
и B. pseudomallei 134K

Characterization of the assemblies and reads of B. pseudomallei 134  
and B. pseudomallei 134K

характеристика
Characteristics

Штаммы B. pseudomallei
Strains of B. pseudomallei

B. pseudomallei 
134

B. pseudomallei 
134K

объем данных (млрд п.о.)
Data volume (billions bp)

2 2,2

качество Q30 и выше
Quality Q30 and more

76,4 % 77,0 %

L1 (п.о.)
L1 (bp)

510911 429835

N50 (п.о.)
N50 (bp)

182001 222391

количество контигов (≥500 п.о.)
Number of contigs (≥500 bp)

120 127

общая длина (≥500 п.о.)
Total length (≥500 bp)

7285364 7287238

рис. 1. мутация и вторичная структура белка транскрипционного репрессора TetR

Fig. 1. Mutation and secondary structure of the transcriptional repressor protein TetR
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подтверждается тем фактом, что мутантный штамм 
утратил устойчивость к гентамицину. при анализе 
литературных данных не удалось найти информа-
цию о том, что эффлюксная система AmrAB-OprA 
может быть ответственна за устойчивость к каким-
либо дезинфектантам. в связи с этим снижение сте-
пени чувствительности к адбах из-за мутации в 
описываемом эффлюксе является маловероятным.

таким образом, секвенированы исходный 
штамм B. pseudomallei 134 и полученный на его 
основе штамм B. pseudomallei 134к, имеющий по-
вышенный уровень устойчивости к действию бен-
залкония хлорида. в ходе сравнительного анализа 
геномов обнаружена мутация в гене транскрипцион-
ного репрессора TetR, которая потенциально может 
быть ответственна за снижение чувствительности 
возбудителя мелиоидоза к адбах. 

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

финансирование. авторы заявляют об отсут-
ствии дополнительного финансирования при прове-
дении данного исследования.
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цель – изучение зависимости роста от аминокислот у штаммов Yersinia pestis разных филогенетических вет-
вей античного биовара и определение генетических основ ауксотрофности этих штаммов. материалы и мето-
ды. в работе использовали 38 штаммов Y. pestis основного подвида античного биовара, выделенных в различных 
очагах мира в период 1928–2020 гг. питательные потребности штаммов определяли высевом на минимальный 
агар Difco с различным набором аминокислот. для проведения филогенетического анализа штаммов использо-
вали программы Wombac 2.0 и SeaView 5.0.5. сравнительный анализ нуклеотидных последовательностей генов 
выполняли с помощью алгоритма BLAST и программы Mega 7.0. результаты и обсуждение. определена фило-
генетическая принадлежность использованных штаммов Y. pestis античного биовара к филогенетическим ветвям 
0.ANT3, 0.ANT5, 1.ANT, 2.ANT3, 3.ANT2, 4.ANT. установлено, что у всех исследованных штаммов античного 
биовара имеется общая зависимость роста от трех аминокислот – фенилаланина, треонина и метионина. у боль-
шинства штаммов античного биовара всех филогенетических ветвей рост также зависел от присутствия в среде 
цистеина, за исключением части штаммов филогенетической ветви 4.ANT. в 14 генах метаболизма серы и цистеи-
на обнаружено 19 мутаций. для каждой филогенетической группы античного биовара характерен свой профиль 
мутаций в генах, участвующих в биосинтезе цистеина. установлена потребность в лейцине штаммов филогене-
тической ветви 0.ANT5, причиной которой может являться сдвиг рамки считывания в гене leuA. Штаммы ветви 
1.ANT, выделенные на территории демократической республики конго, проявляли дополнительную зависимость 
роста от пролина. установленные питательные потребности штаммов и генетические причины ауксотрофности 
дополняют фенотипические и генетические характеристики филогенетических ветвей античного биовара и могут 
быть использованы в качестве генетических маркеров для дифференциации этих штаммов. 

Ключевые слова: возбудитель чумы, античный биовар, питательные потребности штаммов.
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Abstract. The aim of the work was to study the growth dependence on amino acids in Yersinia pestis strains of dif-
ferent phylogenetic branches of the antiqua biovar and to determine the genetic basis of auxotrophy of these strains. 
Materials and methods. We used 38 strains of Y. pestis, the main subspecies of the antiqua biovar, isolated in various 
foci of the world in the period of 1928–2020. The nutritional requirements of the strains were determined by incubation 
on Difco minimal agar with  different sets of amino acids. Phylogenetic analysis of the strains was carried out using the 
Wombac 2.0 and SeaView 5.0.5 programs. Comparative analysis of the nucleotide sequences of the genes was performed 
using the BLAST algorithm and the Mega 7.0 program. Results and discussion. The phylogenetic appurtenance of the 
investigated Y. pestis strains of antiqua biovar to the phylogenetic branches 0.ANT3, 0.ANT5, 1.ANT, 2.ANT3, 3.ANT2, 
4.ANT has been determined. It is established that all studied strains have a common dependence of growth on three 
amino acids – phenylalanine, threonine, and methionine. In the majority of the strains of antiqua biovar of all phyloge-
netic branches, growth is also dependent on the presence of cysteine in the medium, except for a part of the strains of 
the phylogenetic branch 4.ANT. In 14 genes of sulfur and cysteine metabolism, 19 mutations have been identified. Each 
phylogenetic group of the antique biovar has a distinct profile of mutations in genes involved in cysteine biosynthesis. 
The leucine requirement of the strains belonging to phylogenetic branch 0.ANT5 has been established, possibly caused 
by a frame shift in the leuA gene. Strains of the 1.ANT branch isolated in the Democratic Republic of the Congo demon-
strate an additional proline-dependent growth. The defined nutritional requirements in the strains and the genetic causes 
of auxotrophy complement the phenotypic and genetic characteristics of the phylogenetic branches of the antiqua biovar 
and can be used as genetic markers for the differentiation of these strains.

Key words: plague agent, antiqua biovar, and nutritional requirements of strains.
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античный биовар основного подвида возбуди-
теля чумы Yersinia pestis состоит из штаммов с высо-
кой вирулентностью и эпидемической значимостью 
и делится на ряд филогенетических ветвей, обозна-
чаемых 1.ANT – 4.ANT, происходящих от наиболее 
ранней ветви античного биовара 0.ANT. в свою оче-
редь от двух ветвей античного биовара произошли 
три других биовара основного подвида: от 1.ANT – 
биовары 1.INT (интермедиум) и 1.ORI (восточный), 
от 2.ANT – 2.MED (средневековый). по данным па-
леогеномных исследований установлено, что этиоло-
гические агенты первых двух пандемий относились 
к штаммам античного биовара [1–4]. в настоящее 
время штаммы античного биовара распространены 
в очагах центральной и восточной азии, африки 
(россия, кыргызстан, казахстан, монголия, китай, 
демократическая республика конго [дрк], уганда, 
замбия). они вызывают на этих территориях эпи-
зоотии, вспышки и единичные случаи заболеваний 
людей чумой [5].

длительное существование штаммов Y. pestis 
античного биовара в различных ландшафтно-
географических зонах, многообразие их носителей и 
переносчиков привело к разнообразию питательных 
потребностей штаммов. ранее установлено, что все 
штаммы основного подвида являются ауксотрофами 
по фенилаланину, метионину и треонину, в то время 
как для ряда штаммов требуются дополнительные 
факторы роста [6]. ранее анализ питательных по-
требностей штаммов античного биовара проводился 
по их географической и очаговой принадлежности 
либо для ограниченного количества филогенетиче-
ских групп, в то время как для понимания направле-
ний микроэволюции античного биовара и его более 
полной характеристики важно получение данных по 
различным филогенетическим ветвям. опубликован 
ряд работ, связывающих утрату способности к неко-
торым метаболическим реакциям с вирулентностью 
основного подвида Y. pestis [7]. кроме того, выяв-
ленные мутации в генах метаболизма аминокислот 
могут быть использованы в качестве генетических 
маркеров для дифференциации штаммов возбуди-
теля чумы разного происхождения. целью настоя-
щей работы является изучение зависимости роста от 
аминокислот штаммов Y. pestis разных филогенети-
ческих ветвей античного биовара и определение ге-
нетических основ ауксотрофности этих штаммов.

материалы и методы

Штаммы Y. pestis и условия культивирова-
ния. в работе использовали 38 штаммов Y. pestis, 

выделенных в различных географических регионах 
мира в период 1928–2020 гг. Штаммы выращивали 
на агаровой среде LB (pH 7,2) при температуре 28 °C 
в течение 48 ч. биохимические свойства штаммов 
изучали с помощью набора API 20 е (Bio-Mérieux, 
Франция). питательные потребности штаммов 
определяли по методу Brubaker с модификациями в 
нескольких биологических повторах [6, 8]. для это-
го штаммы культивировали на минимальном 1,5 % 
агаре типа Difco (pH 7,2) с различной комбинацией 
аминокислот (фенилаланин, тирозин, триптофан, 
метионин, цистеин, треонин, серин, глицин, лейцин, 
валин, изолейцин, аланин, пролин, аргинин, глюта-
миновая кислота, аспарагиновая кислота, лизин, ги-
стидин, аденин) при 28 °C в течение 48 ч. в качестве 
контрольного использовали прототрофный штамм 
Y. pseudotuberculosis 68. выделение днк осущест-
вляли набором реагентов PureLink Genomic DNA 
Mini Kit (Invitrogen, сШа).

Высокопроизводительное секвенирование,  
филогенетическое исследование, сравнительный 
анализ генов метаболизма Y. pestis. определение 
полногеномных нуклеотидных последовательно-
стей штаммов Y. pestis проводили в системе Ion 
GeneStudio S5 System (Thermo Fischer Scientific, 
сШа). обработку полученных данных выполняли 
программами Ion Torrent Suite software package 5.12 и 
Newbler gsAssembler 2.6. поиск коровых единичных 
нуклеотидных полиморфизмов SNPs (от англ. single 
nucleotide polymorphism) в геномах Y. pestis проводили 
в программе Wombac 2.0. дендрограмму строили на 
основе 1756 выявленных коровых SNPs после удале-
ния участков гомоплазии в программе SeaView 5.0.5 
по алгоритму Maximum Likelihood (модель HKY85) 
с использованием 1000 бутстреп-реплик. для анали-
за метаболических путей различных питательных 
субстратов использовали базу данных KEGG [9]. 
в качестве референсных взяты геномы Y. pestis 
CO92 (номер доступа GenBank: GCA_000009065.1) 
и Y. pseudotuberculosis IP 32953 (серотип I) (номер 
доступа GenBank: GCA_000047365.1). гены биосин-
теза аминокислот анализировали при использовании 
алгоритма BLAST и программы Mega 7.0. 

результаты и обсуждение

Свойства и филогенетический анализ штам-
мов Y. pestis античного биовара. при изучении био-
химических свойств все штаммы проявляли харак-
терные для античного биовара особенности, а имен-
но ферментировали глицерин, арабинозу, но не были 
способны утилизировать рамнозу. у всех исследован-
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ных штаммов выявлена активность β-галактозидазы 
(ортонитрофенил-βD-галактопиранозидаза), у штам-
ма Y. pestis 236 (22) – способность к окислению амиг-
далина. все штаммы обладали денитрифицирующей 
способностью, за исключением штамма Y. pestis 
235 (21), что совпадало с ранее опубликованными 
данными [10]. при сравнении генов периплазма-
тической нитратредуктазы napABCDF у штаммов 
античного биовара отличий в нуклеотидных после-
довательностях этого штамма не выявлено. 

проведенный анализ данных высокопроизво-
дительного секвенирования днк всех 38 взятых в 
исследование штаммов Y. pestis античного биовара 
позволил установить их филогенетическую принад-

лежность к ветвям 0.ANT3, 0.ANT5, 1.ANT, 2.ANT3, 
3.ANT2, 4.ANT на основании кластеризации со 
штаммами с известной филогенетической принад-
лежностью, опубликованными в NCBI GenBank 
(рис. 1). согласно дендрограмме штаммы линии 0 
отходят от древнего ствола эволюции, в то время как 
ветви 1, 2, 3 и 4 отделяются от ветви 0.ANT в точке 
политомии центрального узла, что согласуется с ра-
нее опубликованными данными [11, 12]. 

Питательные потребности штаммов Y. pes-
tis античного биовара. при изучении питательных 
потребностей установлено, что все штаммы Y. pestis 
античного биовара по своим питательным потреб-
ностям разделяются на четыре группы. для первой 

рис. 1. Филогенетический анализ и питательные потребности штаммов Y. pestis античного биовара. анализ выполнен с использова-
нием программ Wombac 2.0, SeaView 5.0.5 (алгоритм Maximum Likelihood, модель HKY85, 1000 бутстреп-реплик). геномы штаммов 
с неуказанными питательными потребностями взяты из базы данных NCBI GenBank. для укоренения использовали штамм наиболее 
древнего тибетского подвида Y. pestis 620024 (выделен в китае в 1962 г.) филогенетической ветви 0.PE7 (не указан на рисунке)

Fig. 1. Phylogenetic analysis and nutritional requirements of Y. pestis strains of the antiqua biovar. The analysis was performed using Wombac 
2.0, SeaView 5.0.5 software (Maximum Likelihood algorithm, model HKY85, 1000 bootstrap replicas). Genomes of the strains with unspeci-
fied nutritional requirements were obtained from the NCBI GenBank database. For rooting, we used the strain of the most ancient Tibetan 
subspecies Y. pestis 620024 (isolated in China in 1962) of the phylogenetic branch 0.PE7 (not shown in the figure)
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группы штаммов характерной особенностью являет-
ся ауксотрофность по пяти аминокислотам: фенила-
ланину, метионину, треонину, цистеину и лейцину. 
к этой группе относятся штаммы древней эволю-
ционной ветви 0.ANT5, филогенетически близкие к 
штаммам Юстиниановой чумы, циркулирующие в 
эпизоотически активных в настоящий момент очагах 
чумы кыргызстана [13].

ко второй группе можно отнести выделенные 
на территории дрк и кении штаммы филогенети-
ческой ветви 1.ANT, которые нуждаются в фенила-
ланине, метионине, треонине, цистеине и пролине. 
следует отметить, что эти штаммы растут лучше 
при добавлении в среду лейцина. 

следующей группе штаммов для роста требова-
лось присутствие в питательной среде фенилалани-
на, метионина, треонина, цистеина. выявлено, что 
ауксотрофность по этим четырем аминокислотам 
встречается у штаммов Y. pestis большинства фило-
генетических ветвей античного биовара, а именно: 
0.ANT3 из очагов чумы кыргызстана; 2.ANT3 из 
китая и монголии; уникальной для монголии фило-
генетической ветви 3.ANT2; а также у пяти штам-
мов филогенетической ветви 4.ANT из республик 
тыва (2060, км932, м-1944) и алтай (1097, 50) 
российской Федерации. кроме того, штамм Kenya 
To-To, выделенный в кении, вместе со штаммом 
Nairobi образующий отдельный от других штаммов 
филогенетической ветви 1.ANT кластер, для полно-
ценного роста также нуждался в четырех амино-
кислотах.

в четвертую группу вошли штаммы филоге-
нетической ветви 4.ANT из горно-алтайского и 
сайлюгемского высокогорных и тувинского горного 
очагов чумы (россия, монголия), нуждающиеся для 
своего роста в трех аминокислотах: фенилалани-
не, метионине, треонине. примечательно, что у по-
пуляции 4.ANT из монголии зависимости роста от 
цис теина, характерной для части штаммов из горно-
алтайского и тувинского очагов, не наблюдается.

Генетические причины ауксотрофности 
штаммов Y. pestis античного биовара. известно, 
что для всех штаммов возбудителя чумы основного 
подвида универсальной является зависимость роста 
от присутствия в среде трех аминокислот: фенила-
ланина, метионина и треонина [6]. в связи с этим 
в целях поиска общих генетических причин ауксо-
трофности по трем аминокислотам нами проведено 
сравнение последовательности генов референсного 
штамма Y. pestis CO92 с таковыми у эволюционно-
го предка возбудителя чумы Y. pseudotuberculosis, 
референсный штамм IP 32953, в то время как для 
установления причин зависимости роста от допол-
нительных аминокислот проводили сравнение по-
следовательностей генов между штаммами Y. pestis 
античного биовара. 

ранее установлено, что ауксотрофность возбу-
дителя чумы по фенилаланину может быть связа-
на с внедрением IS-элемента в ген pheA, кодирую-

щий бифункциональный фермент хоризматмутазу-
префенатдегидратазу [14]. нами при анализе ге-
номов штаммов возбудителя чумы античного био-
вара установлено, что в филогенетических ветвях 
0.ANT1 и 2.ANT1 эта мутация отсутствует (табли-
ца). информация о питательных потребностях этих 
групп штаммов могла бы прояснить роль этого ге-
нетического изменения для ауксотрофности Y. pestis, 
однако таких штаммов в нашем распоряжении не 
было и эти данные в литературных источниках от-
сутствуют. 

при анализе генов tyrA, tyrB, YPO1353, 
YPO3343, продукты которых также участвуют в 
биосинтезе фенилаланина, нами выявлен ряд неси-
нонимичных SNPs (от англ. non-synonymous SNP, 
nsSNP) у всех штаммов возбудителя чумы в гене 
tyrB аминотрансферазы ароматических аминокис-
лот (1080–1081-я позиции гена, AspArg→GluSer) и в 
гене циклогексадиенилдегидратазы YPO3343 (G→A, 
544-я позиция гена, Asp→Asn). влияние описанных 
мутаций, приводящих к смене аминокислотных 
остатков, на ауксотрофность штаммов античного 
биовара по фенилаланину предстоит выяснить в 
дальнейшем.

основной причиной ауксотрофности штаммов 
Y. pestis основного подвида по метионину является 
мутация в гене цистатионин-γ-синтазы metB (в по-
зиции 988 отсутствие гуанина), в результате которой 
происходит сдвиг рамки считывания [14, 15]. по 
проведенным нами исследованиям эта мутация при-
сутствует у всех ветвей античного биовара, что под-
тверждает ее влияние на зависимость роста штам-
мов основного подвида (и античного биовара в част-
ности) от метионина. нами также проведено срав-
нение других генов биосинтеза метионина: metA, 
metC, metH. в гене metH кроме nsSNP (C→T, 620-я 
позиция гена, Ala→Val) присутствует гетерогенная 
область, содержащая повтор длиной в 74 п.н., ха-
рактерный для штаммов Y. pestis филогенетической 
ветви 4.ANT из горно-алтайского высокогорного и 
сайлюгемского природных очагов.

в синтезе метионина у Y. pseudotuberculosis 
участвуют ферменты оперона mtnKADCB, исполь-
зующие S-метил-5-тиоаденозин в качестве субстра-
та в пути утилизации метионина. ранее установлено, 
что у штамма Y. pestis CO92 отсутствует этот путь, 
сохранившийся только у штаммов Pestoides F и 
Angola [16]. при сравнении последовательностей ге-
нов у штаммов, депонированных в базе данных NCBI 
GenBank, нами установлено, что эта область сохра-
нилась только у штаммов кавказского, улегейского и 
ангольского подвидов. вероятно, утрата этого регио-
на произошла в результате деятельности фагов или 
мобильных генетических элементов. бесконечное 
накопление S-метил-5-тиоаденозина без утилизации 
является термодинамически невозможным, в связи 
с чем предполагается присутствие в геноме Y. pestis 
других генов, продукты которых участвуют в утили-
зации этого субстрата [16]. 
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мутации в генах биосинтеза аминокислот у штаммов Y. pestis античного биовара разных филогенетических ветвей
Mutations in the genes involved in the biosynthesis of amino acids in Y. pestis strains of antiqua biovar of different phylogenetic branches

ген 
Gene

кодируемый продукт
Encoded product

мутация  
(позиция от начала гена)*

Mutation (position from  
the beginning of the gene)*

Филогенетическая ветвь, штаммы
Phylogenetic branch, strains

Phenylalanine

pheA YPO3281 chorismate mutase and prephenate dehydratase IS100 All Y. pestis strains (except for 0.ANT1, 
2.ANT1)

Treonine

ltaA YPO1357 threonine aldolase
C→A (680)
Gly→Asp

2.ANT2 (China) 

Methionine
metH YPO3722 5-methyltetrahydrofolate-homocysteine methyltransferase Insertion of 74 bp (2937–3010) 4.ANT (Mongolia, Russia [Altai])

metC YPO0278 cysteine-S-conjugate β-lyase 
C→T (467)
Pro→Leu

1.ANT (Kenya)

metC YPO3006 cysteine-S-conjugate β-lyase 
G→C (1139)

Ser→Thr
2.ANT

mtn YPO3384 adenosylhomocysteine nucleosidase 
G→A (475)
Ala→Thr

1.ANT (DRC)

Cysteine and sulfur metabolism

cysM YPO3011 S-sulfo-L-cysteine synthase (O-acetyl-L-serine-dependent) Deletion of 52 bp (734–785) 4.ANT (Mongolia, Russia [Altai and 
Y. pestis м-1944, 209 from Tuva])

ssiA YPO0182 taurine transport system substrate-binding protein
Deletion of 3 bp (547–549) 0.ANT3, 1.ANT
Deletion of 91 bp (616–705) 1.ANT (Kenya)

Deletion of 18 bp (1042–1059) 1.ANT (DRC)

ssuA YPO3624 sulfonate transport system substrate-binding protein

Insertion of 30 bp
0.ANT1 – 2.ANT2 3.ANT1, 3ANT2, 

4.ANT (Y. pestis 2060,  
км932 from Tuva)

Insertion of 15 bp
2.ANT3, 4.ANT (Mongolia, Russia  

[Altai and Y. pestis м-1944,  
209 from Tuva])

cysJ YPO3372 sulfite reductase (NADPH) flavoprotein α-component 

Deletion of 36 bp (655–690) Branch 1 (1.ANT, 1.ORI, 1.INT)
Deletion of 18 bp (673–690) 0.ANT1 – 0.ANT5 2.ANT1 – 4.ANT

G→T (369)
Glu→Asp

3.ANT2

YPO4110 ABC transporter permease polar amino acid transport system 
permease protein ABC 

A→T (638)
Gln→Leu

2.ANT3 (Inner Mongolia)

YPO1319 putative ABC transport integral membrane subunit  
D-methionine transport system permease protein 

T→C (35)
Val→Ala

4.ANT (Y. pestis 2060,  
км932 from Tuva)

YPO4111 putative periplasmic solute-binding protein polar amino acid 
transport system substrate-binding protein Deletion of 93 bp (1–93) 1.ANT

ssuD YPO3625 alkanesulfonate monooxygenase Deletion of 5 bp (901–905) 0.ANT2

dmsA YPO2965 anaerobic dimethyl sulfoxide reductase subunit A 
G→T (1172)

Arg→Leu
2.ANT

sbp1 YPO0079 sulfate/thiosulfate transport system substrate-binding protein 
G→A (88)
Asp→Asn

3.ANT2 (Y. pestis 137 [19] Berlin,  
236 [22]) 

Leucine
leuA YPO0533 2-isopropylmalate synthase Deletion of 11 bp (1409–1419) 0.ANT5

leuB YPO0532 3-isopropylmalate dehydrogenase 
G→A (98)
Arg→His

4.ANT (Mongolia, Russia [Altai and 
Y. pestis м-1944, 209 from Tuva])

leuD YPO0530
3-isopropylmalate dehydratase small subunit  

3-isopropylmalate/(R)-2-methylmalate dehydratase  
small subunit

G→A (157)
Gly→Ser

1.ANT

Proline

poaA YPO1851
RHH-type transcriptional regulator, proline utilization regulon 
repressor/proline dehydrogenase/δ-1-pyrroline-5-carboxylate 

dehydrogenase 

G→A (8)
Ser→Asn 

1.ANT

proB YPO3222 glutamate 5-kinase 
C→T (149)
Ser→Phe 

1.ANT (DRC)

IS100 1.ANT (Y. pestis Nairobi)
pip YPO1781 proline iminopeptidase IS100 1.ANT (Y. pestis Antiqua)

примечание :  * сравнение проводилось с последовательностью Y. pseudotuberculosis IP 32953 (серотип I) (номер доступа GenBank: 
GCA_000047365.1). 

No te :  * The comparison was performed against the sequence of Y. pseudotuberculosis IP 32953 (serotype I) (GenBank access 
No. GCA_000047365.1).
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в генах биосинтеза треонина ltaA, metL, asd, 
thrABC нами не найдено мутаций, однозначно при-
водящих к нарушению признака, однако зависи-
мость роста от присутствия в среде треонина уни-
версальна для всех штаммов основного подвида. 
предполагается, что это явление связано с недоста-
точным поступлением азота, в результате чего этот 
элемент поглощается клеткой через менее эффектив-
ные многоэтапные пути преобразования других ами-
нокислот, что приводит к снижению скорости ро-
ста [16]. при сравнении геномов Y. pestis и Y. pseudo-
tuberculosis в гене apk лизин-чувствительной аспар-
токиназы III нами выявлен один nsSNP (A→T, 234-я 
позиция гена, Glu→Asp).

при сравнении гена cysH фосфоаденилил-
сульфат-редуктазы, участвующей в пути синтеза 
цистеина, у штамма Y. pestis CO92 выявлена деле-
ция восьми пар нуклеотидов (463–470-я позиции 
гена) [14], присутствующая у всех штаммов Y. pes-
tis. однако штаммы Y. pestis части филогенетиче-
ских ветвей не зависят от цистеина, в том числе и 
ряд штаммов филогенетической ветви 4.ANT, что 
ставит под сомнение влияние этой мутации на аук-
сотрофность Y. pestis. известно, что синтез цистеина 
также связан с обменом серы и метионина, в связи 
с чем для установления причин зависимости роста 
от присутствия в среде цистеина нами проведен ана-
лиз 59 генов синтеза цистеина и метаболизма серы  
(таблица, рис. 2).

в результате сравнения генов штаммов Y. pestis 
разных филогенетических ветвей античного биова-
ра в 14 генах, участвующих в биосинтезе цистеина, 
нами выявлено 19 мутаций различного типа (табли-
ца). для каждой филогенетической ветви характе-
рен уникальный набор мутаций: 0.ANT2 (инсер-
ция 30 п.н. ssuA, nsSNP ssuD, делеция 18 п.н. cysJ), 
0.ANT3 (инсерция 30 п.н. ssuA, делеция 3 п.н. ssiA, 
делеция 18 п.н. cysJ), 0.ANT5 (инсерция 30 п.н. ssuA, 
делеция 18 п.н. cysJ), 1.ANT штаммы из кении (ин-
серция 30 п.н. ssuA, делеции 3 п.н. и 91 п.н. ssiA, де-
леция 36 п.н. cysJ, nsSNP YPO4111, nsSNP YPO0278), 
1.ANT штаммы из дрк (инсерция 30 п.н. ssuA, деле-
ции 3 п.н. и 18 п.н. ssiA, делеция 36 п.н. cysJ, nsSNP 
mtn, nsSNP YPO4111), 2.ANT1 и 2.ANT2 (инсерция 
30 п.н. ssuA, nsSNP YPO3006, nsSNP dmsA, деле-
ция 18 п.н. cysJ), 2.ANT3 (инсерция 15 п.н. ssuA, 
nsSNP YPO3006, nsSNP dmsA, nsSNP YPO4110, де-
леция 18 п.н. cysJ), 3.ANT2 (инсерция 30 п.н. ssuA, 
nsSNP spb1, делеция 18 п.н. cysJ), 4.ANT (инсерция 
30 п.н./15 п.н. ssuA, делеция cysM, nsSNP YPO1319, 
инсерция metH, делеция 18 п.н. cysJ). таким образом, 
для всех штаммов Y. pestis античного биовара, поми-
мо нарушения гена cysH (делеция 8 п.н.), общими 
генами с нарушенной структурой являются ssuA (ин-
серция 30 п.н./15 п.н.) и cysJ (делеция 36 п.н./18 п.н.). 
возможно, нарушение этих генов привело к отсут-
ствию селективного давления на сохранение целост-
ности других генов метаболических путей цистеина, 

рис. 2. метаболический путь биосинтеза цистеина и обмена серы у штаммов Y. pestis античного биовара. полужирным шрифтом 
выделены гены, содержащие мутации

Fig. 2. Metabolic pathway of cysteine biosynthesis and sulfur metabolism in Y. pestis strains of antiqua biovar. Genes containing mutations are 
highlighted in bold
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метионина и обмена серы. нарушения генов ssuA 
и cysJ у штаммов Y. pestis KIM10+ и Y. pestis CO92 
выявлены ранее в результате сравнения с последо-
вательностями Y. pseudotuberculosis IP 32953 [17]. 
анализ последовательностей штаммов в нашем ис-
следовании показал, что у различных филогенетиче-
ских групп античного биовара присутствуют разные 
варианты мутаций в этих генах. в геноме Y. pseudo-
tuberculosis IP 32953 в гене α-компонента сульфитре-
дуктазы cysJ присутствует область с тремя повтора-
ми последовательности длиной 18 п.н. у всех штам-
мов Y. pestis античного биовара делетирован один 
из этих повторов (делеция 18 п.н.), в то время как у 
штаммов филогенетической ветви 1.ANT делетиро-
ваны два повтора (делеция 36 п.н.). обратная ситуа-
ция наблюдается в гене ssuA субстрат-связывающего 
белка сульфонатной транспортной системы, в кото-
ром у штаммов Y. pestis произошло увеличение коли-
чества повторов последовательности длиной 15 п.н., 
характерной для Y. pseudotuberculosis IP 32953. при 
том что у всех штаммов античного биовара нами вы-
явлено три повтора (инсерция 30 п.н.), у штаммов 
филогенетической ветви 2.ANT3 из китая, россии и 
монголии и 4.ANT из монголии и россии (все штам-
мы из республики алтай и два штамма из республики 
тыва [Y. pestis м-1944 и 209]) присутствуют только 
два повтора (инсерция 15 п.н.).

значительный интерес представляло изучение 
филогенетической группы 4.ANT, внутри которой 
наблюдается вариабельность зависимости роста от 
этой аминокислоты. на основании результатов ана-
лиза питательных потребностей, состояния генов и 
филогенетических связей внутри этой группы мож-
но выделить четыре популяции: два штамма Y. pestis 
из тывы 1971 и 1987 гг. выделения (ауксотрофы 
по цистеину); два штамма Y. pestis из тывы 2012 и 

2015 гг. выделения (вариабельны по зависимости от 
цистеина); семь штаммов Y. pestis из алтая (вариа-
бельны по зависимости от цистеина); четыре штам-
ма Y. pestis из монголии (не зависят от цистеина).

в основании кластера филогенетической ветви 
4.ANT лежат ауксотрофные по цистеину штаммы 
Y. pestis 2060 и км932 из тувинского очага чумы 
(1971 и 1987 гг. выделения соответственно) (рис. 1). 
эти штаммы имеют уникальную мутацию (T→C,  
35-я позиция гена, Val→Ala) в гене YPO1319, коди-
рую щем предполагаемую пермеазу ABC-транс пор-
тера D-метионина. у этих штаммов, как и у штаммов 
других филогенетических ветвей античного биовара, 
в гене ssuA содержится инсерция 30 п.н. 

инсерция 15 п.н. в гене ssuA присутствует как у 
двух штаммов Y. pestis м-1944 и 209 из тывы 2012 
и 2015 гг. выделения, так и у популяций штаммов 
из алтая и монголии. у всех этих штаммов также 
выявлена делеция в 52 п.н. в гене cysM (YPO3011) 
S-сульфо-L-цистеинсинтазы. большинство штам-
мов этой группы не являются ауксотрофами по цис-
теину, и, значит, выявленные мутации не влияют на 
проявление этого признака. исключение составляют 
штаммы Y. pestis м-1944 из тувинского, 1097 и 50 из 
горно-алтайского очагов, однако специфичных за-
мен у этих штаммов, связанных с ауксотрофностью 
по цистеину, не обнаружено.

для установления генетических причин потреб-
ности в лейцине у штаммов Y. pestis античного био-
вара нами проанализированы последовательности 
генов leuABCD и ilvE, участвующих в биосинтезе 
этой аминокислоты (рис. 3). при анализе геномов 
штаммов Y. pestis филогенетической ветви 0.ANT5 
выявлена делеция в размере 11 п.н. в гене leuA 
(1409–1419-я позиции гена), кодирующем синтез 
2-изопропилмалатсинтазы. эта мутация приводит  

рис. 3. специфические мутации, характерные для штаммов Y. pestis филогенетических ветвей 0.ANT5 и 1.ANT античного биовара в 
генах оперона leuABCD (визуализированы в программе Mega 7.0). в скобках показаны координаты мутации от начала гена

Fig. 3. Specific mutations characteristic of Y. pestis strains of phylogenetic branches 0.ANT5 and 1.ANT of antiqua biovar in the genes 
of the leuABCD operon (visualized in the Mega 7.0 program). The position of the mutation from the beginning of the gene are shown in  
parentheses
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к сдвигу рамки считывания и потере функциональ-
ности продукта и, вероятно, является причиной за-
висимости роста штаммов ветви 0.ANT5 от этой 
аминокислоты. у штаммов ветви 1.ANT в гене leuD 
малой субъединицы 3-изопропилмалатдегидратазы 
выявлен nsSNP (G→A, 157-я позиция гена, Gly→Ser). 
возможно, менее интенсивный рост этой группы 
штаммов на среде в отсутствии лейцина связан с из-
менением конформации фермента из-за смены ами-
нокислотного остатка. 

для поиска генетической детерминированности 
зависимости роста от пролина в штаммах Y. pestis 
филогенетической ветви 1.ANT мы провели анализ 
генов proABC, poaA, pip, продукты которых участву-
ют в синтезе этой аминокислоты. в гене poaA у всей 
группы штаммов выявлен nsSNP (G→A, 8-я позиция 
гена, Ser→Asn). также в гене глутамин-5-киназы 
proB у штаммов, выделенных на территории дрк, 
выявлен nsSNP (C→T, 149-я позиция гена, Ser→Phe). 
однако обе выявленные мутации не могут однознач-
но объяснить ауксотрофность по этой аминокисло-
те. следует сказать, что в геномах штаммов Y. pestis 
Nairobi и Antiqua выявлены мобильные элементы 
(IS100) в генах proB и pip соответственно, однако 
при анализе всех геномов Y. pestis античного биова-
ра, использованных в настоящем исследовании, IS-
элементы в этих генах не обнаружены.

таким образом, впервые охарактеризованы 
питательные потребности штаммов филогенетиче-
ских ветвей 1.ANT и 3.ANT2, а для ветвей 0.ANT3, 
0.ANT5, 2.ANT3, 4.ANT данные по ауксотрофности 
уточнены в соответствии с расширением филогеогра-
фии штаммов, взятых в исследование. в настоящей 
работе изучение питательных потребностей прово-
дили с учетом филогенетической принадлежности 
штаммов античного биовара. применение этого под-
хода впервые привело к выявлению ауксотрофии по 
лейцину у штаммов Y. pestis филогенетической вет-
ви 0.ANT5, а также к установлению генетической 
причины зависимости роста от этой аминокислоты. 
ранее зависимость роста штаммов Y. pestis с терри-
тории кыргызстана от присутствия в среде цистеина 
и лейцина связывали с географической принадлеж-
ностью к определенному очагу [6], тогда как в на-
стоящем исследовании доказана четкая связь этого 
признака с филогенетической принадлежностью к 
ветви 0.ANT5. установлена уникальная для штам-
мов Y. pestis филогенетической ветви 1.ANT зави-
симость роста от пролина, ранее описанная только 
для штаммов Y. pestis средневекового биовара ветви 
2.MED0 из центрально-кавказского высокогорного 
очага [6, 18]. однако при сравнении генов синтеза 
пролина этих групп штаммов генетической причи-
ны ауксторофности по пролину выявить не удалось. 
также следует отметить, что ранее при анализе роста 
штаммов Y. pestis, выделенных на территории кении 
и дрк, отмечали дополнительные питательные по-
требности отдельных штаммов, для части штаммов 
питательные потребности не установлены [19]. в на-

шем исследовании потребности штамма Y. pestis 102 
Kenya также установить не удалось, однако сравнить 
данные и.л. мартиневского [19] с результатами на-
шего исследования не представляется возможным 
ввиду отсутствия полногеномных последователь-
ностей и, как следствие, данных о филогенетиче-
ской принадлежности исследованных им штаммов. 
для штаммов филогенетической ветви 2.ANT3 из 
забайкальского степного очага чумы были описаны 
дополнительные питательные потребности в цистеи-
не и для части штаммов в лейцине [6]. в нашем ис-
следовании изучены штаммы 2.ANT3, выделенные 
в китае и монголии, что дополняет наши знания 
об этой филогенетической группе. установленный 
факт вариабельности зависимости роста штаммов 
Y. pestis филогенетической ветви 4.ANT от присут-
ствия в среде цистеина обращает на себя внимание в 
связи с его важностью для метаболизма патогенных 
бактерий. так, выявлены связи между отсутствием 
синтеза цистеина и снижением устойчивости к окис-
лительному стрессу Salmonella typhimurium [20] и 
Mycobacterium tuberculosis [21]. первые сообщения 
о вариабельности зависимости от цистеина внутри 
популяции штаммов из тувинского горного очага 
чумы опубликованы с.в. балахоновым и соавт. [22], 
тогда как результаты нашего исследования доказы-
вают, что это явление характерно также для попу-
ляции штаммов филогенетической ветви 4.ANT из 
горно-алтайского высокогорного очага. выявленная 
вариабельность зависимости роста штаммов от при-
сутствия в среде цистеина может быть следствием 
приспособления бактерий к локальным биоценозам. 
закрепленные генетически изменения могут отра-
жать микроэволюцию внутри отдельных филогео-
графических групп античного биовара в ходе при-
способления к новым условиям окружающей среды. 
результаты проведенного анализа питательных по-
требностей штаммов Y. pestis различных филогене-
тических ветвей античного биовара и их генетиче-
ской детерминированности расширяют наши пред-
ставления о фенотипических и генетических особен-
ностях штаммов античного биовара Y. pestis, могут 
способствовать выяснению молекулярных механиз-
мов микроэволюции этой обширной филогенетиче-
ской группы высоковирулентных штаммов, а также 
могут быть использованы для дифференциации и 
типирования штаммов Y. pestis античного биовара из 
разных природных очагов мира.
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Социально-демографические и эколого-эпидемиологические параметры заболеваемости 
клещевыми инфекциями в Прибайкалье

1ФКУЗ «Иркутский научно-исследовательский противочумный институт Сибири и Дальнего Востока», Иркутск,  
Российская Федерация; 2ФБУЗ «Центр гигиены и эпидемиологии в Иркутской области», Иркутск, Российская Федерация

цель работы – сравнение основных социально-демографических и эколого-эпидемиологических параметров 
заболеваемости при клещевом вирусном энцефалите, иксодовых клещевых боррелиозах и клещевом риккетсиозе. 
материалы и методы. в работе использованы базы данных на основе карт эпидемиологического расследования 
по клещевому вирусному энцефалиту и иксодовым клещевым боррелиозам с 1995 по 2022 г. и по клещевому 
риккетсиозу с 2001 по 2022 г. (всего 2974 случая по г. иркутску и иркутскому району). результаты и обсужде-
ние. проанализированы следующие параметры: сроки наступления эпидемического сезона, география распро-
страненности, локализация присасывания клеща на теле человека, продолжительность инкубационного периода, 
половозрастная структура больных, их социальный состав и обстоятельства заражения. показано, что исследо-
ванные параметры имеют особенности для каждого заболевания, часть которых являются общими для всего ев-
разийского ареала этих инфекций. к ним относятся: более раннее наступление эпидемического сезона клещевого 
риккетсиоза; более короткая продолжительность инкубационного периода при клещевом риккетсиозе по сравне-
нию с клещевым вирусным энцефалитом и иксодовыми клещевыми боррелиозами; повышенная частота приса-
сывания переносчиков клещевого риккетсиоза в области головы и шеи пострадавших, а переносчиков иксодовых 
клещевых боррелиозов – в области туловища; большой процент лиц пожилого возраста среди больных иксодо-
выми клещевыми боррелиозами и детей до 14 лет среди больных клещевым риккетсиозом; преобладание лиц 
мужского пола в числе инфицированных всеми рассмотренными патогенами. к региональной специфике можно 
отнести низкую инцидентность клещевых инфекций среди профессионального контингента (работа, связанная с 
пребыванием в природных очагах), а также повышенный риск заболевания клещевым вирусным энцефалитом и 
клещевым риккетсиозом в социальной группе «безработные», а иксодовыми клещевыми боррелиозами – среди 
пенсионеров.

Ключевые слова: клещевой вирусный энцефалит (квэ), иксодовые клещевые боррелиозы (икб), клещевой 
риккетсиоз (кр), структура заболеваемости, прибайкалье.
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Socio-Demographic and Eco-Epidemiological Parameters of Tick-Borne Infections 
Morbidity in Baikal Region 
1Irkutsk Research Anti-Plague Institute of Siberia and Far East, Irkutsk, Russian Federation; 
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Abstract. The aim of the work was to compare the main socio-demographic and eco-epidemiological parameters of 
tick-borne viral encephalitis, tick-borne borrelioses and tick-borne rickettsiosis. Materials and methods. The authors’ 
databases based on epidemiological investigation records were used for the study. All in all, 2974 cases (Irkutsk and the 
Irkutsk district) were analyzed during the periods of 1995–2022 for tick-borne viral encephalitis and tick-borne borre-
lioses, and 2001–2022 for tick-borne rickettsiosis. Results and discussion. The following parameters were assessed: the 
timing of epidemic season; the geography of prevalence; localization of tick bite on the human body; incubation time; 
gender and age structure of patients; social composition and exposure conditions. It was shown, that the parameters had 
their own features for each disease, and part of them are common to all Eurasian area of these infections. The shared 
characteristics include: the early epidemic season onset for tick-borne rickettsiosis; the shorter incubation time for tick-
borne rickettsiosis as compared to tick-borne viral encephalitis and tick-borne borrelioses; the increased frequency of 
tick-borne rickettsiosis vectors’ bites near the head and neck, and tick-borne borrelioses vectors – on the torso; large per-
centage of older persons among patients with tick-borne borrelioses and children under 14 years of age among patients 
with tick-borne rickettsiosis; prevalence of male population over female one as regards all surveyed pathogens. Low 
incidence of tick-borne diseases among professional contingent (the work associated with staying in natural foci of in-
fection), an increased risk of tick-borne encephalitis and rickettsiosis among social group “unemployed”, and tick-borne 
borrelioses – among retirees, can be attributed to regional specificity. 

Key words: tick-borne encephalitis (TBE), tick-borne borrelioses (TBB), tick-borne rickettsiosis (TBR), structure of 
morbidity, Baikal Region.
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инфекции, передающиеся иксодовыми клеща-
ми, представляют большую проблему для здраво-
охранения. самые распространенные из них в уме-
ренном поясе российской Федерации – клещевой 
вирусный энцефалит (квэ) и иксодовые клещевые 
боррелиозы (икб) – характеризуются высокой вели-
чиной социально-экономического бремени заболева-
ний [1]. клещевой риккетсиоз (кр) наряду с квэ и 
икб входит в тройку наиболее значимых и распро-
страненных инфекций в россии, передаваемых через 
присасывание иксодовых клещей [2]. при этом одной 
из основных тенденций современной эпидемиологи-
ческой ситуации является преобладание в структуре 
заболеваемости городских жителей [3–5]. частоту 
встречи населения с возбудителем определяют как 
экологические, так и социальные факторы, которые 
необходимо учитывать для объективной оценки уров-
ня риска заражения инфекциями, переносимыми кле-
щами. эти факторы имеют региональные особенно-
сти, а также специфику по каждой инфекции. ранее 
нами подробно описаны демографические, социаль-
ные, экологические факторы, определяющие забо-
леваемость квэ и икб у жителей г. иркутска [6, 7].  
цель настоящей работы – сравнение основных 
социально-демографических и эколого-эпиде мио-
логических параметров заболеваемости тремя наибо-
лее распространенными в прибайкалье трансмиссив-
ными клещевыми инфекциями: клещевым вирусным 
энцефалитом, иксодовыми клещевыми боррелиозами 
и клещевым риккетсиозом.

материалы и методы

в работе использованы авторские базы дан-
ных (свидетельства о государственной регистра-
ции от 31.01.2013 № 2013620219 и 2013620220 и от 
19.02.2020 № 2020620324), основанные на картах 
эпидемиологического расследования случаев кэ 
(n=1659), икб (n=1014) с 1995 по 2022 г. и кр (n=301) 
с 2001 по 2022 г., предоставленных Фбуз «центр 
гигиены и эпидемиологии в иркутской области». 
проанализированы все зафиксированные случаи за-
болеваний за исследуемые периоды. статистическую 
обработку результатов проводили стандартными ме-
тодами (критерий стьюдента, корреляционный ана-
лиз, вычисление среднего стандартного отклонения) 
с помощью программы Microsoft Excel. результаты 
считали статистически значимыми при P<0,05.

результаты и обсуждение

динамика инцидентности анализируемых ин-
фекций отражена на рис. 1. максимальное число 

случаев заболевания квэ среди жителей иркутска 
имело место в 1999 г. (n=199), икб – в 1996 и 1998 гг. 
(по 76 случаев), кр – в 2011 г. (n=39) (рис. 1, а). 
минимумы отмечены в 2020 и 2021 гг., что, скорее 
всего, обусловлено пандемией COVID-19 и связан-
ным с ней перераспределением ресурсов оказания 
медицинской помощи. с 2003 г. до конца исследуе-
мого периода достоверных линейных трендов в ди-
намике кэ, икб и кр не прослеживается (рис. 1, в). 
в структуре заболеваемости, начиная с 2001 г. (с ко-
торого имеются сведения по всем трем инфекци-
ям), доля квэ составляет 47,1 %, икб – 35,5 % и  
кр – 17,4 %.

заражение иркутян описываемыми инфекциями 
происходило в основном на территории прибайкалья 
(иркутская область и республика бурятия). за пре-
делами этих территорий произошло инфицирова-
ние квэ 15 человек (в соседних красноярском и 
забайкальском краях – 6 и 4 человека соответствен-
но; в свердловской области – 2 и по 1 случаю – 
в приморском, алтайском краях и вологодской 
области). икб в других регионах российской 
Федерации заразились 14 человек (красноярский 
край – 5; забайкальский край и новосибирская об-
ласть – по 2; хабаровский, камчатский, алтайский 
края, свердловская и амурская области – по 1),  
за пределами рФ – 3 человека (прибалтика, австрия 
и монголия). четверо иркутян заболели кр после по-
сещения забайкальского края, республики хакасия, 
амурской и новосибирской областей.

на территории прибайкалья инфицирование 
рассматриваемыми патогенами имело географиче-
ские различия (рис. 2). в иркутской области основ-
ная доля заражения квэ и икб приходилась на лес-
ные зоны и рекреационные территории, прилежащие 
к радиально расположенным от областного центра 
трассам федерального и регионального значения (не 
далее 100 км). при этом половина всех случаев зара-
жения квэ и икб имела место вдоль байкальского 
и голоустненского трактов, а также в черте самого 
города иркутска. в республике бурятия инфициро-
вание происходило в основном в наиболее посещае-
мых туристами тункинском и кабанском районах. 
география встреч с патогенными риккетсиями от-
личалась своеобразием: большая часть заражений 
происходила в степных и лесостепных районах усть-
ордынского бурятского округа и ольхонском райо-
не – местах обитания основных переносчиков си-
бирского сыпного тифа – клещей рода Dermacentor.

первые случаи присасывания инфицированных 
переносчиков приходились на конец марта (самый 
ранний – 28 марта), последние – на начало октября 
(самый поздний случай – 4 октября). самый ранний 
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рис. 1. динамика случаев заболевания клещевыми инфекциями жителей г. иркутска: 
А – 1995–2022 гг.; B – 2003–2022 гг. по вертикальной оси – абсолютное число случаев; по горизонтальной – годы

Fig. 1. The incidence dynamics of tick-borne diseases in residents of Irkutsk:
A – 1995–2022; B – 2003–2022. The vertical axis shows the absolute number of cases; the horizontal axis – years. TBE – tick-borne encephalitis; TBB – tick-
borne borrelioses; TBR – tick-borne rickettsiosis

рис 2. география мест заражений жителей иркутска трансмиссивными клещевыми инфекциями:
по горизонтальной оси – места заражения: 1 – александровский тракт; 2 – байкальский тракт; 3 – республика бурятия; 4 – голоустненский тракт;  
5 – черта города иркутска; 6 – иркутский район; 7 – качугский тракт; 8 – култукский тракт; 9 – мельничный тракт; 10 – московский тракт;  
11 – северные районы; 12 – слюдянский район; 13 – усть-ордынский бурятский округ и ольхонский район; 14 – прочие места;
по вертикальной оси – доля больных, заразившихся на данной территории; синий цвет – квэ; красный – икб; зеленый – кр

Fig. 2. The geography of sites of tick-borne infection acquisition by residents of Irkutsk:
the vertical axis is the percentage of patients infected in the territory: 1 – Aleksandrovsky Route; 2 – Baikalsky Route; 3 – Buryat Republic; 4 – Goloustnensky 
Route; 5 – Irkutsk area; 6 – Irkutsk District; 7 – Kachugsky Route; 8 – Kultuksky Route; 9 – Mel’nichny Route; 10 – Moscovsky Route; 11 – northern districts; 
12 – Slyudyansky District; 13 – Ust-Orda Buryat District and Ol’khonsky District; 14 – other areas;
the horizontal axis – infection sites; blue color – tick-borne encephalitis; red one – tick-borne borrelioses; and green one – tick-borne rickettsiosis
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случай заболевания имел место 30 марта (икб), са-
мый поздний – 11 октября (кр). пики нападения кле-
щей, переносящих разные патогены, и пики заболе-
ваний различались (табл. 1) и были самыми ранними 
при кр. продолжительность инкубационного перио-
да колебалась от 0 до 109, 99 и 67 суток при квэ, 
икб и кр соответственно. инкубационный период 

при кр в среднем был достоверно короче, чем при 
квэ (8,4 против 10,8 дня; t=3,54; df=323; P<0,001) и 
икб (8,4 против 10,6 дня; t=3,03; df=403; P<0,01).

локализация присасывания клеща на теле по-
страдавших имела особенности при каждой из ин-
фекций (табл. 1). присасывания в область головы и 
шеи при кр происходили в половине случаев, что в 

Таблица 1 / Table 1

Эколого-эпидемиологические и социально-демографические параметры заражения 
и заболевания трансмиссивными клещевыми инфекциями жителей иркутска

Ecological, epidemiological and socio-demographic parameters of tick-borne diseases in residents of Irkutsk

параметры
Parameters

клещевой энцефалит
Tick-borne encephalitis

иксодовые клещевые боррелиозы
Tick-borne borrelioses

клещевой риккетсиоз
Tick-borne rickettsiosis

1 2 3 4

пик присасываний клещей 
The period when tick bites are most frequent

18 июня 
June, 18

12 июня 
June, 12

1 июня
June, 1

пик заболеваний 
Peak of diseases

29 июня 
June, 29

23 июня
June, 23

13 июня
June, 13

инкубационный период, дней
Incubation period, days

10,8±0,24 10,6±0,34 8,4±0,63

доля мужчин среди заболевших, %
The share of male population among patients, %

68,5±1,14 57,9±1,55 58,8±2,84

число повторных заболеваний
Number of recurrent cases

5 2 0

локализация присасывания клеща, % / Localization of tick bite, %

голова, шея / Head and neck 27,6±1,20 22,1±1,40 50,0±3,31

туловище / Torso 26,0±1,18 36,9±1,63 13,2±2,24

руки и подмышки / Hands and armpits 22,2±1,11 20,2±1,36 21,5±2,72

ноги и пах / Legs and groin 16,5±1,00 17,2±1,27 10,5±2,03

множественные присасывания / Multiple bites 7,7±0,72 3,5±0,62 4,8±1,42

отрицают присасывание
Patients deny the fact of being bitten 

6,9±0,62 5,9±0,74 8,3±1,59

возрастная структура / Age structure

средний возраст больных, лет
The average age of patients, years

33,9±0,48 40,4±0,69 29,2±1,28

0–6 лет, % / 0–6 years, % 7,1±0,63 9,0±0,90 22,6±2,41

7–14 лет, % / 7–14 years, % 13,6±0,84 11,1±0,99 15,9±2,11

15–19 лет, % / 15–19 years, % 7,8±0,66 2,8±0,52 5,6±1,33

20–29 лет, % / 20–29 years, % 16,1±0,90 9,5±0,92 9,0±1,65

30–39 лет, % / 30–39 years, % 15,8±0,90 11,6±1,01 10,6±1,78

40–49 лет, % / 40–49 years, % 14,9±0,88 15,2±1,13 12,3±1,89

50–59 лет, % / 50–59 years, % 12,6±0,82 17,5±1,19 13,0±1,94

60–69 лет, % / 60–69 years, % 8,8±0,69 15,8±1,15 8,3±1,59

70–79 лет, % / 70–79 years, % 2,8±0,41 6,5±0,78 2,7±0,93

80 лет и старше, % / 80 years and above, % 0,4±0,16 1,1±0,33 0

социальный состав, % / Social structure, %

рабочие и служащие 
Workers and office employees

36,9±1,20 39,3±1,55 28,0±2,62

Школьники / Schoolchildren 15,6±0,90 9,9±0,95 15,7±2,13

студенты / Students 5,0±0,54 2,8±0,52 2,4±0,89

организованные дошкольники 
Organized preschoolers

4,5±0,51 5,5±0,72 10,9±1,82

неорганизованные дошкольники 
Unorganized preschoolers

4,6±0,52 5,1±0,70 14,0±2,03
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Окончание табл. 1 / Ending of table 1

1 2 3 4

пенсионеры и инвалиды 
Retirees and disabled persons

13,5±0,85 23,2±1,34 12,6±1,94

безработные / Unemployed 19,1±0,97 13,6±1,08 16,0±2,14

незанятое население в целом 
Nonworking population on the whole

32,6±1,16 36,7±1,53 28,7±2,64

группа профессионального риска 
Occupational risk group 

0,8±0,22 0,6±0,25 0,3±0,34

обстоятельства заражения, % / Exposure circumstances, %

отдых на природе / Outdoor recreation 63,7±1,23 53,2±1,65 41,2±1,36

дача, огород / Gardens and vegetable plots 12,4±0,84 17,9±1,27 37,3±1,27

сбор дикоросов / Collecting herbs 17,5±0,97 14,3±1,16 4,7±0,20

другие причины / Other 6,5±0,63 14,6±1,17 16,7±0,66

2,3 раза чаще, чем при икб, и почти в 2 раза чаще, 
чем при квэ. переносчиков икб статистически зна-
чимо обнаруживали на туловище (P<0,001 как при 
сравнении с квэ, так и при сравнении с кр). в це-
лом распределение покусов на теле пострадавших 
от переносчиков квэ было более равномерным, чем 
при двух других заболеваниях.

в табл. 1 представлены основные социально-
демографические параметры заражения транс-
миссивными клещевыми инфекциями жителей 
г. иркутска. распределение больных рассматривае-
мыми инфекциями по полу неодинаково. несмотря 
на то, что мужчины составляли более половины во 
всех трех группах, их доля среди пациентов с икб и 
кр значимо меньше, чем пациентов с квэ (P<0,001 
в обоих случаях).

возрастная структура пациентов также заметно 
различалась по нозоформам. среди больных квэ 
были пациенты от 1 года до 85 лет, икб – от 1 года 
до 88 лет, кр – от 9 месяцев до 79 лет. в среднем 
больные икб были значительно старше как боль-
ных квэ (t=7,73; df=1944; P<0,001), так и больных 
кр (t=7,68; df=489; P<0,001). имелись значительные 
различия и по возрастным группам. детей до 6 лет 
среди заболевших кр было достоверно больше, чем в 
выборках по двум другим инфекциям (P<0,001 в обо-

их случаях). подростки 15–19 лет чаще болели квэ 
и кр, чем икб (P<0,001 и P<0,05 соответственно). 
молодых людей 20–29 лет было значительно больше 
среди пациентов с квэ (P<0,001 в сравнении как с 
икб, так и с кр); та же картина в возрастной группе 
30–39 лет (P<0,001 в обоих случаях). наоборот, во 
всех старших возрастных группах (начиная с 50 лет) 
преобладают больные икб.

интересно, что присасывание клеща в область 
головы и шеи в случае квэ и икб происходило в 
большинстве случаев у детей до 14 лет, а при кр – не 
в такой степени связано с определенной возрастной 
группой, хотя тенденция уменьшения вероятности 
укусов в голову с увеличением возраста прослежива-
ется (табл. 2). коэффициенты ранговой корреляции 
спирмена следующие: при квэ rs= –0,943; P<0,01; 
при икб rs= –0,657; P<0,05; при кр rs= –0,771; P<0,05; 
n=6 во всех случаях.

при анализе социального состава заболевших 
выяснилось, что от 57 до 73 % всех пациентов со-
ставляют две социальных группы: рабочие и служа-
щие и незанятое население, – представленные почти 
в равных долях (табл. 1). при этом имелись значи-
мые отличия в долях пациентов разных социальных 
групп. процент незанятого населения в целом среди 
больных квэ и кр достоверно меньше, чем среди 

Таблица 2 / Table 2

доля присасываний клещей в область головы и шеи у больных разных возрастных групп  
при клещевом энцефалите, иксодовых клещевых боррелиозах и клещевых риккетсиозах

The percentage of tick bites near the head and neck among different age groups of patients  
with tick-borne encephalitis, tick-borne borrelioses and tick-borne rickettsiosis

возрастные группы
Age groups

клещевой энцефалит, %
Tick-borne encephalitis, %

иксодовые клещевые боррелиозы, %
Tick-borne borrelioses, %

клещевой риккетсиоз, %
Tick-borne rickettsiosis, %

0–14 лет / 0–14 years 60,7±2,94 69,5±3,56 60,2±5,22

15–19 лет / 15–19 years 23,3±4,17 23,5±3,28 57,1±13,23

20–29 лет / 20–29 years 20,4±2,63 8,0±2,10 52,2±10,42

30–39 лет / 30–39 years 20,6±2,76 12,9±2,59 33,3±9,07

40–49 лет / 40–49 years 18,9±2,73 9,7±2,29 40,7±9,46

50 лет и старше / 50 years and above 17,5±2,02 8,3±2,14 42,0±6,98
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больных икб (36,2 и 28,7 % против 36,8 % соответ-
ственно; t=2,17; df=894; P<0,05 – для квэ и икб; 
t=2,65; df=448; P<0,01 – для икб и кр). при этом 
в выборке пациентов с икб преобладали пенсионе-
ры, в основном женщины (t=6,15; df=894; P<0,001), 
а среди больных квэ – безработные, в основ-
ном мужчины до 35 лет (t=3,81; df=894; P<0,001). 
Школьников и студентов, заболевших квэ, было 
значительно больше, чем заболевших икб (t=4,36; 
df=351; P<0,001 и t=2,93; df=107; P<0,01 соответ-
ственно). дошкольники (как организованные, так и 
неорганизованные) значительно преобладали среди 
пациентов с кр по сравнению с остальными: 26,6 % 
кр, 10,6 % икб, 9,1 % квэ (t=5,79; df=182; P<0,001 
и t=6,54; df=224; P<0,001 соответственно). следует 
отметить, что группа профессионального риска зара-
жения составила менее 1 % по каждой нозоформе.

в качестве обстоятельства, при котором произо-
шло заражение, пострадавшие чаще всего указы-
вали отдых на природе. большую долю составили 
также работа на садовом или огородном участке и 
сбор дикоросов. среди других причин: посещение 
кладбищ, охота, рыбалка, покос, отдых или выпол-
нение профессиональных обязанностей в детских 
оздоровительных и спортивных лагерях, санатори-
ях и пр. обращает на себя внимание значительное 
преобладание заразившихся в процессе работы на 
приусадебных участках среди больных кр: 37,3 % 
против 17,9 % больных икб и 12,4 % больных квэ 
(t=10,80; df=248 и t=19,60; df=274 соответственно; 
P<0,001 в обоих случаях). доля пациентов с икб, 
связывающих свое заболевание с пребыванием на 
даче и огороде, также выше, чем пациентов с квэ 
(t=3,61; df=350; P<0,001).

зарегистрированы случаи повторных заболе-
ваний квэ (n=5) и икб (n=2), но не кр (возможно, 
из-за меньшей величины выборки). среди перебо-
левших дважды квэ – четверо взрослых мужчин и 
одна девочка. заражение происходило с разницей во 
времени от 1 года до 5 лет, в трех случаях из пяти – 
в одной и той же местности. повторные случаи икб 
выявлены у двух пожилых женщин (в возрасте 69 лет 
каждая на момент первого заражения) с разницей в 
1 год и 7 лет. со слов пострадавших, присасывание 
клеща произошло во время работы на дачном участ-
ке (в обоих случаях – на тех же участках, что и в пер-
вый раз). одна из пострадавших перенесла в первом 
случае эритемную, во втором – безэритемную форму 
заболевания, что наводит на мысль о возможном ин-
фицировании разными видами боррелий.

основными трансмиссивными природно-оча го-
выми инфекциями, связанными с иксодовыми кле-
щами, от урала до дальнего востока россии явля-
ются квэ, икб и кр. преобладание их варьирует 
во времени и в пространстве. активность перенос-
чиков на этих территориях начинается с появлением 
первых проталин – в конце марта, а заканчивается с 
первым снегом – в конце сентября – начале октября. 
начало эпидсезона кр в иркутской области обычно 

приходится на апрель – май, опережая на один месяц 
начало эпидсезона при кэ и икб (июнь – июль) [8]. 
анализ нашей выборки показал, что пик заболева-
ний кр приходится на начало второй декады июня, 
а икб и квэ – на третью декаду июня.

известно, что большинство встреч с клещами 
происходит не в лесу и даже не в местности, грани-
чащей с лесом, а в рекреационных зонах [9]. как ми-
нимум с середины 1970-х гг. от 25 до 40 % случаев 
заболеваний квэ жителей иркутска и пригородов 
связывается с пребыванием на дачных участках и в 
зонах отдыха, расположенных вдоль байкальского 
тракта [10, 11]. инцидентность кр ассоциирует-
ся главным образом с усть-ордынским бурятским 
округом и ольхонским районом [8] в силу ландшафт-
ных особенностей, благоприятных для клещей рода 
Dermacentor – основных переносчиков сибирского 
сыпного тифа. анализ наших данных подтверждает 
эти наблюдения, в то же время указывая на другие 
опасные с точки зрения риска заражения участки, 
в частности – голоустненское направление и черту 
областного центра.

по литературным данным, в иркутской обла-
сти продолжительность инкубационного периода 
колеблется при квэ от 1 до 58 дней (в среднем – 
17,5) [12], при кр – от 1 до 15 дней (медианный – 
3 дня) [13], по информации других исследователей – 
9,3 дня [8]. при анализе стационарных карт паци-
ентов с диагнозом «клещевой риккетсиоз» в гбуз 
оикб г. тюмени инкубационный период составил 
в среднем 9,7 дня [14], в республике казахстан – 
5,3 [15]. при икб зафиксированы вариации про-
должительности инкубационного периода от 1 до 
30 дней (в среднем – 12,1) [16]. в целом его продол-
жительность при кр заметно короче, чем при квэ и 
икб, что подтвердил и анализ нашей выборки.

есть мнение, что «место прикрепления заражен-
ного клеща – вещь совсем не безобидная с точки зре-
ния возникновения и течения инфекции» [17, с. 85]. 
замечено, например, что в случае квэ голова детей 
в 4 раза привлекательнее головы взрослых, а приса-
сывание в районе подмышечной впадины вызывало 
максимальное количество смертельных исходов [17]. 
M. Blasko-Markic и M. Socan [18] также отмечают 
влияние возраста и пола пострадавших на локали-
зацию присасывания клеща. клещи, присосавшиеся 
к голове и шее, чаще встречались у дошкольников 
по сравнению со школьниками и взрослыми. то же 
замечено и при икб [19]. из мест предпочтительно-
го присасывания переносчиков икб на теле взрос-
лых часть исследователей указывают на туловище 
[20, 21], другие – на нижние конечности [22]. нами 
этот вопрос был детально разобран ранее [6, 7]. что 
касается кр, имеются свидетельства предпочтения 
укусов в область головы и шеи не только у детей, 
но и у взрослых при передаче этой инфекции [8, 15]. 
в проанализированной нами выборке по трем ин-
фекциям получилось, что укусы клещей при пере-
даче икб чаще всего локализовались на туловище, 
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кр – на голове и шее, при квэ распределялись поч-
ти равномерно по всем частям тела. в то же время у 
детей до 14 лет переносчики икб и квэ также вы-
бирали область головы и шеи.

возраст и пол как дифференцирующие факторы 
риска заболевания клещевыми инфекциями отме-
чают многие исследователи, равно как и необходи-
мость гендер-специфичных профилактических мер 
[5, 23, 24]. чаще всего в качестве факторов риска для 
всех обсуждаемых заболеваний указывается муж-
ской пол и возраст старше 50 лет [5, 12, 23, 25]. но 
есть и другие наблюдения. например, в пермском 
крае и челябинской области распределение заболе-
ваемости квэ среди мужчин и женщин не имело до-
стоверных различий [3, 26]. P. Zeman и C. Benes [9], 
а также S. Cunze et al. [24] при сравнении половоз-
растных особенностей квэ и икб отмечают, что в 
обоих случаях имеют место гендерные перекосы, но 
квэ чаще болеют мужчины, а икб – женщины. в до-
бавление к этому P. Zeman и C. Benes [9] фиксируют 
бимодальное распределение по возрастам при квэ 
(пики в 30 и 50 лет) и икб (10 и 50 лет). примерно 
одинаковое соотношение полов среди больных кр 
и большую долю детей до 14 лет (53,3 %) приводят 
р.а. егембердиева и соавт. [15]. на высокую уязви-
мость в отношении кр детей младших возрастных 
групп указывают и другие исследователи [27]. в на-
шей выборке представители мужского пола состав-
ляли больше половины заболевших при всех трех 
инфекциях, но в случае квэ их доля значимо пре-
вышала таковую при икб и кр. в возрастной струк-
туре лица 50 лет и старше составили 41 % от всех 
пострадавших от икб и по 24 % – квэ и кр. вместе 
с тем доля больных кр детей до 6 лет оказалась рав-
ной почти 23 %, а от 0 до 14 лет – 38 %, то есть сопо-
ставимой с долей больных икб старше 50.

на заболеваемость инфекциями, передаваемы-
ми клещами, могут оказывать существенное влия-
ние социальные и поведенческие факторы, приво-
дящие к повышению частоты контакта с перенос-
чиком в природных очагах. они могут проистекать 
как от повышения уровня благосостояния населения 
(строительство коттеджных поселков в пригородах, 
увеличение автомобилизации населения и возмож-
ностей выезда за пределы городов) [28], так и от 
его снижения и необходимости в связи с этим сбора 
лесных даров. поэтому представляет интерес анализ 
социальной структуры заболевших и обстоятельств, 
сопутствовавших заражению. из обстоятельств за-
ражения в литературе приводится работа горожан 
на дачных участках, отдых на природе, сбор дико-
росов и т.д. [8, 15, 28, 29]. выполнение профессио-
нальных обязанностей в этом списке на сегодняш-
ний день занимает одно из последних мест, хотя в 
некоторых странах и регионах рФ работа, связанная 
с пребыванием в лесу, до сих пор дает значитель-
ный процент заболеваний клещевыми инфекциями 
[25, 28, 29]. в исследованной нами выборке группа 
профессионального риска составила менее 1 % по 

каждой из инфекций. в то же время от 30 % и более 
пострадавших представлено незанятым населением 
(пенсионеры и безработные). во многих исследо-
ваниях по эпидемиологии природно-очаговых кле-
щевых инфекций обращает на себя внимание боль-
шая доля (до 62 %) этой социальной группы среди 
заболевших [12, 15, 26, 29]. следует отметить, что, 
по статистическим данным, уровень безработицы в 
иркутской области в 2009–2014 гг. составлял от 10,8 
до 8,8 % [30], в то время как доля неработающих в 
нашей выборке – 13,6–19,1 %. наоборот, доля лю-
дей пенсионного возраста среди жителей иркутска 
равна 17 %, а среди пациентов с квэ и кр – 13,5 
и 12,6 % соответственно. подобные результаты мы 
получали и при сопоставлении со статистическими 
данными других лет [7]. то есть пожилые люди, от-
носительно их доли в популяции, чаще болеют икб, 
но реже кр и квэ, тогда как безработные являются 
группой риска по всем рассматриваемым инфекци-
ям. значительное преобладание заразившихся в про-
цессе работы на приусадебных участках среди боль-
ных кр объясняется спецификой заражения данной 
нозоформой в преимущественно сельских районах 
усть-ордынского бурятского округа, где основным 
занятием населения является скотоводство и земле-
делие. бóльшая доля заразившихся на дачах пациен-
тов с икб ассоциируется с бóльшей долей пенсионе-
ров среди больных этой инфекцией.

таким образом, социально-демографические и 
эколого-эпидемиологические параметры заболева-
ний квэ, икб и кр имеют особенности, часть кото-
рых являются общими для всего евразийского ареа-
ла этих инфекций. к ним относятся: более раннее 
наступление эпидемического сезона кр; более ко-
роткая продолжительность инкубационного перио-
да при кр по сравнению с квэ и икб; повышенная 
частота присасывания переносчиков кр в области 
головы и шеи пострадавших, а переносчиков икб – 
в области туловища; большой процент лиц пожилого 
возраста среди больных икб и детей до 14 лет среди 
больных кр; преобладание лиц мужского пола в чис-
ле инфицированных всеми рассмотренными патоге-
нами. к региональной специфике можно отнести 
низкую инцидентность клещевых инфекций среди 
профессионального контингента (работа, связанная 
с пребыванием в природных очагах), а также повы-
шенный риск заболевания квэ и кр в социальной 
группе «безработные» и икб – среди пенсионеров.
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в разные периоды в западной африке выявлена циркуляция достаточно широкого спектра возбудителей 
природно-очаговых инфекционных болезней, передающихся клещами: боррелии, риккетсии, коксиеллы, вирусы 
крымской-конго геморрагической лихорадки (ккгл), бханджа, синего языка овец найроби и др. в настоящее 
время эпидемиологическая и эпизоотологическая ситуация по природно-очаговым инфекционным болезням, 
складывающаяся на территории гвинейской республики, выяснена не до конца. цель работы – выявление гене-
тических маркеров (рнк/днк) возбудителей природно-очаговых инфекционных болезней в пробах иксодовых 
клещей, собранных в гвинейской республике, и определение спектра патогенов, циркулирующих на террито-
рии различных ландшафтно-географических зон страны. материалы и методы. для проведения исследований 
на территории всех ландшафтно-географических зон гвинейской республики были собраны 4695 экземпляров 
иксодовых клещей 11 видов. с учетом видовой принадлежности, пола, фазы развития, а также места сбора со-
ставлена панель из 1645 проб. методами полимеразной цепной реакции (пцр) и полимеразной цепной реакции 
с обратной транскрипцией (от-пцр) проведена детекция генетических маркеров вирусов крымской-конго ге-
моррагической лихорадки и клещевого энцефалита, а также Borrelia burgdorferi s.l., Ehrlichia chaffeensis, Ehrlichia 
muris, Anaplasma phagocytophilum, Coxiella burnetii, риккетсий группы клещевой пятнистой лихорадки (кпл)  
и Francisella tularensis. результаты и обсуждение. в результате в суспензиях иксодовых клещей обнаружены: днк 
риккетсий группы кпл (25,6 % от всех исследуемых образцов), днк C. burnetii (6,2 %), кднк B. burgdorferi s.l. 
(9,1 %) и рнк вируса ккгл (2,5 %). перечисленный спектр возбудителей зарегистрирован во всех ландшафтно-
географических зонах гвинеи. генетические маркеры возбудителей туляремии, анаплазмозов, эрлихиозов и кле-
щевого энцефалита в настоящем исследовании не выявлены. полученные результаты позволили уточнить воз-
можный спектр болезней, передаваемых клещами, на территории гвинейской республики, определили необходи-
мость дальнейшего изучения циркуляции возбудителей природно-очаговых инфекционных болезней в западной 
африке и проведения регулярного эпизоотологического мониторинга.

Ключевые слова: иксодовые клещи, гвинейская республика, генетические маркеры, природно-очаговые ин-
фекционные болезни, пцр, от-пцр.
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Abstract. The circulation of a rather wide range of pathogens of natural-focal infectious diseases transmitted by ticks 
was detected in West Africa at different points of time: Borrelia, Rickettsia, Coxiella, Crimean-Congo hemorrhagic fever 
(CCHF), Bhanja, and bluetongue viruses, etc. Current epidemiological and epizootiological situation on natural-focal 
infectious diseases on the territory of the Republic of Guinea is not entirely clarified. The aim of this work was to iden-
tify genetic markers (RNA/DNA) of natural-focal infectious disease agents in samples of Ixodidae ticks collected in the 
Republic of Guinea, and to determine the spectrum of pathogens circulating in various landscape-geographical zones 
of the country. Materials and methods. To conduct research on the territory of all landscape-geographical zones of the 
Republic of Guinea, 4695 specimens of Ixodidae ticks of 11 species were collected. Taking into account the species 
appurtenance, gender, phase of development, as well as the site of collection, a panel of 1645 samples was compiled. 
Genetic markers of Crimean-Congo hemorrhagic fever and tick-borne encephalitis viruses, as well as Borrelia burgdor-
feri s.l., Ehrlichia chaffeensis, Ehrlichia muris, Anaplasma phagocytophilum, Coxiella burnetii, Rickettsia of the tick-
borne spotted fever (TBSF) group, and Francisella tularensis were detected using polymerase chain reaction (PCR) and 
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в настоящее время природно-очаговые ин-
фекционные болезни – актуальная проблема для 
здравоохранения многих стран мира, но особенно 
африканского континента, где большая часть насе-
ления проживает в сельской местности и постоянно 
контактирует с природой. основным вектором для 
передачи самого большого количества возбудите-
лей инфекционных болезней человека традиционно 
считаются комары. так, по данным всемирной ор-
ганизации здравоохранения, в 2023 г. в эндемичных 
регионах африки зарегистрировано более 200 млн 
случаев заболевания малярией, десятки тысяч боль-
ных желтой лихорадкой, лихорадками денге, чикун-
гунья и западного нила [1]. вторыми по эффектив-
ности, после комаров, переносчиками различных 
патогенов являются иксодовые клещи, которые чет-
ко привязаны к определенным территориям и спо-
собны длительное время сохранять возбудитель во 
внешней среде, передавая его трансовариально и 
транстадийно [2, 3]. 

согласно литературным источникам, в странах 
западной африки в разное время выявлена цирку-
ляция достаточно широкого спектра возбудителей 
природно-очаговых инфекционных болезней, пере-
дающихся клещами: боррелии, риккетсии, коксиел-
лы, вирусы крымской-конго геморрагической лихо-
радки (ккгл), бханджа, синего языка овец найроби 
и др. [3–9]. так, в исследованиях ряда авторов ука-
зано, что 16,3 % всех острых лихорадочных заболе-
ваний, зарегистрированных в сельских районах ряда 
западноафриканских стран, связаны с укусами кле-
щей, но этиологическая расшифровка случаев прак-
тически не проводится [10]. 

в настоящее время эпидемиологическая и эпи-
зоотическая ситуация по природно-очаговым ин-

фекционным болезням, складывающаяся на терри-
тории гвинейской республики, остается до конца 
неопределенной. изучение распространения возбу-
дителей этой группы патогенов началось в 80-е гг. 
прошлого столетия на базе советско-гвинейской 
научно-исследовательской вирусологической и 
микробиологической лаборатории. во время работ, 
проведенных в те годы, впервые были получены 
данные о циркуляции многих арбовирусов, пере-
даваемых клещами (ккгл, дугбе, бханджа и др.), 
а также различных видов риккетсий (в том числе и 
Coxiella burnetii, которая на тот момент относилась 
к представителям данной систематической группы) 
и боррелий [4, 11].

на современном этапе в рамках российско-
гвинейского сотрудничества в области эпидемиоло-
гии, профилактики и мониторинга бактериальных 
и вирусных инфекций в гвинейской республике ис-
следования по данной тематике были продолжены.

целью работы являлось выявление генетиче-
ских маркеров (рнк/днк) возбудителей природно-
очаговых инфекционных болезней в пробах иксодо-
вых клещей, собранных в гвинейской республике, 
и определение спектра патогенов, циркулирующих на 
территории различных ландшафтно-географических 
зон страны. 

материалы и методы

исследования проводили на базе лаборато-
рии российско-гвинейского центра эпидемиологии 
и профилактики инфекционных болезней, функ-
ционирующего на территории института при-
кладной биологии гвинеи в г. киндиа (гвинейская 
республика). сбор иксодовых клещей осущест-

reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR). Results and discussion. The following markers of natural-
focal disease agents were found in the Ixodidae tick suspensions: DNA of Rickettsia of the TBSF group (25.6 % of all 
samples studied), DNA of C. burnetii (6.2 %), cDNA of B. burgdorferi s.l. (9.1 %), and RNA of the CCHF virus (2.5 %). 
The listed spectrum of pathogens has been registered in all landscape-geographical zones of Guinea. Genetic markers of 
tularemia, anaplasmosis, ehrlichiosis and tick-borne encephalitis pathogens have not been identified in this study. The 
results obtained made it possible to clarify the probable spectrum of tick-borne diseases in the territory of the Republic of 
Guinea, determined the need for further study of the circulation of natural-focal infectious disease agents in West Africa 
and conducting regular epizootiological monitoring.

Key words: Ixodidae ticks, Republic of Guinea, genetic markers, natural-focal infectious diseases, PCR, RT-PCR.
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вляли в 2017–2022 гг. на территории всех четырех 
ландшафтно-географических зон гвинеи (рис. 1). 
эктопаразитов снимали вручную, используя сред-
ства индивидуальной защиты, с людей, крупного 
и мелкого рогатого скота, домашних и безнадзор-
ных собак и кошек, мелких млекопитающих, птиц, 
рептилий. всего за время проведения исследова-
ний были собраны 4695 экземпляров иксодовых 
клещей 11 видов: Amblyomma variegatum Fabricius, 
1794; Haemaphysalis leachi Audouin, 1826; Hyalomma 
truncatum Koch, 1844; Hyalomma rufipes Koch, 1844; 
Rhipicephalus (Boophilus) decoloratus Koch, 1844; 
Rhipicephalus (Boophilus) geigyi Aeschliman & Morel, 
1965; Rhipicephalus (Boophilus) annulatus Say, 1821; 
Rhipicephalus (Boophilus) microplus Canestrini, 1888; 
Rhipicephalus lunulatus Neumann, 1907; Rhipicephalus 
sanguineus Latreille, 1806; Rhipicephalus senegalensis 
Koch, 1844 [12], – из которых сформировано 
1645 проб. пулы комплектовали с учетом вида, 
пола, фазы развития и упитанности отдель-
ных особей, а также места сбора в соответствии 
с му 3.1.3012-12, регламентирующими данный вид 
работы. последующую подготовку к исследованию 
осуществляли в соответствии с му 1.3.2569-09 и 

инструкциями фирм – производителей диагностиче-
ских препаратов, используемых в данной работе.

полученный и обработанный соответствующим 
образом биологический материал протестирован ме-
тодами полимеразной цепной реакции (пцр) и по-
лимеразной цепной реакции с обратной транскрип-
цией (от-пцр) с использованием наборов реагентов 
для выявления маркеров возбудителей: рнк вируса 
ккгл «амплисенс® CCHFV-FL»; кднк вируса кле-
щевого энцефалита, Borrelia burgdorferi s.l., Ehrlichia 
chaffeensis / Ehrlichia muris и днк Anaplasma phago-
cytophilum «амплисенс® TBEV, B. burgdorferi s.l., 
A. phagocytophilum, E. chaffeensis / E. muris-FL»; 
днк Coxiella burnetii «амплисенс® Coxiella bur-
netii-FL», днк риккетсий группы кпл Rickettsia 
spp. «набор реагентов амплисенс® Rickettsia spp. 
SFG-FL» (Фбун цнии эпидемиологии, россия), 
а также днк Francisella tularensis «ген Francisella 
tularensis-ргФ» (Фкун российский противочум-
ный институт «микроб», россия). выделение ну-
клеиновых кислот проводили с помощью комплекта 
реагентов «рибо-преп», реакцию обратной транс-
крипции – с набором «реверта-L» (Фбун цнии 
эпидемиологии, россия).

рис. 1. виды иксодовых клещей, собранных для исследования в различных ландшафтно-географических зонах гвинейской 
республики

Fig. 1. Species of Ixodidae ticks collected for research in various landscape-geographical zones of the Republic of Guinea
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при статистической обработке материала рас-
считывали долю выявленных маркеров возбудителей 
в каждой выборке, 95 % доверительные интервалы 
(ди) для долей по методу уилсона. для оценки уров-
ня зараженности клещей использовали минималь-
ный индекс инфицированности (мии) на 1000 экто-
паразитов, который применяется при проведении ис-
следований с объединенными пробами. вычисляли 
мии по стандартной формуле: (количество положи-
тельных пулов / общее количество исследованных 
клещей) × 1000; а также 95 % доверительный интер-
вал этих значений при помощи программного обес-
печения PooledInfRate, версии 4.0 [13]. по всем вы-
боркам применяли метод наибольшего правдоподо-
бия с коррекцией искажений и 95 % ди с поправкой 
на асимметрию. биоразнообразие видов эктопарази-
тов в различных ландшафтно-географических зонах 
гвинейской республики оценивали по нескольким 
показателям: индекс разнообразия Шеннона (H’), 
индекс выравненности пиелу (EH), индекс полидо-
минантности симпсона (D), а также видовое богат-
ство.

результаты и обсуждение

известно, что на территории гвинейской 
республики обитают представители более 30 видов 
иксодовых клещей, которые относятся к 7 родам 
[12, 14]. пробы, представленные в настоящем ис-
следовании, сформированы из эктопаразитов 11 ви-
довых групп, в большинстве своем – Am. variegatum 
и Rh. decoloratus, которые являются самыми рас-
пространенными на территории гвинейской 
республики [12]. интересным фактом в данной рабо-
те стало обнаружение в массовых сборах из лесной 
гвинеи клещей вида Rhipicephalus (Boophilus) 
microplus, впервые зарегистрированных на террито-
рии страны в 2021 г. [15] (рис. 1). 

при оценке распространения отдельных ви-
дов переносчиков можно отметить, что наиболь-
шее видовое богатство зарегистрировано в сборах 

из нижней и лесной гвинеи (10 и 9 видов соответ-
ственно). также более высокими индексами разно-
образия (H’) и выравненности (EH) характеризуются 
популяции клещей верхней и лесной гвинеи, что 
может свидетельствовать о достаточно благопри-
ятных и разнообразных условиях обитания на этих 
территориях. показано, что индекс симпсона (D) 
был выше для нижней и средней гвинеи вследствие 
более выраженного доминирования Am. variegatum 
в этих ландшафтно-географических зонах. табл. 1 и 
рис. 2 позволяют оценить биоразнообразие в популя-
циях иксодовых клещей всех четырех ландшафтно-
географических зон гвинейской республики.

в настоящих исследованиях днк/рнк возбуди-
телей природно-очаговых инфекционных болезней 
выявлены в 715 (43,5 %) пробах, положительные 
результаты отмечались практически среди всех ви-
дов иксодовых клещей, представленных в рабо-
те, но большинство относились к Am. variegatum, 
Rh. geigyi, Rh. annulatus. 

Выявление РНК вируса ККГЛ. крымская ге-
моррагическая лихорадка (кгл) – природно-очаго-
вая инфекционная болезнь, широко распростра-
ненная в странах африки, азии и европы [16, 17]. 
возбудителем инфекции является вирус ккгл, 
который относится к семейству Nairoviridae по-
рядку Bunyavirales. резервуарами и переносчи-
ками вируса считаются около 30 видов иксодо-
вых клещей, относящихся к родам: Hyalomma, 
Haemaphysalis, Rhipicephalus, Dermacentor, Boophilus 
и Amblyomma [18]. для большинства стран западной 
африки заболевание эндемично. на территории 
гвинейской республики в начале 80-х гг. прошлого 
столетия проводились работы по выявлению цирку-
ляции вируса ккгл, которые продолжены в настоя-
щее время [4, 9].

ранее авторами была проведена актуализация 
данных о циркуляции возбудителя кгл в гвинее 
на современном этапе, вирусная рнк обнаружена 
в 1,3 % случаев [9, 19]. с появлением возможности 
увеличения количества экспедиционных выездов, 

Таблица 1 / Table 1

оценка биологического разнообразия в популяциях иксодовых клещей, собранных на территории Гвинейской республики
Assessment of biological diversity in populations of Ixodidae ticks collected in the territory of the Republic of Guinea

ландшафтно-
географическая зона

Landscape-geographical 
zone

количество  
экземпляров  

собранных клещей 
Number of specimens 

 of collected ticks

доля  
в выборке, % 

Share  
in the sample, %

индекс  
разнообразия  

Шеннона
Shannon Diversity 

Index
(H’)

индекс  
выравненности  

пиелу 
Pielu Equalization 

Index
(EH)

индекс  
полидоминантности 

симпсона
Simpson's Diversity 

Index
(D)

видовое  
богатство

Species  
abundance

нижняя гвинея 
Lower Guinea

1828 38,8 1,203 0,522 0,431 10

средняя гвинея 
CentralGuinea

795 16,9 1,020 0,569 0,455 06

верхняя гвинея 
Upper Guinea

679 14,4 1,427 0,796 0,271 06

лесная гвинея 
Forest Guinea

1407 29,9 1,444 0,657 0,307 09
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расширением границ обследуемых территорий и, со-
ответственно, большими объемами сборов исследуе-
мого материала получены новые данные, и по итогам 
настоящего исследования положительные резуль-
таты зарегистрированы в 41 пробе, что составило 
2,5 % от общего количества. потенциальными пере-
носчиками вируса ккгл могут являться 5 видов кле-
щей из 9 изученных: Am. variegatum, Rh. decoloratus, 
Rh. geigyi, Rh. annulatus, Rh. sanguineus (табл. 2). 
общая зараженность проб, представленных в дан-
ном исследовании, возбудителем кгл составила 
8,8/1000.

Выявление РНК вируса клещевого энцефалита.  
вирус клещевого энцефалита (вкэ), относящийся 
к семейству Flaviviridae, широко распространен в 
ряде европейских и азиатских стран. на территории 
африканского континента сведений о выявлении мар-
керов вкэ в настоящее время нет. данный раздел ра-
боты изначально не входил в планы исследований и 
был выполнен c использованием набора реагентов для 
выявления возбудителей инфекционных болезней, пе-
редающихся клещами, в состав реакционных смесей 
которого входят и специфические праймеры для де-
текции рнк вкэ. при проведении тестирования во 
всех пробах получен отрицательный результат.

Выявление ДНК риккетсий группы клещевых 
пятнистых лихорадок (КПЛ). риккетсиозы, вызы-
ваемые бактериями рода Rickettsia, принадлежащи-
ми к группе кпл, считаются одними из старейших 
известных трансмиссивных зоонозных заболева-
ний [20] и второй, после малярии, причиной лихора-
дочных состояний у путешественников, возвращаю-
щихся из стран африки [21]. 

наиболее распространенным представителем 
данной систематической группы на всем континен-
те, в том числе и в западноафриканских странах, яв-
ляется Rickettsia africae, этиологический агент афри-

канской клещевой лихорадки [22]. также на терри-
тории африки широко распространена R. massiliae, 
которая была обнаружена в клещах Rh. muhsamae, 
Rh. lunulatus и Rh. sulcatus в центральноафриканской 
республике [23] и в клещах Rh. muhsamae, собран-
ных с сельскохозяйственных животных на терри-
тории мали [24]. в нигере, мали и зимбабве реги-
стрируется циркуляция R. aeschlimannii [25]. в не-
которых регионах сенегала были доказаны случаи 
заболевания людей, вызванные R. felis, а также пер-
вый случай выявления в западной африке R. conorii 
в материале от клещей рода Rhipicephalus [26].

в настоящей работе днк риккетсий группы 
кпл обнаружена в 422 образцах, что составило 
29,7 % от общего количества проб. положительные 
находки зарегистрированы во всех видовых группах 
эктопаразитов, подготовленных для работы (табл. 3). 
общая зараженность риккетсиями группы кпл со-
ставила 98,9/1000. в перспективе планируется уточ-
нение видов данных возбудителей, циркулирующих 
на территории гвинейской республики.

Выявление ДНК возбудителя анаплазмоза. 
рядом авторов было показано, что на территории 
африки широко распространены и представите-
ли рода Anaplasma (сем. Ehrlichiaceae) – A. platys и 
A. phagocytophilum, патогенные как для человека, 
так и для домашних животных [27]. в африканских 
странах к югу от сахары A. phagocytophilum была 
идентифицирована у овец в сенегале [28], а также у 
диких животных в зимбабве и Южной африке [29]. 
среди домашнего скота наиболее широкое распро-
странение имеет A. marginale [30].

но по данным нашего исследования, в образцах, 
взятых в работу, генетические маркеры возбудителя 
анаплазмоза не обнаружены. 

Выявление РНК возбудителя боррелиоза. по 
данным зарубежных авторов, на территории неко-

рис. 2. показатели видового разнообразия в 
популяциях иксодовых клещей, собранных на 
территории гвинейской республики:
1 – видовое богатство; 2 – индекс Шеннона; 3 – ин-
декс пиелу; 4 – индекс симпсона

Fig. 2. Indicators of species diversity in popula-
tions of Ixodidae ticks collected on the territory 
of the Republic of Guinea:
1 – species richness; 2 – Shannon’s index; 3 – Pielu 
index; 4 – Simpson’s index
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торых стран западной африки в пробах от клещей 
были выявлены маркеры (днк или антиген) раз-
ных представителей рода Borrelia. большинство 
публикаций посвящено определению и типирова-
нию Borrelia crocidurae в пробах аргасовых клещей 
рода Ornithodoros [31]. в то же время известно, что 
иксодовые клещи также являются активными пере-
носчиками возбудителей боррелиозов, и очевидна 
необходимость изучения эктопаразитов и данной си-
стематической группы.

при исследовании суспензий клещей из различ-
ных ландшафтно-географических зон гвинейской 
республики с целью выявления генетических мар-
керов возбудителей боррелиозов, положительные 
результаты получены в 150 (10 %) суспензиях кле-
щей видов Am. variegatum, Ha. leachi, Hy. truncatum, 
Rh. geigyi, Rh. annulatus, Rh. decoloratus. общая за-
раженность в данном случае составила 32,8/1000.

Выявление ДНК возбудителя туляремии. 
туляремия – особо опасная природно-очаговая ин-
фекционная болезнь человека и животных, возбуди-

телем которой является Francisella tularensis (сем. 
Francisellaceae). передача патогена происходит 
в основном при контакте с дикими грызунами и упо-
треблении загрязненной питьевой воды, а также че-
рез укусы кровососущих членистоногих [32]. 

четких данных о выявлении днк возбудителя 
туляремии на африканском континенте нет. имеются 
лишь единичные публикации об исследованиях по 
детекции F. tularensis и Francisella spp. в клещах 
родов Hyalomma и Amblyomma методом пцр, добы-
тых на территориях северной и восточной африки 
[33, 34], где в качестве днк-мишени авторы ис-
пользовали гены 16S ррнк, sdhA и tul4. выявлены 
16S ррнк Francisella spp. и Francisella-подобные 
эндосимбионты в пробах клещей рода Hyalomma. 
сведений по выявлению возбудителя туляремии на 
территории западной африки в литературных ис-
точниках найти не удалось [35].

в наших исследованиях днк F. tularensis в 
пробах иксодовых клещей методом пцр не обна-
ружена, но однозначные выводы делать пока рано. 

Таблица 3 / Table 3

Выявление генетических маркеров природно-очаговых инфекционных болезней в различных видах иксодовых клещей,  
собранных на территории Гвинейской республики

Detection of genetic markers of natural focal infectious diseases in various species of Ixodidae ticks collected on the territory  
of the Republic of Guinea

вид выявленного  
патогена

Type of pathogen  
detected

вид клещей
Species of ticks

мии на 1000 клещей  
для каждого вида

Minimum infection index per 1000 ticks  
of  each species

95 % ди
95 % CI

общий для возбудителя мии 
(95 % ди)

Common for pathogen  
Minimum infection index  
per 1000 ticks (95 % CI)

вирус ккгл
CCHF virus

Am. variegatum 9,3 (6,1–13,7)

8,8
(6,4–11,8)

Rh. annulatus 25,2 (8,3–59,2)

Rh. decoloratus 3,6 (1,2–8,7)

Rh. geigyi 13,7 (6,7–24,9)

Rh. sanguineus 22,8 (1,4–104,9)

риккетсии группы кпл
Rickettsia of TBSF group

Am. variegatum 122,8 (110,0–136,6)

98,9
(90,3–107,9)

Ha. leachi 36,0 (6,7–112,9)

Hy. truncatum 87,1 (41,8–158,4)

Rh. annulatus 93,2 (54,7–147,6)

Rh. decoloratus 69,6 (55,5–86,2)

Rh. geigyi 86,0 (65,7–110,4)

Rh. microplus 21,1 (1,2–97,7)

Rh. sanguineus 24,3 (1,4–116,8)

Rh. senegalensis 34,6 (2,0–156,5)

B. burgdorferi s.l.

Am. variegatum 33,3 (26,8–40,9)

32,8
(27,9–38,2)

Ha. leachi 37,8 (6,8–122,1)

Hy. truncatum 31,4 (8,4–81,9)

Rh. annulatus 124,6 (78,6–186,4)

Rh. decoloratus 26,9 (18,5–37,8)

Rh. geigyi 26,2 (15,9–40,8)

C. burnetii

Am. variegatum 31,9 (25,5–39,5)

22,1
(18,2–26,7)

Rh. annulatus 18,9 (5,0–50,2)

Rh. decoloratus 11,8 (6,6–19,6)

Rh. geigyi 13,6 (6,7–24,8)
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необходимо проведение дальнейшего регулярного 
эпизоотологического мониторинга. 

Выявление ДНК возбудителя лихорадки Ку. 
коксиеллез (лихорадка ку, Q fever) – природно-
очаговая болезнь, общая для человека и животных, 
возбудителем которой являются бактерии вида 
Coxiella burnetii (сем. Coxiellaceae). в природных 
очагах резервуаром возбудителя являются иксодовые 
и аргасовые клещи, дикие мелкие млекопитающие и 
сельскохозяйственные животные. в связи с широ-
ким распространением инфекции, многообразием 
путей передачи (контактный, пищевой, воздушно-
пылевой) лихорадка ку представляет важную 
медико-социальную проблему во всем мире [36].

современные данные о заболеваемости лихо-
радкой ку и распространении C. burnetii на терри-
тории африки являются ограниченными и неодно-
родными [37]. в результате работы, выполненной 
в 1980-х гг., впервые на территории гвинейской 
республики установлено присутствие возбудителя 
лихорадки ку во всех ландшафтно-географических 
зонах, но достоверных сведений об особенностях 
циркуляции возбудителя и основных его переносчи-
ках получено не было [11].

в настоящем исследовании генетические мар-
керы C. burnetii выявлены в 102 (6,2 %) суспензиях 
клещей видов Am. variegatum, Rh. geigyi, Rh. annula-
tus, Rh. decoloratus, таким образом, общая заражен-
ность клещей возбудителем лихорадки ку составила 
22,1/1000.

для проведения последующего генетического 
типирования была создана панель из 20 образцов, 
представленных разными видами клещей, в которых 
обнаружена днк C. burnetii. методом пцр со специ-
фическими праймерами к локусам плазмид QpH1, 
QpRS и QpDV в 5 образцах выявлено наличие толь-
ко QpH1. в ходе анализа полученных результатов и 
данных литературы установлено, что штаммы, не-
сущие плазмиду QpH1, широко распространены на 
территории стран экваториальной африки и способ-
ны вызывать заболевания у людей и животных [38]. 
также сформированная панель генетических образ-
цов C. burnetii проанализирована с использованием 
высокопроизводительного секвенирования на плат-
форме Ion S5 (Thermo Scientific, сШа). в результате 
работы в 8 пробах определена нуклеотидная после-
довательность 16S ррнк возбудителя лихорадки ку, 
которая на 99,9 % совпадает с референсным штам-
мом, представленным в базе данных NCBI GenBank. 
каких-либо полиморфизмов, связанных с географи-
ческим происхождением образцов и видами пере-
носчика, не выявлено. полученные нуклеотидные 
последовательности 16S ррнк с наиболее качествен-
ным прочтением депонированы в международную 
базу данных (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) 
под номерами OQ152497 – OQ152500. 

также в некоторых пробах выявлено одновре-
менное присутствие генетических маркеров сразу 
нескольких видов возбудителей: рнк вируса ккгл + 

днк C. burnetii – в 3 (0,2 %) случаях, днк риккет-
сий группы кпл + кднк B. burgdorferi s.l. – в 18 
(1,1 %). 

таким образом, в результате проведенной рабо-
ты в суспензиях иксодовых клещей, собранных на 
территории гвинейской республики, обнаружены 
днк риккетсий группы кпл (25,6 % от всех иссле-
дуемых образцов), днк C. burnetii (6,2 %), кднк 
B. burgdorferi s.l. (9,1 %) и рнк вируса ккгл (2,5 %). 
перечисленный спектр возбудителей зарегистри-
рован во всех ландшафтно-географических зонах 
гвинеи. генетические маркеры возбудителей туляре-
мии, анаплазмозов, эрлихиозов и клещевого энцефа-
лита в настоящем исследовании не выявлены.

полученные результаты позволили уточнить 
возможный спектр заболеваний, передаваемых кле-
щами, на территории гвинейской республики, опре-
делили необходимость дальнейшего изучения цир-
куляции возбудителей природно-очаговых инфек-
ционных болезней в западной африке и проведения 
регулярного эпизоотологического мониторинга.
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Вариабельность генов omp25 и omp2a у штаммов бруцелл  
различного таксономического положения 

ФКУН «Российский научно-исследовательский противочумный институт «Микроб», Саратов, Российская Федерация 

цель исследования – выявление структурных отличий в генах бруцелл omp25 и omp2a, позволяющих опре-
делять их таксономическое положение. материалы и методы. объектами исследования служили нуклеотид-
ные последовательности полных геномов 48 штаммов бруцелл, представленных в базе данных GenBank NCBI.  
для оценки гомологии последовательностей использовали алгоритм BLAST и программу MEGA 11. результаты 
и обсуждение. у 13 видов бруцелл и Brucella spp. с неустановленной видовой принадлежностью воспроизведены 
in silico рестрикционные профили HindIII, EcoRV и EcoRI, AluI участков генома, включающих соответственно 
гены omp25 и оmp2a, фланкированные праймерами 25а-25B и 2AB-2AA. в гене omp25 выявлено 11 несинони-
мичных и 24 синонимичные мутации; две делеции: ∆103–108 п.н. – у В. nosferati, ∆562–597 п.н. – у В. ovis; встав-
ка ACT после 585 п.н. – у В. vulpis. вариабельность гена omp2a у изученных штаммов бруцелл была значительно 
выше. выявлены 138 SNPs, из них 60 приводят к замене аминокислот, две формируют стоп-кодоны, дополни-
тельно одна делеция ∆424–561 п.н. – у В. abortus 1, 2, 4-го биоваров. единичные мутации в генах omp2a и omp25 
имели как групповую специфичность – для нескольких видов, так и уникальную – для определенного вида или 
биовара патогена. аллельные профили генов omp25 и omp2a обладают большей разрешающей способностью, 
чем изученные их рестрикционные профили. выявленные изменения в структуре генов omp25 и omp2a коррели-
руют с циркуляцией отдельных видов и биоваров бруцелл в организме определенных носителей. в указанных ге-
нах показано наличие делеций, вставок и единичных полиморфных нуклеотидов, специфичных для видов, групп 
видов и в ряде случаев – биоваров патогена.

Ключевые слова: структурная организация, ген omp25, ген omp2a, нуклеотидная последовательность, аллели, 
рестрикционный анализ, виды и биовары бруцелл.
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N.A. Osina, E.G. Boolgakova, A.V. Osin, I.G. Shvidenko, S.A. Shcherbakova
Variability of omp25 and omp2a Genes in Brucella Strains of Different Taxonomic Position
Russian Research Anti-Plague Institute “Microbe”, Saratov, Russian Federation

Abstract. The aim of the study was to identify structural differences in the Brucella omp25 and omp2a genes, 
which make it possible to determine their taxonomic position. Materials and methods. The objects of the study were 
the nucleo tide sequences of the complete genomes of 48 Brucella strains presented in the GenBank NCBI database.  
To assess sequence homology, the BLAST algorithm and the MEGA 11 program were used. Results and discussion.  
In 13 species of Brucella and Brucella spp. with unknown species appurtenance, HindIII, EcoRV and EcoRI, AluI restric-
tion profiles of genome regions have been reproduced in silico, including, omp25 and omp2a genes, flanked by primers 
25A-25B and 2AB-2AA, respectively. In the omp25 gene, 11 non-synonymous and 24 synonymous mutations have been 
detected; two deletions: ∆103–108 bp – in В. nosferati, ∆562–597 bp – in В. Ovis; and ACT insertion after 585 bp – in 
В. vulpis. The variability of the omp2a gene in the studied Brucella strains was significantly higher. 138 SNPs have been 
identified, of which 60 lead to amino acid substitutions, 2 – form stop codons, and an additional deletion ∆424–561 bp – 
in В. abortus 1, 2, 4 biovars. Single mutations in the omp2a and omp25 genes had both group specificity – for several 
species, and unique – for a specific species or biovar of the pathogen. Allelic profiles of the omp25 and omp2a genes have 
greater resolution than their restriction profiles studied. The identified changes in the structure of the omp25 and omp2a 
genes correlate with the circulation of individual Brucella species and biovars in the organism of certain carriers. These 
genes show the presence of deletions, insertions and single polymorphic nucleotides specific to species, groups of species 
and, in some cases, biovars of the pathogen.

Key words: structural organization, omp25 gene, omp2a gene, nucleotide sequence, alleles, restriction analysis, 
Brucella species and biovars.
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в настоящее время в соответствии с номенкла-
турой, представленной в LPSN (List of procariotic 
names with standing in nomenclature), в роде Brucella 
выделяют двенадцать самостоятельных видов бру-
целл, вызывающих заболевания людей и животных: 
В. abortus – 7 биоваров, В. melitensis – 3 биовара, 
В. suis – 5 биоваров, В. neotomae, В. ovis, В. canis, 
В. ceti, В. pinnipedialis, В. microti, В. inopinata, В. pa-
pionis, В. vulpis [1]. отмечены случаи выделения 
бруцелл с неустановленным систематическим поло-
жением от земноводных [2–6]. в 2023 г. открыт но-
вый вид бруцелл – Brucella nosferati, выделенных от 
летучих мышей-вампиров Desmodus rotundus [6]. 

внутривидовая гомология генетической струк-
туры бруцелл достигает 95 % [7]. в то же время вы-
явлены отдельные области – геномные острова (IncP, 
GI-1, GI-2, GI-3, CI-5, CI-6, GI-8, SAR1-2 и др.) и дру-
гие участки генома, представленные в разной степе-
ни у различных представителей рода Brucella [7–9]. 
среди них можно выделить гены omp, кодирующие 
синтез белков наружной мембраны бруцелл, кото-
рые играют важную роль в патогенезе возбудителя: 
адгезия к клеткам хозяина, уклонение от иммунной 
системы макроорганизма, обеспечение транспор-
та питательных веществ и других компонентов за 
счет формирования пор во внешней мембране [10]. 
методом рестрикционного анализа установлена 
вариабельность omp31, omp25, omp25b, omp25c, 
omp25d, omp22, omp2a, omp2b у ряда видов и био-
варов возбудителя бруцеллеза: В. abortus 1, 2, 4-го 
биоваров, В. melitensis, В. ovis, В. neotomae [11–13]. 
показана эффективность применения предложенных 
подходов для идентификации коллекционных штам-
мов бруцелл [14, 15]. однако изменчивость генов по 
рестрикционному профилю была установлена для 
ограниченного круга бруцелл. детальный анализ 
структуры генов omp у бруцелл с различной таксо-
номической принадлежностью позволит оценить 
возможности применения их вариабельности для ви-
довой и внутривидовой дифференциации штаммов 
возбудителя бруцеллеза.

цель данного исследования состояла в выявле-
нии структурных отличий в генах бруцелл omp25 и 
omp2a, позволяющих определять их таксономиче-
ское положение. 

материалы и методы

объектами исследования служили полноге-
номные последовательности 48 штаммов бруцелл, 
представленные в базе данных GenBank NCBI, из 
них: 9 типовых, 12 референтных (для биоваров 
B. abortus, B. melitensis, B. suis) штаммов патогена, 
а также 28 штаммов бруцелл, у которых в аннотации 
указано таксономическое положение (В. suis 1–5-го 
биоваров, виды В. canis, В. ovis, В. neotomae, В. ceti, 

В. pinnipedialis, В. inopinata, В. vulpis, В. nosferati и 
бруцеллы с неустановленной видовой принадлежно-
стью (табл. 1), из которых детально анализировали 
фланкированные праймерами 25а-25B и 2AB-2AA 
фрагменты генома бруцелл размером 758 п.н. и 
1233 п.н. по а. Cloeckaert et al. [11], которые содер-
жат последовательности генов omp25 и оmp2a соот-
ветственно.

для оценки вариабельности нуклеотидных 
последовательностей использовали базу данных 
GenBank NCBI с алгоритмом BLAST и програм-
му MEGA 11. в качестве референса использова-
ли полный геном В. abortus 9-941 (GenBank NCBI 
№ AE017223.1).

результаты и обсуждение

Рестрикционный профиль областей 25А-25B 
(ген omp25) и 2AB-2AA (ген omp2a) у бруцелл раз-
личной таксономической принадлежности. ранее 
A. Cloeckaert et al. [11] показали вариабельность 
фрагментов генов omp25 и оmp2a у ряда видов бру-
целл. Фрагменты геномов, ограниченные праймера-
ми 25а и 25B, 2AB и 2AA, содержащие последова-
тельности данных генов соответственно, обрабаты-
вали различными рестриктазами с последующим 
разделением полученных фрагментов с помощью 
гель-электрофореза. среди тестированных авторами 
рестриктаз наибольшей дифференцирующей способ-
ностью обладали HindIII и EcoRV в отношении обла-
сти 25а-25B и EcoRI и AluI при рестрикции области 
2AB-2AA: определение принадлежности к В. abortis 
1, 2, 4-го биоваров, В. melitensis, В. ovis, В. neotomae. 
предложенный подход был успешно использован 
нами при изучении коллекционных штаммов возбу-
дителя бруцеллеза [15]. однако в обеих работах оце-
нивалась вариабельность указанных участков генома 
только у шести видов бруцелл: В. abortus, В. meliten-
sis, В. suis, В. ovis, В. canis, В. neotomae – и не были 
определены размеры рестрикционных фрагментов. 

в настоящей работе проведен рестрикционный 
анализ in silico этих областей генома у штаммов 
13 видов бруцелл и Brucella spp. с неустановленной 
видовой принадлежностью (табл. 1). выявлялось ко-
личество и взаиморасположение указанных сайтов 
рестрикции, а также прогнозировались размеры ре-
стрикционных фрагментов у бруцелл различной так-
сономической принадлежности. результаты наших 
исследований мы сравнили с данными зарубежных 
коллег. 

установлено, что в области 25а-25B имеется по 
одному сайту рестрикции HindIII и EcoRV (рис. 1). 
большинство бруцелл имеют одинаковый рестрик-
ционный профиль – P1HindIII (467 и 291 п.н.) и P1EcoRV 
(649 и 109 п.н.) соответственно. характерные про-
фили отмечены у В. ovis – P2HindIII (467 и 255 п.н.)  
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Таблица 1 / Table 1
Перечень нуклеотидных последовательностей бруцелл, использованных в работе

List of Brucella nucleotide sequences used in the work

№
Штамм
Strain

Type/reference GenBank NCBI №

1 В. abortus bv. 1 9-941 – AE017223.1
2 В. abortus bv. 2 86/8/59 ATCC 23449 Reference CP007765.1

3 В. abortus bv. 3 Tulya ATCC 23450 Reference
ACBI01000007.1
ACBI01000005.1

4 В. abortus bv. 4 292 атсс23451 Reference
JMSB01000016.1
JMSB01000015.1

5 В. abortus bv. 5 3196 ATCC 23452 Reference CP007707.1
6 В. abortus bv. 6 870 ATCC23453 Reference CP007709.1
7 В. abortus bv. 9 C68 ATCC23455 Reference CP007705.1
8 В. melitensis bv. 1 16M атсс23456 Type CP007763.1
9 В. melitensis bv. 2 63/9 атсс23445 Reference CP007789.1

10 В. melitensis bv. 3 706 атсс23458 Reference CP007760.1
11 В. suis bv. 1 1330 атсс23444 Type CP002997.1
12 В. suis bv. 1 S2 – CP006961.1
13 В. suis bv. 2 Thomsen атсс23445 Reference CP000911.1
14 В. suis bv. 2 Bs143CITA – CP007695.1
15 В. suis bv.3 686 атсс23446 Reference CP007719.1
16 В. suis bv. 3 CVI_71 – CP054957.1

17 В. suis bv. 4 40 атсс 23447 Reference
ACJK01000011.1
AZBG02000003.1

18 В. suis bv. 4 BSP – CP008757.1
19 В. suis bv. 5 513UK BCCN R21 Reference CP007717.1
20 В. suis bv. 5 CVI_73 – CP054953.1
21 В. canis ATCC 23365 Type CP000872.1
22 В. canis FDAARGOS_420 – CP023974.1
23 В. canis SVA13 – CP007629.1
24 В. ovis ATCC 25840 Type CP000708.1

25 В. ovis 81/8 –
AQKO01000006.1
AQKO01000005.1

26 В. ovis 63/96 – AQKN01000002.1

27 В. neotomae 5K33 Type
ACEH01000046.1

U26441.1
28 В. neotomae NCTC10070 – UAQT01000004.1
29 В. neotomae NCTC10071 – UAQU01000004.1
30 В. ceti M644/93/1 – ACBO01000060.1
31 В. ceti M13/05/1 – ACBP01000069.1
32 В. ceti BD1442 – LC484043.1
33 В. ceti Cudo – ACJD01000002.1
34 B. pinnipedialis 6/566 – CP007743.1
35 B. pinnipedialis B2/94 Type CP002078.1
36 В. microti CCM 4915 Type CP001578.1

37 B. inopinata BO1 Type
AZBI02000145.1
ADEZ01000026.1

38 В. inopinata FO700662 6 – JARQXC010000006.1
39 В. vulpis F60 Type LN997863.1
40 В. vulpis F965 – LN998033.1
41 В. nosferati bbatCR03 – CP106870.1
42 Brucella sp. 10RB9215 – LT599047.1
43 Brucella sp. 09RB8910 – CP019390.1
44 Brucella sp. 09RB8471 – CP019347.1
45 Brucella sp. 2594 – CP103960.1
46 Brucella sp. 2716 – CP103962.1
47 Brucella sp. BO3 – CP047232.1
48 Brucella sp. 2280 – CP045697.1
примечание :  bv. – биовар; Type – типовой штамм; Reference – референтный штамм. 
No te :  bv. – biovar; Type – type strain; Reference – reference strain.
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и P2EcoRV (613 и 109 п.н.), В. vulpis – P3HindIII (467 и 
294 п.н.) и P3EcoRV (652 и 109 п.н.), B. nosferati – P4HindIII 
(461 и 291 п.н.) и P4EcoRV (643 и 109 п.н.). у В. me-
litensis всех биоваров отсутствует сайт рестрикции 

EcoRV, поскольку в этой области наблюдается заме-
на A613T (рис. 1). 

полученные нами результаты по количеству 
фрагментов, образующихся при гидролизе указан-

рис. 1. анализ структуры области 25а-25B бруцелл: 
A – фрагмент генома патогена размером 758 п.н., содержащего ген omp25, фланкированный праймерами 25а-25в по а. Cloeckaert et al. [11] (область 
25а-25B): оранжевым выделено положение праймеров; голубым – участки межгенного пространства, ограниченные праймерами (36 п.н. слева и 
80 п.н. справа от гена); розовым – ген omp25; ATG – старт-кодон; TAA – стоп-кодон; 
B – рестрикционные профили области 25а-25B: цифрами обозначены нуклеотиды, по которым происходит рестрикция ферментами HindIII и EcoRV 
или происходят мутации: SNP, делеции, вставки (нумерация от старт-кодона) 

Fig. 1. Analysis of the structure of the 25A-25B region in Brucella: 
A – fragment of the pathogen genome 758 bp in size, containing the omp25 gene, flanked by primers 25A-25B. Cloeckaert et al. [11] (25A-25B region): the 
position of the primers is highlighted in orange; blue – areas of intergenic space limited by primers (36 bp to the left and 80 bp to the right of the gene); pink – 
omp25 gene; ATG – start-codon; TAA – stop-codon; 
B – restriction profiles of the 25A-25B region: numbers indicate nucleotides at which restriction with the enzymes HindIII and EcoRV, or mutations occur: SNP, 
deletions, insertions (numbering from the start-codon)
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ными рестриктазами, совпали с данными, приве-
денными зарубежными авторами для В. abortus, 
В. melitensis, В. suis, В. ovis, В. canis, В. neotomae. 
дополнительно для этих видов нами определены 
точные размеры фрагментов HindIII и EcoRV обла-
сти 25а-25B. кроме того, установлены рестрикци-
онные профили для В. ceti, B. pinnipedialis, В. microti, 
В. inopinata и Brucella spp. с неустановленной видо-
вой принадлежностью (P1HindIII, P1EcoRV), а для В. vul-
pis (P3HindIII, P3EcoRV) и B. nosferati (P4HindIII, P4EcoRV) 
рестрикционные профили оказались уникальными 
(рис. 1). в итоге области 25а-25B изученных бру-
целл формировали четыре рестрикционных профиля 
HindIII и пять – EcoRV.

при анализе области 2AB-2AA выявлено два 
сайта рестрикции EcoRI, четыре или пять сайтов – 
AluI (рис. 2). большинство бруцелл имеют одинако-
вый EcoRI рестрикционный профиль P1EcoRI-2a (660, 
371 и 202 п.н.). у В. abortus 1, 2 и 4-го биоваров из-
за наличия делеции ∆424–561 п.н. отсутствует один 
из сайтов рестрикции, что приводит к образованию 
характерного для них профиля – P2EcoRI-2a (724 и 
371 п.н.). у В. nosferati мутация A283G также при-
водит к отсутствию одного из сайтов рестрикции 
EcoRI. в результате формируется профиль рестрик-
ции P3EcoRI-2a (660 и 573 п.н.).

у изученных бруцелл превалирует профиль 
P1AluI-2a (657, 275, 163, 126 и 12 п.н.) AluI области 
2AB-2AA. у штаммов В. abortus 1, 2, 4-го биова-
ров в результате делеции ∆424–561 п.н. профиль 
изменился на P2AluI-2a (519, 275, 163, 126 и 12 п.н.); 
у В. ovis мутация G63A приводит к образованию 
дополнительного сайта рестрикции и появлению 
профиля P3AluI-2a (657, 260, 163, 126, 15 и 12 п.н.).  
для В. neotomae и В. vulpis мутация G981A исклю-
чает один из сайтов рестрикции и формирует про-
филь P4AluI-2a (820, 275, 163, 126 и 12 п.н.); у В. nosfe-
rati замена G324A убирает один из сайтов рестрик-
ции, добавляя новый профиль P5AluI-2a (932, 163, 126 
и 12 п.н.). у штамма Brucella sp. 2280, выделенного 
от амфибий, благодаря мутации G831T образуется 
дополнительный сайт рестрикции, создавая про-
филь P6AluI-2a (505, 275, 163, 152, 126, 12 п.н.) (рис. 2). 
ведущую роль в формировании различных рестрик-
ционных профилей области 2AB-2AA играют еди-
ничные мутации, которые приводят к образованию 
новых или утрате имеющихся сайтов рестрикции 
ферментами EcoRI и AluI.

как видно из приведенных результатов, рес-
трикционный анализ областей 25а-25B и 2AB-2AA 
обладает приблизительно одинаковой видовой и 
внутривидовой дифференцирующей способностью 
для бруцелл. совместное определение рестрикци-
онных профилей указанных областей позволяет 
дифференцировать В. abortus 1, 2, 4-го биоваров, 
В. melitensis, В. ovis, В. neotomae, В. vulpis, B. nosfe-
rati и Brucella sp. 2280 с неустановленной видовой 
принадлежностью. в то же время для разделения 
близких по размеру фрагментов в агарозном геле 

может потребоваться фиксация фингерпринтов в не-
скольких временных интервалах с тщательным под-
бором процентности и качества геля, но даже это мо-
жет оказаться недостаточным для разделения таких 
фрагментов. определение нуклеотидной последова-
тельности спорных по размеру фрагментов потре-
бует дополнительного времени и будет затруднять 
определение таксона изучаемого штамма. поэтому 
нами изучена видовая и внутривидовая вариабель-
ность генов omp25 и оmp2a на основе определения 
их нуклеотидных последовательностей с выявлени-
ем мутаций, пригодных для определения таксономи-
ческого положения штаммов бруцелл.

Анализ вариабельности гена omp25 у штам-
мов бруцелл различной таксономической принад-
лежности. в ходе проведенного анализа в гене 
omp25 бруцелл выявлено 11 несинонимичных еди-
ничных мутаций, приводящих к замене аминокислот: 
T98C (сys33Ala), G191A и C192T (Ser64Asn), C227G 
(Ala76Gly), C256A (Gln86Lys), G286A (Asp96Lys), 
C386T (Pro129Leu), C416T (Ala139сys), G582C 
(Thr194Ser), C584A (Thr195Asn), A613T (Ile205Phe); 
24 синонимичные мутации: G39A, C40T, T120с, 
C144T, T162C, T168C, C189T, T198G, C234T, с261T, 
C273T, T276C, C351T, C369T, G405A, C417T, с450T, 
C453T, C519T, C522G, T567C, T579C, T585G, T588C; 
две делеции: ∆103–108 п.н. (∆35Ala36Pro), ∆562–
597 п.н. (∆188Asn, 189Tyr, 190Asp, 191Leu, 192Ala, 
193Gly, 194Thr, 195Thr, 196Cys, 197Arg, 198Asn, 
199Lys); вставка ACT после 585 п.н.

у штаммов В. abortus вне зависимости от их био-
варной принадлежности в позиции 168 гена omp25 
находится нуклеотид T, тогда как у других видов 
бруцелл в этой позиции – нуклеотид с. для В. me-
litensis характерны две синонимичные замены: C40T, 
C369T и одна несинонимичная – A613T (Ile205Phe). 
дополнительные замены выявлены у референтного 
штамма В. melitensis 63/9 2-го биовара – T276C и у 
В. melitensis 706 3-го биовара – C416T (Ala139сys). 
специфичность данных мутаций для В. melitensis 
2-го и 3-го биоваров можно будет уточнить иссле-
дованиями более широкой выборки штаммов этих 
биоваров. В. suis 1, 3, 4-го биоваров, B. pinnipedialis, 
В. microti несут в гене omp25 только замену T168C, 
тогда как В. suis 2-го и 5-го биоваров – дополни-
тельно C522G, В. canis – C256A (Gln86Lys), C522G, 
В. ceti – C351T, В. neotomae – G39A, T168C, C386T 
(Pro129Leu). 

более значительные изменения гена omp25 от-
мечены у В. ovis, В. inopinata, В. vulpis и Brucella 
spp. с неопределенной видовой принадлежностью. 
только для В. ovis в данном гене характерны заме-
ны G286A (Asp96Lys), G405A и делеция ∆562–597 
размером 36 п.н. (потеря аминокислот: 188Asn, 
189Tyr, 190Asp, 191Leu, 192Ala, 193Gly, 194Thr, 
195Thr, 196Cys, 197Arg, 198Asn, 199Lys). у В. vul-
pis выявлены специфичные замены C581G и G582C 
(Thr194Ser), T585G и ACT-вставка после 585 п.н. 
для В. nosferati отмечено наличие делеции 6 нуклео-
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рис. 2. анализ структуры области 2AB-2AA: 
А – фрагмент генома бруцелл размером 1233 п.н., содержащего ген omp2a, фланкированный праймерами 2аB-2AA по а. Cloeckaert et al. [11] (область 
2AB-2AA): оранжевым выделено положение праймеров; голубым – участки межгенного пространства, ограниченные праймерами (88 п.н. слева и 
41 п.н. справа от гена); розовым – ген omp2а; ATG – старт-кодон; TAA – стоп-кодон; В – рестрикционные профили области 2AB-2AA: цифрами обо-
значены нуклеотиды, по которым происходит рестрикция ферментами EcoRI и AluI  или происходят мутации (SNP) (нумерация от старт-кодона); 
bv. – биовар

Fig. 2. Analysis of the structure of the 2AB-2AA region: 
A – fragment of the Brucella genome, 1233 bp in size, containing the omp2a gene and flanked by primers 2AB-2AA. Cloeckaert et al. [11] (2AB-2AA region): 
the position of the primers is highlighted in orange; the sections in blue are intergenic space limited by primers (88 bp to the left and 41 bp to the right of the gene); 
pink – omp2а gene; ATG – start-codon; TAA – stop-codon; B – restriction profiles of the 2AB-2AA region: numbers indicate nucleotides at which restriction by 
the enzymes EcoRI and AluI, or mutations occur (SNP) (numbering from the start-codon); bv. – biovar
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тидов ∆103–108 п.н. (35Ala36Pro) и замена T98C 
(сys33Ala). проведенный анализ показал, что для 
В. inopinata, В. vulpis и Brucella spp. с неуточнен-
ной видовой принадлежностью характерны замены, 
которые не встречаются у других видов патогена: 
T162C, T198G, C227G (Ala76Gly), T567C, C584A 
(Thr196Asn), T588C. 

возникновение делеции ∆562–597 размером 
36 п.н. у В. ovis связано с гомологичной рекомбина-
цией между двумя прямыми повторами GCAACAAG, 
которые фланкируют участок размером 28 п.н. 
образование делеции ∆103–108 п.н. (35Ala36Pro), 
выявленной у В. nosferati, имеет другое происхожде-
ние, поскольку в данной области повторы не обна-
ружены. замены, делеции и вставки, которые вы-
явлены у В. melitensis 3-го биовара, В. canis, В. ovis, 
В. vulpis, В. nosferati, могут привести к увеличению 
гидрофильности белка Omp25 за счет снижения ко-
личества гидрофобных аминокислот, что, возможно, 
повлияет на изменение иммунного ответа макроор-
ганизма, на инфицицирование этими видами бру-
целл, поскольку данный белок подавляет синтез TNF 
макрофагами и дендритными клетками.

исследование нуклеотидной последователь-
ности гена omp25 позволило выделить 18 аллелей, 
характерных для отдельных видов или групп видов: 
В. abortus, В. melitensis, В. suis биоваров 1, 3, 4, В. suis 
биоваров 2, 5 / B. pinnipedialis / В. microti, В. canis, 
В. ovis, В. neotomae, В. ceti, В. inopinata, В. vulpis, 
В. nosferati и Brucella spp. с неустановленной видо-
вой принадлежностью (табл. 2). определение ал-
лельного спектра гена omp25 значительно расширя-
ет возможности видовой дифференциации бруцелл 
(18 аллелей) по сравнению с рестрикционным ана-
лизом (4, 5 рестрикционных профиля).

Анализ вариабельности гена omp2а у штам-
мов бруцелл различной видовой и биоварной при-
надлежности. вариабельность гена omp2a у изу-
ченных штаммов бруцелл была значительно выше. 
выявлены 76 синонимичных замен и 62 несинони-
мичные мутации, приводящие в 60 случаях к замене 
аминокислот и в двух – к образованию стоп-кодона, 
а также одна делеция ∆424–561 п.н. выявленные по-
лиморфизмы имели как групповую специфичность 
для нескольких видов, так и уникальную – для опре-
деленного вида или биовара патогена (табл. 3). 

все штаммы Brucella spp., кроме В. abortus, 
В. melitensis и В. nosferati, имеют следующие за-
мены: T213C±, C222T±, T223A (Ser75Thr), T228C/
A229T/C231G (Thr77Ser), C234T, C237T, T240R 
(Asn80Lys), C901A (Pro301Thr). только штаммы 
В. suis 1–4-го биоваров и В. canis имеют две неси-
нонимичные замены – T722C (сys241Ala) и T736C 
(Ser246Pro), которые приводят к замене двух гидро-
фильных аминокислот – цистеина и серина – на две 
гидрофобные – аланин и пролин соответственно, 
что может изменить гидрофильность белка Omp2a и, 
как следствие, процесс образования пор во внешней 
мембране патогена. 

среди групповых мутаций можно выделить 
биспецифичные замены для В. neotomae и В. vulpis: 
C963G, C966T, C972T, C979G/G981A (Gln327Glu), 
C984G, C990T, A993C, A1000G (Ile334сys). 
обозначенные несинонимичные замены могут уве-
личить гидрофильность белка и изменить его заряд. 
изменения, характерные только для В. neotomae – 
C542A (Ala181Asp) и В. vulpis – G568T (Ala190Ser), 
C815T (Ala272сys), при которых нейтральная гид-
рофобная аминокислота Ala замещается на амино-
кислоты с лучшей растворимостью и, в последнем 
случае, на нейтральную гидрофильную, приведут к 
повышению гидрофильных свойств белка.

наибольшие изменения нуклеотидных после-
довательностей гена omp2a наблюдаются у В. abor-
tus 1, 2 и 4-го биоваров, В. suis 2-го биовара, В. ovis 
и В. nosferati. для В. abortus 1, 2 и 4-го биоваров ха-
рактерна делеция размером 130 п.н. (∆424–561 п.н.) 
в результате гомологичной рекомбинации по вось-
мичленным нуклеотидным повторам GCACCGGC. 
как следствие, штаммы этих биоваров продуцируют 
усеченную аминокислотную последовательность 
(321 аминокислота из 367).

Таблица 2 / Table 2
аллели генов omp25 и omp2a, выявленные в работе

Alleles of omp25 and omp2a genes, identified within the frames 
 of the work

вид, биовар бруцелл
Brucella species, biovar 

аллель / Allele
ген omp25 

omp25 gene
ген omp2а 

omp2a gene
В. abortus bv. 1, 2, 4 1 1
В. abortus bv. 3, 5, 6, 9 1 2
В. melitensis bv. 1–3 2 2
В. suis bv. 1 3 3
В. suis bv. 2 4 4
В. suis bv. 3 3 5
В. suis bv. 4 3 6
В. suis bv. 5 4 7
В. canis 5 6
В. ovis 6 8
В. neotomae 7 9
В. ceti 8 10
В. pinnipedialis 4 10
В. microti 4 10
В. inopinata 9 11
В. vulpis 10 12
B. nosferati 11 13
Brucella sp. 10RB9215 12 14
Brucella sp. 09RB8910 13 15
Brucella sp. 09RB8471 14 16
Brucella sp. 2594 15 17
Brucella sp. 2716 16 18
Brucella sp. BO3 (WHO) 17 19
Brucella sp. 2280 18 20

примечание :  bv. – биовар.

No te :  bv. – biovar.
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В. suis 2-го биовара из-за наличия мутации 
G752A, которая приводит к преждевременной тер-
минации транскрипции и образованию стоп-кодона, 
также продуцируют усеченную аминокислотную 
последовательность (250 аминокислот из 367). 
у В. ovis пять несинонимичных мутаций приводят 
к замене четырех аминокислот: G409A (Gly137Ser), 
G517A (сys173Ile), G535A (сys179Ile), G538T/T540G 
(Ala180Ser), – а одна G1040A – к образованию стоп-
кодона TAG, из-за чего синтезируется укороченная 
аминокислотная последовательность белка Omp2a 

(346 аминокислот из 367). у штаммов нового вида 
бруцелл В. nosferati отмечено значительное количе-
ство несинонимичных мутаций в начале нуклеотид-
ной последовательности гена omp2a: A271C/T272G/
G273T (Met91Arg), T274G/C276T (Phe92сys), A277T/
A278C (Asn93Ser), G282C/A283G/A284G (Asn95Gly), 
A306C, G310A/G311A/C312G (Gly104Lys), A317T 
(Tyr106 Phe), T321C, C322G/G324A (Gln108Glu), 
A340G/C342T (Thr114Ala), A343G/G344C/C345G 
(Ser115Ala) – и единичные в конце – A757G/A759C 
(Thr253Ala). 

Таблица 3 / Table 3
Групповые и единичные мутации, выявленные в гене omp2a у изученных штаммов бруцелл

Group and single mutations detected in the omp2a gene in the studied strains of Brucella

полиморфные нуклеотиды,  
в скобках указана замена аминокислот в случае несинонимичных мутаций

Polymorphic nucleotides, amino acid substitutions  
in case of non-synonymous mutations are indicated in parentheses 

виды бруцелл
Brucella species

мутации, специфичные для нескольких видов бруцелл
Mutations specific to several Brucella species

T213C±, C222T±, T223A (Ser75Thr), T228C, A229T/C231G (Thr77Ser), C234T, 
C237T, T240R (Asn80Lys), C901A (Pro301Thr)

Brucella spp., кроме В. abortus, В. melitensis, В. nosferati 
Brucella spp. except В. abortus, В. melitensis, В. nosferati 

T722C (сys241Ala), T736C (Ser246Pro) В. suis bv. 1–4, В. canis

G175A (сys59Ile), C178A/A179G/T180C (His60Ser), T183C±

Brucella spp., кроме В. abortus, В. melitensis, В. suis bv. 1, 3, 4,  
В. canis, В. nosferati

Brucella spp. except В. abortus, В. melitensis, В. suis bv. 1, 3, 4,  
В. canis, В. nosferati

C963G, C966T, C972T, C979G/G981A (Gln327Glu), C984G, C990T, A993C, 
A1000G (Ile334сys) В. neotomae, В. vulpis

T318C, C330T, C399T±, A630G A801T, C813T±, T852C, T885C, T978C* 

В. inopinata, В. vulpis, Brucella spp. с неуточненной 
 видовой принадлежностью 

В. inopinata, В. vulpis, Brucella spp. with unspecified species  
appurtenance

G388A/A389G (Asp130Ser), C391G/G392T (Arg131сys) 
G388A (Asp130Asn), C391G/G392T (Arg131сys)

В. vulpis, Brucella spp. с неуточненной  
видовой принадлежностью 

В. vulpis, Brucella spp. with unspecified species appurtenance

A993C

В. suis bv. 5, В. inopinata, Brucella spp. с неуточненной  
видовой принадлежностью

В. suis bv. 5, В. inopinata, Brucella spp. with unspecified  
species appurtenance

мутации, специфичные для одного вида и биовара бруцелл
Mutations specific to one species and biovar of Brucella

∆424–561 нуклеотид / nucleotide В. abortus bv. 1, 2, 4
C911T (Ala304сys) В. suis bv. 1
G752A (образование стоп-кодона TAG / formation of stop codon TAG) В. suis bv. 2
T877C (Trp293 Arg) В. suis bv. 3
G63A, C129T, C255T, C264T, G409A (Gly137Ser), G517A (сys173Ile), T531C, 
C534G, G535A (сys179Ile), G538T/T540G (Ala180Ser), G1040A (образование 
стоп-кодона TAG / formation of stop codon TAG)

В. ovis

A87G, C542A (Ala181Asp), T598C (Ser200Pro), C954G В. neotomae
C78T, C534T, G568T (Ala190Ser), C654T, T660C, C815T (Ala272сys), G933C, 
A1021T (Thr341 Ser) В. vulpis

A271C/T272G/G273T (Met91Arg), T274G/C276T (Phe92сys), A277T/A278C 
(Asn93Ser), G282C/A283G/A284G (Asn95Gly), A306C, G310A/G311A/C312G 
(Gly104Lys), A317T (Tyr106 Phe), T321C, C322G/G324A (Gln108 Glu), C339T, 
A340G/C342T (Thr114 Ala), A343G/G344C/C345G (Ser115Ala), A757G/A759C 
(Thr253 Ala), G791

В. nosferati 

примечание :  bv. – биовар. 

No te :  bv. – biovar.
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количество аллелей гена omp2a значительно 
выше, чем гена omp25, – практически все выбран-
ные для анализа штаммы имели уникальную струк-
туру данного гена (табл. 2). используя анализ нук-
леотидной последовательности данного гена, воз-
можно дифференцировать В. abortus биоваров 1, 2, 4,  
В. abortus биоваров 3, 5, 6, 9 / В. melitensis, В. suis 
биовара 1, В. suis биовара 2, В. suis биовара 3, В. suis 
биовара 5, В. suis биовара 4 / В. canis, В. ovis, В. neoto-
mae, В. ceti / В. pinnipedialis / В. microti, В. inopinata, 
В. vulpis, В. nosferati и отдельные Brucella spр. с не-
установленной видовой принадлежностью.

в процессе адаптации Brucella spp. к опреде-
ленным видам хозяина ген omp2a бруцелл приобрел 
ряд изменений, связанных с делетированием и поли-
морфизмом единичных нуклеотидов, которые могут 
влиять на гидрофильность и заряд белка Omp2a и 
даже приводить к утрате его функции. это, скорее 
всего, меняет конфигурацию образующихся пор, а 
значит, и доступность определенных питательных 
веществ. представляет интерес изучение измене-
ния третичной структуры и, как следствие, измене-
ние порообразующей способности белков Omp2a с 
усеченной аминокислотной последовательностью, 
синтезируемых штаммами В. abortus 1, 2 и 4-го био-
варов, В. suis 2-го биовара и В. ovis. 

виды и биовары бруцелл отличаются по виру-
лентности для определенных видов животных и че-
ловека [9, 16]. они отличаются по ряду фенотипиче-
ских признаков: способности к продукции сероводо-
рода и уреазы, отношению к избыточному содержа-
нию углекислоты в воздухе, степени резистентности  
к бактериостатическому действию красителей 
(основного фуксина и тионина), агглютинабель-
ности моноспецифическими сыворотками Abortus 
и мelitensis, чувствительности к диагностическим 
бруцеллезным бактериофагам [16]. отмечены вари-
ации генетической структуры возбудителя бруцелле-
за различного таксономического положения [7, 8]. 

в представленной работе установлены in silico 
количество и размеры рестриктов HindIII, EcoRV 
и EcoRI, AluI участков генома бруцелл, фланки-
рованных праймерами 25а-25B и 2AB-2AA по 
а. Cloeckaert et al. [11], которые содержат после-
довательности генов omp25 и оmp2a соответствен-
но. подтверждена возможность использования 
рестрикционного анализа, описанного зарубеж-
ными авторами, для дифференциации В. abortus 
биоваров 1, 2, 4, В. melitensis, В. ovis, В. neotomae. 
помимо этого, дополнительно выявлены специ-
фичные рестрикционные профили для В. vulpis, 
B. nosferati и Brucella sp. 2280 с неустановленной 
видовой принадлежностью, которые не изучались 
в работе зарубежных авторов, поскольку на тот 
момент еще не были открыты. в настоящий мо-
мент при совместном рестрикционном анализе об-
ластей 25а-25B и 2AB-2AA дифференциируются 
бруцеллы видов В. abortus биоваров 1, 2, 4, В. me-
litensis, В. ovis, В. neotomae, В. vulpis, B. nosferati  

и Brucella sp. 2280 с неустановленной видовой 
принадлежностью. отмечена ограниченность 
практического применения данного метода для 
определения таксономической принадлежности 
штаммов бруцелл. 

вариабельность нуклеотидных последователь-
ностей генов omp25 и оmp2a оказалась значительно 
шире: 18 и 20 аллей соответственно. при этом для 
большинства видов бруцелл и в ряде случаев для 
биоваров характерна уникальная последователь-
ность данных генов. на основании совокупного 
анализа нуклеотидной последовательности этих ге-
нов возможно дифференцировать В. abortus биова-
ров 1, 2, 4, В. abortus биоваров 3, 5, 6, 9, В. melitensis, 
В. suis биовара 1, В. suis биовара 2, В. suis биовара 3, 
В. suis биовара 4, В. suis биовара 5, В. canis, В. ovis, 
В. neotomae, В. pinnipedialis / В. microti, В. inopinata, 
В. vulpis, В. nosferati и отдельные Brucella spр., вы-
деленные от амфибий.

в структурной вариабельности генов превали-
рующим было наличие единичных полиморфных 
нуклеотидов, часть из которых приводит к замене 
аминокислот и, как следствие, к изменению гидро-
фильности белка и его заряда. делеции ∆562–597 
(omp25) характерны для В. ovis, а ∆424–561 (omp2a) –  
для B. abortus 1, 2 и 4-го биоваров. обе делеции об-
разуются в результате гомологичной рекомбинации, 
поскольку участки генома ограничены восьмичлен-
ными прямыми повторами. помимо этого, в гене 
omp25 у В. nosferati и В. vulpis отмечены непротя-
женная делеция ∆103–108 п.н. и вставка триплета 
ACT соответственно. связь структурных изменений 
генов omp25 и omp2a с определенными видами бру-
целл, с одной стороны, и с циркуляцией этих бруцелл 
среди строго определенных животных – с другой, 
позволяет предположить, что такие изменения воз-
никли в результате приспособления отдельных ви-
дов бруцелл к конкретным носителям. интересным 
направлением продолжения данной работы может 
оказаться изучение функциональной активности как 
вариантов белков Omp2a с усеченными аминокис-
лотными последовательностями В. abortus 1, 2 и 4-го 
биоваров, В. suis 2-го биовара и В. ovis, так и вариан-
тов с измененной гидрофильностью, установление 
роли этих белков в переносе определенных ионов и 
питательных веществ. 

таким образом, нами изучена генетическая 
структура генов omp25 и оmp2a бруцелл, показано 
наличие мутаций: делеций, вставок и единичных по-
лиморфных нуклеотидов, которые специфичны для 
видов, групп видов и в ряде случаев биоваров па-
тогена. установлены хорошие дифференцирующие 
способности определения аллельных вариантов ге-
нов omp25 и omp2a для определения таксономиче-
ского положения бруцелл. представляется перспек-
тивным продолжение работы по изучению данных 
участков генома у коллекционных штаммов бруцелл, 
в том числе выделенных на территории российской 
Федерации, и создание на основе полученных дан-
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ных способа определения таксономического поло-
жения бруцелл.

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

финансирование. авторы заявляют об отсут-
ствии дополнительного финансирования при прове-
дении данного исследования.
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В.а. Танитовский1, а.а. Габбасов1, В.В. суров1, В.Г. мека-меченко2, З.З. саякова2, н.с. майканов1

Численность и видовой состав грызунов и насекомоядных в населенных пунктах  
Западно-Казахстанской области, расположенных на энзоотичной по чуме территории

1Филиал «Уральская противочумная станция» ННЦООИ, Уральск, Республика Казахстан; 2РГП на ПХВ «Национальный научный 
центр особо опасных инфекций имени Масгута Айкимбаева» Министерства здравоохранения Республики Казахстан, Алматы, 

Республика Казахстан

цель исследования – анализ численности, видового состава, расселения мышевидных грызунов и других 
мелких млекопитающих в населенных пунктах западно-казахстанской области за последние шесть лет и причин 
изменения численности в многолетнем аспекте. материалы и методы. для работы использованы данные, по-
лученные сотрудниками филиала «уральская противочумная станция» республиканского государственного пред-
приятия «национальный научный центр особо опасных инфекций имени масгута айкимбаева» во время пла-
нового эпизоотологического обследования очагов чумы, расположенных на территории западно-казахстанской 
области. результаты и обсуждение. на энзоотичной по чуме территории средняя годовая численность грызунов 
и насекомоядных в населенных пунктах западно-казахстанской области составила весной 5,1, осенью – 8,1 при 
30,0 % заселенности поселковых объектов. в надворных постройках численность грызунов в три раза выше, чем 
в жилых домах, и составляет 11,5 (в жилых домах – 3,7). общий видовой состав добытых в населенных пунктах 
мелких млекопитающих представлен семью видами, среди которых доминирует домовая мышь (97,5 %). на вто-
ром месте стоит белозубка малая (1,7 %). в степных очагах чумы наблюдается тенденция снижения численно-
сти грызунов (за 18 лет – в среднем на 22,0 %). в песчаном очаге произошел незначительный рост численности 
зверьков на 2,0 %.

Ключевые слова: энзоотичная территория, эпизоотологическое обследование, численность грызунов, индекс 
доминирования, Mus musculus, Сrоcidura suaveolens.
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V.A. Tanitovsky1, A.A. Gabbasov1, V.V. Surov1, V.G. Meka-Mechenko2, Z.Z. Sayakova2, N.S. Maikanov1

Population and species Composition of Rodents and Insectivores in settlements  
of the West Kazakhstan Region Located in the Plague Enzootic Territory
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Abstract. The aim of the study was to analyze the abundance, species composition, dissemination of mouse-like 
rodents and other small mammals in the settlements of the West Kazakhstan Region over the past 6 years and the factors 
contributing to the change in the numbers in the long-term aspect. Materials and methods. We utilized the data ob-
tained by employees of the Uralsk Plague Control Station, affiliated branch of the Republican State Enterprise “National 
Scientific Center of Particularly Dangerous Infections named after Masgut Aikimbaev” during a scheduled epizootiologi-
cal survey of plague foci located in the West Kazakhstan Region. Results and discussion. The average annual number 
of rodents and insectivores in the settlements on the plague-enzootic territory of the West Kazakhstan Region was 5.1 in 
spring season, 8.1 in autumn, with 30.0 % occupancy of the facilities. In outbuildings, the number of rodents was three 
times higher than in residential buildings and amounted to 11.5 (residential buildings – 3.7). The general species compo-
sition of small mammals caught in the settlements was represented by seven species, among which the house mouse was 
a predominant one (97.5 %). The second place was occupied by the small shrew (1.7 %). There is a downward trend in 
the number of rodents in the steppe foci of plague (over 18 years – an average of 22.0 %). A slight increase in the number 
of animals by 2.0 % has been registered in the sandy focus.

Key words: enzootic territory, epizootiological survey, number of rodents, dominance index, Mus musculus, Сrоcidura 
suaveolens.
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на территории западно-казахстанской обла-
сти (зко) находятся три природных очага чумы: 
волго-уральский степной (вус), волго-уральский 
песчаный (вуп) и урало-уильский степной (уус). 
на этой территории располагаются сотни населен-
ных пунктов (поселки, зимовки). противочумная 
служба всегда уделяла особое внимание заселен-
ности поселковых объектов мышевидными гры-
зунами и борьбе с ними, так как известны много-
численные случаи заболевания людей чумой от 
мышевидных грызунов, обитающих в жилье чело-
века. еще в 1915 г. и.и. тихомиров установил, что 
«передача возбудителя чумы от больных мышей к 
человеку происходит через блох» [1], позже он до-
казал, что эпидемические вспышки, связанные с 
синантропными грызунами, обычно приурочены к 
осенне-зимнему периоду и обусловлены миграци-
ей больных зверьков в жилье человека, стога сена, 
с последующей передачей возбудителя чумы чело-
веку [2]. потенциальная опасность возникновения 
эпидемических осложнений значительно возрас-
тает в периоды высокой численности мышевидных 
грызунов и сезонной миграционной активности [3]. 
мыши вступают в контакт с основными носите-
лями, часто используя чужие норы, и заражаются. 
важное эпидемиологическое значение они приоб-
ретают благодаря экологическим особенностям, 
образуя связующее звено между человеческими по-
селениями и природными очагами. чем дальше на 
север, тем выше степень синантропности домовых 
мышей. в пустынных и полупустынных районах 
они могут жить в природе круглый год. но и здесь 
нередки случаи, когда даже летом они предпочита-
ют склады, магазины или жилища человека, богатые 
кормом. в лесополевой зоне домовые мыши в холод-
ное время года спасаются от бескормицы и осадков 
в постройках человека, а теплое проводят на полях 
зерновых культур или в других не менее кормных 
местах [4]. уральская противочумная станция – са-
мая северная в республике казахстан, поэтому се-
зонные миграции домовых мышей на территории 
ее деятельности наиболее выражены и имеют суще-
ственное эпидемическое значение.

в природных очагах чумы домовые мыши яв-
ляются второстепенными носителями и вовлекают-
ся в эпизоотии только при их повышенной числен-
ности. в XX в. эпизоотии чумы на домовых мышах 
регистрировались неоднократно, как на обследуе-
мой территории, так и на прилегающих к ней [5–9]. 
а.и. дятлов и соавт. по результатам эпизоотологи-
ческого обследования 1979–1986 гг. в приморских 
песках прикаспийского северо-западного природ-
ного очага чумы даже причислили домовую мышь 
к категории основных носителей (наряду с малыми 
песчанками) в этом регионе [10]. нередко заболев-

шие чумой грызуны отлавливались и в закрытых 
стациях, например во время эпизоотии чумы в меж-
дуречье урала и эмбы (1956–1963 гг.), в 1958 г. она 
проникла в популяцию домовых мышей в низовьях 
урала, где в 89 пунктах было выделено 236 культур 
возбудителя чумы [11].

эпизоотологическое исследование грызунов и 
других мелких млекопитающих из населенных пунк-
тов и регулирование их численности – это важный и 
необходимый элемент профилактических противоэ-
пидемических мероприятий в очагах чумы и других 
природно-очаговых инфекций.

тема эта очень актуальна и работы, касающиеся 
проникновения мышевидных грызунов в жилье че-
ловека в казахстане, имеются [12–20], но их недо-
статочно. 

целью данной работы явился анализ числен-
ности, видового состава, расселения мышевидных 
грызунов и других мелких млекопитающих в на-
селенных пунктах западно-казахстанской области, 
расположенных на энзоотичной по чуме территории, 
за последние шесть лет и причин изменения числен-
ности в многолетнем аспекте.

материалы и методы

для работы использованы данные, полу-
ченные сотрудниками филиала «уральская про-
тивочумная станция» ргп на пхв «ннцоои 
им. м. айкимбаева» во время планового эпизоото-
логического обследования очагов чумы, располо-
женных на территории западно-казахстанской об-
ласти. с этой целью в поселковых объектах (жилые 
дома, надворные постройки) различных населенных 
пунк тов ежегодно выставляется около 17,0 тыс. да-
вилок геро (ловушко-ночей) с использованием стан-
дартной приманки (хлеб с подсолнечным маслом). 
вылов зверьков и определение их численности про-
водились в соответствии с действующими инструк-
тивными документами. критерием численности мы-
шевидных грызунов служит их процент попадания 
на 100 давилок. основные объемы обследователь-
ских работ выполнены в весенний (апрель – май) и 
осенний (октябрь – ноябрь) периоды. в работе рас-
смотрена информация по численности и видовому 
составу мышевидных грызунов и других мелких 
млекопитающих, добытых в населенных пунктах за 
последние шесть лет (2017–2022 гг.). 

результаты и обсуждение

за указанное время (2017–2022 гг.) обследова-
нием на заселенность населенных пунктов мыше-
видными грызунами охвачено 13600 поселковых 
объектов общей площадью около 833,0 тыс. м2,  
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выставлено 85,0 тыс. давилок геро, добыто  
7025 млекопитающих. 

по полученным данным, весной в вус общая 
численность грызунов в населенных пунктах соста-
вила 6,4 при зараженности поселковых объектов, 
равной 26,4 %. осенью численность в среднем воз-
растает приблизительно на 30,0 % – соответствен-
но до 8,3 грызуна и 34,1 %. при этом наблюдаются 
существенные различия в заселенности грызунами 
жилых и надворных построек. более охотно засе-
ляются надворные постройки. весной в жилых до-
мах численность зверьков была равна 3,2 при 19,6 % 
зараженности объектов. в надворных постройках в 
это время показатель составил 9,6 при 33,1 %, что 
в 3 раза выше. осенью соответствующие данные 
составляли: в жилых домах– 4,8 грызуна и 28,5 %; 
в надворных постройках – 11,7 и 39,6 %, что в 
2,5 раза больше (табл. 1).

в уус динамика численности мышевидных 
грызунов в населенных пунктах близка по своим па-
раметрам к данным по вус (табл. 1).

в вуп в отношении весенней и осенней числен-
ности грызунов в населенных пунктах наблюдается 
несколько иная картина. весной общая численность 

млекопитающих составила 9,2 при 29,3 % заражен-
ности объектов. осенью численность зверьков со-
кратилась до 8,3 при 31,8 % зараженности объектов, 
т.е. от весны к осени произошло сокращение чис-
ленности на 10,0 %. при этом весной в жилых до-
мах численность зверьков была равна 2,0 при 15,9 % 
зараженности объектов. в надворных постройках в 
это время показатели составили соответственно 16,3 
и 42,7 %, что в 8 раз выше. осенью соответствующие 
данные составляли: в жилых домах – 4,1 и 26,5 %; 
в надворных постройках – 12,4 и 37,0 %, что в 3 раза 
больше. 

снижение численности грызунов от весны к 
осени или, наоборот, увеличение от осени к вес-
не можно объяснить довольно жесткими летними 
условиями пустынного климата в песках, ухудшив-
шимися за последнее время [21], и предпочтением 
мелких млекопитающих размножаться в холодное 
время года. такое явление наблюдается в этом очаге 
у полуденной песчанки [22] и других мышевидных 
грызунов [23].

общий видовой состав добытых в населенных 
пунктах мелких млекопитающих представлен семью 
видами: мышь домовая – Mus musculus Linnaes, 1758; 

Таблица 1 / Table 1

Численность грызунов и насекомоядных в населенных пунктах Зко, расположенных в очагах чумы, с 2017 по 2022 г. 
The number of rodents and insectivores in settlements of the West Kazakhstan Region located in plague foci, between 2017 and 2022
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вус
Volga-Ural 
steppe focus

жилые дома
Residential buildings

991 194 19,6 270 3,2 1233 351 28,5 569 4,8

надворные постройки
Outbuildings

2348 777 33,1 114 9,6 2647 1047 39,6 1757 11,7

Всего / Total 3339 971 26,4 1184 6,4 3880 5278 34,1 2326 8,3

вуп
Volga-Ural 
sandy focus

жилые дома
Residential buildings

221 35 15,9 43 2,0 208 55 26,5 81 4,1

надворные постройки
Outbuildings

520 222 42,7 342 16,3 506 187 37,0 363 12,4

Всего / Total 741 257 29,3 385 9,2 714 242 31,8 444 8,3

уус
Ural-Uilsky 
steppe focus

жилые дома
Residential buildings

674 118 17,5 171 2,9 957 269 28,1 473 5,0

надворные постройки
Outbuildings

1385 390 28,2 568 7,3 1911 749 39,2 1354 11,2

Всего / Total 2059 508 22,9 739 5,1 2868 1018 33,6 1827 8,1

Всего
Total

жилые дома
Residential buildings

1886 347 17,7 484 2,7 2398 675 27,7 1123 4,7

надворные постройки
Outbuildings

4253 1389 34,7 2024 11,1 5064 1983 38,6 3474 11,8

Всего / Total 6139 1756 26,2 2508 6,9 7462 2658 33,2 4597 8,3
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малая лесная мышь – Apodemus uralensis Pallas, 1811; 
обыкновенная полевка – Microtus arvalis Pallas, 1779; 
общественная полевка – M. socialis Pallas, 1773; по-
луденная песчанка – Meriones meridianus Pallas, 
1773; гребенщиковая песчанка – M. tamariscinus 
Pallas, 1773; малая белозубка – Сrоcidura suaveolens 
Pallas, 1811. в вус и вуп добыто по четыре вида, 
а в уус – шесть видов млекопитающих. во всех 
очагах в выловах зверьков по численности пре-
обладала домовая мышь: индекс доминирования 
(ид) – 97,5 %. значительно реже отлавливалась бе-
лозубка малая (ид – 1,7 % [1,3–3,5 %]) и еще реже 
полевка обыкновенная (0,43 % [0,0–0,7 %]) (табл. 2). 
дополнительно можно отметить добычу в январе 
2017 г. в уус (сырымский район) в надворной по-
стройке степного хоря.

для определения тенденции изменения числен-
ности мышевидных грызунов в населенных пунктах 
в многолетнем аспекте проведено сравнение годовой 
численности зверьков с данными 19-летней давно-
сти (2004–2008 гг.). 

для различных очагов чумы эти изменения 
оказались неравнозначными. для вус и уус про-
изошло сокращение численности зверьков соответ-
ственно на 21,0 и 24,0 %. в то же время для вуп 
наблюдается обратная тенденция: рост численности 
мышевидных грызунов на 2,0 %. 

причины разнонаправленных изменений чис-
ленности мышевидных грызунов в населенных 
пунктах на территории различных очагов чумы не 
вполне ясны. предположительно, населенные пунк-
ты, расположенные в песчаном очаге, более прибли-
жены к местам обитания домовых мышей и других 
мелких млекопитающих, живущих в открытых ста-
циях (заросли тамарикса, кумарчика, песчаной по-
лыни), что способствует их миграции в поселковые 
объекты. в степных очагах вокруг населенных пунк-
тов почва обычно выбита скотом, и во время ми-
грации зверькам приходится преодолевать большие 

расстояния на открытой, без укрытий, территории. 
при этом в связи с потеплением климата ситуация 
с опустыниванием территории усиливается, что от-
рицательно влияет на миграционную активность 
мышевидных грызунов в направлении поселковых 
объектов. в степи более благоприятные условия для 
миграции грызунов в постройки людей складыва-
ются в местах, где населенный пункт расположен 
вблизи водоема (озера, реки). при этом численность 
мышевидных грызунов во влажных стациях обычно 
выше, чем в открытой степи.

таким образом, за последние шесть лет (2017–
2022 гг.) на энзоотичной по чуме территории чис-
ленность мышевидных грызунов в населенных 
пунк тах западно-казахстанской области в среднем 
составила весной 5,1 % попадания, а осенью – 8,1 % 
при 30,0 % заселенности поселковых объектов. 
более охотно заселяются надворные постройки. 
численность грызунов в надворных постройках в 
3,0 раза выше, чем в жилых домах, и составляет 
11,5 % (в жилых домах – 3,7 %). 

видовой состав добытых в населенных пунктах 
мелких млекопитающих представлен семью видами, 
среди которых доминирует домовая мышь (97,5 %), 
затем белозубка малая (1,7 %) и полевка обыкновен-
ная (0,43 %). 

в степных очагах чумы наблюдается тенденция 
снижения численности грызунов (за 18 лет – в сред-
нем на 22,0 %). в песчаном очаге произошел незна-
чительный рост численности зверьков (на 2,0 %). 

несмотря на общее снижение численности гры-
зунов, осенью в поселковых постройках во всех оча-
гах чумы процент попадания остается достаточно 
высоким. поэтому говорить о том, что численность 
мышевидных грызунов значительно снизилась и не 
представляет потенциальной эпидемической опас-
ности для населения, преждевременно. при необхо-
димости (по эпидемиологическим показаниям) сле-
дует проводить поселковую дератизацию.

Таблица 2 / Table 2

Видовой состав грызунов и насекомоядных, добытых в населенных пунктах Зко, расположенных в очагах чумы, с 2017 по 2022 г.
Species composition of rodents and insectivores caught in settlements of the West Kazakhstan Region located in plague foci, between 2017 and 2022

виды млекопитающих
Mammalian species

очаг чумы
Plague focus всего

Totalвус
Volga-Ural steppe

вуп
Volga-Ural sandy

уус
Ural-Uilsky steppe

Mus musculus, всего (ид, %) / total (DI*, %) 3634 (97,97) 718 (96,08) 2495 (97,22) 6847 (97,05)

Apodemus uralensis, всего (ид, %) / total (DI, %) 1 (0,03) – 11 (0,4) 12 (0,17)

Microtus arvalis, всего (ид, %) / total (DI, %) 27 (0,7) – 4 (0,2) 31 (0,43)

Microtus socialis, всего (ид, %) / total (DI, %) – – 9 (0,3) 9 (0,12)

Meriones meridianus, всего (ид, %) / total (DI, %) – 3 (0,4) – 3 (0,04)

Meriones tamariscinus, всего (ид, %) / total (DI, %) – 1 (0,2) 2 (0,08) 3 (0,04)

Сrоcidura suaveolens, всего (ид, %) / total (DI, %) 49 (0,7) 26 (3,5) 45 (1,8) 120 (1,7)

количество видов, всего / number of species, total 4 4 6 7

количество особей, всего / number of specimens, total 3711 748 2566 7025

Note :  * DI – Dominance index.
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В.П. Топорков

Пандемия COVID-19: продолжительность и эпидемиологический прогноз 
ФКУН «Российский научно-исследовательский противочумный институт «Микроб», Саратов, Российская Федерация 

всемирная организация здравоохранения определила COVID-19 как пандемию 11 марта 2020 г. а в марте 
2022 г., т.е. примерно через два года, зарегистрировано глобальное доминирование филогенетического варианта 
SARS-CoV-2 омикрон с обусловленным им более легким клиническим течением болезни, в связи с чем сделан 
эпидемиологический прогноз о наступлении периода спада пандемии. целью данной работы является определе-
ние продолжительности и возможностей прогнозирования пандемии COVID-19 на основе эпидемиологической 
оценки ее динамики в контексте волнообразного хода, фазового характера, эпидемиологической значимости фило-
генетических преобразований возбудителя. проанализированы материалы глобального ресурса в сети интернет 
о ежедневных случаях заражения / летальных исходах COVID-19, результатах филогенетических исследований 
возбудителя и их интерпретации с помощью эпидемиологического метода. анализ динамики пандемии COVID-19 
в мире выявил ее принадлежность к типичному в эпидемиологии варианту пандемий (эпидемий) со свойственны-
ми ему волнами, длящимися месяцами, не совпадающими с годичными солнечными циклами. на начало марта 
2023 г. зарегистрировано 7 волн, из них 1–4-я волны – эпидемическая фаза, обусловленная последовательным 
доминированием штаммов ухань и дельта, 6–7-я волны – постэпидемическая фаза. волны варьировали по про-
должительности от 4 до 7 мес. (м – 4,6 мес.) и по амплитуде от 307205 до 4082344 (м – 1331389,14) пиковых зна-
чений числа зараженных и соответственно умерших – от 2997 до 20702 (м – 10506) человек. постэпидемическая 
фаза характеризовалась устойчивой тенденцией количественного уменьшения SARS-CoV-2 омикрон в виде ун-
дулирующей динамики с неуклонно снижающейся амплитудой волн числа зараженных на фоне резкого сниже-
ния числа летальных исходов по сравнению с эпидемической фазой. продолжение этой тенденции ожидается в 
виде еще двух небольших по амплитуде волн (8-я и 9-я) общей продолжительностью около 10 мес., завершение 
постэпидемической фазы прогнозируется в первом полугодии 2024 г. данные о фазовом характере пандемии, 
детерминируемом геномными изменениями возбудителя, необходимы для формирования готовности к будущим 
пандемиям. 

Ключевые слова: пандемия CоVID-19, филогенетические технологии, фазы пандемии, эпидемиологический 
прогноз.
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V.P. Toporkov
COVID-19 Pandemic: Duration and Epidemiological Forecast
Russian Research Anti-Plague Institute “Microbe”, Saratov, Russian Federation

Abstract. The World Health Organization declared COVID-19 a pandemic on March 11, 2020. While in March 2022, 
i.e. approximately two years later, the global dominance of the phylogenetic variant of SARS-CoV-2 Omicron with its 
associated milder clinical course of the disease was registered, and therefore an epidemiological forecast was made about 
the onset of a period of decline in the pandemic. The aim of this work was to determine the duration and possibility 
of predicting the COVID-19 pandemic based on an epidemiological assessment of its dynamics in the context of the 
wave-like course, phase nature, and epidemiological significance of the phylogenetic transformations of the pathogen. 
Materials from a global source on the Internet about daily cases of infection/deaths of COVID-19, the results of phylo-
genetic studies of the pathogen and their interpretation using the epidemiological method were analyzed. The evaluation 
of the COVID-19 pandemic dynamics in the world revealed that it is a typical epidemiological variant of pandemics 
(epidemics) with its characteristic waves that last for months and do not coincide with the annual solar cycles. As of 
early March 2023, 7 waves were registered, of which the 1st–4th waves are the epidemic phase, caused by the consistent 
dominance of the Wuhan and Delta strains, the 6th–7th waves are the post-epidemic phase. The waves varied in duration 
from 4 to 7 months (M – 4.6 months) and in amplitude from 307205 to 4082344 (M – 1331389.14) peak values of the 
number of the infected and deaths – from 2997 to 20702 (M – 10506), accordingly. The post-epidemic phase was chara-
cterized by a steady trend of quantitative decrease in SARS-CoV-2 Omicron in the form of undulating dynamics with 
steadily decreasing amplitude of the waves of the number of infected people against the background of a sharp decrease 
in the number of lethal outcomes compared to the epidemic phase. The continuation of this trend is expected in the form 
of two more waves of small amplitude (8th and 9th) with a total duration of about 10 months; the completion of the post-
epidemic phase is predicted in the first half of 2024. Data on the phase nature of the pandemic, determined by genomic 
changes in the pathogen, are necessary to be prepared for future pandemics.

Key words: COVID-19 pandemic, phylogenetic technologies, phases of the pandemic, epidemiological forecast.
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всемирная организация здравоохранения (воз) 
определила COVID-19 как пандемию 11 марта 
2020 г. [1]. а в марте 2022 г., т.е. примерно через два 
года, в мире зарегистрировано глобальное домини-
рование филогенетического варианта SARS-CoV-2 
омикрон, которому предшествовало его быстрое 
распространение на юге африки [2]. с глобальным 
доминированием штамма омикрон связано более 
легкое клиническое течение болезни, трактуемое в 
эпидемиологии как признак наступления периода 
спада пандемии – постэпидемической фазы [3–5]. 
в связи с этим сделан эпидемиологический про-
гноз, суть которого состояла в констатации заверше-
ния эпидемической фазы пандемии, обусловленной 
последовательным глобальным доминированием 
циркуляции штаммов уханьский и дельта, и про-
гнозировании наступления периода спада панде-
мии, т.е. неуклонного улучшения эпидемиологиче-
ской обстановки в мире, связанного с глобальным 
доминированием штамма омикрон. наши данные 
о прогнозировании спада пандемии COVID-19, де-
терминируемого филогенетическими изменениями 
возбудителя SARS-CoV-2, опубликованы в тезисном 
формате в сборнике материалов III международной 
научно-практической конференции по вопросам 
противодействия новой коронавирусной инфекции 
и другим инфекционным заболеваниям (15–16 дека-
бря 2022 г., санкт-петербург) [6]. их достоверность 
подтверждена в резюмирующем заявлении воз 
5 мая 2023 г. об устойчивой тенденции улучшения 
эпидемиологической обстановки в мире и снятии 
с COVID-19 статуса пандемии [7]. таким образом, 
наши данные, характеризующиеся мировой научной 
новизной и практической значимостью, определя-
ют актуальность и необходимость их развернутого 
представления в печати. целью данной работы яв-
ляется определение продолжительности и возмож-
ности прогнозирования пандемии COVID-19 на 
основе эпидемиологической оценки ее динамики в 
контексте волнообразного хода, фазового характера, 
эпидемиологической значимости филогенетических 
преобразований возбудителя. 

использован глобальный электронный ре-
сурс в сети интернет под условным названием 
«коронавирус. статистика», основу которого со-
ставили данные медицинского университета джона 
хопкинса. проанализированы материалы двух 
интернет-источников [8, 9], представлявшие собой 
динамику ежедневного учета в мире случаев за-
ражения SARS-CoV-2 людей, летальных исходов. 
на 10 марта 2023 г. (последняя дата корректировки 
материалов медицинским университетом джона 

хопкинса) зарегистрировано 682041292 случая за-
ражения, из них 6907106 случаев смерти. данные 
материалы, представленные в сети интернет в гра-
фическом выражении для использования в режиме 
реального времени, по закону больших чисел (збч 
в теории вероятностей) объективно характеризуют 
ход пандемии COVID-19 и не требуют статистиче-
ской обработки. вместе с тем использование при 
оценке динамики пандемии на примере COVID-19 
глобального электронного ресурса «коронавирус. 
статистика» в комплексе с примененными в гло-
бальном масштабе филогенетическими техноло-
гиями при тестировании возбудителя SARS-CoV-2 
представляются для эпидемиологов как впервые 
появившиеся возможности в плане объективной 
оценки и эпидемиологической интерпретации ди-
намики пандемии в целом. пандемия COVID-19, 
обозначившаяся как экстраординарная по эпиде-
мическим масштабам, социально-экономическим и 
геополитическим последствиям чрезвычайная си-
туация (за последние 100 лет), трудно сдерживаемая 
санитарно-противоэпидемическими (профилактиче-
скими) мероприятиями, предстала как модельный 
объект для корректной оценки продолжительности, 
фазового характера и возможности эпидемиологи-
ческого прогнозирования. выбранная методология 
исследования, включающая использование для ана-
лиза интернет-ресурсов статистики заболеваемости/
летальности в мире и результатов применения фило-
генетических технологий при тестировании возбу-
дителя SARS-CoV-2, оказалась инновационно эф-
фективным инструментом познания и достижения 
мировой научной новизны и практической значимо-
сти полученных результатов.

выявленная продолжительность пандемии 
COVID-19 в основном своем проявлении (эпидеми-
ческая фаза) – 2 года – подтвердила существующую 
в литературе [10] примерную среднюю арифмети-
ческую величину продолжительности подобного 
масштаба эпидемического распространения острых 
респираторных вирусных инфекционных болезней, 
составившую 2 года. эта величина была опреде-
лена при анализе материалов 45 эпидемий (панде-
мий) гриппа, 83 эпидемических лет за 500-летний 
период наблюдения (XV–XX вв.). практически в 
2 года «уложились» в основном своем проявлении 
такие пандемии гриппа, как A/HINI/ «испанка» 
(1918–1919 гг.), A/H2N2/ «азиатский грипп» (1957–
1958 гг.), A/H3N2/ «гонконгский грипп» (2-я полови-
на 1968 г. – 1-я половина 1970 г.), A/HINI/ «русский 
грипп» (1977–1978 гг.), A/HINI/-09 «свиной грипп» 
(2009–2010 гг.). 
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анализ материалов графического выражения 
динамики пандемии COVID-19 в мире выявил ее 
принадлежность к типичному в эпидемиологии, 
наиболее известному в 20–30-х гг. хх столетия ва-
рианту эпидемического распространения инфекци-
онных болезней со свойственными ему волнами, 
длящимися месяцами, не совпадающими с годичны-
ми солнечными циклами. волны характеризуются 
относительно короткой восходящей ветвью, свиде-
тельствующей о продолжительности инкубацион-
ного периода болезни, и относительно удлиненной 
нисходящей ветвью, указывающей на наличие вто-
ричных случаев при заражении от первичных боль-
ных [3]. соответственно, сокращение нисходящей 
ветви при проведении противоэпидемических меро-
приятий логично будет указывать на их эффектив-
ность. в динамике пандемий (эпидемий) выделяли 
три фазы: предэпидемическую, эпидемическую и 
постэпидемическую. смену фаз предположительно 
объясняли изменением вирулентности возбудителя, 
обратно пропорциональным доле иммунных лиц в 
составе коллектива [3–5]. снижение вирулентности 
возбудителя в постэпидемическую фазу связывали 
с нарастающим иммунологическим прессингом со 
стороны популяции хозяина. вирулентность, как 
известно, является фенотипическим признаком. 
поэтому объяснение явления фазности эпидемий на 
основе изменения вирулентности возбудителя носи-
ло предположительный характер. предположение 
о детерминированности фазового характера эпиде-
мического процесса генетическими преобразова-
ниями возбудителя, сопровождающимися клинико-
эпидемиологическими изменениями болезни, сфор-
мировалось в 80-х гг. хх в. в работах в.д. белякова 
и соавт. [4] и б.л. черкасского [5]. в этих работах 
предположительный характер филогенетических 
изменений возбудителя (появление маркеров с фи-
логенетическими, временными, географическими 
значениями) объясняется невозможностью их выяв-
ления в то время с помощью рутинных фенотипиче-
ских методов. 

в настоящее время в динамике пандемии 
COVID-19 установлен фазовый характер эпидеми-
ческого процесса и его детерминированность геном-
ными изменениями возбудителя путем регистрации 
последовательной смены глобального доминирова-
ния в начале пандемии филогенетического вариан-
та уханьский, на подъеме и высоте (эпидемическая 
фаза) – штамма дельта и на спаде пандемии (пост-
эпидемическая фаза) – варианта омикрон, что явля-
ется надежным доказательством фазового характера 
эпидемического процесса и пандемии в целом. эти 
данные имеют первостепенное значение при опреде-
лении продолжительности пандемии COVID-19 и 
построении эпидемиологического прогноза. 

переходя к конкретной эпидемиологической ин-
терпретации данных глобального информационного 
ресурса «коронавирус: статистика в мире» [8] (срок 
функционирования данного интернет-источника –  
до середины ноября 2022 г.), представленных на 
рис. 1, сразу же необходимо отметить, что графи-
ческое выражение динамики пандемии сOVID-19 
в мире (динамика количества зараженного населе-
ния – верхний ряд) идентифицируется как типичный 
в эпидемиологии и наиболее широко распространен-
ный в 20–30-х гг. XX в. вариант эпидемического рас-
пространения инфекционной болезни со свойствен-
ными ему волнами, длящимися месяцами, не совпа-
дающими с годичными солнечными циклами [3]. 

данные нижнего ряда на рис. 1 отчетливо ха-
рактеризуют нарастание числа летальных случаев 
в начале пандемии (март – май 2020 г.), на подъеме 
(июнь – октябрь 2020 г.), высоте (ноябрь 2020 – фев-
раль 2022 г.), резкий спад до минимального уровня в 
мае – октябре 2022 г. 

что касается верхнего ряда, то в первую очередь 
обращает на себя внимание самая высокая волна чис-
ла зараженных SARS-CoV-2, зарегистрированная в 
январе – марте 2022 г., превысившая примерно в 5 раз 
по амплитуде и в 2 раза по фазе предшествовавшие 
волны. крутая (короткая) восходящая ветвь этой вол-
ны, как известно в эпидемиологии, свидетельствует 

рис. 1. динамика количества ежедневных случаев заражения населения (верхний ряд) и летальных исходов (нижний ряд) COVID-19 
в мире в 2020–2022 (октябрь) гг. [8]

Fig. 1. Dynamics of the number of daily cases of infection (top row) and lethal outcomes (bottom row) of COVID-19 in the world in 2020–2022 
(October) [8]
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об относительно коротком инкубационном периоде 
болезни, удлиненная нисходящая ветвь с небольшим 
подъемом на пути снижения указывает на наличие 
вторичных случаев при заражении от первичных 
больных [3]. самая высокая волна зараженности на-
селения на рис. 1 обозначилась непропорционально 
низкой амплитудой роста абсолютного ежесуточного 
числа летальных случаев по отношению к эксплозив-
ному увеличению числа зараженных. и эта тенден-
ция разрыва в амплитуде количества зараженных и 
летальных случаев устойчиво закрепилась на волне 
в июне – августе 2022 г. все вышеуказанные при-
знаки, свидетельствовавшие о наступлении в мире 
периода более легкого клинического течения и боль-
шей активности передачи COVID-19, были связаны с 
филогенетическим вариантом SARS-CoV-2 омикрон, 
впервые идентифицированным в ботсване и Юар в 
ноябре 2021 г. и получившим вначале стремительное 
распространение на юге африки [2]. 

как известно, клинико-эпидемиологическими 
особенностями глобального доминирования фило-
генетического варианта омикрон стали относитель-
но короткий инкубационный период и сравнительно 
легкое клиническое течение болезни с преимуще-
ственной локализацией патологического процесса 
в верхних дыхательных путях, с которыми связаны 
и большая активность воздушно-капельного пути 
передачи инфекции, и высокая коммуникационная 
(контактная) активность инфицированных («лег-
че болеющих» и носителей) людей как источников 
инфекции. на период наступления глобального до-
минирования штамма омикрон приходится основная 
разгрузка госпитальной сети, смещение акцента и 
последующее снижение нагрузки на амбулаторно-
поликлиническое звено здравоохранения. по су-
ществу, речь идет о клинико-эпидемиологическом 
и филогенетическом подтверждении наступления 
фазы спада пандемии – постэпидемической фазы 
COVID-19, а штамм омикрон, в соответствии с ука-
занным клинико-эпидемиологическим сопровожде-
нием и позицией в.д. белякова и соавт. [4] относи-

тельно фазового характера эпидемического процес-
са, является резервационным вариантом.

всего по данным рис. 1 за период пандемии 
COVID-19 (март 2020 – октябрь 2022 г.) в мире за-
регистрировано 5 волн числа зараженных и 5 волн 
числа летальных случаев. вместе с тем, как можно 
видеть на рис. 1, первая волна количества леталь-
ных случаев (март – май 2020 г.) не сопровождалась 
заметной волной числа зараженных. этот феномен 
можно объяснить человеческим фактором. суть 
этого фактора, как представляется, состоит в не-
преднамеренном значительном занижении в начале 
пандемии количества зараженных SARS-CoV-2 лиц 
(соответственно, завышении числа смертей) в связи 
с акцентированием внимания при эпидемиологи-
ческих расследованиях прежде всего на тяжелых и 
летальных случаях, особенно в странах с ограничен-
ными диагностическими и кадровыми возможностя-
ми в начале пандемии. по существу, из поля зрения 
выпали легкие и бессимптомные случаи. последние, 
например, составили 74 % в феврале 2020 г. на кру-
изном лайнере Diamond Princess, где из 3711 пасса-
жиров и членов экипажа инфекция CоVID-19 была 
установлена у 712 лиц [11]. 

естественно, что версия о наличии 1-й волны,  
а в целом 6 волн зараженности SARS-CoV-2 в мире 
(по октябрь 2022 г.), может быть поддержана факти-
ческими данными, полученными, например, в стране, 
где с самого начала пандемии выявление всего спек-
тра зараженных SARS-CoV-2 случаев было постав-
лено на поток. о том, что указанная выше волна чис-
ла инфицированных имела место, свидетельствуют 
данные из информационного ресурса «коронавирус: 
статистика в мире» [8], полученные на территории 
российской Федерации и приведенные на рис. 2.

как можно видеть на рис. 2, в россии в 2020–
2022 (октябрь) гг. зарегистрировано 6 волн числа 
зараженных (верхний ряд), из которых 1-я волна 
(апрель – июль 2020 г.) на региональном уровне ука-
зывает на реальность 1-й волны в мире (рис. 1, верх-
ний ряд), которая должна была проявиться на фоне 

рис. 2. динамика количества новых случаев заражения населения (верхний ряд) и летальных исходов (нижний ряд) COVID-19 в 
россии по дням в ходе пандемии в 2020–2022 (октябрь) гг. [8]

Fig. 2. Dynamics of the number of new cases of infection (top row) and deaths (bottom row) of COVID-19 in Russia by day during the pan-
demic in 2020–2022 (October) [8]
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волны числа летальных случаев в начале пандемии. 
короткая нисходящая ветвь 5-й волны свидетель-
ствует об эффективности противоэпидемических 
мероприятий [12]. в целом в мире с учетом данных 
рис. 2 можно насчитать 6 волн числа зараженных и 
5 волн числа летальных случаев, т.е. на одну волну 
летальных случаев меньше, чем зараженных, в связи 
с наступлением периода более легкого клинического 
течения COVID-19, снижения уровня летальных ис-
ходов, т.е. постэпидемической фазы. при известной 
продолжительности эпидемической фазы пандемии 
COVID-19 – 2 года (март 2020 – март 2022 г.) – про-
должительность и характер постэпидемической фазы 
являются предметом эпидемиологического прогно-
за. наиболее корректной постановка эпидемиологи-

ческого прогноза представляется с учетом данных 
глобального электронного информационного ресур-
са «статистика коронавируса в мире» [9], послед-
ний раз обновленных медицинским университетом 
джона хопкинса 10 марта 2023 г. указанные данные 
на начало марта 2023 г. приведены на рис. 3.

как можно видеть на рис. 3, представлены дан-
ные о 7 состоявшихся волнах числа зараженного 
SARS-CoV-2 населения, в том числе и первой вол-
не, о которой не было сведений на рис. 1, но были 
данные на рис. 2. прерывистой линией на рис. 3 по-
мечены две прогнозируемые (8-я и 9-я) с уменьшаю-
щейся амплитудой волны. конкретные данные о со-
стоявшихся волнах с учетом их нумерации на рис. 3 
приведены в таблице.

информация о состоявшихся волнах COVID-19 в мире
Data on the completed waves of COVID-19 in the world

волна, № п/п
Wave No.

продолжительность волны, мес. 
Duration of the wave, months

дата регистрации пиковых значений
Date of peak value registration

пиковое число зараженных
Peak number of the infected 

абс.
abs.

из них летальных исходов
out of them with lethal outcome

абс.
abs.

%

1 4 14.08.2020 307205 6581 2,1

2 5 07.01.2021 869909 14965 1,7

3 4 23.04.2021 907683 15260 1,7

4 4 15.07.2021 819476 20702 2,5

5 7 19.01.2022 4082344 9931 0,2

6 5 19.07.2022 1524204 3106 0,2

7 4 08.12.2022 808903 2997 0,4

рис. 3. динамика количества ежедневных случаев заражения SARS-CoV-2 по состоявшимся (1–7-я) волнам в мире и прогнозируемым 
(8–9-я) волнам на 2023 – начало 2024 г. 

Fig. 3. Dynamics of the number of daily cases of SARS-CoV-2 infection by completed (1st–7th) waves in the world and predicted (8th–9th) 
waves for 2023 – early 2024
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из 7 волн пандемии COVID-19, зарегистриро-
ванных в мире на начало марта 2023 г., 1–4-я волны 
принадлежали к эпидемической фазе, 6–7-я волны – 
постэпидемической фазе. волны варьировали по 
продолжительности от 4 до 7 мес. (м – 4,6 мес.) и 
по амплитуде от 307205 до 4082344 (м – 1331389,1) 
пиковых значений числа зараженных людей и соот-
ветственно числа летальных исходов – от 2997 до 
20702 (м – 10506). пиковое число летальных исхо-
дов варьировало от 2,5 до 0,2 %. самая высокая ам-
плитуда волны числа зараженных (пиковое число – 
4082344) и самый высокий разрыв в амплитуде числа 
зараженных и летальных исходов (пиковое число – 
9931) приходятся на 5-ю волну (дата регистрации 
пиковых значений – 19.01.2022), обусловленную 
наступлением периода глобального доминирования 
филогенетического варианта SARS-CoV-2 омикрон, 
т.е. постэпидемической фазы. продолжительность 
этой фазы составила 1 год – с марта 2022 по март 
2023 г. этот период характеризовался устойчи-
вой тенденцией количественного уменьшения 
SARS-CoV-2 омикрон в виде ундулирующей дина-
мики с неуклонно снижающейся амплитудой волн 
числа зараженных на фоне резкого снижения числа 
летальных исходов по сравнению с эпидемической 
фазой. в последующие после марта месяцы 2023 г. 
прогнозируется продолжение постэпидемической 
фазы в виде еще двух волн, общей продолжитель-
ностью около 10 мес. вместе с тем при рассмотре-
нии пандемии COVID-19 в целом как единой волны, 
восходящая ветвь которой составляет 2 года (про-
должительность эпидемической фазы), а нисходя-
щая ветвь должна ее превышать (более 2 лет, при 
том что в марте 2023 г. она составила всего 1 год), 
завершения постэпидемической фазы следует ожи-
дать в первом полугодии 2024 г. 

после представления статьи в редакцию для 
опубликования в новом интернет-источнике [13] 
появились данные, констатирующие реальность воз-
никновения волны, прогнозируемой нами выше 8-й 
в ходе спада пандемии COVID-19. новая волна про-
явилась в июле, августе и сентябре 2023 г. с пиковым 
значением числа новых случаев заражения в мире 
31 августа – 87251 человек, что составляет пример-
но 8-кратное уменьшение амплитуды 8-й волны по 
отношению к предшествовавшей 7-й волне (пико-
вое значение числа зараженных – 808903 челове-
ка), свидетельствующее о глубоком спаде панде-
мии. согласно данному интернет-источнику [13], 
общее количество зараженного населения в мире на 
10 октября 2023 г. составило 696387988 человек, из 
них с летальным исходом – 6924812 (1 %).

поскольку эпидемиологический прогноз каса-
ется продолжительности постэпидемической фазы 
пандемии COVID-19, констатация которой (фазы) 
уже имеет прогностическое значение, необходимо 
еще раз обратить внимание на всю совокупность 
научных данных, на которых в целом основывается 
оценка характера этой пандемии и строится эпиде-

миологический прогноз. эти данные отражены в 
следующих положениях:

1) впервые в истории эпидемиологии в ходе 
изучения динамики реальной пандемии на при-
мере COVID-19 создана глобальная методология, 
включающая комплексное применение филогенети-
ческих технологий при тестировании возбудителя 
SARS-CoV-2 и электронного информационного ре-
сурса в сети интернет «коронавирус. статистика» в 
режиме реального времени, насчитывающего более 
680 млн зараженных человек и более 6,9 млн леталь-
ных исходов; на 10 октября 2023 г. число инфициро-
ванных составило 696387988, из них с летальным 
исходом – 6924812 (1 %) [13];

2) установлена аналогия графического выраже-
ния зараженности населения SARS-CoV-2 в мире 
в ходе пандемии COVID-19 и широко известного в 
20–30-х гг. хх столетия варианта эпидемического 
распространения инфекционной болезни со свой-
ственными ему волнами, длящимися месяцами, не 
совпадающими с годичными солнечными цикла-
ми и характеризующимися относительно короткой 
восходящей ветвью, свидетельствующей о продол-
жительности инкубационного периода болезни, и 
относительно удлиненной нисходящей ветвью, ука-
зывающей на образование вторичных случаев при 
заражении от первичных больных; 

3) учтено известное в эпидемиологии дифферен-
цирование хода пандемий (эпидемий) на три фазы: 
предэпидемическую, эпидемическую, постэпидеми-
ческую – и соответствующее объяснение смены этих 
фаз изменением вирулентности возбудителя, обрат-
но пропорциональным нарастанию доли иммунных 
лиц в составе коллектива; 

4) впервые выявлена филогенетическая измен-
чивость возбудителя в ходе реальной пандемии, со-
пряженная с ее пространственно-временной динами-
кой, переходом к доминированию резервационного 
варианта возбудителя омикрон и наступлением пост-
эпидемической фазы, носившим характер скачка;

5) впервые показана обусловленность фазового 
характера пандемии COVID-19 последовательной 
сменой в течение двух лет (март 2020 – март 2022 г.) 
трех филогенетических вариантов SARS-CoV-2: 
начавшего пандемию эпидемического уханьского 
штамма глобальным доминированием на ее подъеме 
и высоте эпидемического варианта дельта и на спаде 
пандемии – резервационного варианта омикрон;

6) впервые в ходе пандемии установлено со-
провождение смены глобального доминирования 
филогенетических вариантов возбудителя клинико-
эпидемиологическими изменениями болезни;

7) охарактеризовано клинико-эпидемиоло гиче-
ское сопровождение акта глобального доминирова-
ния резервационного варианта SARS-CoV-2 омикрон 
в постэпидемическую фазу по таким признакам, как: 
а) сокращение инкубационного периода; б) более 
легкое клиническое течение болезни; в) преимуще-
ственная локализация патологического процесса в 
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верхних дыхательных путях; г) высокая активность 
воздушно-капельного пути передачи, д) высокая ком-
муникационная (контактная) активность источников 
инфекции; е) разгрузка госпитальной сети, смеще-
ние акцента и снижение нагрузки на амбулаторно-
поликлиническое звено здравоохранения;

8) установлена продолжительность эпидеми-
ческой фазы – примерно 2 года (март 2020 – март 
2022 г.), что соответствовало примерной средней 
арифметической величине (2 года) продолжительно-
сти одной эпидемии (пандемии) гриппа, определен-
ной на основе материалов 45 эпидемий (пандемий) 
гриппа, 83 эпидемических лет за 500-летний пери-
од наблюдения (XV–XX вв.). эти данные сближа-
ют COVID-19 c другими острыми респираторными 
вирусными инфекционными болезнями зоонозной 
природы, что может быть использовано в разработке 
единой модели острой респираторной вирусной ин-
фекционной болезни как объекта эпидемиологиче-
ского надзора и тестовой составляющей содержания 
противоэпидемической готовности к будущим пан-
демиям – чрезвычайным ситуациям в области обще-
ственного здравоохранения, имеющим международ-
ное значение [международные медико-санитарные 
правила (2005 г.)] [14];

9) установлено наступление постэпидемиче-
ской фазы COVID-19 в период с марта 2022 – по 
март 2023 г. (1 год), проявившееся в устойчивой тен-
денции количественного уменьшения SARS-CoV-2 
омикрон в виде ундулирующей динамики с неуклон-
но снижающейся амплитудой волн зараженности 
населения на фоне установившегося низкого уровня 
летальности по сравнению с эпидемической фазой.
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оценка возможности использования одноразовых полимерных контейнеров  
в технологии производства вакцины чумной живой 

Филиал ФГБУ «48 Центральный научно-исследовательский институт» Министерства обороны Российской Федерации (г. Киров), 
Киров, Российская Федерация

цель работы – оценка возможности использования одноразовых полимерных контейнеров в технологии про-
изводства вакцины чумной живой. материалы и методы. использовали вакцинный штамм Yersinia pestis еV 
линии нииэг. для глубинного выращивания посевной культуры чумного микроба применяли стандартный од-
норазовый полимерный контейнер типа Flexboy объемом 10 л фирмы Sartorius Stedim Biotech, оборудованный 
фильтр-капсулами Sartoроrе 2. сравнение проводили с регламентной технологией получения посевных культур с 
использованием стеклянных бутылей объемом 20 л. контроль полученных посевных культур вакцинного штам-
ма еV осуществляли в соответствии с Фс.3.3.1.0022.15. выращивание посевной культуры в одноразовом поли-
мерном контейнере проводили в жидкой питательной среде при температуре от 26 до 28 °с с непрерывным бар-
ботажем и механическим перемешиванием с частотой от 80 до 90 колебаний в минуту. для аэрации использовался 
сжатый воздух с давлением от 0,3 до 0,4 кгс/см2. объемный расход стерильного воздуха, подаваемого на аэрацию, 
составлял от 0,9 до 1,0 л/мин. результаты и обсуждение. применение одноразовых полимерных контейнеров 
позволило сократить продолжительность технологической стадии получения посевной культуры в 1,7 раза и уве-
личить выход живых микробов с единицы объема питательной среды, по сравнению с регламентной, в 2,8 раза. 
таким образом, показана возможность и перспективность использования одноразовых полимерных контейнеров 
в технологии производства вакцины чумной живой на стадии приготовления посевных культур.

Ключевые слова: одноразовый полимерный контейнер, вакцинный штамм Yersinia pestis еV, производство 
вакцины чумной живой, стадия получения посевных культур.
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Abstract. The aim of the work was to assess the possibility of using disposable polymeric containers in the production 
technology of the live plague vaccine. Materials and methods. We deployed the vaccine strain Yersinia pestis еV NIIEG 
for the work. A standard disposable 10 L Flexboy type polymeric container manufactured by Sartorius Stedim Biotech, 
equipped with Sartopore 2 filter capsules, was used for submerged cultivation of plague microbe inoculum. This method 
was compared to the regulated technology for obtaining seed cultures using glass bottles with a volume of 20 liters. The 
control of the produced seed cultures of the vaccine strain EV was performed in accordance with FS.3.3.1.0022.15. The 
cultivation of the seed culture in a disposable polymeric container was carried out in a liquid nutrient medium at a tem-
perature of 26 to 28 °C with continuous barbotage and mechanical agitation with a platform oscillation frequency of 80 
to 90 per minute. For aeration, compressed air with a pressure of 0.3 to 0.4 kgf/cm2 was used. The volumetric flow rate 
of sterile air supplied for aeration ranged from 0.9 to 1.0 l/min. Results and discussion. The use of disposable polymeric 
containers made it possible to reduce the duration of the technological stage of obtaining a seed culture by 1.7 times and 
increase the yield of live microbes per unit volume of the nutrient medium by 2.8 times, as compared to the regulated 
production technology. Thus, the possibility and prospects of using disposable polymeric containers in the production 
technology of live plague vaccine at the stage of preparation of sowing cultures is evidenced.

Key words: disposable polymeric container, Yersinia pestis EV vaccine strain, live plague vaccine production, stage 
of obtaining sowing cultures.
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приоритетной задачей, согласно указу прези-
дента рФ от 2 июля 2021 г. № 400 «о стратегии на-
циональной безопасности российской Федерации», 
является расширение производства лекарственных 
средств, медицинских изделий, отечественных вак-
цин против актуальных инфекционных болезней. 
решение данной задачи требует своевременного 
совершенствования технологий, внедрения в них 
современного инновационного оборудования и  
материалов.

одним из жизненно необходимых и важных ле-
карственных препаратов для медицинского приме-
нения является «вакцина чумная живая, лиофилизат 
для приготовления суспензии для инъекций, инга-
ляций и накожного скарификационного нанесения» 
(распоряжение правительства рФ от 12 октября 
2019 г. № 2406-р).

в соответствии с государственной фармакопе-
ей российской Федерации (XIV изд. т. IV. м., 2018. 
с. 5342–5350), производство вакцины предусматри-
вает технологические стадии: получения посевных 
культур I, II и III генераций; накопления биомассы, 
выращенной для приготовления вакцинной взвеси с 
необходимой концентрацией; розлива, заморажива-
ния, сублимационного высушивания, герметизации 
и упаковки препарата. опыт выпуска вакцины чум-
ной живой и развитие рынка биотехнологического 
оборудования способствовали совершенствованию 
основных стадий ее производства путем внедрения 
новых решений, направленных на повышение каче-
ства готового препарата и эффективности техноло-
гии в целом [1–4].

процесс приготовления посевных культур явля-
ется одной из основных стадий в технологии произ-
водства вакцины чумной живой, реализация которой 
определяет качество полуфабрикатов и готовой фор-
мы препарата. получение посевной культуры в рам-
ках существующей технологии осуществляется спо-
собом глубинного выращивания вакцинного штамма 
в жидкой питательной среде (пс). культивирование 
проводится в течение 48 ч в стеклянных бутылях 
вместимостью 20 л, оборудованных специальны-
ми монтажами, при постоянной аэрации согласно 
пр 08461522-23-14 «промышленный регламент на 
производство вакцины чумной живой, лиофилизата 
для приготовления суспензии для инъекций, инга-
ляций и накожного скарификационного нанесения». 
практическим недостатком использования данных 
решений является продолжительность подготови-
тельных работ (до 24 ч), сопровождающихся много-
операционностью и энергозатратностью. кроме того, 
достаточно высоки риски получения брака продукта 
по причине контаминации или попадания в пс ве-
ществ, ингибирующих рост микробов. 

в современных условиях при организации асеп-
тических производств микробиологических пре-
паратов все чаще находит применение одноразовое 
емкостное оборудование из инертных полимерных 
материалов. простота конструкции данного оборудо-

вания, изначальная гарантированная стерильность, 
возможность «гибкого» встраивания в технологиче-
ский процесс обеспечивают сокращение подготови-
тельных работ и повышают защищенность продукта 
на этапах его производства и хранения [5–8]. в связи 
с этим внедрение одноразовых полимерных контей-
неров в технологию производства чумной вакцины 
на стадии получения посевной культуры является 
актуальной задачей.

цель работы – оценка возможности использо-
вания одноразовых полимерных контейнеров в тех-
нологии производства вакцины чумной живой.

материалы и методы

в экспериментальных исследованиях исполь-
зовали вакцинный штамм Yersinia pestis еV линии 
нииэг, полученный из государственной коллекции 
возбудителей бактериальных инфекций, используе-
мых для разработки и оценки эффективности меди-
цинских средств биологической защиты, филиала 
Фгбу «48 центральный научно-исследовательский 
институт» министерства обороны российской 
Федерации (г. киров).

глубинное выращивание посевной культуры 
чумного микроба штамма еV осуществляли двумя 
способами: в соответствии с требованиями суще-
ствующего регламента и с применением одноразово-
го полимерного контейнера. использовали жидкую 
пс, приготовленную из ферментативного гидроли-
зата мяса. для засева использовали стабилизирован-
ную в защитной среде рабочую культуру с посевной 
дозой не менее 0,4  млрд м.к. на 1 мл пс. общую 
концентрацию микробов определяли по отраслево-
му стандартному образцу мутности бактериальных 
взвесей на 10 международных единиц (ме), что эк-
вивалентно 0,95·109 м.к./мл чумного микроба.

при реализации регламентного способа полу-
чения посевной культуры чумного микроба штам-
ма еV культивирование проводили в стеклянных бу-
тылях вместимостью 20 л, содержащих 10 л жидкой 
пс, в течение 48 ч при температуре от 26 до 28 °с 
и аэрации не менее 10 л/мин (промышленный регла-
мент пр 08461522-23-14).

в экспериментальных исследованиях использо-
вался стандартный одноразовый полимерный кон-
тейнер типа Flexboy объемом 10 л с коэффициентом 
заполнения жидкой пс 0,5 [9]. перемешивание осу-
ществляли с применением орбитального термоста-
тируемого шейкера лаб-пу-01.

оценку показателей качества посевной куль-
туры проводили в соответствии с Фс.3.3.1.0022.15 
«вакцина чумная живая, лиофилизат для приготов-
ления суспензии для инъекций, ингаляций и накож-
ного скарификационного нанесения».

материальный баланс получения посевной куль-
туры составлялся согласно требованиям ост 64-02-
003-2002 «продукция медицинской промышлен-
ности. технологические регламенты производства. 
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содержание, порядок разработки, согласования и 
утверждения». расчет выполняли на основании ме-
тодики, представленной в практикуме по технологии 
лекарственных форм [10].

все этапы исследований выполнялись в соответ-
ствии с санпин 3.3686-21 «санитарно-эпидемио-
логические требования по профилактике инфекци-
онных болезней».

утилизацию одноразовых полимерных контей-
неров после использования проводили, руковод-
ствуясь санпин 2.1.7.728-99 «правила сбора, хра-
нения и удаления отходов лечебно-профилактиче-
ских учреждений».

статистический анализ полученных результатов 
выполняли с помощью программы Microsoft Excel. 
достоверность результатов оценивали с использова-
нием критерия стьюдента при уровне доверительной 
вероятности 0,95 [11]. кривые линии роста культуры 
строили с величиной достоверности аппроксимации 
R2≥0,95.

результаты и обсуждение

для реализации экспериментальной техноло-
гии получения посевной культуры чумного микроба 
штамма еV оборудовали лабораторный технологи-
ческий участок. на платформу орбитального тер-
мостатируемого шейкера лаб-пу-01 вертикально 
устанавливали одноразовый полимерный контейнер, 
фиксировали пластинами, порты ориентировали пер-
пендикулярно блоку управления. в качестве соеди-
нительных коммуникаций применяли термопластич-
ные шланги, оборудованные пластмассовыми зажи-
мами для перекрывания воздушных и материальных 
потоков. всего смонтировали три порта: первый 
(3/8ʺ×5/8ʺ×50 см), для выхода воздуха из внутрен-
ней полости одноразового полимерного контейнера, 
фиксировали вертикально и оборудовали фильтр-
капсулой Sartoроrе 2; второй (1/8ʺ×1/4ʺ×50 см) ис-
пользовали для подачи воздуха под зеркало жидко-
сти; третий (3/8ʺ×5/8ʺ×50 см) – резервный. 

воздух в одноразовый полимерный контейнер 
подавали под давлением, достаточным для создания 
скоростного напора, а также преодоления сопротив-
ления трения и гидродинамического сопротивления 
столба перемешиваемой посевной культуры [12]. 

оптимальный гидродинамический режим опре-
деляли по результатам изучения динамики накопле-
ния в культуре бактерий чумного микроба штам-
ма еV. оценивали зависимость общей концентрации 
микробных клеток от времени культивирования по-
севной культуры. параллельно осуществляли выра-
щивание посевной культуры в бутылях объемом 20 л 
(контроль).

с целью приближения к регламентным усло-
виям экспериментальный процесс выращивания 
посевной культуры в одноразовом полимерном кон-
тейнере проводился в соответствии с разработанной 
технологической схемой, приведенной на рис. 1.

питательную среду после холодной стерилиза-
ции с помощью фильтр-капсулы Sartoроrе 2 асепти-
чески вносили во внутреннюю полость одноразового 
полимерного контейнера в объеме 5 л, засевали, по-
мещали заполненный контейнер на термостатируе-
мую платформу орбитального шейкера лаб-пу-01 
и подключали к аэрации. культивирование осущест-
влялось при температуре от 26 до 28 °с, с непрерыв-
ным барботажем и механическим перемешиванием с 
частотой от 80 до 90 колебаний в минуту. объемный 
расход стерильного воздуха, подаваемого на аэра-
цию, контролировали с помощью ротаметра рм-1; 
величина расхода составляла от 0,9 до 1,0 л/мин. 
стерильность воздуха достигалась путем примене-
ния в системе фильтр-капсулы Sartoроrе 2 с разме-
ром пор 0,2 мкм [13]. 

в экспериментальном и контрольном режимах 
провели по пять циклов культивирования. результаты 
изучения динамики накопления чумного микроба 
штамма еV при культивировании в одноразовых 
полимерных контейнерах и бутылях вместимостью 
20 л показаны на рис. 2.

как следует из рис. 2, общая концентрация клеток 
при выращивании посевной культуры чумного микро-
ба штамма еV в одноразовом полимерном контейнере 
более чем в 2 раза превысила таковую при культиви-
ровании в бутылях. значение этого показателя с при-
менением одноразового полимерного контейнера до-
стигло максимума на 27-й час роста, тогда как регла-
ментный процесс был продолжительнее и составил 
48 ч. длительность лаг-фазы при культивировании в 
регламентном режиме превышала таковую в экспери-
ментальном на 6 ч. Фаза экспоненциального роста в ре-
гламентном режиме культивирования также являлась 
более продолжительной (на 12 ч), чем в эксперимен-
тальном режиме. различия во времени накопления бак-
терий в культуре обусловлены особенностями гидро-
динамических процессов в одноразовом полимерном 
контейнере и бутыли. регламентный процесс преду-
сматривал барботаж, а экспериментальный, дополни-
тельно, – перемешивание, что значительно улучшало 
турбулизацию и насыщение кислородом микробной  
культуры.

орбитальные колебания способствовали эффек-
тивному течению массообменных процессов при 
«мягком» динамическом воздействии на механола-
бильные клетки посевной культуры чумного микро-
ба штамма еV [14, 15]. 

по завершении выращивания оценивали каче-
ство посевной культуры, определяя следующие по-
казатели: рн, общую концентрацию микробных кле-
ток, количество живых микробных клеток, наличие 
посторонней микрофлоры.

результаты оценки качества посевной куль-
туры чумного микроба штамма еV, полученной  
в 20-литровой бутыли и одноразовом полимерном 
контейнере, представлены в табл. 1.

данные табл. 1 свидетельствуют о соответствии 
нормативным показателям качества изучаемых посев-
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Fig. 1. Process flow diagram of cultivation seed culture of the plague microbe strain EV in disposable polymeric container

рис. 1. технологическая схема получения посевных культур чумного микроба штамма еV при культивировании в одноразовом  
полимерном контейнере
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ных культур чумного микроба штамма еV, получен-
ных как в бутылях объемом 20 л, так и в одноразовом 
полимерном контейнере. значения общей концентра-
ции микробов и количества живых микробных клеток 
в посевной культуре, приготовленной в одноразовом 
полимерном контейнере, превышали таковые при ис-
пользовании бутылей объемом 20 л. в связи с тем, 
что объемы выращиваемой биомассы эксперимен-
тальным способом и регламентным были разными 
(для одноразового полимерного контейнера объем со-
ставил 5 л, для бутыли – 10 л), представлялось целе-
сообразным оценить эффективность обоих процессов 
путем составления материального баланса.

результаты сравнительной оценки материаль-
ного баланса на этапе приготовления разными спо-
собами посевной культуры в производстве вакцины 
чумной живой представлены в табл. 2.

как следует из табл. 2, несмотря на меньший 
объем посевной культуры, выращенной в одноразо-
вом полимерном контейнере, общее содержание 
живых микробных клеток в данном случае боль-
ше, чем при использовании бутыли объемом 20 л,  
на 18,5·1012 ж.м.к., что составляет 29 %. данный 
факт свидетельствует о том, что количества живых 
микробных клеток в посевной культуре, выращен-
ной в одноразовом полимерном контейнере, доста-
точно для осуществления дальнейшего технологи-
ческого этапа – глубинного культивирования чум-
ного микроба штамма еV в ферментере биор-0,25. 
применение одноразового полимерного контейнера 
позволило сократить продолжительность стадии по-
лучения посевной культуры в 1,7 раза и увеличить 
выход живых микробов с единицы объема питатель-
ной среды в 2,8 раза. 

рис. 2. динамика накопления чумного микроба 
штамма еV при культивировании в одноразовых по-
лимерных контейнерах и бутылях вместимостью 20 л  
(X̅    ±I95, n=5)

Fig. 2. Dynamics of accumulation of the plague 
microbe strain EV during cultivation in disposable 
polymeric containers and bottles with a capacity of 20 l  
(X̅    ±I95, n=5)

Таблица 1 / Table 1

результаты оценки качества посевной культуры чумного микроба штамма еV, полученной различными способами (X̅    ±I95, n=5)
The results of assessing the quality of the seed culture of the plague microbe strain EV obtained by various methods (X̅    ±I95, n=5)

наименование показателя, единица измерения
Indicator, unit of measure

требования нормативной документации*
Requirements of regulatory documents* 

значения показателя для посевной культуры,  
полученной способом …

Values of the indicator for the seeding culture  
obtained using the … technology

регламентным
regulated

экспериментальным
experimental

общая концентрация микробных клеток, млрд м.к./мл
The total concentration of microbial cells, billion m.c./ml

6,0, не менее
6.0, not less

13,0±1,0 24,0±2,0

количество живых микробных клеток, млрд ж.м.к./мл
The number of living microbial cells, billion m.c./ml

3,0, не менее
3.0, not less

4,5±0,9 12,7±1,3

рн, ед. 
pH, units

от 7,4 до 7,9
7.4 to 7.9

7,6±0,2 7,5±0,1

отсутствие посторонних микроорганизмов 
Absence of foreign microorganisms

не должна содержать посторонних  
микроорганизмов

Should not contain foreign microorganisms

не содержит посторонних микроорганизмов
Does not contain foreign microorganisms

примечание :  * пр 08461522-23-14. промышленный регламент на производство вакцины чумной живой, лиофилизата для приготовления 
суспензии для инъекций, ингаляций и накожного скарификационного нанесения.

No te :  * Manufacturing specifications (master formula) 08461522-23-14. Manufacturing specifications for the production of a live plague vaccine, 
lyophilizate for the preparation of a suspension for injections, inhalations and skin scarification.
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таким образом, результаты исследований по-
казывают возможность и перспективность исполь-
зования одноразовых полимерных контейнеров в 
технологии производства вакцины чумной живой на 
стадии получения посевной культуры. 

конфликт интересов. авторы подтверждают 
отсутствие конфликта финансовых/нефинансовых 
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посевной культуры экспериментальным и регламентным способами в производстве вакцины чумной живой (X̅    , n=5)

The results of comparative assessment of the material balance of obtaining  
a seeding culture using  experimental and regulated technologies in the production of live plague vaccine (X̅    , n=5)

способ получения посевной культуры,  
продолжительность

Method of obtaining a seeding culture,  
duration

объем, л
Volume, l

количество живых микробных клеток, 
ж.м.к./мл

The number of live microbial cells,  
live m.c./ml

общее количество живых микробных клеток  
в объеме, ж.м.к.

The total number of living microbial cells  
in the volume, live m.c.

экспериментальный, 27 ч
Experimental, 27 hours 

5,0 12,7·109 63,5·1012

регламентный, 48 ч
Regulated, 48 hours

10,0 4,5·109 45,0·1012
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н.П. Прищепа, н.Ю. добровольская, В.и. никифорова, Т.с. Тарасова, е.В. Преображенская

Выявление мутаций гена S SARS-CoV-2 методом ПЦр в сезоны  
повышенной заболеваемости коронавирусной инфекцией в Чувашской республике

ФГБУ «Федеральный центр травматологии, ортопедии и эндопротезирования» Министерства здравоохранения  
Российской Федерации, Чебоксары, Российская Федерация

мутации в геноме SARS-CoV-2 позволяют эффективно преодолевать многие защитные механизмы организма, 
чем и объясняется распространение инфекции среди вакцинированных или ранее переболевших людей. цель 
работы – исследовать динамику мутаций в геноме вируса SARS-CoV-2 в период повышения сезонной заболе-
ваемости в чувашской республике. материалы и методы. в условиях клинико-диагностической лаборатории 
Фгбу «Федеральный центр травматологии, ортопедии и эндопротезирования» минздрава россии (г. чебоксары) 
методом от-пцр исследованы пробы, взятые в январе – феврале и июле – октябре 2022 г., в которых обнаруже-
на рнк SARS-CoV-2. использовали «мбс-тест SARS-CoV-2 рнк» (ту 21.20.23-068-26329720-2021, россия) и 
«амплитест SARS-CoV-2 VOC v.3» (серия V017, ру № рзн 2022/16307, россия) в соответствии с инструкциями 
по применению. результаты и обсуждение. в исследованных пробах, полученных в разные периоды распро-
странения коронавируса SARS-CoV-2 на территории чувашской республики в 2022 г., выявлены различия в сово-
купностях мутаций гена S SARS-CoV-2. в чувашии, как и в россии в целом, в начале 2022 г. вариант дельта был 
вытеснен вариантом омикрон, продолжающим активно мутировать с появлением множества новых вариантов.

Ключевые слова: COVID-19, SARS-CoV-2, дельта, омикрон, мутации белкового шипа, обратная транскрипция, 
пцр-амплификация.
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N.P. Prishchepa, N.Yu. Dobrovol’skaya, V.I. Nikiforova, T.S. Tarasova, E.V. Preobrazhenskaya
Detection of SARS-CoV-2 S Gene Mutations Using PCR during Seasons  
of Increased Incidence of Coronavirus Infection in the Chuvash Republic
Federal Center for Traumatology, Orthopedics, and Endoprosthetics of the Ministry of Health of the Russian Federation, 
Cheboksary, Russian Federation

Abstract. Mutations in the SARS-CoV-2 genome make it possible to effectively escape defense mechanisms of the 
host, which explains the spread of infection among vaccinated or previously affected by the virus individuals. The aim of 
the study was to investigate the dynamics of mutations in the SARS-CoV-2 virus genome during the rise of the seasonal 
incidence in the Chuvash Republic. Materials and methods. Under conditions of the clinical diagnostic laboratory of 
the Federal Center for Traumatology, Orthopedics and Endoprosthetics of the Ministry of Health of Russia (Cheboksary), 
samples, containing SARS-CoV-2 RNA, taken in January-February and July-October, 2022 were tested using reverse 
transcription PCR. The “MBS-Test SARS-CoV-2 RNA” (Technical Specifications 21.20.23-068-26329720-2021, 
Russia) and “AmpliTest SARS-CoV-2 VOC v.3” (Series V017, Certificate of Registration No. 2022/16307, Russia) 
were utilized in compliance with the manufacturer’s instructions. Results and discussion. Variations in the sets of 
SARS-CoV-2 S gene mutations have been revealed in the studied samples obtained during different periods of the spread 
of SARS-CoV-2 coronavirus. Timely detection of various mutations in the virus genome at the beginning of the epide-
miological season and the alleged rise in the incidence of coronavirus infection is valuable information for forecasting 
the rate of virus transmission. It can also be used to create vaccines (taking into account changes in the virus genome) 
and to choose the adequate tactics for treating coronavirus infection.
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в соответствии с международными медико-
санитарными правилами (2005 г.) комитет по чрез-
вычайным ситуациям воз в январе 2020 г. объявил 
вызванную коронавирусом 2019-nCoV эпидемию 
«чрезвычайной ситуацией в здравоохранении, 
имеющей международное значение» [1]. пандемия 
COVID-19, вызванная вирусом SARS-CoV-2, при-
вела более чем к 270 млн случаев инфицирования 
и 5,3 млн смертей во всем мире [2]. воз предло-
жила выделять варианты SARS-CoV-2, вызываю-
щие обес покоенность (VOC – variant of concern), и 
варианты, вызывающие интерес (VOI – variant of 
interest) [3]. в список VOC вошли альфа (B.1.1.7), 
бета (B.1.351), гамма (P.1), дельта (B.1.617.2). 
28 ноя бря 2021 г. воз дополнила этот перечень 
вариантом омикрон (B.1.1.529). в россии в разное 
время были выявлены все вышеперечисленные ва-
рианты SARS-CoV-2.

на данный момент самым распространенным 
вариантом коронавируса является B.1.1.529, харак-
теризуемый большим количеством мутаций белко-
вого шипа, и его подварианты, основные из кото-
рых: BA.1 (B.1.1.529.1) и BA.2 (B.1.1.529.2), BA.3 
(в.1.1.529.3), BA.4, BA.5, BA.2.75. мутации новых 
подвариантов способствуют ускользанию от имму-
нитета, что вызывает обеспокоенность в аспекте 
повторного заражения и прорывной инфекции сре-
ди выздоровевшего или вакцинированного населе-
ния [4–7]. появление постоянно развивающихся 
вариантов предполагает необходимость создания 
комбинированных антител и вакцинных антиге-
нов [8].

в российской Федерации лабораторные иссле-
дования на COVID-19 проводятся в соответствии 
с приказом министерства здравоохранения рФ от 
18.05.2021 № 464н «об утверждении правил про-
ведения лабораторных исследований». для выявле-
ния SARS-CoV-2 используется метод амплификации 
нук леиновых кислот (манк) (без накопления возбу-
дителя) с применением зарегистрированных в уста-
новленном порядке тест-систем в соответствии с ин-
струкциями по их применению. зарегистрированные 
тест-системы дают возможность выявлять наличие 
различных мутаций в геноме вновь появляющихся 
штаммов SARS-CoV-2, что представляет научный 
интерес и имеет практическое значение для оценки 
влияния генных изменений на течение заболева-
ния и модернизацию вакцин против SARS-CoV-2. 
существует острая необходимость в вариантном фе-
нотипировании для эпидемиологического надзора за 
циркулирующими линиями [9].

цель работы – исследовать динамику мутаций 
в геноме вируса SARS-CoV-2 в период повышения 
сезонной заболеваемости в чувашской республике.

материалы и методы

исследования проводились в условиях клинико-
диагностической лаборатории Фгбу «Федеральный 
центр травматологии, ортопедии и эндопротезирова-
ния» минздрава россии (г. чебоксары). материалом 
исследования послужили 153 положительные про-
бы биологического материала пациентов – жителей 
чувашской республики, в том числе 89 проб взято в 
январе – феврале 2022 г., 64 пробы – в июле – октябре 
2022 г. медиана возраста пациентов за январь – фев-
раль – 43,8 года (от 3 до 83 лет), за июль – октябрь – 
40,6 года (от 1 до 81 года). мужчин за январь – фев-
раль – 42,7 %, женщин – 57,3 %, за июль – октябрь – 
42,2 и 57,8 % соответственно.

исследование для выделения рнк SARS-CoV-2 
в мазках из носо- и ротоглотки проводилось с помо-
щью набора реагентов для выделения и качествен-
ного выявления рнк SARS-CoV-2 методом обратной 
транскрипции и полимеразной цепной реакции (от-
пцр) в реальном времени «мбс-тест SARS-CoV-2 
рнк» (ту 21.20.23-068-26329720-2021, россия). 
экстракция рнк производилась комплектом реаген-
тов «амплитест рибо-преп» (Фгбу «цсп» Фмба 
россии) ру № рзн 2020/12985 в соответствии с ин-
струкцией производителя. от-пцр выполнялась 
набором «амплитест SARS-CoV-2 VOC v.3» (се-
рия V017, ру № рзн 2022/16307, россия). набор 
позволяет проводить качественное выявление рнк 
коронавируса SARS-CoV-2 – генетических вариан-
тов, вызывающих обеспокоенность (VOC), омикрон 
и дельта путем выявления характерных для данных 
вариантов мутаций в гене S коронавируса. принцип 
тестирования основан на проведении реакции обрат-
ной транскрипции рнк и амплификации участков 
кднк вируса SARS-CoV-2, включающих маркер-
ные мутации в гене S. набор позволяет выявлять в 
гене S SARS-CoV-2 мутации а67V, del69-70, P681H, 
N679K, сочетание которых характерно для вариан-
та омикрон и его потомков (в.1.1.529, ва.1), мута-
ции P681R и L452R, сочетание которых характерно 
для варианта дельта SARS-CoV-2 и его потомков 
(в.1.617.2, AY), а также определять наличие каждой 
из указанных мутаций в отдельности.

выявление мутации коронавируса SARS-CoV-2 
для одного образца проводилось в двух пробирках. 
в ходе исследования в режиме реального времени ис-
пользовался амплификатор Rotor-Gene Q (QIAGEN, 
германия).

результаты и обсуждение

выявление в клиническом образце нуклеотид-
ной последовательности SARS-CoV-2, содержащей 
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мутации P681H, N679K, а67V и del69-70, характер-
ные для варианта омикрон, или сочетания мутаций 
P681R и L452R, характерные для варианта дель-
та, интерпретируется как выявление генетических 
маркеров соответствующих вариантов омикрон или 
дельта SARS-CoV-2. в случае выявления одного из 
этих сочетаний мутаций рекомендуется провести 
дальнейшее исследование образца методом автома-
тического секвенирования кднк для определения 
наличия спектра других генетических маркеров, 
которые в совокупности с указанными мутациями 
определяют принадлежность к соответствующим 
генетическим вариантам омикрон или дельта. ввиду 
отсутствия технической возможности секвенирова-
ние кднк нами не проводилось.

в исследованных пробах, полученных в раз-
личные периоды распространения коронавируса 
SARS-CoV-2 в 2022 г., отмечаются различия в со-
вокупностях мутаций гена S SARS-CoV-2. в пери-
од с января по февраль 2022 г. выявлены в 91,01 % 
случаев мутации гена S SARS-CoV-2, характерные 
для генетического варианта омикрон, в 2,25 % слу-
чаев – мутации гена S SARS-CoV-2, характерные 
для генетического варианта дельта, в 6,74 % слу-
чаев – характерные для генетического варианта 
омикрон, но без мутации а67V и делеции 69-70del 
в гене S SARS-CoV-2. в период с июля по октябрь 
2022 г. в 100 % случаев выявлены мутации гена S 
SARS-CoV-2, характерные для генетического вари-
анта омикрон, но с присоединением мутации L452R 
в гене S SARS-CoV-2.

по данным исследования аминокислотные за-
мены L452R и P681R в S-белке оказались высоко-
консервативными для варианта дельта (B.1.617.2) и 
являются его отличительной чертой [10].

группа ученых из японии показала, что концен-
трация рнк вируса при заражении подвариантом 
омикрон BA.2 в дыхательных путях выше по срав-
нению с подвариантом омикрон BA.1, в том числе в 
легких, и подтвердила потенциальную возможность 
повторного заражения вариантом BA.2 после пере-
несенной инфекции, вызванной штаммом BA.1 [10]. 
однако предварительные данные от исследователь-
ской группы из дании (новостное сообщение сайта 
https://fmba.gov.ru/ от 18.03.2022) показали, что об-
щее количество госпитализаций при распростране-
нии варианта BA.2 не увеличивалось.

к июлю 2022 г. стали доминировать новые под-
варианты вируса SARS-CoV-2 омикрон – ва.4 и 
ва.5, имеющие две хорошо известные и встречав-
шиеся ранее мутации в S-белке: делеция HV69-70 
(встречалась в вариантах альфа, бета и омикрон 
ва.1) и мутация L452R (определялась в варианте 
дельта). L452R отвечает за ускользание штамма от 
антител. ряд исследований показал, что если в омик-
рон вернуть мутацию L452R, то этот штамм вновь 
приобретет способность к более высокой инфекци-
онности, что может сделать его более опасным для 
легких [11].

постоянный мониторинг геномов SARS-CoV-2 
на предмет мутаций критически важен для нашего 
понимания его эволюции и воздействия на здоровье 
человека, а также необходим для распознавания из-
менений вирусных эпитопов, которые потребовали 
бы модификации вакцины [12, 13]. поскольку испы-
тания лекарств и вакцин продолжаются, крайне важ-
но принимать во внимание мутации SARS-CoV-2 и 
их соответствующие частоты, поскольку эти данные 
могут проложить путь к комбинированию несколь-
ких лекарств [14, 15].

итак, в исследовании проведена оценка мута-
ций в рнк SARS-CoV-2 в период повышенной се-
зонной заболеваемости в чувашской республике. 
полученные данные отображают динамику рас-
пространения вариантов вируса SARS-CoV-2 на 
территории республики в 2022 г. в чувашии, как и 
в россии в целом, в начале 2022 г. вариант дельта 
был вытеснен вариантом омикрон, продолжающим 
активно мутировать с появлением множества новых 
вариантов.

своевременное проведение исследований мута-
ций в геноме SARS-CoV-2 является ценной инфор-
мацией для мониторинга скорости распространения 
инфекции, отслеживания формирования географиче-
ских штаммов SARS-CoV-2, что позволяет устанав-
ливать источники заносов из-за рубежа, определять 
свойства вируса и корректировать тест-системы для 
диагностики в случае необходимости.

на основании вышесказанного считаем целесо-
образным более широкое проведение исследований 
мутаций в геноме SARS-CoV-2 аккредитованными 
лабораториями медицинских организаций.
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распространение штаммов Vibrio cholerae, обладающих множественной антибиотикоустойчивостью, обу-
словливает необходимость поиска альтернативных антибиотикам средств. такими средствами могут стать хо-
лерные бактериофаги. цель работы – изучение безопасности смеси холерных бактериофагов на модели экспери-
ментальных животных. материалы и методы. в работе использовали композицию на основе холерных фагов 
Rostov-м3, Rostov-13, Фб1. проведена оценка токсичности препарата, цитотоксического и апоптогенного вли-
яния на экспериментальных животных. результаты и обсуждение. показано, что однократное введение мак-
симальной определенной дозы смеси фагов не вызывает негативного воздействия на организм лабораторных 
животных. сравнение с контролем не показало статистически достоверных отличий гистологической картины 
в органах опытных животных после длительного введения препарата. также после однократного и повторного 
семидневного приема данные фаги не вызывают апоптоза и некроза иммунокомпетентных клеток эксперимен-
тальных животных. результаты данных исследований свидетельствуют о безопасности 3-компонентной фаговой 
композиции и в перспективе могут быть использованы для дальнейшей разработки новых биопрепаратов на осно-
ве холерных бактериофагов.

Ключевые слова: бактериофаги, профилактика холеры, аномальная и хроническая токсичность, апоптогенное 
и цитотоксическое влияние.
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Abstract. The spread of Vibrio cholerae strains with multiple antibiotic resistance necessitates the search for alterna-
tives to antibiotics. Cholera bacteriophages can become such means. The aim of the work was to study the safety of 
a mixture of cholera bacteriophages using an experimental animal model. Materials and methods. We used a composi-
tion based on cholera phages Rostov-M3, Rostov-13, FB1. The toxicity of the drug, cytotoxic and apoptogenic effects 
in experimental animals were assessed. Results and discussion. It has been shown that a single administration of the 
maximum defined dose of the mixture of phages does not cause negative effects on the body of laboratory animals. 
Comparison with the control group has not revealed statistically significant differences in the histological picture in the 
organs of the experimental animals after long-term administration of the drug. Also, after a single and repeated seven-day 
administration, these phages do not cause apoptosis and necrosis of immune competent cells in experimental animals. 
The results of the studies indicate the safety of the 3-component phage composition and can be used for the further de-
velopment of new biological products based on cholera bacteriophages in the future.

Key words: bacteriophages, cholera prevention, abnormal and chronic toxicity, apoptogenic and cytotoxic effects.
Conflict of interest: The authors declare no conflict of interest.

Funding: The authors declare no additional financial support for this study.
Bioethics: All stages of the research complied with the legislation of the Russian Federation, international ethical standards and 

regulatory documents of the institution, and were also approved by the bioethics commission of the Rostov-on-Don Research Anti-
Plague Institute of the Rospotrebnadzor.

Corresponding author: Anna V. Tyurina, e-mail: tyurina.anuta2010@yandex.ru.
Citation: Tyurina A.V., Gaevskaya N.E., Sinel’nik E.A., Ivanova I.A., Filippenko A.V., Omel’chenko N.D., Trufanova A.A., Pogozhova M.P., Anoprienko A.O., 

Pasyukova N.I. Assessment of Cholera Bacteriophages Mixture Safety on an Experimental Animal Model. Problemy Osobo Opasnykh Infektsii [Problems of Particularly 
Dangerous Infections]. 2023; 4:160–162. (In Russian). DOI: 10.21055/0370-1069-2023-4-160-162

Received 09.06.2023. Revised 04.09.2023. Accepted 23.11.2023.

Tyurina A.V., ORCID: https://orcid.org/0000-0002-9359-3997  Omel’chenko N.D., ORCID: https://orcid.org/0000-0001-5208-7724
Gaevskaya N.E., ORCID: https://orcid.org/0000-0002-0762-3628  Trufanova A.A., ORCID: https://orcid.org/0000-0002-4770-5994
Sinel’nik E.A., ORCID: https://orcid.org/0000-0002-2201-5065  Pogozhova M.P., ORCID: https://orcid.org/0000-0001-9779-3577
Ivanova I.A., ORCID: https://orcid.org/0000-0001-7068-4071  Anoprienko A.O., ORCID: https://orcid.org/0000-0001-8466-9315
Filippenko A.V., ORCID: https://orcid.org/0000-0002-1103-4244  Pasyukova N.I., ORCID: https://orcid.org/0000-0002-1525-5693



161

Problemy Osobo Opasnykh Infektsii [Problems of Particularly Dangerous Infections]. 2023; 4            Brief communications

в результате широкого распространения анти-
биотикоустойчивости Vibrio cholerae заболевание 
холерой представляет серьезную проблему для со-
временного здравоохранения [1]. в связи с этим со-
храняет актуальность проблема расширения арсена-
ла профилактических средств, обладающих направ-
ленным бактерицидным действием в отношении 
холерных вибрионов. в качестве одного из таких 
средств рассматриваются бактериофаги [2].

основными преимуществами фагопрофилакти-
ки являются отсутствие побочных эффектов, совме-
стимость с любыми фармакологическими препара-
тами, безопасность приема во время беременности, 
возможность применения пациентами с аллергиче-
скими реакциями, стимуляция факторов специфи-
ческого и неспецифического иммунитета [3]. также 
фагопрофилактика показана детям до двух лет, что 
является важным аспектом при разработке средств 
лечения и профилактики инфекционных болез-
ней [4].

одним из важных критериев разработки новых 
фармакологических препаратов, в том числе и фаго-
вых, является проведение токсикологических иссле-
дований на здоровых животных, так как выявление 
патологий, развивающихся в результате введения 
исследуемого вещества, позволяет получить допол-
нительную информацию о его токсичности для кор-
ректировки дозы и состава.

целью нашей работы стало изучение аномаль-
ной (острой) и хронической (подострой) токсично-
сти смеси холерных бактериофагов, апоптогенного и 
цитотоксического влияния на иммунокомпетентные 
клетки экспериментальных животных.

материалы и методы

в работе использовалась фаговая компози-
ция, в состав которой вошли холерные бактерио-
фаги Rostov-м3, Rostov-13 и Фб1 из коллекции-
депозитария лаборатории бактериофагов Фкуз 
ростовский-на-дону противочумный институт 
роспотребнадзора. изучение свойств бактериофагов 
проводили общепринятыми методами [5]. 

Фаги, взятые в эксперимент, подвергали сте-
рилизующей фильтрации с помощью насадки 
Filtropur S 0,22 мкм. очистку от эндотоксинов прово-
дили на хроматографической колонке Endo Trap HD 
(германия) согласно инструкции производителя. 
после фильтрации фаги были соединены в равных 
соотношениях.

все стадии исследований соответствовали за-
конодательству рФ, международным этическим нор-
мам и нормативным документам учреждения, а так-
же были одобрены комиссией по биоэтике Фкуз 
ростовский-на-дону противочумный институт 
роспотребнадзора. для статистической обработки 
все эксперименты проводили в трех повторах.

для проведения опыта по оценке аномальной 
токсичности в эксперимент взяты беспородные бе-

лые мыши с массой тела 18–20 г. животных разде-
лили на три группы по 10 особей. Фаговую компози-
цию (Rostov-м3, Rostov-13 и Фб1) вводили экспери-
ментальным животным разными способами в макси-
мальной определенной (опытной) дозе [6] в концен-
трации n·108 – n·109 бое/мл. испытуемое средство 
вводили животным однократно, первой группе – по 
1,0 мл внутрибрюшинно, второй группе – по 0,5 мл 
подкожно в область задней лапы, третьей группе – 
0,5 мл per os. также исследование аномальной ток-
сичности было выполнено на четырех здоровых 
кроликах (2–2,5 кг). данным животным перорально 
вводили одну разовую максимальную определенную 
(опытную) дозу испытуемого препарата по 10,0 мл 
(n·108 – n·109 бое/мл). за испытуемыми наблюдали 
в течение 14 суток. контрольные группы животных 
получали перорально забуференный раствор натрия 
хлорида (зФр) 0,9 % в объемах, аналогичных опыт-
ным группам.

эксперимент по оценке хронической (под-
острой) токсичности проведен на 20 здоровых бе-
лых мышах (20–24 г). первой группе (10 животных) 
продукт вводили внутрижелудочно один раз в день 
по 0,5 мл (n·108 – n·109 бое/мл) в течение 15 дней. 
второй группе (10 животных) препарат вводили 
внутрижелудочно в той же дозе один раз в день по 
0,5 мл в течение 21 дня. контрольные группы по-
лучали перорально зФр в том же объеме. у взятых 
в опыт животных ежедневно проводили осмотр на 
наличие клинических симптомов общей интоксика-
ции, а также измеряли массу тела (протокол заседа-
ния комиссии по биоэтике от 25.03.2021 № 3).

по окончании сроков наблюдения (15-й и 21-й 
день) проводили эвтаназию белых мышей с соблю-
дением требований биоэтики, после чего осущест-
вляли их вскрытие. полученные паренхиматозные 
органы и их фрагменты сразу фиксировали в 10 % 
нейтральном забуференном формалине. подготовка 
гистологических препаратов проводилась по стан-
дартной методике [7]. тканевые образцы заключали 
в парафин и с помощью микротома получали полу-
тонкие срезы, которые окрашивали гематоксилином 
и эозином. гистологическое исследование проводи-
лось на моторизованном микроскопе Leica DM 6000 
(германия).

для оценки апоптогенной и цитотоксической 
активностей взрослым кроликам (три группы по 
два кролика весом 1,5 кг) внутрижелудочно че-
рез зонд вводили по 3 мл смеси бактериофагов 
(Rostov-м3, Rostov-13 и Фб1) в концентрации n·108 –  
n·109 бое/мл в течение 7 дней. контрольным живот-
ным вводили раствор натрия хлорида 0,9 % в объе-
мах, аналогичных опытным группам. забор крови 
осуществляли из ушной вены кролика в вакуумные 
пробирки с гепарином. цельную кровь окрашивали 
реагентами из набора Annexin V (eBioscience, сШа). 
на проточном цитофлюориметре Naviоsтм (Beckman 
Coulter, сШа) проводили подсчет относительно-
го количества жизнеспособных клеток в состоянии 
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апоптоза и некроза, оценивали не менее 10 тыс. со-
бытий (протокол заседания комиссии по биоэтике от 
08.06.2021 № 5).

статистическую обработку полученных резуль-
татов осуществляли с использованием пакета при-
кладных программ Statistica 8.0 (StatSoft Inc., 2007). 
значения доверительных интервалов среднеариф-
метического (м) определяли для уровня достовер-
ности (р) 95 %. отличия считали значимыми при 
p<0,05. для выявления достоверности различий 
между независимыми выборками использовали не-
параметрический критерий манна – уитни. как зна-
чимый оценивался уровень р<0,05.

результаты и обсуждение

оценка аномальной и хронической токсично-
сти на двух экспериментальных моделях показа-
ла, что при любом способе введения однократной 
максимально определенной для животных дозы ис-
пытуемые фаги не являются токсичными, так как 
признаков интоксикации у мышей и кроликов не 
наблюдали. также установлено, что при длитель-
ном пероральном приеме коктейля бактериофагов 
внешний вид и привес мышей, поведенческие ре-
акции в экспериментальной и контрольной группах  
не отличались.

исследование гистологических препаратов ор-
ганов, взятых для исследования на 15-е и 21-е сутки 
эксперимента, не выявило патологических измене-
ний, значимых для здоровья животных. анализ по-
лученных данных показал, что количество животных 
в опытных группах, имеющих изменения в органах, 
достоверно не отличалось от такового в контроль-
ных группах.

оценка цитотоксического и апоптогенного влия-
ния смеси холерных фагов на форменные элементы 
крови взрослых кроликов показала, что прием дан-
ного коктейля в течение 7 дней не вызывает увели-
чения количества иммунокомпетентных клеток в со-
стоянии апоптоза и не оказывает цитотоксического 
эффекта. количество жизнеспособных моноцитов, 
лимфоцитов, нейтрофилов у опытных животных 
статистически не отличалось от аналогичных по-
казателей контрольных групп кроликов. такая же 
тенденция сохранялась и после повторного введения 
(в течение 7 дней) смеси бактериофагов этой группе 
кроликов.

таким образом, полученные результаты свиде-
тельствуют о безопасности смеси холерных фагов 
Rostov-м3, Rostov-13 и Фб1 для экспериментальных 
животных и, после оценки ее профилактической эф-
фективности, могут быть использованы для разра-
ботки экспериментального профилактического фаго-
вого препарата, способного расширить возможности 
профилактических мероприятий против холеры.
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