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одним из величайших научных достижений в 
области биологии хх столетия явилось открытие 
пространственной структуры дезоксирибонуклеино-
вой кислоты (днк), а также молекулярных механиз-
мов, обеспечивающих сохранение, передачу и реали-
зацию наследственной информации. эти открытия 
послужили началом эпохи молекулярной биологии, 
дальнейшим развитием которой стало новое научное 
направление под общим названием «синтетическая 
биология». 

впервые термин «синтетическая биология» 
(«synthetic biology») был предложен немецким био-
химиком барбарой хобом (Barbara Hobom) в 1980 г. 
для описания трансгенной бактерии, полученной 
с помощью технологии рекомбинантной днк. 
впоследствии, на многие годы, термин «синтетиче-
ская биология» практически вышел из употребления 
в научном сообществе, за исключением ряда работ 
середины 90-х годов XX века, в том числе исследо-
ваний клауса концельманна (Klaus Conzelmann) и 
матиаса Шнеля (Mathias Schnell), посвященных соз-
данию синтетических аналогов геномной одноцепо-
чечной (-)рнк вируса бешенства [2].

синтетическая биология – это новое направле-
ние в биологических исследованиях, представляю-
щее собой следующий шаг в развитии генной ин-

женерии от перемещения нескольких генов между 
организмами к проектированию и построению уни-
кальных биологических систем с «запрограммиро-
ванными» функциями и свойствами. на пути соз-
дания искусственного генома исследователям пред-
стояло решить задачу, связанную с определением 
нуклеотидной последовательности природных моле-
кул геномной днк (рнк). в 70-е годы хх века были 
разработаны различные методические подходы по 
секвенированию днк. англичанином Фредериком 
сэнгером (Frederick Sanger) были предложены мето-
ды секвенирования нуклеиновых кислот, известные 
как «плюс-минус» (1975 г.), и метод терминаторов 
(1977 г.), американцами алланом максамом (Allan 
Maxam) и уолтером гилбертом (Walter Gilbert) – 
метод химической деградации (1976–1977 гг.). 
исторически самым «долгоживущим» оказался ме-
тод терминаторов, основанный на использовании 
дидезоксинуклеозидтрифосфатов (ddATP, ddTTP, 
ddCTP или ddGTP), которые могут включаться в ра-
стущую цепь днк, но не способны образовывать 
фосфодиэфирные связи из-за отсутствия 3'-он груп-
пы. претерпев небольшие модификации, в том числе 
отказ от радиоактивных меток в пользу флуоресцент-
ных красителей, этот метод применяется в современ-
ных приборах – капиллярных секвенаторах. в то же 
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время метод капиллярного секвенирования имеет се-
рьезное ограничение, связанное с предельными раз-
мерами «участков-чтения» днк, которые, как прави-
ло, не превышают 1000 п.н. тем не менее, с помощью 
автоматизированного секвенирования перекрываю-
щихся фрагментов днк по методу сенгера были по-
лучены первые полногеномные последовательности 
(wohle genome sequencing, WGS): в 1977 г. бактерио-
фага phiX174 (5,386 Kb, 11 генов), в 1995 г. штамма 
Rd Haemophilus influenzae (1,830137 Mb, 2355 генов), 
в 1997 г. штамма к12 Escherichia coli (4,64 Mb, 4497 
генов) и многие другие.

 основные успехи в развитии синтетической 
биологии связаны с развитием технологии секвени-
рования нового поколения (next generation sequencing, 
NGS). принципиальным отличием метода NGS от 
капиллярного секвенирования является массовое 
параллельное прочтение огромного количества от-
носительно небольших фрагментов днк (100 п.н.), 
что позволяет проводить полногеномное секвени-
рование de novo. так, полногеномный секвенатор 
второго поколения Illumina GAIIх позволяет полу-
чать до 10 млрд нуклеотидов за один запуск (геном 
Escherichia coli – 4,6 м.п.н., Homo sapiens – 3,2 млрд 
п.н.), а стоимость секвенирования индивидуального 
генома человека составляет 5 тыс. долларов сШа. 
последний в линейке приборов комплекс – Illumina 
HiSeqX Ten (2013 г.) – применяется для популяци-
онного секвенирования и позволяет за 1 неделю 
секвенировать 320 геномов Homo sapiens, за 1 ме-
сяц – 1500, а за год – 18000. при этом стоимость про-
цедуры снижена до 1 тыс. долларов сШа за геном 
человека.

параллельно с методом секвенирования днк 
развивались технологии синтеза из отдельных нукле-
отидов коротких олигонуклеотидов (с заданной по-
следовательностью) и их «сшивание» в более длин-
ные полинуклеотидные цепи, которые могут служить 
основой для создания искусственного гена и генома. 
в 1970 г. американский ученый индийского проис-
хождения хар гобинд корана (Har Gobind Khorana) 
впервые осуществил ферментативный синтез гена 
алланин-трнк пекарских дрожжей (Saccharomyces 
cerevisiae) с применением полимераз и лигаз.

впоследствии химико-ферментным методом 
были синтезированы нуклеотидные последовательно-
сти генов, кодирующих первичную структуру предше-
ственников инсулина, соматотропина, тиреотропин-
рилизинг-гормона, α-, β-, γ-интер фе ро нов и другие, 
которые применялись для создания трансгенных ми-
кроорганизмов методом генной инженерии.

для синтеза бактериальных геномов была разра-
ботана технология получения больших фрагментов 
днк, в соответствии с которой химически синтези-
рованные полинуклеотиды объединялись в перекры-
вающиеся кассеты (7–8 т.п.н.) in vitro при помощи 
соответствующих ферментов до размера 1/4 генома. 
полная сборка генома из четырех оставшихся фраг-
ментов осуществлялась in vivo в клетках S. cerevisiae. 

дальнейшее развитие технологии сборки искусствен-
ных геномов из полинуклеотидных цепей позволило 
проводить всю операцию in vitro без применения ме-
таболического аппарата дрожжевой клетки [3]. 

основные достижения в области синтетической 
биологии XXI века связаны с именем американского 
генетика крейга вентера (Craig Venter) и созданно-
го им института в сШа, носящего его имя. в 2003 г. 
группе исследователей под руководством к. вентера 
удалось синтезировать геномную днк бактериофа-
га phiX174 (5386 п.н.), в 2008 г. синтезирован пол-
ный бактериальный геном Mycoplasma genitalium 
размером 580 т.п.н., а в 2010 г. – геном Mycoplasma 
mycoides JCVI-syn1.0 размером 1,08 м.п.н. [3, 4]. 

в 2014 г. в журнале Science была опубликована 
работа, посвященная созданию «усовершенствован-
ной» эукариотической синтетической хромосомы 
S. cerevisia, выполненная в рамках проекта «Sc2.0» 
[5]. группе из 49 студентов под руководством джефа 
боеке (Jef Boeke) за полтора года удалось синтезиро-
вать и собрать 272871 п.н. искусственной хромосомы 
synIII – «дизайнерского» варианта природной третьей 
хромосомы S. cerevisia, размер которой составляет 
316667 п.н. в синтетической хромосоме synIII авто-
ры удалили некоторые фрагменты – интроны (неко-
дирующие участки), мигрирующие генетические эле-
менты (мгэ), субтеломерные участки, псевдогены, 
а также произвели оптимизацию кодонов (например, 
заменили стоп-кодон TAG на TAA). Шаблон синте-
тической хромосомы был разработан in silico (на 
компьютере), а в последствии синтезирован и собран 
в несколько этапов. на первом этапе с помощью пцр 
перекрывающиеся олигонуклеотидные фрагменты 
(из 60–79 п.н.) собирались в более длинные цепочки 
из 750 п.н. и встраивались в векторные плазмиды. на 
втором этапе проводили трансформацию этими плаз-
мидами бактериальных клеток. между плазмидами, 
в цитоплазме бактериальных клеток, происходила 
гомологичная рекомбинация и сборка более крупных 
фрагментов – от 2 до 4 т.п.н. на заключительном эта-
пе плазмида-переносчик с крупным фрагментом по-
мещалась в клетки дрожжей, где происходила гомо-
логичная рекомбинация между естественной третьей 
хромосомой и фрагментом синтетической хромосо-
мы в составе плазмиды. таким образом, часть есте-
ственной хромосомы заменялась участком из synIII, 
а после нескольких повторений этой процедуры (11 
повторений) вся третья хромосома представляла со-
бой «дизайнерскую» последовательность синтети-
ческой хромосомы. научная группа д. боеке ставит 
планы по созданию полного синтетического генома 
S. cerevisiae в ближайшие несколько лет. при этом 
они предполагают, что в дрожжевой геном возможно 
внести гораздо более серьезные изменения, которые 
будут использоваться для решения различных био-
технологических задач, а также в фундаментальных 
исследованиях, в том числе посвященных вопросам 
эволюции синтетического генома.

очевидный рост интереса (рисунок) к син-
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тетической биологии во многом обусловлен теми 
возможностями, которые открываются перед чело-
вечеством. в том числе «синтетическая биология» 
позволяет решить ряд глобальных проблем: получе-
ние биотоплива из водорослей, бактериального элек-
тричества и лекарственных препаратов. в настоящее 
время cинтетическая биология рассматривается как 
источник инноваций для получения диагностиче-
ских препаратов и мульти-диагностических плат-
форм, предлагается синтетическая вакцина против 
гриппа, терапевтические препараты (бактериофагов, 
пробиотиков для лечения сальмонеллеза, холеры и 
др. инфекционных болезней), в сельском хозяйстве 
для повышения продуктивности и устойчивости рас-
тений и животных [1, 6, 7, 8, 9, 10].

большие перспективы открывает возможность 
совместного использования технологии создания ис-
кусственного генома и 4-D принтеров – устройств, 
использующих метод послойного создания физиче-
ского объекта по цифровой 3D-модели. 4D-принтер 
является усовершенствованной версией промышлен-
ной модификации трехмерного принтера. 4D-принтер 
может «распечатывать» объекты, способные к са-
моорганизации, т.е. самостоятельно принимающие 
нужную форму. группой ученых из оксфордского 
университета в 2013 г. с помощью 4D-принтера были 
синтезированы липосомы (фосфолипиды с водой, 
замкнутые в двуслойные пузырьки) – искусственные 
мембранные платформы. контролируемое введение 
специализированных белков (аналог мембранных 
белков) в такие искусственные системы формирует 
щелевые контакты (gap junctions), способные при-
соединить липосомы и образовывать сплоченную, 
кооперативную систему. исследователям удалось 
создать целую «сеть» из 35000 капель, которая по 
своей эластичности сходна с мозговой или жировой 
тканью и может сохранять свое состояние вплоть 
до нескольких недель. кроме того, в искусственную 
мембрану были интегрированы «трансмембранные» 
белки с транспортной функцией, что создавало раз-
ность физико-химических параметров в липосоме 
и окружающей среде. это пример перспективной 
искусственной платформы для построения более 
сложных и функциональных устройств, которые в 
будущем включали искусственный геном. такие син-
тетические ткани могут быть интегрированы с жи-
выми организмами и заменять отсутствующие или 

поврежденные органы или их фрагменты [11].
учитывая всю сложность синтетических систем, 

крайне трудно предсказать все последствия их функ-
ционирования. на сегодняшний день синтезирован 
геном вируса полиомиелита [12] и гриппа A/H1N1 
(«испанки») [13], всерьез рассматривается возмож-
ная угроза применения синтетических геномов ви-
русов в качестве агентов биотерроризма. в сельском 
хозяйстве имеются примеры появления «супер сор-
няков», устойчивости к гербициду глифосфату, что 
приводит к нарушению экологического баланса [14]. 
одним из ярких примеров новых угроз является воз-
можность появления ранее недоступных способов 
производства наркотических средств. в частности, не 
пригодный для получения морфина – опиумного ал-
колоида – прицветниковый мак (Papaver bracteatum) 
становится его продуцентом. описан эксперимент 
получения трансгенных бактерий (Agrobacterium 
rhizogenes), содержащих рекомбинантную плазми-
ду со встроенным геном codR (фермента кодеин-
редуктазы) опиумного мака (Papaver somniferum). 
такие генномодифицированные бактерии использо-
вались для трансформации корневых волосков при-
цветникового мака, в результате чего продукция ими 
морфина увеличивалась, по сравнению с диким ти-
пом, на 22 % [15]. как известно, морфин может быть 
использован не только в медицинских целях, но и 
для получения наркотических препаратов – морфия 
(морфина гидрохлорид тригидрата), героина (диа-
морфина) и др. осложняет ситуацию отсутствие ре-
гламентирующих документов по культивированию 
P. bracteatum и мониторингу его дикорастущих попу-
ляций. согласно списку сильнодействующих и ядо-
витых веществ (утв. постоянным комитетом по кон-
тролю наркотиков российской Федерации 24.11.2004) 
опий представляет собой свернувшийся млечный сок 
опийного мака (P. somniferum), а не прицветникового 
(P. bracteatum).

последние достижения в области компьютер-
ной техники – рост вычислительных мощностей, 
возможность хранения больших объемов информа-
ции и новые алгоритмы анализа и моделирования 
живых систем дают исследователям-биоинфор ма-
ти кам возможность совершать фундаментальные 
открытия без необходимости проведения классиче-
ского эксперимента. в настоящее время появилось 
большое количество общедоступных баз данных, со-
держащих нуклеотидные последовательности днк 
и рнк (в том числе высокопатогенных возбудителей 
болезней человека и животных), информацию о про-
странственной структуре белковых молекул и мета-
болических путях различных организмов от вируса 
до человека – все это открывает новые перспективы 
применения компьютерных технологий (in silico) 
в биологических исследованиях, в том числе и по-
священных созданию искусственных форм жизни. 
биологические лаборатории, реализующие биоин-
формационный подход в своих исследованиях, в ан-
глийском языке называют «сухими» (dry lab), в про-

динамика публикации статей по теме «синтетическая биология»
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тивовес классическим «мокрым» лабораториям (wet 
lab), где основу исследований составляют сделанные 
руками эксперименты. примером «сухой» лаборато-
рии может служить лаборатория атула бьюта (Atul 
Butte) медицинского факультета стэнфордского уни-
верситета, которая известна открытиями в области 
изучения диабета, ожирения, трансплантологии и 
обнаружения новых лекарств для лечения рака лег-
ких и других заболеваний [16, 17, 18]. сотрудники 
этой лаборатории большую часть времени проводят 
за ноутбуками, иногда обращаясь к большому ком-
пьютерному кластеру стэнфордского университета 
или другому суперкомпьютеру. для повышения эф-
фективности блока экспериментальной «мокрой» ла-
боратории в настоящее время активно применяются 
автоматизированные системы, которые многократно 
ускоряют ход научных исследований и снижают их 
трудоемкость.

таким образом, оценивая дальнейшие перспек-
тивы развития синтетической биологии, следует вы-
делить три ключевых аспекта: научно-технический, 
законодательный и организационно-контрольный.

следует особо подчеркнуть увеличение темпов 
роста исследовательских работ по всему миру и яв-
ную тенденцию к усложнению продуктов синтети-
ческой биологии. наблюдается активное вовлечение 
национальных оборонных структур. в частности, 
в апреле 2014 г. в 56-ю годовщину создания агент-
ства передовых исследовательских проектов при 
министерстве обороны сШа, более известного как 
DARPA (Defense Advanced Research Projects Agen cy), 
было объявлено о создании в своей структуре нового 
подразделения – отдела биологических технологий. 
революция в этой области знаний развивается мно-
гократно быстрее, чем это декларирует закон мура 
(1965 г.) – статистический прогноз бывшего главы 
компании Intel гордона мура (Gordon Moore), ко-
торый предполагает не линейное, а экспоненциаль-
ное развитие всех технологий. важным качествен-
ным аспектом научного развития в данной области 
является переход от манипулирования аналогами 
крупных участков природных геномов к прямому 
проектированию на основе комбинации отдельных 
функциональных блоков. при этом главная проблема 
при создании искусственного генома на основе син-
тетических генных сетей, не имеющих естественных 
аналогов, будет связана с проектированием in silico 
принципиально новых полипептидов с определенной 
пространственной структурой и «запрограммирован-
ной» функцией. в перспективе станет возможным 
создание искусственных геномов уже не на основе 
природных аналогов, и даже не матриц днк-рнк, 
а основанных на иных принципах кодирования, чем 
естественные геномы. уже сейчас рассматриваются 
варианты замещения днк ее синтетическим анало-
гом пептидно-нуклеиновой кислотой (пнк, PNA), в 
которой сахаро-фосфатный остов заменен на линей-
ные полимеры N-(2-ами но этил)глицина и на кото-
рую нанизаны нуклеозидные остатки. в отличие от 

своего природного аналога пнк будет находиться не 
внутри клетки, а на поверхности мембраны вместе с 
другими органеллами [19].

в 2014 г. группе американских исследователей 
под руководством Флойда ромсберга (Floyd Ro mes-
berg) из института скриппса (The Scripps Research 
Institute) удалось внести корректировки в генетиче-
ский код. синтезированная учеными плазмида со-
держала, наряду с естественными парами компле-
ментарных гетероциклических оснований – аденин 
(A) и тимин (T), гуанин (G) и цитозин (C) – искус-
ственную пару d5SICS- dNaM, обозначенную авто-
рами как X-Y. синтетическая плазмида, интегри-
рованная в геном E. coli, показала способность к 
репликации без потери под действием механизмов 
репарации X-Y пар до тех пор, пока синтетические 
основания d5SICS и dNaM поступают в среду, содер-
жащую бактерии. на следующем этапе исследова-
тели должны проверить, возможна ли транскрипция 
полусинтетической днк – синтез информационной 
рнк, которая в дальнейшем принимает участие в 
синтезе белковых молекул. ученым удалось увели-
чить информационную емкость молекулы днк, что в 
будущем позволит дополнить природный «белковый 
словарь» совершенно новыми протеинами для созда-
ния на их основе лекарственных, диагностических и 
вакцинных препаратов [20, 21]. по мере накопления 
практического опыта будут совершенствоваться и ал-
горитмы биоинформатики, делая поиск устойчивых 
искусственных форм жизни с заданными свойствами 
более эффективным и целенаправленным. в итоге, 
благодаря развитию 4-D принтеров синтетическая 
биология сможет перейти от одноклеточных продук-
тов на уровень искусственных тканей и органов.

следующим аспектом является необходимость 
правового регулирования биологической безопасно-
сти синтетических форм жизни и системы их мони-
торинга на международном и национальном уровнях 
по новой системе оценки рисков, состоящей в ком-
плексной, экспериментально доказательной прора-
ботке последствий в области синтетической биоло-
гии. в настоящее время законодательное и норматив-
ное обеспечение работ, связанных с синтетической 
биологией в российской Федерации, напрямую не 
регламентируется. при этом генно-инженерная дея-
тельность регулируется рядом международных и на-
циональных документов: международными медико-
санитарными правилами (2005 г.), женевским 
протоколом (1925 г.), конвенцией кбто (1972 г.), 
картахенским протоколом (2003 г.), который не под-
писан россией. национальный уровень правового 
обеспечения представлен Федеральным законом рФ 
(о государственном регулировании в области генно-
инженерной деятельности, 1996 г.) и санитарными 
правилами (1988 г.), которые охватывают работу с 
рекомбинантными днк. вместе с тем очевидна не-
достаточность систем контроля за соблюдением име-
ющихся норм, а также тот факт, что последние ре-
волюционные достижения в области синтетической 
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биологии уже вступают в противоречие с положе-
ниями действующих нормативных документов, что 
требует оперативной выработки новой нормативной 
базы и новых методов контроля.

в этой связи третьим аспектом является направ-
ление по усилению национальных мощностей по 
оценке и контролю рисков в области синтетической 
биологии. в российской Федерации еще предстоит 
определить ведомственную структуру, обеспечиваю-
щую надзорные и контрольные функции в этой обла-
сти, наделив ее не только полномочиями, но и соот-
ветствующей ресурсной базой. адекватное органи-
зационное обеспечение контроля биосинтетических 
рисков может опираться на сеть научных центров, 
при условии оснащения передовым оборудованием 
и создания благоприятных условий для профиль-
ных коллективов путем целевого финансирования. 
для полноценной реализации этого направления 
требуется комплексная национальная программа по 
развитию синтетической биологии с опережающим 
планированием и вовлечением всех профильных ми-
нистерств и ведомств. исходя из новых задач, усиле-
ние и модернизация практических учреждений, осу-
ществляющих надзор и контроль на системном уров-
не, возможны путем создания многоуровневой сети 
профильных учреждений, работающих по аналогии 
с действующей трехуровневой системой лаборатор-
ной диагностики инфекционных болезней, опираю-
щейся на крупные референс-центры.

в заключение следует отметить, что, помимо 
утилитарных вопросов оценки пользы или вреда, су-
ществует и этический аспект. мировая научная об-
щественность всерьез озабочена этикой искусствен-
ной эволюции, пытаясь найти ответ на вопрос: имеет 
ли право человек ускорять этот процесс в миллионы 
раз, не обладая достаточным уровнем предвидения 
последствий, действуя по принципу «осуществлять 
все, что технически достижимо»?
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остров сахалин эндемичен по многим природно-
очаговым инфекциям. на территории острова вы-
делены возбудители туляремии, псевдотуберкулеза 
и кишечного иерсиниоза, лептоспироза, клещевого 
сыпного тифа, ку-лихорадки; обнаружены антитела к 
возбудителям инфекций, передающихся иксодовыми 
клещами: икб, кр, мэч, гач [2]. при вирусологиче-
ском и серологическом обследовании людей, грызу-

нов, птиц и кровососущих членистоногих установле-
на циркуляция следующих арбовирусов: японского и 
клещевого энцефалитов, хантавирусов, тягиня, гета, 
батаи, заяц беляк, тюлений [3, 4, 5]. роль большей 
части перечисленных возбудителей в инфекционной 
патологии местного населения еще не выяснена, хотя 
в сыворотках крови людей выявлены специфические 
антитела. до настоящего времени исследования про-
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цель работы заключалась в комплексной оценке современного состояния эпизоотической активности и 
эпидемиологической значимости природных очагов возбудителей инфекционных болезней в александровск-
сахалинском районе сахалинской области. в июле 2010 г. на разных участках района отловлено 56 особей мел-
ких млекопитающих, собрано 180 экземпляров имаго таежных клещей, отловлено 1000 экземпляров комаров. 
от жителей района собрано 223 образца сывороток крови. весь полевой материал исследовали для выявления 
специфических антител, антигенов и генетического материала возбудителей. по результатам эпизоотологиче-
ского обследования, серологических и молекулярно-генетических исследований показано, что на территории 
района имеются природные очаги лептоспирозов, туляремии, клещевого энцефалита (кэ), иксодовых клещевых 
боррелиозов (икб), клещевого риккетсиоза (кр), гранулоцитарного анаплазмоза человека (гач), моноцитарного 
эрлихиоза человека (мэч), лихорадки западного нила (лзн), инко, гета, батаи, а также хантавирусов (глпс) с 
разной степенью проявления активности. от комаров выделен штамм вируса кэ. 

Ключевые слова: сахалин, природно-очаговые инфекции, заболеваемость, лептоспирозы, туляремия, клеще-
вой энцефалит, лихорадка западного нила, хантавирусы, инфекции, передающиеся иксодовыми клещами, лабо-
раторная диагностика.
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Objective of the work was to carry out complex assessment of the current state of epizootic activity and epidemiological signifi-
cance of the infectious disease natural foci in the Aleksandrovsk-Sakhalin territory of the Sakhalin Region. Trapped were 56 samples 
of small mammals in July, 2010; collected were 180 specimens of taiga tick imago, caught were 1000 specimens of mosquitoes. 223 
samples of blood sera were taken from residents of the region. All the field data were tested to detect specific antibodies, antigens and 
genetic material of agents. Based on the results of epizootiological investigations, serological and molecular-genetic assays, demon-
strated was the occurence of natural foci of leptospirosis, tularemia, tick-borne encephalitis, borreliosis, rickettsiosis, human granulo-
cytic anaplasmosis, human monocytic ehrlichiosis, West Nile fever, Inco fever, Batai and Geto fevers, as well as HFRS with varying 
degree of activity manifestation in the territory of the region. Isolated was tick-borne encephalitis virus from mosquitoes. 

Key words: Sakhalin, natural-focal infections, morbidity, leptospiroses, tularemia, tick-borne encephalitis, West Nile fever, hanta-
viruses, ixodidae tick-borne infections, laboratory diagnostics.
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водились рекогносцировочно в отношении лишь не-
которых инфекций, преимущественно в южных рай-
онах сахалина. и имеющиеся сведения дают лишь 
общие представления о существовании природных 
очагов арбовирусных и других инфекций на терри-
тории острова, александровск-сахалинский район 
менее изучен [2, 5]. 

цель работы заключалась в комплексной оцен-
ке современного состояния эпизоотической актив-
ности и эпидемиологической значимости природ-
ных очагов возбудителей инфекционных болезней 
в александровск-сахалинском районе сахалинской 
области. 

материалы и методы

во второй декаде июля 2010 г. на разных участ-
ках александровск-сахалинского района отловлено 
56 особей мелких млекопитающих. сбор имаго та-
ежных клещей производили с поверхности травы по 
обочинам лесных дорог и троп при помощи флага-
волокуши. собрано 180 экз. имаго. осуществлен 
учет численности членистоногих по стандартным 
методикам. отловлено 1000 экз. комаров. от жите-
лей района собрано 223 образца сывороток крови. 
весь полевой материал исследован на бактериальные 
инфекции (иерсиниозы, туляремию, лептоспирозы), 
инфекции, передающиеся клещами (кэ, икб, кр, 
мэч, гач), комарами (лихорадка западного нила, 
инко, гета, батаи) и хантавирусы. 

Иерсиниозы. кишечники грызунов исследовали 
методом «холодового обогащения» с последующим 
высевом на 5, 10, 15-е сутки на дифференциально-
диагностическую среду с бромтимоловым синим.

Туляремия. антитела к возбудителю туляремии в 
сыворотках крови от людей и мелких млекопитающих 
определяли в реакции непрямой гемагглютинации 
(рнга) с антигенным эритроцитарным туляремий-
ным диагностикумом производства ставропольского 
научно-исследовательского противочумного инсти-
тута. образцы печени и селезенки от всех млеко-
питающих объединили в 18 пулов и исследовали в 
биопробе на белых мышах. параллельно пулы ис-
следовали на наличие днк возбудителя туляремии 
методом пцр.

Лептоспирозы. антитела к патогенным леп-
тоспирам в сыворотках крови выявляли в реакции 
микроскопической агглютинации (рмал), выпол-
няемой в стандартной процедуре с использовани-
ем в качестве антигена линейки из 10 репрезента-
тивных штаммов для серогрупп, наиболее пред-
ставленных на территории российской Федерации: 
Icterohaemorrhagiae, Javanica, Canicola, Autumnalis, 
Australis, Pomona, Grippotyphosa, Sejroe, Bataviae, 
Tarassovi. обнаружение днк патогенных лепто-
спир проводили методом пцр. выделение днк осу-
ществляли с помощью набора «рибо-сорб» (Фбун 
цнииэ, москва). детекцию днк патогенных леп-
тоспир в пцр проводили с помощью тест-системы 

«амплисенс Leptospira-FL» на амплификаторе 
Rotor-Gene 6000 (Corbet Research, австралия) спо-
собом, описанным S.D.D.Jouglard et al. [6] и nested-
вариантом пцр. реакционную смесь для nested-
варианта пцр готовили на основе реагентов Фбун 
цнииэ, москва.

Клещевой энцефалит, Инко, Гета и Батаи. 
антитела к перечисленным возбудителям в пробах 
сывороток крови людей определяли в реакции ней-
трализации (рн), проводимой микрометодом в куль-
туре клеток спэв с референс-штаммами вирусов 
кэ, инко, гета и батаи из коллекции института [1]. 
антигены вируса кэ в органах млекопитающих и су-
пензиях клещей выявляли в иФа на тест-системах 
производства Фбуп «нпо «микроген», томск. рнк 
вируса кэ определяли в от-пцр с помощью набора 
амплисенс тве-FL производства Фбун цнииэ, 
москва.

Лихорадка Западного Нила. антитела к вирусу 
западного нила в пробах сывороток крови людей 
выявляли в иФа на тест-системе зао «биосервис» 
(боровск, калужская область). антигены и рнк ви-
руса в пробах органов млекопитающих и пулах кома-
ров – в иФа и от-пцр на тест-системах производ-
ства зао «биосервис» (боровск, калужская область) 
и амплисенс WNV-FL производства Фгун цнииэ, 
москва.

Хантавирусы. антитела к хантавирусам в про-
бах сывороток крови от людей и мелких млекопи-
тающих определяли непрямым методом флюоресци-
рующих антител (нмФа) с культуральным полива-
лентным диагностикумом, антигены хантавирусов в 
пробах легких мелких млекопитающих – в иФа на 
тест-системах производства «хантагност» (предпри-
ятие института полиомиелита и вирусных энцефали-
тов им м.п.чумакова рамн, москва), рнк хантави-
русов – с помощью наборов амплисенс Hantavirus, 
производства Фбун цнииэ, москва.

ИКБ, ГАЧ, МЭЧ. для обнаружения в сыворотках 
крови людей иммуноглобулинов класса G к возбу-
дителям данных инфекций применяли тест-систему 
ооо «омникс», санкт-петербург. 

Клещевые риккетсиозы. антитела к риккетсиям 
выявляли в рск с диагностикумом риккетсиозным 
сибирика производства Фгуп «нпо «микроген». 

суммарную днк из суспензий клещей экс-
трагировали индивидуально с помощью набо-
ра амплисенс «рибо-сорб». для амплифика-
ции гена 16S ррнк использовали праймеры RTF 
(5’-GTGGTGGCGG-ATCGCAGAGATGCT-3’) и 
RTR1 (5’-TCGCCGTCTTGCTTCCCTCTGTAAA-
CA-3’), а для гена протективного поверхностного бел-
ка ompB – праймеры RtsfF (5’-GGGTGTAGGTCAGA
ACGTTACAACATTT-3’) и RtsfR (5’-CCAGCTAAA-
CCGCCTTTCTTACTTT-3’). расшифровка первич-
ных последовательностей фрагмента гена ompB вы-
полнена на автоматическом днк анализаторе ABI 
3130 PRISM (Applied Biosystems). полученные по-
следовательности идентифицированы с депонента-
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ми, находящимися в GenBank.
Иксодовые клещевые боррелиозы. днк борре-

лий комплекса Borrelia burgdorferi sensu lato (B. burg-
dorferi sensu stricto, B. afzelii, B. garinii) в суспензии 
клещей выявляли методом пцр с комплектом реа-
гентов «амплисенс Borrelia burgdorferi sensu lato-
FL». все исследования проводили в соответствии с 
инструкциями изготовителей. изоляцию патогенных 
агентов от комаров проводили на новорожденных 
белых мышах (нбм) по общепринятой методике. 
идентификацию патогенного агента осуществляли 
методами иФа, от-пцр.

результаты и обсуждение

александровск-сахалинский район расположен 
в центральной части острова на западном побережье 
татарского пролива. его территория входит в подзо-
ну средней темнохвойной тайги в горной средней ча-
сти острова. здесь представлены смешанные елово-
пихтовые зеленомошные леса местами с суходоль-
ными и низинными лугами на месте южно-таежных 
лесов [2]. 

обследованы наиболее характерные для райо-
на ландшафтные участки, расположенные в окрест-
ностях пос. арково, половинка, михайловка и г. 
александровск-сахалинский: опушки березово-
ивово-ольховых и ольховых высокотравных зарослей 
на разнотравно-злаковом лугу; пихтово-березовый и 
осиново-елово-пихтовый лес с прилегающим лугом; 
смешанный пихтово-березовый лес с зарослями оль-
хи и рябины. наблюдениями были охвачены основ-
ные типы смешанных лесов и луговых элементов 
района, осуществлен отлов и учет численности мел-
ких млекопитающих, сбор и учет численности имаго 
иксодовых клещей и отлов комаров.

Видовой состав и численность мелких мле-
копитающих. численность мелких млекопитаю-
щих варьировалась от 4,8 до 31,2 % попадания на 
100 ловушко-суток. отловлены животные 6 видов: 
30 азиатских лесных мышей (10,5 % попадания), 18 
красно-серых полевок (6,3 % попадания), по 3 экз. 
красной полевки и полевки-экономки (1,0 % попа-
дания) и по 1 экз. серой крысы и бурозубки (0,3 % 
попадания). среди мелких млекопитающих абсо-
лютно преобладала азиатская лесная мышь. с добы-
тых животных снято 104 экз. эктопаразитов (индекс 
обилия – ио – 1,86): 20 блох трех видов (ио 0,36), 
22 вши трех видов (ио 0,39), 37 гамазовых клещей 
(ио  0,66), 14 личинок (ио 0,25), 7 нимф (ио 0,12) и 
4 самки (ио 0,07) иксодовых клещей.

Видовой состав и численность иксодовых кле-
щей на разных участках. все собранные с расти-
тельности имаго клещей принадлежали к виду Ixodes 
persulcatus. численность клещей в окрестностях 
п. половинка составила 17,2, в районе заброшенной 
шахты у п. арково – 42,8 экз. на флаго-час и 32 экз. 
на флаго-час в ольхово-ивовых зарослях у побере-
жья. максимальная активность клещей на сахалине 

наблюдается в мае – первой половине июня и до-
стигает в александровск-сахалинском районе более 
50 экз. на флаго-час [2]. видовой состав комаров не 
определен.

Изучение сывороток крови населения. серо-
положительные сыворотки выявлены ко всем изу-
чаемым патогенам. по результатам исследований 
иммунной прослойки населения района все серопо-
ложительные сыворотки распределены в две группы. 
в первую вошли пробы, реагирующие только с ан-
тигеном одного возбудителя, удельный вес которых 
составил (37,6±3,2) %. во вторую – сыворотки, реа-
гирующие перекрестно с антигенами двух и более 
возбудителей, их доля (40,3±3,2) %. сравнение вели-
чины иммунной прослойки показало неодинаковую 
степень активности природных очагов различных ин-
фекций. в общей структуре иммунной прослойки по 
результатам с антигеном к одному возбудителю пре-
обладали сероположительные пробы на туляремию – 
(15,6±2,4) %, кэ – (5,3±1,5) %, батаи – (4,9±1,4) %, 
риккетсиоз – (3,1±1,1) %.

образцы трех сывороток, сероположительных 
в рмал на лептоспирозы серогрупп Sejroe и Ictero-
hae morrhagiae, исследованы методом пцр в реаль-
ном времени и nested-пцр. из них в двух пробах в 
nested-пцр обнаружена днк патогенных лептоспир 
Icterohaemorrhagiae и Sejroe.

Исследование мелких млекопитающих 
Лептоспирозы. при постановке nested-варианта 

пцр с объединенными пробами от грызунов получен 
один положительный результат, при расшифровке 
объединенной пробы положительно реагирующими 
оказались два смыва грудной полости от азиатских 
лесных мышей. в смыве от красной полевки выяв-
лены антитела к лептоспирам серогруппы Sejroe в 
титре 1:80 (п. половинка). 

Туляремия. органы грызунов исследовали по-
становкой биологической пробы на белых мышах – 
результат отрицательный. антитела к возбудителю 
туляремии в рнга у мелких млекопитающих не об-
наружены. отрицательные результаты указывают на 
низкий уровень эпизоотической активности природ-
ного очага туляремии в районе, хотя последние три 
случая заболевания туляремией в александровск-
сахалинском районе отмечены в 2008 г. 

Иерсиниозы. при бактериологическом исследо-
вании грызунов получен отрицательный результат.

Хантавирусы. результаты исследований показа-
ли наличие антигена хантавирусов у трех – (5,5±3,0) % 
и вирусспецифических антител у одной – (1,8±1,7) % 
особи азиатских лесных мышей (п. половинка) 
в пробах легких рнк хантавирусов не обнаруже-
на. наши данные дополняют сведения о носителях 
хантавирусов на сахалине – известно, что на тер-
ритории области существуют активные природные 
очаги хантавирусов, связанные с грызунами лесных 
биотопов и серыми крысами в Южно-сахалинске и 
корсаковском, анивском, ногликском, холмском, 
макаровском, поронайском, смирныховском, 
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тымовском, долинском районах. основными хозяе-
вами вируса в природе являются красная, красно-
серая и сахалинская полевки, у которых ранее выяв-
ляли антиген с частотой 0,5–4,3 % [2]. 

Клещевой энцефалит. при имеющемся количе-
стве наблюдений нам не удалось обнаружить вирус-
специфические антитела в смывах грудной полости 
мелких млекопитающих и антиген/рнк вируса в 
пробах мозга и в индивидуально исследованных кле-
щах I. persulcatus. отрицательный результат изуче-
ния таежных клещей, вероятно, указывает на низкую 
концентрацию антигена, не улавливаемого в иФа. 
известно, что в сахалинской популяции вируса кэ 
преобладают слабовирулентные варианты. вирус вы-
деляли из таежных клещей, мышевидных грызунов и 
птиц (в том числе и в александровск-сахалинском 
районе). считалось, что болезнь здесь протекает в 
легкой форме и регистрируется под другими диагно-
зами [2]. эндемичными по кэ являются 15 админи-
стративных территорий области. последний случай 
заболевания кэ в сахалинской области зарегистри-
рован в 1991 г. (с летальным исходом в 1986 г.), до 
1991 г. в течение трех десятков лет зарегистрировано 
18 случаев с тремя летальными исходами. по дан-
ным Фбуз «цгиэ» в сахалинской области (2009 г.), 
собранные с растительности в александровск-
сахалинском районе клещи I. persulcatus (125 экз.) 
также не содержали антиген вируса. на основании 
полученных результатов и многолетнего отсутствия 
заболеваемости природный очаг кэ в районе можно 
характеризовать как очаг с низким риском заражения 
для населения.

Лихорадка Западного Нила. антиген вируса 
западного нила обнаружен в 8 – (14,8±4,7) % пробах 
от следующих млекопитающих: красная и красно-
серая полевки (п. арково), азиатская лесная мышь 
(пос. половинка), красно-серая полевка (пос. ми хай-
ловка и район танкодрома). рнк вируса западного 
нила не обнаружена.

Исследование иксодовых клещей на боррелии и 
риккетсии. из 50 исследованных суспензий клещей 
методом пцр в 15 (30±6,1) % обнаружена днк бор-
релий комплекса Borrelia burgdorfery sensu lato. при 
исследовании в пцр 68 суспензий клещей на порядок 
Rickettsiales (16S рнк) выявлено 34 положительные 
пробы. среди них 19 проб оказались положитель-
ными на род Rickettsia (ген ompB). расшифрованы 
нуклеотидные последовательности (345 п.н.) семи 
положительных проб по гену ompB. установлена 
высокая гомология (98–99 %) четырех образцов 
днк риккетсий с Rickettsia helvetica, выделенной в 
Швейцарии, и на 97 % с Rickettsia canadensis, выде-
ленной в японии. окончательно их видовая принад-
лежность будет определена по результатам расшиф-
ровки нуклеотидной последовательности днк генов 
ompА и gltA, что позволит в дальнейшем определить 
их эпидемический потенциал и роль в инфекцион-
ной патологии.

в структуре заболеваемости природно-очаго-

выми болезнями ведущее место принадлежит икб: 
в 2009 г. зарегистрировано 69 случаев, показатель 
заболеваемости составил 13,4 0/0000 и в два раза пре-
высил показатель по российской Федерации. с 
2007 г. наблюдается рост заболеваемости с 2,7 до 
13,4. наиболее высокие уровни заболеваемости за-
регистрированы в александровск-сахалинском 
(60,5 0/0000), макаровском (22,4 0/0000) и холмском 
(22,3 0/0000) районах. число обращений жителей обла-
сти с покусами клещей ежегодно растет и достигло в 
2009 г. 2361.

Исследование комаров на арбовирусы. при 
исследовании в иФа 20 пулов комаров на вирус 
западного нила антиген выявлен в трех (15±7,9) %, 
хотя рнк вируса не обнаружена. с целью изоляции 
арбовирусов проведено внутримозговое заражение 
нбм суспензиями комаров. из 20 пулов положитель-
ный результат получен в одном случае. на 7-е сутки 
после заражения нбм наблюдали клинические про-
явления, характерные для кэ. при последующем 
пассаже инкубационный период сократился до 3 сут. 
в суспензии мозга методом иФа выявлен антиген, а 
в от-пцр – рнк вируса кэ. вирулентность штамма 
для белых мышей массой 6–8 г составила при внутри-
мозговом заражении 7,3 lg лд50/мл, при подкожном – 
5,6 lg лд50/мл, индекс инвазивности – 1,7. заражение 
культуры клеток спэв на 2–3-м пассажах показало 
наличие цитопатического эффекта. 

таким образом, на основании ретроспективного 
анализа заболеваемости, результатов эпизоотологи-
ческого обследования и изучения популяционного 
иммунитета можно констатировать, что на террито-
рии района имеются природные очаги лептоспиро-
зов, туляремии, инфекций, передающихся клеща-
ми – кэ, икб, кр, гач, мэч, комарами – лзн, инко, 
гета, батаи, а также хантавирусов с разной степенью 
проявления их активности. иммунная прослойка к 
этим возбудителям выявлена у населения района. 
среди мелких млекопитающих установлена цирку-
ляция возбудителей лептоспирозов, хантавирусов, 
вируса западного нила, под твер жден ная находками 
генетического материала (лептоспирозы), серопо-
ложительными находками антител (лептоспирозы), 
антигена (вирус западного нила), антител и антигена 
(хантавирусы). последующая расшифровка нуклео-
тидных последовательностей полного генома вируса 
кэ, изолированного из комаров, позволит провести 
его окончательную идентификацию, получить новые 
данные о местной популяции вируса кэ. 
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регион кавказских минеральных вод (кмв) 
занимает южную часть ставропольского края и рас-
положен на северных склонах главного кавказского 
хребта. Южные границы региона – это предгорья 
эльбруса, долина рек хасаут и малки; на западе – 
верховья рек эшкакона и подкумка; северной грани-
цей служит город минеральные воды. в ландшафт-
ном отношении территория делится на равнинную 
степную, в основном распаханную часть, предгор-
ную, низкогорную и частично среднегорную часть 
большого кавказа, расчлененную глубокими доли-
нами и ущельями [8]. 

проблема болезней, переносчиками которых яв-
ляются кровососущие членистоногие, в последние 
годы приобретает все большее значение для многих 
регионов россии, в том числе и для ставропольского 
края [1, 2, 5]. климатические особенности кмв с их 

ландшафтным разнообразием, обилием иксодовых 
клещей и комаров, процессами антропогенного влия-
ния на экосистемы создают благоприятные условия 
для формирования природных очагов трансмиссив-
ных инфекций. в связи с тем, что кмв являются 
уникальным, особо охраняемым эколого-курортным 
регионом российской Федерации, это обусловливает 
повышенные требования к обеспечению противоэ-
пидемической безопасности населения.

целью данной работы является оценка совре-
менной эпидемиологической обстановки по транс-
миссивным природно-очаговым инфекциям в регионе 
кавказских минеральных вод ставропольского края.

материалы и методы

при изучении эпидемиологической обстанов-
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эпидемиологической обстановке по трансмиссивным природно-очаговым инфекциям в регионе кавказских 
минеральных вод, что указывает на необходимость дальнейшего проведения экологического, эпизоотологиче-
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ки использовались ежегодные данные о количестве 
больных и уровне заболеваемости различными нозо-
логическими формами, отраженные в форме № 2 го-
сударственной статистической отчетности «сведения 
об инфекционных и паразитарных заболеваниях» и 
данные, представленные в государственных докла-
дах «о санитарно-эпидемиологической обстановке 
в ставропольском крае». специфические антите-
ла в сыворотках крови доноров выявляли с помо-
щью иммуноферментных тест-систем производства 
зао «векторбест» (п. кольцово, новосибирской 
обл.). создание карт проводили при помощи гис-
технологий, используя программу ArcGIS 10.1.

результаты и обсуждение

одной из наиболее актуальных проблем здра-
воохранения в регионе кмв ставропольского края 
является эпидемиологическая обстановка по иксодо-
вому клещевому боррелиозу (икб) [4, 7]. в период 
с 2007 по 2012 год на территории кмв зарегистри-
рованы 107 случаев заболеваний икб на пяти адми-
нистративных территориях региона: в георгиевском 
и предгорном районах, городах кисловодске, 
пятигорске и железноводске (табл. 1). наиболее не-
благополучной территорией является кисловодск, 
где зарегистрированы 72 случая икб, что соста-
вило 67,3 % от всего числа больных на территории 
кмв. заболеваемость икб отмечалась с февраля 
по ноябрь. пик заболеваемости наблюдался в июле–
августе. основную массу больных составляли взрос-
лые – 90,2 %, на долю детей пришлось 9,8 %. 

в 2012 г. отмечена стабилизация заболеваемо-
сти икб: в регионе кмв зарегистрирован 21 случай 
заболевания (в 2011 г. – 33 случая). показатель за-
болеваемости составил 0,86 на 100 тыс. населения, 
что на 43,9 % ниже уровня 2011 г. (1,53). наиболее 
неблагополучной территорией, как и в предыдущие 
годы, является кисловодск, где зарегистрировано 15 
больных икб, что составило 65,2 % от всех случа-
ев по ставропольскому краю. относительно высо-
кий уровень выявления заболеваний связан с хорошо 
организованной информационно-разъяснительной 
работой, что способствует своевременному обраще-
нию населения и отдыхающих с укусами клещей в 
лечебно-профилактические учреждения, а также с 

улучшением качества лабораторной диагностики бо-
лезней. вместе с тем число пострадавших от нападе-
ния клещей в кисловодске остается намного больше, 
чем в других курортных местах кмв, что повышает 
требования к эффективности проводимой неспеци-
фической профилактики.

серологическое исследование сывороток крови 
доноров позволило выявить иммунную прослойку к 
возбудителю икб у жителей региона кмв. из 294 
проб 19 (6,5 %) дали положительный результат. 

особый интерес анализу эпидемиологической 
обстановки в ставропольском крае придает возник-
новение здесь ситуации, когда на протяжении 14 лет 
(1999–2012 гг.) ежегодно регистрируются случаи за-
болевания крымской геморрагической лихорадкой 
(кгл). за этот период кгл заболели 572 человека (23 
из них умерли), что составило 36,3 % от общего чис-
ла больных, выявленных в ЮФо и скФо [3, 6]. 

в период с 2000 по 2008 год на территории трех 
районов, входящих в состав кмв, зарегистрированы 
14 случаев заболеваний кгл. случаи заболевания 
кгл регистрировались в период с мая по июль, что 
соответствует сезонности этой болезни. наибольшее 
число больных кгл отмечено в георгиевском райо-
не – 50 % от всех заболевших, 42,9 % больных зараз-
ились возбудителем кгл в минераловодском райо-
не, один больной (7,1 %) проживал в предгорном 
районе. с 2008 г. и по настоящее время больные кгл 
в регионе кмв не регистрировались. это связано с 
качественным и своевременным проведением акари-
цидных обработок эндемичных по кгл территорий и 
скота, а также соблюдением населением мер индиви-
дуальной защиты от нападения иксодовых клещей в 
природных биотопах. 

изучение уровня иммунной прослойки позво-
лило обнаружить специфические антитела к вирусу 
ккгл в сыворотках крови доноров, проживающих на 
территории кмв. из 290 исследованных образцов 14 
(4,8 %) дали положительный результат.

на отдельных административных территориях 
региона регистрируются случаи заболевания туляре-
мией. так, в 2004 г. один случай заболевания туля-
ремией зарегистрирован в станице александрийской 
георгиевского района. с 2005 по 2011 год случаи 
заболевания туляремией в регионе кмв не отмеча-
лись. в 2012 г. зарегистрированы 9 случаев заболева-
ния туляремией (в 2011 г. – 1) на 5 административных 
территориях края, два из которых (22,2 % от всего 
числа заболевших в крае) в предгорном районе, вхо-
дящем в состав региона кмв. показатель заболевае-
мости составил 0,33, что выше на 87,9 % показателя 
2011 г. заболеваемость туляремией в 2012 г. имела 
2-волновую сезонность: подъемы в декабре–марте и 
июне–июле.

в 2010 г. в кисловодске был зарегистри-
рован один случай заболевания лихорадкой ку. 
эпидемиологическое расследование показало, что 
этот случай был заносный. человек проживал в ауле 
учкекен карачаево-черкесской республики, госпи-

Таблица 1

Число больных иксодовым клещевым боррелиозом в регионе кмВ 
ставропольского края (2007–2012 гг.)

административная 
территория 2007 г. 2008 г. 2009 г. 2010 г. 2011 г. 2012 г. итого

георгиевский район 0 1 0 0 0 0 1

предгорный район 0 1 0 0 0 0 1

железноводск 2 0 1 2 1 0 6

кисловодск 3 5 10 11 28 15 72

пятигорск 6 2 6 3 4 6 27

Итого 11 9 17 16 33 21 107
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тализирован был в кисловодске, где и была диагно-
стирована лихорадка ку.

особого внимания заслуживают данные о выяв-
лении в сыворотках крови жителей ставропольского 
края специфических антител к возбудителям клеще-
вого энцефалита и лихорадки западного нила (лзн). 
до настоящего времени случаи заболевания людей 
клещевым энцефалитом на территории края не реги-
стрировались. однако впервые при проведении серо-
логических исследований в сыворотках крови людей 
(доноров), проживающих в лесостепной и предгор-
ной зонах региона кмв, выявлены специфические 
антитела к вирусу клещевого энцефалита (вкэ). на 
наличие специфических антител класса G (IgG) ис-
следовано 294 образца. положительные результаты 
получены в 6 пробах (2 %). три пробы выявлены у 
доноров из минераловодского района, по одной – 
из городов пятигорск, железноводск и ессентуки. 
титры специфических антител составили от 1:200 до 
1:3200. 

эти же образцы сывороток крови доноров ис-
следованы на наличие специфических IgG к вирусу 
западного нила (взн). исследования на IgG к взн 
проводили в два этапа. сначала методом иФа опре-
деляли наличие антител класса G, которые появляют-
ся у больных лзн уже на 4–5-й день болезни. далее, 
при положительном результате, измеряли авидность 
специфических к вирусу зн IgG, позволяющую 
определить период времени, прошедший после пер-
вичного инфицирования. так, IgG, наработанные в 
первые 3–5 мес. после первичного инфицирования, 
имели низкую авидность, в то время как IgG в более 
поздние сроки показывали высокую. затем опреде-
ляли критическую оптическую плотность (оп) и ин-
декс авидности по отношению оп денатурирующего 
иФа к оп прямого иФа (согласно инструкции по 
применению тест-системы). если индекс авидности 
составляет менее 50 %, то исследуемая сыворотка 
крови содержит низкоавидные антитела, что указы-
вает на текущую, либо недавно перенесенную ин-

фекцию (заболевание было 2–3 мес. назад). если же 
индекс авидности более 70 %, то сыворотка крови 
содержит высокоавидные антитела, что свидетель-
ствует о паст-инфекции. 

при исследовании 294 сывороток крови доноров 
выявлены 12 (4,1 %) положительных на наличие IgG 
к взн, из них в минераловодском районе 9 проб, по 
одной пробе в городах пятигорск, железноводск и 
георгиевск. в 2010 г. при определении индекса авид-
ности оказалось, что в 4 пробах сывороток крови до-
норов из минераловодского района выявлены IgG к 
взн в высоких титрах (1:6400–1:51200). при иссле-
довании положительных проб на авидность установ-
лено, что высокотитражные сыворотки крови содер-
жали низкоавидные антитела (индекс авидности 36–
40 %), свидетельствующие о недавно перенесенной 
болезни. в 2012 г. из трех положительных образцов 
низкоавидные антитела содержали два – по одному 
из железноводска и георгиевска с титрами антител 
1:51200 и 1:1600 соответственно.

в связи с тем, что возбудитель лзн относится 
так же, как и вирус клещевого энцефалита, к эколо-
гической группе арбовирусов, семейству Flavi vi ri-
dae, роду Flavivirus, и между ними возможны пере-
крестные реакции, все положительные на анти-взн 
пробы сывороток крови доноров были исследованы 
на наличие специфических антител к вирусу клеще-
вого энцефалита. в одном случае наблюдался по-
ложительный результат на кэ и лзн, только титр 
антител к вирусу зн был в 64 раза выше, поэтому 
образец оценен как положительный на лзн (табл. 2). 
полученные нами данные свидетельствуют о шести 
не диагностированных случаях заболевания лзн 
в ставропольском крае на территории кмв: четы-
ре – в 2010 г. и два – в 2012 г. (во время эпидеми-
ческих подъемов заболеваемости лзн в российской 
Федерации).

таким образом, из вышеизложенного следует, 
что эпидемиологическую обстановку по трансмис-
сивным природно-очаговым инфекциям следует оце-

выявление случаев заболевания трансмиссив-
ными природно-очаговыми инфекциями и спец-
ифических антител в сыворотках крови доноров 
в регионе кмв. периоды: выявление антител – 
2010–2012 гг.; регистрация заболеваний: икб – 
2007–2012 гг., кгл – 2000–2008 гг., туляремия – 
2004–2012 гг., ку лихорадка – 2010 г.
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нить как нестабильную (рисунок), что указывает на 
необходимость проведения экологического, эпизоо-
тологического и эпидемиологического мониторинга, 
являющегося составной частью эпидемиологическо-
го надзора, направленного на обеспечение санитарно-
эпидемиологического благополучия населения. 
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западный казахстан, простираясь по обе сто-
роны р. урал между европой и азией, охватывает 
значительную площадь прикаспийской низменно-
сти. буферный характер этой территории формирует 
особую среду обитания для растений и животных, 
создающих благоприятные условия для существо-
вания природно-очаговых инфекций. центральную 
часть западного казахстана занимает западно-
казахстанская область (зко), 75 % территории кото-
рой составляют известные с 1913 г. природные очаги 
чумы. по всей области распространены природные 
очаги туляремии (открыты в 1928 г.). почти ежегод-
но здесь регистрируются эпизоотии чумы и туляре-
мии. в самые последние годы на территории зко 

начали выявлять ранее неизвестные для этих мест 
природно-очаговые инфекции.

Геморрагическая лихорадка с почечным син-
дромом (ГЛПС). первые в казахстане случаи за-
болевания глпс обнаружены нами и лабораторно 
подтверждены в 2000 г. у жителей поселка жарсуат 
бурлинского района зко. в 2001 г. здесь выявлены 
инфицированные хантавирусом дикие грызуны [1]. 
было организовано постоянное наблюдение за состо-
янием здоровья населения и проведено многолетнее 
эпизоотологическое обследование на глпс.

в итоге установлено, что на севере зко в пойме 
среднего течения р. урал и ее притоков сформировал-
ся природный очаг глпс, который непосредственно 
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в период 2000–2011 гг. на западе казахстана выявлено пять новых для этих территорий природных очагов 
опасных инфекционных болезней: геморрагическая лихорадка с почечным синдромом, астраханская пятнистая 
лихорадка, крымская геморрагическая лихорадка, лихорадка западного нила, клещевой вирусный энцефалит. 
здесь сформировались основные экологические факторы для укоренения этих инфекций в местных биоценозах. 
характерно, что циркуляция возбудителей новых инфекционных болезней установлена на территории давно су-
ществующих природных очагов чумы и туляремии. с 2000 г. в западно-казахстанской области систематически 
регистрируется заболеваемость геморрагической лихорадкой с почечным синдромом. имеются сведения о выяв-
лении в россии в 2012 г. больных лихорадкой западного нила, прибывших из казахстана. по пространственному 
размещению природных очагов разных инфекций территория западно-казахстанской области разделена на четы-
ре региона. в целях эффективной профилактики новых болезней необходимо укрепление инфекционной службы 
и совершенствование эпидемиологического надзора с учетом современных условий.

Ключевые слова: новые природные очаги инфекционных болезней, эпизоотологическое обследование, гемор-
рагическая лихорадка с почечным синдромом, астраханская пятнистая лихорадка, крымская геморрагическая 
лихорадка, лихорадка западного нила, клещевой вирусный энцефалит. 
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Within the period of 2000–2011, in the West of Kazakhstan, identified have been five, previously unknown in the territory, natural 
foci of dangerous infectious diseases such as hemorrhagic fever with renal syndrome, Astrakhan spotty fever, Crimean hemorrhagic 
fever, West Nile fever, and tick-borne viral encephalitis. The reason is that key ecological factors for the persistence of the infections 
in the local biocoenoses occurred. It is characteristic that circulation of the agents of new infectious diseases is registered in the terri-
tory of the long-established natural plague and tularemia foci. Since 2000 and on, hemorrhagic fever with renal syndrome morbidity 
is registered in the Western-Kazakhstan Region on a regular basis. There is some evidence to identification of West Nile fever patients 
in the territory of Russia in 2012, which came from Kazakhstan. Based on the spatial distribution of the natural foci of various infec-
tions, Western-Kazakhstan Region has been subdivided into four areas. In order to provide for the effective prophylaxis of emerging 
diseases, it is essential that healthcare facilities and services dealing with infectious diseases are consolidated and reinforced, and 
epidemiological surveillance is improved with the current conditions in mind. 

Key words: emerging natural foci of infectious diseases, epizootiological surveillance, hemorrhagic fever with renal syndrome, 
Astrakhan spotty fever, Crimean hemorrhagic fever, West Nile fever, tick-borne viral encephalitis.
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граничит с оренбургской областью, эндемичной по 
этой инфекции. природный очаг глпс, получивший 
название урало-илекский (казахстанский), занима-
ет площадь 54231 км2 и включает территории девяти 
административных районов. зарегистрирована зара-
женность хантавирусом одиннадцати видов мелких 
млекопитающих: рыжая полевка, обыкновенная по-
левка, малая лесная мышь, домовая мышь, обыкно-
венная бурозубка, малая белозубка, мышь малютка, 
желтогорлая мышь, водяная полевка, степная пе-
струшка и общественная полевка. с 2001 по 2011 год 
исследовано на глпс 49676 мелких млекопитающих. 
антиген вируса глпс выявлен у 758 зверьков, в т.ч. 
у 433 рыжих полевок, 128 обыкновенных полевок, 
116 малых лесных мышей, 45 домовых мышей и 37 
других млекопитающих. в сумме от четырех видов 
грызунов получено 95,1 % положительных результа-
тов. следовательно, рыжая и обыкновенная полевки, 
малая лесная и домовая мыши, составляющие наи-
большую массу населения мелких млекопитающих, 
играют основную роль в циркуляции и сохранении 
возбудителя глпс в природе. периодическая акти-
визация природного очага связана с обусловленны-
ми благоприятной погодой подъемами численности 
рыжей полевки, являющейся основным источником 
заражения людей. отмечены два пика сезонного по-
вышения активности природного очага: весной и 
осенью. наряду с обследованием открытых биото-
пов, отлов мелких млекопитающих осуществлялся и 
в населенных пунктах. за период 2001–2010 гг. пой-
маны 3152 особи восьми видов, среди которых доми-
нировали домовые мыши (93,4 %). у 0,6 % пойман-
ных в поселках домовых мышей установлен ханта-
вирусный антиген. в сборах из населенных пунктов 
было всего 33 рыжих полевки, но с наиболее высо-
ким уровнем зараженности хантавирусом (15,2 %). 
среди добытых в жилых домах 45 малых белозубок 
у одной выявлен антиген вируса глпс. 

изучены особенности годовой динамики эпизо-
отического процесса в природном очаге глпс с уча-
стием рыжей полевки и других грызунов, играющих 
основную роль в энзоотии. эпизоотический цикл 
у рыжей полевки начинается в июне. постепенное 
нарастание его активности происходит вплоть до 
января, а затем наступает снижение. большая часть 
пойманных рыжих полевок приходится на холод-
ные месяцы года (октябрь–январь), и в это же вре-
мя наблюдается их высокая зараженность. значит, в 
осенне-зимний период возбудитель глпс сохраняет-
ся в популяциях рыжих полевок, а их высокая сезон-
ная подвижность вызывает обострение эпизоотии и 
существенно повышает вероятность заражения лю-
дей. у остальных трех видов (обыкновенная полевка, 
малая лесная и домовая мыши), напротив, наиболее 
высокая активность наблюдается в летнее время, и 
в этот же период фиксируется наибольшая доля за-
раженных хантавирусом особей. дальнейшие рас-
четы показали совпадение годовой динамики уров-
ня заболеваемости населения глпс и зараженности 

хантавирусом рыжей полевки в природе, что демон-
стрирует особую эпидемиологическую роль этого 
грызуна. обыкновенная полевка, малая лесная и до-
мовая мыши, участвуя в эпизоотическом процессе, 
обеспечивают трансмиссию возбудителя через лет-
ний сезон, чем поддерживают стабильность очага на 
протяжении года и в многолетнем аспекте. получено 
экологическое обоснование эпидемиологической за-
кономерности множественного заражения людей в 
осенне-зимний период в природном очаге, обуслов-
ленное особенностями биологии рыжей полевки. 

за период наблюдения с 2000 по 2011 год в зко 
было зарегистрировано 200 случаев заболевания лю-
дей глпс, один с летальным исходом. за этот же пе-
риод заболеваемость трижды принимала вспышеч-
ный характер с числом больных от 27 до 100 случаев 
в год. наибольший уровень заболеваемости глпс в 
зко имел место в 2005 г., когда показатель составил 
16,49 на 100 тыс. населения. спорадические заболе-
вания людей регистрируются в течение всего года, но 
массовые – только в осенне-зимний период (октябрь–
январь) с ярко выраженным пиком в ноябре–декабре. 
клинические формы с тяжелым течением болезни 
отмечались у 45,9 % пациентов, средней степени тя-
жести – у 46,9 %, легкое течение – у 7,1 %. изучены 
проявления острой почечной недостаточности (опн) 
у 158 больных глпс. полученные данные позволя-
ют прогнозировать в условиях зко развитие опн у 
86 % больных, причем в 52 % случаев опн протекает 
в олигоанурической форме [4]. установлены краевые 
особенности пороговых значений показателей забо-
леваемости. так, ординарная заболеваемость глпс 
в зко составляет 15 случаев в год, а верхний поро-
говый предел заболеваемости находится на уровне 
30 случаев в год [5]. показана этиологическая роль 
хантавируса серотипа пуумала, который обнаружен 
у людей и грызунов. основными местами заражения 
людей являются лесные массивы поймы р. урал (лес-
ной тип). среди больных преобладали жители сель-
ской местности (84,7 %). в настоящее время заболе-
ваемость глпс заняла ведущее место в зко среди 
природно-очаговых инфекций.

периодически проводилось целевое обследова-
ние населения на наличие иммунной прослойки к воз-
будителю глпс. выборочно обследованы жители не-
скольких поселков, расположенных в зоне природной 
очаговости этой инфекции. для изучения отбирали 
лиц, имеющих в анамнезе лихорадочные заболевания 
неясной этиологии, а также систематически посещаю-
щих лес. все обследуемые были разбиты на две груп-
пы: опытную и контрольную. в опытную группу вошли 
жители поселков поймы р. урал, в окружении которых 
была зарегистрирована высокая инфицированность 
хантавирусом рыжей полевки и где систематически 
обнаруживали больных глпс. для контроля обследо-
вали жителей поселков, в окрестностях которых ры-
жая полевка отсутствовала, а зараженными глпс на-
ходили других мелких млекопитающих, заболевания 
людей здесь никогда не выявляли. в опытной группе 
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была исследована сыворотка крови 434 чел. в возрасте 
от 10 до 70 лет. у 40 из них выявлены специфические 
антитела к вирусу глпс (9,2 %). в контрольной груп-
пе на наличие антител к вирусу глпс исследовано 
187 чел., положительных результатов не получено. в 
итоге лабораторного скрининга установлено, что поч-
ти у каждого десятого жителя поселков, где постоянно 
регистрируются больные, сформировался иммунитет 
к глпс. в то же время контакты населения с вирусом 
глпс отсутствуют на энзоотичной территории, где 
рыжая полевка не обитает. полученные материалы 
подтверждают наличие определенной доли бессим-
птомных и легких форм заболеваний глпс и еще раз 
свидетельствуют об исключительном значении рыжей 
полевки в эпидемиологии глпс на этой территории.

учитывая определяющую эпидемиологическую 
роль рыжей полевки, территория природного очага 
глпс разделена на два района. первый – эпидеми-
чески опасный, занимает водосборную часть поймы 
урала, где обитает рыжая полевка и отмечены все 
случаи заболеваний людей. второй расположен на 
севере прикаспийской низменности, где рыжая по-
левка отсутствует, а носителями хантавируса явля-
ются другие мелкие млекопитающие.

отмечена тенденция к расширению очаговой тер-
ритории. так, впервые в 2008 г. хантавирусный анти-
ген был обнаружен у обыкновенных полевок на тер-
ритории соседней актюбинской области республики 
казахстан. в 2009 г. зарегистрированы положительно 
реагирующие на глпс грызуны на новой территории 
в казталовском районе в центре зко. 

в результате исследований установлена про-
странственная и биоценотическая структура природ-
ного очага глпс, что позволяет с учетом оператив-
ных данных составлять эпидемиологические прогно-
зы и планировать профилактические мероприятия. 

Астраханская пятнистая лихорадка (АПЛ) 
впервые установлена в астраханской области и явля-
ется новой нозологической формой инфекционного 
заболевания [11]. в 2004 г. при эпизоотологическом 
обследовании территории жангалинского района 
зко впервые в казахстане обнаружена спонтанная 
зараженность клещей Rhipicephalus pumilio возбуди-
телем астраханской пятнистой лихорадки. из груп-
повых проб этих клещей, собранных с домашних 
животных, было выделено два штамма возбудителя 
апл, которые после дополнительного исследования 
и проведенного секвенирования идентифицированы 
как Rickettsia conorii subsp. caspia [10]. данный вид 
риккетсий впервые в россии был определен в 1990-
е годы в крови больных людей и клещах R. pumilio в 
астраханской области, где клещи этого вида являются 
резервуаром и переносчиком возбудителя апл, а их 
прокормителями служат зайцы, ежи, собаки и домаш-
ний скот. 

с целью выяснения особенностей циркуляции 
возбудителя апл, а также возможности укоренения 
этой инфекции в местных биоценозах были прове-
дены специальные исследования. рассматриваемый 

регион занимает северо-восточную часть волго-
уральских песков. основным видом хозяйственной 
деятельности местного населения является животно-
водство. население содержит коров, овец и других 
домашних животных. почти в каждом дворе имеют-
ся собаки. наиболее многочисленным видом клещей 
здесь является R. pumilio. выявлена высокая числен-
ность и доминирующее положение этих клещей на 
собаках и зайцах [2].

в мае–июне 2007 г. проведено эпизоотологиче-
ское обследование на апл пастбищных клещей, со-
бранных с домашних животных из личных хозяйств. 
всего обследовано 18 населенных пунктов, располо-
женных в жангалинском районе зко и в исатайском 
районе атырауской области казахстана. осмотрено 
218 сельскохозяйственных животных, собак, кошек 
и один еж, с них собрано 978 клещей пяти видов. 
Широко распространенными здесь являются клещи 
R. pumilio, индекс доминирования которых составля-
ет 63,1 %. причем, на собаках и ежах находили кле-
щей только этого вида. для лабораторного исследо-
вания методом генной диагностики (пцр) было ото-
брано 33 клеща R. pumilio. результаты исследований 
показали, что два из них содержали днк риккетсий 
апл (6 %). обе зараженные возбудителем апл сам-
ки клещей собраны с дворовых собак. одна из них 
добыта 28.05.2007 г. в пункте бескаска зко, а дру-
гая снята с собаки 05.06.2007 г. в пункте бактыгали 
атырауской области. 

полученные данные подтверждают циркуля-
цию возбудителя апл среди клещей R. pumilio на 
смежных территориях западно-казахстанской и 
атырауской областей. здесь имеются все экологиче-
ские условия для формирования природного и антро-
поургического очагов этой инфекции. 

следует заметить, что проведенный нами ретро-
спективный анализ заболеваний на этой территории 
не позволил выявить ни одного случая, подозритель-
ного на апл. а серологический скрининг местного 
населения на апл дал отрицательные результаты. 
отсутствие больных и отрицательные результаты 
обследования населения могут свидетельствовать 
о начальном этапе формирования природного очага 
нового для казахстана риккетсиоза. 

Крымская геморрагическая лихорадка (КГЛ). 
в 2007 г. нами впервые выявлены специфические 
антитела к вирусу крымской-конго геморрагической 
лихорадки (ккгл) у крупного рогатого скота (крс) 
на территории бокейординского и жангалинского 
районов зко. в 2008 и 2009 гг. при обследовании до-
машних животных на этой территории вновь обна-
ружены антитела к вирусу ккгл. всего за три года 
(2007–2009) исследовано 1871 животное, вирусспе-
цифические антитела зарегистрированы у 25 коров 
(1,3 %). здесь установлена высокая заклещевлен-
ность сельскохозяйственных животных Hyalom ma 
marginatum marginatum. известно, что клещи этого 
вида являются основными хранителями и перенос-
чиками кгл на соседней территории европейской 
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россии. клещи Hl. marginatum широко распростране-
ны на территории бокейординского и жанибекского 
районов зко, являются здесь единственным массо-
вым видом кровососущих членистоногих и проявля-
ют тенденцию к расширению своего ареала. по дан-
ным 2009 г., индекс встречаемости Hl. marginatum на 
крс составляет 60 %, а индекс обилия равен 5,0. в 
период наших наблюдений (май–июнь) клещи этого 
вида были активны, регулярно нападали на домаш-
них животных и усиленно питались. крс служит 
основным прокормителем имаго Hl. marginatum. 
важным эпидемиологическим фактором является 
предпочтительная локализация клещей для питания 
на теле коров. так, особые проблемы создают людям 
клещи рода Hyalomma, которые прикрепляясь к вы-
мени, мешают дойке коров. клещей бывает так мно-
го, что дояркам приходиться руками очищать вымя 
от напавших паразитов [12]. 

при дальнейшем исследовании антиген вируса 
ккгл обнаружен у клещей Hl. marginatum, Hl. asi-
aticum и R. pumilio, у малых сусликов и обитающих 
здесь птиц (главным образом, у степных жаворон-
ков). в 2011 г. на кгл исследовали 1519 клещей 
Hl. marginatum, собранных с крс в бокейординском 
и жанибекском районах. для иммуноферментного 
анализа клещей объединили в 505 проб. в результате 
исследования в 4,1 % проб выявлен антиген вируса 
ккгл. часть материала, показавшего положитель-
ные результаты на кгл, дополнительно исследовали 
методом пцр. в итоге в этих пробах обнаружена рнк 
вируса ккгл. в 2010 г. в бокейординском районе 
проведено выборочное обследование населения на 
наличие антител к вирусу ккгл. кровь исследовали 
у 184 жителей поселков, где были зарегистрирова-
ны сероположительные к этой инфекции домашние 
животные. у пяти человек обнаружены антитела к 
вирусу ккгл в диагностических титрах (2,7 %), что, 
несомненно, свидетельствует о контакте животново-
дов с возбудителем этой инфекции.

в результате комплексных исследований на за-
паде казахстана установлена устойчивая циркуляция 
вируса ккгл среди сельскохозяйственных животных, 
грызунов, птиц и пастбищных клещей. обнаружена 
иммунная прослойка к кгл у части местного насе-
ления. выявленная природно-очаговая территория 
является северной окраиной мирового ареала вируса 
ккгл, которая, по нашим данным, за последние годы 
значительно расширилась вслед за распространени-
ем основного хранителя инфекции – Hl. marginatum. 
необходимо учитывать, что клещи Hl. marginatum 
еще несколько лет тому назад на западе казахстана 
встречались очень редко. в настоящее время идет 
процесс активного расселения этих членистоногих 
на соседние территории. так, только в 2009 г. грани-
ца распространения клещей Hl. marginatum на западе 
зко продвинулась на 60 км в северном и восточном 
направлениях. 

Лихорадка Западного Нила (ЛЗН). первые све-
дения о циркуляции вируса западного нила (зн) в 

казахстане получены нами в декабре 2010 г., когда 
было проведено выборочное обследование в иФа 184 
жителей жанибекского района. в результате установ-
лено, что 5,4 % проживающих здесь людей имеют в 
крови специфические антитела к вирусу зн. 

в дальнейшем проведено изучение видового 
состава комаров, их возможная зараженность воз-
будителем зн. в 2011 г. на территории зко лабора-
торному исследованию с помощью пцр подвергну-
ты 445 комаров пяти видов. в итоге рнк вируса зн 
обнаружена в четырех пробах Ocheerotatus flaves-
cens, в двух – Oc. subdiversus и по одной заражен-
ной пробе установлено у Anopheles maculipennis и 
Culex modestus. все положительные результаты по-
лучены от комаров, выловленных в жанибекском и 
бокейординском районах. в 2011 г. в жанибекском 
районе вновь проведено выборочное обследование 
на лзн жителей трех поселков. в иФа исследованы 
пробы от 497 чел., у 28 обнаружены антитела к ви-
русу западного нила. доля жителей с антителами к 
лзн составляла в отдельных поселках от 4,1 до 8 %. 

зараженность местных популяций комаров ви-
русом зн, а также наличие специфических анти-
тел у населения свидетельствуют о контакте людей 
с инфекцией и текущем эпидемическом процессе. 
высокая численность биологических хозяев и пере-
носчиков вируса лзн обусловливает формирование 
на этой территории природного очага. возможно, 
в сохранении вирусной популяции определенную 
роль играют клещи Hl. marginatum [6], которые в 
последние годы интенсивно распространяются на 
западе зко. до настоящего времени нам не извест-
ны достоверные сведения о выявлении больных 
лзн в казахстане. по официальным данным [7], в 
2012 г. в россии зарегистрированы два завозных из 
казахстана случая лзн. в других источниках [9] 
упоминается только об одном завозе больного лзн в 
2012 г. в астраханскую область. эти сведения явля-
ются подтверждением реальности появления в бли-
жайшее время манифестных форм лзн в природных 
очагах инфекций в казахстане. 

Клещевой вирусный энцефалит (КВЭ). впервые 
в 2011 г. на территории зко методом генной диагно-
стики выявлена зараженность вирусом клещевого 
энцефалита иксодовых клещей Dermacentor margi-
na tus [3]. участок отлова этих клещей находится на 
северо-востоке зко и граничит с оренбургской об-
ластью, которая эндемична по квэ. установлена вы-
сокая численность клещей D. marginatus, их домини-
рующее положение и тесный контакт с населением. 
на этой же территории проведено выборочное обсле-
дование местного населения на квэ. у двух человек 
из 94 исследованных выявлены антитела к вирусу 
клещевого энцефалита в анамнестических титрах. 
клещи D. marginatus широко распространены на 
территории зко, и потому возможно обнаружение 
новых мест циркуляции этого вируса, в первую оче-
редь в долине рек урал и илек. 

итак, в течение последнего десятилетия на запа-
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де казахстана выявлены пять новых природных оча-
гов опасных инфекционных заболеваний, которые 
формируются и укореняются на территории уже су-
ществующих старых природных очагов чумы и туля-
ремии. это грандиозное естественное явление, свя-
занное с современной трансформацией паразитар-
ных систем и биоценотических комплексов на тер-
риториях риска, подлежит тщательному изучению. 
в отличие от однотипной ситуации в сочетанных 
природных очагах опасных инфекционных болезней 
в регионе северо-западного прикаспия россии [8], 
на западе казахстана природные очаги кгл, лзн, 
апл, квэ находятся только на начальном этапе 
своего становления, чаще всего на границе ареала 
распространения возбудителя, и потому возможно 
получение новых сведений о причинах глобальной и 
региональной экспансии этих зоонозов. 

анализ пространственного размещения старых и 
новых природных очагов позволил территорию зко 
по количеству инфекций разделить на четыре регио-
на: северный (глпс, туляремия, квэ), центральный 
(чума, туляремия, глпс), южный (чума, туляремия, 
апл), западный (чума, туляремия, кгл, лзн). 

можно полагать, что в ближайшие годы эпи-
демический фон значимых зоонозных заболеваний 
будут определять новые для этих территорий ин-
фекции, требующие особого внимания организаций 
здравоохранения. в целях готовности к приему и ве-
дению таких больных становится важным укрепле-
ние инфекционной службы западного казахстана. с 
учетом современных условий необходимо совершен-
ствование эпидемиологического надзора. 
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во всем мире в последнее время отмечается по-
вышенное внимание к практическому выполнению 
принципов биологической безопасности (бб) в ла-
бораториях, выполняющих работу с использовани-
ем возбудителей заболеваний человека, животных и 
растений. связано это с появлением новых инфекци-
онных заболеваний, усложнением методик при рабо-
те с патогенами, возросшей угрозой использования 
в террористических целях достижений в изучении 
патогенов.

разработки в области обеспечения бб направ-
лены в первую очередь на снижение опасности 
возможного воздействия микроорганизмов на экс-
периментатора и окружающую среду: создание без-
опасных методов работы с возбудителями опасных 
инфекций, оснащение лабораторий и эксплуатация 
современных приборов и оборудования, позволяю-
щих обезопасить экспериментатора и окружающую 
среду от возможного несанкционированного выхода 
микроорганизма во внешнюю среду.

существенным элементом обеспечения биобе-

зопасности является нормирование деятельности с 
использованием возбудителей особо опасных инфек-
ций, что обусловлено их высокой степенью опасно-
сти для здоровья работников и/или эпидемического 
распространения заболевания [4].

материалы и методы

в россии существует многоуровневая систе-
ма правовых, нормативно-методических докумен-
тов, регламентирующая обеспечение и контроль 
выполнения требований бб при работе с микро-
организмами. основополагающими документами 
в данной области является закон рФ «о санитарно-
эпидемиологическом благополучии населения» Фз 
№ 52 от 30.03.1999 г. и действующие санитарные 
правила (сп) [1, 2, 3].

требования безопасной работы с микроорганиз-
мами I–IV групп патогенности, установленные дей-
ствующими сп, носят общий характер, нуждаются в 
дополнительной расшифровке и привязке к конкрет-
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учрежденческого уровня. разработаны, обоснованы и введены три уровня допуска специалистов к работе с пба 
I–IV групп. рассмотрены варианты выполнения сопряженной (одновременной) работы с пба разных групп. 
положением о проверке дезсредств, поступающих в учреждение, определен порядок проведения контроля вновь 
поступивших партий дезинфицирующих средств и соответствия концентрации рабочих растворов дезинфектан-
тов в подразделениях требованиям санитарных правил. 

показана целесообразность оценки защитной эффективности фильтров очистки воздуха вытяжных систем 
вентиляции помещений «заразной» зоны лабораторий, проводящих работу с пба, с использованием бактериаль-
ного аэрозоля и физического метода.
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A set of documents concerning biological safety at the institutional level is prepared and put in to practice. Three levels of special-
ists` admission for works with pathogenic biological agents of the I–IV groups have been developed, substantiated and introduced. 
Considered are the variants of execution of coupled (simultaneous) work with PBA of different groups. The statement on control of 
disinfectants received by the institution defines the order of control execution as regards newly received disinfectants and correspon-
dence of disinfectants` working solutions in the laboratories to the requirements of sanitary regulations. 

Demonstrated is practicability of the assessment of protective efficacy of air-cleaning filters in the exhaust ventilation systems of 
“contaminated” area rooms in the laboratories carrying out the works with PBA using bacterial aerosol and physical method. 
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ным условиям, имеющимся в учреждении.
целью работы стала разработка документов 

учрежденческого уровня, которые позволят одно-
значно трактовать положения сп и неукоснительно 
выполнять их на практике.

результаты и обсуждение

в повседневной практике микробиологических 
лабораторий в соответствии с требованиями дей-
ствующих сп необходимо осуществлять допуск со-
трудников к работе с патогенными микроорганизма-
ми, оформлять документы на получение (передачу, 
уничтожение) культур, получать разрешения на про-
ведение экспериментов с использованием патоген-
ных биологических агентов (пба), контролировать 
качество поступающих дезинфекционных средств 
и рабочих растворов, проводить проверку защитной 
эффективности фильтров очистки воздуха (Фов).

разработанная и введенная приказом директо-
ра роснипчи «микроб» «временная служебная 
инструкция о порядке оформления документов для 
работы с пба I–IV групп в роснипчи «микроб» 
(далее инструкция) включает формы, отражающие и 
детализирующие основные требования сп при вы-
полнении работ с использованием патогенов.

внедрение в практику учреждения таких форм 
облегчает осуществление контроля выполнения тре-
бований сп при проведении экспериментов, пере-
движении отдельных штаммов, снижает возможность 
несанкционированного использования штаммов в ра-
боте, позволяет, при необходимости, проверить соот-
ветствие выполняемых работ заявленным, участие в 
них персонала, имеющего соответствующий допуск.

разработаны и унифицированы формы докумен-
тов для допуска сотрудников к работе с пба. они 
отражают положения, соблюдение которых опреде-
лено п. 2.1.9 сп 1.3.1285-03: базовое образование, 
вакцинация или противопоказания к ней по резуль-
татам медицинского осмотра (предварительного или 
очередного), наличие подготовки на курсах первич-
ной специализации по особо опасным инфекциям и 
курсов повышения квалификации, с учетом специ-
фики работы, используемых технологий и методик, 
проверка теоретических знаний сотрудников по тре-
бованиям безопасной работы в рамках нормативных 
документов [1].

пакет документов для оформления допуска со-
трудника к работе с пба включает разные формы 
актов приема зачета по знаниям требований безопас-
ной работы (в зависимости от уровня допуска), ра-
порт заведующего подразделением, представляющий 
сведения об образовании допускаемого сотрудника, 
прохождении им специального обучения (курсы), 
вакцинации или наличии противопоказаний к вакци-
нации (что подтверждается подписью заведующего 
здравпунктом), а также проект приказа. сотрудник, 
имеющий противопоказания к вакцинации, допуска-
ется к работе с пба отдельным приказом на основа-

нии личного заявления.
в зависимости от базового образования, специ-

альной подготовки к работе с патогенными микроор-
ганизмами сформулированы требования и введены 
три уровня допуска сотрудников к работе с пба.

первый уровень предусматривает допуск со-
трудников (научных сотрудников, врачей, биологов, 
аспирантов), имеющих высшее медицинское, био-
логическое или ветеринарное образование, окончив-
ших соответствующие курсы специализации (в со-
ответствии с п.п. 2.1.9, 2.1.11 и 2.2.4 сп 1.3.1285-03 
и 2.2.1 и 2.2.2 сп 1.3.2322-08) [1, 2]. сотрудники с 
первым уровнем допуска к работе с пба самостоя-
тельно выполняют эксперименты, имеют рабочие 
коллекции культур микроорганизмов и ведут журнал 
учета движения культур [3].

по второму уровню приказом директора до-
пускаются к работе с пба лаборанты, имеющие 
среднее медицинское, ветеринарное образование, 
окончившие соответствующие курсы специализа-
ции (п.п. 2.1.9, 2.1.11, 2.2.4 сп 1.3.1285-03 и 2.2.1, 
2.2.2 сп 1.3.2322-08) [1, 2]. данный уровень допу-
ска предусматривает выполнение работы с использо-
ванием пба под контролем сотрудника, имеющего 
первый уровень допуска.

третий уровень допуска предусмотрен для де-
зинфекторов, инженерно-технических специалистов 
подразделений, в которых проводят исследования с 
использованием пба I–IV групп. такой уровень до-
пуска дает право на посещение помещений, аттесто-
ванных для работы с микроорганизмами I–IV групп 
патогенности, для выполнения служебных обязанно-
стей и участия в транспортировании отработанного 
биологического материала для обеззараживания в 
централизованную автоклавную. сотрудники, имею-
щие высшее (среднее) образование, но не прошедшие 
курсы специализации, также могут быть допущены 
по третьему уровню после прохождения инструкта-
жа на месте и сдачи зачета по знаниям требований 
биобезопасности.

разработан и введен инструкцией пакет до-
кументов для допуска в помещения «заразной» 
зоны сотрудников административно-хозяйственных 
подразделений для выполнения их должностных 
обязанностей (п. 2.1.11 сп 1.3.1285-03 и п. 2.2.3 
сп 1.3.2322-08) [1, 2], порядок посещения помеще-
ний «заразной» зоны специалистами, не работаю-
щими постоянно в институте, но привлекаемыми 
для определенных видов работ (п.п. 2.1.12 и 2.1.13 
сп 1.3.1285-03 и п.п. 2.2.4 и 2.2.5 сп 1.3.2322-08) [1, 
2]. допуск осуществляется приказом директора по-
сле сдачи зачета по знаниям требований биобезопас-
ности при посещении помещений «заразной» зоны 
и выполнении в них работ, определенных должност-
ными обязанностями. 

созданы формы для получения микроорганиз-
мов I–II и III–IV групп патогенности, передачи куль-
тур и их уничтожения в соответствии с п.п. 3.3.2 и 
3.3.3 сп 1.2.036-95 «порядок учета, хранения, пере-
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дачи и транспортирования микроорганизмов I–IV 
групп патогенности» [3], а также закреплен порядок 
передачи культур, числящихся за сотрудником в слу-
чае его заболевания и невыхода на работу.

служебная записка на получение штаммов ми-
кроорганизмов составляется от имени сотрудника, 
получающего культуры. 

специалист согласует документ на получение 
микроорганизмов I–II групп патогенности с заведу-
ющим подразделением, тем самым подтверждается 
необходимость получения культур для проведения 
запланированных исследований; с сотрудником, вы-
дающим запрашиваемый штамм, который подтверж-
дает наличие штамма/культур с запрашиваемыми ха-
рактеристиками; с заведующим подразделением, из 
которого выдается штамм, он подтверждает согласие 
на выдачу штамма/культур; с куратором от комиссии 
по контролю за соблюдением требований биологи-
ческой безопасности (кбб) подразделения, который 
подтверждает формальную готовность сотрудника 
проводить эксперименты с этим штаммом и нали-
чие условий в подразделении для проведения работ 
с пба той или иной группы патогенности.

для получения культур микроорганизмов III–IV 
групп патогенности разработана форма, в соответ-
ствии с которой сотрудник согласует документ на 
получение штамма с заведующим подразделением, 
сотрудником, выдающим штамм, куратором подраз-
деления (подтверждает формальную готовность со-
трудника проводить эксперименты с этим штаммом). 
в соответствии с сп 1.2.036-95 разрешающая резо-
люция дается заведующим подразделением, из кото-
рого будет выдан штамм. Формы находятся в подраз-
делениях, а их копии – в документах кбб. 

разработанные документы позволяют упорядо-
чить документацию и иметь сведения о проведении 
работ с пба в подразделениях института, усилить 
контроль обращения пба, ограничить доступ и ис-
ключить несанкционированный доступ к пба, ис-
ключить проведение несанкционированных работ с 
пба, исключить проведение работ с пба в подраз-
делениях, не имеющих санитарно-эпидемиоло ги че-
ских заключений о наличии условий для их выпол-
нения.

инструкцией предусмотрена специальная фор-
ма предоставления информации в сектор мониторин-
га биобезопасности о проведении работ с пба I–II 
групп на неделю, что также направлено на проведе-
ние оперативного контроля соблюдения условий вы-
полнения заявленных работ с использованием пба 
I–II групп.

инструкция также закрепляет порядок оформ-
ления и содержание служебных записок на прове-
дение экспериментов. сведения, представленные в 
служебных записках, обеспечивают дополнительный 
контроль выполнения требований биологической 
безопасности руководителями подразделений и ку-
раторами подразделений от кбб, администрацией.

в качестве примера содержания документа, 

касающегося вопросов работы с пба, может быть 
рассмотрена служебная записка на проведение экс-
периментов с использованием пба. документ со-
ставляется от имени заведующего подразделением и 
содержит следующую информацию: название темы, 
в рамках которой будет выполняться работа, в каком 
помещении будет проводится эксперимент (его атте-
стация), сроки проведения, виды микроорганизмов 
(штаммы, группа патогенности, вирулентность, ан-
тибиотикочувствительность), фамилии сотрудников, 
участвующих в эксперименте, номера приказов об их 
допуске, наличие вакцинации, как элемента защиты 
сотрудника, обеспечиваемой работодателем.

в служебной записке заведующий подразделе-
нием предоставляет информацию о теме работы, го-
товности специалистов подразделения к проведению 
исследований (уровень допуска, владение методом, 
вакцинация), помещениях и средствах защиты, ко-
торые будут использованы (боксы микробиологиче-
ской безопасности, средства индивидуальной защи-
ты), указываются сроки вакцинации специалистов 
(проводилась ли работа в сроки, когда защита от вак-
цины эффективна, известно, что вакцинация против 
чумы проводится один раз в год, а напряженный им-
мунитет сохраняется примерно в течение полугода). 
в случае планирования проведения эксперимента с 
использованием лабораторных животных указыва-
ют вид животных, их количество, манипуляции (им-
мунизация, заражение, операция, вскрытие в конце 
опыта и посевы органов и т.д.), длительность содер-
жания животных.

общую готовность к проведению работы и на-
личие условий для ее выполнения подтверждает сво-
ей подписью куратор от кбб. совокупность данных, 
приводимых в служебной записке, позволяет осу-
ществлять контроль соответствия заявленной работы 
фактически выполняемой.

особое значение такая информация приобретает 
в случаях возникновения аварийных ситуаций, ког-
да оперативно из одного документа можно получить 
сведения о возбудителе (вирулентность, чувстви-
тельность к антибиотикам), наличии вакцинации со-
трудника.

в инструкцию включена форма служебной за-
писки на прохождение обсервации, отражающая 
сведения о ее сроках, посещении сотрудником поме-
щений «заразной» зоны и выполнении работы с ис-
пользованием пба I–II групп в предшествовавшие 
обсервации дни в соответствии со сроком обсерва-
ции, составляющим максимальный инкубационный 
период для данной инфекции.

существуют различия в планировке «заразной» 
зоны подразделений, проводящих работу с пба 
как I–II, так и III–IV групп. разработана и введена 
«инструкция о порядке обеспечения биологической 
безопасности в подразделениях, проводящих со-
пряженную (параллельную, одновременную) бак-
териологическую работу с микроорганизмами I–IV 
групп патогенности», которая содержит разъяснения 
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к п. 2.8.44 сп 1.3.1285-03 [1]. она подробно рассма-
тривает: наличие отдельных микробиологических 
боксов для работы с пба I–II и III–IV групп пато-
генности, возможность разнесения во времени таких 
экспериментов в одном боксе, необходимость одно-
временной работы с пба разных групп патогенно-
сти, обусловленная требованиями эксперимента. 
выбор максимально приближенного к конкретным 
условиям варианта позволит экспериментатору вы-
полнить работу с соблюдением требований безопас-
ности.

в инструкции также даны рекомендации по ис-
пользованию защитной одежды, применению дез-
средств, порядку проведения работ и хранения объ-
ектов с пба. в соответствии с перечисленными осо-
бенностями проведения работ подробно освещены 
вопросы, касающиеся порядка передачи пба разных 
групп и обеззараженного материала, полученного с 
их использованием.

в соответствии с действующими сп 1.3.1285-03 
[1] в каждом подразделении разработана инструк-
ция по биобезопасности, в которой отражено деле-
ние «заразной» зоны подразделения на помещения, 
в которых ведется работа с пба, осуществляется их 
хранение, и вспомогательные помещения, через ко-
торые проносят пба в упакованном виде (например, 
коридоры), а также помещения, в которых хранение 
и манипуляции с пба не проводятся. инструкции 
содержат информацию о конкретной привязке вы-
полняемых работ к помещениям, имеющим соответ-
ствующую аттестацию.

большое внимание в вопросах обеспечения био-
безопасности уделяется порядку обеззараживания 
лабораторных отходов. для химического обеззара-
живания используют дезинфицирующие средства, 
режим применения которых регламентирован дей-
ствующими санитарными правилами (приложение 1 
к сп 1.3.1285-03) [1] и инструкциями производите-
лей дезсредств по их применению.

в соответствии с разделом 2.10 сп 1.3.1285-03 
все вновь поступающие на склад дезсредства долж-
ны подвергаться проверке на содержание активного 
вещества [1]. 

представлен список нормативно-методических 
документов, регламентирующих контроль дез-
средств, приведен порядок отбора проб поступив-
ших в учреждение дезсредств для проведения хими-
ческого анализа на содержание активного вещества. 
раздел «контроль рабочих растворов дезинфици-
рующих средств в подразделениях института» осве-
щает порядок контроля правильности приготовления 
рабочих растворов дезсредств в подразделениях. 
приложения представляют формы документального 
оформления результатов проверки. прописан поря-
док действий в случае несоответствия процентного 
содержания активного вещества в рабочих растворах 
дезинфицирующих веществ: результаты контроля 
доводят до сведения заведующего подразделением и 
председателя кбб роснипчи «микроб».

для проверки защитной эффективности Фов 
существует несколько методов. традиционно ис-
пользуется метод проверки с использованием бакте-
риального аэрозоля.

с одной стороны, метод определения защитной 
эффективности Фов с использованием бактериоло-
гического аэрозоля давно и успешно используется 
на практике, не требует дорогостоящих средств и 
оборудования, специфичен, с другой – имеет ряд не-
достатков: получение ответа о результате проверки 
через 48 ч, аналитический этап должен выполняться 
в условиях лаборатории, метод невозможно приме-
нять в «чистых» помещениях рабочих зон производ-
ства медицинских иммунобиологических препаратов 
(мибп).

наличие указанных недостатков на фоне повы-
шения требований биологической безопасности, за-
ключающихся в обязательном оснащении действую-
щих и вновь строящихся лабораторий, деятельность 
которых связана с использованием пба, специаль-
ной системой вентиляции с Фов, проверенными на 
защитную эффективность, потребовало оптимизиро-
вать процесс проверки эффективности Фов.

кроме того, модернизация оснащения специали-
зированных противоэпидемических бригад, обеспе-
чение их мобильными лабораториями, оборудован-
ными вентиляцией с Фов, и необходимость проведе-
ния экспресс-тестов на их защитную эффективность 
после передислокации и перед началом работ с пба, 
также потребовали внедрения ускоренного тестиро-
вания фильтров.

анализ предлагаемых в литературе методов ис-
пытаний фильтров позволил выделить физический 
метод определения защитной эффективности вы-
сокоэффективных фильтров очистки воздуха HEPA 
и ULPA, установленных в приточно-вытяжных си-
стемах вентиляции, путем распыления аэрозоля ди-
этил-гексилсебационата со стороны потока воздуха, 
поступающего на фильтр, и определения концентра-
ции аэрозоля как со стороны поступающего воздуха 
на фильтр, так и со стороны выходящего потока с по-
мощью счетчика частиц. метод позволяет получить 
результаты проверки через 15 мин от момента снятия 
показаний счетчика.

скорость получения результатов является важ-
ным преимуществом метода, что определяет его ис-
пользование при проверке Фов мобильных лабо-
раторий после передислокации, а также при тести-
ровании эффективности фильтро-вентиляционных 
установок, вводимых в эксплуатацию или после их 
ремонта и замены Фов, так как позволяет проверить 
целостность всей системы фильтрации, включая 
фильтровальный материал, раму, элементы крепле-
ния и герметизации. вторым важным достоинством 
метода является исключение обсемененности поме-
щений бактериологическим аэрозолем, что отвеча-
ет требованиям эксплуатации «чистых» помещений 
при производстве мибп. 

оба метода используются в роснипчи 
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«микроб» для оценки защитной эффективности 
фильтров очистки воздуха. 

таким образом, разработанные документы, на-
правленные на выполнение в повседневной практике 
требований отечественной нормативно-методической 
документации, содержащие детальное описание по-
рядка выполнения положений санитарных правил с 
учетом их привязки к конкретным условиям, суще-
ствующим в подразделениях учреждения (организа-
ции), повышающие персональную ответственность 
специалистов при выполнении работ с патогенами, 
являются элементом организационной составляю-
щей системы обеспечения бб при работе с пба.
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впервые эпизоотии туляремии среди мелких 
млекопитающих и спорадические случаи заболева-
ния людей в ставропольском крае были зарегистри-
рованы в 1938 г. с тех пор туляремия в природном 
очаге не раз проявлялась в виде разлитых и локаль-
ных эпизоотий и сопутствующих им эпидемических 
осложнений. многолетнее изучение показало, что на 
ставрополье существует обширный и стойкий при-
родный очаг туляремии, имеющий полигостальный 
и поливекторный характер [2, 3].

природный очаг туляремии в ставропольском 
крае имеет сложную биоценотическую структуру 
и находится на территории четырех ландшафтно-
географических зон. ландшафтно-экологические 
особенности территории обеспечивают разнообразие 
животного мира. это относится к грызунам и насеко-
моядным, большинство из которых имеют значение 
в сохранении и трансмиссии как возбудителя туляре-
мии, так и ряда других инфекционных заболеваний.

материалы и методы

материалом для настоящего сообщения по-

служили результаты эпизоотологического обследо-
вания на туляремию лесостепной части территории 
ставропольского края в период с 1972 по 2010 год. 
лабораторному бактериологическому исследованию 
на туляремию подвергнуты 11130 особей мелких 
млекопитающих различных видов, в том числе: Sorex 
araneus – 48 экз., Crocidura suaveolens – 525, Sicista 
subtilis – 1, Sicista betulina – 4, Cricetulus migratorius – 
478, Mesocricetus raddei – 3, Microtus arvalis – 1704, 
мыши рода Sylvaemus (S. fulvipectus и S. microps. 
морфологически эти два вида слабо дифференци-
рованы, в полевых условиях до недавнего времени 
вообще не различались. приводимые ниже сведения, 
поэтому относятся к обоим видам, но в большей сте-
пени к S. fulvipectus) – 6259, Apodemus agrarius – 298, 
Mus musculus – 1807, Micromys minutus – 1, Rattus 
norvegicus – 2. 

в период 1972–2010 гг. на территории лесо-
степной части природного очага было выделено 
252 штамма возбудителя туляремии, в том числе от 
грызунов и насекомоядных – 183 (72,6 %), эктопара-
зитов – 68 (27,0 %), из объектов внешней среды – 1 
(0,4 %). полевой материал исследовали в лаборато-

удк 616.9-036.2(470.63)

б.и.левченко, л.В.Дегтярева, а.а.Зайцев, м.П.Григорьев, В.В.остапович

ролЬ отделЬныХ видов МелкиХ МлекоПитаЮЩиХ в Поддержании  
ПриродноЙ очаговоСти на территории леСоСтеПноЙ чаСти  

Природного очага тУляреМии СтавроПолЬСкого края

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

результаты эпизоотологического мониторинга в лесостепной части природного очага туляремии 
ставропольского края показывают, что роль отдельных видов мелких млекопитающих в поддержании природной 
очаговости туляремии неравнозначна. эпизоотическую активность очага в 1959–1970 гг. определяли многочис-
ленные виды: Microtus arvalis, мыши рода Sylvaemus, Mus musculus. в 1972–2010 гг. в структуре основных носи-
телей возбудителя туляремии в условиях интенсивного антропогенного пресса произошли изменения. в настоя-
щее время ведущая роль принадлежит распространенным и стабильным по численности мышам рода Sylvaemus, 
а также C. suaveolens. на долю последних за этот период приходится 31,2 % всех выделенных от мелких млеко-
питающих штаммов возбудителя туляремии. при этом изменилось эпизоотическое значение M. arvalis. процент 
изолированных штаммов от полевок снизился с 55,3 до 28,4. численность M. arvalis и M. musculus в связи с отсут-
ствием условий для их массового размножения длительное время находится на низком уровне, что значительно 
снижает их роль в поддержании природной очаговости на изучаемой территории.

Ключевые слова: природный очаг, возбудитель туляремии, мелкие млекопитающие, эпизоотическое значение.
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The Role of Certain Species of Small Mammals in the Persistence of Natural Focality in the Territory 
of Forest-Steppe Zone of the Natural Tularemia Focus of the Stavropol Region
Stavropol Research Anti-Plague Institute, Stavropol, Russian Federation

Epizootiological monitoring of the forest-steppe area of the natural tularemia focus in the Stavropol region has revealed that the 
role of particular species of small mammals in the persistence of natural tularemia focality is unequal. Epizootic activity of the focus 
in 1959–1970 was determined by the numerous species of rodents: Microtus arvalis, mice of Syvaemus genus and Mus musculus. 
In 1972–2010 there occurred significant changes in the grouping of the main tularemia agent carriers under the influence of strong 
anthropogenic pressure. Nowadays the leading role is played by the widely-spread and subsistent mice of Sylvaemus genus and C. sua-
veolens, the latter ones being responsible for 31.2 % of overall, isolated from small mammals, tularemia agent strains. In addition to 
this, epizootic significance of M. arvalis has greatly changed. Index of strains isolated from field vole has lowered from 55.3 up to 
28.4. Numbers of M. arvalis and Mus musculus are continuously on the low level, which is due to the absence of favorable breeding 
conditions. It reduces their impact on the persistence of natural focality in the territory under surveillance significantly.

Key words: natural focus, tularemia agent, small mammals, epizootic significance.
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риях ставропольского противочумного института 
бактериологическими и серологическими методами.

результаты и обсуждение

лесостепной ландшафтно-географический рай-
он занимает юго-западную часть ставропольского 
края. основная территория лесостепи находится 
на высоких равнинах (до 550 м над уровнем моря) 
с байрачными лесами и злаково-разнотравными 
степями. другая часть лесостепи находится на пла-
тообразных останцовых массивах с широколиствен-
ными лесами и луговидной степью. в ботанико-
географическом отношении район характеризуется 
чередованием лесов со степями. лесостепная часть 
ставропольской возвышенности находится в зоне 
неустойчивого увлажнения со среднегодовым коли-
чеством осадков до 700 мм и коэффициентом увлаж-
нения 1,0–2,0. снежный покров неустойчивый, в от-
дельные годы достигает 100 мм и более. наиболее 
жаркий месяц – июнь, (среднемесячная температура  
25 °с), самый холодный – январь (среднемесячная 
температура –10 °с). территория лесостепной зоны 
ставропольской возвышенности характеризуется ча-
стыми и сильными ветрами восточного и западного 
направлений. степные участки зоны почти на 80 % 
распаханы и интенсивно используются под возде-
лывание сельскохозяйственных культур. в структу-
ре сельхозугодий большую часть занимают посевы 
зерновых и пропашных культур. хорошо развита 
система оросительных каналов и находятся круп-
ные водохранилища кубано-егорлыкской системы: 
сенгилеевское, егорлыкское, новотроицкое.

за время эпизоотологического обследования на 

туляремию в течение 39 лет (в 1995 и 1996 гг. обследо-
вание не проводили) эпизоотии туляремии различной 
интенсивности были зарегистрированы среди мелких 
млекопитающих в течение 16 лет. в пределах лесо-
степной части очага естественная зараженность возбу-
дителем туляремии была установлена у 7 видов диких 
грызунов и одного вида насекомоядных (таблица).

изучение видового состава и динамики числен-
ности мелких млекопитающих в период с 1972 по 
2010 год, обитающих на территории лесостепно-
го ставрополья, показало, что основу зооценоза на 
данной территории составляют C. suaveolens (4,8 %), 
C. migratorius (4,3 %), M. arvalis (15,3 %), мыши рода 
Sylvaemus (56,2 %), M. musculus (16,2 %).

благодаря проведенным в 1972–2010 гг. наблю-
дениям установлено, что показатели численности и 
видовой структуры в зооценозе на территории лесо-
степной части природного очага туляремии претер-
певают изменения [2, 4].

наибольшим разнообразием видового состава 
мелких млекопитающих и их высокой численностью 
характеризуются полезащитные насаждения, где за-
регистрировано 7 видов мелких млекопитающих (в 
том числе мыши рода Sylvaemus – S. fulvipectus и 
S. microps). доминируют во все сезоны здесь мыши 
рода Sylvaemus, индекс доминирования которых 
(суммарно) по среднемноголетним данным составил 
82,5 %. мыши рода M. musculus гораздо малочис-
леннее, индекс их доминирования – 4,7 %. летом и 
осенью встречается в лесополосах C. migratorius – 
0,001–0,005 % попадания. относительно стабильна 
численность M. arvalis – 0,5–0,8 % попадания. на 
целинных участках видовой состав мелких млекопи-
тающих менее разнообразен (4 вида) и показатели их 

Выделение штаммов Francisella tularensis на территории лесостепной части природного очага туляремии ставропольского края  
в 1972- 2010 гг.
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мелкие млекопитающие
Microtus arvalis 2 2 - 1 - 21 10 1 - 11 3 - 1 - -
Cricetulus migratorius - - - - - 1 - - 1 - - - - - -
мыши рода Sylvaemus - 3 1 - - 10 7 5 - 2 1 - - - -
Mus musculus 3 1 - - - 20 - - - 9 2 1 - - -
Crocidura suaveolens 8 - 1 - - 33 5 2 2 - 5 1 - - -
Apodemus agrarius - - - - - 1 - - - - - 2 1 - -
Rattus norvegicus - - - - - 2 - - - - - - - - -
Micromys minutus - - - - - - - 1 - - - - - - -

эктопаразиты
Dermacentor marginatus - - - - - - - - - - - 12 36 - -
Dermacentor reticulatus - - - - - - - - - - - 4 1 - -
Haemaphysalis punctata - - - - - - - - - - - - 2 - -
Ixodes  redikorzevi - - - - - 1 - - - - - - 4 2 -
Nosopsyllus consimilis - - - - - - - - - - 1 - - - 1
Ctenophtalmus wagneri - - - - - - - - - - - 1 - - 1
гамазовые клещи - - - - - - - - - - 1 - - - -
вши - - - - - 1 - - - - - - - - -

прочие объекты внешней среды
смыв с овса, зернохранилище - - - - - - - - - 1 - - - - -

Итого 13 6 2 1 - 90 22 9 3 23 13 21 45 2 2
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численности ниже, чем в полезащитных насаждени-
ях. однако в годы своей высокой численности M. ar-
valis (процент попадания – 6,5), наряду с лесополо-
сами, заселяет целинные участки и поля с посевами 
многолетних трав. 

показатели численности M. musculus ни в се-
зонном, ни в многолетнем аспектах не достигают на 
целине высоких значений (max – 0,9 % попадания). 
видовой состав мелких млекопитающих, населяющих 
агроценозы, характеризуется преобладанием немно-
гих видов: M. аrvalis (14,5 %), мышей рода Sylvaemus 
(67,2 %), M. musculus (18,3 %). численное соотноше-
ние перечисленных видов колеблется в зависимости 
от структуры посевных площадей, уровня численно-
сти того или иного вида грызунов в исследуемом году. 
на посевах пропашных и зерновых культур домини-
рующая роль принадлежит M. musculus, высока здесь 
и среднемноголетняя численность M. arvalis, а также 
мышей рода Sylvaemus. на полях многолетних трав, 
занимающих около 15 % всей площади, по много-
летним данным, доминируют мыши рода Sylvaemus 
(индекс доминирования – 46,1–65,8 %). в годы увели-
чения численности M. arvalis (1977, 1981, 1988, 1998) 
показатели численности и доминирования этого вида 
меняются. следует отметить, что при увеличении 
площадей с посевами многолетних трав возрастает ве-
роятность массового размножения M. arvalis. видовая 
структура грызунов в закрытых стациях меняется в 
пользу M. musculus, индекс доминирования которой 
в отдельные годы составлял 100 % (1980, 1982 гг.) 
и по среднемноголетним данным составил 75,5 %. 
кодоминант в закрытых стациях – M. arvalis, индекс 
доминирования которой лишь однажды в 1985 г. пре-
высил аналогичный показатель M. musculus в два раза 
и составил 66,7 %.

изучение взаимоотношений возбудителя ту-
ляремии с разными видами животных позволило 
установить основное эпизоотологическое значение 
в очаге туляремии животных первой группы, бо-
леющих в острой форме с массовым обсеменением 
органов и крови бактериями туляремии. этим обе-
спечивается передача возбудителя кровососущим 
членистоногим [1].

нами установлено и подтверждено, что функ-
цию основных носителей возбудителя туляремии 
на территории лесостепи выполняют фоновые виды 
грызунов и насекомоядных: M. arvalis, мыши рода 
Sylvaemus, M. musculus, C. suaveolens, C. migratori-
us, они же являются и основными прокормителями 
преимагинальных фаз развития иксодовых клещей – 
переносчиков этого заболевания.

для M. arvalis характерна весьма неустойчивая 
численность. в годы с высокой численностью (1972, 
1977, 1979.) эти грызуны играли важную роль в воз-
никновении и распространении эпизоотий туляре-
мии. например, летом 1977 г. M. arvalis отлавливали 
во всех стациях. процент ее попадания достигал на 
посевах многолетних трав и зерновых культур 7,0–
8,0. осенью того же года процент попадания полевок 
увеличился до 9,7, на полях с посевами многолетних 

трав он достигал 9,0. подъем эпизоотической актив-
ности проходил на фоне высокой общей численности 
грызунов и насекомоядных. в эпизоотии вовлека-
лись M. arvalis, C. migratorius, мыши рода Sylvaemus, 
C. suaveolens. зараженных микробом туляремии 
животных отлавливали в лесополосах и на посевах 
многолетних трав. на долю M. arvalis в этот период 
пришлось 18 % штаммов возбудителя туляремии, 
выделенных от мелких млекопитающих, на долю 
C. suaveolens – 56,4 %. степень участия полевок в 
прокормлении преимагинальных фаз иксодовых кле-
щей была особенно высока за счет их численности, 
мыши рода Sylvaemus и M. musculus играли второсте-
пенную роль. их значение возрастает при резком сни-
жении плотности населения полевок до 0,01–0,05 % 
попадания. компенсирующая роль вышеуказанных 
мышей в период депрессии численности M. arvalis 
заметно возрастает в поддержании и развитии эпизо-
отического процесса за счет увеличения степени их 
участия в прокормлении преимагинальных стадий 
развития гнездово-норовых и пастбищных иксодо-
вых клещей.

в 1959–1970 гг. ведущая роль в поддержании 
эпизоотического процесса принадлежала M. arvalis, 
на долю которой приходилось 55,3 % от всех выде-
ленных штаммов туляремии, а также мышам рода 
Sylvaemus и M. musculus (14,9 и 12,8 % выделенных 
штаммов соответственно), C. migratorius (6,7 %). 
к второстепенным носителям относили насекомо-
ядных (C. suaveolens). начиная с 1975 г. снижается 
эпизоотическое значение C. migratorius и M. mus-
culus. интенсивная сельскохозяйственная деятель-
ность оказывает существенное влияние на микро-
популяции этих видов животных, вызывая много-
летнее снижение их численности. в таких условиях 
значительно возросло эпизоотологическое значение 
C. suaveolens как одного из основных носителей воз-
будителя туляремии.

численность этих зверьков на протяжении мно-
гих лет невысока, но относительно стабильна в много-
летнем аспекте. среднегодовой показатель численно-
сти белозубок колеблется от 0,1 до 4,3 % попадания в 
открытых стациях и от 0,6 до 3,2 % в скирдах [5].

в отдельные годы наблюдали довольно резкие 
колебания численности этих зверьков в лесополосах, 
на полях с посевами многолетних трав и целинных 
участках с примерной периодичностью в три–четыре 
года (1974, 1977, 1981). по территории лесостепной 
части очага C. suaveolens распределена равномерно 
и занимает все подходящие для нее биотопы. при 
неблагоприятных условиях наиболее высокие пока-
затели численности белозубок зарегистрированы в 
лесополосах и на целинных участках. C. suaveolens 
активна круглый год, питается в разные сезоны бес-
позвоночными, которые находятся в это время в по-
чве и подстилке, а также больными и ослабленными 
мелкими млекопитающими других видов.

для землероек характерны сезонные изменения 
численности, увеличение плотности населения от 
весны к осени. например, в 1974 г. в летнее время 
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попадание землероек в лесополосах составило 2 %, 
а к осени возросло до 7,7 %, в скирдах – до 3,0 %. 
в 1982 г. в весенний период белозубки не отлавли-
вались, но уже летом процент попадания их соста-
вил 0,2. осенью землеройки расселились по всем 
основным биотопам с максимальной численностью 
на целине (12,0 % попадания) и в лесополосах (3,2 % 
попадания). с наступлением холодного периода 
(ноябрь–декабрь) начинается миграция землероек 
в стации постоянного (лесополосы) и временного 
(скирды) переживания, где их численность достигает 
высоких для этого вида значений (9,4 и 18,0 % попа-
дания соответственно).

за время наблюдения (1972–2010 гг.) на терри-
тории лесостепной зоны от мелких млекопитающих 
были изолированы 183 штамма возбудителя туляре-
мии, в том числе 57 штаммов от C. suaveolens, что 
составляет 32 %.

из общего количества выделенных штаммов воз-
будителя туляремии в различных биотопах от C. sua-
veolens, отловленных в лесополосах, изолировано 
10,5 %, в скирдах – 80,7, на целине – 5,3, на посевах 
многолетних трав – 3,5. это позволяет сделать вывод 
о том, что наиболее часто зараженные зверьки встре-
чаются в скирдах – местах зимней локализации раз-
личных видов мелких млекопитающих. на террито-
рии очага солому и скошенные травы скирдуют в не-
посредственной близости от лесополос, где в осенний 
период наиболее часто происходят внутривидовые 
и межвидовые контакты среди основных носителей 
возбудителя туляремии и с высокой степенью вероят-
ности возможен переход зараженных переносчиков с 
одного животного на другое.

в начале осенне-зимнего сезона при отсутствии 
снежного покрова и сильных морозов зараженные 
возбудителем туляремии зверьки встречаются пре-
имущественно в лесополосах, а при наступлении 
холодов – в скирдах. можно предположить, что эпи-
зоотический процесс в осенне-зимний период начи-
нается в лесополосах, на целине и в дальнейшем, за 
счет миграции зараженных животных, перемещает-
ся в скирды, давая начало локальным «скирдовым» 
эпизоотиям туляремии.

в силу особенностей питания пищей для бело-
зубок могут служить как живые ослабленные, так и 
павшие от инфекции мелкие млекопитающие, а так-
же зараженные кровососущие членистоногие, через 
которых происходит инфицирование их микробом 
туляремии (преимущественно алиментарным пу-
тем). способность C. suaveolens при прокормлении 
на них инфицированных кровососущих членистоно-
гих заражать и в последствии инфицировать других 
кормящихся на них эктопаразитов, ведет к более ши-
рокой диссеминации возбудителя туляремии в про-
странственном и временном аспектах в связи с дли-
тельным сохранением возбудителя этой инфекции в 
организме клещей на всех стадиях метаморфоза.

таким образом, в 1959–1970 гг. основными но-
сителями микроба туляремии являлись M. arvalis, 
на долю которой приходилось 55,3 % от всех вы-

деленных штаммов туляремии, а также мыши рода 
Sylvaemus и M. musculus (14,9 и 12,8 % выделенных 
штаммов соответственно). к второстепенным но-
сителям относились насекомоядные – C. suaveolens. 
однако в 1972–2010 гг. в структуре основных носи-
телей отмечены изменения. важное значение приоб-
ретает C. suaveolens, на долю которой за этот период 
приходится 31,2 % всех выделенных от мелких мле-
копитающих штаммов возбудителя туляремии. при 
этом снизилось эпизоотическое значение M. arvalis. 
процент изолированных штаммов от полевок снизил-
ся до 28,4. следует отметить, что в эти годы возрастает 
эпизоотологическое значение мышей рода Sylvaemus 
(как носителя данной инфекции, так и прокормителя 
иксодид). мыши рода Sylvaemus на территории очага 
являются наиболее многочисленным и относительно 
стабильным видом в отличие от M. arvalis и M. mus-
culus, показатели численности которых длительное 
время находятся на низком уровне, что значительно 
снижает эпизоотическое значение этих видов.
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на протяжении последних десятилетий исследо-
ватели отмечают прогрессивный рост заболеваемости 
микозами. так, по данным воз, 20 % населения все-
го мира, т.е. каждый пятый житель планеты, поражен 
грибковой инфекцией [1]. распространение ятроген-
ных иммунодефицитных состояний вследствие мас-
сивной антибиотикотерапии, длительного использо-
вания глюкокортикоидных и иммуносупрессивных 
препаратов при онкологических заболеваниях, бо-
лезнях крови или трансплантации органов, увели-
чение случаев сахарного диабета, а также пандемия 
вич-инфекции привели к увеличению численности 
иммуноскомпрометированных пациентов с высоким 
риском развития тяжелых системных микозов.

среди возбудителей микотических инфекций 
особое место занимают первично-патогенные гри-
бы, вызывающие глубокие микозы у лиц с нормаль-
ным иммунным статусом. к их числу относятся 
возбудители бластомикоза и паракокцидиоидоми-
коза – Blastomyces dermatitidis и Paracoccidioides 
brasiliensis. это диморфные грибы, которые в почве 
существуют в виде мицелия, а попадая в организм 
млекопитающих, трансформируются в высокоспеци-
ализированные паразитарные формы. в соответствии 
с сп 1.3.1285-03 этиологические агенты указанных 
заболеваний относятся ко II группе патогенности 
(опасности). в соответствии с категориями биологи-

ческого риска воз относит Blastomyces dermatitidis и 
Paracoccidioides brasiliensis к 3-й группе риска (BSL 
3), что соответствует высокому уровню риска для че-
ловека и низкому для человеческой популяции.

бластомикоз и паракокцидиоидомикоз являют ся 
эндемичными для многих стран америки и африки, 
и малоизвестны врачам и биологам нашей страны, 
поскольку в россии случаи заболевания особо опас-
ными микозами официально не зарегистрированы. 
учитывая расширяющиеся взаимные связи между 
странами, увеличение потока туристов, весьма ве-
роятна возможность нахождения в россии инфици-
рованных или больных. завозные случаи бластоми-
коза и паракокцидиоидомикоза зарегистрированы во 
многих странах европы и азии у лиц, посетивших 
эндемичные страны. диагностика бластомикоза и 
паракокцидиоидомикоза затруднена в связи с от-
сутствием специфических симптомов и большого 
разнообразия клинических форм заболеваний, и 
по причине низкой осведомленности врачей общей 
практики относительно глубоких микозов. знание 
эпидемиологических особенностей бластомикоза и 
паракокцидиоидомикоза позволяет предположить 
диагноз, а значит, своевременно провести необходи-
мое лабораторное исследование и назначить адекват-
ное лечение.

Эпидемиология бластомикоза. исследование 
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в последние годы отчетливо наблюдается увеличение туристического потока, укрепление социально-
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новых инфекционных заболеваний на территории россии и стран снг. завозные случаи бластомикоза и паракок-
цидиоидомикоза уже зарегистрированы во многих странах европы и азии у лиц, посетивших эндемичные стра-
ны. учитывая это, весьма вероятна возможность нахождения в россии инфицированных или больных. целью на-
шего обзора является представление данных, свидетельствующих о необходимости совершенствования методов 
эпидемиологического контроля бластомикоза и паракокцидиоидомикоза. диагностические исследования должны 
проводиться сертифицированным персоналом в специализированных лабораториях, отвечающих необходимым 
требованиям безопасности. таким образом, информированность о данных заболеваниях как можно большего 
количества специалистов гарантирует успешную реализацию стратегий диагностики и лечения.

Ключевые слова: эпидемиология, бластомикоз, паракокцидиоидомикоз, референс-центр.
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In recent years, an increase of tourist flow, strengthening of social and economic connections between the countries take place. The 
processes of the world economy globalization, development of international transport systems, and migration of population form pre-
conditions for the spread of new infectious diseases in the territory of Russia and CIS countries. Imported cases of blastomycosis and 
paracoccidioidomycosis are already registered in many countries of Europe and Asia among persons who returned from endemic coun-
tries. Thus, it is likely to find infected persons and patients in Russia. The purpose of our review is to provide data indicating the need for 
improvement of methods for epidemiological control of blastomycosis and paracoccidioidomycosis. Diagnostic studies should be carried 
out by competent personnel in specialized laboratories that meet the necessary safety requirements. Thus, awareness about these diseases 
of as many experts as possible, guarantees the successful implementation of strategies for diagnostics and treatment.

Key words: epidemiology, blastomycosis, paracoccidioidomycosis, Reference Center.
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распространения возбудителя осложнено трудностью 
выделения его чистой культуры. инкубационный пе-
риод бластомикоза чрезвычайно варьирует и состав-
ляет от нескольких недель до нескольких месяцев. 
по этой причине больные бластомикозом зачастую 
оказываются не в состоянии точно указать свое ме-
стонахождение и вид деятельности на момент за-
ражения [27]. эпидемиологическая характеристика 
бластомикоза основывается на результатах исследо-
вания вспышек и спорадических случаев инфекции.

в настоящее время в эндемичной зоне бласто-
микоза находятся южные и восточные штаты цен-
тральной области сШа, расположенные в пределах 
бассейна рек миссисипи и огайо, средний запад, 
канадские провинции, граничащие с великими 
озерами, а также небольшие области вдоль бере-
гов реки св. лоуренса на территории нью-йорка 
и канады. спорадические случаи встречаются на 
территории американских штатов колорадо, техас, 
канзас и небраска, но большая часть регистрируется 
в штатах миссисипи, арканзас, кентукки, теннеси и 
висконсин [12,13, 14, 16, 28, 31, 41, 44].

бластомикоз широко распространен и на афри-
канском континенте. заболевание известно в 18 стра-
нах, но чаще всего микоз встречается в южной части 
материка, особенно в Южно-африканской республи-
ке и зимбабве [5, 10]. по данным некоторых иссле-
дователей, автохтонные случаи заболевания имеют 
место также и на территории индии [20]. 

единичные завозные случаи бластомикоза от-
мечены на гавайских островах, некоторых странах 
европы (италия, Франция, венгрия, польша) и на 
среднем востоке [14, 26]

 основной способ заражения – ингаляционный. 
инкубационный период составляет в среднем 30–45 
дней [19]. крайне редко наблюдалась передача бла-
стомикоза от человека к человеку: при половом кон-
такте с больным мужчиной, с диссеминацией воз-
будителя в предстательную железу [14]; при транс-
плацентарном инфицировании новорожденного [29]; 
при вскрытии трупа больного [45]. известен пример 
заражения человека бластомикозом при укусе боль-
ным животным [25]. это основной механизм трав-
матической имплантации возбудителя, для развития 
первичной кожной формы достаточно двух недель. 

заболевание чаще наблюдается у контактирую-
щих с почвой (фермеры, охотники, рыболовы и лица, 
занимающиеся спортивным туризмом) [40]. это по-
чва вблизи водоемов, богатая органическими остат-
ками. B. dermatitidis вызывает более тяжелые формы 
заболевания у людей, имеющих дефекты клеточно-
го иммунитета, в том числе вич-инфицированных, 
реципиентов органов, лиц, получающих иммуносу-
прессивную терапию. пациенты в этой группе име-
ют более высокий уровень смертности (30–40 %) 
вследствие более высокого риска развития осложне-
ний [30].

Эпидемиология паракокцидиоидомикоза. 
географическое распространение паракокцидиоидо-
микоза ограничено латинской и Южной америкой. 

в бразилии зарегистрировано примерно 80 % из 
всех описанных случаев, затем следуют колумбия, 
венесуэла, эквадор и аргентина [4, 37, 38]. редкие 
случаи заболевания отмечены в мексике и странах 
центральной америки. 

неравномерное распределение паракокцидиои-
домикоза наблюдается и внутри эндемичных стран. 
например, чаще всего заболевание регистрируется в 
бразилии [3, 23]. отмечено также, что в последние 
десятилетия область распространения паракокциди-
оидомикоза даже в бразилии заметно расширяется, 
это связывают, в первую очередь, с увеличением пло-
щади земель, занятых в сельском хозяйстве.

информация о случаях инфицирования и распро-
странении этого заболевания ограничена, поскольку 
паракокцидиоидомикоз так же, как и бластомикоз не 
подлежит обязательной регистрации в эндемичных 
странах. согласно имеющимся данным, из 90 млн 
человек, живущих в эндемичных регионах, инфици-
рованы, по крайней мере, 10 млн, причем заболева-
ние развивается примерно у 2 % инфицированных 
[3, 4, 15, 33]. ежегодная заболеваемость в бразилии 
составляет 1–3 случая (летальность – 2–23 %), в 
колумбии – 0,05–0,2 на 100 тыс. населения [20, 32].

экологическая ниша P. brasiliensis остается 
неуточненной. гриб спорадически был выделен из 
почвы эндемичных районов [42], помета летучих 
мышей Artibeus lituratus [26], пингвинов Pygoscelis 
adeliae [24], корма собак [21]. 

главный недостаток этих работ заключается в 
том, что все находки были единичны, воспроизвести 
подобные исследования пока никому не удавалось 
[22]. кроме того, для паракокцидиоидомикоза ха-
рактерно наличие длительного латентного периода, 
а вспышек заболевания никогда не наблюдалось, все 
это еще больше затрудняет отслеживание возбудите-
ля в окружающей среде [9].

последние данные свидетельствуют о распро-
странении гриба среди броненосцев (Dasypus no-
wemcinctus, Cabassous centralis), у которых гриб на-
капливается во внутренних органах. возбудитель не-
однократно выделялся из селезенок, печени и легких 
здоровых броненосцев [7, 8, 17, 18, 31, 35, 43]. 

подавляющее большинство случаев паракок-
ци диоидомикоза зафиксировано в районах, распо-
ложенных на плоскогорье (до 1500 м над уровнем 
моря), с тропическим или субтропическим клима-
том (невысокие температуры: 17–24 °с, умеренные 
осадки: 500–2500 мм в год) и кислыми почвами [11, 
39]. в таких условиях грибы живут как сапрофиты 
растений или почвы [4]. развитие инфекции у людей 
происходит вследствие ингаляции спор. в редких 
случаях инфицирование опосредовано травматиче-
ской имплантацией возбудителя. местное населе-
ние часто использует веточки и листья как средства 
гигиены полости рта, что приводит к поражению 
окружающих тканей, вызывая тотальный некроз и 
формируя специфическую картину процесса, т.н. 
«лягушачий рот» [36, 37, 38, 39]. основная группа 
пациентов – это сельскохозяйственные рабочие или 
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вич-инфицированные [38]. 
данные, представленные в обзоре, свиде тель-

ствуют о необходимости совершенствования методов 
эпидемиологического контроля бластомикоза и пара-
кокцидиоидомикоза, так как до сих пор нет полной 
информации о распространении данных заболеваний 
в связи с отсутствием их обязательной регистрации. 
также важно отметить сложность своевременной и 
точной диагностики. для постановки окончательно-
го диагноза необходимо выделение чистой культуры 
возбудителя. диагностические исследования долж-
ны проводиться сертифицированным персоналом в 
специализированных лабораториях с оборудовани-
ем, отвечающим необходимым требованиям безопас-
ности, т.к. B. dermatitidis и P. brasiliensis относятся 
ко II группе патогенности. для обеспечения совре-
менного уровня лабораторной диагностики, а также 
предупреждения завоза возбудителей глубоких мико-
зов и их распространения на территории российской 
Федерации приказом руководителя Федеральной 
службы по надзору в сфере защиты прав потребителей 
и благополучия человека от 17.03.2008 г. № 88 на базе 
Фкуз «волгоградский научно-исследовательский 
противочумный институт» создан референс-центр 
по мониторингу за возбудителями глубоких микозов, 
являющийся научным, консультационно-мето ди-
ческим, диагностическим и экспертным органом на 
территории российской Федерации. 

лаборатории организаций здравоохранения или 
иных учреждений, ведущих исследовательскую, 
диагностическую и лечебную работу, при наличии 
подозрений на инфицирование пациента микроми-
цетами, относящихся к группе особо опасных ин-
фекций, должны в кратчайшее время направить био-
логический материал для исследования в референс-
центр по мониторингу за возбудителями глубоких 
микозов, функционирующий на базе волгоградского 
научно-исследовательского противочумного инсти-
тута. необходимо учитывать, что к группе риска от-
носятся не только лица, въезжающие на территорию 
рФ, но и граждане россии, посещающие регионы, 
входящие в число потенциально опасных по дан-
ным возбудителям. учреждения госсанэпиднадзора 
и здравоохранения рФ должны быть готовы стол-
кнуться с данным заболеванием и адекватно подойти 
к вопросам диагностики и лечения.
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чума – особо опасная инфекционная болезнь, 
возбудитель которой относится к I группе патоген-
ности. в ходе развития цивилизации известно три 
пандемии чумы, унесшие миллионы человеческих 
жизней. в отсутствие эпидемий штаммы Yersinia 
pestis постоянно циркулируют в природных очагах, в 
том числе на территории российской Федерации (11 
очагов с общей площадью ≈ 254 тыс. га) [4]. одним 
из основных методов эпидемиологического надзора 
за очагами является лабораторная диагностика чумы 
у носителей и переносчиков возбудителя, больных 
людей, а также лиц, контактировавших с больны-
ми и инфицированными объектами окружающей 
среды [5]. подготовку специализированных кадров 
осуществляют на базе противочумных учрежде-
ний роспотребнадзора. актуальность обучения по 
микробиологии, эпидемиологии и лабораторной 
диагностике чумы обусловлена также и тем, что воз-
будитель отнесен к категории а вероятных агентов 
биотерроризма [1].

подготовку специалистов для работ с возбудите-
лями особо опасных инфекций (оои) на базе Фкуз 
роснипчи «микроб» осуществляют с 1924 г., осно-
вываясь как на проверенных временем традиционных 
методиках, так и на активно внедряемых современных 
обучающих технологиях. при совершенствовании об-
учения персонала для работы с патогенными биоло-
гическими агентами I–II групп (пба) нельзя не учи-

тывать государственные подходы к стандартазицации 
и обеспечению безопасности любого вида деятельно-
сти, изложенные в Фз № 184 «о техническом регули-
ровании» (с последними изменениями от 28.12.13) и 
«основах государственной политики в области обе-
спечения химической и биологической безопасности 
российской Федерации на период до 2025 г. и дальней-
шую перспективу» (утвержденные президентом рФ 
01.11.2013 г. № пр-2573). в связи с этим актуальными 
являются разработка стандартизированных методи-
ческих подходов, операционных процедур для под-
готовки специалистов и необходимость проведения 
научных исследований по снижению биологических 
рисков обучающих технологий путем максимального 
сокращения использования патогенных микроорга-
низмов в технологических процессах.

обязательным разделом программ профессио-
нальной переподготовки бактериологов, эпидемиоло-
гов, зоологов, лаборантов для работы с возбудителями 
оои является учебный модуль «микробиология и ла-
бораторная диагностика чумы», состоящий из теоре-
тических и практических занятий. отдельные разде-
лы модуля используют при проведении практических 
занятий на курсах повышения квалификации по семи 
учебным программам. необходимо отметить, что под-
бор штаммов для практических занятий на курсах 
определяет преподаватель, ответственный за их про-
ведение. отсутствуют критерии отбора штаммов воз-
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будителя чумы в качестве учебных, а также соответ-
ствующие нормативные и методические документы. 
не сформулировано само понятие «учебный штамм». 

целью работы была разработка критериев под-
бора штаммов Y. рestis в качестве учебных, а так-
же принципов формирования и применения набора 
штаммов для обеспечения практических занятий 
по лабораторной и дифференциальной диагностике 
чумы. 

материалы и методы

законодательные и подзаконные акты российской 
Федерации, нормативные и методические докумен-
ты по лабораторной диагностике чумы и биобезопас-
ности работ с пба; учебные программы профессио-
нальной переподготовки для работ с возбудителями 
оои и повышения квалификации. метод исследова-
ния: аналитический.

результаты и обсуждение

для достижения поставленной цели нами были 
проанализированы учебные планы практических за-
нятий в рамках учебного модуля «микробиология 
и лабораторная диагностика чумы» и нормативно-
методические документы, регламентирующие 
диагностические исследования на чуму [3, 6]. 
определено, что в российской Федерации лабора-
торную диагностику чумы осуществляют учрежде-
ния роспотребнадзора, функционирующие в рамках 
единой системы мониторинга, индикации и диа-
гностики инфекционных болезней на трех уровнях: 
территориальном, региональном и федеральном. для 
каждого уровня лабораторий нормативно закреплен 
перечень проводимых ими исследований [6]. 

исходя из положений приказа руководителя 
роспотребнадзора № 88 от 17.03.2008 г. «о мерах по 
совершенствованию мониторинга за возбудителями 
инфекционных и паразитарных болезней» и сани-
тарных правил сп 1.3.1285-03 «безопасность работ 
с микроорганизмами I–II групп патогенности (опас-
ности)» специализированную переподготовку обяза-
ны проходить работники учреждений регионального 
и федерального уровней. сотрудники учреждений 
территориального уровня не проводят лабораторную 
диагностику чумы. однако для решения определен-
ных для них задач [6] должны освоить технику забора 
материала с соблюдением правил биобезопасности, 
хранения, транспортирования, учета, передачи пато-
генных биологических агентов. специалисты учреж-
дений регионального уровня должны владеть бакте-
риологическими методами диагностики чумы, в том 
числе экспресс- и ускоренной диагностики (мФа, 
пцр, их-тест, иФа и другие), навыками обеспечения 
биобезопасности работ. сотрудники учреждений фе-
дерального уровня, кроме владения вышеназванными 
методами и навыками, должны уметь идентифициро-
вать выделенную бактериальную культуру по полной 

схеме, включая молекулярно-генетические методы.
таким образом, обучающий процесс, исходя из 

современных схем лабораторной диагностики чумы, 
включает следующие направления: изучение микро-
биологии возбудителя (морфология клетки, культу-
ральные и физиолого-биохимические свойства), в 
том числе дифференциация от других патогенных 
иерсиний и возбудителей массовых эпизоотий грызу-
нов; изучение патологоанатомической картины чумы 
у лабораторных животных. Финалом подготовки 
должно стать формирование специалиста, владею-
щего знаниями, умениями и навыками, позволяю-
щими свободно решать профессиональные задачи. в 
результате анализа нормативно-методической базы в 
области лабораторной диагностики чумы и учебных 
программ нами впервые сформулирован перечень 
компетенций (знаний, умений, навыков), которые 
должен приобрести специалист в рамках учебного 
модуля «микробиология и лабораторная диагности-
ка чумы» (таблица). 

выработку навыков и умений на практических 
занятиях в настоящее время осуществляют с исполь-
зованием как вакцинного штамма возбудителя чумы 
Yersinia рestis EV линии нииэг, так и вирулентных 
штаммов. использование последних связано с необ-
ходимостью освоения фенотипических и генотипиче-
ских свойств, отличающихся от вакцинного штамма, 
а также отработки биологического метода, который 
является обязательным при лабораторной диагности-
ке чумы. вместе с тем слушатели курсов профессио-
нальной переподготовки зачастую не владеют навы-
ками выполнения микробиологических манипуляций 
в соответствии с правилами биобезопасности, что 
повышает риск неблагоприятного события – возник-
новения аварийной ситуации. ранее нами был про-
веден ретроспективный анализ аварийных ситуаций 
при работе с пба слушателей курсов профессиональ-
ной переподготовки (1972–2009 гг.) [8]. установлено, 
что 88,3 % аварий произошли в результате невнима-
тельности, неаккуратности, недостаточной выработ-
ки навыков лабораторной работы у обучающихся. 
следовательно, актуальным и приоритетным направ-
лением совершенствования образовательных техно-
логий является подбор штаммов возбудителя чумы, 
преимущественно вакцинных и со сниженной ви-
рулентностью, для применения в качестве учебных. 
вместе с тем информационный поиск выявил, что от-
сутствуют определение понятия «учебный штамм», 
соответствующие критерии подбора штаммов возбу-
дителя чумы в качестве учебных, а также сведения о 
специализированных наборах штаммов для обучения 
лабораторной диагностике чумы. 

существует методика использования штамма 
Y. рestis EV линии нииэг для подготовки проб при 
проведении учений по обнаружению пба в объектах 
окружающей среды и материале от больных людей 
[7]. однако планы практических занятий включают 
изучение всего многообразия биологических свойств 
различных подвидов возбудителя чумы, а также от-
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работку биологического метода лабораторной диа-
гностики. с этой целью необходимо задействовать 
группу штаммов Y. рestis, различающихся по способ-
ности ферментировать отдельные субстраты (гли-
церин, мочевину, рамнозу, мелибиозу) [12], амино-
кислоты [3], по «избирательной» вирулентности для 
лабораторных животных [9], плазмидному составу 
[11, 13], чувствительности к специфическим бакте-
риофагам [10] и антибактериальным препаратам [2]. 
имитация экспериментальной чумы у лабораторных 
животных путем заражения вакцинным штаммом не 
позволяет получать характерную патологоанатоми-
ческую картину, а также стабильно выделять микро-
организмы при посеве паренхиматозных органов. 
моделирование чумы у лабораторных животных на 
практических занятиях обеспечивается использова-
нием вирулентного штамма.

в соответствии с необходимостью дифферен-
циации возбудителя чумы от других патогенных иер-
синий и бактерий, вызывающих массовые эпизоотии 
среди грызунов и спорадические заболевания людей, 
в учебный план включено изучение свойств возбу-
дителей псевдотуберкулеза, кишечного иерсиниоза, 
пастереллеза.

учитывая вышеперечисленные данные нами 
предложены критерии подбора штамма Y. рestis: 

- авирулентность или сниженная вирулент-
ность;

- наличие свойств, позволяющих изучить ти-
пичную морфологию клетки, культураль ные и 
физиолого-биохимические свойства возбудителя 
чумы;

- наличие свойств, характеризующих биологиче-
ские особенности различных подвидов или штаммов; 

- наличие свойств, необходимых для проведения 

индикации и идентификации возбудителя чумы ре-
гламентированными методами [6];

- наличие свойств, позволяющих дифференци-
ровать возбудитель чумы от возбудителей псевдоту-
беркулеза, кишечного иерсиниоза, пастерреллеза;

- способность моделировать эксперименталь-
ную чуму у лабораторных животных и стабильно 
выделяться из паренхиматозных органов биопроб-
ных животных;

- чувствительность к антибактериальным препа-
ратам, применяемым для специфической профилак-
тики чумы. 

исходя из выделенных критериев, может быть 
предложено следующее определение: «учебный 
штамм» микроорганизма – это авирулентный или ат-
тенуированный штамм, обладающий всем комплексом 
свойств для проведения в полном объеме индикации, 
идентификации и дифференциальной диагностики 
чумы, чувствительный к антибактериальным препа-
ратам, используемым для специфической профилак-
тики.

«учебный штамм» – идеальный объект. поэтому, 
корректнее говорить о наборе штаммов для обеспече-
ния практических занятий в рамках учебного модуля. 
при формировании набора предпочтение необходи-
мо отдавать штаммам авирулентным, вакцинным и 
со сниженной вирулентностью. 

следовательно, основной принцип формирова-
ния набора учебных штаммов – обеспечение освое-
ния в полном объеме биологических свойств возбу-
дителя чумы для проведения индикации, идентифи-
кации и дифференциальной диагностики чумы. на 
основании этого были определены следующие груп-
пы учебных штаммов:

- штаммы возбудителя чумы: вакцинный штамм 

Профессиональные компетенции специалиста

компетенции индикаторы

знать особенности морфологии, биохимии, физиологии, географического распространения и экологии патогенных иерсиний, возбу-
дителя пастереллеза. характеристику клеточных структур патогенных иерсиний. антигенное строение чумного микроба, особенно-
сти иммунного ответа при чуме. основы генетики патогенных иерсиний. закономерности роста патогенных иерсиний в различных 
условиях культивирования. методы изучения и применения бактериофагов, бактериоцинов чумного микроба. схемы лабораторной 
диагностики чумы. регламентированные методы исследования при индикации и идентификации возбудителя чумы, дифференциа-
ции от других патогенных для человека иерсиний. 

уметь определить характер и объем материала, подлежащего исследованию, методы и сроки отбора проб. организовать отбор и 
доставку материала в лабораторию. определить условия, способ транспортировки и хранения материала для исследования. 
окрашивать препараты простыми и сложными методами, проводить микроскопическую диагностику иерсиниозов. выбрать не-
обходимые тесты для индикации возбудителя чумы. определить целесообразные методы и/или способы посева с целью выделения 
чистых культур возбудителя чумы. определить оптимальный выбор питательных сред для посева нативного материала, а при не-
обходимости для его обогащения. определить качественные и количественные характеристики выросших бактериальных культур. 
выделить чистые культуры микроорганизмов. уметь поставить, учесть и оценить результаты мФа, иФа, их, пцр, реакции аг-
глютинации, непрямой агглютинации и других. выбрать необходимые тесты для идентификации возбудителя чумы до рода, вида, 
подвида. идентифицировать выделенные культуры по морфологическим, тинкториальным, культуральным, биохимическим, анти-
генным свойствам. определить антибиотикограмму. определить чувствительность к бактериофагам. воспроизводить инфекцион-
ный процесс на экспериментальных животных. уметь определять вирулентность культур чумного микроба на экспериментальных 
животных и in vitro. определить титр антител и наличие антигена в сыворотке крови. трактовать результаты лабораторных мето-
дов исследования и дать обоснованный ответ по завершении исследования материала. оформить учетно-отчетную документацию. 
обеспечить обеззараживание инфекционного материала.

выбрать необходимые тесты для дифференциации возбудителя чумы от других патогенных для человека иерсиний и возбу-
дителей массовых эпизоотий грызунов. оценивать результаты характеристики штаммов возбудителей чумы, циркулирующих на 
территории природного очага.

владеть методами посева материала на различные питательные среды. постановкой биохимических тестов. методикой и техникой 
постановки иммунологических реакций. навыками и методами морфологических исследований (приготовление биологического 
объекта к исследованию, фиксация, окраска, микроскопия с иммерсионной системой светового микроскопа, темнопольная, фазово-
контрастная, люминесцентная). постановкой тестов для индикации и идентификации возбудителя чумы.

методами экспериментальной работы с лабораторными животными (фиксация, заражение, вскрытие биопроб, приготовление 
мазков-отпечатков из органов, посев крови и органов, рассчет LD50).
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Y. рestis EV линии нииэг, обладающий свойствами, 
позволяющими провести индикацию и идентифи-
кацию регламентированными методами; штаммы, 
преимущественно неосновных подвидов, позволяю-
щие изучить биологические свойства, отличные от 
Y. рestis EV; 

- штаммы, обеспечивающие моделирование экс-
периментальной чумы у лабораторных животных 
(характерная патанатомическая картина и стабиль-
ное выделение из паренхиматозных органов), виру-
лентные и со сниженной вирулентностью;

- штаммы Y. pseudotuberculosis, Y. enterocolitica 
и Pasteurella multocida, предназначенные для освое-
ния дифференциально-диагностических признаков. 

включение в набор штаммов авирулентных, со 
сниженной вирулентностью и вирулентных требует 
разработки алгоритма их применения. нами пред-
ложен дифференцированный подход к использова-
нию набора учебных штаммов: штаммы (вакцинный 
штамм, авирулентные, со сниженной вирулентно-
стью), выдаваемые слушателям курсов для работы за 
лабораторным столом для изучения типичных свойств 
возбудителя чумы и стандартных методов лабора-
торной и дифференциальной диагностики; штаммы, 
используемые преподавателями при подготовке и 
проведении практических занятий с целью демон-
страции свойств возбудителя чумы и лабораторных 
тестов, которые невозможно провести с помощью 
Y. рestis EV линии нииэг (например, отсутствие 
ферментации глицерина, мочевины; ауксотрофность 
по отдельным аминокислотам, резистент ность к бак-
териофагу л413-с и т.д.); штаммы, используемые 
для моделирования экспериментальной чумы (ви-
рулентные, которые используют преподаватели для 
демонстрации типичной клинической и патанатоми-
ческой картины у лабораторных животных); штам-
мы возбудителя чумы (вакцинный или со сниженной 
вирулентностью) для работы слушателей курсов при 
освоении биологического метода диагностики. 

таким образом, в работе впервые сформулиро-
ваны определение понятия «учебный штамм», кри-
терии подбора штаммов возбудителя чумы в качестве 
учебных, принципы формирования специализиро-
ванного набора учебных штаммов и их дифференци-
рованного применения в образовательном процес-
се. создание специализированного набора учебных 
штаммов, включающего преимущественно штаммы 
вакцинные, авирулентные и со сниженной вирулент-
ностью, позволяет не только обеспечить в полном 
объеме выполнение учебных планов в рамках обра-
зовательного модуля «микробиология и лаборатор-
ная диагностика чумы», но и снизить биологические 
риски при проведении практических занятий.
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считается, что для возбудителя чумы (Yersinia 
pestis) присуща экологическая специфичность 
паразито-хозяинных отношений, т.е. определяющим 
для акта инфицирования теплокровного животного 
является возможность встречи (контакта) возбуди-
теля с носителем. как следствие, возбудитель чумы 
способен паразитировать в организме многих видов 
теплокровных животных. с начала XX века накапли-
вались сведения о резервуарах Y. pestis и в 1960 г. 
Ю.м.ралль опубликовал список всех выявленных на 
тот момент носителей возбудителя чумы, включав-
ший 214 видов. в последующие годы, в результате 
изучения известных и открытия новых очагов чумы, 
в многочисленных публикациях были описаны десят-
ки ранее неизвестных науке носителей. целью дан-
ной работы является сведение воедино имеющейся 
информации и предоставление максимально полной 
выборки из литературных источников всех извест-
ных к настоящему времени спонтанно зараженных 
чумой позвоночных животных в очагах северной и 
Южной америки, африки и евразии. 

в списке виды, которые описаны как носители 
чумы в результате выявления в их организме анти-
тел к Fr I (без выделения возбудителя), отмечены 
значком *.

латинские названия носителей приводятся в со-
ответствии с источниками получения информации и 
могут отличаться от названий животных, представ-
ленных в современных сводках по систематике мле-
копитающих. 

в списке приводятся места обнаружения зара-
женных животных и, в зависимости от имеющейся 
полноты информации в первоисточниках, это может 
быть конкретный очаг чумы, регион, континент или 
страна. 

в инфраклассе сумчатых млекопитающих 

(Metatheria) известен только один вид, в инфраклассе 
плацентарных млекопитающих (Eutheria) описаны 
носители чумы из семи отрядов (в порядке убывания 
количества видов-носителей): грызуны (Rodentia) – 
273 вида, хищные (Carnivora) – 30, зайцеобразные 
(Lagomorpha) – 16, насекомоядные (Insectivora) – 
10, парнокопытные (Artiodactyla) – 6, приматы 
(Primates) – 4, даманы (Hyracoidea) – 1 вид (всего 341 
вид млекопитающих). в природе заражаются чумой 
также и птицы (известны 3 вида), чаще всего камен-
ки (Oenanthe sp.).

класс млекопитающие – Mammalia
инфракласс сумчатые млекопитающие – 

Metatheria 
семейство Didelphidae
1. Monodelphis domesticus L. (опоссум) – 

бразилия.
инфракласс Плацентарные млекопитающие – 

Euteria
отряд насекомоядные – Insectivora
2. Crocidura olivieri Less. (египетская землерой-

ка) – сенегал.
3. Crocidura suaveolens Pall. (малая белозубка) – 

прикаспийский песчаный (россия), волго-уральский 
песчаный (россия), урало-эмбенский пустынный 
(казахстан), волго-уральский степной (россия), 
зауральский* степной (казахстан), таласский* вы-
сокогорный (казахстан) очаги.

4. Diplomesodon pulchellum Licht. (пегий пу-
торак) – волго-уральский песчаный (россия, 
казахстан), зааральский (арыскумско-дарьялы кта-
кыр ский) пустынный (казахстан), приаральско-ка-
ра кумский пустынный (казахстан), каракумский пу-
стынный (туркмения), прибалхашский пустынный 
(казахстан) очаги.

5. Hemicentetes nigriceps Gunther (черноголовый 

удк 591.2:616.91
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тенрек) – мадагаскар.
6. Hemiechinus auritus* Gmelin (ушастый еж) – 

зауральский степной очаг (казахстан).
7. Hylomys suillus* Muller (малая гимнура) – 

Юго-восточная азия.
8. Sorex sp. (землеройка-бурозубка) – центрально-

кавказский высокогорный очаг (россия).
9. Sylvisorex gemmeus Thom. (африканская буро-

зубка)  – конго.
10. Suncus murinus L. (домовая землеройка (мно-

гозубка))  – индия, камбоджа, вьетнам, ява.
11. Neomys fodiens Pennant (обыкновенная ку-

тора) – закавказский высокогорный очаг (армения, 
грузия).

отряд Приматы – Primates
12. Macaca radiata Geoffr. (индийский макак) – 

Южная индия.
13. Macaca multata Zimm. (большой макак) – 

индия.
14. Semnipithecus entellus Dufr. (тонкотелая обе-

зьяна (хульман)) – центральная индия.
15. Tupaia glis Diard (обыкновенная тупайа*) – 

вьетнам.
отряд Зайцеобразные – Lagomorpha
16. Ochotona alpina Pall. (алтайская (северная) 

пищуха) – алтайский горный очаг (россия).
17. Ochotona daurica Pall. (даурская пищуха) – 

забайкальский степной (россия), тувинский горный 
(россия), алтайский горный (россия), хэнтейский и 
хангайский (монголия); маньчжурия (китай) очаги.

18. Ochotona pricei Gray (монгольская пищу-
ха) – тувинский горный (россия), алтайский гор-
ный (россия), хэнтейский и хангайский очаги 
(монголия), гобийский алтай (монголия).

19. Lepus californicus Gray (калифорнийский 
заяц) – сШа.

20. Lepus capensis L. (капский заяц) – Южная 
африка. 

21. Lepus europaeus L. (заяц-русак) – северо-
приаральский, урало-эмбинский* пустынные очаги 
(казахстан), аргентина (акклиматизирован). 

22. Lepus saxatilis Cuvier (скалистый (кустарни-
ковый) заяц) – зимбабве.

23. Lepus tolai Pall. (заяц-толай (песча-
ник)) – каракумский (туркмения), кызылкумский 
(казахстан, узбекистан, туркмения), муюнкумский 
(казахстан), мангышлакский* (казахстан), пред-
устюрт ский* (казахстан), урало-эмбинский* (ка-
захстан), прибалхашский (казахстан) пустынные, 
тянь шанский высокогорный (киргизия, казахстан), 
алтайский горный (россия) очаги.

24. Oryctolagus cuniculus L. (обыкновенный 
кролик) – англия, 1910 г. 

25. Sylvilagus andinus (андский кустарниковый 
кролик) – перу.

26. Sylvilagus audоboni Baird (калифорнийский 
кустарниковый или степной кролик) – сШа.

27. Sylvilagus bachmani Water. (калифорнийский 
кролик) – сШа.

28. Sylvilagus braziliensis L. (бразильский ку-

старниковый кролик) – аргентина, боливия.
29. Sylvilagus caudatus (длиннохвостый кустар-

никовый кролик) – перу.
30. Sylvilagus gibsoni – боливия.
31. Sylvilagus nuttalli Bachm. (вашингтонский ку-

старниковый кролик или кролик нуталла) – сШа.
отряд Грызуны – Rodentia
семейство беличьи – Sciuridae
32. Callosciurus erythraeus Patt. (Юньнаньская 

красная белка) – Юньнань (китай), Юго-восточная 
азия.

33. Dremomys rufigenis Blanford (краснощекая 
белка) – Юго-восточная азия.

34. Funambulus palmarum L. (пальмовая белка) – 
пакистан, Шри-ланка.

35. Funambulus pennanti Wrought. (перохвостая 
белка) – индия.

36. Glaucomys sabrinus Shaw (северная летяга) – 
сШа, канада.

37. Menetes berdmorei *Blyth (многополосая 
белка) – вьетнам.

38. Paraxerus cepapi A. Smith (кустарниковая 
белка) – зимбабве.

39. Sciurus niger L. (черная белка) – сШа.
40. Sciurus stramineus Geoffr. (эквадорская бел-

ка) – Южная лойя (эквадор), ланковес (перу).
41. Spermophilopsis leptodactilus Licht. 

(тонкопалый суслик) – кызылкумкий (казахстан, 
узбекистан, туркмения), таукумский (казахстан), 
прибалхашский (казахстан) пустынные очаги.

42. Tamiasciurus douglasi Bachm. (белка 
дугласа) – калифорния (сШа).

43. Tamiops maclellandi *Hors. (гималайская бел-
ка) – вьетнам.

44. Xerus erythropus Geoffr. (красная земляная 
белка) – сенегал.

45. Xerus inauris Zimm. (капская земляная бел-
ка) – Юар.

46. Tamias quardrivittatus Say (четырехполосый 
(колорадский) бурундук) – сШа.

47. Tamias minimus Bach. (малый бурундук) – 
сШа.

48. Tamias speciosus Merriam – сШа.
49. Tamias townsendi Bach. (бурундук 

таунсенда) – сШа. 
50. Tamias umbrinus J. Allen (уинтасский бурун-

дук) – сШа.
51. Marmota baibacina Kastsch. (серый (алтай-

ский) сурок) – тяньшанский высокогорный (казахстан, 
киргизия) очаг и хребты этой горной системы в китае, 
алтайский горный очаг (россия, монголия).

52. Marmota caudata Geoffr. (красный (длин-
нохвостый) сурок) – алайский высокогорный 
(киргизия), таласский высокогорный (киргизия), 
гиссарский высокогорный (таджикистан) очаги, 
хребет борохоро (тянь-Шань, китай).

53. Marmota himalayana Hods. (гималайский 
(тибетский) сурок) – китай. 

54. Marmota flaviventris Aud. Et Bachm. 
(желтобрюхий сурок) – сШа, канада.
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55. Marmota sibirica Radde (тарбаган 
(монгольский сурок)) – забайкальский степ-
ной (россия), тувинский горный (россия) очаги; 
монголия, внутренняя монголия (китай).

56. Cynomys gunnisoni Baird. (аризонская луго-
вая собачка) – сШа.

57. Cynomys leucurus Merriam – сШа.
58. Cynomys ludovicianus Ord. (чернохвостая лу-

говая собачка) – сШа.
59. Cynomys mexicanus Merr. (мексиканская лу-

говая собачка) – мексика.
60. Cynomys parvidens All. (Ютская луговая со-

бачка) – сШа.
61. Spermophilus (Citellus) alaschanicus Bachner 

(алашаньский суслик) – нинся-хуэйский очаг 
(китай).

62. Spermophilus armatus Kenn. (Ютский сус-
лик) – сШа.

63. Spermophilus beecheyi Rich. (калифорний-
ский суслик) – сШа.

64. Spermophilus beldingi Merr. (орегонский сус-
лик) – сШа.

65. Spermophilus columbianus Ord. (колумбий-
ский суслик) – сШа.

66. Spermophilus dauricus Br. (даурский суслик) – 
забайкальский степной, восточно-монгольский 
очаги (россия), маньчжурия (северо-восточный 
китай).

67. Spermophilus. erythrogenes Br. (краснощекий 
суслик) – прибалхашский, бетпакдалинский пу-
стынные (казахстан), приалакольский низкогор-
ный (казахстан) очаги, Юго-восточная монголия, 
внутренняя монголия (китай).

68. Spermophilus fulvus Licht. (желтый суслик) – 
волго-уральский песчаный (россия, казахстан), 
волго-уральский степной (казахстан), зауральский 
(урало-уилский) степной (казахстан), урало-эмбен-
ский пустынный (казахстан), предустюртский 
(казахстан), устюртский (казахстан, узбекистан, 
туркмения), мангышлакский (казахстан), кызыл-
кумский (казахстан, узбекистан, туркмения), кара-
кумский (туркмения), приаральско-каракум ский 
(казахстан), северо-приаральский (казахстан), 
зааральский (казахстан), муюнкумский (казахстан), 
бетпакдалинский (казахстан) пустынные очаги.

69. Spermophilus idahoensis – сШа.
70. Spermophilus lateralis Say (золотистый сус-

лик) – сШа.
71. Spermophilus leucurus – сШа.
72. Spermophilus major Pall. (большой суслик), 

1778 – зауральский степной очаг (казахстан).
73. Spermophilus mexicanus – сШа.
74. Spermophilus musicus Menetrie (горный сус-

лик) – центрально-кавказский высокогорный очаг 
(россия).

75. Spermophilus pygmaeus Pall. (малый сус-
лик) – терско-сунженский низкогорный (россия), 
дагестанский равнинно-предгорный (россия), 
прикаспийский северо-западный степной (россия), 
прикаспийский песчаный (россия), волго-уральский 

степной (россия, казахстан), волго-уральский пес-
чаный (россия, казахстан), зауральский (урало-
уилский) степной (казахстан), урало-эмбенский 
(казахстан), предустюртский (казахстан), 
устюрт ский (казахстан, узбекистан, туркмения), 
северо-приаральский (казахстан), приаральско-
каракумский (казахстан) пустынные очаги.

76. Spermophilus relictus Kaschk. (реликтовый 
суслик) – тяньшанский (киргизия, казахстан), 
таласский (казахстан) высокогорные очаги.

77. Spermophilus richardsoni Sab. (суслик 
ричардсона) – сШа, канада.

78. Spermophilus spilosoma – сШа.
79. Spermophilus townsendi Bach. (суслик 

таунсенда) – сШа.
80. Spermophilus tridecemlineatus – сШа. 
81. Spermophilus undulatus Pall. (длиннохвостый 

суслик) – алтайский горный (россия), тувинский гор-
ный (россия), хэнтейский и хангайский (монголия) 
очаги, китай. 

82. Spermophilus variegatus Erxl. (скалистый 
суслик) – сШа.

83. Spermophilus washingtoni Howell. (вашинг-
тонский суслик) – сШа.

семейство Гоферы – Geomyidae 
84. Thomomys bottae Eud. et Cerv. (западный го-

фер) – сШа.
85. Thomomys fossor – сШа.
семейство мешотчатые прыгуны – Hetero-

myidae
86. Dipodomys ordii Wood. (кенгуровый прыгун 

орда) – сШа.
87. Heteromys anomalus Thom. (венесуэльский 

прыгун) – венесуэла.
семейство Долгоноги – Pedetidae 
88. Pedetes cafer Pall. (кафрский долгоног) – 

Южная африка.
89. Pedetes capensis (капский долгоног*) – 

зимбабве. последний вид как носитель чумы описан в 
публикации в.м.неронова и соавт. [3]. специалисты 
по систематике млекопитающих говорят о наличии 
в семействе только одного вида – Pedetes cafer или 
P. capensis. возможно, под разными названиями 
скрывается один вид. 

семейство хомяковых – Cricetidae
90. Akodon arviculoides Wagner – бразилия.
91. Akodon dolores Thom. (аргентинский трост-

никовый хомяк) – аргентина.
92. Akodon mollis Thom. (горный тростниковый 

хомяк) – эквадор, перу.
93. Akodon orophilus Osgood – перу.
94. Allocricetulus eversmanni Brandt (хомяк 

эверсманна) – волго-уральский (россия, казахстан), 
зауральский (урало-уилский) степные (казахстан) 
очаги, урало-эмбенский, предустюртский, северо-
приаральский*, приаральско-каракумский пустын-
ные (казахстан), хангайский (монголия) очаги. 

95. Calomys (Hesperomys) bimaculatus Waterh. 
(двупятнистый западный хомяк) – боливия.

96. Calomys calossus Rengr. – бразилия.
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97. Calomys fecundus Thom. (плодовитый запад-
ный хомяк) – боливия.

98. Calomys laucha Desm. (крикливый западный 
хомяк) – аргентина.

99. Calomys murillus Thom. (аргентинский за-
падный хомяк) – аргентина.

100. Calomys tener Winge – бразилия.
101. Calomys venustus Thom. (темный западный 

хомяк) – боливия.
102. Cricetus cricetus L. (обыкновенный хомяк) – 

зауральский степной (казахстан), джунгарский* вы-
сокогорный (казахстан) очаги.

103. Cricetulus barabensis Pall. (даурский хо-
мячок) – забайкальский степной очаг (россия), 
северный китай.

104. Cricetulus migratorius Pall. (серый хомя-
чок) – дагестанский (россия), закавказский (армения, 
грузия), гиссарский (таджикистан), тяньшанский 
(казахстан, киргизия), таласский (киргизия, 
казахстан), джунгарский* высокогорные очаги, 
волго-уральский (россия, казахстан) и зауральский 
(урало-уилский) степные (казахстан), урало-
эмбинский, предустюртский, устюртский, северо-
приаральский, зааральский, мангышлакский, 
приаральско-каракумский пустынные (казахстан), 
прикаспийский (россия) и волго-уральский песча-
ные (россия, казахстан) очаги, приалакольский низ-
когорный очаг (казахстан).

105. Cricetulus triton Wint. (крысовидный хомя-
чок) – северный китай.

106. Eligmodontia moreni Thom. (аргентинский 
маисовый хомяк) – аргентина.

107. Eligmodontia hirtipes Thom. (мохнатый ма-
исовый хомяк) – аргентина.

108. Graomys (Phyllotis) cachinus – аргентина.
109. Graomys chacoensis – аргентина.
110. Graomys griseoflavus Waterh. (серо-желтый 

хомяк) – аргентина, боливия. 
111. Graomys medius – аргентина.
112. Holochillus balnearum Thom. (водяной хо-

мяк) – аргентина.
113. Holochillus brasiliensis Desmarest (бразиль-

ский перепончатолапый хомяк) – бразилия. 
114. Holochillus sciureus Wagn. (сахарный хо-

мяк) – бразилия.
115. Mesocricetus brandti Nehr. (закавказский 

(малоазийский) хомяк) – закавказский высокогор-
ный очаг армения, грузия.

116. Mystromys albicaudatus Smith. (белохвостый 
хомяк) – Южная африка. 

117. Neotoma albigula Hart. (белогорлый кустар-
никовый хомяк) – сШа. 

118. Neotoma cinerea Ord. (кистехвостый ку-
старниковый хомяк) – сШа.

119. Neotoma desertorum Merr. (калифорнийский 
кустарниковый хомяк) – сШа.

120. Neotoma fuscipes Baird. (темноногий ку-
старниковый хомяк) – сШа.

121. Neotoma intermedia Rhoads. (средний ку-
старниковый хомяк) – сШа.

122. Neotoma lepida Thom. (пустынный кустар-
никовый хомяк) – сШа.

123. Neotoma micropus Baird (Южный лесной хо-
мяк) – сШа.

124. leucogaster W.-N. (северный кузнечиковый 
хомяк) – сШа.

125. Onychomys torridus Coues (Южный кузне-
чиковый хомяк) – сШа.

126. Oryzomys andinus Org. (андский рисовый 
хомяк) – перу.

127. Oryzomys arenalis Thom. (песчаный рисо-
вый хомяк) – перу.

128. Oryzomys flavescens Waterh. (аргентинский 
рисовый хомяк) – аргентина, боливия.

129. Oryzomys intermedius Leche (средний рисо-
вый хомяк) – бразилия.

130. Oryzomys palustris Harl. (болотный рисовый 
хомяк) – сШа. 

131. Oryzomys phaeopus Thom. (эквадорский ри-
совый хомяк) – эквадор.

132. Oryzomys pyrrhorhinus Vied. (бразильский 
рисовый хомяк) – бразилия.

133. Oryzomys stolzmanni Thom. (рисовый хомяк 
стольцмана) – перу.

134. Oryzomys subflavus Wagner  – бразилия.
135. Oryzomys xanthaeolus Thom. (желтый рисо-

вый хомяк) – перу, эквадор.
136. Oryzomys x. baroni All. – эквадор.
137. Oxymycterus paramensis Thom. (боливийский 

хомяк) – боливия.
138. Peromyscus boylii Baird (гребенчатый хомя-

чок) – сШа.
139. Peromyscus leucopus Rafin. (белоногий хо-

мячок) – сШа.
140. Peromyscus maniculatus Wagn. (олений хо-

мячок) – сШа. 
141. Peromyscus truei Shuf. (хомячок тру) – 

сШа.
142. Phodopus sungorus Pall. (джунгарский хо-

мячок) – алтайский горный очаг (россия).
143. Phyllotis amicus Thom. (ушастый хомяк) – 

перу.
144. Phyllotis darwini Thom. (хомяк дарвина) – 

аргентина.
145. Phyllotis fruticolus Anth. (кустарниковый 

хомяк) – эквадор.
146. Phyllotis wolfsohni Thom. (хомяк уолфсона) – 

боливия.
147. Rhipidomys equatorius Thom. (эквато риаль-

ный береговой хомяк) – перу.
148. Rhipidomys leucodactylus Tsch. (белопалый 

(береговой) хомяк) – боливия.
149. Sigmodon hirsutus Burm. (венесуэльский 

хлопковый хомяк) – венесуэла.
150. Sigmodon peruanus All. (перуанский хлоп-

ковый хомяк) – перу, эквадор.
151. Sigmodon puna – эквадор.
152. Zygodontomys lasiurus Lund (камышовый 

хомячок) – бразилия.
153. Zygodontomys pixuna – бразилия.
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154. Myospalax psilurus Miln.-Edw. (маньчжур-
ский (северокитайский) цокор) – китай.

155. Alticola argentatus (roylei) Severtz. 
(серебристая полевка) – алайский (киргизия), 
тяньшанский (казахстан, киргизия), таласский 
(киргизия), гиссарский (таджикистан) высокогор-
ные, хангайский (монголия) очаги. 

156. Alticola strelzovi Kastsch. (плоскочерепная 
полевка) – алтайский и тувинский очаги (россия).

157. Arvicola terrestris L. (водяная полевка) – 
закавказский (армения, грузия) и дагестанский 
(россия) высокогорные, урало-эмбенский пустын-
ный (казахстан) очаги.

158. Clethrionomys frater Thom. – тяньшанская 
лесная полевка. таласский* (казахстан), джун-
гарский* (казахстан) высокогорные очаги.

159. Ellobius lutescens Thom. (горная слепушон-
ка) – курдистан (иран).

160. Ellobius talpinus Pall. (обыкновенная сле-
пушонка) – алайский (киргизия) высокогорный, 
волго-уральский (россия, казахстан) и зауральский* 
(казахстан) степные, волго-уральский (россия, ка-
захстан) песчаный, зааральский, мангышлакский 
(казахстан), кызылкумский (казахстан, узбекистан, 
туркмения), каракумский (туркмения) пустынные 
очаги.

161. Eothenomys melanogaster Milne-Edw. 
(темнобрюхая южноазиатская полевка) – Южный 
китай. 

162. Eothenomys miletus – северо-западный Юн-
нань (китай).

163. Lagurus curtatus Cope (лемминговая пе-
струшка) – сШа.

164. Lagurus lagurus Pall. (степная пеструшка) – 
волго-уральский (россия, казахстан) и зауральский 
(казахстан) степные, волго-уральский песчаный 
(россия, казахстан) очаги.

165. Lasiopodomys brandti Radde (полевка 
брандта) – забайкальский степной (россия), хан-
гайский, хэнтейский (монголия) очаги, плато 
цилин-гол (внутренняя монголия).

166. Microtus arvalis Pall. (обыкновенная полев-
ка) – закавказский (армения, грузия), дагестанский 
(россия), центрально-кавказский (россия) высо-
когорные, волго-уральский (россия, казахстан) и 
зауральский (казахстан) степные, волго-уральский 
песчаный (россия, казахстан) очаги.

167. Microtus daghestanicus Schidlowski (даге-
стан ская полевка) – дагестанский высокогорный 
очаг (россия).

168. Microtus californicus Peal (калифорнийская 
полевка) – калифорнийский очаг сШа.

169. Microtus carruthersi Thom. (арчовая полев-
ка) – гиссарский высокогорный очаг (таджикистан), 
таласский* высокогорный (узбекистан, казахстан).

170. Microtus gregalis Pall. (узкочерепная (стад-
ная) полевка) – алайский (киргизия), тяньшанский 
(казахстан, киргизия), алтайский* (россия) высоко-
горные, забайкальский (россия) степной, тувинский 
(россия) горный, хангайский (монголия) очаги.

171. Microtus (Chionomys) gud Satun. (гудаурская 
снежная полевка) – закавказский высокогорный очаг 
(армения, грузия).

172. Microtus fortis Buchn. (большая (дальнево-
сточная) полевка) – китай.

173. Microtus fuscus – тибет.
174. Microtus kirgisorum Ognev (киргизская по-

левка) – тяньшанский высокогорный (киргизия, 
казахстан), таласский, джунгарский* высокогорные 
(казахстан). 

175. Microtus manus – сШа.
176. Microtus minutus – Южный китай. 
177. Microtus montanus Peal (горная полевка) – 

сШа.
178. Microtus (Chionomys) nivalis Mart. 

(европейская снежная полевка) – закавказский вы-
сокогорный очаг (армения, грузия). 

179. Microtus socialis Pall. (общественная по-
левка) – приараксинский низкогорный (армения, 
азербайджан), закавказский высокогорный (арме-
ния, грузия), дагестанский равнинно-предгор-
ный (россия), волго-уральский, зауральский степ-
ные (казахстан), предустюртский, устюртский, 
северо-приаральский, приаральско-каракумский, 
таукумский, прибалхашский пустынные (казахстан), 
прикаспийский песчаный (россия), джунгарский* 
высокогорный (казахстан) очаги. 

180. Microtus townsendii Bachm. (полевка 
таунсенда) – сШа. 

181. Ondatra zibethica L. (ондатра) – прикас-
пийский песчаный (россия), прибалхашский пу-
стынный* (казахстан) очаги.

182. Desmodillus auricularis Smith. (короткоухая 
песчанка или намаква) – Южная африка. 

183. Gerbillus gerbillus Olivier (карликовая пес-
чанка) – мавритания.

184. Gerbillus nanus Blanford (белуджистанская 
песчанка) – мавритания.

185. Gerbillus paeba Smith. (песчанка пэба) – 
Южная африка.

186. Meriones blackleri (tristrami) Thom. 
(малоазийская песчанка) – приараксинский низ-
когорный (армения, азербайджан), закавказский 
равнинно-предгорный (азербайджан, грузия), 
курдо-иранский (иран) очаги.

187. Meriones erythrourus (libycus) Gray 
(краснохвостая (ливийская) песчанка) – предус-
тюртский (казахстан), устюртский (казахстан, 
узбекистан, туркмения), урало-эмбенский (казах-
стан), северо-приаральский (казахстан), зааральский 
(казахстан), мангышлакский (казахстан), при-
аральско-каракумский (казахстан), каракумский 
(туркмения), копетдагский (туркмения), кызылкум-
ский (казахстан, узбекистан, туркмения), муюн-
кум ский (казахстан), таукумский (казахстан), при-
балхашский (казахстан), бетпакдалинский (ка-
захстан) пустынные, приала кольский низкогорный 
(казахстан), илийский межгорный (казахстан), 
закавказский равнинно-предгорный (азербайджан, 
грузия), курдо-иранский горно-степной, ирано-
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афганский низкогорный пустынный, сирийско-
месопо там ский пустынный очаги (ливия*).

188. Meriones meridianus Pall. (полуденная пес-
чанка) – прикаспийский северо-западный (россия), 
волго-уральский (россия, казахстан), зауральский 
(казахстан) степные, приараксинский низкогорный 
(армения, азербайджан), прикаспийский (россия), 
волго-уральский (россия, казахстан), урало-эм-
бенский (казахстан), предустюртский (казахстан), 
устюртский (казахстан, узбекистан, туркмения), 
северо-приаральский (казахстан), зааральский 
(казахстан), мангышлакский (казахстан), при-
аральско-каракумский (казахстан), каракумский 
(туркмения), кызылкумский (казахстан, узбекистан, 
туркмения), муюнкумский (казахстан), таукумский 
(казахстан), прибалхашский (казахстан), илийский 
межгорный (казахстан), бетпакдалинский (казах-
стан) пустынные, (Юго-восточная монголия), внут-
ренняя монголия (китай) песчаные очаги.

189. Meriones persicus Blanf. (персидская пес-
чанка) – приараксинский низкогорный (армения, 
азербайджан), курдо-иранский (иран) очаги.

190. Meriones shawi Duv. (песчанка Шави), 
1842 – курдо-иранский (иран) очаг.

191. Meriones tamariscinus Pall. (гребенщиковая 
песчанка) – дагестанский равнинно-предгорный 
(россия), волго-уральский (россия, казахстан), 
зауральский (казахстан) степные, прикаспийский 
(россия), волго-уральский (россия, казахстан) песча-
ные, урало-эмбенский (казахстан), предустюртский 
(казахстан), устюртский (казахстан, узбекистан, 
туркмения), мангышлакский (казахстан), при-
аральско-каракумский (казахстан), северо-при-
араль ский (казахстан), зааральский (казахстан), 
бетпакдалинский (казахстан), каракумский (турк-
мения), кызылкумский (казахстан, узбекистан, 
турк мения), муюнкумский (казахстан), таукумский 
(казахстан), прибалхашский (казахстан) пустын-
ные, приалакольский низкогорный (казахстан).

192. Meriones unguiculatus M.-Edw. (монгольская 
(когтистая) песчанка) –  гобийский алтай (монго-
лия), внутренняя монголия, маньчжурия (китай) 
очаги.

193. Meriones vinogradovi Heptn. (песчанка 
виноградова) – приараксинский низкогорный (арме-
ния, азербайджан), курдо-иранский (иран) очаги.

194. Psammomys obesus Cretzschmar (дневная 
песчанка) – африка.

195. Rhombomys opimus Licht. (большая песчан-
ка) – зауральский степной (казахстан), урало-эм-
бен ский (казахстан), предустюртский (казахстан), 
устюртский (казахстан, узбекистан, туркмения), 
северо-приаральский (казахстан), зааральский (ка-
захстан), мангышлакский (казахстан), приаральско-
каракумский (казахстан), каракумский (туркмения), 
копетдагский (туркмения), кызылкумский (казах-
стан, узбекистан, туркмения), муюнкумский (казах-
стан), таукумский (казахстан), прибалхашский (ка-
зах стан), бетпакдалинский (казахстан) пустынные 
очаги, приалакольский низкогорный (казахстан), 

ирано-афганский низкогорный пустынный очаг, 
гобийский алтай (монголия), северо-западный 
китай. 

196. Tatera afra Gray (гололапая песчанка) – 
африка.

197. Tatera brantsi Smith. (песчанка брантса) – 
Южная африка.

198. Tatera indica Hardw. (индийская песчанка) – 
курдо-иранский (иран) горно-степной, сирийско-
месопотамский (сирия) пустынный очаги, северная, 
центральная и Южная индия.

199. Tatera leucogaster Peters (белобрюхая пес-
чанка) – африка.

200. Tatera lobengulae de Vint. (траншейная пес-
чанка) – Южная африка.

201. Tatera nigrita Hatt. (черноватая песчанка) – 
африка.

202. Tatera robusta Creter (гребнехвостая пес-
чанка) – танзания.

203. Tatera schinzi Noack. (песчанка Шинца) – 
африка.

204. Tatera valida Bosage (саванная песчанка) – 
африка.

семейство мышиных – Muridae
205. Acomys cahirinus Desm. (каирская мышь) – 

египет.
206. Apodemus agrarius Pall. (полевая мышь) – 

прикаспийский песчаный очаг, маньчжурия 
(китай).

207. Apodemus chevrieri – северо-западный Юн-
нань (китай).

208. Apodemus speciosus Temminck (восточно ази-
атская мышь) – северо-западный Юннань (китай).

209. Apodemus sylvaticus L. (лесная мышь) – 
прикаспийский северо-западный степной (россия), 
зауральский (урало-уилский) степной (казахстан) 
приалакольский низкогорный (казахстан), терско-
сунженский низкогорный (россия), центрально-
кавказский (россия), таласский (киргизия, ка-
захстан), джунгарский* (казахстан), алайский (кир-
гизия), закавказский (армения, грузия), гиссарский 
(таджикистан) высокогорные очаги.

210. Dasymys incomtus Sund. (африканская лох-
матая мышь) – африка.

211. Dendromus haymani Hatt. (мышь хэймена) – 
африка.

212. Dendromus insignis Thom. (мышь-древо-
лаз) – африка.

213. Dendromus melanotis Smith  – конго.
214. Dendromus mesomelas Brants  – конго.
215. Dendromus mystacalis Heuglin  – конго.
216. Hybomys univittatus Peters (однополосая 

мышь) – конго.
217. Lemniscomys griselda Thom. – сенегал, 

кения*.
218. Lemniscomys striatus L. (полосатая мышь) – 

кения, танзания*, конго.
219. Lophuromys aguilus Dollm. (водяная 

мышь) – африка.
220. Lophuromys flavopunctatus Thom. (желто-
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точечная мышь) – танзания, конго.
221. Lophuromys sikapusi* Temminck  – танзания, 

конго.
222. Malacotrix typicus Smith. (Широкоухая 

мышь) – африка.
223. Micromys minutus Pall. (мышь-малютка) – 

китай.
224. Mus booduga Gray. (индийская полевая 

мышь) – индия.
225. Mus bufo Thom. – конго.
226. Mus cervicolor Hodg. (желто-коричневая 

мышь) – Юго-восточная азия.
227. Mus deserti Thom. (африканская пустынная 

мышь) – африка.
228. Mus (Leggada) minutoides A. Smith 

(карликовая мышь) – конго.
229. Mus musculoides Temm. (африканская прыт-

кая мышь) – африка.
230. Mus musculus L. (домовая мышь) – 

дагестанский равнинно-предгорный (россия), 
волго-уральский (россия, казахстан), зауральский 
(казахстан) степные, центрально-кавказский 
(россия) высокогорный, урало-эмбенский, 
предустюртский, северо-приаральский, заараль-
ский, мангышлакский, приаральско-каракумский 
(казахстан), каракумский (туркмения), кызылкум-
ский (казахстан, узбекистан, туркмения), муюнкум-
ский (казахстан) пустынные, волго-уральский 
(россия, казахстан), прикаспийский (россия) песча-
ные, приалакольский (казахстан), приараксинский 
(армения, азербайджан) низкогорные, закавказский 
равнинно-предгорный (азербайджан, грузия), 
закав казский высокогорный (армения, грузия), 
сарыджаский высокогорный (казахстан) очаги, 
внутренняя монголия, северо-восточный китай, 
вьетнам, Южная америка. 

231. Mus platythrix Bennett (колючая мышь) – 
индия, вьетнам*.

232. Mus triton Thom. (трехцветная мышь) – 
африка.

233. Mylomys cuninghamei Thom. (мышь озера 
альберта) – африка.

234. Rhabdomys pumulio Sparrm. (полосатая 
мышь) – кения, зимбабве.

235. Steatomys pratensis Pet. (луговая мышь)  – 
африка.

236. Aethomys chrysophilus de Winton (золотис-
тая крыса) – африка.

237. Aethomys hindei Thom. – африка.
238. Aethomys namaquensis A.Smith (нама куас-

ская крыса) – африка.
239. Arvicanthis abyssinicus Rupp. (абиссинская 

лесная крыса) – кения, танзания, конго.
240. Arvicanthis niloticus Desm. (нильская лес-

ная крыса (травяная мышь)) – танзания, сенегал, 
кения.

241. Bandicota bengalensis Gray. (бенгальская 
бандикота) – Южная индия, бирма.

242. Bandicota indica Bech. (индийская бандико-
та) – Южная индия, Юго-восточная азия.

243. Bandicota gracilis Nehr. (стройная бандико-
та) – индия, цейлон.

244. Bandicota malabarica Shaw. (малабарская 
бандикота) – цейлон. 

245. Bandicota savilei Thom. (бирманская банди-
кота) – вьетнам. 

246. Berylmys bowersi Anderson (крыса 
боверса*)  – вьетнам.

247. Cricetomys gambianus Waterh. (гвинейская 
(гамбийская) крыса) – танзания, сенегал, конго.

248. Dipodomys sp. (кенгуровая крыса) – сШа.
249. Golunda ellioti Gray. (крыса эллиота) – 

индия.
250. Grammomys dolichurus Smith. (кустар ни-

ковая крыса) – конго, танзания*, кения*.
251. Grammomys drays Thom. – африка.
252. Leopoldamys edwardsi Thom. (крыса эд-

вард са) – Юго-восточная азия.
253. Mastomys (Praomys) coucha – африка.
254. Mastomys natalensis Smith (многососковая 

крыса) – кения, танзания, мозамбик, конго, 
сенегал.

255. Millardia meltada Gray. (пушистая крыса) – 
северная и центральная индия.

256. Nesokia indica Gray (пластинчатозубая кры-
са) – индия.

257. Niviventer niviventer Hodg. (белобрюхая 
крыса*)  – вьетнам.

258. Oenomys hypoxanthus Pucheran (рыженосая 
крыса) – конго.

259. Otomys angoniensis Wrought. (кенийская во-
дяная крыса) – кения, танзания.

260. Otomys denti Thom.  – конго, танзания*.
261. Otomys irroratus Br. (Южноафриканская во-

дяная крыса) – африка.
262. Otomys tropicalis Wrought. – африка.
263. Otomys unisulcatus Cuvier et Geoffr. (кювье-

рова крыса) – африка.
264. Paratomys brantsi Smith. (Южноафриканская 

пустынная крыса) – африка.
265. Pelomys campanae Huet. (сенегальская ку-

старниковая крыса) – африка.
266. Pelomys fallax Pet. (восточноафриканская 

кустарниковая крыса) – замбия, танзания*.
267. Rattus andersoni Thom. (крыса андерсона) – 

китай.
268. Rattus argentiventer Robinson et Kloss  – 

Юго-восточная азия. 
269. Rattus blandfordi Thom. (крыса блан фор-

да) – индия.
270. Rattus concolor Blyth. (разноцветная кры-

са) – ява.
271. Rattus exulans Peale (малая крыса) – ява, 

вьетнам, индонезия. 
272. Rattus flavipectus Milne-Edwards (желто-

грудая крыса) – провинции Юннань, гуандун, 
Фьюань в Южном китае, вьетнам.

273. Rattus griseiventer Bouh. (серобрюхая кры-
са) – ява.

274. Rattus hawaiiensis Stone (гавайская крыса) – 
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гавайские острова.
275. Rattus kajzeri Noack. (крыса кайзера) – 

африка.
276. Rattus losea Swinh. («убыточная», полевая, 

малая рисовая крыса) – Юго-восточная азия.
277. Rattus molliculus* Robinson et Kloss (большая 

полевая крыса) – вьетнам.
278. Rattus nitidus Hodyson (гималайская кры-

са) – северо-западный Юннань (китай), вьетнам.
279. Rattus norvegicus Berk. (серая крыса) – 

волго-уральский (россия, казахстан), при кас-
пийский (россия) песчаные очаги, африка, индия, 
северо-восточный и Юго-восточный китай, Южная 
америка.

280. Rattus rattus L. (черная крыса) – африка, 
мадагаскар, гавайские острова, индия, Юго-вос-
точная азия, китай, Южная америка.

281. Rattus sladeni (koratensis) Kloss (лесная 
крыса) – Юго-восточная азия.

семейство соневых – Gliridae
282. Dyromys nitedula Pall. (лесная соня) – 

закавказский (армения, грузия), гиссарский (таджи-
ки стан), сарыджаский* (казахстан), таласский* 
(казахстан), джунгарский* (казахстан) высокогор-
ные очаги.

семейство Тушканчиковых – Dipodidae
283. Allactaga elater Licht. (малый тушкан-

чик) – волго-уральский (россия, казахстан), за-
ураль  ский (казахстан) степные, урало-эм бен-
ский, предустюртский, устюртский, северо-при -
аральский, зааральский, мангышлакский, при-
араль ско-каракумский (казахстан), кызылкум ский 
(казахстан, узбекистан, туркмения), муюнкум ский 
(казахстан), каракумский (туркмения) пустын-
ные, волго-уральский (россия, казахстан), при-
каспийский (россия) песчаные, приараксинский 
низкогорный (армения, азербайджан) очаги, иран.

284. Allactaga jaculus (maior) Pall. (большой туш-
канчик) – прикаспийский песчаный (россия), волго-
уральский (россия, казахстан), зауральский* степной 
(казахстан), урало-эмбенский,* предустюртский,* 
устюртский,* северо-приаральский, приаральско-
каракумский (казахстан) пустынные очаги.

285. Allactaga severtzovi Vinogr. (тушканчик 
северцова) – зааральский (арыскумско-дарьялык та-
кырский)*, приаральско-каракумский* (казахстан) 
пустынные очаги.

286. Allactaga sibirica (saltator) Forster (туш-
канчик-прыгун) – забайкальский степной (рос сия), 
тувинский горный (россия), алтайский горный 
(россия), устюртский*, приаральско-каракумский* 
(казахстан) пустынные, сарыджаский* высоко-
горный (казахстан) очаги, внутренняя монголия 
(китай).

287. Allactagulus acontion Pall. (тарбаганчик) – 
зауральский* степной (казахстан), урало-
эмбенский,* предустюртский,* устюртский,* севе-
ро-приаральский,* кызылкумский, таукумский* 
(казахстан), каракумский (туркмения) пустынные 
очаги. 

288. Dipus sagitta Pall. (мохноногий тушкан-
чик) – урало-эмбенский, северо-приаральский*, 
приаральско-каракумский* (казахстан), кызылкум-
ский (казахстан, узбекистан, туркмения), прибал-
хашский (казахстан), каракумский (туркмения) 
пустынные, волго-уральский песчаный (россия, 
казахстан) очаги, внутренняя монголия (китай). 

289. Eremodipus lichtenschteini Vinogr. (тушкан-
чик лихтенштейна) – кызылкумский (казахстан, 
узбекистан, туркмения), прибалхашский (казахстан) 
пустынные очаги.

290. Paradipus ctenodactylus Vinogr. (гребнепалый 
тушканчик) – каракумский (туркмения), кызылкум-
ский (казахстан, узбекистан, туркмения) пустынные 
очаги.

291. Pygerethmus platyurus Licht. (толстохвостый 
тушканчик) – урало-эмбенский*, предустюртский*, 
мангышлакский пустынные очаги (казахстан).

292. Scirtopoda telum Licht. (емуранчик) – 
прикаспийский песчаный (россия), прикаспийский 
северо-западный (россия), зауральский* степной 
(казахстан), урало-эмбенский*, предустюртский*, 
устюртский*, северо-приаральский, зааральский, 
мангышлакский*, приаральско-каракумский*, кы-
зыл кум ский, муюнкумский, таукумский, прибал-
хашский пустынные (казахстан) очаги.

семейство свинковые – Caviidae
293. Cavia aperea Erxl. (бразильская свинка) – 

бразилия, эквадор.
294. Cavia pamparum Thom. (пампасская свин-

ка) – аргентина.
295. Cavia porcella L. (морская свинка) – 

эквадор.
296. Cavia tschudi Osg. (перуанская свинка) – 

перу, эквадор.
297. Galea musteloides Burm. – аргентина, 

боливия.
298. Galea spixii Wagl. – бразилия.
299. Kerodon rupestris Wied. – бразилия.
300. Microcavia australis Geoffr. et D.Orb. – 

аргентина.
семейство агутиевых – Dasyproctidae
301 Dasyprocta variegatа – боливия.
семейство Шиншилловых – Chinchillidae
302. Lagostomus maximus Thom. – вискаша. 

аргентина.
семейство колючих шиншилл – Echimyidae
303. Cercomys cunicularius Thom. – бразилия.
304. Cercomys inermis Pict. – бразилия.
отряд хищные – Carnivora
семейство Псовые – Canidae 
305. Canis familiaris L. (собака домашняя) – 

африка, индия*, перу*.
306. Canis latrans Say. (койот) – сШа.
307. Vulpes corsak L. (корсак) – урало-

эмбенский*, предустюртский*, устюртский*, севе-
ро-приаральский*, зааральский*, приаральско-ка-
ра кумский*, кызылкумский* (казахстан), каракум-
ский (туркмения) пустынные очаги.

308. Vulpes vulpes L. (обыкновенная лиси-
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ца) – волго-уральский степной (россия), вол го-
уральский песчаный* (казахстан), урало-эм бен-
ский*, предустюртский*, северо-при араль ский*, 
зааральский*, мангышлакский*, при араль ско-
ка ракумский*, кызылкумский* (казахстан) пу-
стынные, тяньшанский высокогорный (казахстан, 
киргизия) очаги.

309. Urocyon cinereoargenteus* (Cерая лисица) – 
сШа.

семейство енотовые – Procyonidae
310. Procyon lotor (енот-полоскун*) – сШа.
семейство куньи – Mustelidae 
311. Martes americana (американская куница*) – 

сШа.
312. Meles meles L. (обыкновенный барсук) – 

зааральский*, приаральско-каракумский* пу-
стынные (казахстан), тяньшанский высокогорный 
(казахстан, киргизия) очаги, сШа*.

313. Mustela altaica Pall. (солонгой) – забай-
каль ский степной очаг (россия), иран.

314. Mustela erminea (горностай) – тяньшанский 
высокогорный (казахстан, киргизия), северо-при-
аральский пустынный* (казахстан), таласский* и 
джунгарский* высокогорные (казахстан), алтай-
ский* (россия), гиссарский* (таджикистан) высоко-
горные очаги.

315. Mustela eversmanni Less. (степной (светлый) 
хорек) – прикаспийский северо-западный (россия), 
волго-уральский (казахстан), забайкальский степ-
ные (россия), урало-эмбенский*, предустюртский*, 
устюртский*, северо-приаральский, зааральский, 
мангышлакский, приаральско-каракумский, при-
бал хашский, муюнкумский*, бетпакдалинский* 
(ка захстан), кызылкумский (казахстан, узбекистан, 
туркмения) пустынные, тяньшанский (казахстан, 
киргизия), таласский* высокогорные (казахстан), 
тувинский (россия), алтайский (россия) горные 
очаги.

316. Mustela furo (белый хорек) – Южная 
африка.

317. Mustela nigripes (черноногий хорек) – 
сШа.

318. Mustela nivalis L. (ласка) – зауральский 
степной* (казахстан), устюртский*, северо-
приаральский*, зааральский*, мангышлакский*, 
приаральско-каракумский*, кызылкумский муюн-
кум ский*, прибалхашский (казахстан), каракумский 
(туркмения) пустынные, закавказский (армения, 
грузия), гиссарский (таджикистан), сарыджаский* 
(казахстан) высокогорные очаги, китай.

319. Mustela sibirica Pall. (колонок) – забай каль-
ский степной очаг (россия).

320. Mustela putorius L. (лесной хорек) – одесса, 
1911 г. (россия).

321. Taxidea taxux (американский западный бар-
сук) – сШа.

322. Vormela peregusna Gueld. (перевязка) – 
северо-приаральский*, зааральский*, мангыш-
лак ский*, приаральско-каракумский* (ка зах стан), 
кызылкумский (казахстан, узбекистан, турк ме-

ния), муюнкумский* (казахстан), каракум ский 
(туркмения) пустынные очаги. 

семейство Виверровые – Viverridae
323. Cynictis pennicilata Cuvier (желтый ман-

густ) – африка.
324. Herpestes aureopunctatus (мангуста) – 

гавайские острова.
325. Herpestes javanicus E.Geoffr. (яванский 

мангуст*)  – вьетнам.
326. Mangusta ichneumon L. (индийский ихнев-

мон) – индия.
327. Paradoxurus hermaphrodites Pal. (обыкновен-

ный мусанг*)  – вьетнам.
328. Helogale parvulas (карликовый мангуст*) – 

кения. 
329. Suricata suricata Erhl. (африканская вивер-

ра) – индия.
семейство скунсовые – Mepbitidae 
330. Mepbitis mepbitis (полосатый скунс*) – 

сШа. 
семейство кошачьи – Felidae
331. Felis catus L. (домашняя кошка) – заараль-

ский* (казахстан), каракумский (туркмения), кы-
зыл кумский (узбекистан, туркмения) пустынные, 
сарыджаский высокогорный* (казахстан) очаги, 
китай, Южная африка, сШа.

332. Felis concolor (пума*) – сШа.
333. Felis libycus Forst. (степная кошка) – 

зауральский (урало-уилский)* степной (казах-
стан), зааральский*, прибалхашский* пустынные 
(казахстан), приалакольский низкогорный* (ка-
захстан) очаги.

334. Felis rufa (Lynx rufus Schreb.) (рыжая рысь) – 
сШа.

отряд Даманы – Hyracoidea
335. Procavia capensis L. (капский даман) – 

африка. 
отряд Парнокопытные (Парнопалые) – 

Artiodactyla
семейство свиные – Suidae
336. Sus scrofa L. (кабан*)  – сШа.
семейство Верблюдовые – Camelidae
337. Сamelus bactrianus L. (двугорбый вер-

блюд) – волго-уральский песчаный (россия), ман-
гыш лакский*, приаральско-каракумский* (казах-
стан), кызылкумский (казахстан, узбекистан) пу-
стынные очаги.

338. Сamelus dromedarius L. (одногорбый вер-
блюд) – каракумский пустынный очаг (туркмения).

семейство Полорогие – Bovidae
339. Saiga tatarica L. (сайга) – мангышлакский, 

муюнкумский*, бетпакдалинский* (казахстан) пу-
стынные очаги.

340. Bubalus sp.* (буйвол) – африка. 
341. домашняя коза* – ливия. описан случай 

заболевания чумой 6 человек при прирезке двух до-
машних коз; у одной из них выявлены антитела к 
фракции I (Christiе A.B. et al., 1980).

класс Птицы – AVES
отряд Воробьиные – Passeriformes
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342. Eremophila alpestris L (рогатый жаворо-
нок*) – монголия. 

343. Oenanthe isabellinae Temm. (каменка-
плясунья) – волго-уральский степной, волго-ураль-
ский* песчаный (россия, казахстан), зауральский* 
степной (казахстан), мангышлакский* (казахстан), 
кызылкумский* (казахстан, узбекистан, туркмения) 
пустынные, алтайский* (россия), гиссарский* (тад-
жикистан) высокогорные очаги, монголия. 

344. Podoces panderi Fisch. (саксаульная сой-
ка) – каракумский (туркмения), кызылкумский* 
(ка  захстан) пустынные очаги.
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омптины – семейство протеаз наружных мем-
бран, идентифицированное у многих представителей 
патогенных для человека или растений энтеробакте-
рий [12]. эти специализированные белки участвуют 
в преодолении врожденных неспецифических за-
щитных сил чувствительного хозяина, способствуя 
колонизации его отдельных органов. у Vibrio chol-
erae упоминания об омптинах мы не встретили, хотя 
в последнее время внимание исследователей к мем-
бранному белку OmpT значительно увеличилось [4, 
6, 19, 26]. в настоящем сообщении мы попытались 
суммировать имеющиеся данные о белке OmpT воз-
будителя холеры в сравнении с омптинами других 
бактерий, чтобы лучше понять его значение для био-
логии вибрионов.

свое название омптины получили благодаря де-
тальной характеристике OmpT (outer membrane pro-
tein – белок наружной мембраны) белка кишечной 
палочки, кристаллическую структуру которого с раз-
решением в 2,6 Ă изучили L.Vandeputte-Rutten et al. 
[30]. полученные координаты были использованы 
при моделировании омптинов из других источников, 

включая Рla из Yersinia pestis. структура OmpT пред-
ставлена вазообразным β-бочонком длиной в 70 Ă с 
10 антипараллельными β-цепями, удерживаемые че-
тырьмя короткими периплазматическими поворота-
ми и пятью внеклеточными петлями (рисунок). он 
простирается наружу на 40 Ă от липидного бислоя, 
а его внешне расположенные петли локализуюся как 
раз над краем коровой области липополисахарида 
(лпс). каталитические остатки находятся в полости, 
которая сверху ограничена мобильными короткими 
петлями. для проявления своей ферментативной ак-
тивности OmpT нуждается в щелочном значении рн 
и лпс с полностью ацилированным липидом а, ко-
торый, видимо, индуцирует конформационные изме-
нения в белке, необходимые для формирования «на-
тивной геометрии» активного центра протеазы [10]. 
о смещении плазминогеном нуклеофильной молеку-
лы воды в активном центре, свободном от лпс Pla 
Y. pestis, сообщают и другие исследователи [7].

омптины близки друг к другу по своей струк-
туре, проявляя до 50 % идентичности, состоят из 
290–301 аминокислотного остатка и характеризуют-
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ся отсутствием или низким содержанием цистеина. 
Функционально омптины являются протеазами и 
до недавнего времени входили в состав 18S семей-
ства сериновых протеаз, отличавшихся каталитиче-
ской триадой Ser-Asp-His. однако при изучении их 
кристаллической структуры в каталитическом сай-
те была обнаружена пара аспартатов, в связи с чем 
семейство омптинов было реклассифицировано в 
семейство 23а аспартат-протеаз [13]. сайты расще-
пления в белковых или пептидных субстратах для 
OmpT и других омптинов идентифицированы в виде 
консенсусных последовательностей (Arg/Lys)(Arg/
Lys) – Ala [5].

считается, что биологическая функция омптинов 
состоит в поддержании жизненного цикла (life style) 
конкретного хозяина. так, показано, что экспрессия 
активности гена pla в составе плазмиды ррср1 влия-
ет на инвазивность чумного микроба при подкожном 
заражении мышей, тогда как делеция гена ведет к 
увеличению значений LD50 Y. pеstis c 50 до 107 бакте-
рий, не влияя при этом на результаты внутривенного 
заражения [23]. в то же время экспрессия гена pla 
особенно не отражалась на вирулентности Y. pseudo-
tuberculosis рРСР+ при подкожном заражении мы-
шей [14]. Pla активирует плазминоген, переводя его 
в плазмин, и эффективно инактивирует ингибитор 
α2-антиплазмин млекопитающих, что важно для ак-
тивации проколлагеназ, участвующих в разрушении 
тканевых барьеров. наличие полной структуры кора 
лпс – необходимое условие для активации плазми-
ногена клетками Y. pestis [1]. 

центральная роль активации плазминогена в па-
тогенезе чумы была продемонстрирована J.D.Gogen 
et al. [8] в опытах с использованием Plg-дефицитных 

мышей, которые оказались в сотни раз более устой-
чивыми к чумной инфекции по сравнению с нор-
мальными животными.

Pla наделен адгезивной функцией, опосредую-
щей связывание бактерий с ламинином и протеогли-
каном базальных мембран, а также с внеклеточным 
матриксом из клеточных линий эпителия и легких 
человека. ламинин не гидролизуется Pla, но являет-
ся хорошим субстратом для плазмина после актива-
ции Plg [9, 15]. Pla деградирует белки комплемента, 
включая с3, с3b и с4b [25], что в итоге снижает ин-
тенсивность опсонофагоцитоза и хемотаксиса фаго-
цитов в места инфекции, способствуя системному 
распространению Y. pestis. 

интересно, что хотя продукт гена OmpT E. coli и 
проявляет невысокую способность к активации плаз-
миногена и не расщепляет α2-антиплазмин, неболь-
шие структурные модификации в виде мутационных 
укорочений его поверхностных петель 3 и 4 до раз-
меров Pla, а также замещение некоторых остатков 
вблизи активного центра резко меняют субстратную 
специфичность белка, позволяя авторам [12] рассма-
тривать этот факт в качестве примера возможного 
«эволюционного превращения белка жизнеобеспече-
ния (housekeeping protein) в фактор вирулентности». 
к тому же OmpT и PgtE Salmonella enterica способны 
протеолитически расщеплять α-, но не β-спиральные 
катионактивные антимикробные пептиды (дефен-
зины, кателицидины, протамины) животных и рас-
тений, что повышает выживаемость бактерий и их 
устойчивость к факторам врожденного иммунитета 
хозяина [29, 22]. 

холерный вибрион уникален по своей способ-
ности вызывать мировые пандемии среди диарее-
генных патогенов бактериальной природы. он суще-
ствует в свободноживущем состоянии, но способен 
колонизировать тонкий кишечник человека и вы-
свобождать холерный токсин, приводящий к потен-
циально смертельной секреторной диарее в случае 
отсутствия надлежащего лечения. эти две формы – 
вод ное окружение и кишечник человека – и состав-
ляют суть его жизненного цикла. во время пребы-
вания в желудочно-кишечном тракте, благодаря ко-
ординированной экспрессии генов, он преодолевает 
врожденные защитные силы чувствительного хозяи-
на (кислое значение рн желудка, желчь, катионак-
тивные белки и др.). немалую роль здесь играют и 
регулируемые геном toxR белки внешней мембраны 
OmpU и OmpT, синтез которых хотя и не является не-
обходимым для экспрессии факторов вирулентности, 
но остается важным для выполнения ряда функций, 
способствующих сохранению холерных вибрионов в 
кишечнике и окружающей среде [2].

наружные мембраны V. cholerae cодержат во-
семь белков, из которых OmpT и OmpU являются 
тримерными поринами c разным диаметром пор, 
контролирующими ток гидрофильных растворов 
[26]. их транскрипция регулируется трансмембран-
ным модулятором ToxR, стимулирующим экспрес-

модель структуры β-бочонка омптина Pla из Y. pestis по Kukkonen 
M. и Korhonen T. [13]: 
OM – наружная мембрана, L1–L5 – поверхностные петли, Asp84, Asp86, 
Asp206 и His208 – каталитические остатки
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сию OmpU и подавляющим OmpT [20]. сведения о 
возможном участии этих пориновых белков в пато-
генезе холеры весьма противоречивы [23, 24]. резкое 
подавление транскрипции мембранного белка OmpT 
по ToxR-независимому типу было отмечено в усло-
виях кислотного стресса, хотя экспрессия OmpU при 
этом не менялась, обеспечивая толерантность ви-
брионов к кислоте [18]. помимо повышенной осмо-
лярности (0,4 м NaCl), положительным регулято-
ром гена ompT оказался цамФ-свя зы ваю щий белок 
(CRP), активирующий транскрипцию по механизму 
«образования петли» [16], но подавляющий при этом 
координированную экспрессию генов ctx и tcpA [27]. 
и хотя содержание OmpU может достигать 30–60 % 
от суммарного белка наружных мембран [18], сы-
воротки волонтеров после экспериментального за-
ражения клетками штаммов V. cholerae 395 или 
E7946 содержали сопоставимые количества антител 
к OmpU и OmpT [28]. это свидетельствует о суще-
ствовании дополнительных регуляторов экспрессии 
гена ompT, возможно, в виде некодирующих малых 
рнк (sрнк) типа VrrA, влияющих через взаимодей-
ствие с mРНК на пост-трансляционную модуляцию 
экспрессии генов в зависимости от условий среды 
окружения (стресс, температура культивирования и 
др.) [26]. тем более что имеются данные об усилении 
выражения генов ompT (VC1854), ompA (VC2213) и 
ompS (VC1028) у вариантов V. choleraе, дефектных 
по шаперону hfq, связывающему sРНК и mРНК [6, 
31]. возможно, это объясняется присутствием у о1 
вибрионов белка, родственного белку OmpT, в роли 
которого может выступать пориновый белок VС0972 
(хитопорин), как это описано в случае с геном ompU 
и его паралога VCA1008 [21]. отмечена позитивная 
регуляция экспрессии ompT V. cholerae под влиянием 
Fur и ионов железа в результате прямого связывания 
Fur с промотором гена ompT [4]. 

белковый состав наружных мембран V. cholerae 
сильно менялся в зависимости от среды выращива-
ния: в полных средах вибрионы экспрессировали 
исключительно порин OmpU, тогда как в минималь-
ных доминировал OmpT. внесение в минимальную 
среду смеси из аспарагина, аргинина, глутаминовой 
кислоты и серина способствовало продукции OmpU 
и подавлению OmpT, что было обусловлено повы-
шенным уровнем белка ToxR. у мутанта по toxR-гену 
изменений в профиле мембранных белков не обнару-
жено [19].

согласно данным литературы и нашим данным 
[3], очищенный с помощью дифференциального 
центрифугирования и хроматографии на колонке с 
целлюлозой DE-52 белок OmpT холерного вибрио-
на имеет молекулярную массу около 40 кда. он со-
стоит из 344 аминокислотных остатков, несет два 
сайта гликозилирования (Asn62 и Asn66) и 23 остатка 
лизина, не содержит в своем составе цистеина, про-
являет всего 13 % идентичности и столько же сход-
ства со структурой омптинов из энтеробактерий 
(кишечная палочка, салмонелла и чумной микроб). 

он наделен протеолитической активностью, расще-
пляет протамин, фибрин, желатин, казеин, коллаген 
и активирует плазминоген человека в плазмин. не 
гидролизует плазмин-специфичный пептидный хро-
могенный субстрат n-нитроанилид трипептида For-
Ala-Phe-Lys-pNa.HBr (ренам, россия). чувствителен 
к фенилметилсульфонилфлуориду, но слабо реаги-
рует на присутствие дитиотреитола, эдта, р-хлор-
мер куриобензоата, ингибируется солями Zn2+ и Cu2+, 
ε-аминокапроновой кислотой, мочевиной и SDS, что 
сближает его с сериновыми протеазами. 

кластерный анализ поринов с построением ден-
дрограммы OmpT белков небольшой выборки бакте-
рий из GenBank позволил разделить их на три груп-
пы, одну из которых составили V. cholerae, V. furnissii 
и V. metschnikovii, другую – омптины энтеробактерий 
(Y. pestis, E. coli, S. enterica) и V. pa ra hae molyticus, а 
третью – V. vulnificus (мол. масса – 33,9 кда, совпа-
дение с последовательностью OmpT V. cholerae – 
23 %, сходство – 14,9 %). из представителей рода 
Vibrio, только V. choleraе choleraе, V. choleraе eltor 
и V. choleraе O139 реагировали в реакции преципи-
тации в геле с антисывороткой к белку OmpT из хо-
лерного вибриона. представители энтеробактерий 
(возбудители чумы и псевдотуберкулеза, кишечная 
палочка) и других вибрионов (V. parahaemolyticus, 
V. alginolyticus, V. furnissii, V. vulnificus) такой способ-
ностью не обладали, что согласуется с данными [17] 
о высокой специфичности антисывороток к белкам 
наружных мембран возбудителя холеры. если при-
нять во внимание еще и отрицательный результат 
исследования указанных вибрионов в пцр с прайме-
рами к гену ompT холерного вибриона [18], то гете-
рогенность представителей рода Vibrio относительно 
белка OmpT становится очевидной.

выполненный сравнительный анализ 212 ну-
клеотидных последовательностей гена ompT, содер-
жащихся в GenBank в составе контигов или полных 
геномов вибрионов, выделенных в разные годы и раз-
ных странах (индия, афганистан, индонезия, гаити, 
бразилия и др.), показал достаточную стабильность 
его структуры. изменения в виде 19 единичных ну-
клеотидных замен (преимущественно A на G и т на 
с) и непродолжительных вставок в один и три ну-
клеотида удалось зарегистрировать лишь у 31 нукле-
отидной последовательности штаммов вибрионов, 
среди которых оказался и V. cholerae biovar albensis 
(индекс разнообразия составил 0,26). изменения 
группировались больше по краям гена.

Функции белка OmpT в биологии холерного ви-
бриона остаются до конца не понятными. выяснено, 
что его синтез строго регулируется микробом в от-
вет на различные сигналы: рн и температура – через 
регулон ToxR, источники углеводов – через комплекс 
cAMP-CRP и далее через σе-регулон посредством 
sРНК VrrA [26]. кроме защиты от антимикробных 
белков и активации плазминогена, обеспечивающих 
известное преимущество вибрионам в условиях ки-
шечника чувствительного хозяина, увеличение син-
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теза OmpT в присутствии высоких концентраций 
NaCl, пониженной (28 °с) температуре и в мини-
мальных средах позволяет предположить его вклад 
в выживаемость V. cholerae во внешней среде. в 
составе мембранных пузырьков OmpT может при-
нимать участие в транспорте различных бактери-
альных факторов (токсины, ферменты, днк и др.) 
в клетки хозяина во время колонизации кишечника 
[11]. учитывая известные на сегодня свойства бел-
ка OmpT наружных мембран холерного вибриона, в 
том числе результаты сравнительного компьютерно-
го анализа аминокислотной последовательности, его 
можно отнести к омптинам семейства Vibrionaceae, 
число которых будет увеличиваться по мере изуче-
ния представителей других патогенных для человека 
видов вибрионов рода Vibrio.

в заключение хотелось бы отметить, что само по 
себе широкое распространение омптинов среди бак-
терий указывает на вероятность того, что они могут 
оказаться одними из древних систем/средств защиты 
в мире микробов.
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Широкое применение антибиотиков для лече-
ния опасных бактериальных инфекций приводит к 
отбору и распространению штаммов с множествен-
ной лекарственной устойчивостью. примером этому 
явилась произошедшая в 2011 г. в европе вспышка 
кишечной инфекции, обусловленная антибиотикоу-
стойчивой энтерогеморрагической кишечной палоч-
кой Escherichia coli о104:H4, вызвавшей инфициро-
вание нескольких тысяч человек со значительным 
количеством летальных исходов. другим примером 
опасного штамма бактерий c множественной лекар-
ственной устойчивостью является E. coli о157:H7, 
который был впервые выявлен в 1982 г. эшерихиоз 
о157:H7 вызывает вспышечные и спорадические 
случаи инфекции, преимущественно протекающей 
в виде геморрагического колита, который может 
осложняться гемолитическим уремическим синдро-
мом [3, 6]. в настоящее время инфекции, обуслов-
ленные E. coli о157:H7, регистрируются практиче-
ски повсеместно, а штаммы этой группы обладают 
множественной лекарственной устойчивостью к раз-
личным лекарственным препаратам.

неоднократно выявлялись и антибиотикоустой-
чивые штаммы возбудителей особо опасных инфек-
ций, в том числе Yersinia pestis и Vibrio cholerae. в 
1995 г. на о. мадагаскар от больного человека был 
изолирован штамм возбудителя чумы Y. pestis 17/95 
с множественной лекарственной устойчивостью к 
хлорамфениколу, канамицину, ампициллину, стреп-
томицину, спектиномицину, тетрациклину, миноци-
клину, сульфониламидам и другим антибиотикам. 
детерминанты устойчивости к антибиотикам были 
локализованы на конъюгативной плазмиде pIP1202 
(150 т.п.н.), которая могла с высокой частотой пере-
даваться между штаммами возбудителя чумы [4]. в 
1995 г. на этой же территории был выделен и другой 
клинический штамм Y. pestis c высоким уровнем ре-
зистентности к стрептомицину, который содержал 
конъюгативную плазмиду pIP1203 (40 т.п.н.) с гена-
ми strA (801 п.н.) и strB (804 п.н.) [5]. 

в 2004 г. pIP1202-подобная плазмида (устойчи-
вость к стрептомицину, гентамицину, тетрациклину, 
хлорамфениколу, и триметоприму-сульфа мето кса-
золу) была обнаружена уже у штамма V. cholerae 
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для быстрого и эффективного выявления антибиотикоустойчивых штаммов возбудителей опасных бакте-
риальных инфекций с помощью пцр сконструирован комплект праймеров для детекции генов устойчивости 
к стрептомицину (strA, strB), тетрациклину (tetA, tetR), хлорамфениколу (catА), канамицину (npt, aphA), ванко-
мицину (sanA), полимиксину (pmrD). эффективность сконструированных праймеров подтверждена на выборке 
из 40 штаммов Yersinia pestis, 49 штаммов Vibrio cholerae и двух штаммов Escherichia coli из государственной 
коллекции патогенных бактерий при роснипчи «микроб». у штаммов возбудителя чумы выявлены гены анти-
биотикоустойчивости – ntp и catA; у штаммов возбудителя холеры – strA, strB, npt, aphA, tetA и tetR; у патогенного 
штамма кишечной палочки о157:H7 – strA, tetR, ntp и aphA. установлена универсальность рассчитанных прайме-
ров для детекции генов антибиотикоустойчивости у этих видов патогенных бактерий. 
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Development of a Set of Primers for Drug-Resistance Genes Detection in the Agents of Dangerous 
Bacterial Infections as Exemplified by Yersinia pestis, Vibrio cholerae, Escherichia coli strains
Russian Research Anti-Plague Institute “Microbe”, Saratov, Russian Federation

A set of primers for detection of genes encoding resistance to streptomycin (strA, strB), tetracyclin (tetA, tetR), chloramphenicol 
(catА), kanamycin (npt, aphA), vankomycin (sanA), polymyxin (pmrD) has been developed with the aim of rapid and effective detec-
tion of drug-resistant strains of dangerous bacterial infections agents. Efficacy of constructed primers has been confirmed against a 
panel of 40 Yersinia pestis, 49 Vibrio cholerae, and 2 Escherichia coli strains from the State collection of pathogenic bacteria of the 
RAPI “Microbe”. Drug-resistance genes ntp and catA have been detected in plague agent strains, strA, strB, npt, aphA, tetA and tetR – 
in cholera agent; strA, tetR, ntp and aphA – in pathogenic strain E. coli о157:H7. Determined is universal character of the designed 
primers for drug-resistance genes detection in these pathogenic bacteria species. 

Key words: drug-resistance, genes, polymerase chain reaction, dangerous infections agents.
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о139 в восточном китае. в 2006 г. 92,16 % изоля-
тов V. cholerae о139 в восточном китае содержали 
эту плазмиду. в 2002–2005 гг. идентичные плазмиды 
выявлены в изолятах Salmonella enterica, Yersinia 
ruckeri и у штаммов энтеробактерий, выделенных в 
сШа [7]. появление в природе устойчивых к анти-
биотикам патогенных бактерий и быстрое распро-
странение среди них генов резистентности к лекар-
ственным препаратам требуют разработки простых и 
эффективных методов их идентификации.

ранее нами были сконструированы праймеры 
для детекции генов антибиотикоустойчивости strA, 
strB, tetA, tetR, cat, npt, которые были апробированы 
на коллекции авторских антибиотикорезистентных 
штаммов Yersinia pestis из гкпб при роснипчи 
«микроб» [1]. 

целью этой работы было конструирование 
праймеров на другие гены антибиотикоустойчиво-
сти и исследование эффективности всего комплекта 
праймеров для выявления генов резистентности к 
лекарственным препаратам у штаммов возбудите-
лей опасных инфекций Y. pestis, V. cholerae и пато-
генных E. coli. 

материалы и методы

в работе использовано 40 штаммов Y. pestis, 49 
штаммов V. cholerae и 2 штамма E. coli. Штаммы 
культивировали на агаре или бульоне LB при 37 °с. 
днк штаммов выделяли стандартным методом [2] 
и анализировали в пцр с помощью рассчитанных 
нами праймеров на гены антибиотикоустойчивости 
(таблица). полимеразную цепную реакцию прово-
дили по следующей программе: 1 цикл – 94 °с в те-
чение 5 мин, затем 35 циклов при 94 °с – 45 с, 56 °с 
– 1 мин, 72 °с – 45 с и завершающий цикл 72 °с в 
течение 3 мин. определение наличия амплифициро-
ванного фрагмента осуществляли методом электро-
фореза в 1–2 % агарозном геле. 

результаты и обсуждение

ранее нами на последовательности генов анти-
биотикорезистентности, кодируемых плазмидой 
pIP1202 (strA, strB, tetA, tetR, catA) и транспозоном 
Tn5 (npt), представленных в базе данных NCBI 
GenBank, был сконструирован набор праймеров, эф-
фективность которых проверена на коллекции анти-
биотикоустойчивых штаммов Y. pestis из гкпб при 
роснипчи «микроб» [1]. гены устойчивости к ка-
намицину (npt) были выявлены у 4 штаммов Y. pestis, 
а к хлорамфениколу – у 2. в связи с небольшой вы-
боркой доступных нам антибиотикоустойчивых 
штаммов Y. pestis эффективность других сконструи-
рованных праймеров на гены strA, strB, tetA, tetR не 
была определена. 

в данной работе эффективность этих праймеров 
проверена на штаммах других возбудителей опасных 
бактериальных инфекций – V. cholerae и патогенной 
E. coli. это стало возможным в связи с тем, что у раз-
личных бактерий распространены одни и те же гены 
устойчивости, передаваемые в результате горизон-
тального переноса генетической информации с по-
мощью содержащих эти гены мобильных генетиче-
ских элементов – плазмид, транспозонов. в рамках 
этого исследования нами также сконструированы 
новые праймеры на другие гены: ген устойчивости 
к ванкомицину sanA (транспозон Tn1546), ген aphA 
(устойчивость к канамицину за счет аминоглико-
зид 3’-фосфотрансферазной активности, транспо-
зон Tn903), ген pmrD (устойчивость к полимиксину, 
E. coli O104:H4). эффективность всего комплекта 
ранее и вновь сконструированных праймеров была 
проверена на выборке штаммов Y. pestis, V. cholerae 
и патогенных E. coli.

в коллекции авторских антибиотикоустойчивых 
и природных штаммов Y. pestis различного происхо-
ждения c помощью вновь сконструированных прай-
меров гены sanA, aac3-VI, pmrD и aphA выявить не 

Последовательности использованных в работе праймеров для детекции генов антибиотикоустойчивости

ген праймеры нуклеотидная последовательность 5’-3’ размер амплификата, 
п.н. источник

strA (pIP1202) strA-S  
strA-As

CATTCTGACTGGTTGCCTG 
ATTGCGGGACACCACATCA

387 [1]

strB (pIP1202) strB-S  
strB-As

ACCTGTTCTCATTGCGGAC  
GAAAGGCACCCATAAGCGT

105 [1]

tetA (pIP1202) tetA-S  
tetA-As

TACAGTGCCGTGCCAATCA 
TCTGCCGTTTGTCATTGCG

648 [1]

tetR (pIP1202) tetR-S  
tetR-As

ATGAGACAGGGATTGACGG  
TGACTGACCGCTGAAATCG

364 [1]

catA (pIP1202) cat-S  
cat-As

ATTCACATTCTTGCCCGCC  
ATCAGCACCTTGTCGCCTT

377 [1]

npt (Tn5) Tn5(Kan)-S 
Tn5(Kan)-As

ATTCGGCTATGACTGGGCA 
ATGTTTCGCTTGGTGGTCG

361 [1]

sanA (тп1546) sаnA(Vank)-S 
sanA (Vank)-As

TTGCTGCTGTTGACTGTG 
ATAATGCCCGCTCACAGT

421 данная работа

pmrD (E.coli O104:H4) pmrD (Pol)-S 
pmrD (Pol)-As

AATGCAATGGAATGGCTGG 
TTTCCCTGCCGCTTTACA

246 данная работа

aphA (Tn903) aphA(Kan)-S 
aphA(Kan)-As

ACAGCCGGTATAAAGGGA 
TTTCGCAATCCACATCGG

333 данная работа
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удалось, что, как и в ранее проведенном исследова-
нии, объясняется небольшим количеством имевших-
ся в нашем распоряжении антибиотикорезистентных 
штаммов Y. pestis [1]. 

эффективность разработанного комплекта прай-
меров проверена также на 49 природных штаммах 
V. cholerae разного происхождения. были исследо-
ваны штаммы V. cholerae нео1/нео139, изолирован-
ные в астраханской (14 штаммов), ростовской (5), 
саратовской (5) областях, республике калмыкия (5) 
и дальнем зарубежье (15), а также штаммы о1 (3) и 
о139 (2) серогрупп из дальнего зарубежья. 

среди 15 штаммов нео1/нео139 серогруппы из 
дальнего зарубежья (Юго-восточная азия) выявле-
но 4 штамма с генами устойчивости к антибиотикам: 
стрептомицину (гены strA, strB), стрептомицину и 
канамицину (strA, strB, npt, aphA), стрептомицину, 
канамицину и тетрациклину (strA, strB, npt, aphA, 
tetA, tetR), стрептомицину (strA, strB), что коррели-
ровало у этих штаммов с наличием резистентности 
к соответствующим антибиотикам. гены strA и strB 
устойчивости к стрептомицину выявлены и у штам-
ма о1 серогруппы биовара эльтор и двух штаммов 
о139 серогруппы о139 зарубежного происхождения 
(рис. 1). 

среди 22 штаммов V. cholerae нео1/нео139, вы-
деленных в россии, генов устойчивости к антибио-
тикам с помощью сконструированного комплекта 
праймеров не выявлено, что связано с отсутствием 
их распространенности у этих циркулирующих пре-

имущественно в водной среде вибрионов. 
генов устойчивости к ванкомицину, полимикси-

ну и гентамицину нам не удалось выявить ни у одно-
го из изученных штаммов V. cholerae. 

комплект сконструированных праймеров был ис-
пользован и для изучения патогенного штамма E. coli 
о157:H7 и лабораторного штамма E. coli K12, широко 
применяемого в практике научно-исследовательских 
работ. установлено наличие у штамма о157:H7 ге-
нов устойчивости к ванкомицину – sanA, полимик-
сину – pmrD в монолокусных пцр, и обоих генов 
одновременно – в мультилокусной пцр (рис. 2, а). 
в геноме штамма E. coli о157:H7 также присутство-
вали гены strA и tetR устойчивости к стрептомици-
ну и тетрациклину (рис. 2, б). у штамма E. coli K12 
все эти гены отсутствовали (рис. 2, а, б). также были 
обнаружены гены устойчивости к канамицину: npt 
(нео мицинфосфотрансфераза) и aphA (аминоглико-
зид 3'-фосфо трансфераза).

таким образом, нами разработан комплект прай-
меров на ряд генов антибиотикоустойчивости, эф-
фективность которого проверена на штаммах воз-
будителей опасных инфекций Y. pestis, V. chole rae и 
патогенных E. coli. показана эффективность и уни-
версальность рассчитанных праймеров на гены strA, 
strB, tetR, tetA, pmrD, sanA, npt, cat, aphA, которые 
выявляются у штаммов разных патогенных видов 
Y. pestis, V. cholerae и E. coli. в дальнейшем предсто-
ит расширить комплект сконструированных прайме-
ров и проверить его универсальность для детекции 
генов антибиотикоустойчивости у других бактери-
альных патогенов.
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в бирме в 1912 г. майор британской медицин-
ской службы A.Whitmore при вскрытии трупов по-
гибших от сепсиса морфинистов обнаружил у них 
патоморфологические проявления (абсцессы, изъ-
язвления), напоминающие поражения при сапе. из 
содержимого абсцессов внутренних органов была 
выделена подвижная грамотрицательная палочка, 
по своим фенотипическим признакам напоминаю-
щая возбудителя сапа. тогда же он дал возбудителю 
этого заболевания первое биноминальное назва-
ние – Bacillus pseudomallei [31, 32]. в дальнейшем 
A.Stanton и W.Fletcher [28, 29] обнаружили аналогич-
ный микроорганизм у больных домашних животных 
и грызунов в этом регионе. выделенный ими микроб 
проявил свою патогенность в экспериментах на по-
допытных обезьянах. предложенное авторами наи-
менование заболевания «мелиоидоз» официально 
было признано дальневосточной ассоциацией тро-
пической медицины [28].

по своим основным фенотипическим свойствам 
возбудитель мелиоидоза длительное время входил в 
обширный род Pseudomonas, в дальнейшем было по-
казано, что уровень гомологии ррнк псевдомонад 
различных групп отличался в большей степени друг 
от друга, нежели от Escherichia coli [22]. дальнейшие 
исследования уровня филогенетического родства раз-
личных видов псевдомонад по результатам секвени-
рования 16S ррнк позволили E.Yabuuchi et al. [33] в 
1992 г. выступить с предложением о выделении псев-
домонад 2-й группы ррнк-днк-гомологии, куда вхо-
дил и возбудитель мелиоидоза, в самостоятельный 
род – Burkholderia. род Burkholderia входит в семей-
ство Burkholderiaceae, порядок Burkholderiales, класс 
Betaproteobacteria, тип Proteobacteria и включает в 

настоящее время порядка 30 видов бактерий, пода-
вляющее большинство которых состоит из свободно-
живущих сапрофитов и фитопатогенов. в этот род, по-
мимо B. pseudomallei, входят также филогенетически 
близкие ей виды B. mallei и B. thailan den sis, уровень 
фенотипического сходства которых с возбудителем 
мелиоидоза позволяет их объединить в одну таксоно-
мическую группу. при этом есть основания считать, 
что B. mallei и B. thailandensis можно рассматривать 
как биовары (патовары) B. pseudomallei, отличающие-
ся от него по признакам патогенности и способности 
к существованию во внешней среде [4].

в течение длительного времени мелиоидоз рас-
сматривался в качестве зоонозной инфекции, ис-
точником заболевания считались дикие и домашние 
животные. при эпидемиологических исследованиях 
в эндемичных районах, было показано, что в есте-
ственных условиях мелиоидозом болеют более 50 
видов млекопитающих и птиц [7, 14, 24, 29]. однако 
при тщательном анализе эпидемиологических вспы-
шек заболевания было установлено, что ни в одном 
случае заболевание мелиоидозом не удается связать 
с непосредственным заражением человека от боль-
ных животных. заболевание не имеет характерного 
для зоонозов профессионального характера. в то же 
время легко прослеживается взаимосвязь вспышек 
мелиоидоза среди людей и животных со степенью 
обсемененности возбудителем объектов внешней 
среды. концентрация B. pseudomallei в почве и воде 
отчетливо коррелирует с сезоном дождей на террито-
риях влажных субтропиков, на этот же период прихо-
дится пик заболеваемости мелиоидозом среди людей 
и животных [3, 14, 15, 19, 24, 27]. все это позволило 
причислить возбудитель мелиоидоза к классическим 
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представителям сапронозов с типичной структурой 
источника заражения, эпидемиологией и профилак-
тическими мероприятиями в очаге [2, 7, 8, 14, 19, 24]. 
характер эпидемиологических особенностей мелио-
идоза во многом определяет и формирование резер-
вуара возбудителя инфекции. B. pseudomallei счита-
ется типичным незавершенным паразитом, поэтому 
объекты внешней среды в его экологии нельзя рас-
сматривать в качестве фактора передачи, поскольку 
в них проходят все циклы его жизнедеятельности [6, 
7, 19, 27].

в естественных условиях возбудитель мелиои-
доза не обнаруживается в виде планктонной взвеси. 
в природных условиях B. pseudomallei существует в 
3 состояниях. первое – в виде биопленки, состоящей 
из популяции бактерий с замедленным ростом, свя-
занных между собой экстраклеточным полисахари-
дом, при этом микробы в биопленке обладают более 
высокой степенью устойчивости к неблагоприятным 
факторам внешней среды, в том числе и к антибио-
тикам [16, 19, 25]. вторым вариантом сохранения 
и существования во внешней среде B. pseudomallei 
является интернализация в фагосомах простейших, 
чаще всего в Acanthamoeba astronyxys, A. castel-
lanii, A. polyphaga, Hartmanella vermiformis, где в со-
стоянии симбиоза поддерживается рост популяции 
B. pseudomallei. в период накопления бактерий в 
фагосомах простейших происходит не только сохра-
нение популяции, но и отмечено повышение виру-
лентности культур [8]. наконец, третьим вариантом 
сохранения популяции в природе является существо-
вание B. pseudomallei во внешней среде и в макро-
организмах в виде так называемых жизнеспособных, 
но не культивируемых клеток (VBNC), которые при 
определенных условиях превращаются в типичные 
клетки, способные вызывать патологические про-
цессы в организме животных [23].

основными симптомами пациентов, поступив-
ших в клинику с подозрением на мелиоидоз, явля-
ются лихорадка, головные боли, катаральные явле-
ния, кожные поражения (сыпь, абсцессы, бубоны), 
нарушения функций различных органов и систем 
(сердечно-сосудистой, пищеварительной, мочеполо-
вой). поэтому вполне понятны проблемы постанов-
ки диагноза мелиоидоза на основании клинической 
симптоматики. в случае четко установленного срока 
с момента заражения (внутрилабораторная авария, 
травма с повреждением кожного покрова) инкубаци-
онный период при мелиоидозе обычно протекает за 
3–4 дня [17, 24, 26]. однако мелиоидоз относится к 
заболеваниям, при которых проявления клинической 
симптоматики может наблюдаться через несколь-
ко месяцев и даже лет после исходного заражения 
[3, 14, 15, 24]. чаще всего заболевание протекает на 
фоне других патологических состояний, ведущих к 
снижению иммунного статуса макроорганизма: диа-
бет, истощение, тяжелые травмы, онкологические 
заболевания [14, 24]. однако отнести мелиоидоз к 
оппортунистической инфекции нельзя, поскольку 

наблюдаются зафиксированные случаи заболевания 
среди абсолютно здоровых молодых людей (воен-
нослужащих, спортсменов), сюда входят и заболева-
ния у медицинского персонала в случае внутрилабо-
раторного заражения во время работы со штаммами 
B. pseudomallei [17, 18, 26].

при лечении больных мелиоидозом необходи-
мо учитывать возраст, иммунный статус, характер 
сопутствующих заболеваний и обязательно спектр 
чувствительности возбудителя к антибиотикам. 
показано, что B. pseudomallei резистентен к боль-
шинству антибактериальных химиопрепаратов [5, 
14, 16, 21]. в настоящее время при лечении больных 
чаще всего используют тетрациклины, цефалоспо-
рины, карбапенемы, хинолоны и комбинированные 
сульфаниламиды. нужно отметить, что многие пре-
параты, активные in vitro, могут оказаться мало-
эффективными при использовании их для лечения 
мелиоидоза из-за неспособности воздействовать на 
внутриклеточно расположенные микробы и сфор-
мировавшиеся in vivo биопленки. в этих состояниях 
B. pseudomallei становится менее чувствительной к 
антибиотикам [25, 27]. так как в процессе химиоте-
рапии возможно формирование резистентных клонов 
B. pseudomallei, рекомендуется проводить серийные 
исследования антибиотикограмм.

при лечении тяжелых острых форм мелиоидоза 
рекомендуется внутривенное введение цефтазиди-
ма (100 мг/кг/день) в сочетании с ко-тримоксазолом 
(48 мг/кг/день). суточная доза препаратов делится 
на три приема и вводится с перерывом 8 ч. курс па-
рентеральной терапии длится до улучшения состоя-
ния больного, обычно он составляет 10–14 дней. 
вторым этапом лечения является пероральная под-
держивающая терапия с использованием доксици-
клина, ко-тримоксазола, амоксициллин-клавуната 
длящаяся от 8 до 20 недель. курс терапии прекра-
щается по окончательному выздоровлению пациен-
та, при этом обязательно учитываются клинические 
проявления и результаты серологических анализов 
[3, 14, 15, 16, 24]. длительность лечения локальных 
форм заболевания значительно короче (обычно 6 не-
дель) и назначенные препараты вводят перорально. 
курс лечения назначается строго индивидуально с 
учетом физического состояния пациента и его со-
путствующих заболеваний [14, 24].

от уровня качества медицинской помощи в 
конкретном эндемичном регионе зависит эффектив-
ность лечения при различных формах заболевания. 
так, показатель летальности при острых формах за-
болевания в клиниках стран Юго-восточной азии 
находится в пределах 50 %, а в австралии он суще-
ственно ниже (< 25 %). показатель летальности при 
локальных формах мелиоидоза практически везде 
ниже 10 % [14].

в процессе лечения любой формы мелиоидоза 
всегда имеется опасность возникновения рециди-
вов заболевания, процент которых, по данным раз-
личных авторов, доходит до четверти от количества 
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излеченных пациентов [14, 16, 24]. в большинстве 
своем культуры, выделенные при рецидивах, явля-
ются изогенными по отношению к исходным штам-
мам в начале заболевания. хотя не исключается 
вероятность повторного заражения гетерогенными 
культурами [24].

из различных источников следует, что в пере-
чень биологических агентов входят около 40 возбуди-
телей инфекционных болезней различной этиологии, 
среди которых постоянно присутствует возбудитель 
мелиоидоза. по своим военно-прикладным характе-
ристикам возбудитель мелиоидоза в аэрозолирован-
ной форме практически не уступает сибиреязвенно-
му микробу: высокая патогенность для человека и 
многих видов животных, большая смертность, ре-
альная возможность получения биомассы в больших 
количествах при низких затратах, относительно вы-
сокая стабильность во внешней среде, наличие эф-
фективных путей инфицирования, в первую очередь 
аэрогенного, отсутствие средств специфической про-
филактики, трудность лечения и клинической диа-
гностики [3, 14, 24]. по критерию «восприятие забо-
левания населением» мелиоидозный микроб имеет 
нулевой рейтинг. однако этот показатель отражает 
не только степень осведомленности широких слоев 
населения об этом заболевании, но и низкий уровень 
знаний по этой инфекции работников здравоохране-
ния, что повышает потенциал данного возбудителя 
как биологического агента.

обеспокоенность мировой медицинской обще-
ственности сложившейся ситуацией подтверждает-
ся проведением международных конгрессов по ме-
лиоидозу, которые проходили в 1998 г. в таиланде, 
в 2001 г. – австралии, в 2004 – сингапуре, в 2007 – 
таиланде, в 2010 – в австралии. анализ материалов 
этих конгрессов дает возможность составить пред-
ставление о ретроспективном и современном состоя-
нии проблемы мелиоидоза в мире [12, 13, 20, 30].

в 1962 г. на базе ростовского-на-дону научно-
исследовательского противочумного института была 
создана лаборатория сапа и мелиоидоза. в течение 
10-летнего периода сотрудниками этой лаборатории 
была сформирована коллекция типичных штаммов 
возбудителя мелиоидоза (17 культур), начаты разра-
ботки по созданию диагностических препаратов, схем 
лечения и экстренной профилактики мелиоидоза, по-
лучен набор маркированных мутантов B. pseudomal-
lei как основа будущих генетических экспериментов. 
результаты этих исследований были обобщены в 
коллективной монографии «мелиоидоз» [11].

с 1972 г. проблема изучения этих инфекций была 
передана в волгоградский научно-исследовательский 
противочумный институт. в 2008 г. на основании при-
каза № 88 Федеральной службы по надзору в сфере за-
щиты прав потребителей и благополучия человека на 
базе волгоградского научно-исследовательского про-
тивочумного института организован референс-центр 
по мониторингу за возбудителями сапа и мелиоидо-
за. в соответствии с этим же приказом все выделен-

ные на территории рФ культуры, подозрительные на 
принадлежность к видам B. pseudomallei и B. mallei, 
следует направлять для окончательной идентифи-
кации в волгоградский научно-исследовательский 
противочумный институт.

к настоящему времени в волгоградском нипчи 
создана репрезентативная коллекция патогенных 
буркхольдерий (более 100 штаммов 5 видов, выде-
ленных в различных регионах мира). в ходе исследо-
ваний были изучены системы генетического обмена у 
B. pseudomallei, получен набор маркированных штам-
мов, необходимых для проведения исследований по 
изучению патогенности и антибиотикочувствитель-
ности мелиоидозного микроба [9]. проведены ис-
следования по изучению чувствительности штаммов 
B. pseudomallei к антибактериальным препаратам, 
разработаны схемы эффективного лечения и экстрен-
ной профилактики мелиоидоза [2, 3, 5]. подробно 
изучена антигенная структура B. pseudomallei, раз-
работана схема идентификации и выделения отдель-
ных антигенов, необходимых для разработки диагно-
стических препаратов [11]. проведены молекулярно-
биологические исследования, в ходе которых отрабо-
таны генетические методы идентификации и типиро-
вания культур B. pseudomallei [1]. разработан набор 
препаратов для лабораторной диагностики заболева-
ния и идентификации патогенных буркхольдерий [3, 
10, 11]. методические приемы диагностики и схемы 
их применения оформлены в виде методических 
указаний по лабораторной диагностике мелиоидоза, 
утвержденных роспотребнадзором [10].
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одной из важных задач, решаемых в коллекциях 
микроорганизмов, является поддержание сохраняе-
мых культур в жизнеспособном, неизменном состоя-
нии в течение максимально возможного времени. для 
реализации этого направления деятельности суще-
ствует широкий выбор методов, одним из которых 
является лиофилизация [2, 4]. лиофилизированные 
культуры микроорганизмов хранятся длительное вре-
мя при температуре 4 °с, кроме того они способны 
выдерживать без особых последствий и более высо-
кие температуры, что позволяет транспортировать 
законсервированные этим способом штаммы на боль-
шие расстояния без потери жизнеспособности и заяв-
ленных свойств с минимальными затратами [1, 4, 7].

лиофилизация патогенных микроорганизмов 
обычно осуществляется в ампулах на лиофильных 
аппаратах коллекторного типа. к настоящему време-
ни единственным документом, регламентирующим 
лиофилизацию микроорганизмов I–IV групп патоген-
ности на федеральном уровне, является «инструкция 
по лиофильному высушиванию возбудителей инфек-

ционных заболеваний I–IV групп на коллекторном ап-
парате системы к.е.долинова». данная установка, по 
сравнению с современными аппаратами, по своим ра-
бочим характеристикам морально и физически устаре-
ла, однако с точки зрения обеспечения биологической 
безопасности превосходит их, поскольку может то-
тально обрабатываться любыми дезинфекционными 
средствами, а также подвергаться процедуре автокла-
вирования. тем не менее, аппарат к.е.долинова не-
обходимо модернизировать или заменить на более со-
временные, производительные установки. примером 
такого решения может являться лиофильная сушка 
камерного типа Martin Christ Epsilon 2-6D, процесс 
лиофилизации на которой происходит в изолирован-
ной камере во флаконах. 

таким образом, целью нашего исследования 
явилась оценка возможности применения лиофиль-
ной сушки камерного типа для консервации коллек-
ционных штаммов патогенных микроорганизмов, 
разработка алгоритма их лиофилизации, обеспечение 
биологической безопасности этого процесса, опреде-
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ление жизнеспособности и оценка длительности хра-
нения полученных бактериальных препаратов.

материалы и методы

в работе использовано восемь тест-штаммов ми-
кроорганизмов III–IV групп патогенности: Escherichia 
coli 18 и 675, Shigella flexneri 17, 58573, 8516, Shigella 
sonnei «S-форма», Staphylococcus aureus ATCC 6538 
(209-P), Enterococcus faecalis ATCC 29212. 

выращивание микроорганизмов проводили на 
агаре хоттингера с соблюдением необходимых усло-
вий, требующихся для нормального роста вышеука-
занных видов бактерий. лиофилизацию культур осу-
ществляли на сублимационной установке камерного 
типа фирмы Martin Christ Epsilon 2-6D согласно ее 
правилам эксплуатации.

жизнеспособность микробов определяли путем 
высева их на питательные среды с последующим под-
счетом к первоначальному числу жизнеспособных 
клеток (до начала хранения), принятому за 100 %. 
для определения возможного времени хранения при 
4 °с использовали ускоренный тест прогнозирования 
выживаемости лиофилизированных культур бакте-
рий (тест термостабильности) [5, 9]. статистическая 
обработка данных осуществлялась с помощью мето-
дов вариационной статистики. определяли среднюю 
арифметическую (м), стандартную ошибку (m) [3]. 

результаты и обсуждение

Определение условий лиофилизации. Штаммы 
выращивали до ранней стационарной фазы, а за-
тем их клетки ресуспендировали в среде высуши-
вания в объеме 2–2,5 мл до конечной концентра-
ции n·1010 кое/мл. в качестве среды высушивания 
использовали сахарозо-желатиновую среду (среда 
Файбича), состоящую из 10 % сахарозы, 1,5 % жела-
тины и 0,1 % агара (рн 7,1–7,2). суспензии клеток в 
среде высушивания разливали в стерильные флако-
ны для лиофилизации стандарта 2R по 0,5 мл и по-
мещали их в лиофильную камеру, где осуществлялся 
весь цикл высушивания препарата.

в ряде экспериментов нами была определе-
на оптимальная программа сублимации, которая 
включает пять этапов: охлаждение препарата до 
температуры –45 °с при давлении (1000 мбар) в 
течение 1 ч; начальная лиофилизация при темпера-
туре –45 °с и давлении 0,18 мбар в течение 1 ч; по-
следующая лиофилизация при давлении 0,18 мбар с 
постепенным повышением (шаг в 3 °с) температуры 
до 20 °с в течение 1 ч; заключительная лиофилиза-
ция при давлении 0,18 мбар и температуре 20 °с в 
течение 1 ч; досушивание при температуре 20 °с и 
давлении 0,001 мбар в течение 1 ч и при температуре 
30 °с и давлении 0,001 мбар в течение 2 ч соответ-
ственно. полный цикл лиофилизации составил 7 ч. 
полученный препарат имел вид таблетки кремового 
цвета, хорошо отстающей от стенок флакона. 

Обеспечение биологической безопасности про-
цесса лиофилизации. одной из важнейших состав-
ляющих лиофилизации штаммов возбудителей ин-
фекционных заболеваний является обеспечение био-
логической безопасности этого процесса. поскольку 
при лиофилизации в камере пробки флаконов нахо-
дятся в приоткрытом состоянии, необходимом для 
обеспечения сублимации воды, существует вероят-
ность попадания клеток высушиваемых образцов в 
пространство лиофильной камеры. чтобы проверить 
такую возможность, сразу после окончания лиофили-
зации были сделаны смывы с поверхностей камеры, 
выявившие наличие клеток высушиваемого образца, 
что может повлечь за собой создание аварийной си-
туации с пба. в связи с этим нами был выработан 
комплекс необходимых мер для ее предотвращения.

все этапы работы с пба III–IV групп патоген-
ности проводили согласно сп 1.3.2322-08. воздух, 
откачиваемый из сушильной камеры, во избежание 
проскока клеток лиофилизируемых микроорганиз-
мов через HEPA-фильтр, располагающийся внутри 
камеры, проводили через приемник с дезраствором. 
по окончании лиофилизации все внутренние по-
верхности лиофильной камеры, полки и поддоны, 
а также внутренний фильтр воздухозабора обраба-
тывали 70 % этиловым спиртом, помещение бокса 
лиофилизации облучали ультрафиолетом. Флаконы 
с высушенным пба перед завальцовкой двукратно 
обрабатывали снаружи 70 % этиловым спиртом с 
интервалом в 3–5 мин. в смывах, сделанных после 
проведения указанных процедур, живых микроорга-
низмов не выявлено. наличие жизнеспособных кле-
ток лиофилизируемых микроорганизмов на рабочих 
поверхностях лиофильной камеры указывает на воз-
можность их попадания в помещение бактериологи-
ческого бокса при открытии дверцы по окончании 
процесса сушки, что, в случае работы с возбудите-
лями I–II групп патогенности, недопустимо. в свя-
зи с этим для лиофилизации штаммов возбудителей 
особо опасных инфекций необходима доработка 
лиофилизатора либо системой стерилизации камеры 
газообразным дезинфектантом до момента открытия 
дверцы, либо совмещения ее с боксом биологиче-
ской безопасности III класса, в котором и будут про-
водиться все манипуляции по загрузке, выемке и об-
работке лиофильной камеры.

Жизнеспособность лиофилизированных пре-
паратов. в процессе лиофилизации клетки микро-
организмов попадают в экстремальные условия, 
часть их погибает, что делает необходимым контро-
лировать жизнеспособность высушиваемых образ-
цов. в результате проведенных исследований было 
установлено, что полученные препараты пба содер-
жали значительное количество живых клеток коллек-
ционных штаммов (табл. 1).

количество жизнеспособных клеток после лио-
филизации у большинства микроорганизмов снизи-
лось в среднем в 1,3–2 раза. рассчитанный показа-
тель выживаемости клеток соответствует средним 
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значениям, характерным для каждого из указанных 
микроорганизмов при их консервации методом лио-
фильного высушивания, и колеблется в пределах 
50–75 % (табл. 1). полученные результаты могут 
указывать на правильно подобранные условия лио-
филизации, пригодные для консервации коллекцион-
ных штаммов микроорганизмов.

Определение времени хранения лиофилизиро-
ванных микроорганизмов. достоверность результа-
тов определения численности живых бактерий в ли-
офилизированных препаратах подтверждали путем 
высева микроорганизмов на плотные питательные 
среды через выбранные промежутки времени их хра-
нения при различных температурах, составлявшие 
при 4 °с – 12 мес., 25 °с – 14 дней и 37 °с – 14 дней. 
было установлено, что выживаемость клеток лио-
филизированных микроорганизмов изученных нами 
штаммов резко падает с увеличением температуры 
их хранения (табл. 2). 

при этом лиофилизированные препараты S. au-
reus ATCC 6538 (209-P) и E. faecalis ATCC 29212 про-
являли в десятки раз большую устойчивость к дей-
ствию повышенных температур, чем штаммы ши-
гелл и кишечной палочки. также следует отметить, 
что инкубация препаратов коллекционных штаммов, 
лиофилизированных во флаконах при 25 °с в тече-
ние двух недель, не приводит к существенной гибели 
клеток. потеря жизнеспособных клеток у изучаемых 
штаммов составила от 4,5 до 24,5 %. полученный 
результат указывает на то, что данная форма упа-
ковки подходит для транспортировки коллекцион-

ных штаммов почтовыми отправлениями, согласно 
санитарным правилам сп 1.2.036-95, без необходи-
мости сохранения холодовой цепи. 

на основании теста термостабильности был сде-
лан прогноз времени хранения лиофилизированных 
культур. рассчитанное нами время 50 % снижения 
количества жизнеспособных бактерий в высушенных 
образцах при хранении их в температурных услови-
ях 4 °с (t50) сильно варьировало от штамма к штам-
му в зависимости от их видовой принадлежности 
(табл. 3). так, для штаммов шигелл показатель t50 в 
среднем равнялся 2 годам, в то время как количество 
жизнеспособных клеток S. aureus ATCC 6538 (209-
P) будет сокращаться до 50 % порога на протяжении 
почти 12 лет (табл. 3). в среднем штаммы, лиофили-
зированные во флаконах, могут храниться 4–6 лет до 
полной утраты жизнеспособных клеток [6]. 

достоверность сделанного прогноза была под-
тверждена экспериментальным путем, на основе 
сравнения количества сохранившихся жизнеспо-
собных клеток в лиофилизированных препаратах 
в течении 1 года хранения, рассчитанного в тесте 
термостабильности (37 °с – 14 дней), с таковым при 
поддержании штаммов в температурных условиях 
4 °с – 12 мес. (табл. 3). расхождения между рассчи-
танными прогнозируемыми величинами количества 
живых клеток и экспериментально полученными 
оказались весьма незначительными и колебались в 
пределах от 1,02 до 1,10, что может свидетельство-
вать о справедливой оценке времени хранения полу-
ченных препаратов коллекционных штаммов. 

Таблица 1
Показатели жизнеспособности лиофилизированных препаратов коллекционных штаммов патогенных бактерий

Штамм
количество жизнеспособных бактерий (м.к./мл) показатель выживаемости клеток

перед лиофилизацией после лиофилизации %
S. flexneri 17 (1,2±0,1)·1010 (8,6±0,04)·109 (71,7±8,5)
S. flexneri 58573 (1,1±0,1)·1010 (8,0±0,04)·109 (72,7±9,3)
S. flexneri 8516 (1,2±0,1)·1010 (8,2±0,02)·109 (68,3±8,4)
S. sonnei «S-форма» (1,2±0,1)·1010 (9,0±0,04)·109 (75,0±8,3)
E. coli 18 (4,0±0,2)·1010 (2,6±0,1)·1010 (65,0±5,4)
E. coli 675 (2,0±0,1)·1010 (1,3±0,04)·1010 (65,0±5,0)
S. aureus ATCC 6538 (209-P) (9,3±0,7)·1010 (6,8±0,1)·1010 (73,1±7,7)
E. faecalis ATCC 29212 (1,1±0,04)·1010 (5,5±0,01)·109 (50,0±9,0)

Таблица 2
Показатели выживаемости лиофилизированных клеток коллекционных штаммов патогенных бактерий  

после хранения их при разных температурах

Штамм
количество клеток жизнеспособных бактерий

хранение при 4 °с 1 год хранение при 25 °с 14 сут хранение при 37 °с 14 сут
м.к./мл % м.к./мл % м.к./мл %

S. flexneri 17 (5,4±0,04)·109 (62,8±5,9) (6,7±0,03)·109 (77,9±9,7) (2,0±0,1)·108 (2,3±10)
S. flexneri 58573 (5,0±0,04)·109 (62,5±7,4) (6,2±0,04)·109 (77,5±4,4) (1,9±0,2)·108 (2,3±10)
S. flexneri 8516 (5,1±0,04)·109 (62,2±4,9) (6,5±0,04)·109 (79,3±8,8) (1,7±0,1)·108 (2,0±10,4)
S. sonnei «S-форма» (5,6±0,06)·109 (62,2±7,8) (6,8±0,04)·109 (75,5±6,5) (1,9±0,09)·108 (2,1±10,4)
E. coli 18 (1,9±0,1)·1010 (73,0±5,4) (2,2±0,1)·1010 (84,6±4,9) (1,6±0,7)·109 (6,1±10,1)
E. coli 675 (9,4±0,01)·109 (72,3±3,1) (1,1±0,04)·1010 (84,6±7,5) (8,0±0,2)·108 (6,1±10,2)
S. aureus ATCC 6538 (209-P) (6,3±0,1)·1010 (92,6±2,0) (6,5±0,02)·1010 (95,5±8,4) (3,8±0,2)1·1010 (55,8±6,3)
E. faecalis ATCC 29212 (4,5±0,01)·109 (81,8±1,8) (4,8±0,01)·109 (87,2±8,0) (1,1±0,1)·109 (20,0±10,1)
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полученные данные по времени хранения 
штаммов, лиофилизированных при помощи камер-
ной сушки во флаконах, указывают на высокую ва-
риабельность этого показателя. так, например, со-
гласно прогнозу, штаммы шигелл во флаконах будут 
храниться не более 4 лет, кишечной палочки – 5 лет, 
а золотистого стафилококка – почти 24 года, тогда 
как гарантированный срок хранения клеток микро-
организмов, высушенных в ампуле, составляет 50 и 
более лет, вне зависимости от видовой принадлеж-
ности [8]. 

таким образом, лиофильная сушка Martin Christ 
Epsilon 2-6D, обладая вместительной камерой, по-
зволяет получать за один цикл лиофилизации боль-
шое количество готовых препаратов и обеспечивать 
необходимый уровень биологической безопасно-
сти при консервации штаммов микроорганизмов 
III–IV групп патогенности. кроме того, серия тест-
штаммов, как правило, полностью распространяет-
ся между учреждениями-потребителями в течение 
1–1,5 лет с момента их лиофилизации, что также хо-
рошо соотносится с полученными нами результата-
ми. все это указывает на возможность использования 
лиофильных установок камерного типа в коллекциях 
патогенных бактерий для сублимации тест-штаммов, 
относящихся к III–IV группам патогенности. 

вместе с тем для применения этих аппаратов 
при лиофилизации штаммов микроорганизмов I–II 
групп патогенности в качестве основного инстру-
мента формирования коллекционного фонда необхо-
димо проведение дальнейших работ по их адаптации 
в направлении обеспечения необходимого уровня 
биологической безопасности и увеличения сроков 
хранения получаемых препаратов.
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Таблица 3
Прогнозируемые и экспериментальные показатели выживаемости лиофилизированных культур при 4 °с хранения в течение 12 мес.

Штамм
прогнозируемые данные1 экспериментальные данные2

м.к./мл t50
3, сут м.к./мл t50, сут

S. flexneri 17 5,9·109 674 (5,4±0,04)·109 542
S. flexneri 58573 5,5·109 678 (5,0±0,04)·109 536
S. flexneri 8516 5,6·109 654 (5,1±0,04)·109 531
S. sonnei «S-форма» 6,1·109 658 (5,6±0,06)·109 531
E. coli 18 2,0·1010 910 (1,9±0,1)·1010 804
E. coli 675 9,9·109 910 (9,4±0,01)·109 777
S. aureus ATCC 6538 (209-P) 6,4·1010 4359 (6,3±0,1)·1010 3300
E. faecalis ATCC 29212 4,7·109 1576 (4,5±0,01)·109 1256

примечания . 1результаты ускоренного теста прогнозирования выживаемости лиофилизированных культур в пересчете на хранение при 4 °с 
в течение 12 мес. 2результаты, полученные после хранения лиофилизированных препаратов при 4 °с в течение 12 мес. 3время, за которое при хране-
нии лиофилизированных культур при 4 °с в препаратах останется не менее 5 % жизнеспособных клеток.
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возникновение в последнее время угрозы био-
терроризма с вероятностью использования возбуди-
теля чумы в качестве биологического оружия опреде-
ляют необходимость разработки и совершенствования 
методов индикации чумного микроба [3, 7]. время вы-
явления возбудителей особо опасных инфекций имеет 
определяющее значение для эффективного и своевре-
менного проведения комплекса противоэпидемических 
и профилактических мероприятий. для обнаружения 
возбудителя чумы и его антигенов в лабораторной прак-
тике имеется достаточный набор методов: бактериоло-
гический, биологический, гем агглютинационные (ре-
акция пассивной гемагглютинации, реакция нейтрали-
зации антител), иммунофлуоресцентный, иммунофер-
мент ный, иммунохрома тографический, цитоиммуноф-
луорометрический, мо ле кулярно-биоло ги че ский (по-
лимеразная цепная реакция) [6, 8, 10]. каждый из этих 
методов обладает своими достоинствами и недостатка-
ми, связанными либо с ограниченной чувствительно-
стью или специфичностью, либо с использованием до-
рогостоящего оснащения и химреактивов, токсичных 
компонентов для здоровья оператора и вредных для 
окружающей среды. 

первичные учреждения здравоохранения не 
всегда имеют необходимую базу для выполнения 

сложных анализов и нуждаются в оснащении надеж-
ными, простыми и недорогими бесприборными диа-
гностическими тестами. в последнее время в прак-
тической работе находит все более широкое приме-
нение дот-иммуноанализ (диа) с использованием 
в качестве маркера специфических антител частиц 
коллоидных металлов. известно, что многие из кол-
лоидных металлов являются активными катализато-
рами и потенциально способны в индикаторных ре-
акциях обеспечить усиление сигнала на 1−3 порядка 
в сравнении с ферментными маркерами, тем самым 
значительно повышая чувствительность точечного 
твердофазного иммунного анализа [1, 2, 5]. 

разработка высокочувствительных специфичных 
диагностикумов с использованием коллоидного сере-
бра позволяет обеспечивать потребность в относитель-
но недорогих препаратах для медицинских и научных 
целей, а простота выполнения анализа и возможность 
визуального учета результатов делает перспективным 
их применение в полевых условиях [1, 11].

целью работы явилось испытание сконструиро-
ванных с использованием методологии иммуноката-
литического анализа тест-систем для дот-имму-
ноанализа с применением высокодисперсных золей 
серебра в качестве маркера специфических антител, 
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позволяющих проводить скрининг полевого матери-
ала на наличие антигенов чумного микроба.

материалы и методы

исследован полевой материал, собранный при 
эпизоотологическом обследовании алтайского гор-
ного природного очага чумы: смывы с органов отлов-
ленных мелких млекопитающих (даурской пищухи, 
длиннохвостого суслика, плоскочерепной полевки, 
их трупов, погадки хищных птиц). материал, предпо-
ложительно содержащий антигены чумного микроба, 
подвергали обеззараживанию согласно требованиям 
безопасности работы с микроорганизмами I–II групп 
патогенности. в соответствии с методическими ука-
заниями 3.1.3.2355-08 использовали минимальное раз-
ведение исследуемого материала 1:10; меньшие раз-
ведения образцов не испытывались в связи с тем, что 
эритроциты и другие окрашенные субстанции, осаж-
дающиеся на пористой мембране, затрудняют проце-
дуру отмывания подложки и влияют на четкость полу-
чаемых результатов. всего исследовано 190 проб.

источником специфических антител служили ги-
периммунные кроличьи сыворотки, полученные имму-
низацией животных FI-антигеном, а также поливалент-
ные сыворотки, полученные после иммунизации кроли-
ков вакцинным штаммом Yersinia pestis EV. адсорбцию 
поливалентной чумной сыворотки проводили с ис-
пользованием клеток Yersinia pseudotuberculosis и-686. 
Фракцию иммуноглобулинов G (IgG) выделяли комби-
нированным методом с применением каприловой кис-
лоты и сульфата аммония [9]. 

для постановки диа нами сконструировано 
два вида тест-систем: IgG из сыворотки, получен-
ной против фракции I чумного микроба, меченные 
коллоидным серебром (аFI=кс), и IgG из адсорби-
рованной поливалентной противочумной сыворотки, 
меченные коллоидным серебром (IgG=кс). 

приготовление коллоидного серебра и его ком-
плексирование со специфическими IgG осуществля-
ли по методу а.г.полтавченко и соавт. [4]. технология 
конструирования тест-систем включала следующие 
этапы: получение золя серебра с заданной дисперс-
ностью путем смешивания равных объемов водных 
растворов боргидрида натрия и азотнокислого сере-
бра, получение комплекса маркера со специфически-
ми антителами, стабилизация конъюгатов и блокиро-
вание свободных сайтов связывания на поверхности 
частиц серебра [4, 5, 11]. 

постановку реакции осуществляли с использо-
ванием прямого варианта дот-иммуноанализа, как 
более экспрессного, экономичного и, на наш взгляд, 
более приемлемого для работы в полевых условиях. 
постановка реакции заключалась в нанесении ис-
следуемого материала на твердофазный носитель 
(нитроцеллюлозную мембрану фирмы «Synpor» с 
размером пор 0,45 мкм); блокировании свободных 
участков связывания раствором инертного белка (ка-
зеинат натрия либо бычий сывороточный альбумин); 
детекции адсорбированных антигенов с помощью 
конъюгатов противочумных IgG, меченных колло-

идным серебром. учет результатов проводили после 
погружения мембраны в раствор проявителя, состоя-
щего из метола, лимонной кислоты и азотнокисло-
го серебра, путем визуальной оценки проявившихся 
темно-серых пятен в местах нанесения положитель-
ного контроля и проб, содержащих антигены чумного 
микроба [1, 11]. интенсивность окрашивания пятен 
оценивалась от + до ++++. для проведения сравни-
тельного анализа использовали реакцию пассивной 
гемагглютинации (рпга) с чумным эритроцитарным 
иммуноглобулиновым диагностикумом (производ-
ства нии микробиологии мо рФ, россия), приме-
няющуюся традиционно в полевых условиях. 

в качестве положительных контролей исполь-
зовали инактивированную взвесь чумного микро-
ба Y. pestis EV концентрацией 106 кое/мл и FI –  
10 нг/мл, в качестве отрицательного контроля − про-
бу, не содержащую антиген (разводящая жидкость).

проверку специфичности дот-иммуноанализа 
осуществляли со штаммами близкородственных бак-
терий: Yersinia enterocolitica O:3 (референтный штамм 
Y. enterocolitica и-134), Y. enterocolitica O:9 (референт-
ный штамм Y. enterocolitica и-76), Y. pseu do tuberculosis 
(референтные штаммы Y. pseu do tuber culosis и-53, 
Y. pseudotuberculosis и-72), Francisella tularensis 15 
нииэг концентрацией 106 кое/мл. ввиду того, что в 
полевом материале высокие концентрации возбудителя 
чумы (108–109 кое/мл) практически не встречаются, а 
при разработке тест-систем учитывалось данное обсто-
ятельство, то и для проверки специфичности более вы-
сокие концентрации гетерологичных микроорганизмов 
не применялись. 

проверку чувствительности диа проводили 
с использованием 4 типичных штаммов чумного 
микроба основного и алтайского подвидов (Y. pestis 
subsp. pestis и Y. pestis subsp. altaica) из коллекции 
музея живых культур института.

результаты и обсуждение

из числа рутинных серологических методов ин-
дикации дот-иммуноанализ обладает преимуществом 
по чувствительности, скорости проведения реакции, 
экономичности расходования исследуемого материа-
ла и реагентов. принцип работы сконструированных 
тест-систем основан на выявлении специфических 
антигенных комплексов, адсорбированных на твер-
дофазном носителе. 

нами показана стабильная высокая чувствитель-
ность обеих сконструированных тест-систем (аFI=кс 
и IgG=кс) при исследовании штаммов чумного микро-
ба – ≥ 5·104 кое/мл и растворимых антигенов (FI) – 
≥ 4,8 нг/мл, а также высокая специфичность: отсут-
ствие ложноположительных реакций с 5 гетерологич-
ными микроорганизмами в концентрации 106 кое/мл. 

при исследовании полевого материала (190 
проб) методом диа были получены положительные 
результаты в 8 пробах (смывы с органов длиннох-
востого суслика Citellus undulatus – 4, даурской пи-
щухи Ochotona daurica – 3, плоскочерепной полевки 
Alticola strelzovi – 1), что составило 4,2 %. 
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существенной разницы при использовании 
тест-систем на основе аFI=кс и поливалентно-
го IgG=кс не отмечено (таблица). интенсивность 
окрашивания сформированных в положительных 
случаях пятен соответствовала ++ – ++++. время, за-
траченное на постановку диа, в среднем составило 
1,5 ч. все пробы были изучены в трех повторностях. 
воспроизводимость результатов составила 100 %. 

обнаружение антигенов чумного микроба в 
рпга зарегистрировано в 5 пробах, что составило 
2,6 %. время от начала постановки рпга до учета ре-
зультатов в среднем 3 ч. совпадение положительных 
результатов в диа и рпга отмечалось в 5 образцах. 
на наш взгляд, большее количество положительных 
находок, полученных методом диа, в сравнении с 
рпга объясняется более высокой чувствительно-
стью твердофазных иммунохимических методов по 
сравнению с агглютинационными. вместе с тем диа 
более экспрессен (время проведения анализа – 1,5 ч), 
требует небольшого объема исследуемого образца 
(1–2 мкл) и расходных материалов (таблица). 

таким образом, разработанные и апробиро-
ванные нами при исследовании полевого материа-
ла тест-системы с использованием противочумных 
IgG, меченных коллоидным серебром, для детекции 
антигенов возбудителя чумы высокочувствительны, 
специфичны, экспрессны, экономичны, не требуют 
оснащения лабораторий дорогостоящими реактива-
ми и оборудованием. простота выполнения анализа 
и возможность визуального учета результатов позво-
ляют их реализовывать в качестве сигнальных те-
стов в полевых условиях, а также в условиях работы 
санитарно-противоэпидемических бригад (спэб) в 
режиме чрезвычайных ситуаций. кроме того, при-
менение разработанных тест-систем позволит опе-
ративно осуществлять эпидемиологический мони-
торинг и проводить быструю оценку ситуации при 
возникновении биологических угроз. 
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результаты серологических исследований полевого материала  
из Горно-алтайского природного очага чумы

код  
образца исследуемый материал

диа с использова нием 
диагностикумов: рпга

аFI – кс п/в ат-кс
37 смыв с органов длиннохвостого 

суслика
1:320 

(++++)
1:320  

(++++)
1:80

101 смыв с органов длиннохвостого 
суслика

1:320  
(++++)

1:320  
(++++)

1:40

162 смыв с органов даурской пи-
щухи

1:80  
(++) 

1:80 
(+++)

-

183 смыв с органов длиннохвостого 
суслика

1:320  
(++++)

1:320  
(++++)

1:80

70 смыв с органов даурской пи-
щухи

1:160  
(+++)

1:160  
(+++)

1:40

14 смыв с органов даурской пи-
щухи

1:160  
(++)

1:160  
(+++)

1:20

171 смыв с органов плоскочерепной 
полевки

1:80 
(++)

1:80 
(+++)

-

157 смыв с органов даурской пи-
щухи

1:80  
(++)

1:80  
(+++)

-

примечание : в таблице приведены максимальные значения раз-
ведений исследуемого материала.
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совершенствование организации лабораторной 
базы спэб было определено эволюцией концепции 
спэб. задачи, которые ставились перед спэб, и 
уровень развития лабораторной диагностики опреде-
ляли и состояние лабораторной базы [19]. 

образование спэб в 1963 г. было обусловлено 
угрозой применения биологического оружия, поэто-
му основное направление работы спэб состояло в 
проведении специфической индикации бактериаль-
ных средств поражения и лабораторного контроля 
объектов окружающей среды на зараженность воз-
будителями особо опасных инфекционных болезней 
(приказ мз ссср от 30.09.1963 № 466). 

вскоре после создания спэб возникла необ-
ходимость их участия в локализации и ликвидации 
эпидемических проявлений холеры в 70-х годах 

прошлого века, оказании помощи территориальным 
структурам здравоохранения. по данным архивных 
материалов роснипчи «микроб», основными за-
дачами бактериологического отделения было прове-
дение массовых исследований материала от людей, 
объектов окружающей среды и пищевых продуктов. 
в этот период, в связи с недостатком лабораторных 
помещений в учреждениях госсанэпиднадзора, для 
развертывания лабораторной базы спэб использо-
вали приспособленные помещения школ, клубов, 
институтов и др. основным методом диагностики 
являлся бактериологический анализ.

в последующем, эффективность использова-
ния спэб при ликвидации эпидемических очагов 
холеры была подтверждена во время эпидемии хо-
леры в республике дагестан в 1994 г. для ликвида-

удк 616–036.22

с.а.Портенко, с.а.Щербакова, е.с.казакова, и.н.Шарова, и.Г.карнаухов, а.В.Топорков, 
В.В.кутырев 

оСновные ЭтаПы СоверШенСтвования лаБораторноЙ БаЗы СПЭБ 

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

проанализированы этапы развития лабораторной базы спэб. на первом этапе основное направление дея-
тельности лабораторной базы состояло в проведении специфической индикации бактериальных средств пора-
жения и лабораторного контроля объектов окружающей среды на зараженность возбудителями особо опасных 
инфекционных болезней. значительное увеличение нагрузки на лабораторную базу спэб произошло в период 
локализации и ликвидации эпидемических проявлений холеры в 70-х годах прошлого века, когда основными 
задачами лабораторного отделения было проведение массовых бактериологических исследований материала от 
людей, объектов окружающей среды и пищевых продуктов. расширение функций лабораторной базы – проведе-
ние санитарно-микробиологических исследований, мониторинг объектов окружающей среды на вибриофлору и 
природно-очаговые инфекционные болезни, исследование клинического материала – связано с участием спэб в 
зонах ликвидации медико-санитарных последствий стихийных бедствий, вооруженных конфликтов с гуманитар-
ными последствиями, в проведении массовых мероприятий с международным участием.

для совершенствования лабораторной базы спэб важным является внедрение современных диагностиче-
ских технологий, автоматизация различных этапов проведения анализа, а также стандартизация диагностических 
исследований и обеспечение соответствия лабораторной базы спэб требованиям отечественных и международ-
ных стандартов. 

Ключевые слова: спэб, лабораторная база спэб, бактериологическое отделение спэб.
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Key Stages in the Development of SAET Laboratory Facilities
Russian Research Anti-Plague Institute “Microbe”, Saratov, Russian Federation

Considered are the stages of the SAET laboratory facilities development. Initially main area of activities was assumed to be spe-
cific indication of bacterial threats and laboratory control over the ambient environment objects for the presence of particularly dan-
gerous infectious disease agents. Significant increment in the workload occurred during the period of localization and elimination of 
epidemic cholera manifestations in the 1970s, when primary tasks of bacteriological unit consisted in carrying out mass bacteriological 
investigations of samples from humans, environment objects, and food items. Assignment of new functions to the laboratory facili-
ties, such as performance of sanitary-microbiological investigations, monitoring over ambient environment objects for the presence of 
vibrio-flora and natural-focal infectious disease agents, clinical material assays – is associated with SAETs participation in liquidation 
of medical-sanitary consequences of natural disasters and human cost relief as aftermaths of military conflicts, as well as participation 
in management of mass events with international representation. 

Most important issues in the development of SAET laboratory facilities are implementation of advanced diagnostic technologies, 
automatization of various stages in the process of analysis performing, standardization of diagnostic investigations, and ensuring com-
pliance of the facilities with national and international requirements.

Key words: SAET, SAET laboratory facilities, SAET bacteriological unit.
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ции вспышки холеры (на периоды наиболее интен-
сивного роста заболеваемости) были привлечены 
6 спэб в полном составе: ростовского нипчи – 
2, ставропольского нипчи – 1, роснипчи 
«микроб» – 2, волгоградского нипчи – 1. это по-
зволило усилить лабораторную базу наиболее круп-
ных городов республики дагестан, увеличив еже-
дневное количество проводимых анализов до 1000 и 
более. силами спэб было проведено более 100 тыс. 
исследований на холеру материала от людей и из 
объектов окружающей среды [9].

одной из форм использования специализиро-
ванных бригад в очагах холеры было привлечение 
отдельных оперативных групп специалистов из их 
состава (в 55 % случаев) – при незначительной ин-
тенсивности эпидемического процесса и наличии 
лабораторной базы, способной обеспечить расшиф-
ровку генеза возникшей эпидемической вспышки. 
в качестве примера можно привести работу опера-
тивной эпидемиолого-диагностической группы спе-
циалистов спэб роснипчи «микроб», участво-
вавших в ликвидации вспышки холеры в республике 
татарстан в 2001 г. [18]. 

переломным моментом, повлиявшим на из-
менение концепции функционирования спэб, а 
соответственно, и на организацию лабораторно-
диагностической работы, стало привлечение спэб к 
ликвидации медико-санитарных последствий в зоне 
стихийного бедствия (землетрясение в армении в 
1988–1989 гг.), когда спэб в условиях разрушенной 
инфраструктуры осуществляли функции учрежде-
ний территориальной санитарно-эпидемио ло ги-
ческой службы. основным направлением работы 
лабораторного отделения спэб на тот период ста-
ло осуществление текущего санитарного контроля 
сохранившихся и восстанавливаемых эпидемиоло-
гически значимых объектов, санитарно-бактерио ло-
гический контроль качества питьевой воды, пище-
вых продуктов, бактериологическое исследование 
на патогенную кишечную микрофлору материла от 
больных, контактных, декретированных групп на-
селения, проведение исследований в рамках монито-
ринга природно-очаговых инфекционных болезней. 
такой широкий спектр задач, решаемых специали-
стами бактериологического отделения спэб, по-
требовал не только серьезной подготовки по вопро-
сам санитарной микробиологии, но и существенной 
модернизации всей материально-технической базы 
спэб [7]. 

дальнейшее совершенствование лабораторно-
диагностического направления деятельности спэб 
было связано с их участием в обеспечении санитарно-
эпидемиологического благополучия населения в 
зонах вооруженных конфликтов с гуманитарными 
последствиями – локальный осетино-ингуш ский 
конфликт (1992–1993 г.), вооруженный конфликт в 
чеченской республике (1995 г.), антитеррористиче-
ская операция на территории чеченской республики 
(2000 г.), в республике ингушетия, куда хлынул по-

ток беженцев из чеченской республики (1995, 1999–
2000 гг.), грузино-южноосетинский вооруженный 
конфликт (2008 г.). в этой ситуации задачи лабора-
торной базы спэб были во многом аналогичны та-
ковым при работе в зоне землетрясения в армении, 
а также в других чрезвычайных ситуациях (чс) при-
родного характера [12] и были связаны с времен-
ным выполнением функций учреждений санитарно-
эпидемиологического профиля. специалисты спэб 
проводили санитарно-микро био логические исследо-
вания питьевой воды, пищевых продуктов, объектов 
окружающей среды, а также эпизоотологическое об-
следование природных очагов особо опасных инфек-
ционных болезней (чума, туляремия). вместе с тем 
дополнительно была обеспечена готовность к диа-
гностике заболеваний неясной этиологии и индика-
ции возбудителей инфекционных болезней бактери-
альной природы в объектах окружающей среды. для 
усиления территориальных учреждений госсанэпид-
надзора в районах, менее других пострадавших в 
результате социального конфликта, где размещались 
беженцы, направляли эпидгруппы, сформированные 
из специалистов спэб (как минимум один эпиде-
миолог и один бактериолог). необходимо отметить, 
что в чеченской республике в ходе работы спэб 
использовались лаборатории на базе автошасси: ав-
толаборатория для бактериологической диагностики 
острых кишечных и капельных инфекций и крытый 
автомобиль газ-66 для приготовления питательных 
сред [1, 2, 3, 5, 10, 11, 16, 22].

знаковым событием дальнейшего совершен-
ствования лабораторной составляющей спэб стало 
их участие в обеспечении санитарно-эпидемио ло-
ги ческого благополучия при проведении массовых 
мероприятий с международным участием (саммит 
атэс-2012 во владивостоке, универсиада-2013 
в казани, саммит «большой двадцатки» в 2013 г. в 
санкт-петербурге, олимпийские и паралимпийские 
зимние игры в 2014 г. в сочи). организация лабора-
торных исследований на базе спэб в период подго-
товки и проведения указанных выше мероприятий на-
глядно демонстрирует различные варианты тактики 
лабораторного обеспечения деятельности спэб в за-
висимости от поставленных задач. впервые наиболее 
полно возможности лабораторной базы спэб (при 
таких мероприятиях) были раскрыты при организа-
ции работы в период проведения универсиады-2013 
в казани. основными направлениями деятельности 
лабораторного отделения спэб были: 

- обеспечение готовности к проведению лабора-
торной диагностики особо опасных инфекционных 
болезней;

- проведение лабораторной диагностики инфек-
ционных болезней у аккредитованных лиц;

- мониторинг воды поверхностных водоемов на 
вибриофлору;

- мониторинг воды системы горячего водоснаб-
жения жилых домов деревни универсиады на нали-
чие легионелл;
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- санитарно-микробиологические исследования 
пищевых продуктов [17]. 

в то же время организация работы в период 
саммита «большой двадцатки» продемонстрирова-
ла уникальные возможности спэб по проведению 
массового лабораторного скрининга проб объектов 
окружающей среды и пищевых продуктов с исполь-
зованием современных методов экспресс- и уско-
ренной диагностики. анализ опыта организации 
лабораторного обеспечения во время проведения 
двух различных по своей специфике массовых меро-
приятий (универсиады-2013 и саммита) показал, что 
продолжительность мероприятия, а также условия 
его проведения влияют на сроки выдачи ответа лабо-
раторной службой, что является определяющим при 
выборе приоритетных методов и алгоритма исследо-
ваний. принимая во внимание значительный объем 
работы, приходящийся на лабораторную базу при 
обеспечении санитарно-эпидемиологического бла-
гополучия массовых мероприятий, среди основных 
принципов организации лабораторных исследований 
можно выделить следующие: 

- выбор приоритетных показателей исследова-
ния;

- логистика системы отбора и доставки проб;
-приоритетное использование методов экспресс- 

и ускоренной диагностики (мФа, иФа, пцр); 
- автоматизация всех этапов исследования (про-

бо подготовка, микробиологические исследования и 
т.д.) [14, 15]. 

наряду с расширением спектра выполняемых 
задач, еще одним направлением совершенствования 
лабораторного обеспечения деятельности спэб яв-
ляется внедрение в работу спэб современных диа-
гностических технологий. переломным моментом в 
этом плане стало использование пцр – метода, по-
зволяющего провести индикацию (а в настоящее вре-
мя и идентификацию) возбудителей инфекционных 
болезней в максимально короткие сроки. успешное 
использование пцр при проведении эпидемиологи-
ческого расследования вспышки сибирской язвы в 
республике мордовия в 1999 г. определило в даль-
нейшем место и роль молекулярно-генетического 
анализа как максимально востребованного при орга-
низации лабораторных исследований на базе спэб. 

в настоящее время в лабораториях спэб наи-
более широко применяется пцр с учетом результа-
тов в режиме реального времени. значительная часть 
используемых тест-систем позволяет проводить 
многофакторный анализ, т.е. выявлять в одной про-
бе сразу несколько патогенов (например, комплекс 
возбудителей острых кишечных инфекций), или же 
определять несколько характеристик у одного воз-
будителя (систематическое положение, эпидемиче-
скую значимость и т.д.). кроме этого, в соответствии 
с регламентом функционирования спэб в лабора-
ториях спэб необходимо осуществлять детекцию 
возбудителей 54 нозологий, большинство из кото-
рых – вирусы, и в этом случае пцр является мето-

дом выбора, поскольку реализация вирусологиче-
ских исследований на базе спэб нецелесообразна. 
перспективы дальнейшего внедрения молекулярно-
генетических методов в работу спэб связаны с ис-
пользованием секвенирования. так, во время прове-
дения универсиады-2013 с целью определения вида 
возбудителя проведено секвенирование выделенной 
культуры в оперативном режиме и подтверждена ее 
гомология со штаммом Salmonella enterica [8].

наряду с пцр, весьма востребованы и другие 
методы экспресс- и ускоренной диагностики – мФа, 
иФа, иха. проведение исследований этими мето-
дами предусмотрено в лаборатории индикации мк 
спэб, однако, учитывая незначительные габаритные 
размеры оборудования, возможно его размещение в 
любом лабораторном блоке мобильного комплекса 
(мк).

традиционно значительная роль при организа-
ции лабораторных исследований в спэб отведена 
бактериологическому анализу. в настоящее вре-
мя табель оснащения спэб включает микробио-
логические анализаторы, и спектр их использова-
ния достаточно широк – от проведения санитарно-
микробиологических исследований, до определения 
антибиотикограммы возбудителя. 

необходимо отметить и наличие в модернизи-
рованном мк спэб оборудования, позволяющего 
автоматизировать процесс приготовления питатель-
ных сред. внедрение автоматических средоварок, 
разливочных модулей и др. позволило значительно 
сократить штат среднего и младшего персонала, за-
действованного в обеспечении бактериологических 
исследований (приготовление и розлив питательных 
сред, подготовка лабораторной посуды). 

приоритетным вопросом при организации ла-
бораторной диагностики особо опасных инфекци-
онных болезней является соблюдение требований 
биологической безопасности. развитие этого направ-
ления в работе лабораторных подразделений осу-
ществлялось одновременно с эволюцией концепции 
функционирования спэб и полностью было реали-
зовано при ее модернизации [6]. однако необходимо 
подчеркнуть, что соблюдение требований биологи-
ческой безопасности выполняемых работ осущест-
влялось всегда, не зависимо от условий размещения 
лабораторной базы (помещения лабораторий санэ-
пидслужбы, приспособленные помещения школ, 
клубов, палатки, пневмокаркасные модули и др.). в 
современных модернизированных лабораториях мк 
спэб инженерно-технические средства позволяют 
обеспечить, в соответствии с критериями воз, в ла-
бораториях индикации и особо опасных инфекций 
уровень биологической безопасности BSL-3 (изо-
лированная лаборатория), а в бактериологической и 
санитарно-гигиенической лабораториях – BSL-2 (ба-
зовая лаборатория 2-го уровня) [4, 20].

еще один ключевой вопрос, на котором необ-
ходимо остановиться, рассматривая эволюционные 
изменения и современное состояние организации ла-
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бораторной диагностики в спэб, – это соответствие 
требованиям международного стандарта, действую-
щего и в российской Федерации (гост исо/мэк 
17025 «общие требования к компетентности испыта-
тельных и калибровочных лабораторий»). 

когда многие страны мира приняли участие в 
процессе внедрения ммсп (2005), они тем самым 
выразили свою приверженность созданию нацио-
нальных мощностей для выявления событий в об-
ласти общественного здравоохранения, имеющих 
международное значение, и для ответных действий 
на такие события. результаты лабораторной диа-
гностики, которым при чрезвычайных ситуациях 
международного значения будет доверять междуна-
родное сообщество, возможно получить только в ла-
бораториях национальных систем здравоохранения, 
где осуществляется надежное управление качеством 
[21]. основные составляющие системы менеджмен-
та качества (смк) для лабораторий, в том числе осу-
ществляющих исследования в рамках обеспечения 
санитарно-эпидемиологического надзора, определе-
ны в гост исо/мэк 17025. специалисты спэб 
не осуществляют надзорные мероприятия, однако 
проводят исследования в рамках обеспечения сани-
тарной охраны территории и эпидемиологического 
надзора. особую актуальность организация таких 
исследований в лабораториях спэб приобретает 
при работе в зоне чс при полном или частичном за-
мещении местных учреждений роспотебнадзора, или 
же при организации и проведении массовых меро-
приятий, когда деятельность спэб осуществляется 
в теснейшем взаимодействии с органами и учрежде-
ниями роспотребнадзора. кроме этого, соответствие 
требованиям международных стандартов в области 
организации диагностических исследований (под-
твержденное соответствующей аккредитацией) при-
дает легитимность получаемым результатам и в слу-
чае задействования спэб за рубежом. современные 
лаборатории спэб входят в состав испытательных 
лабораторных центров, функционирующих на базе 
противочумных институтов и аккредитованных в 
установленном порядке на техническую компетент-
ность при осуществлении исследований. 

внедрение смк обеспечило стандартизацию 
диагностических исследований, выполняемых во 
всех спэб. это было достигнуто, в том числе, за 
счет использования высокотехнологичного анали-
тического оборудования, проведения исследований 
в соответствии с единой номенклатурой, которая от-
ражена в регламенте функционирования спэб [27] 
и внедрением соп в работу лабораторий спэб всех 
противочумных институтов. в этой связи необходи-
мо отметить и работу по оптимизации нормативно-
методического обеспечения, регламентирующего 
порядок организации и проведения лабораторной 
диагностики в мк спэб и определяющего, наряду 
с другими составляющими, функционирование смк 
в лабораториях мк спэб. 

таким образом, анализ изменений, произошед-

ших в организации лабораторной диагностики за 
период от момента создания спэб до настоящего 
времени, показал, что они полностью соответству-
ют эволюции концепции функционирования спэб. 
развитие лабораторно-диагностического спектра в 
деятельности спэб обеспечило создание уникаль-
ных лабораторных комплексов, оснащенных совре-
менным оборудованием, на базе которых возможно 
проведение широкого спектра исследований (от ин-
дикации возбудителей особо опасных инфекцион-
ных болезней бактериальной и вирусной природы, 
токсинов, до санитарно-микробиологического ана-
лиза пищевых продуктов и объектов окружающей 
среды) в рамках мероприятий по санитарной охране 
территории и обеспечению санитарно-эпидемиоло-
ги ческого благополучия. 
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в настоящее время основными методами лабо-
раторной диагностики бактериальных инфекцион-
ных болезней являются бактериологический, имму-
нологический и молекулярно-генетический [6].

в основе бактериологического метода лежит вы-
деление чистой культуры возбудителя и его дальней-
шая идентификация по комплексу морфологических, 
культуральных, тинкториальных, биохимических и 
антигенных признаков. для выделения чистой куль-
туры возбудителя путем посева исследуемого ма-
териала на питательные среды требуется время от 
18–24 ч до нескольких суток [7]. чувствительность 
метода составляет 102 м.к./мл [9].

иммунологические методы лабораторной диа-
гностики основаны на регистрации специфическо-
го взаимодействия антигенов и антител. среди ме-
тодов иммунологического анализа в практических 
лабораториях применяют реакцию агглютинации 
(ра), реакцию непрямой гемагглютинации (рнга), 
а также методы с использованием меченых антител 
и антигенов – метод флюоресцирующих антител 

(мФа), иммуноферментный анализ (иФа), имму-
ноферментный анализ с магноиммуносорбентами 
(иФа+мис), иммунохроматографический анализ 
(иха) [9]. чувствительность данных методов состав-
ляет: ра – 108–109 м.к./мл, рнга – 108 м.к./мл, мФа, 
иФа – 105–106 м.к./мл, иФа+мис – 103–104 м.к./мл, 
иха – 2·105–2·106 м.к./мл, а специфичность напря-
мую зависит от качества используемых антител и 
может достигать 100 % [24, 33, 38]. время анализа 
составляет от 20 мин (иха) до 2–4 ч (иФа) [7].

среди молекулярно-генетических методов ши-
рокое распространение получил метод полимеразной 
цепной реакции (пцр), основанный на многократном 
избирательном копировании (амплификации) опреде-
ленного участка днк. в настоящее время, наряду с 
пцр с учетом результатов методом электорофореза 
применяют технологию пцр с гибридизационно-
флуоресцентным учетом результатов, принципиаль-
ной особенностью которой является количественный 
анализ накопления продуктов пцр в каждом цикле 
реакции, а также автоматическая регистрация и интер-
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претация полученных результатов. для определения 
нуклеотидной последовательности фрагментов днк 
используется метод секвенирования путем получения 
серии комплементарных молекул днк, различаю-
щихся по длине на одно основание. для молекулярно-
генетических методов характерна 100 % специфич-
ность и высокая чувствительность: 1·102 – 1·103 м.к./мл. 
время анализа составляет 2–3 ч [7].

несмотря на многообразие существующих 
методов, ни один из них не лишен недостатков. 
бактериологический метод является длительным, 
интерпретация его результатов зависит от квалифи-
кации исследователя. иммунологические методы 
имеют недостаточно высокую чувствительность. для 
пцр характерна высокая стоимость анализа, много-
этапность проведения анализа, строгие требования 
к оснащению лаборатории и качеству тест-наборов, 
отсутствие возможности анализа белков, углеводов.

в настоящее время в лабораторной диагностике 
инфекционных болезней, наряду с традиционными 
методами индикации и идентификации, получили 
распространение физические и физико-химические 
методы анализа, базирующиеся на количественном 
измерении физических свойств веществ и характе-
ризующиеся высокой автоматизацией, скоростью и 
простотой исследований. для выявления и определе-
ния микроорганизмов в объектах окружающей сре-
ды используется ультрафиолетовая (уФ), видимая и 
инфракрасная (ик) спектроскопия. данные методы 
основаны на анализе спектра поглощения исследуе-
мого материала. спектр поглощения клеток микро-
организмов складывается из спектров поглощения 
входящих в их состав биологических молекул и кри-
вой светорассеяния [1, 5, 11]. так, большинство бел-
ков микроорганизмов и нуклеиновых кислот имеют 
максимум поглощения в уФ-диа па зоне при длинах 
волн 289 нм и 260 нм, соответственно, что обуслов-
лено в первом случае присутствием ароматических 
аминокислот (триптофана, фенилаланина, тирозина), 
алифатических боковых цепей аминокислот и пеп-
тидных связей — со — Nн —, а в случае нуклеи-
новых кислот пуриновыми и пиримидиновыми осно-
ваниями [4]. при ик-излу че нии в диапазоне длин 
волн 2–50 мкм некоторые функциональные группы 
макромолекул (с–н, о–н, N–н, с=с, с=N, с=O и 
др.) имеют характерный набор полос поглощения, 
являющихся индивидуальной характеристикой сое-
динения [8]. чувствительность спектроскопических 
методов достигает 103 м.к./мл [10]. кроме того, для 
идентификации микроорганизмов применяют ме-
тод раман-спектроскопии, основанный на комбина-
ционном рассеянии света или эффекте рамана [14], 
отличающийся от остальных видов спектроскопии 
широким диапазоном длин волн – от уФ до ик. при 
этом число и расположение линий в спектре рассеян-
ного излучения определяется молекулярным строе-
нием вещества. чувствительность метода составляет 
5·104 – 5·105 м.к./мл [49]. 

преимуществами методов ультрафиолетовой, 

инфракрасной и раман-спектроскопии являются: 
отсутствие процедуры пробоподготовки, что по-
зволяет достичь высокой скорости проведения ана-
лиза (до 5 мин), отсутствие прямого физического 
контакта исследователя с исследуемым материалом 
(бесконтактный метод) [31], что особенно важно 
при исследовании образцов, содержащих или подо-
зрительных на содержание патогенных биологиче-
ских агентов. недостатком индикации биологиче-
ских частиц методом уФ-спектроскопии является 
возможность появления ложноположительных ре-
зультатов из-за присутствия в воздухе аэрозолей, со-
держащих посторонние вещества и невозможность 
проведения идентификации микроорганизмов. для 
ик-спектроскопии невозможна дифференциация 
биологических и небиологических частиц, при этом 
раман-спектроскопия позволяет исследовать только 
чистую культуру и требует дорогостоящего оборудо-
вания. раман-спектры микроорганизмов зависят от 
способа подготовки материала [50]. 

одним из современных физико-химических 
методов анализа, позволяющий решить проблемы 
спектроскопических методов является метод масс-
спектрометрии, дающий возможность проводить 
качественный и количественный анализ состава ве-
щества. принцип масс-спектрометрического анали-
за основан на предварительной ионизации атомов 
и молекул, входящих в состав пробы, дальнейшего 
разделения ионов исследуемого вещества в вакууме 
под действием электрических и магнитных полей и 
регистрации результатов в виде масс-спектра. масс-
спектр представляет собой зависимость интенсивно-
сти ионного тока молекулы от отношения ее массы к 
заряду и является характеристикой анализируемого 
вещества, отражающей особенности его строения.

одним из новых методов ионизации, благодаря 
которому масс-спектрометрическое исследование 
макромолекул получило широкое распространение, 
является разработанная в конце 80-х годов XX в. 
матрично-активированная лазерная десорбция/ио-
низация (MALDI). в основе метода MALDI лежит 
импульсное лазерное облучение исследуемого ве-
щества, смешанного с матрицей, представляющей 
собой химическое соединение, чаще всего органиче-
скую кислоту. 

времяпролетная MALDI масс-спектрометрия 
(MALDI-TOF MS) является новой технологией в 
клинической диагностике, позволяющей прово-
дить идентификацию микроорганизмов, опреде-
лять таксономическое положение неизвестных воз-
будителей. данный метод включает прямой масс-
спектрометрический анализ белковой фракции 
лизата микробной клетки («прямое белковое про-
филирование»), предметом которого служат преи-
мущественно рибосомальные белки, являющиеся 
консервативными в пределах вида микроорганизма. 
чувствительность метода MALDI-TOF MS составля-
ет 103–106 м.к./мл [18]. при этом точность микробио-
логической идентификации зависит от количества 
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исследуемого материала. специфичность видовой 
идентификации составляет до 97,6 % [13], время ана-
лиза занимает от 6 до 8,5 мин, стоимость анализа ме-
тодом MALDI TOF составляет 17–32 % от стоимости 
идентификации традиционными бактериологически-
ми методами [43]. для повышения чувствительности 
метода MALDI был предложен иммуноаффинный 
вариант MALDI MS/MS (iMALDI) анализа [27] с 
применением специфических антител иммобилизо-
ванных на аффинных частицах. чувствительность 
iMALDI анализа составила 10 м.к./мл и 10–100 атто-
моль белковых молекул.

а.Cherkaoui et al. [17] использовали метод 
MALDI–TOF масс-спектрометрии для идентифика-
ции 416 клинических изолятов семейства Entero bac-
teraciae (216 – Escherichia coli, 38 – Kleb siel la pneu-
monia, 35 – Enterobacter cloacae, 32 – Proteus mirabi-
lis, 24 – Serratia marcescens, 19 – Kleb siella oxytoca, 
12 – Citobacter koseri, 12 – Morganella mor ganii и др.). 
при этом специфичность родовой идентификации 
была близка к 100 %, а сами результаты MALDI-TOF 
идентификации были подтверждены традиционны-
ми биохимическими тестами, при этом проблема 
несовпадающих результатов разрешалась секвени-
рованием гена 16S ррнк. точность идентификации 
видов для родов Enterobacteraciae составила 97,7 % 
при анализе 311 изолятов [45]. результаты MALDI-
TOF идентификации были подтверждены традици-
онными биохимическими тестами.

а.Mellmann et al. [35] провели MALDI-TOF MS 
идентификацию 78 штаммов неферментирующих 
грамотрицательных микроорганизмов. все штаммы 
параллельно были проанализированы секвенирова-
нием гена 16S ррнк, использованного в качестве ре-
ференсного метода. MALDI-TOF масс-спектро метрия 
идентифицировала 85,9 % изолятов, согласующихся с 
результатами секвенирования, при этом 82,5 % изоля-
тов были правильно определены на видовом уровне и 
95,2 % на уровне рода. S.Q. van Veen et al. [48] иденти-
фицировали 88 изолятов неферментирующих бактерий 
до рода 94,3 % и 92 % до вида. бактериологические 
методы с использованием автоматических анализато-
ров Vitek-2, API-тест-систем в указанных исследова-
ниях позволили определить 93,2 % микроорганизмов 
до рода и 87,5 % до вида. A.Cherkaoui et al. [17] про-
вели исследование 80 изолятов неферментирующих 
бактерий методом MALDI. в результате точность из-
мерений составила 100 % при родовой и 97,5 % при 
видовой идентификации.

S.Q. van Veen et al. [48] провели MALDI-TOF MS 
исследование грамположительных кокков, предвари-
тельно идентифицированных традиционными ме-
тодами (Vitek-2, API-тест-системы, биохимические 
тесты). для подтверждения идентификации, в случае 
несоответствия результатов, проводилось дополни-
тельно секвенирование гена 16S ррнк. анализ 261 
клинического изолята стафилококков показал 100 % 
результат соответствия на родовом уровне и 94,3 % 
на видовом, а для 165 штаммов стрептококков точ-

ность родовой и видовой идентификации составила 
98,8 и 84,8 % соответственно. традиционные методы 
при этом показали 99,2 % родовой и 63,2 % видовой 
идентификации стафилококков, для стрептококков 
эти значения составили 100 и 87,9 % соответствен-
но. для 111 изолятов стафилококков специфичность 
MALDI-TOF родовой идентификации составила 100 
и 98,2 % видовой, а для 87 изолятов стрептококков – 
100 и 73,6 % соответственно [17]. L.G.Harris et al. 
[25] идентифицировали 158 изолятов стафилококков 
со 100 % точностью на уровне рода и вида. 

A.Cherkaoui et al. [17] применили метод масс-
спектрометрического анализа при идентификации 
анаэробных бактерий. при 100 % определении рода, 
процент видовой идентификации для анаэробов со-
ставил от 17 до 57 %.

трудности лабораторной внутриродовой и вну-
тривидовой дифференциации бактерий связаны с на-
личием общих биохимических свойств, морфологи-
ческих, тинкториальных характеристик, присутстви-
ем родоспецифических и перекрестно реагирующих 
антигенов. указанные проблемы присутствуют при 
лабораторной диагностике возбудителей особо опас-
ных инфекций.

правильная идентификация является необходи-
мой для дифференциации непатогенных видов рода 
Yersinia от патогенных видов: Y. pestis, Y. pseu do-
tuberculosis Y. enterocolitica. S.Ayyadurai et al. [12] со-
ставили базу данных референтных масс-спектров 39 
различных штаммов Yersinia, представляющих 12 раз-
личных видов Yersinia, включая 13 штаммов Y. pestis 
биоваров Antiqua, Medievalis и Orientalis. полученные 
масс-спектры природных и клинических изолятов 
Y. pestis (n=2) и Y. entero co li tica (n=11) были сопостав-
лены с референтными масс-спектрами базы данных 
масс-спектрометра и определены корректно. таким 
образом, Y. pestis была однозначно идентифицирована 
на видовом уровне, а MALDI-TOF была успешно при-
менена для дифференциации трех биотипов. 

E.Seibold et al. [40] идентифицировали 45 штам-
мов F. tularensis четырех подвидов (F. tula ren sis tula-
rensis, F. tularensis holarctica, F. tularensis mediasiati-
ca, F. tularensis novicida) со 100 % специфичностью 
на уровне вида и подвидов. результаты MALDI-TOF 
MS идентификации подтверждены с помощью сек-
венирования гена 23S ррнк.

P.Lasch et al. [32] составили базу данных масс-
спектров 374 штаммов рода Bacillus, среди кото-
рых 102 штамма B. anthracis и 121 штамм B. cereus. 
V.Ryzhov et al. [39] провели MALDI-TOF масс-
спектрометрический анализ 14 микроорганизмов 
группы Bacillus cereus. полученные масс-спектры 
показали большое сходство между видами B. anthra-
cis, B. cereus и B. thuringiensis, так как содержали об-
щие для данных видов биомаркеры, которые отсут-
ствовали у B. mycoides. 

L.Ferreira et al. [20] провели MALDI-TOF MS ис-
следование 131 клинического изолята рода Brucella, 
включая виды B. melitensis, B. abortus, B. suis, пред-
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варительно идентифицированных традиционными 
методами и пцр. точность родовой идентификации 
составила 100 %, а видовой – 20,6 %. F.Lista et al. 
[34] определили с точностью 99,3 % видовую при-
надлежность 152 изолятов рода Brucella, при этом 
B. suis биоваров 1 и 2 были идентифицированы до 
уровня биовара.

л.г.гриднева и соавт. [2] использовали MALDI-
TOF масс-спектрометрический анализ для опреде-
ления таксономической принадлежности холерных 
вибрионов на основании определения спектра кон-
стантных белков дополнительно к биохимическим 
тестам. T.Hazen et al. [26] показали возможность 
применения метода MALDI-TOF MS для диффе-
ренциации вида V. parahaemolyticus от других видов 
рода Vibrio (V. alginolyticus, V. vulnificus, V. cholerae, 
V. mimicus, V. harveyi, V. fischeri, V. camp bellii, V. flu-
vialis, V. mediterranei) и определения биомаркерных 
пиков, специфичных для V. parahaemolyticus. 

помимо исследования цельных клеточных ли-
затов, MALDI масс-спектрометрия используется 
для анализа отдельных биологических молекул (ну-
клеиновых кислот, белков, липидов, полисахаридов, 
жирных кислот), имеющих диагностическое и/или 
патогенетическое значение, и представляет альтер-
нативу традиционным хроматографическим методам 
их определения. так, F.Kirpekar et al. [29] провели 
MALDI секвенирование тех фрагментов днк, кото-
рые не могли быть секвенированы традиционными 
методами из-за наличия многочисленных неспеци-
фичных конечных продуктов, природа которых мо-
жет быть определена с помощью MALDI-TOF-MS. 
E.Nordhoff et al. [37] разработали протокол для бы-
строго секвенирования с использованием MALDI-
TOF-MS коротких последовательностей днк, со-
стоящих из 15–20 п.н., основанный на концепции 
сэнгера. продукты секвенирования разделялись и 
выявлялись методом MALDI-TOF-MS, а последова-
тельность определялась путем сравнения измерен-
ных молекулярных масс с ожидаемыми значениями. 
B.Schilling et al. [41] применили метод вакуумной 
MALDI масс-спектрометрии (vMALDI) для получе-
ния масс-спектров и определения структуры липида 
а трех видов рода Francisella (F. tu la ren sis, F. novi-
cida и F. philomiragia). A.Silipo et al. [45] провели 
MALDI анализ вторичной структуры жирных кис-
лот, входящих в состав липида а для видов E. coli, 
K. pneumoniae, K. oxytoca, P. reactans и B. ca ryophylli. 
J.Gidden et al. [23] осуществили MALDI-TOF масс-
спектрометрический анализ липидов E. coli и B. sub-
tilis. S.M.A.B.Batoy et al. [15] с помощью MALDI 
масс-спектрометрии с преобразованием Фурье полу-
чили липидные и фосфолипидные профили генети-
чески модифицированных дрожжей Saccharomyces 
cerevisiae. показана эффективность использования 
MALDI-MS для идентификации бактериальных 
токсинов, таких как ботулинический нейротоксин, 
столбнячный токсин, стафилококковый энтероток-
син [3]. разработан масс-спектрометрический метод 

на основе MALDI, который позволяет определять 
эндопептидазную активность ботулинических ток-
синов различных серотипов в клинических образцах 
[22, 28]. S.J.Shields et al. [44] методом MALDI-TOF-
MS провели характеризацию с-фрагмента столбняч-
ного токсина и его комплексов с дексорибуцином. 
описаны подходы к идентификации энтеротоксина 
B методом MALDI-TOF в различных средах [16, 36, 
42, 47]. разработан высокочувствительный метод 
(500 фмоль) для определения энтеротоксина в слож-
ных биологических образцах [30]. метод MALDI-
TOF MS использовался для обнаружения цитоток-
сина K1 (CytK1) и негемолитического энтеротокси-
на (NHE), продуцируемых патогенными штаммами 
группы B. cerus [46], а также дельта-ток сина S. aureus 
[21] и шига-токсина E. coli O157 [19].

основными преимуществами MALDI-масс-
спектрометрии являются: анализ биологических мо-
лекул массой до 500 кда без их разрушения, высокая 
чувствительность (10–12–10–21 моль вещества), толе-
рантность к солесодержащим материалам, возмож-
ность работы с многокомпонентными веществами, 
возможность получения информации о структуре 
молекул [3].

внедрение масс-спектрометрического анализа 
в практику лабораторий федерального уровня по-
зволит проводить быструю идентификацию более 
2000 видов микроорганизмов, в том числе неуста-
новленной этиологии и атипичных форм. при этом 
для идентификации микроорганизмов методом масс-
спектрометрического анализа не требуется проведе-
ние биохимических тестов. метод позволяет прове-
сти анализ образца в количестве нескольких нано-
граммов в течение 1–2 мин.

таким образом, метод масс-спектро метри че ского 
анализа является современным высокоточным инстру-
ментом идентификации и дифференциации микроор-
ганизмов, позволяющим повысить эффективность ла-
бораторной диагностики инфекционных болезней. 
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мелиоидоз является единственной особо опас-
ной инфекцией, против которой еще не создано вак-
цины, хотя экспериментальные работы в этом на-
правлении продолжаются уже более полувека как в 
нашей стране, так и за рубежом. отсутствие эффек-
тивного профилактического препарата против за-
болевания, вызываемого Burkholderia pseudo mal lei, 
связано со слабой иммуногенностью выделенных 
разными методами мелиоидозных антигенов, хотя 
определяющая роль поверхностных антигенных 
структур возбудителя в резистентности к мелиоидозу 
в настоящее время не вызывает сомнений. поскольку 
изученные антигены B. pseudomallei вызывают не-
высокий иммунный ответ, весьма актуальной совре-
менной задачей является поиск иммуномодулято-
ров (им) различной природы, способных повысить 
иммуногенные свойства мелиоидозных антигенов. 
ранее нами было показано, что инкапсулирование по-

верхностных мелиоидозных антигенов в липосомы, а 
также применение для иммунизации вместе с реком-
бинантными цитокинами иФн-γ и ил-2 способству-
ет повышению их иммуногенных и протективных 
свойств [6]. в рамках продолжения исследований 
по поиску новых иммуностимулирующих препара-
тов целью данной работы было изучение возможно-
сти использования синтетических пептидов в схеме 
иммунопрофилактики экспериментального мелиои-
доза. в качестве им были использованы бестим и 
имунофан. оба препарата являются синтетическими 
аналогами активных участков гормона тимуса, до-
статочно хорошо изучены и показали свою клиниче-
скую эффективность при целом ряде инфекционных 
и соматических заболеваний [4, 5, 6, 9, 10]. общей 
отличительной особенностью препаратов является 
их способность стимулировать преимущественно 
клеточный иммунитет и фагоцитарные реакции, что 
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изучали возможность повышения иммунного ответа на липосомальные мелиоидозные антигены за счет вклю-
чения в схему иммунизации рекомбинантных цитокинов и синтетических иммуномодуляторов (им) – аналогов 
гормонов тимуса – бестима и имунофана. белых мышей иммунизировали двукратно с интервалом 10 дней, вводя, 
помимо специфических антигенов, препараты цитокинов (иФн-γ – при первичной, ил-2 – при вторичной имму-
низации) и им – бестим или имунофан. показано, что включение в схему иммунизации имунофана, при условии 
его трехкратного введения при первичной и вторичной иммунизации, способствовало достоверно более высоким 
показателям гзт по сравнению с однократным введением им, а также приводило к выживанию 50 % животных 
от 10 лд50 высоковирулентного штамма возбудителя мелиоидоза. замена имунофана бестимом, кроме повыше-
ния уровня гзт, существенно увеличивала фагоцитарную активность макрофагов мышей и степень устойчивости 
животных к контрольному заражению 10 лд50 B. pseudomallei 100 (61,5 % выживших). сделан вывод о целесоо-
бразности включения бестима в комплексную схему иммунизации против мелиоидоза.
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Investigated was the possibility of enhancement of immune response to liposomal melioidosis antigens by means of introduction 
to immunization schedule injections of recombinant cytokines and synthetic immuno-modulators (IM) – thymus hormone analogues – 
bestim and imonufan. White mice underwent two-fold immunization in an interval of 10 days, with administration of cytokine prepa-
rations (IFN-γ – pre-immunization, IL-2 – booster immunization) and IM – bestim and immunofan, except from specific antigens. It 
was demonstrated that deployment of immunofan in the immunization schedule, in case of its three-fold administration during pre-
immunization phase and secondary immunization, benefited to reasonably higher indexes of delayed-type hypersensitivity (DTH) as 
compared to single dosing of IM. It also lead to survival of 50 % of animals challenged with LD50 of high-virulent melioidosis agent 
strain. Apart from high delayed-type hypersensitivity, substitution of immunofan for bestim significantly increased phagocytic activity 
in mice macrophages and control 10 LD50 B. pseudomallei 100 resistance (61.5 % of survived animals). It was concluded that it is a 
good practice to include bestim in the schedule of complex immunization against melioidosis. 
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особенно важно при защите от мелиоидозной инфек-
ции. для профилактики мелиоидоза оба препарата 
ранее не применялись.

материалы и методы

эксперименты проводились на беспородных бе-
лых мышах. для иммунизации животных использо-
вали поверхностный антигенный комплекс из анти-
гена 6 и антигена d (аг6+d) в дозе 40 мкг по белку, 
который вводили подкожно двукратно с интервалом 
10 сут в липосомальной форме (далее – агл) [1]. 
антигены инкапсулировали в липосомы, которые 
формировались при смешивании хромотографиче-
ски чистых фосфатидилхолина и холестерина в со-
отношении 7:3 [3]. одновременно с иммунизацией и 
в последующие 2 сут после нее мышам вводили под-
кожно цитокиновые препараты: при первичной им-
мунизации – иФн-γ (20 ме), при вторичной – ил-2 
(1 мкг). бестим или имунофан вводили подкожно при 
первичной и вторичной иммунизации. кратность 
введения им варьировала от одного до трех раз при 
каждой иммунизации, при этом доза бестима при од-
нократном введении составляла 0,2 мкг, при двукрат-
ном и трехкратном введении разовая доза уменьша-
лась в 2 и 3 раза (0,1 мкг и 0,07 мкг соответственно). 
имунофан вводили в разовой дозе 0,02 мкг/мышь, 
суммарная доза за 2 дня применения имунофана со-
ставляла 0,04 мкг, за 3 – 0,06 мкг. иммунологические 
показатели клеточного иммунитета – гзт в тесте 
отека лапок [9] и фагоцитарной активности перито-
неальных макрофагов (пм) хемилюминесцентным 
методом [8] определяли на 18-е сутки после первич-
ной иммунизации, за 3 сут до контрольного зараже-
ния. протективные свойства мелиоидозных антиге-
нов оценивали по показателям летальности (процент 
выживших и средняя продолжительность жизни 
(спж)) спустя 30 сут после контрольного заражения 
животных высоковирулентным штаммом B. pseudo-
mallei 100. полученные данные обрабатывали стати-
стически по Фишеру-стьюденту [7] и по непараме-
трическому критерию вилкоксона [2].

результаты и обсуждение

в результате проведенного исследования было 

показано, что более высокие иммунологические 
показатели, характеризующие клеточный иммуни-
тет, зарегистрированы при использовании бестима, 
причем трехкратная стимуляция мышей бестимом 
обеспечивала явные преимущества по сравнению с 
одно- или двукратной (p<0,05). схема с имунофаном 
также способствовала формированию у мышей до-
стоверно более высокого уровня гзт, чем у интакт-
ных животных, и трехкратное введение препарата 
было существенно более эффективным, чем одно-
кратное (p<0,05), хотя и значимо не отличалось от 
двукратного введения им (p>0,05) (табл. 1).

определение уровня хемилюминесцентного от-
вета пм мышей на зимозан на 18-е сутки наблюдения 
подтвердило большую эффективность трехкратного 
применения бестима в обеспечении более эффектив-
ной стимуляции иммуногенных свойств мелиоидоз-
ных антигенов, при этом фагоцитарная активность 
пм достоверно превосходила таковую при одно- и 
двукратном введении им (рисунок).

использование схемы с имунофаном также обе-
спечивало на 18-е сутки существенно более высокие 
показатели хемилюминесценции пм, чем у контроль-
ных интактных мышей (р<0,05), однако кратность вве-
дения имунофана значимо не изменяла фагоцитарные 
показатели пм иммунизированных мышей.

таким образом, бестим и имунофан оказались 
способными повышать иммуногенные свойства ме-
лиоидозных липосомальных препаратов. кратность 
применения бестима существенно отражалась как 
на уровне гзт, так и на степени фагоцитарной ак-
тивности пм, трехкратное введение было наиболее 
эффективным. имунофан по сравнению с бестимом 
проявил менее выраженное иммуностимулирующее 
действие, хотя его трехкратное введение и обеспечи-
вало существенно более высокий уровень гзт, чем 
однократное, но не имело решающего значения для 
стимуляции фагоцитарной функции мф мышей. 

изучение протективности мелиоидозных анти-
генов показало, что при дополнении схемы сти-
муляции иммуногенеза цитокинами 1–3-кратным 
введением бестима и при 1–2-кратной стимуляции 
имунофаном выживаемость животных от 10 лд50 
B. pseudomallei 100 достоверно превышает таковую 
у интактных животных и составляет 43–61,5 % при 
использовании бестима и 41,7–50 % при введении 
имунофана (табл. 2). 

самый низкий показатель летальности от 
Таблица 1

Влияние кратности применения иммуномодулирующих пептидов 
на клеточный иммунитет мышей, иммунизированных  

липосомальными мелиоидозными антигенами

препараты  
для иммунизации

уровень гзт на 18-е сутки (ир, %)
кратность введения им

1 2 3
агл+ иФн-γ+ 
ил-2+бестим

22,76±1,85 19,58±1,65 33,37±2,01*

агл+ иФн-γ+ 
ил-2+имунофан

18,6±1,56 21,52±1,93 26,14±2,03**

контроль 
(интактные)

4,18±0,85 - -

* различия достоверны по отношению 1–2-кратному введению. 
** различия достоверны по отношению к 1-кратному введению.

влияние кратности применения бестима в процессе иммуниза-
ции липосомальными антигенами на фагоцитарную активность 
пм мышей 
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10 лд50 B. pseudomallei 100 (38,5 %) отмечен в груп-
пе животных с трехкратной стимуляцией бестимом. 
оба синтетических полипептида (бестим и имуно-
фан) обладали способностью повышать защитные 
свойства мелиоидозных липосомальных антигенов 
при их совместном применении с цитокинами, сти-
мулирующими механизмы клеточного иммунитета 
(иФн-γ и ил-2). при сравнении более эффективным 
препаратом оказался бестим.

таким образом, нами показана целесообразность 
включения в схему стимуляции иммунного ответа при 
мелиоидозе синтетических пептидов – аналогов ак-
тивных центров тимических гормонов. многими ав-
торами отмечено, что защита против мелиоидоза ба-
зируется, в основном, на клеточных иммунных реак-
циях [12, 13], поэтому вполне объяснима показанная 
нами способность цитокиновых препаратов иФн-γ и 
ил-2, ориентирующих иммунный ответ преимуще-
ственно по Th1-типу, а также бестима и имунофана, 
дополнительно действующих в том же направлении, 
существенно стимулировать иммунные реакции ма-
кроорганизма на мелиоидозные антигены и повышать 
протективность антигенов. полученные нами данные 
могут быть использованы для разработки эффектив-
ных схем профилактики мелиоидозной инфекции.
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Таблица 2

Влияние кратности применения им на протективность липосомальных мелиоидозных антигенов

препараты  
для иммунизации

летальность при заражении 10 лд50 B. pseudomallei 100

кратность введения им

1 2 3

пало/взято % павших спж пало/взято % павших спж пало/взято % павших спж

агл+ иФн-γ+ил-2+ 
бестим

8/15 53,3* 10,8* 8/14 57,0* 10,4* 5/13 38,5* 11,2*

агл+ иФн-γ+ил-2+ 
имунофан

7/14 50,0* 10,0* 7/14 50,0* 10,2* 7/12 58,3 10,8*

контроль (интактные) 10/10 100 6,2 - - - - - -

* различия достоверны с группой интактных животных (p<0,05).
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представители семейств Filoviridae (вирусы 
марбург, эбола) и Arenaviridae (вирусы ласса, луйо, 
мачупо, хунин, гуанорито, сэбиа) являются этио-
логическими агентами особо опасных вирусных ге-
моррагических лихорадок (оовгл). они вызывают 
острые заболевания человека, характеризующиеся 
шоком, геморрагиями, мультиорганной недостаточ-
ностью, и заканчиваются летальным исходом в 22–
90 % случаев [9, 20, 21].

данные возбудители рассматриваются как угроза 
здравоохранению вследствие их неконтролируемого 
завоза в неэндемичные регионы, поэтому вопрос о 
создании специфических медицинских средств за-
щиты в отношении вызываемых ими заболеваний 
является актуальным. вакцинация групп риска явля-
ется наиболее эффективным и экономичным спосо-

бом защиты от эпидемии, которая может возникнуть 
в результате завоза возбудителя [3, 7, 8, 15].

в качестве основных направлений создания эф-
фективных вакцин для этих нозологических форм 
ранее рассматривали цельновирионные убитые вак-
цины, вирусоподобные частицы, днк-вакцины, век-
торные рекомбинантные вакцины на основе аденови-
русов и вируса везикулярного стоматита [4, 5, 11, 15, 
19, 25, 28, 29, 33, 34].

следует подчеркнуть, что идеальная вакцина 
должна вызывать долговременный иммунитет при 
однократном введении, обладать перекрестной ре-
активностью к различным природным штаммам воз-
будителя и не вызывать поствакцинальных осложне-
ний. кроме того, стоимость вакцины не должна пре-
пятствовать ее массовому применению.
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ПерСПективы раЗраБотки и ПриМенения вакЦин на оСнове рнк-реПликона  
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ФГБУ «48 Центральный научно-исследовательский институт» Министерства обороны, Сергиев Посад, 
Российская Федерация

представители семейства Filoviridae (вирусы марбург, эбола) и Arenaviridae (вирусы ласса, луйо, мачупо, 
хунин, гуанарито, сэбиа) являются этиологическими агентами особо опасных вирусных геморрагических лихо-
радок. данные возбудители представляют потенциальную угрозу для здравоохранения вследствие возможности 
их случайного завоза в неэндемичные регионы, поэтому актуальным является вопрос о создании специфических 
медицинских средств защиты в отношении вызываемых ими заболеваний. по мнению ведущих специалистов, 
вакцинация групп риска является наиболее эффективным и экономичным способом защиты от развития эпиде-
мии. в обзоре рассмотрено новое перспективное направление разработки защитных препаратов в отношении 
особо опасных вирусных инфекций – создание вакцин на основе репликонов альфавирусов. разработка рекомби-
нантных репликонов не требует культивирования патогенных микроорганизмов. особенностью рнк-репликонов 
является их неспособность продуцировать инфекционное потомство, что имеет особое значение при создании 
вакцин в отношении особо опасных вирусных геморрагических лихорадок. преимущества альфавирусных ре-
пликонов перед другими рнк-репликонами при разработке вакцин заключаются в высоком уровне экспрессии 
гетерологичных генов и резистентности к анти-векторному иммунитету. рнк-репликоны альфавирусов сочета-
ют безопасность инактивированных и иммуногенность живых аттенуированных вакцин. репликоны на основе 
альфавирусов пригодны для экспрессной разработки вакцин с целью специфической профилактики вирусных 
инфекционных заболеваний.

Ключевые слова: вирус венесуэльского энцефаломиелита лошадей, рнк-репликон, альфавирусы, филовиру-
сы, аренавирусы, вакцинa, вектор.

A.A.Petrov, V.N.Lebedev, T.M.Plekhanova, L.F.Stobva, O.N.Sidorova, E.V.Mel’nikova, S.V.Borisevich

Future Developments and Applications of the Vaccines against Dangerous Viral Infections,  
RNA-Replicon-Based, Obtained from the Venezuelan Equine Encephalomyelitis Virus
“The 48th Central Research Institute” of the Ministry of Defense, Sergiev Possad, Russian Federation

The members of the Filoviridae (Marburg and Ebola viruses) and Arenaviridae (Lassa, Lujo, Machupo, Junin, Guanarito, Sabia 
viruses) families are the etiological agents of particularly dangerous viral hemorrhagic fevers. These agents pose a potential threat to 
public health care in view of the possibility of their unintended import into the non-endemic regions, and thus construction of specific 
medical protectors as regards induced by them diseases is a pressing issue. According to leading experts, vaccination of the cohorts 
that fall in the risk groups is the most effective and least expensive method to prevent the development of epidemics. 

The review contains information on a new prospective line of protective preparations development as regards particularly danger-
ous viral infections – construction of alphavirus-replicon-based vaccine. Elaboration of recombinant replicons does not require culti-
vation of pathogenic microorganisms. RNA-replicons are distinguished by their incapacity to produce infective progeny, which is of 
a great importance for the development of vaccines against particularly dangerous viral hemorrhagic fevers. Advantages of alphaviral 
replicons over other RNA-replicons are as follows: high levels of heterologous gene expression and resistance to anti-vector immunity. 
RNA-replicons of alphaviruses combine the safety of inactivated, and immunogenicity of live attenuated vaccines. Alphaviruses-
based replicons are suitable for express vaccine development with the purpose of specific prophylaxis of viral infectious diseases. 

Key words: Venezuelan equine encephalomyelitis virus, RNA-replicon, alphaviruses, filoviruses, arenaviruses, vaccine, vector. 
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в настоящее время для оовгл нет вакцинных 
препаратов, которые отвечали бы всем перечислен-
ным условиям. только для  аргентинской геморраги-
ческой лихорадки (агл) разработан живой аттенуи-
рованный вакцинный штамм Candid 1 вируса хунин. 
он применяется в эндемичных регионах аргентины 
и, несмотря на аттенуацию, является реактогенным 
для человека [21, 23].

создание эффективных вакцин против оовгл 
возможно с помощью системы обратной генетики, 
которая позволяет получить ценную информацию 
для понимания функций структурных белков вирио-
нов, вирусной репликации и патогенеза, что необхо-
димо для разработки вакцин.

методы обратной генетики пригодны для полу-
чения вакцин и могут быть использованы при раз-
работке живых аттенуированных вирусных вакцин в 
отношении рассматриваемых нозологических форм. 
однако не поддающиеся точной оценке риски опас-
ности, связанные с их использованием, могут сделать 
это направление бесперспективным. с нашей точки 
зрения, одним из наиболее перспективных направле-
ний в сфере разработки и применения вакцин против 
оовгл является получение вакцин на основе рнк 
репликонов, в частности, репликонов альфавирусов.

репликоном называют наименьший генетический 
элемент, способный к самовоспроизведению. эта ис-
кусственная рнк начинает производить новый белок. 
рнк репликоны могут быть получены на основе ви-
русов с рнк+ или рнк– геномами. они представляют 
собой вирусные векторы, которые не только являются 
авирулентными, но и даже потенциально (в отличие 
от многих используемых в качестве живых вакцин ат-
тенуированных штаммов) не способны к реверсии к 
дикому типу вируса. автономность рнк репликации 
дает возможность рнк репликонам накапливаться до 
высоких уровней, при этом происходит стимуляция 
гуморальной и клеточной ветвей иммунного ответа.

рнк репликоны на основе вирусов с рнк+ гено-
мом (рнк+ репликоны) могут быть применены одним 
из трех способов:

Трансфекция нативной РНК. в этом случае 
рнк, полученная в результате транскрипции in vitro, 
применяется при внутримышечном введении [2, 10]. 
недостатком указанного подхода является высокая 
чувствительность нативной рнк к действию рнказ, 
что в значительной степени снижает эффективность 
процесса доставки in vivo. 

Доставка репликонов в виде кДНК фрагмен-
та геномной рнк возбудителя (днк репликоны). 
этот подход напоминает таковой при использовании 
днк-вакцин. однако в отличие от днк-вакцин в дан-
ном случае днк транскрибируется в ядрах клеток в 
репликоновую рнк [11, 12, 14, 16]. эта рнк пере-
носится из ядер в цитоплазму клеток, где и проис-
ходят процессы амплификации репликоновой рнк и 
трансляции вирусоспецифического белка. при этом 
(в отличие от днк-вакцин) достигаются высокие 
уровни экспрессии вирусного антигена. недостатком 
этого способа является возможность рекомбинации 
векторной днк с хромосомной, что делает ее потен-

циально опасной [15].
Использование вирусных репликонов на основе 

альфавирусов. репликоны продуцируются в клеточ-
ных линиях млекопитающих, которые трансфициру-
ются in vitro транскрибированными рнк, включая 
репликоновую рнк, которая кодирует вирусные не-
структурные белки вместе с гетерологичным антиге-
ном и хелперную рнк, кодирующую вирусные струк-
турные белки. в некоторых системах используются 
две хелперные рнк, чтобы избежать рекомбинации 
рнк с образованием способного к репликации виру-
са [1, 2, 6, 22, 30, 31]. хелперные рнк содержат 5' и 
3' концы вирусного генома и вирусный субгеномный 
26S промотор. следовательно, в присутствии субге-
номного репликона реплицируются хелперные рнк 
и экспрессируются структурные белки. в результате 
этого происходит образование вирусных репликонов, 
которые высвобождаются в клеточный супернатант. 
поскольку хелперные рнк не содержат сигналы, не-
обходимые для упаковки, данному процессу подвер-
гается только субгеномная репликоновая рнк.

одним из вариантов метода, позволяющего из-
бежать трансфекции многочисленных транскриптов, 
является использование упаковывающих клеточных 
линий, экспрессирующих гены хелперных рнк [2, 
6, 10, 16, 26]. репликоны, продуцируемые подобным 
методом, являются инфекционными и эффективно 
доставляют рекомбинантную репликоновую рнк 
в чувствительную клетку. однако клетки не проду-
цируют инфекционное потомство, поскольку они, в 
отличие от клеток, инфицированных вирусом дико-
го типа, не могут обеспечить полноценную сборку 
вириона. поэтому эти рнк-репликоны называются 
«одноцикловыми» или «неспособными к репродук-
ции» векторами.

изучение альфавирусных репликон-основан ных 
вакцин было начато в конце прошлого века, когда они 
впервые использовались для экспрессии гетерологич-
ных генов [12]. повышение безопасности и улучше-
ние конструкции репликоновых векторов значительно 
расширили возможности применения вакцин данно-
го класса. использование этих вакцин обеспечивает 
сильный и сбалансированный иммунный ответ с со-
ответствующей защитой против различных заболева-
ний, которые имеют большое значение для ветерина-
рии и здравоохранения. поэтому технология альфави-
русных репликонов обладает большим потенциалом 
для создания следующих поколений вакцин против 
инфекционных заболеваний человека и животных.

как правило, репликон альфавирусов содержит 
последовательность нуклеиновой кислоты (нк), ко-
дирующую 5’-концевую последовательность альфа-
вирусов, по крайней мере, одну последовательность 
нк, кодирующую неструктурный белок альфавиру-
сов, один альфавирусный субгеномный промотор, 
одну внутреннюю последовательность рибосомаль-
ной нк (IRES-элемент), одну гетерологичную нк и 
последовательность нк, кодирующую 3'-концевую 
последовательность альфавирусов [13, 14, 17, 18, 22, 
24, 26, 27]. 3'-концевые и 5'-концевые последователь-
ности, необходимые для обеспечения естественного 
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цикла репликации альфавирусов, в рекомбинантном 
репликоне могут быть исключены. так как структур-
ные гены альфавирусов в репликоне отсутствуют и 
не могут экспрессироваться после вакцинации, то 
неспецифический антивекторный иммунный ответ 
является минимальным [24, 26].

в клетках эукариот задействованы два различных 
механизма для инициации трансляции. в одном из 
них, так называемый «кэп», расположенный на 5'-кон-
це мрнк, распознается фактором инициации (eIF4F). 
при этом происходит связывание транспортной рнк 
метионина и взаимодействие с рибосомальной субъе-
диницей 40S («кэп»-зависимая трансляция) [24].

альтернативный механизм предусматривает 
инициацию трансляции посредством IRES-элемен-
тов, которая инициирует трансляцию с внутреннего 
кодона инициации мрнк с помощью трансинакти-
вирующего фактора – «кэп»-независимая трансля-
ция. IRES-элементы обнаружены в многочисленных 
транскриптах вирусов позвоночных, беспозвоноч-
ных и растений, а также в транскриптах генов позво-
ночных и беспозвоночных [24, 26].

в настоящее время описаны альфавирусные 
векторы, экспрессирующие требуемые гены. во всех 
примерах описана модификация генов неструктур-
ных белков или 26S субгеномного промотора для ре-
гулирования репликации вектора или транскрипции. 
альфавирусный 26S субгеномный промотор управ-
ляет транскрипцией в процессе репликации альфа-
вирусов. он может модифицироваться таким обра-
зом, что его функциональная активность может быть 
уменьшена, увеличена или сохранена [26].

гетерологичная нк является нуклеотидной по-
следовательностью, отсутствующей и/или не пред-
ставленной в геноме дикого типа в том же порядке, 
что и в рекомбинантном альфавирусном геноме. 
когда рекомбинантная нк содержит гены одного 
и более структурных белков, она может продуци-
ровать дефектные частицы альфавирусов [24, 26]. 
гетерологичная нк может кодировать белки или 
пептиды, которые являются антигенами, индуци-
рующими факторы иммунного ответа в отношении 
различных инфекционных заболеваний.

альфавирусные репликон-основанные вакцины 
пригодны для разработки вакцин «нового поколе-
ния». первые экспериментальные вакцины против 
гриппа, основанные на альфавирусных репликонах, 
были сконструированы с использованием вируса 
леса семлики. репликон, экспрессировавший ген ну-
клеопротеина (NP), вызывал сильный гуморальный 
и клеточный иммунный ответы [35].

в настоящее время описано использование 
рекомбинантных альфавирусных репликонов, ко-
дирующих структурные белки вирусов гриппа, па-
рагриппа, вируса метапневмонии, респираторного 
синцитиального вируса, вируса инфекционной ане-
мии лошадей, вируса иммунодефицита человека 
1 типа, ортопоксвирусов, вирусов желтой лихорадки, 
западного нила, японского энцефалита, лихорадки 
долины рифт, конго-крымской геморрагической ли-
хорадки, герпеса, гепатита в и возбудителей других 

инфекционных заболеваний [10, 11, 14, 17, 24, 27].
репликон на основе альфавирусов был исполь-

зован для быстрой разработки вакцины в ходе пан-
демии, вызванной вирусом гриппа а/H1N1/pdm09. 
защита, обеспечиваемая данной вакциной, сходна с 
таковой после гомологичной иммунизации [32].

наличие пригодного для иммунизации челове-
ка штамма тс 83 вируса венесуэльского энцефало-
миелита лошадей (вэл) определяет перспективы 
создания рнк-репликона на основе генома этого воз-
будителя. данный штамм может быть использован 
для получения репликоновой системы, экспресси-
рующей протективные гены возбудителей опасных 
и особо опасных инфекционных заболеваний. так 
как получение рекомбинантных репликонов не тре-
бует культивирования патогенных микроорганизмов, 
разработка и производство селективных агентов в 
репликон-основанных вакцинах может проводиться 
в условиях, не требующих соблюдения мер специ-
альной биобезопасности [24].

вектор на основе рнк-репликона аттенуиро-
ванного вируса вэл состоит из рнк репликонового 
экспрессирующего вектора, рнк пакующего хелпера 
и рнк, продуцируемых in vitro с транскрипционных 
плазмид. рнк-репликона кодирует встроенный ген и 
транскриптазу вируса вэл, которая контролирует ре-
пликацию и транскрипцию гетерологичного гена. при 
совместной трансфекции эукариотических клеток 
полученным репликоном и двумя хелперными рнк, 
кодирующими структурные белки вируса вэл (гли-
копротеины и нуклеокапсид), происходит упаковка 
рнк-репликона в вирусоподобные частицы, которые 
служат в качестве векторов для доставки, амплифика-
ции и экспрессии in vivo встроенных генов [26].

поскольку в хелперных рнк отсутствуют «паку-
ющие сигналы», необходимые для дальнейшей репро-
дукции полученной конструкции, инфекционный про-
цесс ограничен одним циклом репликации [24, 26].

преимущества альфавирусных репликонов по 
сравнению с живыми вирусными векторами состоят 
в том, что генная экспрессия ограничивается перво-
начально инфицированными клетками; диссемина-
ции инфекции не происходит, что повышает безопас-
ность вакцины. гены экспрессируются в цитоплазме 
клеток с рнк-репликонов, что дает возможность 
им сплайсироваться. экспрессия на высоком уров-
не обусловлена двумя раундами генной амплифика-
ции: первая – за счет репликации рнк-вектора, вто-
рая – за счет генной транскрипции с 26S промотора. 
клетками-мишенями репликонов in vivo является 
лимфоидная ткань, включая антиген-презентативные 
дендритные клетки.

репликоны могут индуцировать иммунитет к 
двум патогенам при иммунизации комбинацией ре-
пликонов или двуэкспрессирующим репликоном. 
это определяет перспективы использования реком-
бинантных репликонов вируса вэл для конструиро-
вания на их основе вакцин против оовгл.

в работе P.с.Pushko et al. [22] проведена оценка 
моновалентной вакцины против вируса ласса и бива-
лентной вакцины против вирусов ласса и эбола, осно-
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ванных на векторной конструкции – рнк-репликоне 
аттенуированного штамма вэл. необходимость соз-
дания бивалентной вакцины против вирусов ласса и 
эбола вызвана тем, что заболевания, обусловленные 
ими, имеют перекрывающиеся ареалы в африканских 
странах, расположенных к югу от пустыни сахара. 
завозные случаи лихорадки ласса были зарегистри-
рованы в сШа и европе [21].

основные элементы стратегии получения за-
щитных препаратов против лихорадки ласса разра-
ботаны ранее, когда были получены рекомбинантные 
штаммы вируса вакцины, экспрессирующие гены 
нуклеопротеина (NP) или гликопротеина (GP) вируса 
ласса, которые защищали лабораторных животных 
(морские свинки, обезьяны) против летального зара-
жения этим вирусом. при введении рекомбинантных 
вирусов вакцины со встроенными генами GP или NP 
макакам-резусам в первом случае наблюдали более 
выраженную защиту [22]. подобные результаты были 
получены при исследовании рекомбинантных виру-
сов вакцины со встроенными генами NP и GP вируса 
эбола [8, 11]. однако эти исследования лишь успеш-
но идентифицировали иммунодоминантные антиге-
ны, которые осуществляли защиту против летального 
заражения упомянутыми вирусами. использование в 
качестве векторов живых неаттенуированных виру-
сов всегда оставляло открытым вопрос о безопасно-
сти этих конструкций, особенно для лиц с иммуно-
дефицитными состояниями, что предполагало поиск 
новых, более безопасных векторов.

на первом этапе работы авторы исследовали ре-
пликоны вэл со встроенными генами NP и GP вируса 
ласса в виде монопрепаратов и смеси обоих реплико-
нов. морских свинок через 4 недели после последней 
иммунизации инфицировали вирусом ласса в дозе 
160 LD50. у иммунизированных животных не выявле-
но никаких симптомов заболевания, все контрольные 
неиммунизированные животные погибли [22].

авторами была проведена оценка протективных 
свойств смеси из двух репликонов, экспрессирую-
щих гликопротеины вирусов ласса и эбола, а также 
векторного репликона с двойной экспрессией генов 
GP данных возбудителей, причем каждый из них 
экспрессировался под контролем собственного 26S 
промотора. результаты этих исследований показали 
наличие экспрессии генов и трансляцию гликопро-
теинов обоих вирусов, к которым вырабатывались 
специфические антитела, связывающиеся с полно-
ценными гликопротеинами обоих вирусов [22].

следует отметить, что иммунизированные мор-
ские свинки были устойчивы к последующему зара-
жению вирулентным штаммом вируса вэл, несмо-
тря на то, что было выявлено, что с этих репликонов, 
даже после слепых пассажей в культуре клеток, жи-
вой вирус вэл никогда не регенерируется [24].

несмотря на сравнительно невысокий титр ан-
тител против GP вируса ласса, после иммунизации 
смесью двух репликонов и двуэкспрессирующим 
репликоном животные выжили после заражения ле-
тальной дозой вирусов ласса и эбола. авторы объяс-
няют это тем, что основную протективную роль про-

тив вируса ласса играют факторы клеточного имму-
нитета (в частности, CD4+ киллерные клетки) [22].

M.C.Hevey et al. [12] при создании эффектив-
ной вакцины для защиты людей от геморрагической 
лихорадки марбург разработали генетическую кон-
струкцию на основе репликона вируса вэл. в соот-
ветствии с выбранной стратегией конструирования 
вакцины ген, кодирующий структурный гликопроте-
ин вируса марбург, встроен в гены структурных бел-
ков вируса вэл. в результате получена саморепли-
цирующаяся молекула рнк, обладающая собствен-
ными репликазными и транскриптазными функция-
ми, содержащая мрнк, кодирующую структурный 
гликопротеин вируса марбург. результаты исследо-
ваний свидетельствовали о том, что иммунизирован-
ные морские свинки защищены от последующего 
инфицирования инфекционным вирусом марбург в 
большей степени, чем животные, иммунизирован-
ные разработанной ранее конструкцией на основе 
бакуловируса, экспрессирующей ген гликопротеина 
возбудителя лихорадки марбург. разработанная кон-
струкция предложена авторами в качестве кандидата 
в вакцины для иммунизации людей против геморра-
гической лихорадки марбург [13].

основными иммунодоминантными эпитопами 
аренавирусов являются два оболочечных гликопро-
теина G1 и G2, которые образуются при протеоли-
тическом расщеплении клеточно-ассоциированного 
предшественника GPC [21].

а.V.Seregin et al. [27] провели оценку защитной 
эффективности иммунизации морских свинок ре-
пликоном на основе вируса вэл, штамм TC 83, со-
держащим вставку гена GPC рнк вируса хунин, при 
последующем заражении заведомо летальной дозой 
возбудителя агл.

авторами был создан и изучен in vitro и in vivo тс 
83-репликон на основе вируса вэл, экспрессирую-
щий предшественник гликопротеинов вируса хунин, 
штамм Candid 1. эта конструкция содержала рнк-
элементы и гены неструктурных белков генома вируса 
вэл, которые требуются для репликации и транскрип-
ции субгеномной рнк, т.е. 5’- и 3’-концы нетрансли-
руемой области, субгеномный промотор, локализо-
ванный выше субгеномного рнк-транскрипционного 
сайта, и концевой кодон открытой рамки считывания 
гена неструктурного белка. упаковку репликонов 
проводили при использовании дефектных хелперов, 
кодирующих либо капсид, либо гликопротеины виру-
са вэл штамма тс 83 [27]. этот принцип ранее был 
использован для экспрессии гликопротеинов других 
вирусов [15, 16, 24]. наличие экспрессии GPC в клет-
ках vero, инфицированных упакованным репликоном, 
подтверждено при использовании моноклональных 
антител к гликопротеину G1 [27].

иммуногенность рекомбинантного репликона 
определяли по наличию вируснейтрализующих анти-
тел к вирусу хунин. через 7 недель после однократ-
ной подкожной иммунизации у 4 из 5 морских свинок 
титр специфических антител находился в диапазоне 
от 1:5 до 1:160. после бустерной иммунизации титр 
нейтрализующих антител у всех животных повысился 
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и составлял 1:640–1:2560. при последующем инфи-
цировании иммунизированных морских свинок ви-
русом хунин в дозе 100 LD50 все животные выжили. 
полученные результаты указывают на то, что GPC 
является иммунодоминантным эпитопом, индуциру-
ющим протективный иммунный ответ против вируса 
хунин, и открывают перспективы разработки эффек-
тивной нереактогенной вакцины в отношении агл.

как уже упоминалось, преимуществом рнк-
репли конов является их неспособность продуцировать 
инфекционное потомство. однако это ограничивает 
диссеминацию антигена и, таким образом, число ден-
дритных клеток, представляющих антиген. этот недо-
статок преодолим за счет экспрессии рекомбинантных 
растворимых антигенов [24, 26], которые могут секре-
тироваться клетками. экспрессию костимуляторных 
цитокинов и хемокинов, которые высвобождаются 
клетками, можно увеличить, направляя дендритные 
клетки к сайту доставки вакцины [6, 10, 14, 26].

идеальный рнк-репликоновый вектор в плане 
эффективности вакцинации – это репликон, который 
специфически нацеливает дендритные клетки [26]. 
подобные репликоны нецитотоксичны, что позволя-
ет дендритным клеткам выполнять их иммунологи-
ческую функцию в процессинге вакцинных антиге-
нов, созревании и миграции к лимфоузлам для акти-
вации адаптивного иммунного ответа.

использование специализированных клеточных 
линий для генерирования Pнк-репликонов значи-
тельно облегчит создание эффективных вакцин, по-
скольку подобные основаны на свойственной виру-
сам системе доставки их собственного генетического 
материала. критическим аспектом в данном случае 
является генерирование трансгенного хелпера или 
пакующих клеточных линий для репродукции рнк-
репликонов. эти клеточные линии могут дать высо-
кий выход рнк-репликонов в соответствии с наи-
высшими стандартами биологической безопасности. 
полностью исключается регенерация способного к 
размножению вируса, что имеет особое значение при 
создании вакцин против оовгл.

разумеется, предполагаемая стоимость альфа-
вирусных рнк-репликонов при использовании их в 
качестве вакцин пока что несопоставима с этим пока-
зателем для живых вакцин. однако с учетом того, что 
для защиты от эпидемии, которая может возникнуть 
в результате завоза возбудителей оовгл, необходима 
иммунизация достаточно ограниченной группы риска, 
предполагаемые затраты на разработку и производство 
вакцин на основе альфавирусных рнк-репликонов в 
отношении указанных возбудителей будут полностью 
оправданы.

таким образом, рнк-репликоны альфавирусов 
сочетают безопасность инактивированных с им-
муногенностью живых аттенуированных вакцин. 
преимуществом рнк-репликонов является их неспо-
собность продуцировать инфекционное потомство, 
что имеет особое значение при создании вакцин в 
отношении оовгл. репликоны на основе альфави-
русов пригодны для быстрой разработки вакцины в 
ходе возможных эпидемий и эпидемических вспы-

шек. преимущества альфавирусных репликонов 
перед другими рнк-репликонами при разработке 
вакцин заключаются в высоком уровне экспрессии 
гетерологичных генов, тропизме к дендритным клет-
кам, резистентности к антивекторному иммунитету. 
конструирование рекомбинантных репликонов не 
требует культивирования патогенных микроорганиз-
мов. разработка и производство селективных агентов 
в репликон-основанных вакцинах может проводить-
ся в условиях, не требующих соблюдения мер специ-
альной техники биобезопасности.
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производство питательных сред в россии до 
недавнего времени основывалось на использовании 
панкреатического гидролизата каспийской кильки, 
ферментативных и кислотных гидролизатов казеина, 
пептона ферментативного и панкреатического гидро-
лизата кормовых дрожжей. в 90-х годах хх века на-
чался выпуск ферментативного гидролизата рыбной 
муки и сред на его основе. примерно в это же время 
было прекращено промышленное производство кор-
мовых дрожжей и, как следствие, соответствующего 
гидролизата.

несмотря на универсальность применения мяс-
ных, рыбных и казеиновых гидролизатов, отработан-
ность и относительную простоту методов их полу-
чения, в ряде случаев целесообразным является ис-
пользование альтернативных источников сырья. на 
это, в частности, указывает обязательное наличие 
растительных и дрожжевых гидролизатов (автоли-

затов) в перечне продуктов всех крупных компаний, 
специализирующихся в области выпуска питатель-
ных сред. что касается ассортимента гидролизатов, 
выпускаемых зарубежными компаниями, следует от-
метить и их разнообразие: обычно 4–5 наименований 
мясных пептонов, столько же – казеина и других про-
изводных молока, 1–2 и более – растительных, 2–3 
продукта, представляющих собой смеси различных 
пептонов или продукты, состав которых не раскры-
вается [2, 3, 4]. наличие достаточного количества 
различных гидролизатов позволяет оптимизировать 
состав питательных сред как по экономичности, так 
и по качественным параметрам, что является опре-
деляющим. 

таким образом, значимым направлением в об-
ласти разработки микробиологических питательных 
сред продолжает оставаться поиск сырья для получе-
ния белковых гидролизатов, не уступающих мясным 
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по биологическим свойствам. 
одним из гидролизатов, сфера применения ко-

торого в последнее время существенно расширилась, 
является гидролизат желатина. данный продукт 
входит в состав нескольких сред для культивирова-
ния анаэробов, выпускаемых с недавнего времени 
фирмой «Oxoid» [4]. вместе с тем фирмы «Merck», 
«Laboratorios Conda, S.A.», также выпускающие 
аналогичные пептоны и питательные среды их со-
держащие, рекомендуют использовать данные ги-
дролизаты, главным образом, для культивирования 
неприхотливых микроорганизмов [3]. поэтому пред-
ставляет интерес сравнение качественных показате-
лей гидролизата желатина с показателями переваров, 
полученных из других продуктов.

при получении гидролизатов растительного 
белка нередко возникают определенные технологи-
ческие затруднения в связи с необходимостью из-
мельчения исходного сырья, сложностью освобожде-
ния от значительных количеств балластных веществ, 
в ряде случаев – из-за наличия ингибиторов протеаз 
[1]. поэтому перспективным и более экономичным 
является использование не самого сырья, а продук-
тов его переработки, в которых повышено относи-
тельное содержание протеина за счет существен-
ного уменьшения концентрации крахмала, липидов 
и антипитательных веществ. в частности, к таким 
продуктам относятся соевый концентрат и глютен 
кукурузный.

соевый концентрат представляет собой очищен-
ный белковый продукт, содержащий 60–62 % сыро-
го протеина. он получен из обезжиренного соевого 
шрота, освобожденного от растворимых сахаров в 
процессе спиртовой экстракции.

глютен кукурузный – это сыпучий порошок, со-
стоящий из белка кукурузного зерна, отделенного от 
крахмала, применяется в качестве высокобелковой 
добавки в кормопроизводстве. содержит не менее 
55–60 % протеина, богатый комплекс микроэлемен-
тов, жиро- и водорастворимых витаминов: е, в1, в2, 
в3, в4, в5, в6. белок кукурузного глютена отличается 
высоким содержанием серосодержащих аминокис-
лот – метионина и цистина. 

в связи с вышеизложенным, целью нашей рабо-
ты явилась сравнительная оценка использования в 
качестве белковой основы питательных сред гидро-
лизатов желатина, сои, соевого концентрата и глюте-
на. в качестве препаратов сравнения использовались 
гидролизаты кильки, крови крупного рогатого скота 
(крс) и рыбной муки.

материалы и методы

для определения биологических показате-
лей моделей питательных сред использовали тест-
штаммы бактерий Shigella flexneri 1a 8516, S. sonnei 
«S form», Pseudomonas aeruginosa 27/99, Serratia 
plymuthica 1, полученные из государственной 
коллекции патогенных микроорганизмов Фгбу 
«нцэсмп» минздрава россии.

для получения гидролизатов использовали: в ка-
честве исходного сырья – желатин (гост 11293-89, 
марка п-11), сою (гост 17109-88), соевый концен-
трат, глютен кукурузный (ту 9189-001-52562523-02), 
рыбную кормовую муку (гост 2116-2000), кильку 
каспийскую свежемороженую, кровь крс; в качестве 
фермента – поджелудочную железу (гост 11285-93). 
при приготовлении питательных сред использовали 
агар микробиологический (гост 17206-96), натрия 
хлорид (гост 4233-77), воду дистиллированную 
(гост 6709-72). кильку, кровь крс и семена сои 
предварительно измельчали.

гидролиз сырья вели в течение 24 ч при темпе-
ратуре 37–40 °с, гидромодуле 1:9 (в пересчете на су-
хое вещество), концентрации поджелудочной железы 
50 % от массы сырья и рн, установленном на уров-
не (8,0±0,2) с помощью 20 % раствора гидроокиси 
натрия. через 2 ч от начала ферментации в гидро-
лизную смесь добавляли 1 % хлороформа. с целью 
очистки и осветления гидролизных смесей прово-
дили их обработку путем кипячения с последующей 
фильтрацией при рн 4,5–4,7 и 7,8–8,2.

определение цветности 1 % по содержанию су-
хих веществ растворов гидролизатов осуществляли 
в соответствии с Фс 42-3874-99. определение про-
зрачности, рн, белка, содержания пептидов, общего 
азота, аминного азота, хлоридов и прочности студня 
сред проводили в соответствии с мук 4.2.2316-08. 
сухой остаток в гидролизатах определяли рефрак-
тометрическим методом. оценку специфической 
активности моделей питательных сред проводили в 
соответствии с мук 4.2.2316-08. статистическую 
обработку результатов исследования проводили 
путем вычисления средней арифметической (м) и 
стандартной ошибки средней арифметической (m), 
используя t-критерий стьюдента. при оценке досто-
верности различий сравниваемых данных за уровень 
значимости принимали р<0,05.

результаты и обсуждение

в процессе работы оценивалась технологич-
ность и ориентировочная стоимость получения ги-
дролизатов, их физико-химические и биологические 
показатели.

хранение большинства видов взятого в рабо-
ту сырья возможно в сухом прохладном помещении 
при комнатной температуре, за исключением кильки 
и крови крс, которые должны храниться в морозиль-
ной камере при температуре (–18±2) °с. специальной 
подготовки сырья для проведения гидролиза не по-
требовалось, за исключением кильки и крови крс, ко-
торые были перемолоты на мясорубке, а также семян 
сои, измельченных на дисмембраторе дмб-250. 

гидролизаты, полученные после завершения 
процесса ферментолиза, очистки и осветления, были 
прозрачны, за исключением гидролизатов сои и глю-
тена, в которых отмечалась едва заметная опалесцен-
ция. Физико-химические показатели гидролизатов 
после обработки представлены в табл. 1.
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цветность при визуальной оценке уменьшалась 
от насыщенного светло-коричневого цвета гидроли-
зата рыбной муки до бледно-желтого – гидролизата 
желатина. значение рн всех гидролизатов было сла-
бощелочным, и при последующем изготовлении пи-
тательных агаров требовалась лишь незначительная 
коррекция данного показателя. отсутствие следов 
белка фиксировалось только в гидролизатах желати-
на и глютена, в остальных продуктах качественная 
реакция на белок была положительной, особенно вы-
раженной она была в гидролизатах рыбной муки.

содержание пептидов было наибольшим в ги-
дролизате желатина (103,7 %) и превышало анало-
гичный показатель пептона ферментативного по 
гост 13805-76, принятый за 100 %. концентрация 
пептидов в остальных гидролизатах, полученных 
из сырья животного происхождения, колебалась в 
пределах от 49,8 до 71 % и превышала аналогичные 
показатели растительных пептонов (38,0–47,7 %). 
содержание общего и аминного азота в гидролизатах 
сырья животного происхождения (кильки, желатина, 
рыбной муки, крови) было выше, чем в гидролизатах 
растительного сырья. содержание сухих веществ ва-
рьировало от 4,98 (гидролизат сои) до 11,31 % (ги-
дролизат желатина).

биологические показатели изготовленных ги-

дролизатов были изучены на модели питательного 
агара следующего состава: гидролизат из расчета 
содержания в 1 л среды 12 г сухих веществ; натрия 
хлорид с учетом вещества, содержавшегося в гидро-
лизате, вводили до содержания его в среде 5 г/л; агар 
микробиологический добавляли в количестве, обе-
спечивающим прочность готовой среды (340±40) г., 
рн агара устанавливали в пределах (7,2±0,1). 

после кипячения среды, содержащие гидроли-
заты сои и глютена, стали опалесцировать, прочие 
оставались прозрачными. автоклавирование при 
температуре 121 °с в течение 20 мин привело к вы-
падению осадка в средах, содержащих гидролизат 
глютена. внешний вид других сред оставался без из-
менений. опалесценция агара, содержавшего гидро-
лизат сои и агара, включавшего гидролизат глютена, 
после перемешивания осадка не превышала 5 единиц 
по стандартному образцу мутности бактериальных 
взвесей (осо 42-28-86).

данные о количестве, диаметре и морфологии 
колоний S. flexneri 1а 8516 и S. sonnei «S form», пиг-
ментообразовании штаммов P. aeruginosa 27/99 и 
S. plymuthica 1 через 20 ч инкубации при температу-
ре (37±1) °с, представленные в табл. 2, показывают, 
что по количеству выросших колоний Shigella flex-
neri 1а 8516 изучаемые среды значимо не отличалось 

Таблица 1
сравнительная оценка физико-химических показателей панкреатических гидролизатов

наименование показателей
панкреатические гидролизаты

кильки желатина рыбной муки крови сои соевого  
концентрата глютена

цветность 0,041±0,008 0,029±0,009 0,161±0,005 0,05±0,01 0,073±0,01 0,044±0,008 0,093±0,006
рн 7,51±0,06 7,80±0,04 7,62±0,09 7,50 ±0,05 7,47 ±0,07 7,44±0,05 7,49±0,06
белок + - + + + + -
содержание пептидов, % 49,8±5,3 103,7±6,9 67,6±6,3 71,0±6,07 38,0±3,5 47,7±4,8 38,8±4,1
содержание общего азота, % 0,742±0,021 1,816 ±0,042 0,908 ±0,038 0,823 ±0,038 0,478 ±0,018 0,580 ±0,012 0,682 ±0,036
содержание аминного азота, % 0,342±0,018 0,481±0,045 0,316±0,026 0,393±0,024 0,152±0,015 0,228±0,017 0,285±0,021
амин. N/общ. N 0,46±0,02 0,26±0,02 0,35±0,04 0,48±0,03 0,32±0,03 0,39±0,02 0,42±0,02
содержание хлоридов  
(в пересчете на натрия хлорид), %

0,468 ±0,029 1,264 ±0,064 1,060 ±0,060 0,698 ±0,064 0,382 ±0,024 0,490 ±0,032 0,473 ±0,049

сухой остаток, % 5,53±0,17 11,31±0,87 8,26±0,58 6,63±0,57 4,98±0,39 5,85±0,46 5,74±0,61

Таблица 2
сравнительная оценка биологических показателей панкреатических гидролизатов

тест-штаммы наименование  
показателей

питательные агары на основе панкреатических гидролизатов

кильки желатина рыбной муки крови сои соевого  
концентрата глютена

S. flexneri 1а 8516 кол-во колоний  
из разведения 10–6

53,73±2,07 46,02±3,11 55,1±2,86 52,31±2,46 54,87±1,91 57,04±3,70 56,97±2,97

диаметр колоний, мм 1,3–2,5 0,5–1,0 1,2–2,4 1,0–2,0 1,1–2,3 1,2–2,4 1,1–2,0
Форма колоний S-колонии S-колонии S-колонии S-колонии S-колонии S-колонии S-колонии

S. sonnei «S form» кол-во колоний из 
разведения 10–6

48,45±1,29 48,48±2,88 49,30±1,73 38,64± 2,82 46,78±1,93 60,78±2,31 57,66±2,48

диаметр колоний, мм 2,0–3,0 1,2–2,0 1,5–3,0 1,5–2,5 1,5–3,5 1,5–3,5 1,5–3,0
Форма колоний S- и 

R-колонии
S-колонии S-колонии S- и R- 

колонии
S- и 

R-колонии
S- и 

R-колонии
S- и R- 

колонии
P. aeruginosa 
27/99

окраска газона зеленая серо-голубая  
с зеленым от-

тенком

серо-
коричневая

сине-зеленая серо-
коричневая

серо-
коричневая

серо-
коричневая

S. plymuthica 1 окраска газона оранжевая красно-
оранжевая

оранжево-
красная

оранжево-
красная

оранжево-
желтая

оранжево-
желтая

оранжево-
красная
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между собой, за исключением агара, включающего 
гидролизат желатина, который существенно уступал 
(р<0,05) средам на основе других гидролизатов, за 
исключением гидролизата крови. данный агар усту-
пал остальным и по диаметру выросших колоний 
обоих видов шигелл. на агаре с гидролизатом кро-
ви количество выросших колоний S. sonnei «S form» 
значительно уступало (р<0,05) количеству колоний 
данного штамма на средах с другими основами, а на 
агарах с гидролизатами соевого концентрата и глю-
тена превосходило их (р<0,05). 

у отдельных колоний S. sonnei «S form», вырос-
ших на средах, включавших гидролизаты сои, глюте-
на, соевого концентрата, крови, кильки, наблюдалась 
SR-диссоциация (степень диссоциации – 4,1, 2,4, 2,2, 
1,2, 0,6 % соответственно). наиболее выраженной 
она была на агаре с гидролизатом сои, где отмечалась 
большая волнистость края и шероховатость поверх-
ности колоний. Штамм S. plymuthica 1 на всех изуча-
емых средах рос с образованием газона насыщенно-
го цвета от красно-оранжевого до оранжево-желтого 
оттенков различной интенсивности.

интенсивная сине-зеленая окраска P. aeru gi nosa 
27/99 отмечалась на агаре, включавшем гидролизат 
крови, менее выраженная, с преобладанием зеленых 
тонов, – на агаре с гидролизатом кильки. на среде 
с гидролизатом желатина газон P. aeruginosa 27/99 
был окрашен в слабо насыщенный серо-голубой цвет 
с зеленым оттенком. на остальных средах в окраске 
газона P. aeruginosa 27/99 преобладали серые тона с 
зеленовато-желтым оттенком.

стоимость белкового сырья и поджелудочной 
железы, необходимых для получения 1 кг сухого 
вещества ферментолизата, исходя из оптовых цен 
января 2013 г., составила для гидролизата кильки 
256,5 руб., желатина – 268, рыбной муки – 191, кро-
ви – 173,6, сои – 121,5, соевого концентрата – 189, 
глютена – 236.

полученные данные свидетельствуют об удо-
влетворительных физико-химических показателях 
изученных гидролизатов и приготовленных на их 
основе питательных агаров, кроме питательного 
агара с гидролизатом глютена. в последнем случае 
необходима доработка способа очистки гидролиз-
ной массы. 

касаясь оценки специфической активности изу-
чаемых питательных сред, следует отметить, что ко-
личество и размер колоний S. flexneri 1а 8516 и S. son-
nei «S form», выросших на агарах с гидролизатами 
кильки, рыбной муки, соевого концентрата, глютена 
и сои были приемлемыми. использование гидроли-
затов желатина и крови как единственных источни-
ков питательных веществ не может рассматриваться 
оптимальным из-за малого диаметра формирующих-
ся колоний в первом случае и малого количества 
вырастающих колоний – во втором. Формирование 
отдельных атипичных колоний S. son nei «S form» на 
агарах, включающих гидролизаты сои, глютена, сое-
вого концентрата, крови и кильки, как свидетельству-
ет практика применения двух последних гидролиза-

тов, не может являться препятствием к их использо-
ванию, но должно учитываться при включении этих 
пептонов в состав питательных сред в зависимости 
от назначения последних. 

образование пигмента S. plymuthica 1 – проди-
гиозина наблюдалось на всех исследуемых агарах, 
однако регламентированное требованиями к пита-
тельным агарам, изложенными в мук 4.2.2316-08, 
оранжево-красное окрашивание отмечалось на сре-
дах с гидролизатами рыбной муки, крови, глютена 
и желатина. применение гидролизатов кильки, сои 
и соевого концентрата вызывало выработку пиг-
ментов оранжевого или оранжево-желтого цвета. 
образование сине-зеленого или зеленого пигмента 
штаммом P. aeruginosa 27/99, что соответствует тре-
бованиям мук 4.2.2316-08, выявлялось только на 
средах с гидролизатами крови, кильки и желатина.

наиболее технологичными оказались панкреа-
тические гидролизаты желатина, рыбной муки, сое-
вого концентрата. использование сои, кильки, крови 
требует размольного оборудования, а двух последних 
видов сырья – еще и морозильных камер. с эконо-
мической точки зрения, в качестве сырья предпочти-
тельнее использовать сою, кровь, соевый концентрат 
и рыбную муку.

в данной работе мы ограничились рассмотрени-
ем некоторых вопросов получения панкреатических 
гидролизатов, их физико-химических и биологиче-
ских показателей в отношении штаммов микроор-
ганизмов, применяемых для оценки качества пита-
тельного агара. в дальнейших исследованиях нами 
предполагается изучение биологических показателей 
вышеупомянутых пептонов в отношении микроорга-
низмов других таксономических групп. 
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нами, в ходе проведения предыдущих исследо-
ваний [2], была разработана и проверена на адекват-
ность математическая модель кинетики накопления 
о-антигена, роста холерного вибриона и потребления 
глюкозы в ходе периодического глубинного культиви-
рования V. cholerae м-41 огава и создана программа 
для эвм, позволяющая рассчитывать кинетические 
параметры системы дифференциальных уравнений, 
описывающих данные процессы, и определять мак-
симальный выход о-антигена при различных началь-
ных условиях [3].

одними из основных компонентов вакцины хо-
лерной химической бивалентной таблетированной, 
наряду с о-антигеном V. cholerae м-41 огава, явля-
ются холероген-анатоксин и о-антиген V. cho lerae 
569в инаба. поэтому исследования, направленные 
на разработку математической модели накопления 
токсина и о-антигена в ходе периодического глубин-
ного культивирования V. cholerae 569 инаба, имеют 
под собой определенную практическую базу и явля-
ются актуальными.

материалы и методы

при выполнении работы использовали произ-
водственный штамм V. cholerae 569в инаба – проду-
цент токсина и о-антигена (государственная коллек-
ция патогенных бактерий роснипчи «микроб»), 
который выращивали при 37 °с в биореакторе на 
среде из ферментативного гидролизата казеина в 
условиях глубинного культивирования. через 10 ч 
выращивание прекращали добавлением формалина 
до конечной концентрации 0,6 %. расчеты коэффи-
циентов дифференциальных уравнений осуществля-
ли с использованием программы Mathcad 15.0.

результаты и обсуждение

математическая модель кинетики периодиче-
ского процесса глубинного культивирования микро-
организмов формулируется, как правило, исходя из 
условий идеального смешения в биореакторе. это 
означает отсутствие различий по рабочему объему 

удк 579.222

а.В.комиссаров, а.к.никифоров, с.н.Задохин, с.а.еремин, о.а.Волох, Ю.а.алешина
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ПериодичеСкого глУБинного кУлЬтивирования VIBRIO CHOLERAE 569в инаБа  
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ФКУЗ «Российский научно-исследовательский противочумный институт «Микроб», Саратов,  
Российская Федерация

на основе анализа экспериментальных данных по накоплению биомассы Vibrio cholerae 569в инаба и анти-
генов, скоростям их роста и выделения, утилизации глюкозы предложена математическая модель кинетики про-
цесса микробиологического синтеза о-антигена и холерного токсина в ходе периодического глубинного куль-
тивирования V. cholerae 569в инаба с лимитацией по углеродному субстрату. с помощью программы Mathcad 
15.0 вычислены значения коэффициентов дифференциальных уравнений, входящих в математическую модель. 
в результате сопоставления расчетных и экспериментальных данных установлено, что относительная ошибка 
определения концентраций синтезируемых веществ, глюкозы и холерного вибриона составляет от 5 до 20 %. 
предложенная модель позволяет определять максимальный выход целевых продуктов и уточнять параметры ве-
дения процесса культивирования при различных начальных условиях.

Ключевые слова: о-антиген и токсин холерного вибриона, периодическое глубинное культивирование Vibrio 
cholerae 569 инаба, математическая модель, кинетика.

A.V.Komissarov, A.K.Nikiforov, S.N.Zadokhin, S.A.Eremin, O.A.Volokh, Yu.A.Aleshina

Mathematical Model of Kinetics of Antigens Accumulation in the Process  
of Periodical submerged Cultivation of Vibrio cholerae 569в Inaba with Limitation  
as Regards Carbonic substrate
Russian Research Anti-Plague Institute “Microbe”, Saratov, Russian Federation

Presented is mathematical model of kinetics of the process of O-antigen and cholera toxin synthesis during periodical submerged 
cultivation of V. cholerae 569в Inaba with limitation as regards carbonic substrate. The proposed model is based upon analysis of 
experimental data on V. cholerae 569в Inaba biomass and antigens accumulation, rate of growth and antigens release, and glucose 
utilization. Using Mathcad 15.0 software calculated are coefficients of differential equations entering into the mathematical model. 
Comparison of predicted and experimental data demonstrates that relative error of determination of concentrations of the synthesized 
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products and specify the parameters of cultivation process performance at different initial conditions.
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аппарата в концентрациях субстратов, продуктов ме-
таболизма, биомассы микроорганизмов, рн и темпе-
ратуры [1]. 

основными лимитирующими факторами про-
цесса аэробного культивирования микроорганизмов, 
к которым относится и выращивание V. cholerae 569в 
инаба, являются количество растворенного кисло-
рода и концентрация углеродного субстрата. нами 
рассмотрен вариант, когда растворенный кислород 
находится в избытке, и удельная скорость роста хо-
лерного вибриона определяется содержанием в пита-
тельной среде глюкозы.

с целью выбора уравнения, описывающего ско-
рость роста V. cholerae 569в инаба при его периоди-
ческом глубинном культивировании, были рассмо-
трены данные по накоплению биомассы, токсина и 
о-антигена, скоростям их роста и выделения, ути-
лизации глюкозы. анализ данных, представленных 
в табл. 1, 2, показывает, что накопление биомассы 
и выделение продукта метаболизма осуществля-
ется пропорционально потребленному субстрату. 
скорость роста биомассы и выделения токсина до-
стигает максимума к 9 ч культивирования, а о-анти-
ге на к 8 ч, в дальнейшем происходит их уменьшение. 
таким образом, можно сделать вывод, что рост хо-
лерного вибриона зависит не только от концентрации 
субстрата, но и от концентрации продуктов метабо-
лизма, причем их накопление снижает скорость ро-
ста микроорганизмов.

наиболее распространенным уравнением, учи-
тывающим влияние субстрата и продуктов на ско-
рость роста биомассы, является уравнение моно-
иерусалимского [1]:

          

(1)

однако классическое уравнение моно-иеруса-
лим ского учитывает влияние только одного продукта 

биосинтеза. основываясь на том, что в рассматривае-
мом случае имеются два продукта, нами предложена 
следующая модификация уравнения:

             

(2)

 
где μmax – удельная максимальная скорость ро-

ста микроорганизмов, ч–1; SL – текущая концентрация 
растворенной глюкозы, г/л; КS и KiS – кинетические 
константы, г/л; Р1 – концентрация о-антигена, г/л; 
Р2 – концентрация токсина, г/л.

согласно экспериментальным данным, синтез 
о-антигена и токсина начинается примерно через 
3 ч, скорости их накопления ингибируются избыт-
ком биомассы и зависит от концентрации глюкозы 
в процессе производства. таким образом, удельные 
скорости производства токсина и о-антигена мож-
но выразить в виде двух систем дифференциальных 
уравнений:

   

(3)

при этом в уравнениях изменения концентраций 
продуктов во времени выражения 

    
и

    
отвечают за зависимость кинетики накопления анти-
генов от концентрации холерного вибриона и глюко-
зы, а Kip1·X2 и Kip2·X2 – за ингибирование производства 

Таблица 2

Данные по скорости роста биомассы и выделения антигенов

удельная скорость, ч-1
интервалы времени, ч

t2-t1 t3-t2 t4-t3 t5-t4 t6-t5 t7-t6 t8-t7 t9-t8 t10-t9 t11-t10

µ=∆х/х∆t 0 0,8 0,202 0,58 0,807 0,73 0,285 0,316 0,09 0

qр1=∆р1/х∆t 0 0 0,36 0,007 0,014 0,013 0,017 0,005 0,001 0

qр2=∆р2/х∆t 0 0 0,016 0,004 0,007 0,006 0,008 0,009 0,002 0

Таблица 1

Данные по накоплению биомассы, антигенов и утилизации глюкозы

концентрация в среде,  
г/л

время от начала ферментации, ч

t1=0 t2=1 t3=2 t4=3 t5=4 t6=5 t7=6 t8=7 t9=8 t10=9 t11=10
биомасса (Х) 0,13 0,13 0,8 0,98 1,78 4,14 8,9 11,86 16,32 17,8 17,8
глюкоза (S) 0 22 21 20 18 16 14 12 8 4 0
о-антиген (Р1) 0 0 0 0,032 0,042 0,084 0,168 0,336 0,504 0,672 0,672
токсин (Р2) 0 0 0 0,014 0,02 0,04 0,081 0,162 0,283 0,324 0,324
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избытком биомассы.
скорость потребления глюкозы клетками пред-

ставлена зависимостью:

                                                      
(4)

где YXS – расходный коэффициент, г/г.
следовательно, модель кинетики процесса со-

стоит из дифференциальных уравнений, учитываю-
щих изменение концентрации биомассы, концентра-
ции глюкозы в питательной среде и продукта синтеза 
(антигенов) во времени. система уравнений пред-
ставлена следующим образом:

 

(5)

где Kр1, Kip1, Kр2, Kip2 – кинетические константы, 
г/л; qS – скорость потребления глюкозы клетками, ч–1; 
qР1max, qР2max – удельная максимальная скорость обра-
зования о-антигена и токсина соответственно, ч–1; 
Х – концентрация биомассы, г/л.

в системе из 3 дифференциальных уравнений 
(5) для первой стадии процесса можно исключить 
уравнения, описывающие кинетику накопления ток-
сина и о-антигена, так как отсутствует их синтез.

                                                              

(6)

также можно предположить, что удельная ско-
рость роста биомассы будет выражаться уравнением 
моно:

                                           
(7)

для определения значения коэффициента КS 
был произведен расчет системы дифференциальных 
уравнений (6). в качестве начальных условий послу-
жили концентрации биомассы и глюкозы: Х0=0,13 г/л, 
S0=22,0 г/л. 

на основе анализа экспериментальных данных 
и с использованием разработанного программ-
ного обеспечения в среде Mathcad 15.0 были по-
лучены значения максимальной удельной скорости 
роста µmaх=0,99 ч–1, параметра YхS=0,824 г/г и коэф-
фициента КS=0,5 г/л.

математическая модель для второй стадии про-
цесса (после 3 ч) представлена тремя дифференци-
альными уравнениями (5), а скорость роста описыва-
ется выражением (2). 

в качестве начальных условий послужили ко-
нечные концентрации биомассы и глюкозы на первой 
стадии, а также Р10=0,032 г/л, Р20=0,014 г/л. для опре-
деления значений коэффициентов KiS, qР1max, qР2max, 
Кр1, Kip1, кр2, Kip2 с использованием разработанно-
го программного обеспечения в среде Mathcad 15.0 
был произведен расчет системы дифференциальных 
уравнений (5) и были получены следующие значения: 
Кр1=1,7 г/л, Кр2=2,2 г/л, Kip1=0,001 г/л, Kip2=0,001 г/л, 
KiS=0,122, qР1max=0,007 ч–1 и qр2max=0,005 ч–1.

результаты моделирования процесса представ-
лены на рисунке.

был произведен анализ отклонений расчетных 
значений от экспериментальных. максимальная от-
носительная ошибка концентраций составила: 5 % 
для биомассы, 20 % для глюкозы и 15 % для о-ан ти-
гена и токсина, что является приемлемыми величина-
ми для трудно прогнозируемых биотехнологических 
процессов. на основании вышеизложенного можно 
сделать вывод, что предложенная математическая 
модель приемлема для описания процесса биосинте-
за токсина и о-антигена в ходе периодического глу-
бинного культивирования V. cholerae 569в инаба.

сопоставление экспериментальных значений 
и данных, полученных в ходе моделирования:
1 – кривая роста холерного вибриона; 2 – динами-
ка потребления глюкозы; 3 – динамика накопления 
о-антигена; 4 – динамика накопления токсина (рас-
считанные значения)
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липополисахарид (лпс) Yersinia pestis, благо-
даря своим мощным иммуномодулирующим свой-
ствам, рассматривается как один из перспективных 
антигенов для создания диагностических и профи-
лактических препаратов. для выяснения биологи-
ческих функций, химической структуры и сероло-
гической активности необходимо иметь очищенные 
препараты лпс, для чего разработаны и широко ис-
пользуются несколько различных методов и их моди-
фикаций, однако все они не лишены недостатков. 

известны способы получения лпс грамотри-
цательных бактерий трихлор-уксусной кислотой, 
водно-бутанольной и водно-эфирной смесью [2]. 
для выделения R-формы лпс, к которой относится 
лпс чумного микроба, предложен метод экстракции 
смесью фенола-хлороформа-петролейного эфира по 
Galanos [9].

наибольшую популярность имеет водно-
фенольный способ получения лпс по о.Westphal 

[11], основанный на обработке микробной массы 
горячей водно-фенольной смесью. модификациями 
этого метода является очистка препарата с помощью 
неионного детергента тритон х-114 [3], а также уда-
ление нуклеиновых кислот осаждением уксусной 
кислотой [4]. однако способы экстракции лпс с 
использованием фенола и других органических ве-
ществ в разных вариантах относятся к жестким хи-
мическим методам выделения эндотоксина и приво-
дят к изменению исходной молекулярной организа-
ции биополимера, нарушая его нативную структуру 
и биологические свойства. кроме того, фенол явля-
ется летучим, агрессивным, ядовитым для человека 
и экологически вредным веществом.

также применяются щадящие способы получе-
ния лпс, к которым относится метод R.P.Darveau 
[7], где клетки разрушают механически продавли-
ванием через French-press, а лпс очищают от при-
месей обработкой панкреатическими нуклеазами, 
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новыЙ СПоСоБ ПолУчения лиПоПолиСаХарида воЗБУдителя чУМы 

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

предложено два варианта нового метода, оптимизирующего условия получения и очистки лпс из штаммов 
Y. pestis, а также позволяющего исключить применение ядовитых и трудноудаляемых реактивов, упростить и уде-
шевить методику, рационально утилизировать отходы производства. метод включает предварительную водносо-
левую экстракцию бактерий для удаления легкорастворимых веществ с последующим разрушением их ультра-
звуком в лизирующем буфере (0,1 м трис-HCl, рн 8,0; 10 ммоль эдта, 1 % тритон х-100). для депротеинизации 
неочищенного эндотоксина в первом случае используется коммерческая протеиназа к (Sigma), а во втором – фер-
ментный комплекс протеовибрин, выделенный из отхода производства вакцины холерной бивалентной хими-
ческой. для очистки лпс от нуклеиновых кислот введена процедура подкисления образца ледяной уксусной 
кислотой до рн 3,2–3,4. варианты способа позволяют улучшить качество препаратов лпс относительно метода-
прототипа и получать эндотоксин возбудителя чумы, практически не отличающийся по физико-химической ха-
рактеристике, гомогенности, иммунохимической активности и специфичности от антигена, полученного класси-
ческой водно-фенольной экстракцией по о.Westphal.
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New Method of Plague Agent Lipopolysaccharide Obtaining
Russian Research Anti-Plague Institute “Microbe”, Saratov, Russian Federation

Put forward are two alternatives of a new method for optimization of conditions of LPS obtaining and purification from Y. pestis 
strains; as well as for avoiding application of poisonous and hard-to-remove reagents; for simplification and cost-cutting of the tech-
nique; and for rationalization of production waste management. This method involves preliminary salt-water extraction of bacteria, 
for elimination of easy-dissolving substances, with the subsequent fracturing using ultrasound in lysing buffer (0,1 M Tris-HCl, 
pH 8,0; 10 mmol of EDTA, 1 % Triton X-100). The first alternative for deproteinization of non-purified endotoxin is the commercial 
preparation of proteinase K (Sigma), the second one – an enzyme complex – proteovibrin, isolated from waste material accumulated 
in the process of cholera chemical bivalent vaccine production. Apart from this, introduced has been a phase of sample acidification 
by applying glacial acetic acid up to pH 3,2–3,4 to decontaminate LPS from nucleic acids. These two variations of the method provide 
for enhancement of LPS preparation quality as compared to prototype method, and for obtainment of plague agent endotoxin that 
is hardly distinguishable in physical-chemical properties, homogeneity, immunochemical activity and specificity from the antigen, 
manufactured by means of water-phenol extraction following Westphal O. technique. 

Key words: Yersinia pestis, lipopolysaccharide, proteovibrin.
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проназой, эдта и SDS. в другом методе предложено 
разрушение бактерий путем кипячения в лизирую-
щем буфере с SDS и меркаптоэтанолом с последу-
ющей депротеинизацией материала протеиназой к 
[10]. использование детергента SDS в обоих методах 
существенно усложняет процедуру получения лпс, 
т.к. SDS является трудноудалимой примесью, снижа-
ющей качество получаемых препаратов.

более простым в исполнении является способ 
выделения лпс кишечной палочки, при котором 
после лизиса клеток в буфере, содержащем эдта, 
фенилметил-сульфонилхлорид (ФмсФ) и тритон 
х-100, осветленный экстракт депротеинизировали 
протеиназой к [1]. однако этот метод не предусма-
тривает очистку от нуклеиновых кислот. таким обра-
зом, отмеченные недостатки служат основанием для 
поиска новых методов выделения и очистки специ-
фических полисахаридов.

целью работы явилась разработка оптимально-
го метода получения лпс чумного микроба, осно-
ванного на упрощении процедуры его выделения и 
сокращении количества этапов очистки антигена 
с использованием щадящей обработки материала 
протеолитическими ферментами разного проис-
хождения. 

материалы и методы

препараты лпс получали из лиофилизирован-
ных клеток штамма Y. pestis EV нииэг, выращен-
ных при 28 °с и обеззараженных 0,5 % формали-
ном в течение 12–18 ч по технологии, изложенной 
в производственном регламенте 01898109-04-04 на 
«иммуноглобулины диагностические флуоресциру-
ющие псевдотуберкулезные».

при выделении лпс использовали протеоли-
тические ферменты – коммерческую протеиназу к 
(Proteinase K, «Sigma», сШа) и ферментный ком-
плекс холерного вибриона протеовибрин [7].

определение химического состава проводили 
общепринятыми методами: суммарные углеводы – 
по дюбуа с тимолом и серной кислотой, белки – по 
лоури, нуклеиновые кислоты – по спирину.

электрофорез в PAGE-SDS проводили по мето-
ду W.K.Laemmli [10]. нагрузка на гелевую дорожку 
составляла 10–20 мкл препарата. для характеристи-
ки препаратов в отношении белковых примесей гели 
обрабатывали кумасси голубым, для выявления по-
лисахаридов – азотнокислым серебром. 

обращенно-фазовую высокоэффективную жид-
костную хроматографию (оФ вэжх) проводили при 
комнатной температуре с использованием градиент-
ной системы Breeze на колонке Symmetry 300TM C 18 
(5 мкм; 4,6×150 мм; «Waters», сШа). для получения 
хроматографических данных при 254 нм использова-
ли уФ-детектор, скорость элюции – 1 мл/мин.

иммунохимическую активность полученных 
препаратов изучали в реакции иммунодиффузии в 
геле по оухтерлони (рид) и твердофазным имму-
ноферментным методом (тиФа). для постановки 

рид использовали поликлональные чумные агглю-
тинирующие лошадиные сыворотки (роснипчи 
«микроб») и экспериментальные серии монокло-
нальных IgG к лпс Y. pestis EV 28 °с, выделен-
ные из асцитической жидкости линейных мышей 
BALB/c, которые далее метили пероксидазой хрена 
и использовали в тиФа. специфичность препаратов 
лпс чумного микроба определяли с эксперимен-
тальными мышиными сыворотками, полученными 
к штаммам других видов: Yersinia pseudo tu ber cu losis 
Іa; Francisella tularensis holarctica; Escherichia coli 
5198/99; Salmonella typhimurium 20. 

статистическую обработку результатов прово-
дили общепринятыми методами с использованием 
t-критерия стьюдента.

результаты и обсуждение

в качестве прототипа нами был использован до-
статочно эффективный и простой способ экстракции 
эндотоксина из кишечной палочки [1]. при попытке 
применить этот способ на модели возбудителя чумы 
был получен препарат лпс, содержащий большое 
количество белка и нуклеиновых кислот. кроме того, 
использование ингибитора протеаз ФмсФ негатив-
но влияло на внесенный протеолитический фермент, 
однако отдельные этапы этого метода были включе-
ны в дальнейшую разработку. 

предварительно проводили водносолевую экс-
тракцию бактерий для удаления легкорастворимых 
веществ в течение 18 ч при 4 °с. после центрифу-
гирования осадок суспензировали в лизирующем 
буфере (0,1 м трис-HCl, рн 8,0; 10 ммоль эдта, 
1 % тритон х-100) из расчета 5 мл на 1 г влажных 
клеток. в отличие от описанных выше методов де-
струкцию клеток проводили обработкой суспензии 
ультразвуком в дезинтеграторе уздн-2т при частоте 
излучения 44 кгц и максимальной мощности 5 раз 
по 1 мин с интервалом 1 мин. после центрифугиро-
вания при 16 тыс. об/мин в течение 50 мин при 4 °с 
к экстракту добавляли протеиназу к до конечной 
концентрации 80 мкг/мл и инкубировали 60 мин при 
56 °с. очистку лпс от нуклеиновых кислот прово-
дили путем подкисления (под контролем рн-метра) 
полученного образца ледяной уксусной кислотой до 
рн 3,2–3,4 и центрифугирования при 6 тыс. об/мин 
в течение 30 мин. лпс выделяли путем добавления 
центрифугата по каплям к 8 объемам охлажденного 
до 0 °с 96 % этилового спирта, осадок отделяли цен-
трифугированием. от низкомолекулярных примесей 
лпс освобождали с помощью диализа осадка про-
тив дистиллированной воды в течение 18–20 ч, затем 
препараты лиофилизировали.

в предлагаемой процедуре на этапе депротеи-
низации неочищенного эндотоксина нами установ-
лена возможность замены коммерческой протеина-
зы к на ферментный комплекс протеовибрин, обла-
дающий высокой протеолитической активностью. 
протеовибрин получен из отхода производства 
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оральной холерной вакцины – ультрафильтрата де-
токсицированной культуральной жидкости произ-
водственного штамма м-41 серовара огава холерно-
го вибриона при концентрировании о-анти ген со дер-
жащего компонента вакцины на ультрафильтрацион-
ном аппарате марки ува-пс-20-1040. 

лиофилизированный протеовибрин представля-
ет собой хорошо растворимый в воде сыпучий поро-
шок темно-коричневого цвета с содержанием белка 
(55±7) %. в протеовибрине присутствуют протеоли-
тические ферменты, гидролизующие белки в диапа-
зоне рн 5,6–8,5, с активностью 8.000–20.000 усл. ед. 
на 1 мг белка. 

предварительно для дозирования протеовибри-
на определяли его протеолитическую активность па-
раллельно с коммерческой протеиназой к методом 
титрования на плотной тест-среде с 10 % обезжирен-
ного молока, рн 7,6±0,2 [5]. анализ трех серий про-
теовибрина показал, что его активность в 2 раза ниже, 
чем у протеиназы к. в соответствии с этим протео-
вибрин добавляли до конечной концентрации в об-
разце 160 мкг/мл и инкубировали при 37 °с, рн 8,0 в 
течение 18 ч. в остальном этапы этого варианта вы-
деления лпс аналогичны описанному выше.

в результате были получены и охарактеризованы 
препараты лпс (по 3 серии каждого), выделенные 
двумя вариантами предлагаемого способа: с исполь-
зованием протеиназы к (лпс1) и ферментного ком-
плекса протеовибрина (лпс2), а также методом экс-
тракции лпс [1], послужившим прототипом (лпс3). 
для сравнения был взят препарат лпс возбудителя 
чумы, полученный классической водно-фенольной 
экстракцией по о.Westphal (лпсW). 

все серии препаратов лпс, выделенных разными 
методами, представляли собой хлопья белого цвета, 
хорошо растворимые в воде и 0,9 % растворе NaCl.

проведенный сравнительный химический ана-
лиз препаратов лпс1, лпс2, лпс3 и лпсW показал 
сходные характеристики по проценту выхода образ-
цов от сухого веса клеток (3,9±0,2), однако по другим 
параметрам имелось значительное различие. так, об-

разец лпс3 содержал повышенное количество белка 
(8,4±0,2) и нуклеиновых кислот (3,2±0,1), препараты 
лпс1, лпс2 и лпсW по проценту содержания белка, 
углеводов и нуклеиновых кислот имели близкие циф-
ры, которые составляли 1,2±0,4; 38,9±0,2 и 0,3±0,1 
соответственно.

электрофоретическое исследование в PAGE-
SDS показало, что препараты лпс1, лпс2, лпс3 и 
лпсW представлены типичной R-формой, имеют ряд 
идентичных полос, однако в препарате лпс3 отмеча-
ется дополнительная полоса, соответствующая мар-
керу с молекулярной массой 66,2 кда, которая окра-
шивалась на белок кумасси голубым (рис. 1).

сравнительный анализ хроматограмм образ-
цов лпс1, лпс2, лпс3 и лпсW, полученных мето-
дом оФ вэжх, показал, что профили элюции ис-
следованных антигенов относительно идентичны. 
отмечается один основной пик высокой амплитуды 
на 1,2–1,5 мин, который был собран и исследован 
электрофоретически. было показано, что во всех 
случаях в этом пике содержался полисахарид. в пре-
парате лпс3 отмечается два дополнительных пика 
малой амплитуды на 1,2 и 2,0 мин (рис. 2).

анализ иммунологической активности показал, 
что препараты лпс1, лпс2 и лпсW в реакции имму-
нодиффузии с поликлональными чумными агглюти-

рис. 2. оФ вэжх-анализ патогенов Y. pestis EV при 254 нм
профили элюции: А – лпс1; B – лпс2; C – лпс3; D – лпсW

рис. 1. электрофореграмма препаратов лпс в 12,5 % пааг 
дорожки: 1 – маркеры молекулярной массы 116,0; 66,2; 45,0; 35,0; 25,0; 
18,4; 14,4 кда; 2 – лпс E. coli 055:в5 (S-форма лпс, Sigma, сШа,); 3 – 
лпс1; 4 – лпс2; 5 – лпс3; 6 – лпсW. окраска азотнокислым серебром



БИОТЕХНОЛОГИЯ

103

нирующими лошадиными сыворотками и монокло-
нальными IgG к лпс Y. pestis EV 28 °с давали одну 
четкую совмещаемую линию преципитации в концен-
трации 1 мг/мл, что говорит об их серологической го-
могенности. образцы лпс3 в рид давали более сла-
бую размытую линию преципитации, частично совме-
щаемую с линиями других образцов. сравнительное 
тестирование препаратов лпс в тиФа показало, 
что иммунологическая активность препаратов лпс1, 
лпс2 и лпсW в 3 раза выше, чем у лпс3 (0,96±0,02) 
и составляет 0,32±0,03; 0,36±0,15 и (0,26±0,05) мкг/мл 
соответственно. специфичность препаратов эндоток-
сина подтверждена отрицательной реакцией с сыво-
ротками к штаммам других видов. 

таким образом, предложен оптимизированный 
метод получения и технологичная схема очистки 
лпс чумного микроба, позволяющие исключить ис-
пользование ядовитых и трудноудаляемых реакти-
вов, упростить и удешевить методику, рационально 
утилизировать отходы производства. варианты спо-
соба позволяют улучшить качество препаратов лпс 
относительно метода-прототипа и получать эндоток-
син возбудителя чумы, практически не отличающий-
ся по физико-химической характеристике, гомоген-
ности, иммунохимической активности и специфич-
ности от антигена, полученного классической водно-
фенольной экстракцией по о.Westphal. 
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жизни лариса вениаминовна посвятила научной, 
преподавательской и организаторской работе в 
ставропольском научно-исследовательском противо-
чумном институте. ларисой вениаминовной внесен 
существенный вклад в решение научно-прикладных 
вопросов профилактики и лабораторной диагности-
ки бруцеллеза в российской Федерации, создание 
новых средств диагностики особо опасных инфек-
ций. при ее непосредственном участии разработаны 
нормативные документы и налажено производство 
бактериофагов бруцеллезных диагностических, пи-
тательной среды для транспортировки биоматериала 
и накопления бруцелл, эритроцитарного бруцеллез-
ного антигенного диагностикума, иммуноглобулинов 
диагностических бруцеллезных флуоресцирующих 
сухих, поли- и моноспецифических диагностических 
бруцеллезных сывороток. 

много сил и энергии отдавала лариса вениа-
миновна вопросам модернизации научно-про из вод-
ственной базы института, разработки и внедрения в 
практику здравоохранения диагностических препа-

ратов нового поколения. 
руководя лабораторией подготовки специа-

листов, лариса вениаминовна читала лекции на 
курсах повышения квалификации в институте, в 
высших учебных медицинских учреждениях, яв-
лялась организатором выездных курсов для подго-
товки специалистов учреждений роспотребнадзора 
северо-кавказского и Южного федеральных округов 
российской Федерации, пользовалась заслуженным 
авторитетом слушателей курсов.

лариса вениаминовна выполняла большую 
общественную работу. много лет она участвова-
ла в работе координационного научного совета по 
санитарно-эпидемиологической охране территории 
российской Федерации, была членом проблемной ко-
миссии «диагностика, профилактика и лечение осо-
бо опасных инфекционных болезней».

ларисой вениаминовной ляпустиной опубли-
ковано около 200 научных работ, она соавтор 12 
методических документов федерального уровня, 26 
авторских свидетельств и патентов на изобретения. 
за многолетний и добросовестный труд неодно-
кратно поощрялась почетными грамотами и благо-
дарностями министерства здравоохранения рФ, 
роспотребнадзора, дирекции института, награждена 
знаком «отличнику здравоохранения российской 
Федерации».

уход из жизни ларисы вениаминовны – боль-
шая, невосполнимая утрата для всех, кто с ней рабо-
тал и сотрудничал.

она была замечательным ученым и педагогом, 
великодушным, добрым, порядочным и отзывчивым 
человеком, светлая память о ней навсегда сохранится 
в сердцах ее друзей, коллег и учеников. 

ПаМяти коллеги

ПаМяти лариСы вениаМиновны ляПУСтиноЙ

10 июня 2014 г. ушла 
из жизни ляпустина лари-
са вениаминовна – замес-
титель директора по 
научно-производ ственной 
работе ставропольского 
научно-иссле дова тель ского 
противочумного института, 
заведующая лабораторией 
подготовки специалистов, 
доктор медицинских наук, 
замечательный человек. 

более 30 лет своей 


