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в настоящее время в ряде стран западной 
африки наблюдается самое масштабное в истории 
эпидемическое распространение опасной болезни, 
вызванной вирусом эбола (бввэ). впервые бввэ 
была заподозрена в республике гвинея еще в декабре 
2013 г. в г. мельянду (префектура гекеду), а уже к 
марту 2014 г. произошло распространение на восемь 
районов республики и соседние страны (либерия и 
сьерра-леоне), в связи с чем всемирная организация 
здравоохранения (воз) уведомила о вспышке инфек-
ционной болезни, характеризующейся лихорадкой, 
тяжелой диареей, рвотой и высокой летальностью. 
вирусологические исследования подтвердили в каче-
стве возбудителя болезни вирус вида Zaire ebolavirus 
(EBOV), причем полногеномное секвенирование и 

филогенетический анализ показали, что EBOV, вы-
деленный в гвинее, образует отдельную ветвь по от-
ношению к уже известным штаммам [3]. 

в связи с неуклонно ухудшающейся эпидеми-
ческой обстановкой по бввэ в странах западной 
африки в 2014 г. и возникновением реальной угрозы 
распространения болезни за пределы африканского 
континента воз 08.08.2014 г. объявила вспышку ли-
хорадки эбола чрезвычайной ситуацией (чс) в обла-
сти общественного здравоохранения, имеющей меж-
дународное значение [4]. главам государств рекомен-
довано объявить чс на национальных территориях, 
что предусматривает меры по ограничению передви-
жения людей, вплоть до введения карантина. 

основными проблемами, обусловившими столь 
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масштабное распространение бввэ в странах 
западной африки, стали отсутствие средств лечения 
и профилактики, недостаточность национальных 
возможностей по оперативной диагностике, невоз-
можность своевременной и полноценной реализации 
ограничительных мероприятий. 

в соответствии с официальным обращением 
гвинейской республики к российской Федерации 
об оказании помощи в борьбе с бввэ, на основании 
поручения правительства российской Федерации 
от 07.08.2014 № сп-п12-5959 и во исполнение при-
каза Федеральной службы по надзору в сфере за-
щиты прав потребителей и благополучия человека 
от 19.08.2014 г. группа специалистов и два лабора-
торных модуля мобильного комплекса специализи-
рованной противоэпидемической бригады (спэб) 
направлены спецбортом ил-76 мчс в гвинейскую 
республику, г. конакри.

в группу специалистов спэб включены 2 эпи-
демиолога и 2 бактериолога роснипчи «микроб», 
2 вирусолога Фбун гнц вб «вектор», а также ин-
женер и водитель (роснипчи «микроб»). 

на территории национального госпиталя «дон-
ка» развернуты штаб и лабораторная база, которые 
незамедлительно приступили к работе во взаимодей-
ствии с министерством здравоохранения и обще-
ственной гигиены гвинейской республики и такими 
международными организациями как воз, оон, 
врачи без границ, международный красный крест.

основной целевой установкой явилось обеспе-
чение безопасности личного состава и имущества 
спэб. в соответствии с данной установкой обеспе-
чено неукоснительное выполнение правил биологи-
ческой безопасности при обращении с патогенными 
биологическими агентами и правил безопасного по-
ведения в стране пребывания. Функционирование 
спэб осуществлялось под постоянным контролем 
Федеральной службы по надзору в сфере защиты 
прав потребителей и благополучия человека при не-
посредственном участии посольства (консульства) 
российской Федерации в гвинее.

В задачи СПЭБ входило: 
1. проведение диагностических исследований 

материала от больных (трупов), подозрительных на 
бввэ и реконвалесцентов.

2. консультирование и защита российских граж-
дан, находящихся в гвинее, от угроз, связанных с 
бввэ (включая помощь в дооснащении здравпун-
ктов и изоляторов).

3. оказание консультативно-методической по-
мощи международным организациям и гвинейским 
специалистам по вопросам планирования и проведе-
ния мероприятий по локализации и ликвидации эпи-
демических очагов бввэ.

материалы и методы

лабораторная диагностика бввэ организо-
вана в двух лабораториях мобильного комплекса 

спэб на базе кузова-фургона и прицепа автомобиля 
«камаз», модифицированных с учетом особенно-
стей конструкции бактериологической лаборатории 
и лаборатории индикации. внутри кузов разделен 
на лабораторный блок, помещение для снятия верх-
ней одежды, надевания рабочей одежды, душевую, 
тамбур-шлюз для снятия защитной одежды и техни-
ческий отсек, изолированный от помещения лабора-
тории. мобильный комплекс обеспечивает проведе-
ние работ с микроорганизмами I–II групп патогенно-
сти в соответствии с сп 1.3.3118-13 [1]. мобильный 
комплекс оснащен современным оборудованием для 
проведения лабораторной диагностики особо опас-
ных инфекционных болезней.

в лаборатории индикации, оснащенной боксами 
биологической безопасности II и III класса, осущест-
вляли разбор и подготовку проб к исследованию, 
обеззараживание проб для пцр, серологические ис-
следования, обеззараживание и деструкцию отхо-
дов путем автоклавирования. в бактериологической 
лаборатории, оснащенной боксом биологической 
безопасности II класса и пцр-боксом, проводили 
выделение рнк из обеззараженного биологического 
материала и пцр с учетом результатов в режиме ре-
ального времени.

для диагностики лихорадки эбола использова-
ли зарегистрированные пцр-тест-системы отече-
ственного производства «вектор-пцррв-эбола-
RG» (Фбун гнц вб «вектор») и «амплисенс 
EBOVZair1-FL» (ооо «интерлабсервис). тест-
система «вектор-пцррв-эбола-RG» направлена на 
выявление L гена филовирусов, кодирующего ви-
русную полимеразу, область амплификации тест-
системы «амплисенс EBOVZair1-FL» расположена 
на участке гена нуклеопротеина (NP). 

первичную подготовку и обеззараживание проб 
для пцр-исследования проводили в индикацион-
ной лаборатории, в боксе биологической безопас-
ности III класса в соответствии с му 1.3.2569-09 
[2]. последующие этапы пцр-анализа проводили 
в бактериологической лаборатории: этапы выде-
ления рнк – в боксе биологической безопасности 
II класса, сбор реакционной смеси для обратной 
транскрипции и пцр – в пцр-боксе. выделение 
рнк из исследуемых образцов осуществляли с ис-
пользованием «комплекта реагентов для экстракции 
рнк/днк из клинического материала «рибо-преп» 
(ру Фср 2008/03147) производства Фбун цнии 
эпидемиологии роспотребнадзора. обратную тран-
скрип цию рнк и амплификацию кднк проводили 
на программируемом амплификаторе роторного типа 
с гибридизационно-флуоресцентной детекцией спец-
ифических продуктов амплификации – Rotor-Gene Q 
(QIAGEN GmbH, германия).

результаты и обсуждение

в течение трех месяцев работы (с 26.08.2014 г. 
по 26.11.2014 г.) исследовано 479 проб клинического 
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материала (сыворотка, кровь) от лиц с подозрением 
на бввэ и материал от трупов (кровь, смывы из ро-
товой полости). рнк вируса эбола обнаружена в 133 
пробах, что составило 27,8 % от всего исследуемого 
материала (табл. 1).

результаты оценки качества лабораторной диа-
гностики зашифрованных образцов, поступавших 
в первоначальный период валидации в лаборато-
рии мк спэб из референс-лаборатории института 
пастера (дакар) и лаборатории геморрагических 
лихорадок в гвинее, показали высокую чувствитель-
ность и специфичность российских тест-систем, что 
позволило включить мк спэб роспотребнадзора 
в систему международного реагирования как само-
стоятельную единицу.

для дифференциальной диагностики с другими 
опасными инфекционными болезнями, имеющими 
сходные симптомы с лихорадкой эбола, 334 пробы 
исследовано на выявление генетических маркеров 
возбудителей лихорадки марбург, желтой лихорад-
ки, лихорадки ласса, лихорадки денге, лихорадки 
западного нила, крымской геморрагической ли-
хорадки и лептоспироза с использованием отече-
ственных тест-систем производства синтол («ом-
скрин-эбола/марбург-рв», «рс-жл», «рс-лас») 
и Фбун цнии эпидемиологии роспотребнадзора 
(«амплисенс Dengue virus type-FL», «амплисенс 
WNV-FL», «амплисенс CCHFL-FL», «амплисенс 
Leptospira–FL»). в результате проведенных иссле-
дований рнк вирусов марбург, желтой лихорадки, 
вирусов ласса, лихорадки денге, западного нила, 
крымской-конго геморрагической лихорадки и воз-
будителя лептоспироза не обнаружена. это согласу-
ется с данными воз, в соответствии с которыми слу-
чаи заболевания лихорадкой ласса в гвинее не были 
отмечены с 2002 г., желтой лихорадки – с 2011 г.

параллельно проводился мониторинг социаль-
но значимых инфекций: гепатитов а, в, с и вич с 
использованием тест-систем «амлисенс HAV-FL» 
и «амплисенс HCV/HBV/HIV-FL» (Фбун цнии 
эпидемиологии роспотребнадзора). всего исследо-
вано 280 проб на наличие рнк вируса гепатитов а, 
с, вируса иммунодефицита человека типа 1 (вич-1), 
вируса иммунодефицита человека типа 2 (вич-2), 
днк вируса гепатита в.

в результате исследования 280 проб:
- рнк вируса гепатита а не обнаружена, в связи 

с тем, что больные с клиническими проявлениями ге-

патита а были исключены из исследуемой выборки 
на этапе постановки клинического диагноза (матери-
ал не вошел в исследование);

- рнк вируса гепатита с обнаружена в 1 пробе, 
что составило 0,4 %;

- рнк вич-1 обнаружена в 17 пробах (6,1 %), 
из них в 4 (23,5 %) отмечены коинфекция вич-1 и 
гепатита в, в 1 пробе (5,9 %) – коинфекция вич-1, 
гепатита в и вируса эбола;

- рнк вич-2 не обнаружена;
- днк гепатита в обнаружена в 66 пробах 

(23,6 %). причем в 35 пробах (53,0 %) обнаружена 
и рнк вируса эбола, что может свидетельствовать о 
наличии суперинфекции или коинфекции, в 31 пробе 
(47,0 %) – рнк вируса эбола не обнаружена. 

вопрос о наличии сопряженности двух марке-
ров требует дальнейшего изучения и расширения 
выборки исследуемых проб. наличие коинфекции 
может усу гублять течение болезни [4, 6]. результаты 
иссле дования представлены в табл. 2.

высокий уровень выявления генетических мар-
керов гепатита в согласуется с данными воз о рас-
пространенности гепатита в в странах западной 
африки. большинство жителей этих регионов при-
обретают инфекцию гепатита в в детстве, а от 5 до 
10 % взрослого населения имеют хроническую ин-
фекцию. в распространении вируса гепатита в может 
играть роль ритуал скарификации кожи у подростков 
с использованием нестерильных инструментов [6].

Штаммы вируса эбола, являющиеся причиной 
текущей вспышки, вероятно, имеют общего предка со 
штаммом, вызвавшим вспышку в 1976 г. обнаружено, 
что линия, вызвавшая настоящую вспышку, произо-
шла от варианта центральноафриканского вируса 
около 10 лет назад [5]. выявлено более 395 генети-
ческих замен, отличающих геном вируса лихорадки 
эбола 2014 г. от геномов вирусов, вызвавших преды-
дущие вспышки заболевания (рис. 1).

при анализе 100 полногеномных нуклеотидных 
последовательностей вируса эбола, депонирован-
ных в базе данных NCBI GenBank (National Center for 
Biotechnology Information, сШа) установлено, что 
варианты вируса, выявленные в ходе вспышки бввэ 

Таблица 2

распределение исследуемых проб по видам  
выявленных генетических маркеров

маркеры количество  
положительных 

проб 
(в скобках %)

рнк вируса 
эбола

днк  
гепатита в

рнк  
гепатита с

рнк 
вич-1

+ + + - 1 (0,4 )

+ + - - 35 (12,5 )

+ - - - 44 (15,8 )

- + - - 26 (9,4 )

- + - + 4 (1,4 )

- - - + 12 (4,3 )

- - + - 1 (0,4 )

- - - - 156 (55,8 )

Итого 280 (100 )

Таблица 1
распределение исследуемых проб по видам материала

вид  
материала

наличие рнк вируса эбола
всегорнк вируса эбола 

«+»
рнк вируса эбола 

«-»
кровь 19 (14,3)* 25 (7,3) 44 (9,2) 
смыв 11 (8,3) 16 (4,6) 27 (5,6) 
сыворотка 103 (77,4) 305 (88,1) 408 (85,2) 
Итого 133 (100) 346 (100) 479 (100) 

*в скобках – процент.
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в западной африке в 2014 г., делятся на две подгруп-
пы, отличающиеся наличием четырех сцепленных 
точечных мутаций в позициях 800 н. (ген NP), 8928 
(ген VP30), 15963 и 17142 н. (ген L). мутация в пози-
ции 800 н. приводит к замене аминокислот Arg→Cys, 
остальные три мутации влияния на аминокислотные 
последовательности вирусных белков не оказывают. 
представители первой группы выделены в городах 
гекеду и кисидугу (республика гвинея) и в г. кенема 
(сьерра-леоне); представители второй группы выде-
лены в г. кенема (сьерра-леоне). внутри данных под-
групп установлена 100 % генетическая стабильность 
вариантов.

налажено эффективное сотрудничество с мини-
стерством здравоохранения и международными орга-
низациями, что позволило валидировать и интегриро-
вать мк спэб роспотребнадзора в общую систему 
борьбы с лихорадкой эбола в западной африке.

за три месяца работы было исследовано 479 
проб клинического материала и получены новые на-
учные данные об особенностях генома циркулирую-
щих штаммов вируса эбола и возможной корреляции 
гепатита в и бввэ.

продолжающаяся практическая работа спэб 
роспотребнадзора на международном уровне уже по-
лучила общественное признание и высокую оценку 
руководства гвинеи в связи с существенным вкладом 
в борьбу с эпидемией бввэ.
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в сентябре 2014 г. в горно-алтайском высо-
когорном природном очаге зарегистрирован пер-
вый случай заражения чумой человека. больной а. 
46 лет, поступил в кош-агачскую црб 9 сентября 
2014 г. с диагнозом «подмышечный лимфаденит 

слева», 12 сентября по результатам индикации ме-
тодами экспресс-диагностики (пцр, мФа) ему был 
поставлен предварительный, а затем на основании 
выделения культуры возбудителя чумы и выявления 
сероконверсии окончательный диагноз – «бубонная 
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ЗаБоЛеВание ЧеЛоВеКа ЧУМоЙ  
В Горно-аЛТаЙСКоМ ВЫСоКоГорноМ ПриродноМ оЧаГе В 2014 г.  

СооБЩение 1. ЭПидеМиоЛоГиЧеСКие и ЭПиЗооТоЛоГиЧеСКие оСоБенноСТи 
ПроЯВЛениЙ ЧУМЫ В Горно-аЛТаЙСКоМ ВЫСоКоГорноМ (СаЙЛЮГеМСКоМ) 

ПриродноМ оЧаГе ЧУМЫ
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впервые с открытия в 1961 г. горно-алтайского высокогорного природного очага, зарегистрирован случай 
заражения чумой человека. заражение имело место вследствие разделки серого сурка, добытого на одном из стой-
ких эпизоотических участков природного очага чумы. в результате проведенного комплекса противоэпидемиче-
ских мероприятий, включавших лечение больного, выявление, изоляцию и лечение контактировавших с больным 
человеком и зараженным сурком, изъятие у населения и уничтожение тушек сурков, добытых в результате охо-
топромысла, проведение мер специфической и неспецифической профилактики, эпидемический очаг чумы был 
локализован и ликвидирован. впервые получены доказательства одновременной циркуляции штаммов подвидов 
Y. pestis ssp. pestis и Y. pestis ssp. аltaica в зоне совместных поселений монгольской пищухи, длиннохвостого сус-
лика и серого сурка. отмечена необходимость пересмотра тактики эпизоотологического мониторинга чумы для 
очаговых территорий, где зарегистрирована циркуляция разных подвидов Y. рestis.

Ключевые слова: горно-алтайский высокогорный природный очаг чумы, эпидемический очаг, специфическая 
и неспецифическая профилактика, основной подвид Yersinia pestis ssp. pestis, серый сурок, охотопромысел. 
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Infection of an Individual with Plague in the Gorno-Altaisk High-Mountain Natural Focus in 2014. 
Communication 1. Epidemiological and Epizootiological Peculiarities of Plague Manifestations  
in the Gorno-Altaisk High-Mountain (Sailyugemsky) Natural Plague Focus
1Russian Research Anti-Plague Institute “Microbe”, Saratov, Russian Federation; 2Federal Service for Surveillance 
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For the first time ever since the discovery of the Gorno-Altaisk high-mountain natural focus in 1961, registered has been a case 
of human plague infection. It occurred in the consequence of the grey marmot cutting that was caught in the territory of one of the 
persistent epizootic regions of the natural plague focus. The outbreak was localized and eliminated following complex anti-epidemic 
measures, including medical treatment of the patient; identification, isolation and management of the contact persons, both to the 
patient and marmot; withdrawal and disposal of marmots’ carcasses, obtained during unauthorized commercial hunting; specific and 
non-specific prophylaxis of the disease. Also for the first time ever received have been the evidences of concurrent circulation of 
the strains, subspecies Y. pestis ssp pestis and Y. pestis ssp. altaica in the regions of cohabitation of Pallas’ pika (Ochotona pallasi), 
Siberian souslik (Citellus undulatus), and grey marmot. Specified is the necessity to reconsider the tactics of epizootiological plague 
monitoring in enzootic territories where circulation of various Y. pestis subspecies is registered. 

Key words: Gorno-Altaisk high-mountain natural focus of plague, epidemic focus, specific and non-specific prophylaxis, main 
subspecies Yersinia pestis ssp. pestis, grey marmot, hunting. 
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чума». в результате проведенного комплекса проти-
воэпидемических мероприятий, включавших лече-
ние больного, выявление, изоляцию и лечение кон-
тактировавших с больным человеком и зараженным 
сурком, изъятие у населения и уничтожение тушек 
сурков, добытых в результате охотопромысла, прове-
дение мер специфической и неспецифической про-
филактики, эпидемический очаг чумы был локализо-
ван и ликвидирован.

выделенный от больного штамм чумного микро-
ба относится к основному подвиду Yersinia pestis ssp. 
pestis. данная эпидемическая ситуация, типичная 
для монгольской части сайлюгемского очага чумы 
[1], оказалась необычной с научной и практической 
точек зрения для его российской части, поскольку 
заражение чумой человека произошло в условиях 
одновременной циркуляции чумного микроба основ-
ного и неосновного подвидов. 

цель настоящей работы – проведение анализа 
эколого-эпизоотологической и эпидемиологической 
обстановки, явившейся предтечей первого случая 
чумы у человека в горно-алтайском высокогорном 
природном очаге. при подготовке сообщения ис-
пользованы архивные материалы Фкуз «российский 
научно-исследовательский противочумный институт 
«микроб», литературные источники и данные отчет-
ной и первичной документации Фкуз «алтайская 
противочумная станция».

Эколого-эпидемиологическая характеристика 
 энзоотичных по чуме территорий Горного Алтая

горно-алтайский высокогорный природный 
очаг расположен на северной окраине центрально-
азиатской зоны природной очаговости чумы и 
является северной частью сайлюгемского при-
родного очага чумы, действующего на территории 
монгольской народной республики (мнр) [5]. 
в орографически единой системе горного алтая 
энзоотия чумы впервые установлена на южных 
склонах хребта сайлюгем (1955) в границах мнр. 
позднее, в пределах россии, эпизоотии чумы выяв-
лены на северных склонах хребта сайлюгем (1961) в 
республике алтай и в горном массиве монгун-тайга 
(1964) на территории республики тыва [3]. в гео-
графических пределах горного алтая энзоотия чумы 
обеспечивается циркуляцией 3 подвидов Yersinia pes-
tis – ssp. pestis (республика тыва, мнр), ssp. altaica 
(республика алтай, мнр) и ssp. ulegeica (мнр) [1, 9]. 
в 2012 г. на территории республики алтай в долине 
р. уландрык впервые выявлен штамм основного под-
вида Y. pestis 1454 от трупа длиннохвостого сусли-
ка (уландрыкский участок очаговости, ур. большие 
сары-гобо) [4]. на севере центрально-азиатской 
зоны природной очаговости чумы расположен также 
забайкальский степной природный очаг, занимаю-
щий территорию междуречья онон и аргунь в сте-
пях даурии [12]. 

в границах российской Федерации на энзоотич-

ных по чуме территориях горного алтая (республики 
алтай и республики тыва) заболеваний людей в 
1961–2013 гг. не зарегистрировано [2]. напротив, 
в забайкалье на протяжении второй половины XIX 
и начала XX века неоднократно регистрировали 
чумные вспышки (с 1863 до 1930 год). источником 
инфекции, за редкими исключениями, являлся мон-
гольский сурок или тарбаган – Marmota sibirica, от 
которого возбудитель чумы впервые выделен здесь в 
1911 г. [5, 12]. последний случай заболевания чумой 
человека (ловец эпидотряда) в забайкалье зареги-
стрирован в 1960 г. в районе озера зун-торей. 

в природных очагах чумы монгольского алтая и 
хангая в 1955–2013 гг. заболевания людей регистри-
ровали неоднократно. только в 1994–2003 гг. здесь 
выявлено 56 случаев заболеваний чумой, отмечено 
семь вспышек, в которые были вовлечены по 2–5 чел. 
за последние 10 лет вспышки не зарегистрированы 
[1]. вместе с тем в 2004–2013 гг. на территории 13 
сомонов 9 аймаков монголии имели место 13 слу-
чаев заболевания человека чумой. источниками за-
ражения людей являлись, в основном, сурки (69,2 %) 
и их эктопаразиты (30,7 %). пик заболеваемости от-
мечался в сентябре, совпадая с периодом наиболее 
активного охотопромысла монгольского и серого 
сурков [11]. 

все это подтверждает большую современную 
эпидемиологическую значимость сурков, прямой 
контакт с которыми наиболее часто служит при-
чиной заражения человека на всей северной части 
центрально-азиатской зоны природной очаговости 
чумы. однако в связи с тем, что во второй половине 
XX века под влиянием антропогенных (профилакти-
ческие мероприятия, браконьерство) и климатиче-
ских факторов произошло многократное сокращение 
площади поселений и численности сурков: монголь-
ского – M. sibirica и серого или алтай ского – M. bai-
bacina [12], эпидемиологическая настороженность 
к этим промысловым видам значительно снизилась. 
хотя риск заражения человека чумой при прямом 
контакте с больным сурком сохранился, в первую 
очередь, на территориях, где зарегистрирована цир-
куляция основного подвида Y. pes tis.

в настоящее время монгольский сурок широко 
распространен в горных и высокогорных ландшаф-
тах республики тыва, забайкалья, мнр, внутренней 
монголии, северо-восточного китая [13]. причем 
на территории тувинского горного природного оча-
га в последнее десятилетие плотность поселений 
тарбагана значительно возросла, в том числе в зоне 
развития эпизоотий чумы [14]. подчеркнем, что в 
80-х годах прошлого столетия здесь регистрировали 
единичные находки переболевших (1978 г. – ур. ка-
ра-хову, кара-бельдырский участок очаговости) и 
зараженных (1984 г. – ур. кызыл-хая, барлыкский 
участок очаговости) монгольских сурков. на террито-
рии забайкальского очага чумы поселения тарбагана 
сохранились лишь на ограниченных разрозненных 
участках, преимущественно в гористой труднодо-
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ступной местности и за линией пограничных инже-
нерных сооружений, расположенных вдоль границы 
с китаем и монголией. наиболее высокая плотность 
зверьков до 1,5–2,0 жилых нор на 1 га отмечена на 
территории олдондинского заказника на площади 
51 тыс. га вблизи населенных пунктов акурай, усть-
озерное и курунзулай. поселения монгольского сур-
ка выявлены в окрестностях сел кутугай, Шаранча, 
маньково. здесь он встречается в количестве 0,1–1,5 
особи на 1 га на участках, где проводятся охранные 
мероприятия. 

серый или алтайский сурок (M. baibacina) так-
же является фоновым видов в районах западного 
забайкалья, в республике алтай, республике тыва 
и северо-западной монголии [6, 13]. при этом в 
горно-алтайском высокогорном природном очаге 
чумы его поселения широко распространены на се-
верном склоне хребта сайлюгем (уландрыкский уча-
сток очаговости) и в отрогах Южно-чуйского хребта 
(тархатинский участок очаговости), т.е. на террито-
рии, где ежегодно регистрируют развитие эпизоотий 
чумы [7, 8]. однако в период 1961–2013 гг. зареги-
стрированы только единичные случаи заражения се-
рого сурка циркулирующим здесь подвидом Y. pestis 
ssp. altaica. последнее послужило основной причи-
ной значительного снижения эпизоотологического 
контроля сохранившихся поселений сурка на тер-
ритории горно-алтайского высокогорного природ-
ного очага чумы. после выявления в 2012 г. штам-
ма основного подвида Y. pestis 1454 на территории 
уландрыкского участка очаговости (ур. большие 
сары-гобо) [4], т.е. в зоне широкого распростране-
ния совместных поселений серого сурка и длинно-
хвостого суслика (Spermophilus undulatus), возникли 
основания для пересмотра тактики эпизоотологиче-
ского обследования очаговых территорий. в связи с 
этим в 2013–2014 гг. алтайской противочумной стан-
цией проведены дополнительные летние обследова-
ния приграничных территорий с мнр и республикой 
тыва. особо подчеркнем, что вероятность широкого 
распространения штаммов основного подвида Y. pes-
tis в высокогорных популяциях алтайского сурка на-
шла косвенное подтверждение при обострении эпи-
зоотологической и эпидемиологической ситуации в 
горно-алтай ском высокогорном природном очаге 
чумы в 2014 г. 

напомним, что вплоть до 2014 г. эпидемический 
потенциал горно-алтайского высокогорного природ-
ного очага чумы оценивался как невысокий. в 1961–
2011 гг. здесь была зарегистрирована циркуляция 
только штаммов подвида Yersinia pestis ssp. altaica, 
характеризующихся избирательной вирулентностью 
к фоновым видам зайцеобразных и грызунов. при 
этом подавляющее число культур выделено от мон-
гольских пищух (Ochotona pricei) и их эктопаразитов 
[2, 8]. на энзоотичной по чуме территории средняя 
плотность населения – 1 чел. на 1 кв.км. в основном 
население сосредоточено в районном центре с. кош-
агач и 13 сельских населенных пунктах. основное 

занятие населения – отгонное животноводство. на 
эпизоотических участках проживают от 2,5 до 3 тыс. 
человек. среди факторов риска отметим распростра-
нение поселений основного носителя – монгольской 
пищухи – до жилых построек с. жана-аул и район-
ного центра с. кош-агач. в 2011 г. в нем отловлена 
серопозитивная домовая мышь (Mus musculus), что 
указывает на вовлечение в эпизоотический процесс 
синантропных грызунов. имеет место лицензион-
ный и браконьерский промысел серого сурка в вы-
сокогорных районах. блохи синантропных грызунов 
в жилищах человека отсутствуют, а миграционная 
активность блох грызунов и зайцеобразных в при-
родных биотопах невелика. в 1961–2013 гг., несмо-
тря на наличие постоянного риска заражения под-
видом Yersinia pestis ssp. altaica, здесь сохранялось 
эпидемиологическое благополучие по чуме. однако 
после событий 2012–2014 гг. стало очевидным, что в 
связи с выделением здесь штаммов основного подви-
да Y. pestis потенциальная эпидемическая опасность 
территорий горно-алтайского высокогорного при-
родного очага чумы значительно возросла, и в насто-
ящее время наибольшую эпидемическую опасность 
представляют непосредственные контакты человека 
с природно-очаговыми комплексами, в первую оче-
редь, с больными сурками и сусликами.

Мероприятия, направленные на локализацию  
и ликвидацию эпидемического очага чумы  

в Горно-Алтайском высокогорном природном очаге 
в 2014 г.

9 сентября 2014 г. в кош-агачскую централь-
ную районную больницу доставлен больной а. 
46 лет, житель с. мухор-тархата кош-агачского 
района республики алтай, который был госпита-
лизирован в хирургическое отделение с диагнозом 
«подмышечный лимфаденит слева». заболел остро, 
во второй половине дня 8 сентября 2014 г. появилась 
боль и отечность в левой подмышечной впадине. в 
дальнейшем беспокоили озноб, сильная головная 
боль, температура до 40 °с, болезненность в подмы-
шечной впадине резко усилилась. вечером 9 сентя-
бря 2014 г. в состоянии, близком к тяжелому, боль-
ной был доставлен в больницу. при поступлении: 
температура была 38,5 °с, чсс – 82 удара в мин, 
ад – 90/60 мм. рт. столба. кожные покровы – чи-
стые. дыхание везикулярное, хрипов нет. язык об-
ложен белым налетом. стул в норме. в левой под-
мышечной впадине болезненное образование разме-
ром 2,5×3 см без четкой границы, флюктуации нет. 
проведена пункция, гноя не обнаружено. назначено 
антибактериальное лечение цефтриаксоном (1,0×2 
раза в/в струйно), анальгин в/м, димедрол в/м. 11 сен-
тября 2014 г. в связи с тем, что состояние больного не 
улучшилось назначен ципролет (200,0 в/в капельно), 
спиртовое обтирание. 

12 сентября 2014 г. врач-инфекционист кош-
агачской црб поставила предварительный диагноз 
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«подмышечный лимфаденит не ясной этиологии 
слева. туляремия, бубонная форма? чума, бубонная 
форма?». дополнительно больному был назначен 
амикацин в/м по 1,0×2 раза в сутки. установлено, что 
больной работал кочегаром Фап, 31 августа 2014 г. 
участвовал в разделке сурка, добытого на одном из 
стойких эпизоотических участков природного очага 
чумы в ур. сербисту, и поранил палец на левой руке. 
18 сентября 2014 г. с высева со среды накопления (бу-
льон с посевом пунктата бубона) выделена культура 
Y. pestis ssp. pestis от больного. по результатам ла-
бораторных исследований на основании выделения 
культуры от больного и ее идентификации подтверж-
ден клинический диагноз – «бубонная чума». при 
проведении эпидемиологического расследования из 
холодильника на дому у больного специалистами 
ташантинского эпидотряда алтайской противочум-
ной станции изъяты три тушки сурков, от одного из 
них из подчелюстного лимфатического узла также 
выделена культура Y. pestis ssp. pestis [10]. 

в соответствии с постановлением главного го-
сударственного санитарного врача республики алтай 
от 19.09.2014 г. № 18 «о проведении допол ни тельных 
профилактических мероприятий в природном очаге 
чумы в кош-агачском районе» проведен необходи-
мый комплекс санитарно-профилактических проти-
вочумных мероприятий.

выявлено 52 чел., контактировавших с больным 
и с инфицированным мясом сурка: 24 медицинских 
работника, 16 больных, находившихся на лечении 
в хирургическом отделении, 12 жителей с. му хор-
тархата. тесный контакт первого порядка имели 11 
жителей села, из которых 5 чел. (1 хирург, 1 медсестра, 
1 лаборант, 2 хирургических больных, находившихся 
в одной палате с больным чумой) были изолированы 
в отдельных помещениях хирургического отделения, 
остальные 6 чел. – по месту проживания. за домами 
работниками администрации с. мухор-тархата было 
установлено наблюдение с целью предупреждения 
выхода контактировавших и входа к ним посторони-
их лиц. все 11 контактных первого порядка обследо-
ваны на чуму (результат исследования – отрицатель-
ный), за ними установлено медицинское наблюдение 
и проведено профилактическое лечение. еще 41 чел. 
находился под медицинским наблюдением по месту 
жительства с правом выхода на работу. все получали 
профилактическое лечение. с целью выявления боль-
ных в с. мухор-тархата проводились ежедневные 
подворные обходы. по истечении 7 дней с момента 
объявления очага случаев заболеваний с подозрением 
на чуму среди контактных не выявлено. 

в очагах проведена текущая и заключительная 
дезинфекция препаратом «дп-2» 0,5 % общей пло-
щадью 49,5 тыс. кв.м. обследовано на наличие гры-
зунов и блох с. мухор-тархата на общей площади 
41 тыс. кв.м. в селе проведена поселковая дератиза-
ция препаратом «бродифакум» 0,25 % на площади 
41 тыс. кв.м и поселковая дезинсекция препаратом 
«абсолют» на площади 6900 кв.м. обработаны туа-

леты и выгребные ямы сухим гипохлоритом кальция 
в 205 дворах. проведена дератизация и дезинсекция 
стоянок животноводов препаратами «бродифакум» 
0,25 % и «абсолют» на площади 4200 кв.м. вокруг 2 
зимних стоянок на участке сербисту (себистей) соз-
даны буферные зоны общей площадью 0,2 кв.км пу-
тем глубокой дустации нор препаратом «абсолют». 
кроме того, зоогруппами алтайской противочумной 
станции проведена экстренная поселковая дератиза-
ция в селах ташанта, жана-аул, ортолык, теленгит-
сортогой, старый бельтир на общей площади 
248,65 тыс. кв.м.

специалистами Фбуз «центр гигиены и эпиде-
миологии в республике алтай» и его кош-агачского 
филиала проведена сплошная дератизация сел кош-
агач, кокоря, тобелер, чаган-узун, новый бельтир 
на общей площади 290,3 тыс. кв.м.

проведено эпизоотологическое обследование 14 
участков: сербисту (себистей), кок-озек, средина 
ирбисту, низ и средина тархаты, вершина больших 
Шибет, средина уландрыка, правый берег чаган-
бургаз, центральная и восточная части курайского 
хребта, средина елангаша, междуречье, чуйская 
степь, Юстыт общей площадью 2754,9 кв.км.

издано распоряжение администрации мо 
«кош-агачский район» за № 299 от 17.09.2014 г. 
п. 1 «о запрете охоты на сурков на эпизоотических 
участках». пунктом 2 данного распоряжения запре-
щен выпас верблюдов, вывоз сена и фуража и других 
санитарно-опасных грузов с эпизоотических участ-
ков (по данным бу ра «кош-агачская райсббж» 
по состоянию на 01.07.2014 г. на территории района 
содержится 389 голов верблюдов). в целях профи-
лактики чумы проведен визуальный осмотр 131 вер-
блюда, принадлежащих ооо кФх «амат» мухор-
тархатинского сельского поселения, больных и по-
дозрительных животных не выявлено. выпас этих 
верблюдов (кФх «амат») осуществляется в ур. тоо-
кышту в 20 км от эпизоотического участка сербисту. 
за выпасающимися верблюдами установлено вете-
ринарное наблюдение, случаев их заболеваний с по-
дозрением на чуму не зарегистрировано. проведена 
профилактическая дезинфекция животноводческих 
помещений, принадлежащих административной тер-
ритории мухор-тархатин ско го сельского поселения, 
обработан 21 объект общей площадью 4 тыс. кв.м, 
в том числе ооо кФх «амат» (общей площадью 
300 кв.м). дезинфекция проведена методом струйно-
го опрыскивания 1 % раствором препарата «ган» с 
использованием спецавтомашины дук. 

наряду с мерами неспецифической профилак-
тики, проведены профилактические прививки живой 
чумной вакциной контингентам высокого риска зара-
жения в плановом порядке и по эпидемическим по-
казаниям. учитывая, что население кош-агач ско го 
района проживает на территории природного очага 
чумы, ежегодно постановлением главного государ-
ственного санитарного врача по республике алтай 
определяются контингенты, подлежащие иммуниза-
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ции против чумы. в кош-агачском районе прожива-
ет 18318 чел. население с. мухор-тар ха та – 840 чел., 
из них 240 детей. в течение марта–апреля 2014 г. 
привито против чумы накожным методом 648 чел., 
из них жителей населенных пунктов кош-агачского 
района 600 чел. (медработники – 71, работники об-
разования – 21, животноводы – 237, сотрудники ве-
теринарной службы – 26, неработающие – 245), со-
трудников противочумной станции – 48 чел.

в связи со сложившейся ситуацией в сентя-
бре 2014 г. постановлением главного государствен-
ного санитарного врача по республики алтай от 
19.09.2014 г. № 18 были определены дополнительные 
контингенты высокого риска для проведения вакцина-
ции по эпидемическим показаниям в количестве 926 
чел., в том числе: 51 медицинский работник, 397 жи-
вотноводов, 220 охотников, 14 ветеринарных работни-
ков, 6 полицейских, 9 сотрудников лесхоза, 39 работ-
ников общеобразовательных учреждений, 10 детей до 
14 лет, 181 житель сел теленгит-сортогой – 23 чел., 
тобелер – 45, чаган-узун – 15, ортолык – 6) кош-
агач – 76, курай – 3, кызыл-таш – 13. вакцинация за-
вершена 02.10.2014 г. проведен обучающий семинар 
по клинике, эпидемиологии, профилактике чумы с 

медицинским персоналом района. в с. мухор-тархата 
проведено 260 бесед, роздано 300 листовок, прочита-
на лекция по профилактике чумы. 

в результате целенаправленного поиска при эпи-
зоотологическом обследовании тархатинского участка 
очаговости установлены места регистрации чумного 
микроба, представленные на рис. 1. в сентябре 2014 г. в 
ур. сербисту в секторе 134508142(36) точка 5 (коорди-
наты: 49° 48' 49'' с.ш., 088° 26' 29'' в.д. – 2012 м н.у.м.) 
от блох Рaradoxo psyllus sсorodumovi и Paramonopsyllus 
scalonae, собранных из входов нор монгольской пи-
щухи, выделены 2 культуры Y. pestis ssp. аltaica [10]. 
на этом же участке в секторе 134508141(36) на точ-
ке 6 (координаты: 49° 47' 50'' с.ш., 088° 21' 40'' в.д. – 
2221 м. н.у.м.) были добыты 6 серопозитивных пло-
скочерепных полевок. в секторе 134508141(36) на 
точке 7 (координаты: 49° 47' 13'' с.ш., 088° 19' 32'' в.д. – 
2413 м н.у.м.) добыты серопозитивные зверьки: 1 
длиннохвостый суслик и 1 монгольская пищуха. на 
смежной территории ур. средина ирбисту в секторе 
134508123(36) точка 8 (координаты: 49° 50' 19'' с.ш., 
088° 22' 18'' в.д. – 2085 м. н.у.м.), от блох Р. sсoro du-
movi, собранных с монгольской пищухи, получена 1 
культура Y. pestis ssp. аltaica. в ур. кок-озек в секторе 

рис. 1. пространственная характеристика эпизоотологической и эпидемиологической обстановки на территории тархатинского 
участка очаговости горно-алтайского высокогорного природного очага чумы в осенний период 2014 г.:
1 – с. мухор-тархата, где проживает больной а.; 2 – п. кош-агач, куда в црб был доставлен больной а.; 3 – дислокация ташантинского эпидотряда 
Фкуз «алтайская противочумная станция» роспотребнадзора (с. ташанта); 4 – эпизоотический участок сербисту, где в 2014 г. добыты серый сурок, 
от которого произошло заражение человека; серый сурок, от которого была выделена культура основного подвида Y. pestis ssp. pestis (изъят из холо-
дильника); 5–12 – точки сбора мелких млекопитающих и их блох, от которых получены штаммы чумного микроба или положительные серологиче-
ские реакции (описания в тексте). А – зона абсолютного преобладания поселений монгольской пищухи; Б – зона совмещения поселений монгольской 
пищухи, длиннохвостого суслика и серого сурка; В – зона совмещения поселений серого сурка и длиннохвостого суслика
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134508142(36) на точке 9 (координаты: 49° 48' 51'' с.ш., 
088° 28' 00'' в.д. – 2008 м н.у.м.), выявлены 2 серо-
позитивные монгольские пищухи. в апреле 2014 г. 
в ур. низ тархаты в секторе 134508231(36) на точке 
10 (координаты: 49° 46' 59'' с.ш., 088° 31' 49'' в.д. – 
2390 м н.у.м.), рас по ложенной восточнее выявленных 
в сентябре эпизоотических участков сербисту и кок-
озек, от блох Amphalius runatus, собранных с мон-
гольской пищухи, получена 1 культура Y. pestis ssp. 
аltaica (рис. 1), а в сентябре в этом же секторе (точка 
11) добыта се ро по зитивная монгольская пищуха, т.е. 
эпизоотия чумы с апреля по сентябрь протекала сре-
ди монгольских пищух и плоскочерепных полевок с 
вовлечением длиннохвостых сусликов. кроме того, 
в июне 2012 г. в ур. большие сары гобо в секторе 
134509512(36) точка 12 (координаты: 49° 39' 09'' с.ш., 
089° 09' 33'' в.д.) от трупа длиннохвостого сусли-
ка впервые выделен штамм Y. pestis ssp. pestis 1454 
(рис. 1). рамки и шифры секторов на рисунке и в тек-
сте указаны в соответствии с новыми требованиями. 
таким образом, впервые получены доказательства од-
новременной циркуляции штаммов подвидов Y. pestis 
ssp. pestis и Y. pestis ssp. аltaica в зоне совместных по-
селений монгольской пищухи, длиннохвостого сусли-
ка и серого сурка в ур. сербисту.

анализ результатов лабораторного исследова-
ния полевых материалов позволяет считать, что эпи-
зоотия среди серых сурков в ур. сербисту протекала 
в летний период (см. рис. 1, точка 4). из 7 экз. ис-
следованных серых сурков, добытых в 2014 г. в дан-
ном урочище, от одного получена культура основ-

ного подвида Y. pestis ssp. pestis, другой – послужил 
источником заражения человека (также штаммом 
основного подвида Y. pestis ssp. pestis). последнее 
свидетельствует о том, что в высокогорных ланд-
шафтах штаммы основного подвида Y. pestis ssp. 
pestis циркулируют преимущественно на участках 
плотно заселенных серым сурком. подчеркнем, что 
распространение и численность носителей и пере-
носчиков чумы на территории горно-алтайского 
высокогорного природного очага чумы во многом 
определяется вертикальной поясностью раститель-
ного покрова [7]. в условиях пересеченного высо-
когорного рельефа отдельные поселения сурков в 
горно-степных и горно-тундровых ландшафтах зна-
чительно обособлены, что обусловливает микрооча-
говый характер проявлений чумы. на стыках горных 
и высокогорных ландшафтов сохраняется весьма 
высокая вероятность передачи штаммов основного 
подвида Y. pestis, в первую очередь, длиннохвосто-
му суслику, поселения которого встречаются здесь 
до высоты 2900 м н.у.м. в пределах высот от 1750 
до 2600 м н.у.м., где доминирующее положение в 
многовидовых сообществах грызунов и зайцеобраз-
ных занимает монгольская пищуха (оптимальная 
зона обитания – от 1950–2400 м н.у.м.), циркулируют 
штаммы подвида Y. pestis ssp. аltaica. основные зако-
номерности распространения монгольской пищухи, 
длиннохвостого суслика и серого сурка по высотным 
поясам центральной части горно-алтайского высо-
когорного очага чумы в зоне эпизоотии чумы 2014 г. 
показаны на рис. 2.

рис. 2. приуроченность поселений носителей возбудителя чумы к высотным поясам горно-алтайского высокогорного очага:
 1 – зона преобладания поселений монгольской пищухи (1750–2600 м н.у.м.); 2 – зона преобладания поселений длиннохвостого суслика и серого 
сурка (2200–2900 м н.у.м.); 3 – зона распространения поселений сурка и суслика без поселений пищухи (2800–3000 м н.у.м.); 4 – зона разреженных 
поселений серого сурка (выше 3000 м н.у.м.); 5 – места сбора млекопитающих и блох, от которых выделен возбудитель чумы Y. pestis ssp. altaica или 
зарегистрированы серопозитивные зверьки в апреле–сентябре 2014 г.; 6 – предполагаемый район распространения основного подвида Y. pestis ssp. 
pestis на участке сербисту
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в связи с заражением чумой человека в 2014 г. 
и выделением штаммов основного подвида Y. pestis 
ssp. pestis от серого сурка (M. baibacina), добытого 
в ур. сербисту, на тархатинском участке очаговости 
территории горно-алтайского высокогорного при-
родного очага, необходимо внести ряд корректив в 
организацию эпидемиологического надзора за чумой 
в очаге. в частности, следует значительно усилить 
контроль состояния популяций серого сурка и длин-
нохвостого суслика. полученные в 2012–2014 гг. фак-
ты выявления циркуляции штаммов основного под-
вида Y. pestis ssp. pestis среди серых сурков (2014 г. 
в ур. сербисту, тархатинский участок очаговости) 
и длиннохвостых сусликов (2012 г. в ур. сары-гобо, 
уландрыкский участок очаговости) на территориях, 
удаленных друг от друга на расстоянии 50 км и бо-
лее, позволяют предполагать широкое распростране-
ние штаммов основного подвида чумного микроба в 
высокогорных районах горно-алтайского природно-
го очага чумы. при этом следует учитывать вероят-
ность постоянной циркуляции штаммов основного 
подвида чумного микроба среди серых сурков в вы-
сокогорных районах алтая, как это имеет место на 
смежных территориях мнр. однако направленного 
поиска микроочагов чумы в поселениях серых сур-
ков на участках северных склонов хребта сайлюгем 
и отрогов Южно-чуйского хребта, где в 2012–2014 гг. 
были выделены штаммы основного подвида чумного 
микроба, в последние десятилетия не проводилось.

в целях усиления работы по обеспечению эпи-
демиологического благополучия населения необ-
ходимо пересмотреть тактику эпизоотологическо-
го мониторинга чумы, регламентированную тре-
бованиями нормативно-методического документа 
му 3.1.3.2355-08 «методические указания по орга-
низации и проведению эпидемиологического надзора 
в природных очагах чумы на территории российской 
Федерации», для очаговых территорий, где зареги-
стрирована циркуляция разных подвидов Y. pestis.
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крымская геморрагическая лихорадка (кгл) 
по эпидемическим проявлениям в настоящее время 
актуальна для южных регионов европейской части 
российской Федерации (рФ). общее число зареги-
стрированных случаев за весь период изучения кгл 
(1943–2012 гг.) составило более 7930, из них 2180 
(27,5 %) – в рФ, 1469 (18,5 %) – на территории сопре-
дельных государств [1]. с 1999 по 2010 год в Южном 
Федеральном округе (ЮФо) рФ зарегистрировано 
1402 больных кгл, из них у 63 (4,5 %) заболевание 
закончилось летальным исходом. регистрация новых 
очагов, активные миграционные процессы с высоким 
риском заноса возбудителя на неэндемичные терри-
тории усиливают остроту проблемы [2, 4].

население страны формирует самый важный 
ее ресурс, являясь основой будущего экономическо-

го роста и научно-технического развития. вспышки 
и эпидемии инфекционных болезней приводят к 
утрате трудовых ресурсов и снижению показателей 
социально-экономического развития субъектов рФ и 
страны в целом. 

 в настоящее время в соответствии с принятыми 
методиками социально-экономические потери изме-
ряют затратами на компенсацию и проведение меро-
приятий вследствие гибели, травмирования и забо-
левания персонала и третьих лиц. при этом затраты, 
связанные с гибелью персонала, как правило, состо-
ят из расходов по выплате пособий в случае смер-
ти кормильца и на погребение погибших. затраты, 
связанные с травмированием и заболеваниями пер-
сонала, определяют путем суммирования расходов 
на выплату пособий по временной нетрудоспособно-
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целью исследований являлась разработка метода прогнозирования социально-экономического ущерба от 
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населения. изложен порядок прогнозирования социального ущерба от вспышки инфекционного заболевания, из-
меренного в суммарном количестве потерянных лет полноценной жизни, и экономического ущерба в результате 
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ния социально-экономического ущерба от вспышек инфекционных болезней и оценки эффективности противо-
эпидемических и лечебных мероприятий. проведена оценка экономического и социального ущерба от вспышек 
крымской геморрагической лихорадки в Южном Федеральном округе с учетом данных о заболеваемости за пе-
риод с 1999 по 2010 год. основной экономический ущерб обусловлен потерями трудовых ресурсов в результате 
летальных исходов заболевания. метод прогнозирования социально-экономического ущерба от вспышки инфек-
ционной болезни с использованием индекса DALY на территории российской Федерации реализован впервые.
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Objective of the study was to develop a method of assessment and forecasting of socio-economic damage inflicted by the out-
breaks of infectious diseases using DALY index by the example of Crimean hemorrhagic fever. WHO expert-designed DALY index 
was adapted for use in the territory of the Russian Federation with due account of GDP values and age distribution among the popula-
tion. Put forward was a scheme for prognostication of a possible social damage caused by infectious disease outbreak, expressed in the 
aggregate number of wasted years of productive life and economic loss resulted from GDP decrement. The method developed can be 
used for forecasting of socio-economic damage inflicted by the outbreaks of infectious diseases and evaluation of effectiveness as re-
gards anti-epidemic and therapeutic interventions. Carried out has been assessment of economic and social losses which resulted from 
outbreaks of Crimean hemorrhagic fever in the Southern Federal District of Russia inclusive of the data on morbidity rates over the pe-
riod of 1999–2010. Major economic damage is factored by the labor forces loss consequent to fatal cases of infection. Such a method 
of prognostication based on DALY index has been implemented in the territory of the Russian Federation for the first time ever.
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сти, пенсий лицам, ставшими инвалидами и расходов 
на медицинскую, социальную и профессиональную 
реабилитацию пострадавшего. кроме того, при опре-
делении социально-экономического ущерба нередко 
учитывают возмещение морального вреда как по-
страдавшим, так и их родственникам [3, 5].

потери от убыли трудовых ресурсов в производ-
ственной деятельности в результате гибели одного че-
ловека пв.т.р. рекомендуется определять по формуле 1.

пв.т.р. = нт ∙ тр.д. ,    (1)

где нт – доля прибыли, недоданная одним работа-
ющим, руб./день; тр.д. – потеря рабочих дней в резуль-
тате гибели одного работающего, принимаемая рав-
ной 6000 дней. показатель нт определяют исходя из 
удельных показателей национального (регионально го) 
дохода по данной отрасли промышленности с учетом 
средней заработной платы на предприятии [5].

показатели, использованные в формуле 1 при 
прогнозировании экономического ущерба от воз-
можных чрезвычайных ситуаций, обусловленных 
вспышками инфекционных болезней, можно опреде-
лить весьма приблизительно. меняющийся уровень 
инфляции, изменения законодательства о размере 
и порядке выплат пособий по временной нетрудо-
способности, отличия в величине пособий в разных 
хозяйствующих субъектах рФ делают расчеты еще 
менее точными. результаты оценки потерь, выпол-
ненные разными экспертами, могут оказаться несо-
поставимыми, т.к. будут учитывать разные наборы 
показателей. 

с помощью разработанной в центральном нии 
эпидемиологии автоматизированной информа цион-
но-аналитической системы расчета показателей эко-
номической значимости инфекционных болезней, 
использующей их многочисленные экономические 
характеристики, можно определить экономиче-
ский ущерб в расчете на один средневзвешенный 
случай заболевания для значимых в рФ нозоформ. 
однако данный методический подход, признанный 
всемирной организацией здравоохранения (воз) и 
прошедший длительную апробацию, не позволяет 
прогнозировать ущерб от таких последствий заболе-
вания, как инвалидизация и летальный исход [9, 10]. 

специалистами воз разработан индекс DALY 
(Disability-Adjusted Life Years), который дает воз-
можность рассчитать потери полноценных лет жиз-
ни вследствие временной нетрудоспособности, ин-
валидности или преждевременной смерти. величина 
социально-экономического ущерба вследствие бо-
лезни, рассчитанная в зависимости от возраста че-
ловека, оценивается количеством утраченных полно-
ценных лет жизни и снижением валового внутрен-
него продукта (ввп) в результате преждевременной 
смерти человека, потери трудоспособности во время 
болезни и последующей инвалидизации [6, 7, 9]. 

целью исследований являлась разработка ме-
тода прогнозирования социально-экономического 

ущерба от вспышек инфекционных болезней с по-
мощью индекса DALY на примере кгл. 

материалы и методы

потерянные годы полноценной жизни вслед-
ствие гибели оценивали с помощью индекса ID (ин-
декс DALY), имеющего размерность (человек/лет). 
индекс DALY рассчитывали по формуле 2 [7, 8, 9].

где D – степень потери здоровья, измеряемая 
в долях (0 – при отсутствии потери, от 0,1 до 0,9 – 
при частичной потере здоровья, 1 – при летальном 
исходе); C – константа, полученная специалистами 
воз из экспертных оценок, определявших функцию 
ценности года жизни, равная 0,162243; β – скорость 
убывания ценности года жизни, выражаемая в долях 
от 1, получена специалистами воз из экспертных 
оценок, определявших функцию ценности года жиз-
ни; r – дисконтная ставка, используемая специали-
стами воз для приведения ценности лет жизни к на-
стоящему моменту времени, равная 0,03; a – возраст, 
в котором происходит утрата здоровья, в годах; L – 
число лет жизни, утрачиваемых в результате одного 
случая болезни или смерти.

для определения количества лет жизни, утра-
чиваемых в результате одного случая болезни или 
смерти, использовали данные о средних сроках до-
жития, рассчитанных относительно показателей 
ожидаемой продолжительности жизни жителей рФ 
при рождении, с пятилетним возрастным интерва-
лом (таблица). 

в рФ средняя продолжительность жизни у муж-
чин составляет 61,8 лет, у женщин – 74,2 лет [8]. так 

распределение населения рф по возрастным группам  
и средние сроки дожития

возрастная 
группа, лет

средний  
возраст, лет

доля  
населения

средний срок  
дожития, лет

0–4 2 0,054 66,7

5–9 7 0,047 62,7

10–14 12 0,048 58,6

15–19 17 0,065 54,6

20–24 22 0,088 50,6

25–29 27 0,084 46,5

30–34 32 0,075 42,5

35–39 37 0,069 38,5

40–44 42 0,066 34,4

45–49 47 0,082 30,4

50–54 52 0,079 26,4

55–59 57 0,068 22,3

60–64 62 0,041 18,3

65–69 67 0,039 14,3

70 и более 75 0,095 7,8
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как количество мужчин и женщин в большинстве 
возрастных групп (кроме лиц старше 60 лет) отли-
чается незначительно, при расчетах сделано допуще-
ние, что средняя продолжительность жизни жителей 
рФ составляет 68,0 лет. 

исходными данными для прогнозирования 
социально-экономического ущерба являлось коли-
чество заболевших, выздоровевших после болезни, 
погибших от болезни. было принято допущение, 
что все пострадавшие распределены по возрастным 
группам пропорционально численности возрастных 
групп.

оценку потерь здоровья в результате гибели ID1 
производили по формуле 3. 

где IDLeti – индекс DALY для i-й возрастной 
группы, рассчитываемый по формуле 2. значение 
D = 1. средний срок дожития L для i-й возрастной 
группы и ее долю от населения рФ выбирали из та-
блицы; NLeti – численность погибших от болезни в 
i-й возрастной группе; kl – количество возрастных 
интервалов. 

потерю здоровья ID2 в результате болезни, за-
вершившейся полным выздоровлением, вычисляли 
по формуле 4. 

ID2 = Ldis ∙ Ndis ,     (4)

где Ldis – средняя длительность заболевания, 
лет. с учетом всех форм заболевания по степени тя-
жести и длительно сохраняющейся после выписки 
из госпиталя астенизации, средняя длительность за-
болевания кгл принята равной 0,088 года (32 сут); 
Ndis – количество людей, у которых заболевание за-
вершится полным выздоровлением.

поскольку отдаленные осложнения у переболев-
ших кгл неврологического характера в клинической 
практике не зарегистрированы, потери в результате 
вспышки болезни рассчитывали как сумму потерь 
здоровья от гибели больных и потерь от случаев бо-
лезни, завершившихся полным выздоровлением.

социальный ущерб в результате болезни оцени-
вали количеством утраченных лет полноценной жиз-
ни по формуле 5. 

ID0 = ID1 + ID2 .     (5)

оценку экономического ущерба в результате бо-
лезни производили по формуле 6.

U = (ID1 + ID2) ∙ C1 + Nob ∙ CDis,   (6)

где U – экономический ущерб от вспышки бо-
лезни, руб.; Nob = Ndis + NLeti, чел.; C1 – валовой 
национальный продукт (ввп) на душу населения, 
который в рФ в 2011 г. составил 381,8 тыс. руб. [8]; 
CDis – экономический ущерб от геморрагических ли-

хорадок в расчете на один средневзвешенный случай 
заболевания в рФ, рассчитанный в ценах 2011 г. с 
учетом инфляции по данным, публикуемым на сай-
те Федеральной службы по надзору в сфере защиты 
прав потребителей и благополучия человека, соста-
вил около 86,0 тыс. руб. [8, 10, 11]. 

результаты и обсуждение

рассмотрим результаты прогнозирования ущер-
ба с использованием индекса DALY на примере 
вспышек кгл в ЮФо. 

в период с 1999 по 2010 год в ЮФо заболело кгл 
1402 человека, из них погибло 63 [2]. экономический 
ущерб в ценах 2011 г. составил 663,7 млн руб., в 
том числе на лечение – 120,6 млн руб., от снижения 
трудовых ресурсов в результате гибели больных – 
543,1 млн руб. таким образом, основной экономиче-
ский ущерб обусловлен потерей трудовых ресурсов в 
результате летальных исходов заболевания.

в период 1999–2006 гг., когда при лечении 158 
больных была использована только симптоматиче-
ская терапия, направленная на коррекцию основных 
системных и органных нарушений, без использова-
ния рибавирина, летальность составила 11,4 %. при 
лечении 268 больных использовали противовирус-
ный препарат рибавирин, летальность составила 
1,5 %. снижение уровня летальности с 11,4 до 1,5 % 
в результате применения рибавирина предотвратило 
гибель 27 человек. социальный эффект от приме-
нения рибавирина – это предотвращенные потери 
600 чел./лет. 

достоинством предложенного подхода является 
тот факт, что прогнозирование ущерба с помощью 
индекса DALY не требует сбора большого количе-
ства статистических данных. недостатком следует 
признать приблизительность получаемых результа-
тов в денежном выражении, обусловленную исполь-
зованием в расчетах средних величин (ввп на душу 
населения, экономический ущерб от заболевания в 
расчете на один средневзвешенный случай), которые 
необходимо ежегодно корректировать с учетом уров-
ня инфляции. однако рекомендованные в настоящее 
время методики тоже дают приблизительные оценки 
социально-экономического ущерба, т.к. в них при-
няты следующие допущения: средний возраст и ко-
личество лет продуктивной трудовой деятельности 
одинаковы для всех пострадавших; мужчины старше 
60 и женщины старше 55 лет не дают вклад в нацио-
нальный доход [3, 5]. 

предложенный метод может быть использован 
для оценки экономического эффекта от проведения 
противоэпидемических и лечебных мероприятий для 
предотвращения или ликвидации вспышек и эпиде-
мий инфекционных болезней. для этого необходи-
мы данные о длительности заболевания до полного 
выздоровления и летальности в результате болезни. 
для оценки ущерба от длительных осложнений в 
результате болезни, приводящих к временному или 
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пожизненному снижению трудоспособности чело-
века, в формуле 5 необходимо подставить значение 
коэффициента D, характеризующего степень потери 
здоровья, и значение длительности осложнений L.

таким образом, применение индекса DALY по-
зволяет оценивать социально-экономичес кий ущерб 
от вспышек инфекционных болезней (социальный 
ущерб – количеством потерянных лет полноценной 
жизни, экономический ущерб – в денежном выраже-
нии), а также прогнозировать возможный экономиче-
ский эффект от проведения противоэпидемических и 
лечебных мероприятий.
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материалы и методы

в гнц вб «вектор» разработана универсальная 
модель, описывающая развитие вспышек и эпиде-
мий, вызываемых возбудителями особо опасных [5] 
инфекций. подробное описание модели и данные о 
ее верификации опубликованы ранее [1, 2, 7]. модель 
реализована в виде компьютерной программы, снаб-
женной WEB-интерфейсом, и размещена на сервере 
(http://vector.nsc.ru:81, а также на сайте http://vector-
epimod.ru).

важнейшим показателем, определяющим разви-
тие эпидемий, является коэффициент репродукции 
возбудителя (среднее число инфицируемых от одного 
больного, R0), который зависит от многих факторов, 
таких как контагиозность возбудителя, плотность по-
пуляции (число контактов больного), длительность 
инфекционного периода и т.д. так, несмотря на вы-
сокую контагиозность возбудителя чумы, инфекци-
онный период этого заболевания составляет считан-
ные дни и даже часы [8], и в результате значение R0 
для него задается достаточно низким (таблица). в 
случае лихорадки крымская-конго (ккгл), переда-
ющейся через укусы клещей либо контакта с кровью 

больного, этот показатель установлен еще ниже. для 
других геморрагических лихорадок R0 значительно 
выше именно из-за продолжительности инфекцион-
ного периода. для туляремии и сибирской язвы, при 
которых прямая передача от человека к человеку от-
сутствует, этот коэффициент принят равным нулю.

для всех инфекций число исходно инфициро-
ванных задается равным 500 (массовая террористи-
ческая атака). все они поступают в популяцию в 
начале латентной стадии заболевания. кроме того, 
зараженной оказывается некоторая территория, на 
которой люди могут инфицироваться и позднее. то 
есть в начальный момент времени возникает допол-
нительный внешний источник инфекции, вызываю-
щий заражение 50 человек в сутки, активность ко-
торого самопроизвольно (без мер противодействия) 
снижается на 10 % в сутки.

остальные условия моделирования реализуют 
сценарии, которые можно назвать умеренно опти-
мистическими, а именно: комплекс противоэпиде-
мических мероприятий (пэм) развертывается в ми-
нимальные разумные сроки [2, 7]; при целесообраз-
ности массовой вакцинации, она также проводится 
весьма оперативно: сразу после получения лабора-
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торного подтверждения диагноза, в течение 5 дней 
может вакцинироваться до 80 % населения; имеется 
ряд ресурсных ограничений (численности медпер-
сонала, мест изоляции больных, контактных и подо-
зрительных, числа пунктов массовой вакцинации и 
числа вакцинируемых в каждом из пунктов в день, а 
также запаса лекарств и вакцины).

параметры при моделировании соответству-
ют условиям новосибирской области: население – 
2665911; доля городского населения – 77 % [6]; чис-
ло медицинских работников, занятых в ликвидации 
эпидемии – 2130; число мест строгой изоляции – 905; 
число мест в провизорных госпиталях – 2450; число 
мест в изоляторах для контактных – 1060 [3]. расчеты 
проводились на интервале 100 дней с момента появ-
ления в популяции первично инфицированных лиц.

результаты и обсуждение

моделирование проводилось для следующих 
двух вариантов развития событий:

- после введения жесткого режима пэм снима-
ются все ресурсные ограничения, поскольку пред-
полагается, что эпидемия становится чрезвычайной 
ситуацией и требует полной мобилизации сил. так 
что недостающие места для изоляции больных и кон-
тактных организуются на базе имеющихся в регионе 
медицинских учреждений, а также за счет разверты-
вания полевых госпиталей. недостающие матери-
альные ресурсы и квалифицированный персонал до-
ставляются из соседних регионов.

- ресурсные ограничения не снимаются до кон-
ца расчетов, то есть внешняя помощь и мобилизация 
дополнительных ресурсов отсутствует.

исходные значения коэффициента R0 определя-
лись для условий высокой плотности населения, то 
есть городской популяции. поскольку доля город-
ского населения в новосибирской области по имею-
щимся данным составляет 77 %, параметр R0 при мо-
делировании заменялся параметром RN= R0∙0,77.

влияние обеспеченности ресурсами определя-
лось тем, наступало ли их серьезное истощение к 
моменту реализации жесткого режима пэм, когда 
для первого варианта снимаются все ресурсные огра-
ничения.

как видно из данных таблицы, ресурсов 
новосибирской области достаточно для реализации 
первых двух этапов противодействия эпидемиям 
всех инфекций кроме натуральной оспы. дефицит 
мест изоляции заболевших и лиц, подозрительных на 
соответствующее заболевание, возникает за 2–4 дня 
до начала пэм3 и не успевает оказать значительно-
го влияния на развитие эпидемии. однако для ряда 
инфекций к моменту развертывания третьего этапа 
пэм ресурсы региона оказываются полностью ис-
черпанными. если в случаях вспышек заболеваний, 
для которых вероятность передачи непосредственно 
от человека к человеку низка или отсутствует совсем 
(туляремия, сибирская язва и лихорадка марбург и 

крымская-конго) недостаток ресурсов не сказыва-
ется на развитии и последствиях эпидемии, то для 
других инфекций дефицит оказывается фатальным. 
в случаях оспы и чумы без снятия ресурсных огра-
ничений эпидемии затухают просто из-за исчерпания 
чувствительных лиц в популяции (таблица), для ли-
хорадки ласса вспышка активно развивается и к со-
тому дню расчетов, а для лихорадки эбола она хоть 
и заканчивается, но инфицированных оказывается 
почти в полтора раза больше.

чтобы выяснить какие из ресурсов оказывают 
наибольшее влияние на эффективность борьбы со 
вспышками этих заболеваний, для каждого из них 
рассчитан еще ряд сценариев, при которых объем 
одного или нескольких ресурсов с первого дня был за-
дан очень большим, так, чтобы дефицита по нему не 
возникало на всем протяжении расчетов. прочие же 
ресурсы соответствовали ситуации в новосибирской 
области. сравнивалось количество инфицированных 
за весь период моделирования.

в случае с эпидемией чумы определяющей для 
противодействия оказалась возможность оперативно 
изолировать контактных лиц (при наличии неогра-
ниченного числа медицинских бригад для их поис-
ка и мест изоляции инфицировано оказалось всего 
7716 человек). изоляция больных даже в случае, 
когда для ее осуществления хватало как мест, так и 
медбригад, хотя и обеспечивала заметное снижение 
количества инфицированных, но число их достига-
ло 47141. разница объясняется тем, что в модели для 
чумы принята по умолчанию очень высокая скорость 
инфицирования контактных: 40 %. изоляция подо-
зрительных на динамику вспышки влияла незначи-
тельно.

в борьбе с эпидемией оспы наиболее важным 
выглядит наличие достаточного числа мест изоляции 
больных, но лишь при условии, что изоляция будет 
проводиться оперативно (одновременное отсутствие 
дефицита по числу медицинских бригад). при этом 
число инфицированных снижалось почти на два по-
рядка и составляло 14471 человек. если же беспре-
пятственно и оперативно изолировались еще и кон-
тактные, число инфицированных составляло 8304 и 
оказывалось даже ниже, чем приведенное в таблице 
для случая, когда ресурсные ограничения снимаются 
после введения режима пэм3. возможность изо-
ляции подозрительных не оказывала существенного 
влияния на развитие эпидемии. сценарий, в котором 
количество мест изоляции и численность медпер-
сонала соответствовали условиям новосибирской 
области, но оперативно проводилась массовая вак-
цинация 80 % населения, также обеспечивал значи-
тельное, хотя и не столь радикальное улучшение си-
туации – инфицировано оказывалось 48380 человек. 
таким образом, учитывая разницу в материальных 
затратах на содержание мест изоляции и вакцина-
цию, именно массовая вакцинация по-прежнему 
остается оптимальной мерой противодействия эпи-
демии натуральной оспы (конечно, при наличии за-
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пасов вакцины).
для геморрагических лихорадок возможность 

быстро (число медбригад) и беспрепятственно (чис-
ло мест изоляции) изолировать заболевших также 
является решающим фактором. в случае лихорад-
ки эбола отсутствие ограничений только по этим 
двум показателям приводило к полному завершению 
вспышки и снятию карантина еще до конца расчетов. 
инфицировано оказывалось 2654 человека. в случае 
лихорадки ласса при тех же условиях к сотому дню 
вспышка была также подавлена. общее число инфи-
цированных составляло 6025, а возможность беспре-
пятственно изолировать еще и контактных лиц сни-
жала число инфицированных еще примерно на 1000. 
возможность изоляции подозрительных, как и пре-
жде, на развитие эпидемий влияла незначительно. 
таким образом, эта мера при противодействии мас-
совой вспышке заболеваний служит скорее отрица-
тельным фактором, оттягивающим на себя людские 
и материальные ресурсы.

результаты моделирования позволяют предпо-
ложить, что в случае массового инфицирования, при 
условии своевременного осуществления комплек-
са противоэпидемических мероприятий, ресурсов 
новосибирской области достаточно для осущест-
вления борьбы со вспышками сибирской язвы, туля-
ремии, лихорадок марбург и крымской-конго. для 
борьбы с эпидемиями оспы, чумы, лихорадок эбола 
и ласса дополнительные ресурсы жизненно необхо-
димы. в случае эпидемии чумы решающим факто-

ром оказывается возможность оперативной изоля-
ции контактных лиц, а для оспы и геморрагических 
лихорадок – изоляция заболевших. во всех случаях 
необходимым условием для успешного противодей-
ствия является также наличие квалифицированного 
персонала и медицинских бригад для поиска боль-
ных и контактных. 

естественно, все рассуждения справедливы с 
точностью до набора параметров модели, которые 
пользователь – специалист в области эпидемиоло-
гии – может редактировать по своему усмотрению.

работа частично поддержана из средств фе де-
ральной целевой программы «национальная си-
стема химической и биологической безопасности 
российской Федерации 2009–2014 гг.». 
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ния 30.10.2013). 

4. низоленко л.Ф., бачинский а.г. определение влияния 
фактора изоляции при моделировании развития эпидемии на-
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простакишин г.п., аветисов г.м. обеспечение биологической, 
химической и радиационной безопасности при террористиче-

результаты моделирования вспышек особо опасных инфекций в новосибирской области

результаты моделирования

заболевание

оспа чума туляремия сибирская 
язва

геморрагические лихорадки

ккгл ласса марбург эбола

среднее число инфицируемых от одного 
больного (RN)

6,1 2,3 0 0 0,6 7,7 7,7 2,3

день начала пэм1/ пэм2/ пэм3 17/22/27 3/5/10 5/10/15 4/9/14 17/22/27 15/20/25 18/23/28 10/15/20

день начала массовой вакцинации 22 нет 10 9 нет нет нет нет

день возникновения дефицита

мест изоляции больных 23 13 нет нет 24 32 нет 19
мест изоляции подозрительных 21 37 11 10 24 21 24 17
мест изоляции контактных 22 7 нет нет нет 21 нет нет
медбригад 22 10 11 9 нет 20 нет 19
пунктов вакцинации 22 нет 10 9 нет нет 24 нет
вакцины 25 нет 13 12 нет нет нет нет
лекарств 27 22 нет нет 25 31 нет 24

ресурсные ограничения снимаются после введения жесткого режима пэм

инфицировано 10804 6880 766 745 2252 6388 978 2666

умерли 1755 5772 31 304 649 724 177 1619

дней карантина 58 61 0 0 0 67 35 68

ресурсные ограничения сохраняются после введения жесткого режима пэм

инфицировано 1096755* 2659414* 766 745 2255 399578 987 3080

умерли 64087 2505465 32 305 649 27582 179 2372

дней карантина 73** 90** 0 0 0 75** 45 72

*эпидемия заканчивается только после того, как число чувствительных лиц в популяции исчерпано.
**карантин не снят к сотому дню расчетов.
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иксодовые клещевые боррелиозы (икб) – груп-
па трансмиссивных природно-очаговых инфекцион-
ных заболеваний, вызываемых боррелиями, относя-
щимися к комплексу Borrelia burgdorferi sensu lato и 
передающихся иксодовыми клещами. актуальность 
и необходимость всестороннего изучения икб обу-
словливаются их широким распространением и вы-
соким уровнем заболеваемости населения. в россии 
икб доминируют среди всех природно-очаговых и 
зоонозных болезней, ассоциированных с иксодовы-
ми клещами1. по данным официальной статистики в 
российской Федерации ежегодно регистрируется от 
6,8 до 9,6 тыс. случаев заболевания людей. с 1992 г. 
уровень заболеваемости икб имеет устойчивую тен-
денцию к росту: интенсивные показатели за послед-
ние 10 лет колебались от 4,47 (в 2004 г.) до 6,82 (в 
2009 г.) на 100 тыс. населения.

целью данной работы является определение 
особенностей клинико-эпидемиологических прояв-
лений икб в забайкальском крае.

материалы и методы

анализ эпидемиологической ситуации, кли-
нических форм и тяжести течения икб проведен 
на основании материалов Фбуз «центр гигиены и 
эпидемиологии в забайкальском крае», представлен-
ных в референс-центр по мониторингу за природно-
очаговыми болезнями бактериальной и вирусной 
этиологии Фкуз «иркутский научно-иссле до ва-
тельский противочумный институт», включающие 
сведения о заболеваемости по муниципальным 
районам забайкальского края, клинических формах 
болезни, возрастных группах заболевших и др. для 
проведения эпидемиологического анализа использо-
ваны 228 карт эпидемиологического обследования 
больного за период 2003–2012 гг.

исследовано 227 экземпляров иксодовых клещей 
Ixodes persulcatus и 120 – рода Dermacentor, собранных 
в весенне-летний период 2011–2012 гг. с растений на 
фланелевый флаг в дульдургинском, оловяннинском 
и борзинском районах забайкальского края. для вы-
деления нуклеиновых кислот и последующей реак-
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ции обратной транскрипции использованы комплек-
ты реагентов «рибо-преп» и «реверта-L» вариант 
50 соответственно (амплисенс, москва). для поли-
меразной цепной реакции (пцр) использован набор 
реагентов «амплисенс® Borrelia burgdorferi sensu 
lato-FL» на выявление 16S pрнк Borrelia burgdorferi 
sensu lato (В. afzelii, B. garinii, B. burgdorferi sensu 
stricto). детекция продуктов амплификации осущест-
влялась с помощью флуоресцентного пцр-детектора 
«ала – ¼». затем с положительными пробами была 
проведена пцр с оригинальными праймерами, флан-
кирующими фрагмент гена 16S ррнк длиной 508 п.н. 
нуклеотидную последовательность полученных 
пцр-продуктов устанавливали с помощью набора 
реактивов ABI Prism Big Dye Terminator v.1.1 Cycle 
Sequencing Kit на секвенаторе 3130 Genetic Analyzer 
(Applied Biosystems). редактирование и анализ нукле-
отидных последовательностей проводили с помощью 
программ BioEdit v. 7.0.5.3. идентификацию вида 
боррелий проводили на основе филогенетического 
анализа фрагментов гена 16S rRNA методом макси-
мального правдоподобия (Maximum Likelihood), мо-
дель Jukes-Cantor, программа MEGA 5.

результаты и обсуждение

забайкальский край является одной из энде-
мичных по икб территорий сибирского федераль-
ного округа (сФо). в последнее десятилетие (2003–
2012 гг.) в крае сохраняется напряженная эпидемио-
логическая обстановка по икб, обусловленная ро-
стом заболеваемости населения: темп прироста (тпр) 
составил 16,9 % (рисунок).

официальная регистрация икб в забайкальском 
крае (до 2008 г. – читинская область) введена с 1995 г. 
ла бораторное подтверждение диагноза икб прово-
дит ся с 1999 г. в лабораториях Фкуз «читинская 
про ти во чумная станция» роспотребнадзора и Фбуз 
«центр гигиены и эпидемиологии в забайкаль-
ском крае».

для проведения оперативного и ретроспектив-
ного эпидемиологического анализа с целью сво-
евременного принятия управленческих решений, 
направленных на профилактику икб, нами была 
создана ежегодно пополняемая электронная база 
данных «гис. заболеваемость иксодовыми клеще-
выми боррелиозами в забайкальском крае» на основе 
стандартной программной оболочки Microsoft Office 
Access, 2007. в базу данных внесены сведения за 
2001–2012 гг., включающие отдельными блоками об-
щие данные о пострадавшем; эпидемиологические 
характеристики заболевания; информацию, характе-
ризующую клиническое течение болезни.

в период 2003–2012 гг. в крае зарегистрирован 
271 случай заболевания икб. ежегодно в рассматри-
ваемый период регистрировалось от 8 (2004 г.) до 
95 (2012 г.) случаев с интенсивными показателями 
0,8–8,5 о/оооо соответственно, средний уровень забо-
леваемости составил 2,6 о/оооо, в год максимального 
подъема – 8,5 о/оооо.

в течение анализируемого периода заболевае-
мость распределялась неравномерно. в первой поло-
вине (2003–2007 гг.) зарегистрировано (31,4±5,03) % 
всех случаев (n=85, 1,4 о/оооо). во второй половине 
(2008–2012 гг.) наблюдался рост заболеваемости и 
расширение ареала икб в забайкальском крае. в 
этот период заболело 186 человек, что составило 
(68,6±3,4) %, средний интенсивный показатель – 
3,7 о/оооо. рост заболеваемости, по нашему мнению, 
связан с совершенствованием диагностики икб по 
клинико-эпидемиологическим данным и внедрением 
в повседневную практику современных методов ла-
бораторных исследований.

в 2003–2012 гг. заболеваемость икб в отдель-
ные годы проявлялась в 4–17 эндемичных по этому 
заболеванию районах края. заболеваемость икб 
не регистрировалась в александрово-завод ском, 
забайкальском, каларском, калганском, красно-
каменском, нерчинско-заводском, ононском и дуль-
дур гинском районах. возможно это связано с гипо-

многолетняя динамика заболеваемости икб 
в российской Федерации и забайкальском 
крае в 2003–2012 гг. (о/оооо)
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диагностикой, обусловленной низкой настороженно-
стью медицинского персонала в отношении икб и 
недостаточной подготовкой сотрудников лаборато-
рий этих муниципальных районов.

для ретроспективного анализа за десятилетний 
период с целью выявления основных особенностей 
икб в забайкальском крае нами были выбраны ад-
министративные территории (5 муниципальных 
обра зований) со стабильно высоким количеством 
больных. в оставшихся районах регистрировалась 
спорадическая заболеваемость икб с проявлениями 
от одного до пяти cлучаев за десятилетие, не оказы-
вающая существенного влияния на интенсивность 
течения эпидемического процесса в крае (таблица).

анализируя многолетнюю (2003–2012 гг.) за-
болеваемость икб в забайкальском крае, необхо-
димо отметить, что на читу (краевой центр) прихо-
дилось (40,9±4,7) % (111 случаев) от всех случаев. 
в чите, читинском, красночикойском, петровск-
забайкальском и газимуро-заводском районах зареги-
стрировано (75,6±3,1) % (205) от всех случаев икб.

следует учесть, что в чите на базе травматоло-

гических пунктов функционируют два кабинета про-
филактики клещевых инфекций, где круглосуточно 
осуществляется оказание медицинской помощи. в 
эпидемический сезон пострадавшим от присасы-
вания клещей лицам проводится снятие клеща, при 
наличии показаний – введение противоклещевого 
иммуноглобулина (профилактика клещевого энцефа-
лита). в ходе информационно-разъяснительной ра-
боты рекомендуется незамедлительное обращение за 
медицинской помощью в случае появления симпто-
мов болезни. кроме того, в краевом центре распола-
гаются основные клиники инфекционного профиля, 
в которых работает высококвалифицированный ме-
дицинский персонал, консультацию сложных слу-
чаев проводят сотрудники кафедры инфекционных 
болезней и эпидемиологии гоу впо «читинская го-
сударственная медицинская академия». лаборатории 
краевого центра оснащены современным оборудова-
нием, специалисты имеют практический опыт лабо-
раторной диагностики икб.

читинский, красночикойский, петровск-забай-
каль ский и газимуро-заводской районы традицион-
но являются неблагополучными по природно-очаго-
вым болезням, ассоциированным с иксодовыми кле-
щами, вследствие чего клинико-эпидемио логи ческая 
и лабораторная диагностика этой группы заболева-
ний, в том числе икб, на данных территориях имеет 
первостепенное значение. таким образом, если пред-
положить, что в чите, читинском, красночикойском, 
петровск-забайкальском и газимуро-заводском рай-
онах края заболеваемость икб сформирована за счет 
высокой выявляемости и настороженности населе-
ния, то в остальных районах фактическая заболева-
емость, скорее всего, выше официальной. отсюда 
следует, что основное количество икб в районах со 
спорадической заболеваемостью может не диагно-
стироваться и протекать под «маской» других болез-
ней, имеющих сходную клиническую картину.

основное количество заболевших икб в ана-
лизируемой выборке отмечалось в мае–июле 
(75,6±3,7 %.) пик заболеваемости пришелся на май 
и июнь, когда было зарегистрировано (28,9±6,4) и 
(26,2±6,6) % случаев соответственно. наибольшему 
риску заражения подвергались люди в возрасте от 
18 до 60 лет и старше – (89,1±2,4) %. по возрастным 
группам существенных отличий не выявлено, однако 
следует отметить, что более высокая заболеваемость 
регистрировалась среди лиц 50–59 (22,7±8,5 %), 18–
29 (20,5±6,7 %) и 40–49 (18,8±6,8 %) лет. мужское 
население (66,5±4,4 %) болело значительно чаще 
женского – (33,5±6,1) %. заболеваемость городского 
населения (64,8±4,5 %) почти в два раза превышала 
заболеваемость сельского – (35,2±6,1) %, причем сре-
ди городского населения чаще болели жители краево-
го центра – (89,5±3,03) %, из которых (57,8±6,4) % – 
неработающее население, пенсионеры, учащиеся 
школ, предприниматели, студенты и лица, профес-
сиональная деятельность которых связана с энерго-
обеспечением края. эти категории городского насе-

Заболеваемость населения Забайкальского края  
иксодовыми клещевыми боррелиозами  

по муниципальным районам в период 2003–2012 гг.

административная  
территория

количество  
заболевших показатель 

заболевае-
мости,  

о/оооо

число 
лет реги-
страции 

икбвсего, 
абс. %±m

акшинский район 3 1,2±6,03 2,7 1

балейский район 3 1,2±6,03 2,0 3

борзинский район 3 1,2±6,03 0,8 2

газимуро-заводский район 18 6,6±5,9 18,8 6

карымский район 7 2,6±5,9 1,9 4

красночикойский район 25 9,2±5,8 11,8 4

кыринский район 1 0,4±6,1 0,6 1

могочинский район 5 1,8±6,01 1,9 3

нерчинский район 1 0,4±6,1 0,3 1

оловяннинский район 8 2,9±5,9 1,7 5

петровск-забайкальский район 21 7,7±5,8 7,2 10

приаргунский район 2 0,7±6,1 0,8 2

сретенский район 2 0,7±6,1 0,7 2

тунгиро-олекминский район 1 0,4±6,1 6,2 2

тунгокоченский район 5 1,8±6,01 3,5 3

улетовский район 3 1,2±6,03 1,4 3

хилокский район 2 0,7±6,1 0,6 2

чернышевский район 1 0,4±6,1 0,3 2

читинский район 30 11,1±5,7 4,9 10

Шелопугинский район 2 0,7±6,1 2,1 1

Шилкинский район 6 2,2±6,0 1,3 2

агинский район 6 2,2±6,0 1,9 4

могойтуйский район 5 1,8±6,01 1,8 2

г. чита 111 40,9±4,7 3,6 10

всего по забайкальскому краю 271 100,0 2,6

примечание :  выделены районы со стабильно высокими пока-
зателями заболеваемости.
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ления, равно как и сельские жители, активно посеща-
ют природные биотопы в доступной отдаленности от 
мест проживания с целью сбора дикоросов, сельско-
хозяйственных работ на приусадебных участках, от-
дыха в лесных массивах, на открытых водоемах и по 
роду профессиональной деятельности. природные 
биотопы с бытовыми целями посещало подавляю-
щее большинство (96,1±1,5 %) заболевших икб, и 
лишь немногие (3,9 %) связывали свое заболевание 
с профессиональной деятельностью. дети в возрас-
те от 0 до 6 лет заболевали в (1,1±7,5) % случаев, их 
заражения связывались с присасыванием клещей на 
территориях дачных кооперативов и приусадебных 
участков частного жилого сектора (100 %).

большинство больных – (98,2±1,03) % – свя-
зывали свое заболевание с присасыванием клещей 
и только три человека (1,8 %) отрицали этот факт. 
следует отметить, что в (29,5±6,3) % случаев нападе-
ния клещей происходили на территориях населенных 
пунктов в местах постоянного проживания заболев-
ших, вследствие чего можно высказать предположе-
ние о наличии в них антропоургических очагов икб, 
что, в свою очередь, требует дальнейшего изучения. 
кроме того, 6,8 % людей заболели после присасы-
вания клещей на эндемичных территориях других 
субъектов рФ (республики бурятия (9) и хакасия (1), 
хабаровский край (1) и иркутская область (1)).

длительность инкубационного периода варьи-
ровала от нескольких часов до 58 суток. группировка 
выборки показала, что у (34,7±6,1) % больных ин-
кубационный период длился от 7 до 13 суток, у 
(31,8±6,2) % – до 6 сут, у (18,2±6,8) % – от 14 до 20 
суток. более 21 сут инкубационный период длил-
ся в (7,9±7,2) % случаев. статистических различий 
между тяжестью течения болезни, локализацией еди-
ничных присасываний клещей и длительностью ин-
кубационного периода не выявлено. статистически 
достоверно (р<0,05; t=3,34; df=154) установлено, что 
продолжительность инкубационного периода от не-
скольких часов до 6 дней вероятнее при множествен-
ных покусах клещами (63,6±14,5 %), чем при еди-
ничных (28,5±3,8 %) любой локализации.

по клиническому течению в крае за анализи-
руемый период преобладала эритемная форма бо-
лезни – (70,5±4,1) %, безэритемная встречалась в 
(28,9±6,4) %. по тяжести течения болезни средняя 
степень диагностировалась в (65,9±4,4) %; легкая – 
в (33,5±6,1) % случаев; тяжелая – не регистриро-

валась. в 6 (3,4±7,4 %) случаях зарегистрирована 
микст-инфекция: клещевой вирусный энцефалит и 
икб, при этом заболевание протекало со средней 
степенью тяжести в 4 (66,7 %) случаях, по одному 
случаю (по 16,7 %) зарегистрировано тяжелое и лег-
кое течение.

при исследовании в пцр иксодовых клещей 
днк боррелий выявлена у 10 % особей Ixodes per-
sulcatus, собранных на территории национального 
парка «алханай» (дульдургинский район). анализ 
фрагмента гена 16S ррнк показал, что на террито-
рии этого района циркулируют два патогенных для 
человека вида боррелий – B. garinii, B. afzelii.

таким образом, в период 2003–2012 гг. на тер-
ритории забайкальского края, являющейся энде-
мичной по икб, регистрировался рост заболевае-
мости среди населения с темпом прироста 16,9 %. 
наиболее неблагополучными являлись читинский, 
красночикойский, петровск-забайкальский, газиму-
ро-заводский муниципальные районы и г. чита. 
основное количество заболевших отмечалось в мае-
июле среди людей в возрасте от 18 до 60 лет и старше, 
мужчин, городских жителей, неработающих, пенсио-
неров, учащихся школ, предпринимателей, студентов 
и лиц, профессиональная деятельность которых свя-
зана с энергообеспечением края. по клиническому 
течению преобладали эритемные формы болезни. 
впервые установлено генетическое разнообразие 
боррелий на территории дульдургинского района 
и показана зараженность клещей Ixodes persulcatus 
патогенными для человека видами рода Borrelia – 
B. garinii, B. afzelii.
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третья пандемия чумы началась в Юго-восточной 
азии в гонконге и кантоне в 1894 г., охватив к концу 
XIX – началу XX веков более 80 крупнейших мор-
ских и речных портов мира, и во многих странах про-
никла вглубь континентов [23]. из гонконга возбуди-
тель чумы с синантропными крысами, как полагают, 
морским путем проник на территорию вьетнама: в 
1898 г. сначала в г. нячанг, а в 1906 г. – в сокчанг в 
дельте меконга и сайгон [32]. далее, к 1921 г. забо-
левшие люди стали встречаться по всей территории 

страны, вплоть до северной границы с китаем. в 
1943 г. возбудитель проник вглубь страны на плато 
тайнгуен. в основном регистрировали заболевания 
бубонной формы, но в 1911, 1915, 1925 и 1965 гг. воз-
никли вспышки легочной чумы [24, 36].

открытие в 1894 г. возбудителя чумы а.иер-
сином положило начало фундаментальным исследо-
ваниям этой инфекции. в 1896 г. крупные вспышки 
заболеваний чумой были зарегистрированы в индии. 
это потребовало объединения усилий ученых всего 
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в обзоре приведены результаты эколого-эпизоотологических и эпидемиологических исследований по чуме 
на территории социалистической республики вьетнам в 1989–2012 гг. изучена структура эпизоотической триа-
ды носитель-переносчик-возбудитель. в условиях влажного субэкваториального климата существование при-
родных очагов чумы в зоне тропических лесов или саванн маловероятно. основным носителем возбудителя на 
плато тайнгуен является синантропная малая крыса Rattus exulans. на дикоживущих крысах рода Rattus, мышах 
и бандикотах нет специализированных блох, а численность прочих видов низка. из эффективных переносчиков 
чумы известны лишь 2 вида блох рода Xenopsylla. X. vexabilis (переносчик только в бывших природных очагах на 
гавайских островах) – узкоареальный вид, паразитирующий на дикоживущей малой белозубой крысе Berylmys 
berdmorei только в сухой сезон, на синантропных грызунах не встречается. X. cheopis – многочисленный космо-
политный вид африканского происхождения, паразитирующий круглогодично на крысах и насекомоядных в на-
селенных пунктах, в природных биотопах не встречается. показано, что все компоненты паразитарной системы 
чумы относятся к интродуцированным видам. сделан вывод, что очаги чумы во вьетнаме являются антропоур-
гическими, имеют исключительно антропогенное происхождение. заболевания чумой людей в стране отмечали 
с 1898 по 2002 год. наиболее стойкие очаги длительно функционировали на территории низкогорного плато 
тайнгуен. несмотря на снижение эпизоотической активности очагов на территориях бывших эндемичных по 
чуме провинций в современный период необходимо продолжение эпизоотологического мониторинга.

Ключевые слова: антропоургический очаг чумы, носители и переносчики возбудителя чумы, эпизоотологиче-
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The review contains the results of ecological-epizootiological and epidemiological investigations of plague in the territory of the 
Socialist Republic of Vietnam in 1989–2012. Studied has been the structure of epizootic triad – carrier-vector-pathogen. There is a low 
probability of plague foci occurrence in zones of tropical forests and savanna under the conditions of humid subequatorial climate. 
Main plague agent carrier on the Thai Nguyen Plateau is the synanthropic little rat, Rattus exulans. Specialized fleas species are absent 
on wild-living rats Rattus genus, as well as mice, and bandicoots, and the abundance of other species is small. It has been demonstrated 
that all the elements of the parasitic plague system are classified as introduced species. Thereupon it is inferred that plague foci in 
Vietnam are anthropourgic and are of anthropogenic origin solely. Plague cases in humans across the territory of the country were 
registered between 1898 and 2002. The most persistent ones functioned on the Thai Nguyen Plateau. Although epizootic activity of 
the foci in territory of the former endemic provinces has decreased, it is necessary to continue epizootiological monitoring further on 
in the modern period.
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мира: была создана международная индийская ко-
миссия. ее выводы о связи чумы с синантропными 
крысами, бандикотами и паразитирующей на них 
блохой Xenopsylla cheopis имели большое научное 
и практическое значение, обозначив основные на-
правления борьбы с этой опасной инфекцией [37]. 
позднее, с середины хх века, истоки третьей пан-
демии стали связывать с природными очагами чумы 
на индостанском полуострове, где возбудитель цир-
кулирует в естественных условиях в популяциях ин-
дийской песчанки Tatera indica и паразитирующей на 
ней блохи X. astia [1, 6, 12, 19, 35].

на территории вьетнама чуму с некоторыми 
перерывами регистрировали с 1898 по 2002 год [26]. 
при этом чередовались годы выявления единичных 
спорадических заболеваний с периодами групповой 
и вспышечной заболеваемости (до нескольких тысяч 
больных). самый высокий уровень заболеваемости 
отмечен во время и после американской оккупации 
юга страны – в 1965–1979 гг., когда был зарегистри-
рован 70891 случай (90 % от всей заболеваемости в 
мире). в последующий период уровень заболевае-
мости снизился: в 1980–1989 гг. число заболевших 
составило 1548 человек. столь длительные сроки 
эпидемических проявлений чумы, регулярность за-
ражения людей поставили вопрос об их причинах. 
стали подозревать наличие на территории вьетнама 
природных очагов и заражение людей при контакте с 
дикими животными [1, 2, 7, 30]. 

в хронологии распространения чумы во 
вьетнаме прослеживается ее завоз в портовые горо-
да (1898–1960 гг.), распространение вдоль морского 
побережья (1960–1989 гг.) с последующим закрепле-
нием в глубинных районах страны (1964–2002 гг.) 
[23, 36]. проникновение возбудителя в сельские 
провинции, расположенные на низкогорном плато 
тайнгуен, привело к его стойкому укоренению в 
этом регионе. больные чумой регулярно регистри-
ровались здесь на протяжении 38 лет, в то время как 
остальная территория была свободной от чумы [31, 
32]. большинство заболеваний протекало в бубон-
ной форме. в результате комплексных исследова-
ний эпизоотологии и эпидемиологии этой болезни 
в 1989–2012 гг. на базе российско-вьетнамского 
тропического центра получены данные о функцио-
нировании анропоургических очагов во вьетнаме, 
отсутствии здесь первичных природных очагов 
чумы и невозможности ее вторичного укоренения в 
естественных биоценозах [15, 16]. 

материалы и методы

исследования очагов чумы на территории 
вьетнама провели в 1989–2012 гг. зоологическими, 
эпизоотологическими, бактериологическими, имму-
нологическими и эпидемиологическими методами. 
основной объем работ был выполнен на территории 
плато тайнгуен, где высокую заболеваемость людей 
чумой длительное время регистрировали в 4 провин-

циях: контум, залай, даклак и ламдонг (рис. 1). при 
сборе эпидемиологических данных, помимо соб-
ственных наблюдений, использовали официальные 
сведения о заболеваемости людей, литературные и 
архивные источники. 

всего за период работ было накоплено 62230 
ловушко-суток, отловлено 6932 мелких млекопитаю-
щих 32 видов и собрано 6252 блохи 42 видов. мелких 
млекопитающих ловили сетчатыми живоловками с 
приманкой: маниоком, бататом, вяленой рыбой или 
хлебом с растительным маслом. блох собирали при 
очесе грызунов и насекомоядных, а в домах также в 
кюветы с водой и на клеевые листы. в лабораторных 
условиях на чуму исследовали 1532 диких и 3096 
синантропных мелких млекопитающих, преимуще-
ственно крыс.

для бактериологического исследования но-
сителей делали мазки со срезов печени и селезен-
ки на поверхность агаровых пластинок в чашках 
петри. добытых блох растирали в ступке, получен-
ные эмульсии рассевали на агаровые пластинки. 
использовали селективные питательные среды фран-
цузского производства (Agar Brain Heart Infusion, 
Cat. № 64174, Diagnostics Pasteur, Deoxycholate Agar 
1 %, Cat. № 64424, Bouillon Brain Heart infusion, 
Cat. № 64014). для идентификации выросших ко-

рис. 1. район исследований в очагах чумы на плато тайнгуен во 
вьетнаме в 1989–2012 гг.
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лоний использовали световой микроскоп, колонии 
просматривали в проходящем свете. при серологи-
ческом исследовании крови мелких млекопитающих 
для поиска антител к возбудителю чумы применяли 
методы рпга и рнаг. 

в начальный период были проведены исследо-
вания фауны и экологии потенциальных носителей 
и переносчиков в природных биотопах тропических 
лесов и саванн в южном вьетнаме, где возбудитель 
чумы не обнаружен [16, 20]. в последующие годы 
внимание было сосредоточено на населенных пун-
ктах, где отмечались эпизоотии чумы в популяциях 
синантропных крыс и болели люди [4, 5]. изучали 
фауну, динамику численности, распределение и под-
вижность мелких млекопитающих и их блох, количе-
ственные параметры эпизоотического процесса, во-
просы эпидемиологии чумы в населенных пунктах 
на плато тайнгуен [8, 9, 11, 13, 21].

результаты и обсуждение

общая площадь вьетнама составляет 
331,2 тыс. кв.км, а численность населения – 90,6 млн 
человек. адми нистративно страна делится на 
62 провинции. средняя плотность населения –  
273,4 чел./кв.км, большая его часть (70 %) – сельские 
жители. 

данные исследования проводили в южных про-
винциях в границах системы горных плато тайнгуен, 
располагающейся между 11 и 15° северной широты 
вдоль границ с камбоджей и лаосом полосой с севе-
ра на юг 130 на 400 км, общей площадью 56 тыс. кв.
км. основной объем работ выполнен в провинции 
даклак, характеризующейся субэкваториальным 
климатом с ярко выраженным сухим периодом про-
должительностью до 6 месяцев [3]. наиболее плотно 
населен развитый в хозяйственном отношении юг 
плато, где в некоторых уездах плотность населения 
достигает 130–180 чел./кв.км. большинство населе-
ния проживает в сельской местности. коренные на-
родности здесь представлены индонезийской груп-
пой: зарай, эдэ, тямы и мыонги. в 1980–2000 гг. на-
блюдался значительный приток населения с севера 
(преимущественно вьетов), что привело к возникно-
вению и росту населенных пунктов, а общая числен-
ность населения удвоилась. в этот период здесь пре-
обладали поселки с ветхими деревянными жилыми 
строениями. постройки с прилегающими земляны-
ми участками изобиловали синантропными грызуна-
ми и кровососущими членистоногими-паразитами. 

Штаммы возбудителя чумы, выделенные на тер-
ритории вьетнама в указанный период, относят к 
биоварианту Yersinia pestis orientalis, который в есте-
ственной природе циркулирует на индостанском по-
луострове. они не ферментируют глицерин и облада-
ют нитрифицирующей способностью. у всех штам-
мов стойко сохраняются такие свойства, как способ-
ность ферментировать глюкозу, галактозу, арабинозу, 
мальтозу, фруктозу, манит и не разлагать лактозу, са-

харазу и рамнозу (в течение первых 2 сут), не обра-
зовывать индол и сероводород [27, 33]. патогенность 
штаммов, выделенных из разных районов тайнгуен, 
варьировала: LD50 для белых мышей составляла от 
102 до 106, для морских свинок – 106 кое [25, 28]. 
в их плазмидном составе присутствуют 3 типич-
ные плазмиды pPst, pCad и pFra [22]. при изучении 
молекулярно-генетической структуры штаммов, вы-
деленных во вьетнаме до 1956 и после 1963 гг. было 
выявлено, что они относятся к разным риботипам – 
E и G [25], на основании чего можно предполагать 
наличие нескольких эпидемических этапов заноса и 
распространения инфекции.

Фауна диких млекопитающих южного вьетнама 
представлена лесными и саванными видами [10]. 
мелких млекопитающих – специализированных зем-
ле роев – немного и численность их невелика [30]. в 
период исследований было отловлено 32 вида мел-
ких млекопитающих. в сборах из лесов и саванн 
представлены зверьки 24 видов, численность ко-
торых составила 6,8 % попадания в ловушки (пл). 
преобладала рыжая колючая крыса Maxomys surifer 
(индекс доминирования ид 62,7 %), относительно 
высока доля черной Rattus rattus (ид 11,7 %) и ма-
лой белозубой Berylmys berdmorei (ид 6,4 %) крыс. 
в агрокультурной зоне отлавлено 11 видов, но чис-
ленность их здесь была невысокой – 4,2 % пл. 
доминировали 3 вида: R. rattus (ид 26,7 %), мыши 
Mus сervicolar (19,0 %) и М. caroli (ид 18,1 %). в 
населенных пунктах отмечено 8 видов мелких мле-
копитающих, средняя численность составила 13,7 % 
пл. доминировали малая R. exulans (ид 62,6 %), 
гималайская R. nitidus (ид 20,3 %) и черная R. rattus 
(ид 10,3 %) крысы.

в 1990–2002 гг. возбудитель чумы или антитела к 
нему обнаружены на плато тайнгуен в популяциях си-
нантропных крыс R. exulans и R. nitidus. численность 
этих грызунов на очаговых участках в деревнях и не-
больших поселках плато тайнгуен составила 15,3 % 
пл. численность фонового лесного вида – M. surifer 
иногда достигала 33,6 % пл, но какой-либо связи их с 
возбудителем чумы не выявлено. 

со всех осмотренных мелких млекопитаю-
щих собрали 4761 блоху, относящихся к 42 видам. 
подавляющее число видов блох, обнаруженных на 
млекопитающих во вьетнаме, относится к мало-
численным, редким или даже экзотическим видам. 
это позволяет сделать вывод об отсутствии во влаж-
ных тропиках вьетнама природных очагов чумы. 
численность некоторых видов дикоживущих крыс 
находится на высоком уровне, но блохи на них от-
сутствуют или крайне малочисленны [14, 20]. в сбо-
рах преобладали два вида: X. cheopis (ид 62,2 %) и 
X. vexabilis (ид 34,3 %). X. cheopis, которую имену-
ют восточной, крысиной, домовой блохой, имеет аф-
ротропическое происхождение. ее первичный хозяин 
(нильская травяная мышь Arvicanthis niloti cus) отно-
сится к африканским Muridae. X. vexabilis – эндемик 
индокитая – является специфическим паразитом ма-
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лой белозубой крысы, устраивающей глубокие норы 
в непромокаемых или хорошо дренируемых слоях 
грунта. это единственная многочисленная блоха ди-
ких млекопитающих в тропических лесах вьетнама, 
но численность ее хозяина во всем ареале невелика 
(менее 1 % пл). важно подчеркнуть, что X. cheopis 
не встречается на диких грызунах вдали от населен-
ных пунктов, а X. vexabilis – на синантропных вну-
три населенных пунктов [19].

 продолжительными полевыми исследования-
ми установлено, что во вьетнаме нет природных 
очагов чумы и отсутствуют экологические усло-
вия, способствующие их формированию (рис. 2). 
популяции блох могут длительно существовать 
только в хорошо защищенных от переувлажнения 
микробиотопах, каковыми являются длительно су-
ществующие гнезда синантропных зверьков. гнезда 
верхнего яруса, надземного или подземного ярусов 
лесов, саванн и агроценозов не защищены от избы-
точного увлажнения в дождевой сезон и иссушения 
в сухой сезон года. они существуют и используют-
ся лишь короткие периоды времени. численность 
блох здесь низкая, оптимальных условий для их 
размножения нет. гнезда синантропных грызунов 
под крышей строений хорошо защищены от дождя, 
высоких температур, что позволяет блохам обитать 
и размножаться здесь круглый год в течение многих 
лет. на синантропных малой, гималайской, серой 
и черной крысах достаточно высока численность 
X. cheopis – наиболее эффективного из всех извест-
ных переносчиков возбудителя чумы.

распространение чумы происходило в результате 
заноса инфицированных синантропных мелких мле-
копитающих и их блох в новые населенные пункты 
вследствие хозяйственной деятельности человека 
[14, 20]. эпизоотии в сельских населенных пунктах 
на плато тайнгуен всегда развивались на фоне вы-

сокой численности носителей и переносчиков. так, 
общая численность синантропных мелких млеко-
питающих в деревнях составила 15,3 % пл (макси-
мально до 24 %). при этом доля заселенных зверька-
ми домов составила 57 %, а на 1 тыс. кв. м площади 
строений обитало 40 экз. мелких млекопитающих. 
при подсчете абсолютного числа крыс в пораженных 
чумой деревнях насчитывали от 4800 до 8300 экзем-
пляров. численность X. cheopis также была высокой: 
в сухой период года индекс обилия (ио) на R. exulans 
составил 1,5, R.nitidus – 4,0, Bandicota savilei – 16,0, 
Suncus murinus – 1,8. по результатам круглогодичных 
наблюдений выяснена динамика численности блох 
по сезонам. относительно низкими были ио блох на 
крысах в августе–феврале (от 0,6 до 1,4), высокими – 
в марте–июле (1,0–4,2). при сравнении уровней чис-
ленности носителей и переносчиков в разных типах 
строений обнаружили существенные различия. в 
ветхих деревянных домах численность крыс в 3,5, а 
блох в 5 раз выше, чем в каменных домах. при сборе 
данных эпиданамнеза почти все случаи заболеваний 
были связаны с проживанием людей в ветхих домах 
с обилием грызунов и блох. всегда эпидемические 
проявления отмечались в населенных пунктах с пре-
обладанием деревянных строений. из поселков, где 
улучшались условия жизни населения (превалирова-
ли каменные жилые дома с асфальтированными дво-
риками), чума со временем исчезала.

по официальным данным за период наших иссле-
дований с 1990 по 2002 год на тайнгуен отмечались 
случаи бубонной чумы: заболело 3514 человек, а уро-
вень смертности составил 4,9 % (при колебаниях по 
годам от 1,7 до 8,6 %). несмотря на различия в уровне 
заболеваемости по годам, явно прослеживалась тен-
денция к ее снижению (рис. 3). заболеваемость про-
являлась в форме затяжных спорадических случаев 
или кратковременных вспышек. при возникновении 
вспышечной заболеваемости часто наблюдались се-
мейные очаги. в структуре заболеваний различий по 
полу не наблюдалось, в то время как по возрасту они 
оказались выраженными: до 57 % больных – дети до 
16 лет, 36–40 % случаев – трудоспособное население 
от 16 до 60 лет. заболевания отмечали в течение всего 
года, но большинство случаев регистрировали в кон-
це сухого периода года – в феврале–апреле (70 %). 
различия в сезонности заболеваний объясняются 
погодными условиями, влияющими на активность 
носителей и переносчиков. при высокой числен-
ности и миграционной активности грызунов и блох 
развивается эпизоотический процесс в популяциях 
синантропных крыс. гибель прокормителей прово-
цировала нападение инфицированных чумой блох на 
человека. как правило, заболеваниям людей всегда 
предшествовали эпизоотии. развитие эпидемиче-
ских осложнений связывали также с неудовлетвори-
тельным санитарным состоянием поселков и жилых 
домов, миграциями населения в период националь-
ного праздника тэт, слабым развитием лечебно-про-
фи лактической сети в сельской местности.

рис. 2. схема местообитаний мелких млекопитающих и рас-
положения их гнезд на профиле «населенный пункт–агрозона–
саванна–тропический лес»:
биотопы: I – населенный пункт; II – агроценозы; III – саванна; IV – тро-
пический лес. ярусы обитания животных: А – древесных форм; Б – 
древесно-наземных форм; В – специализированных землероев. типы 
гнезд: 1 – периодически промокаемые и просыхаемые надземного яру-
са; 2 – промокаемые подземного яруса; 3 – защищенные от избыточного 
увлажнения.
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в XXI веке, по мере повышения благосостоя-
ния населения, улучшились условия жизни и быта. 
в населенных пунктах стали преобладать легкие 
каменные строения с бетонированными двориками. 
это ограничило массовое размножение и распро-
странение крыс, их численность, как и численность 
паразитирующих на них блох, заметно снизилась. на 
этом фоне стал снижаться уровень заболеваемости 
населения, в том числе и чумой [17, 18]. в течение 
10 последних лет на плато тайнгуен продолжались 
исследования в бывших устойчивых эпидемических 
очагах в уездах еа-ви, еа-хлео и аюмпа, но возбу-
дителя не удалось выявить ни в популяциях синан-
тропных крыс, ни в популяциях диких животных. 
причины феномена, по-видимому, связаны с корен-
ными изменениями социальных и бытовых условий 
жизни населения. благоустройство населенных пун-
ктов, санитарно-технические мероприятия, направ-
ленные на устранение условий, благоприятных для 
массового размножения и расселения синантропных 
грызунов и их эктопаразитов, приводят к снижению 
их численности и устранению механизмов инфи-
цирования животных и человека [18]. вместе с тем 
при оценке этих результатов следует учитывать не-
большую продолжительность наблюдений. хорошо 
известны недавние случаи вспышек чумы в индии, 
алжире, ливии, на мадагаскаре. в 90-х годах про-
шлого столетия в индонезии на фоне эпидемиологи-
ческого «затишья» снят мониторинг очага в связи с 
финансовыми трудностями, но уже в 1997 г. эта бо-
лезнь создала проблемы для органов национального 
здравоохранения. очаги индонезии также относят к 
антропоургическим, по структуре они сходны с оча-
гами вьетнама. это подчеркивает необходимость 
продолжения мониторинга чумы в регионах страны, 
где в недавнем прошлом регистрировали ее эпизоо-
тические и эпидемические проявления. 

понятие «антропоургический очаг чумы» пока 
не относится к вполне устоявшимся в научной лите-

ратуре. под этим типом очагов следует понимать не 
только синантропные крысиные очаги тропических 
стран. если исходить из семантического понимания 
этого термина, то к антропоургическим должны быть 
отнесены очаги не только тропических стран, но и 
те, что расположены на обширных внетропических 
пространствах африканского континента, Южной и 
Юго-восточной азии, нового света, то есть большая 
часть очагов мира. секрет происхождения послед-
них, как выяснено сейчас совершенно определенно, 
следует искать в крысиных очагах. всесторонние 
исследования крысиных очагов ведут к раскрытию 
генезиса очагов чумы в мире. отсюда понятна акту-
альность и настоятельная необходимость глубокого 
изучения известных очагов вьетнама и других стран 
Юго-восточной азии.

следует подчеркнуть, что деление очагов чумы 
на природные и антропоургические (антропогенные, 
синантропные) в биоценотическом смысле в опреде-
ленной мере условно. для сохранения и обеспечения 
циркуляции возбудителя в популяциях носителей и 
переносчиков главным условием является наличие 
комплекса благоприятных условий, при которых 
возможна реализация эпизоотического процесса. 
такие условия на территориях с влажным тропиче-
ским климатом складываются именно в населенных 
пунктах, где в жилье человека формируются сухие 
местообитания, оптимальные для носителей и пере-
носчиков микроба чумы. 

знание закономерностей формирования и функ-
ционирования антропоургических очагов дает возмож-
ность реконструкции путей последующего вторичного 
укоренения возбудителя чумы в популяциях дикожи-
вущих грызунов нового света, африки и океании. а 
это, в свою очередь, ведет к расшифровке принципов и 
механизмов становления свойств высокой вирулентно-
сти и патогенности микроорганизмов и, как следствие, 
к теоретическому обоснованию поиска лечебных и 
профилактических средств борьбы с чумой. 

рис. 3. пораженные чумой уезды провинций контум, залай и даклак на плато тайнгуен в разные периоды наблюдений
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саратовская область относится к числу тех тер-
риторий российской Федерации, на которых, начиная 
с середины 80-х годов, выявлены активные природ-
ные очаги геморрагической лихорадки с почечным 
синдромом (глпс). за весь период мониторинговых 
исследований очагов глпс в области (с 1980 по 2011 
год) официально было зарегистрировано 6283 случая 
заболеваний, из которых 31 со смертельным исходом. 
изучению вопросов заболеваемости и природной оча-
говости глпс в саратовской области было посвяще-
но немало научных работ, однако до сих пор не прово-
дились исследования по изучению спектра циркули-
рующих в данном регионе хантавирусов, их видового 
и внутривидового разнообразия, в связи с чем отсут-
ствует объективная оценка эпидемиологического по-
тенциала природных очагов глпс [1, 2, 4].

в настоящее время на территории российской 
Федерации зарегистрирована циркуляция 8 видов 

хантавирусов, из которых пять (пуумала, добрава, 
хантаан, сеул и амур) являются патогенными для 
человека и вызывают клинически диагностируемые 
формы глпс с различной степенью тяжести забо-
левания, уровнем летальности и интенсивностью 
эпидемических проявлений [3]. учитывая высокую 
трудоемкость вирусологических методов исследо-
вания, молекулярно-генетические (пцр, секвениро-
вание и др.) являются альтернативой, позволяющей 
решать задачи, связанные с идентификацией и ти-
пированием хантавирусов, циркулирующих в при-
родных очагах, а также с быстрой этиологической 
расшифровкой заболевания без выделения вирусов 
на культуре клеток [5].

в связи с вышесказанным, целью работы яви-
лось проведение лабораторных исследований по-
левого и клинического материала, полученного на 
территории саратовской области в 2009–2012 гг., с 
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с целью получения данных о внутривидовом разнообразии хантавирусов, циркулирующих на территории 
саратовской области, проведено молекулярно-генетическое исследование полевого и клинического материала. 
методом пцр рнк хантавирусов была обнаружена в 25 пробах от мелких млекопитающих и 15 пробах кро-
ви от людей с диагнозом глпс. секвенирование выделенных 14 рнк-образцов хантавирусов от грызунов и 3 
рнк-образцов клинического материала позволило определить их таксономическую принадлежность к вирусу 
пуумала. в ходе филогенетического анализа рнк-изолятов установлено, что все они имеют высокий уровень 
гомологии между собой (99,8 %) и значительные отличия от известных штаммов пуумала, распространенных на 
территории рФ (3,6–21 %). таким образом, с помощью молекулярно-генетических методов подтверждена цир-
куляция вируса пуумала на территории саратовской области. выявленная генетическая дистанцированность 
саратовских рнк-изолятов, в частности, открывает дальнейшие перспективы для определения места инфициро-
вания больных глпс. 

Ключевые слова: глпс, хантавирусы, вирус пуумала, генотипирование, пцр.

E.A.Bil’ko1, S.B.Garanina1, N.I.Mironova2, S.A.Yakovlev1, S.A.Shcherbakova1

Results of Studies of Genetic Heterogeneity in Hantavirus RNA-Isolates, Found in the Territory  
of the Saratov Region
1Russian Research Anti-Plague Institute “Microbe”, Saratov, Russian Federation; 2V.I.Razumovsky Municipal Clinical 
Hospital No 2, Saratov, Russian Federation

With a view to obtain the data on intraspecific diversity of Hantaviruses circulating in the territory of the Saratov Region, carried 
out has been molecular-genetic testing of the field and clinical material. Using PCR assay, Hantavirus RNA has been detected in 25 
samples obtained from small mammals and 15 blood samples of HFRS patients. Sequencing of 14 hantavirus RNA-isolates from 
rodents and 3 RNA-isolates from clinical material has made it possible to identify their taxonomic appurtenance to Puumala virus. 
Phylogenetic analysis of RNA-isolates has revealed that all of them are characterized by high degree of homology in between them-
selves (99.8 %) and substantial distinction from the known Puumala strains, frequently occurring in Russia (3.6–21 %). Therewith, 
verified has been circulation of Puumala virus in the territory of the Saratov Region using molecular-genetic techniques. Identified 
genetic differences of Saratov RNA-isolates, in particular, opens a further prospect for allocation of the sites where people can contract 
HFRS infection. 

Key words: HFRS, hantaviruses, Puumala virus, genotyping, PCR. 



МИКРОБИОЛОГИЯ, ДИАГНОСТИКА

37

последующим генотипированием и характеристикой 
генетического разнообразия выделенных рнк-изо-
лятов хантавирусов.

материалы и методы

эпизоотологическое обследование проводилось 
на территории зеленой зоны саратова с определе-
нием общей численности мелких млекопитающих, 
а также с характеристикой состояния популяций 
основных носителей хантавирусов – возбудителей 
глпс. место для исследований выбрано не случай-
но. ретроспективный анализ литературных данных 
показал, что в 80–90-х годах прошлого столетия на 
этих территориях были зарегистрированы эпидеми-
чески активные природные очаги глпс, отмечался 
высокий процент инфицированных грызунов, имели 
место массовые случаи заражения людей [1]. кроме 
того, зеленая зона саратова, как наиболее часто по-
сещаемая горожанами зона отдыха, может быть от-
несена к территориям повышенной эпидемиологиче-
ской опасности для людей.

всего в ходе работы было обследовано 16 точек 
в границах пригородного лесного массива – лесо-
парка «кумысная поляна» и окрестностей п. сокол. 
выставлено 1600 давилок «геро», в результате чего 
добыто 97 экз. грызунов 5 видов и 9 экз. насекомояд-
ных 3 видов. 

лабораторные исследования суспензий органов 
мелких млекопитающих (смешанный пул легких и 
почек) на наличие антигенов и рнк хантавирусов 
проводили с использованием методов иФа и пцр.

помимо полевого материала, были проведены 
молекулярно-генетические исследования пятнадца-
ти клинических образцов. материал был получен 
от больных, находившихся в инфекционном отде-
лении муз «городской клинической больницы № 2 
им. в.и.разумовского» (в 2012 г.) с диагнозом глпс, 
поставленным на основании выявления специфиче-
ских антител в сыворотках крови.

для проведения иммуносерологических иссле-

дований использовали коммерческие тест-системы 
(производство ипвэ им. м.п.чумакова, рамн). для 
молекулярно-генетических исследований применяли 
пцр со специфическими праймерами, а также разра-
ботанную ранее технологию генотипирования, вклю-
чающую пцр с универсальными праймерами и пря-
мое секвенирование ампликонов с использованием 
системы генетического анализа CEQ 8000 (Beckman 
coulter Inc.) [5]. Филогенетический анализ выделен-
ных рнк-изолятов проводили по фрагменту гена N 
с помощью программы «Mega», методом сравнения 
Neighbor-Joining.

результаты и обсуждение

в ходе эпизоотологического обследования сред-
няя численность мелких млекопитающих была оха-
рактеризована как низкая и составляла 6,6 %. почти 
повсеместно преобладали рыжие полевки, числен-
ность которых не превышала 3,1 %. численность 
желтогорлых и малых лесных мышей была еще 
ниже – 1,4 %, а наиболее малочисленными оказа-
лись популяции обыкновенной полевки (0,2 %) и 
насекомоядных (0,6 %). причиной подобной невы-
сокой численности грызунов могла стать скудная 
кормовая база вследствие засушливого летнего пе-
риода 2009 г.

при лабораторном исследовании 106 проб по-
левого материала методами пцр и иФа, положи-
тельными оказались 25, что составило 23,6 %. при 
этом в четырех пробах от рыжих полевок были обна-
ружены и хантавирусный антиген и вирусная рнк. 
результаты исследований суспензий органов мелких 
млекопитающих на наличие хантавирусной рнк 
представлены в табл. 1.

применение пцр-анализа в режиме реального 
времени с использованием видоспецифичных прай-
меров и зондов позволило определить принадлеж-
ность новых рнк-изолятов к виду пуумала. рнк ви-
руса глпс регистрировали, в основном, в образцах, 
полученных от рыжих полевок. инфицированность 
зверьков этого вида составляла 30,6 %. помимо проб 
от рыжих полевок, положительными были образцы, 
полученные от малых лесных (18,2 %) и желтогорлых 
мышей (13,6 %), обыкновенных полевок (33,3 %) и 
обыкновенных бурозубок (33,3 %).

дальнейшие исследования внутривидового 
разнообразия вновь выделенных рнк-изолятов, 
были проведены с помощью методики сиквенс-
типирования ампликонов. секвенирование амплико-
нов четырнадцати положительных образцов (13 – от 
рыжей полевки и 1 – от желтогорлой мыши) подтвер-
дило их таксономическую принадлежность к вирусу 
пуумала, а филогенетический анализ фрагмента гена 
N нуклеопротеина (426 п.н.) показал их высокую ге-
нетическую однородность – уровень гомологии со-
ставил 99,8 %.

кроме полевого материала, методом пцр иссле-
довали клинические образцы (кровь), полученные от 
пятнадцати человек в разгар болезни (на 3–14-й день 

Таблица1
результаты выявления рнк хантавирусов в суспензиях органов 
мелких млекопитающих, отловленных в зеленой зоне саратова

вид животного
кол-во добытых 
животных, абс. 

(%)

кол-во  
положительных 
проб, абс. (%)

Myodes glareolus (рыжая полевка) 49 (46,2) 15 (60,0)
Microtus arvalis (обыкновенная 
полевка)

3 (2,8) 1 (4,0)

Apodemus uralensis (малая лесная 
мышь)

22 (20,8) 4 (16,0)

Apodemus flavicollis (желтогорлая 
мышь)

22 (20,8) 3 (12,0)

Mus musculus (домовая мышь) 1 (0,9) 0 
насекомоядные:  

- Sorex araneus (обыкновенная 
бурозубка) 

6 (5,7) 2 (8,0)

- Sorex minutus (малая бурозубка) 2 (1,9) 
- Crocidura suaveolens (малая 
белозубка)

1 (0,9)

Итого 106 25 (23,6)
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от начала заболевания). во всех образцах была выяв-
лена рнк вируса пуумала. дальнейшие исследова-
ния трех отобранных для секвенирования проб пока-
зали, что рнк-изоляты от двух больных (один забо-
лел в аткарском районе области, второй – в саратове) 
имеют высокое генетическое сходство между собой, 
а также с выделенными нами ранее рнк-изолятами 
от грызунов (уровень гомологии 99,8 %). третий об-
разец имел генетические отличия от двух других на 
уровне 0,8–1,0 %. данный образец был получен от 
больной, которая выезжала за границы саратовской 
области – в камышинский район волгоградской об-
ласти, где, с учетом данных эпиданамнеза, вероятно 
и произошло ее заражение.

проведенный филогенетический анализ уста-
новил близость саратовских рнк-изолятов, вы-
деленных от грызунов и людей, к штаммам ви-
руса пуумала, циркулирующим на территории 
приволжского Федерального округа (пФо). при 
сравнении со штаммами из республик удмуртия и 
башкортостан, самарской, оренбургской и других 
областей пФо (сиквенсы которых зарегистрирова-
ны в базе данных NCBI GenBank) выявлен средний 
уровень различий, который варьировал от 3,6 до 
7,0 % (табл. 2). наибольшая генетическая дистанци-
рованность была отмечена при сравнении со штам-
мами вируса пуумала, циркулирующими в регионах 
центрального Федерального округа (воронежской и 
липецкой областях) и западной сибири (тюменской 
и омской областях). уровень различий с изолятами 
из этих регионов составил 12 и 21 % соответственно 
(табл. 2). в ходе анализа аминокислотного состава в 
пределах секвенированного фрагмента N гена была 
определена маркерная аминокислотная последова-
тельность (позиции 258-274), позволяющая диффе-
ренцировать саратовские рнк-изо ля ты от штаммов 
из других регионов.

таким образом установлено, что на территории 
саратовской области циркулируют геноварианты 
вируса пуумала, генетически дистанцированные от 
других известных штаммов этого вида хантавируса. 

актуальность проведения дальнейших исследо-
ваний с помощью молекулярно-генетических подхо-
дов очевидна. показана их высокая диагностическая 
эффективность, которая позволяет, в частности, ре-
шать проблемы, связанные с быстрой идентифика-
цией возбудителя глпс, этиологической расшиф-
ровкой заболевания, установлением места (региона, 
области), где произошло инфицирование человека, 
а также на основе полученной информации разраба-

тывать адекватные схемы проведения профилакти-
ческих мероприятий с целью предотвращения эпи-
демических осложнений.
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Таблица 2
Уровень генетических различий между штаммами вируса Пуумала из различных регионов рф

территория башкирия удмуртия оренбург самара воронеж/липецк омск/тюмень
саратов 0,070±0,012 0,036±0,009 0,062±0,011 0,057±0,012 0,119±0,019 0,210±0,019
республика башкортостан 0,072±0,011 0,063±0,011 0,055±0,010 0,140±0,017 0,230±0,018
республика удмуртия 0,067±0,012 0,060±0,010 0,139±0,018 0,223±0,018
оренбург 0,035±0,008 0,140±0,018 0,217±0,019
самара 0,188±0,018 0,230±0,019
воронеж/липецк 0,215±0,018
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выбор метода хранения бактерий зависит от 
задач, стоящих перед исследователем, и от техни-
ческих возможностей лаборатории. традиционным 
способом сохранения холерных вибрионов в бакте-
риологических лабораториях является посев в стол-
бики 0,4 % питательного агара для культивирования 
с последующим хранением культуры под слоем ми-
нерального масла при комнатной температуре. метод 
позволяет сохранить холерные вибрионы без пересе-
вов в течение 1–1,5 лет. 

распространенным методом консервации бакте-
рий является замораживание и хранение при темпе-
ратурах в диапазоне от -20 до -85 °с, стабильное под-
держание которых обеспечивают современные лабо-
раторные холодильники [2, 5, 7, 10]. метод позволяет 
сохранять бактериальные клетки без пересевов до 10 
лет [8]. длительность хранения бактерий при субну-

левых температурах зависит от двух групп факторов. 
первая связана с биологическими особенностями 
и физиологическим состоянием клеток, вторая – с 
условиями замораживания и хранения, главными из 
которых являются скорость охлаждения, температу-
ра и среда хранения. 

перед практическим использованием метода 
низкотемпературной консервации в своей коллек-
ционной практике мы провели исследование, це-
лью которого является изучение устойчивости хо-
лерных вибрионов к замораживанию в присутствии 
двух криопротекторов – глицерина (проникающий 
криопротектор) и лактозы (непроникающий крио-
протектор), динамики гибели при низкотемпера-
турном хранении в защитных средах, стабильно-
сти основных диагностических фенотипических 
признаков.
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ниЗКоТеМПераТУрнаЯ КонСерВаЦиЯ КоЛЛеКЦионнЫХ ШТаММоВ  
ХоЛернЫХ ВиБрионоВ 

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

целью исследования является оценка устойчивости холерных вибрионов к замораживанию и хранению в за-
мороженном состоянии при -70 °с в присутствии криопротекторов. в работе представлены результаты хранения 
семи штаммов V. cholerae в течение трех лет в пяти защитных средах, содержащих в качестве криопротектора 
глицерин или лактозу (10, 20, 30 % водные растворы глицерина, мясопептонный бульон с 10 % глицерина, среда 
с 15 % лактозы и 3 % желатина). показано, что гибель холерных вибрионов происходит при замораживании-
размораживании образцов и их хранении. после трех лет консервации количество живых клеток уменьшилось во 
всех средах, но в разной степени. наиболее высокая выживаемость холерных вибрионов после замораживания-
размораживания и хранения в замороженном состоянии по используемому протоколу отмечена в лактозо-
желатиновой среде. при использовании в качестве протективной среды водного раствора глицерина оптималь-
ной является концентрация криопротектора 20 %. после трех лет хранения при -70 °с все штаммы, независимо 
от состава защитной среды, сохранили основные диагностически значимые фенотипические признаки. таким 
образом, холерные вибрионы могут быть сохранены без пересевов в течение трех лет (срок наблюдения) без из-
менения основных диагностических признаков во всех тестируемых защитных средах при -70 °с. 

Ключевые слова: холерные вибрионы, замораживание, низкотемпературная консервация, криопротекторы, 
жизнеспособность.

I.V.Gracheva, A.V.Osin

Low-temperature Conservation of Collection Cholera Vibrio strains
Russian Research Anti-Plague Institute “Microbe”, Saratov, Russian Federation

Objective of the study is to evaluate cholera vibrio resistance to freezing and freeze preservation at -70 °C in the presence of 
cryoprotectors. The study outlines the results of storage of seven different V. cholerae strains within three-years term in the protective 
media containing glycerin or lactose (10, 20, 30 % aquatic solutions of glycerin, meat-peptone broth with 10 % of glycerin, a medium 
with 15 % of lactose and 3 % of gelatin) as cryoprotectors. Demonstrated is the fact that cholera vibrio death occurs during freezing-
refreezing procedure and preservation of samples. After three-year conservation the numbers of living cells decrease in all types of 
media, but to different extent. The highest survival rate in cholera vibrios after freezing-refreezing procedure and freeze preservation 
in accordance with applicable protocols is observed in lactose-gelatin medium. When using aquatic solution of glycerin as protective 
medium, optimum turns out to be the cryoprotector concentration equal to 20 %. After three-year preservation at -70 °C all the strains, 
irrespective of the protective medium composition, retain their basic diagnostically significant phenotypic characteristics. Thus, chol-
era vibrios can be conserved free from subcultures within three-year term (period of observation) without alterations to their basic 
diagnostic properties in all tested protective media but at -70 °C.

Key words: cholera vibrios, freezing, low-temperature conservation, cryoprotectors, survivability. 
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материалы и методы

в работе использованы 7 штаммов Vibrio cho-
lerae о1 серогруппы: 569в классического биовара и 6 
штаммов биовара эльтор (мак757, м-888, м-1286, 
м-1351, м-1425, м-1430). до проведения экспери-
ментов штаммы хранились в лиофилизированном 
состоянии в течение 5–45 лет. 

для приготовления клеточных суспензий штам-
мы выращивали на скошенном во флаконах мясопеп-
тонном агаре рн 7,6 (75 мл) при 37 °с в течение 18–
20 ч до стационарной фазы. культуру смывали 2 мл 
защитной среды, взвесь с концентрацией n∙1010 раз-
ливали в 4 криопробирки (Greiner bio-one, германия). 
после 30 мин экспозиции при комнатной темпера-
туре пробирки помещали в низкотемпературный 
холодильник на -70 °с (Haier DW-86L288, япония). 
одну пробирку использовали для изучения влияния 
состава среды на устойчивость холерных вибрионов 
к замораживанию-оттаиванию, остальные три – для 
определения количества живых клеток через 12, 24, 
36 месяцев хранения. взвесь размораживали при 
комнатной температуре в течение 15–20 мин до пол-
ного оттаивания содержимого пробирок. 

в качестве защитных сред использовали 10, 
20, 30 % водный раствор глицерина (AppLichem, 
германия), мясопептонный бульон (мпб) с 10 % гли-
церина, лактозо-желатиновую среду (среда лж, 15 % 
лактозы моногидрат, HiMedia индия, 3 % желатина, 
AppliChem, германия). 

в качестве критерия устойчивости холерных ви-
брионов к замораживанию и хранению в заморожен-
ном состоянии использовали выраженный в lg по-
казатель кое/мл – количество клеток, способных к 
формированию колоний при высеве на питательную 
среду сразу после замораживания и через определен-
ные периоды хранения, который определяли методом 
десятикратных разведений взвеси в 0,9 % растворе 
натрия хлорида. статистическую обработку данных 
проводили с использованием t-критерия стьюдента.

диагностически значимые фенотипические при-
знаки – серологические свойства, чувствительность 
к диагностическим холерным фагам, биохимическую 
активность – изучали в соответствии с методически-
ми указаниями по лабораторной диагностике холеры 
[1]. уровень продукции гемолизина оценивали мето-
дом посева изолированных колоний на пластины пи-
тательного агара с 3 % отмытых эритроцитов барана.

результаты и обсуждение

устойчивость микроорганизмов к заморажи-
ванию зависит от комплекса факторов, в том чис-
ле от биологических особенностей вида [3, 8, 9]. 
устойчивость холерных вибрионов к заморажива-
нию и хранению в замороженном состоянии при 
-70 °с оценивали на модели двух штаммов V. cho-
lerae м-888 и м-1425. на первом этапе работы клет-
ки замораживали в трех средах разного состава, со-

держащих в качестве криопротектора глицерин или 
лактозу. 10 % водный раствор глицерина – наиболее 
распространенный состав для хранения бактериаль-
ных клеток при субнулевых температурах. для мно-
гих патогенных бактерий криозащитные свойства 
ростовых питательных сред с глицерином выше, чем 
водных растворов криопротектора аналогичной кон-
центрации [6]. среда лж успешно используется в 
нашей лаборатории для высушивания холерных ви-
брионов из замороженного состояния. 

после однократного замораживания клеток 
V. cholerae м-888 и м-1425 в защитных средах мы 
не отметили статистически достоверного снижения 
показателя кое/мл по сравнению с контролем (до 
замораживания). при повторном замораживании на-
блюдалась гибель клеток в 10 % глицерине и мпб 
с 10 % глицерина (рис. 1). значение кое/мл оста-
валось практически неизменным после трех циклов 
замораживания-оттаивания холерных вибрионов в 
среде лж (P<0,05). в то же время однократное замо-
раживание в дистиллированной воде привело к сни-
жению концентрации клеток на 0,46–0,8 lg кое/мл 
в зависимости от штамма, в 0,9 % растворе натрия 
хлорида – к гибели практически всей популяции.

таким образом, все использованные протектив-
ные составы защищали клетки холерных вибрионов 
от летальных криоповреждений, основной причиной 
которых при низкой скорости охлаждения, использо-
ванной в работе, согласно наиболее признанной се-
годня гипотезе «влияния растворов» является холо-
довой осмотический шок [8]. наиболее эффективной 
из использованных является среда лж, трехкратное 
замораживание клеток в которой не приводило к ста-
тистически достоверному снижению концентрации 
холерных вибрионов. 

считается, что хранение при температурах ниже 
-120 °с, например, в жидком азоте или парах жид-
кого азота, позволяет сохранять клетки в течение 
неограниченно долгого периода, хотя срок наблю-
дения ограничен несколькими десятилетиями. при 
температурах ниже криогенных полностью прекра-
щается движение молекул и останавливаются все хи-
мические реакции. гибель клеток происходит только 
при их замораживании и размораживании [3, 8]. при 
субнулевых температурах выше криогенных инакти-
вация клеток может происходить не только на этапах 
замораживания и оттаивания, но и при хранении, а 

рис. 1. устойчивость V. cholerae м-888 к повторным циклам 
замораживания-оттаивания 
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уровень снижения жизнеспособности зависит от 
температуры хранения [5, 7]. 

количество живых клеток холерных вибрионов 
в пробах определяли через 1 день, 12, 24, 36 месяцев 
хранения, используя каждый раз новую криопробир-
ку, поэтому показатель кое/мл характеризовал вы-
живаемость холерных вибрионов после одного цикла 
замораживания-оттаивания. в течение трех лет хра-
нения количество живых клеток снизилось во всех 
трех средах, но в разной степени (рис. 2, 3). наиболее 
интенсивная гибель холерных вибрионов зарегистри-
рована при хранении в 10 % водном растворе глицери-
на. через год концентрация клеток V. cho lerae м-888 
уменьшилась на 1 lg кое/мл, через два года – на 
1,8 lg кое/мл, через три – на 2,66 lg кое/мл. за три 
года хранения количество живых клеток V. cholerae 
м-888 в мпб с глицерином и среде лж снизилось 
на 0,71 и 0,52 lg кое/мл соответственно. результаты 
тестирования жизнеспособности V. cho lerae м-1425 
при хранении в защитных средах были аналогичными 
(рис. 3). концентрация живых клеток после трех лет 
хранения в 10 % глицерине, мпб с 10 % глицерина, 
среде лж уменьшился на 2,58, 1,15, 0,46 lg кое/мл 
соответственно.

после трех лет хранения в среде с наиболее 
низкими защитными свойствами – 10 % глицерине 
количество живых клеток оставалось достаточным 
для восстановления культур. показатель кое/мл для 
V. cholerae м-888 и м-1425 в абсолютном значении 
составил 1,1∙108 и 1,2∙108 кое/мл соответственно 
после одного цикла замораживания-оттаивания и 
1,8∙104 и 3,5∙104 кое/мл после 15 циклов при началь-
ной концентрации 4,1∙1010 и 3,2∙1010 кое/мл. 

несмотря на то, что сразу после консервации в 
среде лж клетки холерных вибрионов устойчивы 
к повторным циклам замораживания-оттаивания, и 
трехкратное замораживание не приводит к статисти-
чески достоверному снижению концентрации, после 
3 лет хранения количество живых клеток в пробах по-
сле одного и 15 циклов замораживания существенно 
отличалось. значение кое/мл для V. cholerae м-888 
после 1 и 15 циклов замораживания–оттаивания – 
1,3∙1010 и 1,1∙109. аналогичные показатели для V. cho-
lerae м-1425 – 1,3∙1010 и 8,4∙108. результаты показыва-
ют, что повторное замораживание повышает чувстви-
тельность клеток к криоповреждающим факторам. 

жизнеспособность клеток после замораживания 

и хранения зависит не только от вида криопротектора, 
но и от его концентрации [6, 7]. увеличение концен-
трации криопротектора изменяет осмотическое дав-
ление среды, ее вязкость при охлаждении, что влияет 
на степень дегидратации клетки до замораживания, 
температуру эвтектики или стеклоперехода, количе-
ство образующегося льда, его структуру. 

наиболее низкие защитные свойства при хране-
нии холерных вибрионов показал 10 % глицерин. мы 
сравнили динамику гибели клеток V. cholerae м-888 в 
защитных средах с концентрацией глицерина 10, 20, 
30 %. увеличение концентрации глицерина до 20 % 
привело к повышению выживаемости холерных вибри-
онов при хранении в замороженном состоянии и устой-
чивости клеток к повторным циклам замораживания-
оттаивания (рис. 1). количество живых клеток после 
двух лет хранения в 20 % растворе глицерина сни-
зилось на 0,4 lg кое/мл. аналогичный показатель 
для 10 % глицерина – 1,8 lg кое/мл. выживаемость 
клеток в 20 % глицерине через 2 года хранения была 
ниже, чем в среде лж, но сравнима с мпб с 10 % 
глицерина (снижение на 0,11 и 0,5 lg кое/мл соот-
ветственно). увеличение концентрации глицерина 
до 30 % не приводило к дальнейшему повышению 
выживаемости при хранении. таким образом, опти-
мальной для консервации холерных вибрионов по 
использованному протоколу является концентрация 
глицерина в среде 20 %.

после хранения при субнулевых температурах 
у первых генераций культур отмечается удлинение 
лаг-фазы, что связывают с протеканием в клетках 
репаративных процессов [3]. в литературе описана 
повышенная продукция клетками после разморажи-
вания антибиотиков, ферментов [3].

мы изучили основные диагностически значи-
мые свойства холерных вибрионов через день после 
замораживания и после 3 лет хранения в заморо-
женном состоянии. популяции всех 7 штаммов, за-
ложенных на хранение, были морфологически одно-
родны, состояли из колоний только исходного фено-
типа, в отличие от культур, хранившихся в течение 
года в 0,4 % агаре. все штаммы, независимо от со-
става защитной среды, сохранили характерную для 
них биохимическую активность, чувствительность к 
диагностическим фагам, серологические свойства. у 
одного штамма выявлено изменение гемолитической 
активности после первого замораживания независи-

рис. 2. динамика гибели V. cholerae м-888  в условиях хранения 
при -70 °с

рис. 3. динамика гибели V. cholerae м-1425 в условиях хранения 
при -70 °с
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мо от состава использованной защитной среды и вре-
мени хранения.

холерные вибрионы эльтор в отличие от пред-
ставителей классического биовара лизируют эритро-
циты барана при росте на плотной питательной сре-
де с кровью, что является одним из тестов дифферен-
циации двух биоваров. отсутствие гемолитической 
активности у представителей классического биовара 
связано с протяженной делецией в гене hlyа [4]. из 
заложенных на хранение штаммов вибрионов эльтор 
4 лизировали эритроциты (зоны лизиса 0,15–0,4 см в 
зависимости от штамма), один штамм (мак757) не 
лизировал эритроциты. при росте V. cholerae м-888 
на агаре лизис эритроцитов наблюдается непосред-
ственно под колонией. 

после замораживания и трех лет хранения все 
штаммы, за исключением V. cholerae м-888, сохра-
нили исходную гемолитическую активность, их по-
пуляции однородны по уровню регистрируемой про-
дукции гемолизина. в популяции V. cholerae м-888 
после первого замораживания появляются клоны с 
зоной гемолиза 0,2–0,25 cм, что указывает на увели-
чение секреции или продукции гемолизина. мы пред-
полагаем, что данный факт может быть связан с на-
рушением избирательной проницаемости клеточных 
мембран после размораживания вследствие измене-
ния фазового состояния мембранных липидов [11]. 
повышенная проницаемость мембран некоторых 
клеток может быть причиной повышенной секреции 
продуцируемого клеткой гемолизина. стабильность 
данного признака у штамма V. cho le rae мак757, ве-
роятно, связана с генетическими изменениями, поэ-
тому нарушение проницаемости мембран не влияет 
на результаты теста.

результаты нашего исследования показывают, 
что холерные вибрионы устойчивы к замораживанию 
и хранению в замороженном состоянии при -70 °с в 
присутствии криопротекторов. они могут быть со-
хранены без дополнительных пересевов в течение 
трех лет (срок наблюдения) без изменения основ-
ных диагностических признаков во всех тестируе-
мых защитных средах. снижение концентрации жи-
вых клеток в пробах происходит не только на этапе 
замораживания-размораживания клеточных суспен-
зий, но и при хранении. наиболее высокая выживае-
мость холерных вибрионов после замораживания–
размораживания и хранения в замороженном состоя-
нии отмечена в лактозо-желатиновой среде. при ис-
пользовании в качестве протективной среды водного 
раствора глицерина оптимальной является концен-
трация криопротектора 20 %. 
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в 2014 г. на территории горно-алтайского вы-
сокогорного природного очага чумы в кош-агачском 
районе республики алтай зарегистрирован случай 
заболевания человека чумой.

распоряжением руководителя Федеральной 
службы по надзору в сфере защиты прав потреби-
телей и благополучия человека задачи по оказанию 
консультативно-методической и практической помо-

удк 616.98:579.842.22
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ЗаБоЛеВание ЧеЛоВеКа ЧУМоЙ  
В Горно-аЛТаЙСКоМ ВЫСоКоГорноМ ПриродноМ оЧаГе В 2014 г.  

СооБЩение 2. оСоБенноСТи ЛаБораТорноЙ диаГноСТиКи  
и МоЛеКУЛЯрно-ГенеТиЧеСКаЯ ХараКТериСТиКа ВЫдеЛеннЫХ ШТаММоВ
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лабораторную диагностику чумы осуществляли в соответствии с действующими нормативно-методическими 
документами. особенностью стало проведение диагностических исследований на фоне лечения антибактериаль-
ными препаратами, обладающими выраженной активностью в отношении грамотрицательных бактерий, в том 
числе возбудителя чумы (цефтриаксон, ципролет, амикацин). исследования показали, что в условиях антибио-
тикотерапии на ранних этапах заболевания наиболее эффективным методом лабораторной диагностики чумы 
является пцр, что позволяет на основании результатов этого метода осуществлять постановку не только предва-
рительного, но и окончательного диагноза у больного. с помощью методов молекулярно-генетического анализа 
(пцр, мультилокусный VNTR-анализ, мультилокусное и полногеномное секвенирование) получена генетическая 
характеристика штаммов, выделенных от больного и сурка, изъятого на дому у больного, которые отнесены к 
античному биовару основного подвида возбудителя чумы. на основе филогенетического анализа установлено их 
близкое родство штамму Y. pestis основного подвида, изолированному в этом же очаге в 2012 г., а также штаммам 
из монгольского алтая и тувинского горного очага.

Ключевые слова: чума, возбудитель чумы, основной и неосновные подвиды Y. pestis, лабораторная диагности-
ка, молекулярно-генетический анализ.
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Infection of an Individual with Plague in the Gorno-Altaisk High-Mountain Natural Focus in 2014. 
Communication 2. Peculiarities of Laboratory Diagnostics and Molecular-Genetic Characterization  
of the Isolated strains
1Russian Research Anti-Plague Institute “Microbe”, Saratov, Russian Federation; 2Federal Service for Surveillance  
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Laboratory diagnostics of plague was carried out in compliance with valid operational guidelines and regulations. But its peculiar-
ity consisted in the performance of diagnostic investigations secondary to antimicrobial therapy with application of preparations char-
acterized by the expressed activity towards gram-negative microorganisms, including the agent of plague (ceftriaxone, ciprolet, and 
amikacin). The studies revealed that under antibiotic treatment during the early phase of infection the most effective method for the 
laboratory plague diagnostics was PCR. Based on the results of the assay it was possible to establish not only provisional, but also the 
final diagnosis in a patient. Obtained was genetic characteristics of the strains isolated from the patient and the marmot, withdrawn at 
the patient’s place, using techniques of molecular-genetic analysis, in particular PCR, multilocus VNTR, and multilocus and genome-
wide sequencing. Thereupon the strains were attributed to antique biovar of the main subspecies of plague agent. In addition, close 
relation to Y. pestis of the main subspecies isolated in the same focus in 2012 and to the strains from Mongolian Altai and Tuvinian 
mountain focus was determined based on phylogenetic analysis of the isolates. 

Key words: plague, plague agent, main and non-main subspecies of Y. pestis, laboratory diagnostics, molecular-genetic analysis. 
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щи по проведению лабораторной диагностики чумы, 
а также изучению выделенных штаммов (в том чис-
ле их полногеномное секвенирование) были возло-
жены на референс центр по чуме Фкуз роснипчи 
«микроб». 

12 сентября 2014 г. врач-инфекционист кош-
агач ской црб поставила больному а. предваритель-
ный диагноз «подмышечный лимфаденит не ясной 
этиологии слева. туляремия, бубонная форма? чума, 
бубонная форма?» [6]. для проведения лабораторных 
исследований на наличие возбудителей особо опас-
ных инфекционных болезней в присутствии специа-
листа Фкуз «алтайская пчс» с соблюдением требо-
ваний нормативно-методи че ских документов произ-
веден забор материала от больного: кровь, содержи-
мое бубона, мокрота, моча. отбор проб осуществлен 
на фоне антибактериальной терапии препаратами 
широкого спектра противомикробного действия, об-
ладающими выраженной активностью в отношении 
грамотрицательных бактерий, в том числе возбуди-
теля чумы (цефтриаксон назначен с 09.09.14 г., ци-
пролет – с 11.09.14 г. и амикацин – с 12.09.14 г.). при 
заборе материала определено: в содержимом бубона 
гноя нет, моча прозрачная.

для проведения диагностических исследований 
материал доставлен в лабораторию ташантинского 
эпидотряда. в соответствии с действующими 
нормативно-методическими документами, регламен-
тирующими проведение лабораторной диагностики 
чумы и туляремии, осуществлен посев проб исследу-
емого материала на плотные и жидкие питательные 
среды (питательная среда для культивирования чум-
ного микроба (чпс) и бульон хоттингера (рн 7,2) 
с добавлением гемолизированной крови, FT-агар); 
произведены бактериоскопия мазков, окрашенных 
по граму, заражение биопробных животных (по 2 бе-
лые мыши от каждого образца материала п/к и в/бр); 
выполнена постановка серологических реакций, на-
правленных на поиск антигена чумного и туляремий-
ного микробов (рнга/рнат) и антител к чумному и 
туляремийному микробам (рнга/рнаг) [9]. 

при проведении серологических исследований с 
использованием антигенных и иммуноглобулиновых 
эритроцитарных диагностикумов получен отрица-
тельный результат. в мазках клеток с морфологией, 
типичной для чумного и туляремийного микробов, 
не обнаружено. при просмотре посевов нативного 
материала на агаровых пластинках через 24 и 48 ч 
рост колоний, характерных для чумы и туляремии, 
не обнаружен. все биопробные животные живы. 

в условиях сложившейся ситуации полученные 
результаты вполне объяснимы. раннее назначение 
антибиотиков изменяет свойственный чуме сим-
птомокомплекс и затрудняет в дальнейшем не толь-
ко клинический, но и бактериологический анализ. 
лечение антибиотиками приводит к быстрому купи-
рованию инфекционного процесса и освобождению 
организма от возбудителя [2]. установлено депрес-
сивное влияние антибактериальных препаратов на 

иммунную систему. согласно литературным дан-
ным, своевременно начатое лечение антибиотиками 
зараженных животных препятствовало накоплению 
возбудителя в организме до пороговых концентра-
ций, что снижало возможности как серологической, 
так и бактериологической диагностики. у животных, 
исследованных сразу после трехдневного лечения 
антибиотиками и в последующие сроки, выделить 
культуру чумного микроба не удавалось, антиген в 
серологических реакциях не определялся. для про-
ведения экспресс-диагностики (пцр, мФа, рнга), 
бактериологических исследований и постановки 
биологической пробы часть клинического материала 
13.09.2014 г. в 7.00 ч была направлена автотранспор-
том с сопровождающими лицами в стационарную 
лабораторию алтайской пчс. в 19.00 в содержимом 
бубона методом пцр выявлена днк чумного микро-
ба, единичные клетки со свечением на 4+ обнаруже-
ны в мазке пунктата бубона, окрашенном чумными 
флуоресцирующими иммуноглобулинами. в моче, 
крови, мокроте больного маркеров чумного микро-
ба не обнаружено. результаты исследований на ту-
ляремию отрицательные. по результатам индикации 
методами мФа через 2 ч и пцр через 6 ч от начала 
исследования выдан предварительный ответ о нали-
чии в материале от больного антигена и днк возбу-
дителя чумы. 

дальнейшие исследования проводили согласно 
схеме исследования клинического материала на чуму 
в соответствии с методическими указаниями по ор-
ганизации и проведению лабораторной диагностики 
чумы в лабораториях территориального, региональ-
ного и федерального уровней. с учетом особенно-
стей, при которых осуществлен забор материала от 
больного, для повышения эффективности выделения 
культуры возбудителя использовали плотные и жид-
кие питательные среды, куда в качестве стимулято-
ра роста добавляли гемолизированную кровь: чпс 
(производитель гнц пмб, оболенск); агар и бульон 
хоттингера, рн 7,2 (ницФ, санкт-петербург); сре-
да для культивирования чумного микроба (Фкуз 
иркутский нипчи). плотные питательные среды 
дополнительно обработали чумной антифаговой сы-
вороткой.

для снижения резистентности у животных при 
постановке биологической пробы на белых мы-
шах на первом этапе применяли куриный желток, а 
при проведении слепых пассажей – гидрокортизон. 
поэтапное исследование биопробных животных 
также использовали для повышения эффективности 
биологического метода. 

наблюдение за животными и просмотр посевов 
осуществляли ежедневно. через 48 ч бульоны с посе-
вами нативного материала дополнительно исследо-
вали методами ихA, мФа и пцр. положительный 
результат получен только при использовании пцр. 
днк возбудителя чумы выявлена в бульоне с по-
севом пунктата бубона. вероятно, это обусловлено 
низкой концентрацией возбудителя в пробе, значи-
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тельно ниже предельных концентраций, выявляемых 
в иха и мФа.

в период всего хода исследований пцр приме-
няли на различных этапах лабораторной диагности-
ки: использовали для идентификации при выявлении 
подозрительных колоний, контроля роста бульонных 
культур, исследований суспензий органов биопроб-
ных животных, в том числе при осуществлении сле-
пых пассажей. полученные результаты убедительно 
указывали на наличие маркеров возбудителя чумы 
только в материале из бубона.

18.09.2014 г. на 6-е сутки от начала исследова-
ния специалистами эпидотряда с высева со среды на-
копления (бульон с посевом пунктата бубона) выде-
лена культура чумного микроба от больного. следует 
отметить, что выделить культуру удалось и от био-
пробных животных, но только на 13-е сутки после 
третьего пассажа суспензии органов белой мыши, за-
раженной пунктатом бубона (с предварительной пре-
медикацией гидрокортизоном – 5 мг в объеме 0,3 мл 
подкожно в область бедра). также 18.09.2014 г. пря-
мым посевом культура чумного микроба выделена 
из подчелюстного лимфатического узла от одного 
из трех сурков, изъятых на дому у больного. сурки 
были добыты в ур. сербисту. для установления под-
видовой принадлежности культур проведено опреде-
ление их ферментативной активности.

19.09.2014 г. выделенные культуры, объекты с 
посевами от больного и сурков, а также кровь боль-
ного, взятая повторно, направлены в лабораторию 
алтайской пчс для проведения расширенной иден-
тификации, в том числе с использованием методов 
молекулярно-генетического анализа. кроме того, 
для исследования подготовлены суспензии органов 
умерщвленных на 6-е сутки биопробных животных, 
зараженных в лаборатории алтайской пчс натив-
ным материалом пунктата бубона, кровью, мочой, 
мокротой. 

при проведении диагностических исследова-
ний указанного материала получены следующие 
результаты.

методом пцр с тест-системами «ген Y. pestis 
индентификация – ргФ» (Фкуз роснипчи 
«мик роб») и «амплисенс Y. pestis – FL» (ооо 
«интерлабсервис») днк возбудителя чумы выявле-
на в бактериальных суспензиях выделенных культур; 
в бульоне с посевом пунктата бубона; в бульоне с по-
севами суспензий органов от одного сурка, изъятого 
у больного; в суспензии органов умерщвленной бе-
лой мыши, зараженной подкожно пунктатом бубона. 
при исследовании остальных проб получены отри-
цательные результаты.

методом пцр с экспериментальным набором 
праймеров yp2769ms06 иркутского нипчи для 
дифференциации основного и алтайского подвидов 
возбудителя чумы культуры, выделенные от боль-
ного и сурка, предварительно идентифицированы 
как основной подвид. мФа подтверждено наличие 
синтеза капсульного антигена (Ф1) в культурах вы-

деленных штаммов возбудителя чумы. в мазках из 
культур, окрашенных по граму, выявлены грамотри-
цательные палочки.

при исследовании методом иФа и в рнга пар-
ных сывороток крови больного, взятых 12.09.2014 и 
19.09.2014 гг., установлено: с первой сывороткой от 
12.09.2014 г. получены отрицательные результаты; 
в сыворотке крови больного, взятой 19.09.2014 г., 
выявлены антитела в титрах 1:200 (в рнга с анти-
генным эритроцитарным диагностикумом, произ-
водства республики казахстан) и 1:80 (в иФа с тест-
системой «иФа–ат–Ф1 Yersinia pestis», производ-
ства Фкуз роснипчи «микроб»), что указывает на 
наличие сероконверсии и свидетельствует о форми-
ровании иммунного ответа к возбудителю чумы.

 по результатам идентификации штаммы, вы-
деленные от больного и сурка, изъятого на дому 
у больного, обладают типичными для основного 
подвида (Yersinia pestis ssp. рestis) культурально-
мор фо логическими свойствами, лизируются цель-
ными псевдотуберкулезным, чумными л413«с» и 
покровской бактериофагами. Штаммы ферментиру-
ют арабинозу, глицерин, не разлагают рамнозу, ме-
либиозу, лактозу, сахарозу, дульцит, сорбит, инозит, 
восстанавливают нитраты в нитриты, не обладают 
уреазной активностью, неподвижны. 100 % клеток 
сорбируют гемин на среде джексона-берроуза, обла-
дают фибринолизин-пестицин-плазмокоагулазной 
активностью, продуцируют капсульный антиген Ф1. 
установлено наличие четырех плазмид, три из кото-
рых (pYP, pYV, pYT) являются типичными для воз-
будителя чумы, и дополнительной плазмиды pTP33, 
характерной для штаммов Y. pestis из тувинского 
горного очага чумы и участков монгольского алтая 
[1], а также хромосомной области пигментации 
(ybt, pgm), что свидетельствует о вирулентности 
штаммов. 

Штаммы чувствительны к антибактериальным 
препаратам: амикацину, гентамицину, доксицикли-
ну, ко-тримоксазолу, офлоксацину, рифампицину, 
тобрамицину, цефтриаксону, пенициллину G, поли-
миксину, тетрациклину, канамицину, стрептомицину, 
ципрофлоксацину, ампициллину, цефотаксиму.

по результатам лабораторных исследований 
на основании выделения культуры от больного и ее 
идентификации как Yersinia pestis ssp. рestis, а также 
наличия сероконверсии подтвержден клинический 
диагноз «бубонная чума». 

кроме материала от больного, в лабораториях 
алтайской пчс и эпидотряда были проведены ис-
следования бактериологическим, серологическими 
и/или молекулярно-генетическими методами мате-
риала от контактных лиц, тушек сурков, изъятых у 
населения, а также грызунов и эктопаразитов, добы-
тых в ходе эпизоотологического мониторинга участ-
ков сербисту, ирбисту, кок-озек, курайского хребта 
горно-алтайского высокогорного природного очага 
чумы [6, 10]. 18.09.2014 г., одновременно со штамма-
ми от больного и сурка, выделена культура Y. pestis 
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от блох Рaradoxopsyllus scorodumovi (4 экз.), собран-
ных из входов нор монгольской пищухи при прове-
дении эпизоотологического обследования террито-
рии ур. «сербисту». выделенный штамм по своим 
культурально-морфологическим свойствам и био-
химической активности относится к неосновному 
алтайскому подвиду (Yersinia pestis ssp. аltaica) чум-
ного микроба: не ферментирует арабинозу, лактозу, 
сахарозу, дульцит, сорбит, инозит, не восстанавлива-
ет нитраты в нитриты, ферментирует глицерин, рам-
нозу, ксилозу, мелибиозу, глюкозу, мальтозу, маннит, 
не обладает уреазной активностью. по результатам 
молекулярно-генетического анализа штамм имеет 
три плазмиды (pYP, pYV, pYT). методом пцр с экс-
периментальным набором праймеров yp2769ms06 
иркутского нипчи культура возбудителя чумы от 
блох монгольской пищухи также идентифицирована 
как алтайский подвид. 

полученные результаты и проведенные иссле-
дования позволяют сделать вывод о том, что в усло-
виях антибиотикотерапии наиболее эффективным 
методом лабораторной диагностики чумы является 
пцр, и в определенных условиях (наличие характер-
ных клинических проявлений, эпидемиологическо-
го анамнеза) на основании результатов этого мето-
да может быть установлен окончательный диагноз. 
последнее требует решения вопроса о внесении 

соответствующих изменений в нормативно-мето ди-
ческие документы, регламентирующие проведение 
лабораторной диагностики чумы.

использование зарегистрированных пцр-тест-
систем в лабораторной диагностике чумы уже на эта-
пе индикации позволяет установить видовую принад-
лежность возбудителя, но не дифференцирует подви-
ды, что в конкретных условиях оказалось важным. 
следовательно, необходима разработка и внедрение 
в практику простых и надежных диагностических 
препаратов для осуществления подвидовой диффе-
ренциации возбудителя чумы, которые могут быть 
использованы в лабораториях регионального уровня 
(противочумные станции) еще на этапе индикации.

следующим этапом исследований было про-
ведение молекулярно-генетического анализа выде-
ленных в 2014 г. в горно-алтайском высокогорном 
природном очаге чумы штаммов Y. pestis. Штаммам, 
выделенным от больного и сурка, присвоены номера 
Y. pestis 517 и Y. pestis 1530 соответственно, штамму 
от блох Р. sсorodumovi – Y. pestis 1313.

методом мультилокусного анализа по 25 VNTR 
локусам получены цифровые VNTR-профили штам-
мов, на основе которых с помощью базы данных 
BioNumerics (Applied Maths) проведено их филоге-
нетическое исследование (рис. 1). 

установлено, что штаммы Y. pestis 517 и Y. pestis 

рис. 1. Филогенетическое родство штаммов Y. pestis основного подвида (выделены рамкой), изолированных в 2012 и 2014 гг. в горно-
алтайском высокогорном очаге, со штаммами из тувинского горного очага и монголии по результатам VNTR25-анализа
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1530 имеют полностью идентичные VNTR-профили, 
которые значительно отличаются от профиля штам-
ма Y. pestis 1313, изолированного в этот же период в 
очаге от блох Р. scorodumovi, а также от типичных 
штаммов Y. pestis, выделяемых в горно-алтайском 
высокогорном природном очаге чумы с 1961 г. по на-
стоящее время. 

Штаммы Y. pestis 517 и Y. pestis 1530 так же, как и 
выделенный в 2012 г. в этом природном очаге штамм 
основного подвида 1454, попали в одну группу со 
штаммами, изолированными в конце 80-х годов на 
территории хуух-сэрх-мунх-хайрхаан природного 
очага чумы (дэлуун-сомон баян-ульгийского айма-
ка монголии), что является свидетельством близкого 
филогенетического родства этих штаммов (рис. 1).

дальнейший молекулярно-генетический ана-
лиз штаммов Y. pestis 517, 1530 и 1313 проведен в 
референс-центре по мониторингу за возбудителем 
чумы и другими опасными инфекциями в роснипчи 
«микроб».

Молекулярно-генетический анализ выделенных 
штаммов Y. pestis методами ПЦР  
и мультилокусного секвенирования

определение подвидовой принадлежности вы-
деленных штаммов Y. pestis осуществляли в соответ-
ствии со стандартным алгоритмом молекулярного 
типирования возбудителя чумы [4]. для проведения 
анализа использовали экспериментальный набор 
праймеров, комплементарных нуклеотидным после-
довательностям генов terС, ilvN, inv, rhaS, araC, ssuA, 
melB, metB glpD, napA [3, 4, 5, 7, 8]. 

с помощью мультилокусной пцр с прайме-
рами на последовательность генов terС, ilvN и inv 
была проведена дифференциация исследуемых 
штаммов Y. pestis по их принадлежности к основ-
ному и неосновным подвидам возбудителя чумы. в 
результате штаммы Y. pestis 517 и 1530, полученные 
от больного и сурка, отнесены к основному подви-
ду Yersinia pestis ssp. рestis (рис. 2, а). в гене terС 
у них присутствует делеция в 89 п.н. (размер пцр-
фрагмента 300 п.н.), а в гене ilvN – делеция в 45 п.н. 
(размер пцр-фрагмента 515 п.н.). обе делеции явля-
ются маркерными для штаммов Y. pestis основного 
подвида. эти мутации отсутствуют в образце днк 
штамма Y. pestis 1313, выделенного от блох монголь-
ской пищухи, у которого гены terС и ilvN находятся 
в интактном cостоянии. размеры образуемых в пцр 
фрагментов днк штамма Y. pestis 1313 составили: 
terC – 389 п.н.; ilvN – 560 п.н. на основании получен-
ных результатов штамм Y. pestis, выделенный от блох 
монгольской пищухи, отнесен к неосновному подви-
ду. все три образца днк четко отличались от днк 
близкородственной возбудителю чумы бактерии Y. 
pseudotuberculosis по наличию вставки инсерцион-
ной последовательности IS1541 в гене inv (размер 
образуемого пцр-фрагмента у штаммов Y. pestis со-
ставляет 877 п.н, у Y. pseu dotu berculosis – 169 п.н.).

в монолокусной пцр с праймерами на межген-
ный участок YPO3333–YPO3332 установлено, что 
штамм Y. pestis 1313 от блох монгольсктй пищухи 
относится к алтайскому (неосновному) подвиду, по-
скольку в этом межгенном участке у него выявлена 
маркерная для штаммов алтайского подвида делеция 
размером 122 п.н., которая отсутствует у штаммов 
Y. pestis других подвидов (рис. 2, б). размер обра-
зуемого пцр-фрагмента составил у штамма Y. pestis 
1313 (как и у других штаммов алтайского подвида) 
90 п.н., у всех остальных подвидов он равен 212 п.н.

также для подтверждения принадлежности вы-
деленных штаммов Y. pestis 517 и 1530 к основному, 
а штамма 1313 к алтайскому подвидам проведено 
определение их генотипов на основе мультилокус-
ного секвенирования с использованием вариабель-
ности нуклеотидной последовательности генов 
дифференциальных биохимических признаков rhaS, 
araC, glpD, napA [4]. в результате установлено, что 
штаммы 517 и 1530 от больного и сурка имеют гено-
тип rhS1-arC1-np1-gpD1, характерный для штаммов 
основного подвида. гены имеют интактную структу-
ру за исключением гена rhaS, в позиции 671 которого 
присутствует нуклеотидная замена G→A, маркерная 
для штаммов основного подвида, и которая отсут-
ствует у штаммов неосновных подвидов и Y. pseudo-
tuberculosis. дополнительно на основе интактности 
генов glpD и napA установлена принадлежность 
штаммов 517 и 1530 основного подвида к антично-
му биовару возбудителя чумы. Штамм Y. pestis 1313 
от блох монгольской пищухи имеет характерный для 
алтайского подвида генотип rhS3-arC2-np3-gpD1 и 
содержит вставку единичного нуклеотида G после 
773 нуклеотида от начала гена araC при интактности 
других генов araC, glpD и napA. таким образом, ме-

рис. 2. пцр-анализ штаммов Y. pestis, выделенных в горно-
алтайском высокогорном очаге чумы в 2014 г.
А – дифференциация основного подвида Y. pestis от неосновных подвидов 
и от Y. pseudotuberculosis. Штаммы Y. pestis, основной подвид: 1 – и-3358 
(тувинский горный очаг), 2 – км932 (и-3223) (тувинский горный), 
5 – 1530 (горно-алтайский высокогорный), 6 – 517 (горно-алтайский 
высокогорный), 7 – и-3244 (баян-ульгийский аймак, монголия); алтай-
ский подвид (горно-алтайский высокогорный): 3 – км683 (и-2359), 4 – 
1313, 9 – и-2998, 8 – Y. pseudotuberculosis IV. Б – пцр-детекция штаммов 
Y. pestis алтайского подвида. алтайский подвид: 1 – км638 (и-2359), 
2 – 1313, 3 – и-2998; основной подвид: 4 – 1530, 5 –517, 6 – км932 
(и-3223)
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тодом мультилокусного секвенирования подтверж-
дена принадлежность штаммов Y. pestis 517 и 1530 
к основному подвиду, от блох монгольской пищухи 
Y. pestis 1313 – к алтайскому подвиду. 

у выделенных штаммов Y. pestis 517 и 1530 от-
носительно штамма 1313 выявлены отличия в ге-
нах, кодирующих другие фенотипические отличия 
(ферментация мелибиозы, редукция нитратов, пи-
тательная потребность в аминокислоте метионине) 
(табл. 1) [3, 8].

для установления принадлежности штаммов 
517 и 1530, выделенных от больного и сурка, к кон-
кретной филогенетической линии основного подви-
да возбудителя чумы использован комплект экспе-
риментальных праймеров, выявляющих единичные 
нуклеотидные замены, маркерные для основных фи-
логенетических линий возбудителя чумы. в резуль-
тате проведенного анализа определена маркерная 
для филогенетической линии 4.ANT мутация – за-
мена единичного нуклеотида G→A позиции 124 гена 
YPO1418. это доказывает принадлежность выделен-
ных штаммов Y. pestis 517 и 1530 к линии 4.ANT, 
штаммы которой циркулируют в тувинском горном 
очаге и пограничном с горно-алтайским высокогор-
ным природным очагом районе монголии. 

таким образом, на основе комплексного гене-
тического анализа генов жизнеобеспечения – фер-
ментации сахаров (rhaS, araC, melB) и глицерина 
(glpD), редукции нитратов (napA, ssuA) и биосинтеза 
аминокислоты метионина (metB), а также маркерных 
мутаций различных филогенетических линий возбу-
дителя чумы установлено, что штаммы Y. pestis 517 
и 1530, выделенные от больного и сурка, относятся 
к штаммам античного биовара основного подвида 
линии 4.ANT. Штамм Y. pestis 1313 от блох монголь-
ской пищухи принадлежит к алтайскому подвиду.

Полногеномное секвенирование ДНК штаммов 
Y. pestis 517, 1530, 1313 и биоинформационный  

анализ полученных данных

секвенирование геномной днк осуществляли 
на платформе Ion PGM (Life Technologies) с исполь-
зованием набора реагентов, позволяющих получать 
длину прочтения единичного фрагмента днк около 

400 п.н. далее с использованием программы Newbler 
v. 2.6 (454 Life Sciences, Roche Diagnostics), единич-
ные прочтения собраны в контиги и аннотированы 
с использованием программы Prokka (http://www.
vicbioinformatics.com/software.prokka.shtml). 

при анализе полногеномных последователь-
ностей выделенных штаммов установлено, что во 
всех трех исследованных пробах присутствуют хро-
мосомная область пигментации (pgm), включающая 
hms оперон и остров высокой патогенности HPI с 
ybt локусом, гены pla и pst (плазмида pPst), caf и 
ymt (pFra), lcrV; yopM и yopN (pCad). таким обра-
зом, штаммы Y. pestis 517, 1530 и 1313 имеют набор 
основных генов, ассоциируемых с вирулентностью 
возбудителя чумы. 

для реконструкции филогенетических отноше-
ний проведено сравнение полученных нуклеотидных 
последовательностей днк полных геномов штам-
мов, выделенных от человека (Y. pestis 517) и сурка 
(Y. pestis 1530), от блох монгольской пищухи (Y. pes-
tis 1313), с раннее секвенированными нами геномами 
штаммов Y. pestis, выделенных на территориях при-
родных очагов чумы российской Федерации и со-
предельных стран, а также с геномами возбудителя 
чумы, представленными в международной базе дан-
ных NCBI GenBank, изолированными на территории 
монголии, китая, непала и сШа.

Филогенетический анализ методом сравне-
ния полиморфизма единичных нуклеотидов (Single 
Nucleotide Polymorphism – SNP) полученных черно-
вых (draft) геномов проводили с помощью программы 
Wombac (https://github.com/Victorian-Bioinformatics-
Consortium/wombac). суть филогенетического ана-
лиза заключалась в определении матрицы полимор-
физмов единичных нуклеотидов (SNPs) высокой сте-
пени достоверности у 46 геномов штаммов Y. pestis, 
относительно коровой части генома референтского 
штамма Y. pestis CO92. количество вариабельных 
позиций (SNPs) в данной матрице составило 2102. 
полученная матрица SNPs кластеризована с помо-
щью программного обеспечения BioNumerics v. 7.1 
(Applied Maths) с использованием алгоритма макси-
мальной экономии (Maximum parsimony tree).

анализ показал, что максимальное совпадение 
по матрице SNPs (99,9 %) нуклеотидные последо-
вательности днк полных геномов штаммов Y. pestis 
1530 и 517 имеют как между собой, так и с нуклео-
тидной последовательностью днк штамма Y. pestis 
1454, выделенного в 2012 г. на территории горно-
алтайского высокогорного природного очага чумы 
в ур. большие сары-гобо (рис. 3, группа № 37, 38 
и 39 соответственно). степень подобия в 98,5 % по 
матрице SNPs нуклеотидные последовательности 
этих штаммов показали со штаммом основного под-
вида Y. pestis MGJZ12 (NCBI GenBank), выделенного 
в сайлюгемском природном очаге чумы (район озер 
даян нур и халгашин нур) баян-ульгийского аймака 
монголии [13], который граничит с горно-алтайским 
высокогорным очагом чумы (рис. 3, № 36). 

Таблица 1

Генетические основы фенотипических отличий между штаммами 
основного и алтайского подвидов возбудителя чумы

Штамм Y. pestis
мутации в генах

rhaS 
(671*)

araC 
(773*)

melB 
(1231*)

ssuA 
(302*)

metB 
(988*)

517 (основной подвид), 
от больного

A – + IS285 – – G

1530 (основной подвид), 
от сурка

A – + IS285 – – G

1313 (алтайский подвид), 
от блох Р. sсorodumovi

G + G – + G –

* позиция вариабельного нуклеотида в гене.
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кроме того, нуклеотидные последовательности 
этих штаммов показали степень подобия в 98,1 % по 
матрице SNPs с последовательностью днк штамма 
основного подвида Y. pestis км932 из тувинского 
горного природного очага чумы, граничащего с 
горно-алтайским высокогорным природным очагом 
чумы на северо-востоке (рис. 3, № 35).

Штамм Y. pestis 1313 (алтайский подвид, изоли-
рован от блох монгольской пищухи в 2014 г.) имеет 
максимальное совпадение нуклеотидной последо-
вательности днк генома по матрице SNP (99,7 %) 
со штаммом алтайского подвида Y. pestis 2751-55 
(2012 г.) из горно-алтайского высокогорного природ-
ного очага чумы (рис. 3, № 9 и 8 соответственно).

согласно результатам проведенной кластери-
зации (рис. 3) анализируемые геномы 46 штаммов 
Y. pestis разделились на ряд групп, близких по на-
бору единичных точечных мутаций нуклеотидов. 
отдельный кластер сформировали три штамма 
Y. pestis основного подвида из горно-алтайского 
высокогорного очага – 1454, 1530, 517 и штаммы 
км932 из тувинского горного очага и MGJZ12 из 
баян-уль гий ского аймака монголии. ближайший к 
нему кластер состоит из других штаммов Y. pestis 
основного подвида, выделенных на территории 
монголии (рис.3, № 40–44). более удаленно распола-

гаются штаммы Y. pestis основного подвида из тянь-
Шаньских высокогорных очагов чумы (№ 45, 46), а 
так же китая и непала (рис. 3, № 29–34). остальные 
штаммы Y. pestis основного подвида также сформи-
ровали отдельные кластеры, представленные на ден-
дрограмме (рис. 3). как следует из этой дендрограм-
мы группа штаммов Y. pestis неосновных подвидов 
(№ 1–12) значительно удалена от кластеров штаммов 
основного подвида. Штамм Y. pestis 1313 (№ 9) рас-
положился в кластере штаммов алтайского подвида 
из горно-алтайского высокогорного очага (№ 8–11). 
он имеет максимальное подобие со штаммом Y. pestis 
2751-55 (№ 8), выделенным в 2012 г. в этом очаге. 

на основе сравнения геномов 46 использован-
ных штаммов Y. pestis выявлена 61 уникальная точеч-
ная мутация нуклеотидов в последовательности днк 
штаммов 1530, 517, 1454, MGJZ12 и км932, которая 
отличает их от всех представленных 229 геномов 
Y. pestis в NCBI GenBank и группы геномов Y. pestis, 
секвенированных нами ранее. из выделенной 61 
мутации 12 SNPs характерны только для штаммов 
Y. pestis 517, 1530 и 1454 (табл. 2); 9 SNPs – для штам-
мов Y. pestis 517, 1530, 1454 и MGJZ12; 13 SNPs – для 
штаммов Y. pestis 517, 1530, 1454, MGJZ12 и KM932; 
14 SNPs – для штамма Y. pestis MGJZ12 и 13 SNPs – 
для штамма Y. pestis KM932. найденные уникальные 

рис. 3. Филогенетическое родство выделен-
ных в 2014 г. в горно-алтайском высоко-
горном очаге штаммов Y. pestis со штамма-
ми из других природных очагов на основе 
анализа полиморфизмов единичных нукле-
отидов (SNPs)
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точечные мутации могут быть использованы для 
идентификации штаммов Y. pestis основного подви-
да из горно-алтайского высокогорного очага чумы 
и близких к ним штаммов Y. pestis из сопредельных 
территорий (табл. 2).

Штаммы основного подвида Y. pestis 1530, 517 и 
выделенный ранее 1454 имеют высокое подобие по 
структуре хромосомной области днк, а также одина-
ковый плазмидный состав (три основные плазмиды: 
pCD1 pMT1 pPCP1 и дополнительную pTP33), отли-
чающий их от всех ранее выделявшихся в очаге алтай-
ских штаммов Y. pestis, которые обладают типичным 
для возбудителя чумы набором из трех плазмид [2].

таким образом, на основании полученных с 
помощью методов пцр, мультилокусного VNTR-
анализа, мультилокусного и полногеномного секве-
нирования данных можно сделать вывод о принад-
лежности выделенных от больного и сурка штаммов 
Y. pestis (517 и 1530 соответственно) в 2014 г. в гор-
но-алтай ском высокогорном очаге чумы к основно-
му подвиду, а штамма Y. pestis 1313 от блох монголь-
ской пищухи – к алтайскому подвиду. проведенный 
филогенетический анализ полиморфизмов единич-
ных нуклеотидов (SNPs) коровой части геномов вы-
деленных штаммов Y. pestis 517 и 1530 основного 
подвида указывает на их максимальную близость 
штамму основного подвида Y. pestis 1454, выде-
ленному в 2012 г. на территории этого же очага 
чумы, а также штамму основного подвида Y. pestis 
MGJZ12 из баян-ульгийского аймака монголии. 
все эти штаммы относятся к филогенетической ли-
нии 4.ANT, которая не встречается в других регио-
нах мира. полученные молекулярно-генетические 
данные позволяют сделать обоснованное предпо-
ложение о том, что для всей территории Юго-вос-
точ ной области горного алтая характерна циркуля-
ция штаммов Y. pestis основного подвида античного 
биовара линии 4.ANT («тувинский вариант»). 
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Таблица 2

Уникальные точечные мутации нуклеотидов штаммов Y. pestis 517, 1530 и 1454 основного подвида,  
выделенных в Горно-алтайском высокогорном природном очаге

позиция по  
референс-штамму со92, 

п.н.
точечная мутация 

(SNP)
название (номер) штаммов Y. pestis область или ген,  

содержащие SNP517 1530 1454 MGJZ12 KM932

394234 с > A + + + - - перед YPO0379

928294 G > T + + + - - между YPO0847 и YPO0847

1484392 C > T + + + - - dacC (YPO1320)

1996447 C > T + + + - - YPO1751a

2057419 C > A + + + - - YPO1811

2092484 T > G + + + - - yecC (YPO1811)

3270727 G > A + + + - - murQ (YPO2925)

3362591 A > G + + + - - YPO3009

3495476 C > T + + + - - перед rpmE2

3693309 G > T + + + - - YPO3311

3718023 A > G + + + - - YPO3332

4339797 G > A + + + - - wzzE (YPO3865)
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в основной подвид возбудителя чумы входят 
штаммы Yersinia pestis с высокой и универсальной 
вирулентностью и высокой эпидемической значи-
мостью. на основании биохимических отличий и 
по историко-географическому принципу штаммы 
основного подвида делятся на античный, средневе-
ковый и восточный биовары, каждый из которых вы-
звал одну из трех прошедших в истории пандемий 
чумы. по результатам проведенного полногеномно-
го секвенирования ряда штаммов Y. pestis выделены 
три филогенетические линии основного подвида: 
древняя линия «0» и две ее производные «1» и «2». в 
эти филогенетические линии входят основные гено-
варианты античного (0.ANT, 1.ANT, 2.ANT), средне-
векового (2.MED) и восточного (1.ORI) биоваров [6, 
8]. выполненное недавно полногеномное секвениро-
вание штаммов Y. pestis из центрально-кавказского 
высокогорного и тувинского горного очагов, рас-
положенных в россии, позволило выделить еще два 
геноварианта штаммов средневекового (2.MED0) и 
античного (4.ANT) биоваров [3]. Штаммы геновари-
анта 4.ANT античного биовара были выявлены ранее 
и на территории монголии [7]. 

определение геноварианта штамма (и, следова-
тельно, его географического происхождения) важно 

для установления источника происхождения и ве-
роятных путей заноса инфекции, что требует разра-
ботки быстрых и надежных способов молекулярной 
идентификации геновариантов возбудителя чумы. 
целью этого исследования была разработка способа 
определения геновариантов штаммов Y. pestis основ-
ного подвида методом пцр с гибридизационно-
флуоресцентным учетом результатов. 

материалы и методы

в работе использовано 110 штаммов  
Y. pestis ос нов ного подвида, выделенных в природ-
ных очагах россии, в ближнем и дальнем зарубе-
жье (табл. 1). выделение днк штаммов Y. pestis 
выполняли стандартным методом в соответствии с 
му 1.3.2569-09 [4].

последовательности использованных прайме-
ров и зондов в формате TaqMan приведены в табл. 2. 
в качестве флуоресцентных красителей использова-
ли FAM и ROX красители, а гасителей флуоресцен-
ции – BHQ1 и BHQ2. условия проведения реакции 
были следующими: для мишеней «glpD» и «TUV» – 
1 цикл при 95 °с в течение 15 мин, затем 35 циклов 
при 95 °с 15 с, 60 °с 20 с, 72 °с 10 с; «med24» и 

удк 616.98:579.842.23
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циркулирующих в различных географических регионах. эффективность метода подтверждена при анализе 110 
штаммов Y. pestis, выделенных на территории россии, ближнего и дальнего зарубежья, в том числе 37 штаммов 
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«pCKF» – 1 цикл при 95 °с в течение 15 мин, затем 
35 циклов при 95 °с 20 с, 56 °с 40 с; «Cusφ» – 1 цикл 
при 95 °с в течение 15 мин, затем 35 циклов при 
95 °с 15 с, 60 °с 30 с, 72 °с 25 с; «70» – 1 цикл при 
95 °с в течение 15 мин, затем 35 циклов при 95 °с 
15 с, 60 °с 20 с, 72 °с 10 с. амплификацию днк 
осуществляли для каждой днк-мишени в отдельной 
реакции в амплификаторе Rotor-Gene 6000 (сorbett 
Research, австралия). на этапе отжига праймеров 
проводили учет флуоресценции, уровень порога рав-
нялся 0,05, специфичность реакции опре де ля лась 
значением Ct менее 31. результат обеспечивался про-
граммным измерением значения Ct графика кривой 
флуоресценции, что отобража лось в виде статуса ре-
акции («реакция» и «нет реакции»).

результаты и обсуждение

для разработки быстрого и надежного способа 
определения геновариантов основного подвида воз-
будителя чумы в пцр с гибридизационно-флуо рес-
центным учетом результатов проведен поиск эффек-
тивных днк мишеней, обеспечивающих выявление 
геновариантов античного (0.ANT, 1.ANT, 2.ANT, 
4.ANT), средневекового (2.MED, 2.MED0) и восточ-
ного (1.ORI) биоваров. ранее нами было установлено, 
что в геноме штаммов средневекового биовара между 
генами gcuT и visC после 3626562 нуклеотида присут-
ствует делеция размером 24 п.н., которая отсутствует 
у штаммов других биоваров [1]. для выявления штам-
мов средневекового биовара (геновариант 2.MED) в 
пцр с гибридизационно-флуоресцентным учетом ре-
зультатов на мишень «Med24» рассчитаны праймеры, 
фланкирующие делецию, и зонд в варианте TaqMan, 
комплементарный самому участку делеции (табл. 2). 
эффективность рассчитанных праймеров и зонда про-
верена на 110 использованных в этой работе штаммах 
основного подвида, в том числе на 35 штаммах средне-
векового биовара (табл. 1). у всех штаммов античного и 
восточного биоваров наблюдался положительный сиг-
нал амплификации, который отсутствовал у штаммов 
средневекового биоваров (рисунок, а). единственным 

исключением ока зались штаммы средневекового био-
вара из неко торых участков центрально-кавказского 
высо когорного очага чумы. эти штаммы отнесены 
нами ранее к геноварианту 2.MED0 на основе полно-
геномного секвенирования одного из них – Y. pestis 
с-627 [3]. Штаммы геноварианта 2.MED0 содержат 
уникальную криптическую плазмиду размером 5,4 
т.п.н., которая отсутствует у других штаммов Y. pestis 
[2, 5]. на основе впервые полученной полной нуклео-
тидной последовательности этой плазмиды выбран ее 
участок в позиции 3205–3332, который обозначен нами 
как мишень «pCKF», рассчитаны праймеры и зонд в 
формате TaqMan для специфической детекции штам-
мов средневекового биовара геноварианта 2.MED0 
(табл. 2). их эффективность проверена на использо-
ванных в этой работе штаммах основного подвида, 
включая 18 штаммов из центрально-кавказского вы-

Таблица 1

использованные в работе штаммы Y. pestis основного подвида и определение их геновариантов

Штаммы, происхождение, шт.
днк мишени, наличие сигнала в пцр

геновариант
cusφ 70 med24 pCKF glpD TUV+

античный биовар

высокогорные очаги тянь-Шаня – 15 штаммов – + + – + – 0.ANT

африка – 4 + + + – + – 1.ANT

забайкальский степной очаг – 8 – – + – + – 2.ANT

тувинский горный очаг, монголия – 10 – + + – + + 4.ANT

средневековый биовар

очаги прикаспия,  кавказа, средней азии – 35 – – – – + – 2.MED

центрально-кавказский высокогорный очаг – 18 – + + + + – 2.MED0

восточный биовар

вьетнам, сШа, европа  – 20 + + + – – – 1.ORI

Таблица 2

использованные в работе праймеры и зонды

днк-мишень последовательность 5’- 3’

сusφ-S AGCGTACTCACGCTAATG

сusφ-As TATGGCGGACAAACAGAG

сusφ-P FAM-CACTCGACTTATGAAGAACTGGCC-BHQ1

med24-S GCCAGTGTGTGTCTAAA

med24-As CAACATTCGTCGCAAAG

med24-P FAM-ACATTGTGCTGGACTCACAGCCCC-BHQ1

pCKF-S AACCGCCTAAGCACTTTAT

pCKF-As CGTCAGGAACTCAACGAA

pCKF-P FAM-ATCAGAGAGCATTTGAGCGGTTG-BHQ1

glpD-S CAAGGCTTCACTTACCAAG

glpD-As CAGAGGAAGGTAACATGGA

glpD-P FAM-TACCGACAGGCCACGCCCAG-BHQ1

TUV-S CGCCGCCCATTCCGATTTA

TUV-As TCTGGCTTCCCGTTCCTGC

TUV-P FAM-TGTGCTTATCAGGACAACCAGCACA-BHQ1

70-S AGCGTCGTTTCTGCATCG

70-As CGCCGATTCAGTGCAGAT

70-P ROX-CTGAGGGTTTCGCATAGCC-BHQ2
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сокогорного очага. положительный сигнал гибриди-
зации наблюдался в пцр только у штаммов геновари-
анта 2.MED0 и отсутствовал у штаммов геноварианта 
2.MED и других биоваров основного подвида, что 
свидетельствует о специфичности выбранной мише-
ни для детекции штаммов геноварианта 2.MED0 (ри-
сунок, б). использование в пцр праймеров и зондов 
на две днк-ми ше ни – «Med24» и «pCKF» обеспечи-
вает выявление всех штаммов средневекового биовара 
и их дифференциацию от штаммов других биоваров 
основного подвида.

для выявления геноварианта 1.ORI восточного 
биовара нами рассчитаны праймеры и зонд на из-
вестную генетическую метку штаммов этого био-
вара – делецию в 93 п.н. в гене глицерол-3-фосфат-
дегидрогеназы в позиции 19–111 от начала гена [9]. 
праймеры комплементарны последовательностям, 
фланкирующим делецию, а зонд комплементарен 
участку самой делеции (табл. 2). в пцр у всех 20 
использованных штаммов восточного биовара поло-
жительный сигнал гибридизации отсутствовал в от-
личие от штаммов других биоваров и подвидов.

Штаммы Y. pestis основного подвида, которые 
не содержат делеций в мишенях «Med24» и «glpD» 

и у которых отсутствует мишень «pCKF», относят-
ся к античному биовару. для разделения геновари-
антов штаммов античного биовара нами проведен 
поиск эффективных днк-мишеней на основе срав-
нительного анализа полногеномных последователь-
ностей штаммов этого биовара, представленных в 
базе данных NCBI GenBank с помощью алгоритма 
BLAST. эффективным для выявления геновари-
анта 1.ANT оказался участок генома, содержащий 
у штаммов этого геноварианта филаментозный 
фаг сUSφ. рассчитанные нами праймеры и зонд в 
формате TaqMan комплементарны последователь-
ности этого фага (табл. 2), поэтому у штаммов ге-
новарианта 1.ANT в пцр наблюдался положитель-
ный флуоресцентно-гибридизационный сигнал. 
Филаментозный фаг сUSφ также содержится и в ге-
номе всех штаммов восточного биовара 1.ORI, одна-
ко геновариант античного биовара 1.ANT отделяется 
от геноварианта 1.ORI по наличию сигнала в пцр по 
днк-мишени «glpD». у штаммов восточного биова-
ра сигнал по мишени «glpD» отсутствует (табл. 1).

для дифференциации штаммов другого гено-
варианта античного биовара – 2.ANT выбрана вы-
явленная нами мишень «70», которая представляет 
участок гена y1694, содержащий у штаммов этого ге-
новарианта делецию размером 70 п.н. после 811 н. от 
начала гена. рассчитаны праймеры на участки гена 
y1694, фланкирующие делецию, и зонд, комплемен-
тарный самому участку делеции (табл. 2). в пцр у 
штаммов геноварианта 2.ANT положительный сиг-
нал гибридизации отсутствует. делеция размером в 
70 п.н. в гене y1694 присутствует также и у штаммов 
средневекового биовара геноварианта 2.MED, одна-
ко геновариант 2.ANT отделяется от них по нали-
чию положительного сигнала по мишени «Med24». 
у штаммов геноварианта 2.MED этот сигнал отсут-
ствует (табл. 1). 

для выявления штаммов античного биовара 
геноварианта 4.ANT, циркулирующих в тувинском 
горном очаге и монголии, использован участок 
криптической плазмиды размером 34 т.п.н., при-
сутствующий в этих штаммах. в качестве днк ми-
шени, обозначенной «TUV», выбран участок плаз-
миды, расположенный в гене parA. праймеры и 
зонд рассчитаны на последовательность плазмиды, 
поэтому в пцр положительный гибридизационно-
флуоресцентный сигнал наблюдался у 10 штаммов 
геноварианта 4.ANT и отсутствовал у других биова-
ров и подвидов.

Штаммы античного биовара, которые не диф-
ференцируются с помощью мишеней «сusφ», «70» и 
«TUV», относятся к геноварианту 0.ANT античного 
биовара.

эффективность разработанного нами метода 
определения геновариантов основного подвида ан-
тичного, средневекового и восточного подтверждена 
на 110 штаммах основного подвида античного, сред-
невекового и восточного биоваров (табл. 1). 

таким образом, нами впервые разработан эф-

выявление типичных и атипичных штаммов средневекового 
биовара методом пцр с гибридизационно-флуоресцентным уче-
том результатов на мишени «Med24» (а) и «pCKF» (б):
Штаммы Y. pestis: 1 – Sonche восточный биовар (б/в) (положительный 
контроль); 2 – 107 средневековый б/в (нет реакции); 3 – с-730 средне-
вековый б/в, атипичный; 4 – км 919 средневековый б/в, атипичный; 5 – 
км 921 средневековый б/в, атипичный; 6 – 210 (301) античный б/в; 7 – 
Hamburg 15 восточный б/в; 8 – 231(708) античный б/в (положительный 
контроль); 9 – 99 средневековый б/в (нет реакции); 10 – и-3036 антич-
ный б/в; 11 – Kurdistan 290 средневековый б/в (нет реакции); 12 – а-1836 
античный б/в; 13 – и-1996 античный б/в; 14 – отрицательный контроль 
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фективный способ определения геновариантов 
основного подвида возбудителя чумы в пцр с 
гибридизационно-флуоресцентным учетом резуль-
татов, использование которого позволяет ускорить 
процедуру определения внутривидовой принадлеж-
ности и региона происхождения штаммов Y. pestis. 
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ближневосточный респираторный синдром че-
ловека (бврс) – новое инфекционное заболевание, 
вызываемое коронавирусом, сопровождающееcя сим-
птомами острого поражения нижнего отдела респира-
торного тракта, прогрессирующей пневмонией и не-
редко почечной недостаточностью. инкубационный 
период заболевания составляет около 5 сут [9, 15].

к настоящему времени (по состоянию на 7 фев-
раля 2014 г.) инфекция стала причиной 182 лабора-
торно подтвержденных случаев в 12 странах, в том 
числе в 5 странах европейского региона: германии, 
италии, великобритании, испании и Франции. из 
этих случаев 79 закончились смертельным исходом 
(летальность составила 43,4 %) [18].

проведенный ретроспективный эпидемиологи-
ческий анализ случаев ближневосточного респира-
торного синдрома (бврс) позволил установить, что 
заболевание носит природно-очаговый характер, эн-
демичный район которого находится на аравийском 

полуострове [1]. естественным резервуаром возбуди-
теля в природе являются, скорее всего, насекомояд-
ные летучие мыши, относящиеся к родам Tylonycteris 
и Pipistrellus [11, 15]. групповые случаи заболевания 
в семьях из саудовской аравии, великобритании и 
случаи заболевания среди обслуживающего персо-
нала в госпитале в саудовской аравии и иордании 
позволяют предположить возможность наиболее 
вероятного пути передачи возбудителя от человека 
к человеку – респираторного. однако устойчивой 
трансмиссии возбудителя не отмечено [9].

опасность ближневосточного респираторного 
синдрома усугубляется тем, что в эндемичный для 
возбудителя заболевания регион ежегодно приез-
жают миллионы туристов и паломников мусульман 
практически со всего мира, в том числе и из россии. 
в настоящее время отсутствуют средства специфиче-
ской профилактики и лечения, хотя, подобно торс, 
он чувствителен к применению интерферонов Ι и ΙΙΙ 
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типов [10]. важно отметить, что выявлять рнк но-
вого коронавируса могут только в лабораториях 23 
из 46 стран европейского региона [13]. изложенные 
факторы определяют угрозу возникновения панде-
мии нового особо опасного респираторного заболе-
вания.

в июне 2012 г. от пациента, 60-летнего гражда-
нина саудовской аравии, который позже скончался, 
был выделен возбудитель этой инфекции, геном ко-
торого полностью секвенировали [3, 19]. геном со-
держит 30119 нуклеотидов, из которых формируется 
10 открытых рамок трансляции. были выявлены ва-
риации в позиции 11623 (U или G), предполагая, что 
это может быть либо валин (кодон GUC), либо гли-
цин (кодон GGC). валиновый кодон может быть из-
быточным в этой позиции у возбудителя бврс, хотя 
он присутствует в большинстве других бетакорона-
вирусов. в позиции 27162 могут быть либо G, либо 
A. эта замена G на A вводит преждевременный stop 
кодон (UGG на UAG). у данного вируса 5’ и 3’ части 
гена N (нуклеопротеин) белка усечены по сравнению 
с другими бетакоронавирусами. основные различия 
в геноме коронавирусов, представляющих одну и ту 
же монотипичную линию, наблюдаются в пределах 
открытой рамки трансляции (о.р.т.), расположенной 
около 3’-конца генома рнк. в целом же геном ново-
го коронавируса очень напоминает геномы осталь-
ных коронавирусов, особенно HCoV-HKU4 и HCoV-
HKU5. генетическое разнообразие коронавирусов 
обеспечивается высокой частотой рекомбинации рнк 
и способностью больших геномов получать и терять 
домены [6, 12, 16]. несмотря на выявленные отличия 
в геноме этого вируса, нет доказательств, что именно 
они определяют его высокую вирулентность.

эксперты воз на своем заседании от 28 ноября 
2012 г. утвердили в качестве обязательных требо-
ваний использование для диагностики возбудителя 
бврс двух методов, из которых пцр является обя-
зательным [15].

в качестве первого этапа выявления рнк возбу-
дителя в настоящее время рекомендована постановка 
обратно транскриптазной пцр в реальном времени 
(от-пцр-рв) с праймерами, фланкирующими уча-
сток генома выше е гена [4]. для подтверждения пер-
вичных результатов рекомендуется вторая от-пцр-
рв для альтернативной мишени в пределах вирусно-
го генома, а также секвенирование, по крайней мере, 
одного из вирусных генов и дальнейшего сравнения 
этой последовательности с последовательностями 
нового коронавируса (MERS-CoV), депонированны-
ми в GenBank.

эти требования основываются на работе 
V.M.Corman и соавт. [5], в которой изложены резуль-
таты двух от-пцр-рв. первая реакция в качестве 
мишени использовала область выше е гена (upе ис-
следование). для подтверждения этого результата 
использовалась вторая от-пцр-рв с праймерами на 
открытую рамку трансляции 1в (о.р.т. 1в исследова-
ние). последовательности праймеров и зонда указа-

ны в табл. 1. последовательности этих праймеров не 
перекрывались с таковыми, использованными ранее 
для выявления рнк других коронавирусов. при этом 
условия проведения обоих от-пцр-рв были одина-
ковы [7, 8, 17].

для определения чувствительности использо-
вались разведения вируса от 0,01 до 0,1 цпд50 на 
реакцию. более детальная оценка чувствительности 
проводилась с точными количествами in vitro транс-
крибированной рнк, представляющей собой полу-
ченные авторами пцр-фрагменты, перекрывающие 
области ампликонов из обоих опытов [5].

в результате исследований установлено, что 
чувствительность в upE исследовании составляет 3,4 
копии рнк на реакцию (95 % доверительный интер-
вал) или 291 копия на мл пробы, а в о.р.т. 1в – зна-
чительно ниже (64 копии рнк на реакцию при 95 % 
доверительном интервале).

определение специфичности выполнялось с 
использованием культур таких известных респира-
торных вирусов как вирусы парагриппа типов 1–4, 
респираторно-синцитиального вируса, человече-
ского метапневмовируса, человеческих парехави-
русов 1 и 3 типов, вируса гриппа а (H1N1, H3N2), 
вируса гриппа в, риновируса, энтеровируса, адено-
вируса и коронавирусов: HCoV-NL63, HCoV-OC43, 
HCoV229E, HCoV-HKU1. ни в одной из от-пцр-рв 
положительных результатов не зафиксировано, при 
этом коронавирус HCoV229E использовался в ко-
личестве 3∙109 рнк копий/мл, HCoV-NL63 – 4∙1010, 
HCoV-OC43 – 3∙1010, SARS-CoV – 5∙1010. в общем, ни 
в одной из 92 клинических проб, содержащих респи-
раторные вирусы, не зарегистрировано накопления 
специфического ампликона, в отличие от положи-
тельных контролей. авторами сделано заключение, 
что эти результаты могут быть свободно применимы 
для исследования клинических проб. в обоих опы-
тах получены специфические продукты амплифика-
ции, причем upE исследования более чувствительны, 
чем о.р.т. 1в. следовательно, авторы этого сообще-
ния считают [5], что, если в клинической лаборато-
рии будут получены положительные результаты в 
upE исследовании, то для их подтверждения можно 
использовать о.р.т. 1в исследование, причем авторы 
обеспечат in vitro транскрибированными рнк в каче-
стве положительных контролей upE исследования.

в дальнейшем, учитывая, что первым шагом 
диагностики должно быть upE исследование, а вто-
рым – от-пцр-рв с праймерами на другой, не пе-
рекрывающийся с е геном фрагмент, эта же группа 
авторов предложила в качестве мишени для второй 
подтверждающей реакции использовать о.р.т. 1а 
[4], что, возможно, было обусловлено низкой чув-
ствительностью о.р.т.1в подтверждающей реакции. 
используемые при постановке от-пцр-рв после-
довательности праймеров и зондов представлены в 
табл. 1.

результаты исследования о.р.т. 1а установили, 
что чувствительность этой реакции составляла 4,1 
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рнк копии на реакционную пробу, т.е. равнялась та-
ковой для upE исследования. для подтверждения бо-
лее высокой чувствительности о.р.т. 1а исследования 
были поставлены параллельные реакции с бронхо-
альвеолярными пробами от больного, находившегося 
в эссен (германия). эти пробы имели очень низкую 
концентрацию рнк – около 360 копий/мл, что опре-
делено в upE исследовании. в о.р.т. 1а исследовании 
так же были получены положительные результаты, а в 
о.р.т. 1в – нет. Факт более высокой чувствительности 
о.р.т. 1а исследования особенно важен при диагности-
ке клинических проб с небольшим количеством ви-
руса, т.е. на очень ранней или очень поздней стадии 
заболевания.

специфичность реакции оценивалась на 42 кли-
нических пробах параллельно с пробами, содержа-
щими другие коронавирусы: HCoV-OC43 (1∙108 рнк 
копии/мл), HCoV-229E (3∙109), HCoV-NL63 (4∙109) и 
торс (5∙1010), а также человеческий риновирус, эн-
теровирус, вирус есно, человеческий метапневмо-
вирус, респираторно-синцитиальный вирус, вирус 
парагриппа 1–4 типов, вирус гриппа 1 и 2 типов, аде-
новирус. положительные результаты получены толь-
ко для MERS-CoV.

учитывая требования воз, что помимо поста-
новки двух от-пцр-рв, необходимо секвенировать 
хотя бы один ген нового коронавируса и сравнить 
его последовательность с таковой, депонированной в 

GenBank, были секвенированы два ампликона, полу-
ченные в от-пцр. один из них – это RdRp ген (рнк-
зависимая рнк-полимераза), наиболее консерватив-
ный ген в геноме HCoV (рисунок) бетакоронавируса 
линии с – вируса летучих мышей. однако праймеры 
для него находятся в высококонсервативной области 
и перекрестно реагируют с другими коронавирусами, 
такими как HCoV-OC43, HCoV-NKU1, HCoV-NL63, 
HCoV-229E и торс. последовательность этого гена 
(RdRpSeq) также используется для типирования ко-
ронавирусов [2, 17].

второй ампликон – высокоспецифический фраг-
мент в пределах N нуклеокапсидного гена (NSeq), 
выбранный из-за наличия в нем 6 нуклеотидной де-
леции, которая определена в пробах от пациентов в 
лондоне и эссексе. хотя еще рано делать какие-то 
выводы о вирусном разнообразии, связанным с этим 
отличием. в дальнейшем будет интересно секвени-
ровать и сравнить NSeq фрагмент большого числа 
вирусов с целью классификации штаммов.

ампликоны для секвенирования RdRp и N ге-
нов получены в от-рцр с помощью специфических 
праймеров. в табл. 2 представлены последователь-
ности праймеров и условия от-пцр для амплифи-
кации RdRpSeq и NSeq фрагментов. используемые 
реактивы те же, что и в предыдущих реакциях. если 
в первом раунде реакций не наблюдалось видимых 
ампликонов, то ставили второй раунд (полугнездо-

Таблица 1

специфические компоненты и условия постановки оТ-Пцр-рВ для выявления рнк бВрс

ген-мишень
компоненты реакции

условия постановки реакции
компонент структура компонента

область генома 
выше гена  
белка е (upE)

прямой праймер GCAACGCGCGATTCAGTT
обратный праймер GCCTCTACACGGGACCCATA

зонд (6-карбоксифлуоресцеин-[FAM])-
CTCTTCACATTATCGCCCCGAGCTCG-6-карбокси-N,N,N,N-

тетраметилродамин [TAMRA])

о.р.т. 1в прямой праймер TTCGATGTTGAGGGTGCTCAT 55 °с – 20 мин
обратный праймер TCACACCAGTTGAAAATCCTAATTG 95 °с – 3 мин
зонд (6-карбоксифлуоресцеин- [FAM])-

CCCGTAATGCATGTGGCACCAATGT-6-карбокси N,N,N,N-
тетраметилродамин [TAMRA])

95 °с – 15 с
58 °с – 30 с } 45 циклов

о.р.т. 1а прямой праймер CCACTACTCCCATTTCGTCAG
обратный праймер CAGTATGTGTAGTGCGCFTFTAAGCA

зонд (6-карбоксифлуоросцеин-(FAM)-TTGCAAATTGGCTTGCCCCCACT-6-
карбокси-N,N,N,N-тетраметилродамин (TAMRA))

гены-мишени для диагностики нового человеческого коронавируса (MERS-CoV):
праймеры представлены стрелками. получаемые ампликоны – линии между праймерами. цифры ниже ампликонов указывают их позиции на геноме 
MERS-CoV. RdRpSeq – ампликон, полученный полугнездовой от-пцр и используемый для секвенирования (мишень RdRp ген). NSeq – ампликон для 
секвенирования, полученный тем же методом (мишень N ген) в работе [5, 6]. S – ген, кодирующий вирусные шипики, E – ген белка оболочки, М – ген 
мембранного белка, N – ген нуклеокапсидного белка, Orf – открытая рамка трансляции, RdRp – рнк-зависимая рнк-полимераза [19]
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вая пцр). последовательность прямого праймера 
для RdRpSeq фрагмента во втором раунде та же, что 
и в первом. последовательность обратного праймера 
для NSeq фрагмента во второй реакции та же, что и 
в первой [4].

результаты секвенирования генов, амплифици-
рованных с праймерами, представленными в табл. 2, 
подтверждают принадлежность возбудителя бврс к 
бетакоронавирусам линии с.

согласно рекомендациям воз при диагностике 
этого вируса необходимо придерживаться двух раз-
личных методов. при диагностике опасных и особо 
опасных заболеваний человека чаще всего используют 
пцр в различных модификациях и иФа. последний 
метод (выявление специфических антител возбудите-
ля) получил наибольшее распространение из имму-
нохимических методов. с помощью иФа возможна 
идентификация вируса, однако по чувствительности 
он уступает пцр. кроме того, высока вероятность 
ложноположительных результатов из-за перекрестной 
реактивности с четырьмя другими патогенными для 
человека коронавирусами [15]. поэтому иФа приме-
няется, в основном, для серологической диагностики, 
причем антитела к возбудителю бврс определяются, 
когда вирус еще есть в организме человека, и наблю-
даются симптомы болезни [4]. этот метод незаменим 
для определения иммунного статуса на поздней ста-
дии заболевания, когда вирус уже элиминировался из 
организма, и постановка диагноза перенесенного за-
болевания возможна только по наличию вирусоспеци-
фических антител.

таким образом, методы диагностики новой ко-
ронавирусной инфекции – бврс, позволяют выяв-
лять его геномную рнк на всех стадиях инфекции. 
согласно рекомендациям воз, на первом этапе в обя-
зательном порядке применяется от-пцр-рв с прай-
мерами, рассчитанными только для данного вируса, 
на область генома выше е гена. для подтверждения 
этого результата применяется вторая от-пцр-рв 
с праймерами на о.р.т. 1а. эти две реакции опреде-

ляют видовую принадлежность возбудителя бврс. 
обе реакции специфичны и высокочувствительны. 
для подтверждения принадлежности бврс к бета-
коронавирусам линии с летучих мышей необходимо 
секвенировать хотя бы один из консервативных ге-
нов и сравнить его последовательность с таковой, де-
понированной в GenBank. метод иФа применяется 
ретроспективно с целью определения наличия виру-
соспецифических антител у реконвалесцентов.
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наиболее эффективными средствами профилак-
тики и диагностики холеры являются медицинские 
иммунобиологические препараты [4]. в 2001 г. в 
россии вакцинация против холеры, в соответствии 
с приказом минздрава россии от 27.07.2001 № 229, 
была включена в календарь профилактических при-
вивок по эпидемическим показаниям. в настоящее 
время в российской Федерации для вакцинации и 
ревакцинации населения используют вакцину холер-
ную бивалетную химическую таблетированную про-
изводства института «микроб». хотя данная вакци-
на не уступает по эффективности зарубежным ана-
логам [6, 8] в технологии ее приготовления имеется 
ряд недостатков, обусловленных тем, что она была 
разработана более 20 лет назад, одним из которых 
является диализ о-антигена (о-аг) и холерогена-
анатоксина (ха) холерного вибриона штамма 569в 
инаба и о-аг холерного вибриона штамма м-41 
огава для их освобождения от сульфата аммония в 
целлофановых диализных мешочках против водо-

проводной воды, что не исключает вероятность по-
падания в диализуемые продукты нежелательных 
примесей, находящихся в воде. кроме того, данный 
технологический процесс довольно длительный, его 
проведение длится от 3 до 4 сут.

одним из перспективных направлений требую-
щих, на наш взгляд, внедрения в технологию при-
готовления холерной вакцины является применение 
метода тангенциальной ультрафильтрации для обес-
соливания антигенных компонентов холерной вакци-
ны, что и являлось целью данной работы. 

материалы и методы

в работе использовали безмикробные детокси-
цированные центрифугаты, полученные при про-
изводственном выращивании штаммов V. сholerae 
м-41 огава и 569в инаба (государственная коллек-
ция патогенных бактерий роснипчи «микроб») и 
осажденные сульфатом аммония. для обессоливания 
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о-аг и ха применяли установки для микро- и уль-
трафильтрации на базе фильтродержателя асФ-009, 
снаряженной мембранными модулями с номинальной 
отсечкой по молекулярной массе (номм) 30 кда, с 
площадью фильтрации равной 0,1 м2; на базе филь-
тродержателя асФ-020, снаряженной мембранными 
модулями с номм 30 кда, с площадью фильтрации 
равной 0,7 м2; Vivaflow-200 с мембранным модулем 
300 кда, с площадью фильтрации равной 0,02 м2.

серологическую активность о-аг холерного ви-
бриона определяли в реакции иммунодиффузии в геле 
(рид) по оухтерлони с о1 сывороткой. активность 
ха устанавливали в рид с антихолерогенной сы-
вороткой (ахс). определение ионов аммония и 
сульфат-ионов проводили в соответствии с методами, 
изложенными в нормативной документации [5].

 
результаты и обсуждение

в настоящее время можно выделить несколько 
типов фильтрующих элементов для систем танген-
циальной фильтрации: плоскорамный (кассетный), 
рулонный, трубчатый, половолоконный, керамиче-
ский [1, 7]. преимуществом плоскорамных филь-
трационных элементов является возможность их 
линейного масштабирования: отработав техноло-
гию на лабораторной установке, полученные дан-
ные можно использовать для расчета пилотной и 
промышленной установок [1]. поэтому именно дан-
ный тип фильтрующих элементов был выбран для 
проведения исследований.

был апробирован процесс обессоливания диа-
фильтрацией в периодическом режиме. техно логи-
ческие режимы проведения процесса диафильтра-
ции были выбраны исходя из результатов собствен-
ных исследований по концентрированию о-аг и ха 
методом тангенциальной ультрафильтрации [2, 3]: 
давление на входе и выходе фильтрационной уста-
новки ‒ (2,5±0,1) и (0,5±0,1) кгс/см2 соответственно. 
для обессоливания о-аг были апробированы уль-
трафильтрационные модули с номм 300 кда с пло-
щадью фильтрации 0,02 м2, ха – 30 кда с площадью 
фильтрации 0,1 м2. 

количество обессоливаемых продуктов на-
сыщенных сульфатом аммония, полученных после 
центрифугирования, составило: о-аг 569в инаба и 
о-аг м-41 огава – по 100 граммов; ха 569в ина-
ба – 25 граммов.

центрифугаты выделенных антигенов были рас-
творены, в соответствии с регламентом производ-
ства, в дистиллированной воде до величины опти-
ческой плотности равной (0,6±0,2) при измерении 
в кювете с рабочей длиной 20 мм и длиной волны 
590 нм. полученные объемы составили: о-аг 569в 
инаба и о-аг м-41 огава – по 1,0 дм3; ха штамма 
569в инаба – 0,01 дм3. полученные полупродукты 
подвергали десятикратному разбавлению дистил-
лированной водой и концентрировали до исходного 
объема. количество дистиллированной воды, израс-

ходованной на обессоливание, время проведения тех-
нологического процесса, средняя удельная скорость 
фильтрации представлены в таблице.

проведенные исследования по оценке показа-
телей качества обессоленных препаратов показали, 
что они не уступают полученным по регламентной 
технологии. так, активность о-аг 569в инаба и 
о-аг м-41 огава в рид с о1 сывороткой составляла 
1:32 и 1:125 соответственно, ха 569в инаба в рид 
с ахс – 1:16. данные значения были одинаковы для 
препаратов, полученных как по регламентной, так и 
по экспериментальной технологиям. основываясь на 
полученных значениях средней удельной скорости 
фильтрации, представленных в таблице, и количе-
стве получаемых продуктов за один производствен-
ный цикл произвели расчет площади ультрафильтра-
ционных модулей необходимой для обессоливания 
антигенов в течение 5–6 ч. для обессоливания ха 
569в инаба необходима фильтрующая поверхность 
до 4 м2, о-аг м-41 огава – до 5 м2, о-аг 569в 
инаба – до 4 м2. на рынке оборудования для произ-
водства медицинских иммунобиологических препа-
ратов данное оборудование представлено довольно 
широко (компании владисарт, Sartorius, Millipore).

таким образом, на основании полученных дан-
ных показана принципиальная возможность обес-
соливания антигенных компонентов вакцины хо-
лерной бивалентной химической таблетированной 
методом тангенциальной ультрафильтрации и про-
ведено обоснование выбора фильтрационного обо-
рудования в промышленную технологию производ-
ства холерной вакцины. 

следующим шагом исследований являлась апро-
бация разработанных методических приемов в усло-
виях производства холерной химической вакцины.

в эксперименте участвовали безмикробные де-
токсицированные центрифугаты микробных куль-
тур V. сholerae м-41 огава (400 дм3) и 569в инаба 
(360 дм3), т.е. то количество, которое получается за 
один производственный цикл выращивания холер-
ных вибрионов. безмикробные центрифугаты кон-
центрировали до 10,0 дм3 и подвергали осаждению 
сульфатом аммония (о-аг инаба до 30 % насыще-
ния, о-аг огава – до 50 и ха инаба – до 80) с после-
дующим получением осадка центрифугированием. 
обессоливание проводили с использованием обору-
дования технологического участка концентрирова-
ния антигенов (рис. 1), включающего в себя установ-
ку для фильтрации на базе фильтродержателя асФ-
020, снаряженной 4 ультрафильтрационными моду-

Значения параметров, определенных при обессоливании

наименование  
продукта

значения параметров

количество 
воды, дм3

время,  
ч

средняя удельная  
скорость фильтрации, 

дм3/м2/ч

о-аг 569в инаба 16,0 2,5 64

о-аг м-41 огава 15,0 3,0 50

ха 569в инаба 2,6 2,0 65
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лями с номм 30 кда с общей площадью фильтра-
ции равной 2,8 м2, и реактор рвд-100. антигенные 
компоненты разводили дистиллированной водой до 
10,0 дм3 в реакторе, добавляли воду до общего объ-
ема 80 дм3 и концентрировали до исходного объема. 
при достижении объема 10 дм3 анализировали на со-
держание ионов аммония и сульфат-ионов. данную 
процедуру повторяли до достижения нулевой кон-
центрации ионов. динамика процесса обессолива-
ния представлена на рис. 2.

анализируя полученные данные, можно гово-

рить о том, что время обессоливания антигенных 
компонентов составляет от 2 до 4 ч, что даже мень-
ше, чем было рассчитано при проведении пред-
варительных экспериментов, учитывая, что и пло-
щадь фильтрации составляла меньшую величину. 
количество дистиллированной воды, затраченной 
на проведение процесса максимально составляло 
300 дм3. максимальные продолжительность и объ-
ем воды определены для обессоливания ха 569в 
инаба, что объясняется большим в сравнении с 
другими антигенными компонентами количеством 
сульфатом аммония, затрачиваемом при его осаж-
дении. представляет интерес тот факт, что удаление 
сульфат-ионов происходит быстрее, чем ионов аммо-
ния. данное обстоятельство позволяет выбрать тип 
иономера для контроля процесса обессоливания в 
режиме реального времени.

по разработанным методическим приемам по-
лучено по 3 производственные серии каждого из 
антигенных компонентов холерной химической вак-
цины, полностью удовлетворяющих требованиям 
нормативной документации, что дало основание для 
внедрения аппаратного метода обессоливания в тех-
нологический процесс производства.
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эпитоп является очень небольшим участком на 
поверхности антигенного комплекса, вступающим во 
взаимодействие с комплементарным ему активным 
центром моноклональных антител (мка) и встреча-
ющимся в составе антигена с различной частотой [5, 
6]. после электрофореза в денатурирующих услови-
ях эти участки можно выявить в составе отдельных 
антигенных фракций методом иммуноблоттинга. 

мка нашли широкое применение для диффе-
ренциации и идентификации возбудителей сапа и 
мелиоидоза, изучения свойств и локализации антиге-

нов, входящих в состав микробных клеток, установ-
ления внутривидовых различий между отдельными 
штаммами [1, 4, 7]. чтобы определить целевое на-
значение каждого типа мка, необходимо подробно 
охарактеризовать их свойства, в том числе эпитоп-
ную направленность, отражающую индивидуальные 
свойства каждого моноклонального иммуноглобули-
на. ее изучение важно для последующего создания 
диагностических тестов на основе мка, а также для 
выбора методов очистки антигенов. 

целью работы являлось изучение с помощью 
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целью работы являлось изучение с помощью иммуноблоттинга эпитопной направленности моноклональных 
антител к антигену 200 kDa Burkholderia pseudomallei, синтезируемых гибридомами-продуцентами из двух кол-
лекций, полученных в лаборатории иммунодиагностики и биотехнологии Фкуз «волгоградский научно-иссле-
дова тельский противочумный институт». 

в работе использовали 8 типичных штаммов возбудителя мелиоидоза с полноценной антигенной структурой. 
антигенные препараты разделяли вертикальным электрофорезом в денатурирующих условиях в 12 % полиакри-
ламидном геле с 0,1 % додецилсульфата натрия. при тиражировании клеток 12 гибридом-продуцентов получали 
препаративные количества моноклональных антител к гликопротеину 200 kDa B. pseudomallei, на основе которых 
приготовили иммунопероксидазные конъюгаты. эпитопную направленность моноклональных антител изучали 
методом иммуноблоттинга.

в составе антигенных комплексов водно-солевых и формамидных экстрактов B. pseudo mallei методом вер-
тикального электрофореза установлено наличие нескольких обязательных мажорных компонентов. с помощью 
дифференциального окрашивания доказана гликопротеиновая природа отдельных компонентов исследованных 
антигенов. в иммуноблоттинге с применением названных антигенных препаратов определена эпитопная направ-
ленность ряда моноклональных антител к антигену 200 kDa возбудителя мелиоидоза, показаны отличия в карти-
не их специфического взаимодействия с биополимерами, входящими в антигенный спектр, характерные как для 
гибридом-продуцентов, принадлежащих к разным коллекциям, так и для отдельных штаммов B. pseudomallei.
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Objective of the research was to use immunoblotting for studies of epitope targeting in monoclonal antibodies to 200 kDa 
Burkholderia pseudomallei antigen, which are synthesized by hybridomas-producers from the two collections in the laboratory of 
immunodiagnostics and biotechnology at the premises of Volgograd Research Anti-Plague Institute. Employed were 8 typical strains 
of melioidosis agent with the complete antigenic structure. Antigen preparations were separated by means of denaturating vertical 
electrophoresis in 12 % polyacrylamide gel with 0.1 % sodium dodecylsulfate. During the process of cell-replication, 12 hybridomas-
producers were given preparative amounts of monoclonal antibodies to 200 kDa Burkholderia pseudomallei glycoprotein. Following 
that, immunoperoxidase conjugates were manufactured. Epitope targeting of monoclonal antibodies was evaluated using immunob-
lotting. With the help of vertical electrophoresis identified was the presence of several mandatory major components contained in the 
antigen complexes of the salt-water and formamid B. pseudomallei extracts. Differential staining substantiated glycoprotein origin 
of certain antigen components. Immunoblotting with the stated above antigen preparations revealed epitope targeting of a number of 
monoclonal antibodies to 200 kDa antigen of melioidosis agent; demonstrated were the differences in their specific interaction with 
biopolymers which form part of the antigen specter. Those differences were characteristic of hybridomas-producers belonging to dif-
ferent collections, as well as of particular strains of B. pseudomallei. 

Key words: melioidosis, Burkholderia pseudomallei, antigens, monoclonal antibodies, epitope targeting, immunoblotting.
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иммуноблоттинга эпитопной направленности мка к 
антигену 200 kDa Burkholderia pseudomallei, синтези-
руемых гибридомами-продуцентами из двух получен-
ных в лаборатории иммунодиагностики и биотехноло-
гии Фкуз «волгоградский научно-исследовательский 
противочумный институт» коллекций. 

материалы и методы

в работе использовали 8 типичных штаммов воз-
будителя мелиоидоза с полноценной антигенной струк-
турой из коллекции Фкуз «волгоградский научно-ис-
сле довательский противочумный институт».

методики культивирования микроорганизмов, 
накопления и обеззараживания микробных взве-
сей, получения водно-солевых (всэ) и формамид-
ных (Фэ) экстрактов описаны ранее [3]. клетки 12 
гибридом-продуцентов мка к гликопротеину 200 
kDa B. pseudomallei 100 тиражировали для получе-
ния препаративных количеств мка. из мышиной 
асцитической жидкости выделяли моноклональные 
иммуноглобулины, на их основе готовили иммуно-
пероксидазные конъюгаты (ипк) по методу [2]. 

антигенные препараты разделяли вертикаль-
ным электрофорезом в денатурирующих условиях 
в 12 % полиакриламидном геле с 0,1 % додецил-
сульфата натрия (пааг-дсн) на приборе «Mini-
PROTEAN 3» («Bio-Rad Laboratories, inc.», сШа) 
[8]. в качестве стандартов молекулярных масс (м.м.) 
использовали набор маркерных белков 14,4–97 kDa 
(ооо «хеликон», москва). последующий перенос 
исследуемых образцов на нитроцеллюлозную мем-
брану с диаметром пор 0,45 мкм проводили в ячейке 
прибора «Mini-Trans-Blot» («Bio-Rad Laboratories, 
inc.», сШа) в жидкой среде в течение ночи при 
4 °с, 90 ма и 30 в [8] в модификации, которая за-
ключалась в использовании в качестве блокирую-
щего реагента 0,03 % раствора твин-20. детекцию 
антигенных препаратов проводили с использованием 
полученных моноклональных ипк после проверки 
их на специфичность. рабочее разведение ипк со-
ставило 1:20. обработку мембраны иммунофермент-
ным конъюгатом и последующую визуализацию 
антигенных фракций осуществляли по общеприня-
той методике c использованием хромогена диами-
нобензидина (DAB), активированного 0,1 мл 3,5 % 
H2O2 [8]. электрофореграммы и блоттограммы ска-
нировали на приборе «Epson expression™ 10000 XL» 
(«Epson», япония). полученные изображения ана-
лизировали с помощью компьютерной программы 
«TotalLab TL120»© («TotalLab Ltd.») с установлением 
м.м. биополимерных фракций и их математическим  
выравниванием.

результаты и обсуждение

при комбинированной окраске электрофо-
реграмм кумасси синим R-250 и нитратом сере-
бра в диапазоне м.м. 203–17,7 kDa в составе всэ 
B. pseudomallei было выявлено от 16 до 35 антиген-

ных фракций, а в Фэ – 4–13 компонентов. следует 
отметить наличие в составе всэ всех исследованных 
штаммов возбудителя мелиоидоза мажорных антиге-
нов с м.м. около 203, 177, 70, 34, 30, 26 и 17,7 kDa. 
для Фэ характерными оказались фракции с м.м. 203, 
68, 65 и 58 kDa. в результате использования специ-
фического окрашивания полиакриламидного геля на 
гликопротеиды и полисахариды алциановым синим 
и реактивом Шиффа с йодной кислотой показано, 
что значительная часть изучаемых антигенов являет-
ся гликопротеинами.

иммуноблоттинг с всэ штаммов B. pseudo-
mallei и различными сериями Фэ B. pseudomallei 100 
позволил установить подробную картину специфи-
ческого взаимодействия биополимеров различных 
м.м., входящих в их антигенные спектры, с экспери-
ментальными ипк, а также получить представление 
об эпитопной плотности и направленности использо-
ванных в работе мка (таблица). 

следует отметить, что эпитопная направлен-
ность мка, принадлежащих к двум полученным в 
разное время коллекциям, существенно отличается. 
так, ипк 2H7 и 2A6 II из первой коллекции способны 
связываться с антигеном 203 kDa, входящим в состав 
как всэ, так и Фэ. кроме того, эти мка взаимо-
действуют с отдельными антигенными компонента-
ми, имеющими м.м. от 44 до 40 kDa. ипк 2H7 в силу 
своей специфичности обнаруживал две фракции, 
характерные по результатам электрофореза для всех 
исследованных штаммов возбудителя мелиоидоза – 
203 и 17,7 kDa.

остальные мка относятся ко второй коллек-
ции и имеют во многом сходную, но не идентичную 
эпитопную направленность. наибольшее количество 
эпитопов в составе всех использованных в иммуно-
блоттинге образцов всэ и серий Фэ выявлено с по-
мощью ипк 5с2, который суммарно связался с 14 
биополимерами с м.м. в диапазоне от 37 до 18,4 kDa. 
эпитопный профиль мка 6B7, 6A11 и 3C6 практиче-
ски одинаков: он представлен шестью антигенными 
фракциями в составе всех исследованных всэ и 

сводные данные по эпитопной направленности мка к антигенам 
исследованных ВсЭ и фЭ штаммов B. pseudomallei

наименование 
мка

выявленные эпитопы на биополимерах с м.м. (kDa)  
в составе:

всэ Фэ

5с2 37, 36, 35, 34, 30, 26, 24, 21, 18,4 37, 33, 22, 18,6

4а10 37, 35, 34, 18,4 33, 22, 18,6

6F9 37, 36, 35, 34, 26, 18,4 33, 22, 18,6

6а11 37, 36, 35, 34, 26, 21 33, 22, 18,6

6B7 37, 36, 35, 34, 26, 21 37, 33, 22, 18,6

6B7 I 52, 35, 34, 30 -

6B7 II 52, 35, 34, 30 -

6E7 37, 36, 35, 34, 26 33, 22, 18,6

7а8 37, 35, 34, 18,4 33, 22, 18,6

2H7 203, 44, 41, 40, 34, 17,7 203, 17,7

2A6 II 203, 40 203
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тремя – у Фэ, за исключением входящего в состав 
22 серии Фэ B. pseudomallei 100 дополнительного 
компонента с м.м. 37 kDa для мка 6B7 и антигена 
18,4 kDa, обнаруженного в всэ штамма B. pseudo-
mallei 100 с помощью мка 3C6 (рисунок).

исследованный ипк 6E7 не взаимодействовал 
с низкомолекулярными антигенами всэ B. pseudo -
mal lei 100, которые располагаются в области м.м. 21–
18,4 kDa. в остальном этот образец мка повторяет 
кар тину эпитопного взаимодействия ипк 6B7, 6A11 и 
3C6 с биополимерами изученных образцов всэ и Фэ.

ипк 4A10 и 7A8 связывались лишь с 4 антигена-
ми в составе всэ штаммов B. pseudomallei, а резуль-
таты их реакции с эпитопами Фэ аналогичны боль-
шинству мка из второй коллекции. специфичность 
ипк 6F9 оказалась такой же, как и у 3C6, только он не 
реагировал с антигеном 21 kDa в составе всэ.

ни одно из изученных мка не вступило в связь 
с антигенами 5-й серии Фэ B. pseudomallei 100, что 
связано, по всей видимости, с ранее выявленным 
низким содержанием гликопротеинов в его составе.

в целом, картина эпитопного профиля для каж-
дого из исследованных ипк варьировала в зависи-
мости от штамма B. pseudomallei, из которого полу-
чали антигенные препараты. однако у большинства 
штаммов были обнаружены компоненты с м.м. 35, 34 
и 17–18 kDa. 

таким образом, в составе антигенных комплек-
сов всэ и Фэ B. pseudomallei методом вертикально-
го электрофореза в пааг-дсн установлено наличие 
нескольких обязательных мажорных компонентов. с 
помощью дифференциального окрашивания доказа-
на гликопротеиновая природа отдельных компонен-
тов исследованных антигенов. определение эпитоп-
ной направленности ряда мка к антигену 200 kDa 
возбудителя мелиоидоза позволило осуществлять 
отбор мка к пространственно разобщенным детер-
минантам, не конкурирующих за центры связывания 
на молекуле антигена, с целью дальнейшего исполь-
зования их комбинаций для создания иммунодиагно-
стических препаратов.
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блоттограммы взаимодействия антигенов всэ B. pseu do-
mallei 100 с панелью исследованных ипк: 
а – м.м. биополимеров на блоттограмме (kDa); б – суммарный антиген-
ный профиль всэ B. pseudomallei 100; 1–8 – блоттограммы соответству-
ющих ипк
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сущность аллергических процессов при бру-
целлезе изучена недостаточно. считается, что при 
бруцеллезе ведущее значение имеет аллергия замед-
ленного типа [3]. выраженность реакции гиперчув-
ствительности замедленного типа (гзт) необходимо 
учитывать при проведении специфической профи-
лактики бруцеллеза и изучении иммуногенов раз-
личного типа, путей и дозы введения [2]. 

в настоящее время в литературе имеются не-
многочисленные данные о способности бруцелл 
в L-форме вызывать аллергизацию организма. 
исследование персистенции бруцелл в L-форме и 
развитие реакции гзт на модели морских свинок в 
течение 15 месяцев наблюдения показало, что она 
не способствовала нарастанию реакции гзт. при 
заражении морских свинок бруцеллами в L-форме, 
полученными in vitro и in vivo, в дозе 106 м.к. выяв-
лены существенные различия в их вирулентности. 
бруцеллы в L-форме, полученные in vivo, инфици-
ровали 86 % животных с развитием в отдельных 
случаях генерализованной формы инфекции, а in 
vitro этот показатель снижался до 42 % с развити-
ем только регионарной инфекции, при этом кожная 
проба бюрне у животных во всех случаях была от-
рицательной. эритроцитарный диагностикум, при-
готовленный на основе комплекса антигенов, вы-
деленных из стабильных L-культур, использовали 
для исследования 2000 сывороток крови людей из 

неблагополучных по бруцеллезу пунктов некоторых 
областей казахстана. в 60 % случаев c использова-
нием L-антигена получен отрицательный результат, 
сомнительные и положительные результаты со-
ставили по 20 %. из положительно реагирующих 
сывороток 5 % выявлено с помощью рх и ра, 15 – 
рпга. при этом установлено, что проба бюрне по-
зволяет выявлять гзт, обусловленную не только 
S-, но и L-вариантами бруцелл. изучение влияния 
бруцелл в L-форме на аллергическую перестройку, 
учитывая, что они способны длительное время пер-
систировать в организме человека [4] и животных 
[6], является актуальным.

целью работы является определение сенсибили-
зирующих свойств корпускулярных и растворимых 
антигенных препаратов, приготовленных из бруцелл 
в S- и L-формах, на лейкоцитах белых мышей.

 
материалы и методы

в работе использовали инактивированные кор-
пускулярные антигены, полученные из вакцины 
Brucella abortus 19 BA и B. abortus и-206 в L-форме, 
водорастворимые препараты (термоэкстракты) из 
B. abortus и-206 в S- и L-формах. в качестве био-
логических моделей использовали 100 белых мы-
шей массой 18–20 г, которых разделили на 8 опыт-
ных и 2 контрольные группы по 10 особей в каждой. 

удк 616.98:579.841.93

л.м.михайлов, л.е.Токарева, н.л.баранникова, с.В.балахонов

СенСиБиЛиЗирУЮЩие СВоЙСТВа анТиГеннЫХ ПреПараТоВ иЗ БрУЦеЛЛ  
В S- и L-ФорМаХ

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

известно, что бруцеллы в S-форме вызывают аллергическую перестройку макроорганизма, которая прояв-
ляется реакцией гиперчувствительности замедленного типа, эта способность у атипичных вариантов (L-формы) 
изучена недостаточно. 

показано, что корпускулярный антиген из вакцины B. abortus 19BA и термоэкстракт из B. abortus и-206 в 
S-форме при трехкратной иммунизации вызывают выраженную сенсибилизацию, а корпускулярный антиген и 
термоэкстракт, приготовленные из бруцелл в L-формах, и термоэкстракт из бруцелл в S-форме при однократном 
способе введения не оказывают такого действия на лейкоциты белых мышей. 
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It is known that S-form Brucella causes allergic transformation in a macroorganism, which is manifested as delayed-type hyper-
sensitivity reaction. This capacity in atypical variants (L-forms) is under-investigated. It is demonstrated that corpuscular antigen in 
B. abortus 19BA vaccine and thermoextract prepared from B. abortus I-206 in S-form when threefold administered cause marked 
sensibilization; while corpuscular antigen and thermoextract produced from Brucella in L-form, and thermoextract from Brucella in 
S-form in case of one time administration do not have such an effect on leucocytes of white mice.

Key words: Brucella, S- and L-forms, thermoextract, leukocyte sensibilization, leukocytolysis index. 
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иммунизацию проводили по двум схемам: корпу-
скулярные препараты в дозе 5∙109 м.к. в 0,5 мл 0,9 % 
раствора натрия хлорида (1, 2, 3, 4 группы), термо-
экстракты (тэ) – 0,1 мкг в 0,5 мл 0,9 % раствора 
натрия хлорида (5, 6, 7, 8 группы) вводили внутри-
брюшинно однократно и трехкратно с интервалом в 
7 сут между инъекциями. контрольным животным 
вводили только 0,9 % раствор натрия хлорида по той 
же схеме (9, 10 группа). животных гуманным спо-
собом выводили из эксперимента в соответствии с 
«правилами проведения работ с использованием экс-
периментальных животных» 2003 г., приложением к 
приказу мз ссср № 775 от 12.08.1977 г. забор мате-
риала (селезенку) для получения лейкоцитов прово-
дили через семь дней после последней иммунизации. 
сенсибилизирующие свойства препаратов изучали в 
реакции лейкоцитолиза [5]. коэффициент лейкоци-
толиза (кл) вычисляли по формуле:

где кл – коэффициент лейкоцитолиза, мк – ко-
личество лимфоцитов в контрольной лунке, мо – ко-
личество лимфоцитов в опытной лунке. полученные 
результаты оценивали: кл до 15 – результат отрица-
тельный или сомнительный, от 16 до 20 – слабополо-
жительный, от 21 до 30 – положительный, кл > 30 – 
резкоположительный. ошибку репрезентативности 
при статистической обработке результатов определя-
ли по и.п.ашмарину и соавт. [1]:

где m – ошибка репрезентативности; р – соответ-
ствующая величина (в %); q – 100-p; n – численность 
выборки.

 
результаты и обсуждение

результаты, полученные в ходе эксперимента и 
вычисления кл, представлены на рисунке. 

при однократном введении инактивированной 
корпускулярной вакцины B. abortus 19 BA первой 
группе экспериментальных животных среднее зна-

чение кл составило 48,0±15,8, реакция оценена как 
резкоположительная. во второй группе при трех-
кратной иммунизации этим препаратом кл оставал-
ся положительным (28,1±14,2), однако отмечалось 
его снижение в 1,7 раза по сравнению с первой груп-
пой. корпускулярный препарат из B. abortus и-206 в 
L-форме не вызывает сенсибилизации лимфоцитов 
белых мышей, которая выражается низкими показа-
телями кл при однократном (3-я группа) – 10,9±9,9, 
при трехкратном введении антигена (4-я группа) – 
4,9±6,8, но несколько превышающими таковые у 
интактных (контрольных) животных – 3,3±5,6 (9-я 
группа) и 2,7±5,1 (10-я группа) соответственно и оце-
ниваемыми как отрицательные.

при однократной или трехкратной иммуниза-
ции термоэкстрактом, приготовленным из B. abor-
tus и-206 в S-форме, сенсибилизация лейкоцитов, 
выраженная определением кл, составила 13,3±10,7 
(5-я группа), 28,6±14,3 (6-я группа) соответственно 
с оценкой результата как отрицательный и положи-
тельный. при иммунизации тэ из бруцелл этого же 
штамма в L-форме кл определялся 6,7±7,9 (7-я груп-
па) – 14,5±11,1 (8-я группа) и оценивался как отрица-
тельный или сомнительный.

из полученных результатов следует, что инак-
тивированный корпускулярный антиген, приготов-
ленный из вакцины B. abortus 19BA (1, 2 группы), 
и тэ бруцелл в S-форме (6 группа) вызывают вы-
раженную сенсибилизацию лейкоцитов селезенки 
белых мышей, о чем свидетельствует уровень кл, 
оцениваемый как положительный и резко положи-
тельный. однократное применение тэ (5-я группа) 
приводит к слабой сенсибилизации и сомнительно-
му результату кл. корпускулярный антиген и тэ из 
бруцелл в L-форме при обеих схемах иммунизации 
(однократная или трехкратная) в целом не вызывает 
существенной аллергической перестройки у белых 
мышей (3, 4, 7, 8 группы), о чем свидетельствует низ-
кий уровень кл в пределах 6,7±7,9 – 14,5±11,1, что 
оценивается как отрицательный или сомнительный 
результат. 

таким образом, корпускулярный антиген и тер-
моэкстракт, приготовленные из бруцелл в L-форме, 

коэффициент лейкоцитолиза при иммуни-
зации антигенными препаратами, приготов-
ленными из бруцелл в S- и L-формах:
1-я группа – однократная иммунизация корпуску-
лярным антигеном B. abortus 19 BA; 2-я группа – 
трехкратная иммунизация корпускулярным анти-
геном B. abortus 19 BA; 3-я группа – однократ-
ная иммунизация корпускулярным антигеном 
B. abortus и-206 в L-форме; 4-я группа – трех-
кратная иммунизация корпускулярным антиге-
ном B. abortus и-206 в L-форме; 5-я группа – од-
нократная иммунизация тэ из B. abortus и-206 в 
S-форме; 6-я группа – трехкратная иммунизация 
тэ из B. abortus и-206 в S-форме; 7-я группа – 
однократная иммунизация тэ из B. abortus и-206 
в L-форме; 8-я группа – трехкратная иммуниза-
ция тэ из B. abortus и-206 в L-форме; 9-я груп-
па – однократное введение физиологического 
раствора (контроль); 10-я группа – трехкратное 
введение физиологического раствора (контроль)
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термоэкстракт из бруцелл в S-форме при однократ-
ном введении не оказывают сенсибилизирующего 
действия на лейкоциты селезенки белых мышей, что 
свидетельствует о перспективности дальнейшего из-
учения их влияния на организм экспериментальных 
животных с целью подбора антигенов, обладающих 
слабым аллергизующим действием. 
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острые кишечные инфекции (оки) являются одной 
из важных проблем в мировом и отечественном здра-
воохранении. с одной стороны, уровень заболевае-
мости остается достаточно высоким, без тенденции к 
отчетливому снижению, с другой – отмечается появ-
ление сероваров, обусловливающих тяжелое течение 
болезни: S. flexneri 2a, энтерогеморагическая эшери-
хия о157, а также нетипичные штаммы V. cholerae 
о1 [9, 6]. такие штаммы обладают высоким панде-
мическим потенциалом, что обеспечивается высокой 
адаптацией к условиям внешней среды и повышен-
ной вирулентностью, которая выражается в более тя-
желом течении заболевания с высоким показателем 
летальности [6].

в настоящее время в лечении оки появились 
новые подходы – основной акцент делается на па-
тогенетическую терапию, целью которой является 
дезинтоксикация, коррекция водно-электролитных 
изменений, нормализация моторно-секреторных 
функций желудочно-кишечного тракта, восстановле-
ние кишечной микрофлоры, усиление репаративных 
процессов в слизистой толстой кишки, энтеросорб-

ция. при инфекционных заболеваниях энтеросорб-
ция является не только патогенетическим способом 
терапии, но и этиотропным, поскольку сорбенты 
способны поглощать как эндо- и экзотоксины воз-
будителей, так и фиксировать на своей поверхности 
бактериальные клетки и вирусы, выключая их таким 
образом из патологического процесса [4]. 

при всем многообразии энтеросорбентов несо-
мненный интерес представляют препараты на осно-
ве природных молекул и их производных. наиболее 
перспективную группу веществ составляют некрах-
мальные полисахариды, к которым относятся альги-
наты и фукоиданы морских бурых водорослей, кар-
рагенаны красных водорослей, пектины морских и 
наземных трав, хитин, его производное хитозан.

хитозан – сополимер D-глюкозамина и N-аце-
тил-D-глюкозамина, имеющий уникальную поли-
катионную фибриллярную структуру [2]. наличие 
в структуре этого полисахарида многочисленных 
реакционно-способных OH- и Nн2-групп создает 
возможность проведения разнообразной модифика-
ции и осуществления строго направленного синтеза 
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проведено сравнительное изучение сорбционных свойств полимерного энтеросорбента хитозана и его специ-
фического модификанта, полученного методом адсорбции антитоксических иммуноглобулинов на растворимой 
хитозановой матрице. установлено, что растворимая форма хитозана и его специфический модификант проявля-
ли высокую адсорбционную активность в отношении холерного токсина, снижая его исходную концентрацию. 
равновесная емкость хитозана и его модификанта возрастала с увеличением исходных концентраций холерного 
токсина в растворе. в статических условиях изучали степень извлечения холерного токсина из раствора. в ди-
намике фиксировали скорость извлечения адсорбата из раствора. в ходе проведенных экспериментов доказана 
эффективность специфической сорбции модифицированного сорбента, обусловленная наличием в его структуре 
активного компонента – антитоксических противохолерных иммуноглобулинов. полученные данные представля-
ют интерес в плане дальнейшей разработки специфического противохолерного энтеросор бента. 

Ключевые слова: энтеросорбенты, природные полисахариды, хитозан, холерный токсин, специфическая сорб-
ция, модельные растворы.

M.V.Ovchinnikova, M.N.Kireev, A.K.Nikiforov

Sorption Properties of Polymeric Enterosorbent and Its Specific Modified Analogue in Simulated 
Cholera toxin solutions in vitro
Russian Research Anti-Plague Institute “Microbe”, Saratov, Russian Federation

Carried out was comparative study of the sorption properties in polymeric enterosorbent – chitosan, and its specific modified ana-
logue obtained through absorption of anti-toxin immunoglobulins onto the soluble chitosan template. It is determined that soluble chi-
tosan and its specific counterpart express high sorption activity in relation to cholera toxin, thus making lower its initial concentrations. 
Equilibrium adsorption capacity of the chitosan and its modified variant increase with the raise of initial cholera toxin concentration 
in the solution. Cholera toxin extraction rate was identified under static conditions. Adsorbate substance recovery rate was registered 
in the progression. In the course of experiments proved was modified sorbent specific sorption efficiency, occasioned by the presence 
of the active component in the analogue composition – namely, anti-toxic anticholeraic immunoglobulins. The data obtained are of the 
importance for further development of specific anticholeraic enterosorbent. 

Key words: enterosorbents, natural polysaccharides, chitosan, cholera toxin, specific sorption, simulated test solutions. 



Проблемы особо опасных инфекций, вып. 4, 2014

72

производных этого полимера. дополнительно про-
тонированная аминогруппа в молекуле хитозана яв-
ляется высокоактивной, что определяет его свойства 
связывать ионы водорода и приобретать избыточный 
положительный заряд, обусловливая тем самым хе-
лато- и комплексообразующие свойства хитозана. 
обилие водородных связей способствует связыванию 
полисахаридом большого количества органических 
водорастворимых веществ, в том числе бактериаль-
ных токсинов и токсинов, образующихся в толстом 
кишечнике в процессе пищеварения. хитозан обла-
дает низким раздражающим действием на слизистую 
оболочку кишки, мукоадгезивен, высоко биосовме-
стим, существенно повышает биодоступность труд-
норастворимых веществ в крови, биодеградирует [1]. 
при этом хитозан имеет ряд преимуществ перед дру-
гими энтеросорбентами (например, активированным 
углем и каолином), не вызывая побочных эффектов 
при применении, таких как сорбция из организма 
важных питательных веществ и развитие констипа-
ционного синдрома [7].

несмотря на опыт применения хитозана в каче-
стве энтеросорбционного средства при лечении раз-
личных заболеваний [2, 7], вопрос его эффективности 
в специфической сорбции токсинов бактериальной 
природы остается не изученным. на современном 
этапе особое внимание уделяется созданию энтеро-
сорбентов, избирательно поглощающих из организ-
ма токсические вещества белкового происхождения, 
накапливающиеся в результате развития различных 
патологических (аутоиммунных, инфекционных и 
др.) процессов. применение таких препаратов позво-
лит решить задачу целенаправленной нейтрализации 
токсических продуктов с последующей их элимина-
цией из организма. 

целью данной работы является сравнительное 
изучение сорбционной активности природного поли-
сахарида хитозана и его специфического модификан-
та в отношении энтеротоксина холерного вибриона в 
условиях in vitro.

материалы и методы

для проведения экспериментов использова-
ли хитозан (1,4-ß-D-глюкан) (зао «биопрогресс», 
россия): молекулярная масса 200 кда, размер частиц 
от 1 до 150 мкм, сорбирующая поверхность 100–
250 м² на 1 г.

ограничения по применению хитозана связан-
ны с его низкой растворимостью при нейтральных и 
слабощелочных значениях рн. учитывая этот факт, 
получали растворимую форму хитозана методом 
осадительной коацервации. для этого навеску по-
лисахарида растворяли в 2,5 % растворе лимонной 
кислоты с последующим осаждением 10 % раство-
ром сульфата натрия. полученную взвесь осаждали 
центрифугированием. при этом образовывался ге-
леобразный осадок, содержащий микрочастицы хи-
тозана размером 200–300 нм.

в качестве специфического лиганда использова-
ли антитоксические иммуноглобулины, выделенные 
из сыворотки крови кроликов, иммунизированных 
холерным токсином. специфическая активность 
взятых в эксперимент иммуноглобулинов составила 
в твердофазном иммуноферментном анализе и дот-
иммуноанализе 1:2000, в реакции иммунодиффу-
зии – 1:64.

специфический модификант хитозана получали 
методом адсорбции активного лиганда на раствори-
мой форме сорбента. для этого расчетное количество 
иммуноглобулинов соединяли с навеской энтеросор-
бента и оставляли на 3–5 ч при постоянном пере-
мешивании. затем твердую фазу отделяли центри-
фугированием. контроль эффективности процесса 
адсорбции осуществляли измерением остаточного 
белка в супернатанте. 

сорбционные свойства образцов энтеросорбен-
тов изучали в статическом и динамическом режимах 
in vitro. в эксперименте использовали модельные 
растворы холерного токсина в концентрации от 10 до 
100 мкг/мл.

в химическую посуду с растворами холерного 
токсина в указанных концентрациях добавляли по 10 
мг исследуемых сорбентов. экспозиция статического 
режима составила 24 ч, в динамическом режиме об-
разцы отбирали через 1, 2, 3, 4, 5, 6 ч. концентрацию 
не связавшегося холерного токсина определяли 
спектрофотометрически на двух длинах волн (260 
и 280 нм).

для отражения эффективности процесса сорб-
ции определяли: количество холерного токсина в 
фазе сорбента а = с0 – ср., где с0 – начальная концен-
трация токсина в растворе, мгк/мл, ср – равновесная 
концентрация токсина, мкг/мл; равно вес ную емкость 
сорбентов амах = (с0 – ср)∙V/m, где m – навеска сор-
бента, г; V – объем раствора токсина, л; степень из-
влечения белка из раствора L = (с0 – ср)/с0∙100 %. 

результаты и обсуждение 

в результате проведенных исследований уста-
новлено, что энтеросорбент хитозан и его специфиче-
ский модификант в статических условиях проявляли 
высокую адсорбционную активность по отношению 
к холерному токсину в модельных растворах, кото-
рая выражалась в снижении исходных концентраций 
адсорбата в 28,7–68,6 и 50,8–90,3 раз соответствен-
но, в зависимости от его концентрации в реакцион-
ной смеси.

с увеличением исходных концентраций холер-
ного токсина в растворе возрастала равновесная ем-
кость хитозана и его модификанта. степень извлече-
ния белка была максимальной при высоких исходных 
концентрациях холерного токсина (100 мкг/мл), при-
чем у специфического модификанта данный показа-
тель превышал на 25 % аналогичный параметр хито-
зана, что свидетельствует о более высоких сорбцион-
ных свойствах специфического образца (табл. 1).



БИОТЕХНОЛОГИЯ, ИММУНОЛОГИЯ

73

изотермы адсорбции холерного токсина на ис-
следуемых образцах энтеросрбентов имели S-образ-
ный вид с точками перегиба в области средних кон-
центраций белкового адсорбата – 30 мкг/мл для хито-
зана и 60 – для модификанта (рисунок). изотермы та-
кого типа описывают полимолекулярную адсорбцию. 
для набухающих полимерных сорбентов, таких как 
хитозан, адсорбция происходит за счет образования 
водородных связей и электростатических взаимодей-
ствий. при относительно малых концентрациях ад-
сорбата происходит образование водородных связей 
с первичными адсорбционными центрами хитозана, 
его полярными амино- и гидроксильными группа-
ми, затем на менее доступных внутренних участках, 
причем мономолекулярный слой может быть обра-
зован не полностью. далее каждая адсорбированная 
молекула сама становится центром адсорбции. при 
увеличении концентраций адсорбата происходит 
рост образовавшихся на первичных адсорбционных 
центрах активных кластеров, и величина адсорбции 

возрастает, что на графике отражается небольшим 
изгибом [3].

при модификации хитозана происходит вклю-
чение в активные центры сорбента молекул имму-
ноглобулина. известно, что связывание антигенов 
происходит в щели активного центра, образованной 
вариабельными доменами в N-концевой части легкой 
и тяжелой цепей Fab-фрагментов. частично контак-
тируют с антигеном гипервариабельные участки н- и 
L-цепей, расположенные в местах изгибов полипеп-
тидной цепи, а также некоторые из аминокислотных 
остатков более глубоких внутренних областей цепи. 
введение в структуру сорбента таких антигенсвязы-
вающих центров, по нашему мнению, и приводит к 
специфической сорбции, которая выражается в уве-
личении количества извлеченного токсина из раство-
ра. наряду с величинами сорбции, для практических 
целей большое значение имеет скорость извлечения 
адсорбата из раствора. в связи с этим в следующей 
серии экспериментов исследовали динамику измене-
ния концентрации холерного токсина в реакционной 
смеси при контакте с хитозаном и его специфиче-
ским модификантом.

полученные результаты (табл. 2) свидетельство-
вали о том, что специфический модификант хитоза-
на проявлял высокую скорость извлечения холерного 
токсина из раствора, достигая максимальной концен-
трации холерного токсина в фазе сорбента уже через 
3 ч от начала эксперимента. процесс сорбции холер-
ного токсина немодифицированным хитозаном за-
вершался через 6 ч экспозиции. 

изучение процесса сорбции-десорбции в реак-
ционных смесях показало, что концентрация холер-
ного токсина в фазе сорбента держалась на макси-

Таблица 1

адсорбционная активность хитозана и его специфического модификанта в модельных растворах холерного токсина

сорбент
концентрация токсина, мкг/мл

равновесная  
емкость, (аmax)

степень извлечения  
токсина из раствора (L)исходная 

(с0)
в фазе раствора (ср) в фазе сорбента (а)

хитозан 10 7,13±1,5 2,87±1,1 1,09±0,9 28,7
20 11,15±1,7 10,85±1,2 5,42±1,2 44,2
30 12,50±1,0 17,50±1,2 8,75±1,6 58,3
40 17,46±1,5 22,54±1,5 11,27±1,5 56,3
50 15,91±1,5 34,09±1,0 17,04±1,6 68,1
60 20,53±1,0 39,47±1,2 19,73±1,3 65,7
70 21,90±1,2 48,10±1,2 24,05±1,0 68,7
80 25,20±0,9 54,80±1,5 27,40±1,4 68,5
90 33,27±1,5 56,73±1,7 28,36±1,5 63,0
100 31,40±1,5 68,60±1,5 34,30±1,5 68,6

специфический 
модификант

10 4,92±1,3 5,84±1,4 2,90±1,6 50,8
20 5,45±1,0 14,66±1,2 7,30±1,6 72,7
30 6,21±1,2 23,81±1,2 11,90±1,0 79,3
40 5,72±1,0 34,34±1,5 17,10±1,2 85,7
50 6,84±1,5 43,24±1,4 21,60±1,3 86,3
60 7,25±1,7 52,86±1,4 26,23±0,8 87,9
70 7,53±1,7 62,52±1,8 31,26±1,5 89,2
80 8,61±1,6 71,42±1,7 34,71±1,2 89,2
90 9,01±1,5 80,99±1,5 40,49±1,2 89,9
100 9,70±1,5 90,30±0,8 45,15±1,5 90,3

изотермы сорбции холерного токсина из раствора энтерсорбен-
том хитозаном и его специфическим модификантом
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мальном уровне и не снижалась спустя 72 ч (срок 
наблюдения) от начала взаимодействия сорбента с 
раствором холерного токсина. это характерно как 
для исходного хитозана, так и для его специфическо-
го модификанта, и свидетельствует о необратимости 
процесса сорбции в обоих случаях.

таким образом, сравнительное изучение сорб-
ционной активности (равновесная емкость, степень 
и скорость извлечения токсина из раствора) природ-
ного полисахарида хитозана и его специфического 
модификанта к холерному токсину показало количе-
ственное и временное превосходство специфическо-
го модификанта над исходным препаратом. доказана 
эффективность специфической сорбции модифици-
рованного сорбента, обусловленная наличием в его 
структуре активного компонента – антитоксических 
противохолерных иммуноглобулинов.

полученные данные in vitro представляют на-
учный интерес в плане дальнейшей работы по кон-
струированию специфического противохолерного 
энтеросор бента на основе хитозановой матрицы. 
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Таблица 2

Динамика изменения концентрации холерного токсина  
в растворе в условиях сорбции

энтеро сорбент
контроль 
концен-
трации,  
мкг/мл

концентрация холерного токсина  
в фазе сорбента, мкг/мл

время сорбции, ч

1 2 3 4 5 6

хитозан 100 25,20 31,30 42,0 48,60 56,65 69,60

специфи ческий 
модификант 100 76,40 89,50 90,0 89,0 89,5 90,0
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в настоящее время известно, что токсические 
свойства бактериальных липополисахаридов (лпс) 
можно усиливать в условиях in vivo посредством 
снижения порога чувствительности макроорганизма 
к действию лпс. с этой целью обычно используют 
вещества, обладающие иммуносупрессивным дей-
ствием. иной способ, широко применяемый в ла-
бораторной практике, заключается в обработке жи-
вотных аминосахаром D-галактозамином (D-GalN). 
сенсибилизация животных этим веществом увели-
чивает токсичность бактериальных лпс в сотни и 
тысячи раз [5]. возможность применения D-GalN 
для повышения токсичности лпс чумного микроба 
на модели белых мышей описана нами ранее [1]. 

лпс Yersinia pestis относится к R-хемотипу. био-
логическое своеобразие его заключается в высокой 
внутривидовой вариабельности химической структу-
ры и температурозависимом характере синтеза лпс. 
в соответствии с химическим строением полимеров 
токсичность препаратов лпс возбудителя чумы весь-
ма различна и колеблется от средних значений LD50 

(350–800 мкг/мышь), что характерно для R-лпс, до 
полного отсутствия эффекта токсичности. как прави-
ло, низкотемпературные лпс (лпс28) чумного ми-
кроба токсичны для биопробных животных, в то вре-
мя как высокотемпературные лпс (лпс37) являются 
слабыми индукторами синтеза провоспалительных 
цитокинов, а в некоторых случаях вообще не облада-
ют токсическими свойствами [3]. 

известно, что в условиях in vitro токсичность 
препаратов лпс Y. pestis можно усилить путем фор-
мирования токсически активной конформации поли-
меров. модулятором конформационных изменений 
лпс является специфический белок чумного микро-
ба – мышиный токсин (мт), который образует ком-
плекс лпс-мт, специфичный и высокотоксичный 
для биопробных животных [2]. 

представляло интерес сравнить токсические 
свойства исходных и конформационно измененных 
форм лпс вакцинного и вирулентного штаммов 
чумного микроба для белых мышей, сенсибилизиро-
ванных D-GalN.
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определена токсичность высокотемпературных лпс37 и комплексов лпс с мышиным токсином (лпс37-мт) 
вакцинного и вирулентного штаммов Yersinia pestis для белых мышей, сенсибилизированных D-галактозамином 
(D-GalN). LD50 лпс37 и лпс37-мт Y. pestis 231 для интактных мышей составляла соответственно 310÷500 
и 110÷250 мкг/мышь. лпс37 Y. pestis EV76 нетоксичен для биопробных животных в дозе 3 мг. в то же время 
лпс37-мт токсически активен и его LD50 равна 520÷610 мкг/мышь. на фоне D-GalN чувствительность живот-
ных к действию указанных форм лпс вакцинного штамма повышалась на два порядка, а для лпс вирулентного 
штамма – на три. при этом различия токсических свойств между исходными (лпс37) и конформационно изме-
ненными (лпс37-мт) формами лпс обоих исследованных штаммов Y. pestis полностью нивелируются. 
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Determined has been toxicity to D-galactosamine (D-GalN) sensitized white mice of high-temperature LPS37 and LPS complexes 
with murine toxin (LPS37-MT) contained in vaccine and virulent Yersinia pestis strains. Y. pestis 231 LPS37 and LPS37-MT LD50 for 
intact mice is 310÷500 and 110÷250 mcg/mouse, respectively. Y. pestis EV76 LPS37 is non-toxic for experimental animals if admin-
istered in a dose of 3 mcg. While Y. pestis EV76 LPS37-MT is toxically active and its LD50 equals 520÷610 mcg/mouse. Sensitivity 
of the animals to the stated above LPS forms’ effect when affected by D-GalN is by two orders greater, and as for LPS of the virulent 
strain is by three orders. Concurrently, differences in toxicity properties in the original (LPS37) and conformationally altered (LPS37-
MT) LPS-forms in both of the tested Y. pestis strains drop out of the equation completely. 
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в работе использовали высокотемпературные 
лпс, полученные из клеток вакцинного (EV76) и 
вирулентного (231) штаммов Y. pestis. культуры вы-
ращивали при 37 °с на агаре LB (Difco, сШа) в те-
чение 48 ч. лпс выделяли фенольным методом.

мышиный токсин выделяли по оригинальной 
методике в.и.марченкова из вакцинного штам-
ма Y. pestis EV76. LD50 препарата мт равнялась 5,6 
(4,0÷7,9) мкг/мышь. для активации токсических 
свойств лпс Y. pestis препараты лпс соединяли с 
мт и инкубировали 30 мин при 37 °с с целью об-
разования комплекса лпс-мт [2].

обработку белых мышей D-GalN проводили 
по методу C.Galanos et al. в нашей модификации 
[1]. максимальная концентрация D-GalN (Merck, 
германия) составляла 30 мг на белую мышь. доза не 
была токсичной для лабораторных животных. D-GalN 
растворяли в физиологическом растворе и вводили 
внутрибрюшинно экспериментальным животным 
одновременно с препаратами лпс Y. pestis, исследу-
емыми на токсичность. значение LD50 рассчитывали 
по общепринятой формуле кербера. статистическую 
обработку полученных результатов проводили по 
критерию знаков для вероятности 0,95.

использованные в работе 37 °с лпс вакцинно-
го и вирулентного штаммов чумного микроба суще-
ственно различаются по химическому строению [6] 
и, как показал эксперимент, проявляют различную 
токсичность для биопробных животных. так, препа-
рат лпс37 вирулентного штамма Y. pestis 231 имеет 
достаточно высокий уровень токсичности, его LD50 
равна 310÷500 мкг/мышь. в то же время лпс37 вак-
цинного штамма Y. pestis EV76 не токсичен для бе-
лых мышей в дозах более 3 мг. 

при образовании комплекса лпс37-мт ток-
сические свойства лпс37 вирулентного штамма 
увеличиваются приблизительно в 2,5 раза (LD50 = 
110÷250 мкг/мышь). у вакцинного же штамма, в от-
личие от нетоксичной исходной формы лпс37, кон-
формационно измененный комплекс лпс37-мт ток-
сичен и его LD50 равна 520÷610 мкг/мышь.

сенсибилизация белых мышей D-GalN способ-
ствует повышению чувствительности животных к 
действию всех указанных форм лпс чумного ми-
кроба. при этом выяснилось, что на фоне D-GalN 
различия в летальной токсичности исходных и кон-
формационно измененных форм лпс как вакцинно-
го, так и вирулентного штаммов Y. pestis полностью 
нивелируются. доза лпс, вызывающая 100 % ги-
бель животных, для препаратов всех форм (лпс37 
и лпс37-мт обоих штаммов) одинакова и равна 10 
мкг/мышь. в то же время минимальные дозы препа-
ратов лпс37 и лпс37-мт, при которых наблюдает-
ся гибель 10–30 % животных, различны для вакцин-
ного и вирулентного штаммов Y. pestis. для препара-
тов лпс Y. pestis EV76 она равна 5 мкг/мышь, а для 
препаратов лпс вирулентного штамма Y. pestis 231 
составляет 0,1 мкг/мышь. таким образом, D-GalN 
усиливает токсичность лпс37 и лпс37-мт ви-

рулентного штамма Y. pestis 231 в 100–1000 раз, а 
лпс37-мт вакцинного штамма Y. pestis EV76 в 100 
раз. нетоксичный в обычных условиях лпс37 Y. pes-
tis EV76 на фоне D-GalN проявляет такую же ток-
сичность, как и конформационно измененная форма 
лпс37-мт.

по данным литературы известно, что действие 
аминосахара D-GalN на организм млекопитающих 
избирательно и направлено исключительно на клет-
ки печени [5]. в паренхиме печени специфические 
рецепторы для лпс (TLR2/TLR4) экспрессиру-
ют только звездчатые ретикулоэндотелиоциты – 
купферовы клетки. связывание лпс с Toll-рецеп то-
ра ми приводит к передаче трансмембранного сигна-
ла, направленного на активацию главного регулятора 
синтеза провоспалительных цитокинов – фактора 
ядерной транскрипции (NFkb). синтез TNF-α, ини-
циированный лпс, может ограничиваться только 
купферовыми клетками, или может быть усилен 
путем передачи сигнала от TNF-α (уже синтезиро-
ванного) на соответствующие рецепторы цитоки-
нактивных клеток печени (нормальные киллеры и 
т-лимфоциты). в свою очередь передача сигнала от 
TNF-α реализуется через два типа трансмембранных 
рецепторов, которые присутствуют на всех ядерных 
клетках организма млекопитающих – TNFR и FasR. 
взаимодействие тNF-α с внутриклеточными адап-
торными белками FasR инициирует апоптоз клетки, 
а с TNFR активирует NFkb, запуская тем самым вто-
ричный цикл синтеза TNF-α [4].

результаты проведенных исследований свиде-
тельствуют о том, что на фоне D-GalN исходные и 
конформационно измененные формы лпс чумного 
микроба, независимо от их исходной токсичности, в 
условиях макроорганизма обладают приблизитель-
но одинаковой TNF-α индуцирующей активностью. 
видимо, в присутствии D-GalN лпс каскадно акти-
вирует всю сеть цитокининдуцирующих клеток пе-
чени, при этом путь передачи сигнала от TNF-α на 
Fas-рецепторы является доминантным, что приводит 
к апоптозу гепатоцитов и гибели макроорганизма. 
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дифференциация энзоотичной по чуме террито-
рии российской Федерации по степени ее эпидеми-
ческой опасности является одной из основных задач 
эпидемиологического надзора за чумой [1].

к настоящему времени под эпидемическим по-
тенциалом природных очагов чумы (эп) понимают 
количественный показатель опасности заражения 
чумой в природном очаге в определенный момент 
времени; имеется компьютерная программа, мате-
матическая модель и методы количественной оцен-
ки эпидемического потенциала [2]. однако данная 
компьютерная программа разработана без учета 
пространственной составляющей и требований гео-
графической информационной системы (гис), для 
ее использования в составе автоматизированной ин-
формационно аналитической системы обеспечения 
биологической безопасности, включающей многие 
программы и базу данных, требуется существенная 
переработка. 

нами разработан опытный образец компьютер-

ной программы «эпидемический потенциал природ-
ных очагов чумы российской Федерации». данная 
программа разработана с учетом современных пред-
ставлений о количественной оценке эпидемиологи-
ческого риска и, в отличие от предыдущей, интегри-
руется с гис-сервером (Arc GIS). ее использование 
обеспечивает повышение эффективности принятия 
управленческих решений посредством обеспечения 
руководителей подразделений роспотребнадзора 
полной и актуальной информацией о санитарно-
эпидемиологической ситуации по чуме на всей тер-
ритории природных очагов российской Федерации 
(рФ); своевременного информирования лиц, при-
нимающих решения в сфере обеспечения биоло-
гической безопасности, о рисках возникновения и 
развития вспышек (эпидемий) чумы; сокращения 
временных и других затрат на подготовку достовер-
ных и полных исходных данных для поддержки при-
нятия решений при проведении профилактических 
(противоэпидемических) мероприятий; повышения 
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минимальная величина). программа создана на платформе Arc GIS для интеграции в состав автоматизирован-
ной информационно-аналитической системы обеспечения биологической безопасности в субъектах российской 
Федерации. 

Ключевые слова: природный очаг чумы, эпидемический потенциал, компьютерная программа.

E.V.Kouklev, V.A.Safronov, A.A.Lopatin, A.S.Razdorsky

Designing of the Software Program “Epidemic Potential of Natural Plague Foci in the Territory  
of the Russian Federation”
Russian Research Anti-Plague Institute “Microbe”, Saratov, Russian Federation

Designed has been a computer program “Epidemic potential of natural plague foci in the Russian Federation” applied for the 
automatized evaluation of the epidemic hazard level of natural plague foci in relation to the population residing on the territory of 
them. This software optimizes management decision making via provision of the Heads of the Rospotrebnadzor organizations with the 
comprehensive current data on the sanitary-epidemiological situation on plague across the whole territory of the natural foci in Russia, 
and by enhancing the quality of the visual data display, which are essential for the decision making in the sphere of biological safety 
provision. In consequence of integration into “Deductor” software program, counted value of epidemic potential for any location of the 
natural focus territory can be ranked correspondently using colorimetric scale (from red up violet color, for maximum and minimum 
rating, respectively). The program is designed on the base of Arc GIS Platform to be introduced into the automatized information 
analysis system for the provision of biological safety in the constituent entities of the Russian Federation. 

Key words: natural plague focus, epidemic potential, computer program. 
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качества визуального представления данных, тре-
буемых для принятия решений в сфере обеспечения 
биологической безопасности.

начальными данными для программы являют-
ся: доля площади очага, занятая эпизоотией чумы в 
конкретный период времени (S); интенсивность эпи-
зоотии (Y); доля участка очага, занятая поселениями 
основного носителя чумы (K); численность основно-
го носителя чумы на 1 га и на 1 кв.км. или плотность 
колоний на 1 га (P); запас блох на 1 га (M1); индекс 
обилия блох в гнездах (M2); вирулентность штам-
мов возбудителя чумы задается в виде шифра очага 
(V); контакт человека с блохами диких грызунов в 
поле (большая песчанка (B11), малый-горный суслик 
(B12), полуденная и гребенщиковая песчанка ( B13), 
длиннохвостый суслик (B14); сурок (B15), пищуха, 
полевка (B16)); наличие грызунов в жилье человека 
(B21); наличие блох в жилье человека (B22); число 
индивидуальных верблюдов на семью (B31); числен-
ность государственных или кооперативных верблю-
дов (B32); официально организованный промысел 
животных (B41); браконьерство (B42); близость по-
селений основных носителей чумы к жилью челове-
ка (B51); распространенность игр детей и подростков 
с грызунами (B52); наличие в жилье человека кошек 
(B61); наличие в жилье человека собак (B62).

работа программы, реализованной с помощью 
аналитической платформы «Deductor», начинает-
ся с импорта начальных данных. далее, с помощью 
узла обработчика «замена», осуществляется переход 
от значений каждого параметра к единой системе 
балльной оценки.

следующим действием в данной программе яв-
ляется реализация в узле обработчика «калькулятор» 
следующей формулы: 

EP = (S · Y + K · (P + M1 · M2)) · V · (B11 + B12 + … 
+ B62)

расшифровка показателей приведена выше (на-
чальные данные).

завершается работа программы экспортом полу-
ченного результата. экспорт данных осуществляет-
ся в виде таблицы в единую с гис базу данных для 
дальнейшей визуализации при помощи тематической 

карты эпидемического потенциала. 
в результате интеграции с компьютерной про-

граммой «Deductor» значение рассчитанного эпиде-
мического потенциала по каждому полигону (секто-
ру первичного района или любому участку терри-
тории природного очага) может быть ранжировано 
по величине эп с использованием шкалы цвета (от 
красного – максимальное значение, до фиолетового – 
минимальная величина). 

данная компьютерная программа разработана 
как часть комплекса информационно-аналитической 
системы обеспечения биологической безопасности в 
субъектах российской Федерации. она может быть 
использована и как самостоятельный инструмент 
анализа для автоматизированного рабочего места 
аналитика в системе противочумных учреждений 
российской Федерации.

работа выполнена по государственному кон-
тракту № 37-д от 08.08.2013 г. в рамках федеральной 
целевой программы «национальная система хими-
ческой и биологической безопасности российской 
Федерации (2009–2014 годы)».
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в последние годы в связи с резким обострением 
проблемы возрастания антибиотикорезистентности 
циркулирующих в природе штаммов возбудителей 
многих заболеваний бактериальной природы вновь 
возрастает интерес к применению в медицинской 
практике альтернативных подходов, основанных на 
принципах фаготерапии. это относится и к инфек-
циям, вызываемым бактериями рода Yersinia. для 
отработки схем и методов лечения этих заболева-
ний с помощью специфических бактериофагов не-
обходимо проведение исследований, направленных 
на изучение механизмов взаимодействия в системе 
«фаг–прокариоцит» с использованием микробиоло-
гических, молекулярно-генетических, биохимиче-
ских и иных методов. 

целью данной работы являлось электронно-
микроскопическое исследование взаимодействия 
бактерий Y. pseudotuberculosis и Y. pestis со специфи-
ческими бактериофагами в условиях in vitro. 

 в работе использовали бактерии Y. pseu-
dotuberculosis, штамм 1b (кат. № 474) и Y. pestis, 
штамм EV, а также бактериофаги диагностические 
псевдотуберкулезный и чумной покровской, полу-
ченные из коллекции Фкуз роснипчи «микроб». 
бактериальные культуры выращивали на плотной 

питательной среде на основе питательного агара 
«биотехновация» (бтн-агар, россия) в течение 1 сут 
при температуре 37 и 27 °с для Y. pseudo tu ber culosis и 
Y. pestis соответственно. инкубацию микробных кле-
ток и соответствующего бактериофага в соотношении 
1:100 проводили при температуре 37 °с в течение 5, 
20, 40, 60 и 180 мин, фиксировали в течение 1 ч при 
комнатной температуре 2,5 % раствором глутарового 
альдегида («Serva», германия). исследуемые препа-
раты наносили на медные сеточки (200 меш), покры-
тые углеродной пленкой-подложкой, сорбировали 
2 мин, проводили негативное контрастирование 2 % 
уранилацетатом. снимки получали на электронном 
микроскопе JEM-2100 («Jeol», япония) при ускоряю-
щем напряжении 160 кв. Фотографирование прово-
дили CCD с помощью камеры Keen View («Olympus», 
германия).

как показали результаты просвечивающей элек-
тронной микроскопии, частица обоих фагов состоит 
из головки (икосаэдрического капсида) гексагональ-
ной формы на плоскости, размеры которой варьиру-
ют от 40 до 60 нм в диаметре, и короткого отростка 
длиной до 15 нм. головка псевдотуберкулезной фаго-
вой частицы имела немного вытянутую форму вдоль 
центральной оси (рис. 1, а). размеры фагов псевдоту-
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проведено электронно-микроскопическое изучение динамики взаимодействия бактерий Yersinia pseudo-
tuberculosis и Yersinia pestis со специфическими бактериофагами в условиях in vitro. выявлены особенности в 
морфологических проявлениях указанных взаимодействий между исследованными видами микроорганизмов. 
определены морфометрические характеристики использованных в опыте бактериофагов. показано, что через 
40 мин совместной инкубации бактерий Y. pseudotuber culosis со специфическим бактериофагом наблюдается по-
явление персистирующих форм микробных клеток, в то время как при инфицировании клеток штамма EV бакте-
риофагом покровской это явление не обнаружено.
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electron-Microscopic Investigation of Interactions between Yersinia pseudotuberculosis,  
Yersinia pestis Cells and Specific Bacteriophages
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Carried out has been electron-microscopic investigation of dynamics of interactions between Yersinia pseudotuberculosis, Yersinia 
pestis cells and specific bacteriophages in vitro. Identified have been peculiarities in morphological manifestation of the interactions. 
Determined are morphometric characteristics of the bacteriophages utilized in the experiment. It is demonstrated that after 40 minutes 
of co-incubation of Y. pseudotuberculosis with specific bacteriophage emergence of persisting forms of microbial cells is observed, 
while in case of EV strain infecting with Pokrovskaya bacteriophage, this phenomenon is not detected.

Key words: Yersinia pseudotuberculosis, Yersinia pestis, bacteriophage, electron-microscopy.
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беркулезного и покровской оказались следующими: 
диаметр головки вдоль центральной оси (52,3±2,2) и 
(50,3±1,8) нм, ширина – (50,2±0,9) и (50,2±1,3) нм, 
длина отростка – (13,0±1,2) и (10,4±1,0) нм. по при-
нятой классификации [4] оба фага можно отнести к 
семейству Podoviridae, морфотип с1, к которому от-
носятся большинство чумных литических бактерио-
фагов, в том числе, как было показано ранее, и фаг 
покровской [5].

в течение первых 5 мин инкубации бактериаль-
ной культуры Y. pseudotuberculosis, инфицированной 
специфическим фагом, уже наблюдалась адсорбция 
фаговых частиц на поверхности бактериальных кле-
ток (рис. 1, б). большая часть фагов к этому времени 
еще находится в межклеточном пространстве. на по-
верхности бактерий фаги располагались неравномер-
но и были представлены как небольшими группами, 
так и одиночными частицами. большинство микроб-
ных клеток в этот период не имело видимых измене-
ний, наблюдалось продолжение их роста и процес-
сов деления. инфицированные бактерии в большей 
степени проявляли склонность к формированию 
слоя внеклеточного матрикса, призванного защитить 
клетки от воздействия агрессивных факторов среды 

[2]. по-видимому, это можно считать проявлением 
адаптивной реакции на адсорбцию фаговых частиц. 
клетки, не атакованные фагами, защитного слоя не 
имели, либо он был выражен в меньшей степени. у 
единичных бактерий после 5 мин инкубации с фагом 
уже наблюдались локальные разрывы в оболочке, но 
клетки еще не разрушались полностью и не теряли 
своей формы. 

после 20 мин инкубации инфицированной 
культуры Y. pseudotuberculosis в межклеточном про-
странстве встречались только отдельные фаговые 
частицы, на большинстве микробных клеток наблю-
дались адсорбированные фаги, расположенные от-
носительно равномерно по поверхности бактерий. 
при этом головки фагов были окутаны достаточно 
плотным слоем матрикса и имели вид наростов или 
шишек на клеточной оболочке (рис. 1, в). не исклю-
чено, что многие из них представляют собой уже вто-
ричные фаги, которые при выходе из клеток несли 
на себе часть цитоплазматического коллоида и имели 
вид ватных комочков. на созревание к этому време-
ни урожая вторичных фагов указывает и тот факт, 
что среди микробных клеток выявлялось некоторое 
количество мертвых особей, отличающихся значи-

электронно-микроскопическая картина ди-
намики взаимодействия клеток Y. pseudotu-
berculosis 1b со специфическим бактериофа-
гом: 
а – неадгезированные фаговые частицы; б–е – ин-
кубация в течение 5, 20, 40, 60 и 180 мин соответ-
ственно
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тельно меньшей электронной плотностью. меньшая 
плотность таких бактерий определяется тем, что они 
представлены почти исключительно клеточной обо-
лочкой, т.к. основная масса их содержимого «вы-
плеснулась» при выходе зрелых фаговых частиц.

при продолжении инкубации бактериальной 
культуры с фагом в течение 40 мин процессы, от-
меченные на предыдущем этапе опыта, становились 
более выраженными. в частности, наблюдалось 
значительно большее количество мертвых клеток и 
бактерий с измененной морфологией (рис. 1, г). в то 
же время снизилось относительное количество ми-
кробов с адсорбированными фаговыми частицами, 
уменьшилось и среднее количество фагов, приходя-
щихся на одну клетку. это отчасти связано с тем, что 
фаговые частицы становятся менее различимы в свя-
зи с их большей экранировкой обволакивающим вне-
клеточным матриксом. в этот период отмечено также 
появление переживающих (персистирующих) форм 
бактерий, формирование которых является одним 
из проявлений защитной реакции микробной куль-
туры на воздействие неблагоприятных факторов [1, 
3]. переживающие клетки отличаются сферической 
формой, меньшими размерами и более прочной обо-
лочкой. такие формы менее доступны в отношении 
адсорбции фагов и более устойчивы к воздействию 
их литических ферментов.

после 60 мин инкубации Y. pseudotuberculosis 
со специфическим бактериофагом в культуре наблю-
дались только отдельные живые микробные клетки; 
чаще они были покрыты адсорбированными фаго-
выми частицами, имеющими вид наростов или ши-
шек на теле бактерии, редкие из них были защищены 
толстым слоем внеклеточного матрикса. основная 
масса клеток имела искаженную морфологическую 
форму и различные повреждения оболочки, из кото-
рых «выплескивалось» содержимое микробов. в них 
часто можно было различить и сформированные фа-
говые частицы (рис. 1, д). 

через 3 ч инкубации в культуре Y. pseudotuber-
culosis наблюдали только мертвые, электронно-
прозрачные клетки (рис. 1, е). единичные жизнеспо-
собные особи были представлены, в основном, пере-
живающей формой бактерий. 

для инфицированной фагом покровской куль-
туры штамма EV Y. pestis характерно некоторое за-
паздывание динамики эффектов взаимодействия 
по сравнению с культурой Y. pseudotuberculosis, за-
раженной специфическим бактериофагом. к 60-й 
минуте инкубации регистрируемые различия были 
выражены в меньшей степени. в этот период стали 
явно заметны морфологические изменения клеток, 
разрывы их оболочек и выброс содержимого вместе 
со зрелыми фаговыми частицами. отличительной 
чертой динамики взаимодействия культуры штамма 
EV с фагом было и то, что до 60-й минуты наблю-
дения включительно отмечено нарастание количе-
ства фаговых частиц на микробных клетках. к 3 ч 

инкубации в культуре наблюдались только мертвые 
бактерии, однако на некоторых клетках можно было 
наблюдать относительно большое количество рав-
номерно расположенных фагов. появления пере-
живающих форм микробов не зафиксировано. на 
протяжении всего опыта для микробных клеток 
штамма EV было характерно менее выраженное об-
разование защитного слизистого слоя, в связи с чем 
фаговые частицы были менее экранированы и луч-
ше выявлялись на поверхности бактерий вплоть до 
конца срока наблюдения. 

таким образом, электронно-микроскопически 
оценена динамика морфологических изменений бак-
терий рода Yersinia под действием специфических фа-
гов. показано, что в использованных условиях опыта 
скорость нарастания деструктивных изменений ниже 
в инфицировавнной культуре Y. pes tis по сравнению с 
Y. pseudotuberculosis, в которой через 40 мин совмест-
ной инкубации с псевдотуберкулезным фагом от-
мечали появление персистирующих форм бактерий. 
данного явления в суспензии клеток штамма EV, за-
раженной фагом покровской, не отмечали.
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гранулоцитарный анаплазмоз – трансмиссив-
ный природно-очаговый зооноз, вызываемый обли-
гатными внутриклеточными паразитами – риккет-
сиями Anaplasma phagocytophilum. анаплазмы ло-
кализуются в цитоплазматических вакуолях белых 
кровяных клеток хозяина, главным образом, грану-
лоцитов [11]. известно, что A. phagocytophilum вы-
зывает заболевание человека и домашних животных 
(собак, кошек, лошадей и жвачных) [8]. природным 
резервуаром инфекции служат млекопитающие, 
преимущественно микромаммалии. векторами гра-
нулоцитарного анаплазмоза в пределах всего нозо-
ареала возбудителя являются иксодовые клещи. в 
связи с этим, вид A. phagocytophilum практически 
повсеместно распространен в пределах ареалов его 
основных переносчиков [2]. для иксодовых клещей 
известна трансфазовая передача анаплазм, транс-
овариальная передача отсутствует [4, 6]. поэтому 
ведущую роль в заражении клещей играет горизон-
тальный перенос возбудителя при питании на инфи-
цированном хозяине.

Ixodes angustus многочисленный, но в тоже вре-
мя слабо изученный вид иксодовых клещей. ареал 
этого голарктического вида трансконтинентален. 
в палеарктике встречается преимущественно на 
тихоокеанском побережье (прибрежные районы 
магаданской области, юг камчатки) и прилегающих 
островах (сахалин, хоккайдо, курильские о-ва), так-
же проникая и в континентальные районы приморья 
и среднее приамурье [5]. неарктическая часть ареа-
ла более обширна. в северной америке распростра-

нен на западном побережье от аляски на севере, до 
мексики на юге. далее на восток, ареал сужается в 
широтном направлении и достигает атлантического 
побережья выше 40-й параллели [3]. в магаданской 
области I. angustus обнаружен полвека назад 
в.г.беляевым [1] при обследовании магадана и его 
окрестностей. обычен на побережье тауйской губы 
охотского моря (юг магаданской области), однако 
севернее 60° с.ш. иксодовые клещи не встречаются. 
основными прокормителями всех жизненных ста-
дий I. angustus являются мелкие грызуны и насеко-
моядные [5].

в северной америке I. angustus служит пере-
носчиком ряда патогенов, таких как Borrelia burg dor-
feri [9], Babesia microti [7] и A. phago cyto philum [10]. 
в палеарктической части ареала участие этого вида 
иксодид в поддержании природных очагов клещевых 
инфекций не изучено.

материалом для работы послужили иксодовые 
клещи, собранные с грызунов в июне–июле 2013 г. в 
пригороде магадана (59°30΄ с.ш., 150°54΄ в.д.). всего 
проанализировано девять образцов имаго I. angustus, 
находившихся на разных стадиях насыщения. семь 
экземпляров клещей были сняты с красных полевок 
(Myodes rutilus), два – с красно-серой полевки (M. ru-
focanus). молекулярно-генети ческие исследования 
выполнены в Фкуз «хабаровская противочумная 
станция» роспотребнадзора. образцы клещей анали-
зировались индивидуально. экстракция нуклеиновых 
кислот из образцов проводилась с использованием на-
боров реагентов «рибо-преп» («амплисенс», Фбун 
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цнииэ, россия). выявление рнк/днк возбудителей 
клещевых инфекций осуществляли с применением 
набора реагентов методом пцр с гибридизационно-
флуоресцентной детекцией «амплисенс TBEV, 
B. burgdorferi sl, A. phagocytophilum, E. chaffeensis / 
E. muris-FL» («амплисенс», Фбун цнииэ, россия) 
в соответствии с инструкцией и методическими ре-
комендациями производителя.

в одном из девяти образцов обнаружена днк 
A. phagocytophilum (11,1 %). данный экземпляр кле-
ща был снят с красной полевки. рнк/днк других 
возбудителей не выявлена. таким образом, результа-
ты исследования указывают на возмож ность суще-
ствования на юге магаданской области природного 
очага гранулоцитарного анаплазмоза, в поддержании 
которого участвуют клещи I. angustus и их хозяева – 
мелкие млеко питающие. известно, что имаго этого 
вида клещей могут присасываться к собакам, кош-
кам и человеку [12]. учитывая широкую распростра-
ненность и многочисленность клещей I. angus tus в 
окрестностях магадана, можно предположить, что 
этот вид иксодид должен иметь некоторое ветеринар-
ное и медицинское значение.
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реЗоЛЮЦиЯ 
XII МежГоСУдарСТВенноЙ наУЧно-ПраКТиЧеСКоЙ КонФеренЦии  

ГоСУдарСТВ-УЧаСТниКоВ СнГ «ВКЛад ГоСУдарСТВ-УЧаСТниКоВ СодрУжеСТВа 
неЗаВиСиМЫХ ГоСУдарСТВ В оБеСПеЧение СаниТарно-ЭПидеМиоЛоГиЧеСКоГо 

БЛаГоПоЛУЧиЯ наСеЛениЯ В СоВреМеннЫХ УСЛоВиЯХ» 
(25–26 ноября 2014 г., российская Федерация, г. Саратов)

участники XII межгосударственной научно-
практической конференции государств-участников 
снг «вклад государств-участников содружества 
независимых государств в обеспечение санитарно-
эпидемиологического благополучия населения в со-
временных условиях» от азербайджанской рес пуб-
лики, республики беларусь, республики ка зах стан, 
российской Федерации, республики тад жи кистан, 
республики узбекистан, украины и исполкома 
снг отметили значительный опыт сотрудничества 
государств-участников снг как одного из эффек-
тивных механизмов решения региональных про-
блем противодействия новым угрозам санитарно-
эпидемиологическому благополучию населения и 
констатировали необходимость его дальнейшего 
развития. 

актуальность темы обусловлена возникновени-
ем и распространением ряда опасных инфекционных 
болезней в мире. 

в 2014 г. всемирной организацией здравоохра-
нения две эпидемические ситуации в мире объявле-
ны как чрезвычайные в области общественного здра-
воохранения, имеющие международное значение – 
вспышка полиомиелита в 10 странах азии, африки 
и ближнего востока и эпидемия лихорадки эбола в 
странах западной африки с впервые зарегистриро-
ванными в ее истории выносами в другие страны и 
континенты. 

сохраняется эпидемиологическая напряжен-
ность в мире, связанная с продолжающейся эпидеми-
ей холеры на о. гаити (более 700 тыс. заболевших) и в 
странах африки, значительной по масштабам эпиде-
мией лихорадки чикунгунья, охватившей 33 страны 
карибского бассейна (около 660 тыс. заболевших), 
вспышками новых инфекционных болезней – вы-
званная MERS-коронавирусом и вторая волна грип-
па A(H7N9). существует высокий риск распростра-
нения лихорадки денге, малярии и др.).

в российской Федерации имеет место расши-
рение ареала и рост заболеваемости лихорадкой 
западного нила (191 случай в 16 субъектах в 2013 г.). 
на территории стран снг угрозу эпидемиологиче-
скому благополучию населения содружества пред-
ставляет эпизоотическая активность ряда природ-
ных очагов чумы, уже приведшая к двум случаям за-
болевания чумой в 2014 г. (киргизская республика, 
тянь-Шаньский природный очаг; россия, горно-

алтайский природный очаг).
участники конференции акцентируют внимание 

на том, что в большинстве докладов и опубликован-
ных в сборнике 123 статьях конференции освещены и 
обсуждены конкретные предложения по усовершен-
ствованию мероприятий по обеспечению санитарно-
эпидемиологического благополучия населения, в том 
числе на основе внедрения современных информа-
ционных, диагностических, профилактических тех-
нологий.

участники конференции отметили обширную 
работу в государствах-участниках снг по решению 
задач, очерченных на предыдущих конференциях в 
плане обеспечения совместных ответных действий 
на чс санитарно-эпидемиологического характера, 
совершенствования всего комплекса мероприятий в 
рамках эпидемиологического надзора, санитарной 
охраны территорий на основе внедрения современ-
ных информационных, диагностических, профилак-
тических, биотехнологических технологий. созданы 
интерактивные базы данных, позволяющие оценить 
современное эпидемиологическое состояние при-
родных очагов чумы (россия, казахстан), осущест-
влять мониторинг чрезвычайных ситуаций, в том 
числе эпидемиологического характера (россия). 
осуществляется внедрение гис-технологий в си-
стему эпидемиологического надзора за природно-
очаговыми инфекциями на территории ряда субъек-
тов российской Федерации, в казахстане, армении.

на конференции рассмотрены вопросы обеспе-
чения санитарно-эпидемиологического благополучия 
населения в зонах стихийных бедствий, противоэпи-
демического обеспечения проведения массовых ме-
роприятий с международным участием, оказания 
помощи в локализации вспышки лихорадки эбола в 
западной африке. отмечена положительная работа по 
функционированию мобильных формирований, пред-
назначенных для оперативного реагирования на чс 
санитарно-эпидемиоло ги ческого характера – спэб 
роспотребнадзора, мобильных диагностических 
групп минобороны россии, специализированных 
формирований государственного санитарного надзора 
(республика беларусь), высокая степень их организа-
ционной и материально-технической готовности.

в рамках совершенствования системных основ 
противодействия чс санитарно-эпидемиологи че-
ско го характера на национальном уровне, отвечаю-

26 ноября 2014           г. Саратов
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щих требованиям ммсп (2005 г.), в российской 
Федерации получен большой практический опыт и 
усовершенствована тактика использования модер-
низированных специализированных противоэпиде-
мических бригад роспотребнадзора при предупре-
ждении и реагировании на чс: в зоне наводнения 
в дальневосточном федеральном округе в 2013 г.; в 
сибирском федеральном округе в 2014 г.; в ходе про-
ведения летней оздоровительной кампании 2014 г. в 
крымском федеральном округе; борьба с эпидемией 
лихорадки эбола в гвинейской республике в 2014 г.

разработана и апробирована тактика исполь-
зования специализированных противоэпидемиче-
ских бригад роспотребнадзора в ходе обеспечения 
проведения массовых мероприятий при проведе-
нии: универсиады-2013 в казани; саммита «группы 
двадцати» в санкт-петербурге в 2013 г.; XXII 
олимпийских и XI паралимпийских зимних игр в 
сочи в 2014 г.

затронуты вопросы совершенствования биоло-
гического мониторинга, экспрессного анализа возду-
ха на наличие возбудителей инфекционных болезней, 
санитарной оценки почв в отношении возбудителя 
сибирской язвы, проблема элиминации кори на фоне 
снижения уровня охвата иммунизацией и интенсив-
ной миграции.

участники конференции отмечают существен-
ный вклад россии в международную помощь здраво-
охранению стран снг. в концепции государственной 
политики российской Федерации в сфере содействия 
международному развитию (утв. указом президента 
российской Федерации от 20 апреля 2014 г. № 259) 
укрепление национальных систем здравоохранения, 
ориентированных, в том числе, на борьбу с распро-
странением инфекционных заболеваний, названо 
одним из приоритетных направлений в сфере содей-
ствия международному развитию, соответствующих 
национальным интересам россии.

программы помощи странам снг реализу-
ются роспотребнадзором в рамках выполнения 
российской Федерацией обязательств, принятых на 
саммите «группы восьми» (2006 г.), в соответствии 
с решениями правительства россии и направлены 
на укрепление национального потенциала в области 
профилактики инфекционных заболеваний, совер-
шенствование мониторинга и гармонизацию подхо-
дов к профилактике и надзору за инфекционными 
заболеваниями в странах для совместного противо-
действия угрозам. содействие международному раз-
витию осуществляется в том числе в форме направле-
ния целевых взносов на реализацию международных 
программ и оказания технического содействия путем 
передачи знаний и опыта в целях развития кадрово-
го потенциала. в сфере борьбы с инфекционными 
болезнями в регионе снг поддерживается позиция 
российской Федерации как страны-донора междуна-
родных программ развития. 

в рамках подписанных в 2011–2012 гг. мемо-
рандумов о сотрудничестве в области борьбы с ин-

фекционными болезнями Федеральная служба по 
надзору в сфере защиты прав потребителей и бла-
гополучия человека оказывала помощь армении, 
белоруссии, казахстану, кыргызстану, узбекистану, 
азер байджану в реализации мер по противодей-
ствию полиомиелиту, тропическим болезням и дру-
гим инфекционным болезням в виде безвозмездных 
поставок лабораторного оборудования, диагности-
ческих препаратов и вакцин, подготовки специали-
стов по лабораторной диагностике и профилактике 
инфекционных болезней.

с 2013 г. финансируется трехлетняя про-
грамма содействия странам-партнерам (армения, 
азербайджан, беларусь, кыргызстан, таджикистан 
и узбекистан) в борьбе с вич/спид и вирусными 
гепатитами. в 2014 г. запущена программа оказания 
российской помощи странам снг в борьбе с ко-
рью (2014–2015 гг.). распоряжением правительства 
российской Федерации от 07.10.2014 г. № 1965-р 
предусмотрено выделение финансовых ресурсов 
для оказания материально-технической поддержки 
странам снг в рамках внедрения ммсп (2005 г.) 
в период 2015–2016 гг. в виде поставок мобильных 
автолабораторий, лабораторного оборудования и рас-
ходных материалов, разработки учебных пособий, 
проведения региональных совещаний и конферен-
ций, подготовки кадров.

как подчеркнуто в целом ряде докладов, про-
тиводействие вновь возникающим инфекциям и из-
вестным нозологическим формам, имеющим эпи-
демический и пандемический потенциал, связано с 
комплексным решением проблемы обеспечения био-
логической безопасности. это требует единого пра-
вового, информационного и технологического поля 
на пространстве снг, создания межгосударствен-
ной системы мониторинга и контроля чс в области 
санитарно-эпидемиологического благополучия насе-
ления.

в настоящее время продолжается работа по ин-
вентаризации нормативно-правовой базы сотрудни-
чества в области здравоохранения, совершенствова-
нию принятых ранее межгосударственных соглаше-
ний и адаптации их к существующим в государствах-
участниках снг на текущий момент социально-
экономическим условиям. 

принципиально важным направлением в обеспе-
чении санитарно-эпидемиологического благополучия 
населения остается создание и совершенствование 
системных основ предупреждения и ликвидации чс 
санитарно-эпидемиологического характера между-
народного значения, приведение стационарной сети 
и мобильных формирований противоэпидемической 
направленности государств-участников снг к уров-
ню, адекватному для выявления и противодействия 
распространению новых (неизвестных), возвращаю-
щихся и распространяющихся на новые территории 
инфекционных болезней, ассоциируемых с чс. 

таким образом, основными задачами по обеспе-
чению санитарно-эпидемиологического благополу-
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чия населения в современных условиях являются:
- совершенствование технологии и нормативно-

методической базы информационного обмена между 
странами снг относительно эпидемиологических 
ситуаций, потенциально опасных в плане возникно-
вения чс санитарно-эпидемиологического характера 
международного значения;

- осуществление на единой методологической, 
технологической и организационной основе монито-
ринга и контроля чс с определением потенциальной 
опасности их возникновения на современной риско-
логической основе;

- координация научных исследований в 
государствах-участниках снг по созданию системы 
противодействия чс на национальном уровне и на 
пространстве снг;

- изучение и нормативно-методическое закре-
пление в содержании эпидемиологического надзора 
эволюционных преобразований эпизоотического и 
эпидемического процессов и эволюции в представ-
лениях о биоценотической структуре, эпизоотиче-
ской и эпидемической активности природных очагов 
чумы;

- практическая реализация научных разработок 
в области широкого формата биологической безопас-
ности; 

- обеспечение готовности к проведению проти-
воэпидемических мероприятий в случае заноса ли-
хорадки эбола в страны снг;

- развитие сотрудничества с воз в отношении 
эпидемиологического надзора и контроля, в том чис-
ле с участием российских спэб, широкого спектра 
угроз биологического характера (актуальных, новых, 
возвращающихся, распространяющихся на новые 
территории инфекционных болезней), потенциаль-
но способных привести и реально создающих чс 
санитарно-эпидемиологического характера с тяже-
лыми социально-экономическими и политическими 
последствиями.

XIII межгосударственную научно-практи че-
скую конференцию предложено провести на тему: 
«до стижения в области обеспечения санитарно-
эпи демио логического благополучия в государствах-
участ никах снг в рамках реализации стратегии воз 
по внедрению ммсп (2005 г.)» предложено прове-
сти в 2016 г.

во исполнение приказа Федеральной служ-
бы по надзору в сфере защиты прав потребителей 
и благополучия человека № 999 от 08.10.2014 г. 
27 ноября 2014 г. на базе Фкуз «российский 
научно-исследовательский противочумный ин-
ститут «микроб» роспотребнадзора проведе-
но межведомственное совещание по проблемам 
санитарно-эпидемиологической охраны территории 
российской Федерации (пленум координационного 
научного совета (кнс) по санитарно-
эпидемиологической охране территории российской 
Федерации).

в совещании приняли участие представители 
учреждений Федеральной службы по надзору в сфе-
ре защиты прав потребителей и благополучия чело-
века, минздрава россии, российской академии сель-
скохозяйственных наук, минобороны россии.

рассмотрены вопросы по организации эпиде-
миологического надзора за особо опасными инфек-
ционными болезнями; диагностике, профилактике 
и лечению особо опасных инфекционных болезней; 
биомедицинским аспектам особо опасных и других 
опасных инфекционных болезней; биологической 
безопасности и противодействию биотерроризму.

проведено обсуждение и утверждение отчетных 
за 2014 г. и плановых на 2015 г. материалов кнс.

участники совещания констатируют, что в 
2014 г. эпидемиологическая обстановка по ряду ин-

фекционных болезней в российской Федерации оста-
ется нестабильной. 

в настоящее время сохраняется высокая эпи-
зоотическая и эпидемическая активность природных 
очагов чумы. случаи заболевания в 2014 г. отмечены 
в сШа (8 случаев), китае (3). в россии в 2014 г. эпи-
зоотии чумы зарегистрированы в горно-алтайском 
высокогорном и прикаспийском песчаном очагах. в 
сентябре текущего года зарегистрирован случай за-
болевания чумой в республике алтай. 

на сегодняшний день холера остается прио-
ритетной проблемой мирового здравоохранения. 
сохраняется эпидемиологическое неблагополу-
чие в странах центральной и западной африки – 
нигерии, гане, демократической республике конго. 
продолжается эпидемия холеры на гаити, где по 
состоянию на ноябрь 2014 г. зарегистрировано 
711442 случая заболевания и 8646 случаев смерти, 
в доминиканской республике – 31681 и 472 случая 
соответственно. регистрируются случаи заболева-
ния холерой на кубе и в мексике. в июне 2014 г. 
зарегистрирован занос холеры из индии в россию 
(москва). 

с декабря 2013 г. по настоящее время продол-
жается эпидемия болезни, вызванной вирусом эбола 
(бввэ) в странах западной африки. по данным воз, 
на 20 ноября 2014 г. зарегистрировано 15145 случаев 
заболевания и 5420 случаев смерти.

реШение 
МежВедоМСТВенноГо СоВеЩаниЯ По ПроБЛеМаМ  

СаниТарно-ЭПидеМиоЛоГиЧеСКоЙ оХранЫ ТерриТории роССиЙСКоЙ ФедераЦии  
(27 ноября 2014 г., г. Саратов) 
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в эпидемический процесс вовлечены 22 пре-
фектуры в гвинее, все округа в сьерра-леоне и граф-
ства в либерии. отмечены выносы инфекционной 
болезни в приграничные государства – нигерию, 
сенегал, мали, а также за пределы африканского 
континента – испанию и сШа, сопровождавшиеся 
случаями вторичного заражения. в 2014 г. осложни-
лась эпидемиологическая обстановка по лихорадке 
эбола и в демократической республике конго, где 
также зафиксирован 1 смертельный случай лихорад-
ки марбург у медработника.

в 2014 г. случаи заболевания, вызванные ди-
ким полиовирусом I типа, зарегистрирированы в 
эндемичных странах – пакистане, афганистане и 
нигерии (259 случаев), и еще в 6 сопредельных госу-
дарствах – камеруне, сомали, экваториальной гви-
нее, ираке, эфиопии и сирии (19 случаев).

желтая лихорадка в 2014 г. регистрирует-
ся на африканском континенте (демократическая 
республикя конго, 139 случаев) и в странах 
латинской америки – бразилии (3 случая), колумбии 
(1), боливии (1) и перу (21). в 2014 г. эпидемические 
проявления лихорадки денге регистрируются в Юго-
восточной азии, центральной и Южной америке, а 
также странах карибского бассейна. 

 в регионах восточного китая и на тайване 
сохраняется сложная обстановка по гриппу птиц 
A(H7N9), где по октябрь 2014 г. отмечено 453 случая 
заболевания, в том числе 175 со смертельным исхо-
дом. известно о 2 эпизодах выноса болезни за преде-
лы материкового китая – в малайзию и канаду.

значительна по масштабам также продолжаю-
щаяся эпидемия лихорадки чикунгунья, охватившая 
в 2014 г. 33 страны карибского бассейна и латинской 
америки (более 700 тыс. заболевших).

в странах ближнего востока продолжают ре-
гистрироваться случаи заболевания новой корона-
вирусной инфекцией. по данным воз на ноябрь 
2014 г., число больных достигло 932, в том числе 371 
с летальным исходом. около 85 % лабораторно под-
твержденных случаев зарегистрировано в саудовской 
аравии. 

отмечена активизация эпидпроцесса ряда 
природно-очаговых инфекций, в том чесле лихорад-
ки западного нила. в 2014 г. отмечено 1820 случаев 
заболевания в сШа, 18 – в канаде, 210 – в странах 
европы, 27 – в россии. в 2014 г. зарегистрирова-
но 90 случаев заболевания с 2 летальными исхода-
ми крымской геморрагической лихорадкой (кгл) 
в российской Федерации (республики дагестан и 
калмыкия, ставропольский край, волгоградская об-
ласть). в грузии зафиксировано 5 случаев заболева-
ния кгл.

российская Федерация в тесном партнерстве с 
другими странами, в рамках различных региональ-
ных объединений (снг, Шос, евразэс и др.), уде-
ляет огромное значение разработке эффективных 
мер реагирования и минимизации последствий про-
явлений опасных инфекционных болезней. с уче-

том проведенной в последние годы модернизации 
материально-технической базы органов и учреж-
дений, обеспечивающих санитарно-эпидемиоло-
ги ческое благополучие населения, достигнут 
принципиально новый уровень и возможности по 
оперативному реагированию на чрезвычайные си-
туации эпидемиологического характера. вместе с 
укреплением стационарных структур, проведена и 
модернизация мобильных противоэпидемических 
формирований (спэб), имеющих в своем оснаще-
нии мобильные противоэпидемические комплексы, 
размещенные на базе 5 противочумных институтов 
роспотребнадзора. 

разработана и успешно реализуется инноваци-
онная технология оперативного реагирования на чс 
санитарно-эпидемиологического характера с помо-
щью спэб, в том числе за рубежом, позволяющая 
выполнять в оперативном режиме и в автономных 
условиях весь спектр исследований, необходимых 
для оценки эпидемиологической и санитарно-
гигиенической обстановки в зоне чс. это позво-
лило создать адекватные для современных угроз и 
вызовов биологического характера силы, осущест-
вляющие в режиме реального времени мониторинг 
и контроль чс.

в настоящее время уже имеется существенный 
опыт практического применения модернизирован-
ных спэб:

- при ликвидации последствий стихийных бед-
ствий и антропогенных катастроф (масштабные на-
воднения на территории дальневосточного феде-
рального округа, 2013 г.; сибирского федерального 
округа, 2014 г.);

- для обеспечения санитарно-эпидемиологиче-
ского благополучия населения во время проведения 
массовых мероприятий с международным участи-
ем (универсиада-2013, казань; саммит G20, санкт-
петербург, 2013; олимпиада-2014, сочи);

- при локализации и ликвидации эпидемических 
проявлений особо опасных инфекционных болезней 
бактериальной и вирусной этиологии (оказание по-
мощи гвинейской республике в борьбе с бввэ). 

в связи с сохраняющейся угрозой заноса, воз-
никновения и распространения опасных и особо 
опасных инфекций, связанной с неблагополучной 
эпидемиологической ситуацией в мире, наличием 
стойких природных очагов особо опасных инфекций 
на территории российской Федерации и сопредель-
ных государств, приоритетными направлениями дея-
тельности учреждений кнс в 2014 г. являлись:

- решение проблемы обеспечения биологиче-
ской безопасности в рамках федеральной целевой 
программы «национальная система химической и 
биологической безопасности российской Федерации 
(2009–2014 годы)»;

- реализация отраслевой научно-исследователь-
ской программы «научные исследования и разра-
ботки с целью обеспечения санитарно-эпидемио ло-
ги ческого благополучия и снижения инфекционной 
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заболеваемости в российской Федерации» на 2011–
2015 гг.;

- совершенствование эпидемиологического 
надзора за особо опасными инфекционными болез-
нями;

- совершенствование системы мониторинга воз-
будителей инфекционных и паразитарных заболева-
ний и чс в области санитарно-эпидемиоло ги ческого 
благополучия населения, в том числе при проведе-
нии массовых мероприятий;

- создание отвечающих современным требова-
ниям средств диагностики и профилактики особо 
опасных инфекционных болезней в соответствии с 
«сетевым графиком»;

- совершенствование технологий производства 
диагностических, профилактических и лечебно-
профилактических медицинских иммунобиологиче-
ских препаратов;

- изучение экологии, микробиологии возбудите-
лей особо опасных и других инфекционных болез-
ней, молекулярных основ их патогенности и имму-
ногенности;

- научное обоснование и совершенствование 
нормативно-методической базы обеспечения биоло-
гической безопасности.

решение данных проблем невозможно без фун-
даментальных и прикладных разработок по эпидеми-
ологии, микробиологии и иммунологии особо опас-
ных болезней, активной научной поддержки прак-
тической деятельности по обеспечению санитарно-
эпидемиологического благополучия населения рос-
сийской Федерации.

участники совещания отмечают существен-
ный вклад координационного научного совета по 
санитарно-эпидемиологической охране территории 
российской Федерации в научное и организационно-
методическое обеспечение разработки профильных 
проблем на международном, федеральном и регио-
нальном уровнях.

в соответствии с планом основных органи-
зационных мероприятий роспотребнадзора на 
2014 г. и планом кнс по разработке и переработке 
нормативно-методических документов по санитар-
ной охране территории российской Федерации и 
эпидемиологическому надзору за особо опасными 
болезнями на 2014 г. специалистами учреждений 
координационного научного совета разработано 
26 нор ма тивно- и информационно-методических до-
кументов федерального уровня.

активно продолжается работа по совершенство-
ванию стратегии и тактики эпидемиологического 
надзора за опасными инфекционными болезнями. 

реализуется перевод паспортизации природ-
ных очагов чумы на электронную основу (гис-
паспортизация) – осуществлена паспортизация 
при кас пийского северо-западного степного и 
прикаспийского песчаного природных очагов чумы.

осуществлено организационное и методическое 
обеспечение информатизации эпидемиологического 

надзора за актуальными инфекционными болезня-
ми на административных территориях российской 
Федерации (астраханская область, республики 
калмыкия, дагестан) с использованием комплекса тех-
нологий гис, глобального позиционирования (GPS-
навигации) и дистанционного зондирования земли.

разработаны критериальная основа, методика 
и алгоритм количественной оценки биологической 
безопасности в субъекте российской Федерации.

систематизирована терминологическая база, от-
вечающая концепции широкого формата биологиче-
ской безопасности.

осуществлено информационное обеспечение 
многоуровневой структуры функциональных элемен-
тов мониторинга и контроля чрезвычайных ситуаций 
биологического (санитарно-эпидемиологи ческого) 
характера, являющейся методической основой для 
межведомственного взаимодействия.

разработаны предложения по формированию за-
конодательных основ биологической безопасности.

осуществлено научно-практическое сопрово-
ждение обеспечения санитарно-эпидемиологи чес-
кого благополучия населения при подготовке и про-
ведении массовых мероприятий с международным 
участием, научно обоснованы структура и информа-
ционное содержание нового понятия «потенциальная 
эпидемическая опасность массовых мероприятий с 
международным участием».

определены принципы расчета совокупных и 
частных эпидемиологических рисков и ранжирова-
ния административных территорий по величине эпи-
демиологического риска при организации массовых 
мероприятий с международным участием.

продолжено совершенствование тактики приме-
нения спэб роспотребнадзора в ходе практического 
использования данных формирований при:

- обеспечении санитарно-эпидемиологического 
благополучия населения на территориях сибирского 
федерального округа, пострадавших от подтопления 
в 2014 г.

- обеспечении санитарно-эпидемиологического 
благополучия в период проведения XXII олимпий-
ских и XI паралимпийских зимних игр в сочи в 
2014 г.

- обеспечении санитарно-эпидемиологического 
благополучия в период проведения летней оздорови-
тельной кампании 2014 г. в крымском федеральном 
округе.

- борьбе с эпидемией лихорадки эбола в 
гвинейской республике в 2014 г. 

получены новые данные в области эпидемиоло-
гического надзора за актуальными инфекционными 
болезнями, продолжены исследования эпизоотолого-
эпидемиологической ситуации по сибирской язве, 
позволяющие дать целостную характеристику сиби-
реязвенных почвенных очагов, прогнозировать воз-
можность их активизации.

установлена циркуляция на территории горно-
алтайского высокогорного природного очага основ-
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ного подвида чумного микроба, обусловливающая 
значительный рост потенциальной эпидемической 
опасности территории очага. установлено широкое 
генотипическое разнообразие штаммов возбудителя 
чумы в горно-алтайском природном очаге, образую-
щих три отдельных кластера, которые соответствуют 
участкам очаговости.

установлено в полтора раза расширение ареала 
монгольской пищухи в Юго-восточном алтае (на 
770 км2) за период 1978–2013 гг. установлены новые 
границы прикаспийского северо-западного степно-
го и прикаспийского песчаного очагов чумы.

продолжены исследования по разработке и ре-
гистрации диагностических препаратов. в 2014 г. 
зарегистрированы 7 новых диагностических препа-
ратов для выявления возбудителей бруцеллеза, туля-
ремии, холеры, сибирской язвы, сапа, мелиоидоза, 
кокцидиоидомикоза.

проведены доклинические испытания живой 
вакцины против оспы на основе аттенуированного 
штамма вируса осповакцины, культуральной микро-
капсулированной вакцины против оспы для перо-
рального применения (микровак), клинические ис-
пытания культуральной живой вакцины против пан-
демического гриппа а/H1N1pdm09 (2-я фаза).

проведены работы по стандартизации производ-
ства гетерологичного антирабического иммуногло-
булина за счет внедрения методик количественного 
определения кднк или антигена вируса бешенства 
штамма «москва 3253».

значительная роль отводится изучению структу-
ры геномов актуальных штаммов возбудителей осо-
бо опасных инфекций. проведено полногеномное 
секвенирование 40 штаммов Yersinia pestis из всех 
природных очагов чумы в российской Федерации 
и большинства очагов стран снг и нуклеотидных 
последовательностей 6 штаммов возбудителя хо-
леры, изолированных в российской Федерации. 
определены геноварианты штаммов Y. pestis из 
этих очагов. внесены предложения по изменению 
существующей подвидовой систематики возбу-
дителя чумы. представлена динамика изменения 
молекулярно-генетических свойств штаммов генова-
риантов, необходимая для прогнозирования дальней-
шего направления микроэволюции Vibrio cholerae. 
проведено экспериментальное моделирование обра-
зования геновариантов V. cholerae биовара эль тор в 
процессе конъюгации.

усовершенствованы системы молекулярной 
идентификации и алгоритм типирования возбудите-
лей чумы, сибирской язвы, бруцеллеза, туляремии, 
сапа, мелиоидоза, гистоплазмоза с применением вы-
сокоразрешающих технологий.

изучен видовой состав и численность домини-
рующих членов почвенных биоценозов природных 
очагов чумы прикаспия – простейших и нематод. 

проведен комплексный анализ иммунобиоло-
гических свойств поверхностных структур возбуди-
телей особо опасных инфекций в условиях in vivo и 

in vitro, в том числе на фоне применения иммуномо-
дуляторов как основы для совершенствования схем 
специфической, экстренной иммунопрофилактики и 
лечения опасных инфекций.

усовершенствованы методы получения и изуче-
ния поверхностных антигенов, в том числе с приме-
нением достижений нанотехнологии. сформированы 
панели сывороток для последующего поиска имму-
нодоминантных антигенов возбудителей сибирской 
язвы и туляремии. 

проведена оценка динамики заболеваемо-
сти холерой в мире с использованием проблемно-
ориентированной базы данных «холера эль тор. 
эпи демиологический анализ заболеваемости в 
мире». полученные данные свидетельствуют о про-
должающемся пандемическом распространении 
инфекции. разработана гис «распространение хо-
лерных вибрионов в объектах окружающей среды 
на территории российской Федерации с 1989 г. по 
2014 г.».

проведен ретроспективный и оперативный ана-
лиз эпидемических проявлений холеры в россии с 
учетом типов административных территорий и оцен-
кой показателей и данных, характеризующих интен-
сивность и другие параметры эпидемического про-
цесса.

изучены эколого-эпидемиологические и 
молекулярно-биологические закономерности про-
явления седьмой пандемии холеры в сибири и на 
дальнем востоке.

исследована распространенность интегратив-
ных конъюгативных элементов, несущих гены ан-
тибиотикорезистентности, в штаммах V. cholerae 
о1, выделенных в различных регионах рФ в 2009–
2012 гг. сформирован базовый набор характеристик 
MALDI-TOF MS профилей антибиотикоустойчивых 
штаммов.

изучено действие имунофана на формирова-
ние поствакцинального иммунитета и выявлено его 
влияние на течение и исход инфекционного процесса 
у животных. рекомендовано его использование для 
профилактики поствакцинального иммунодефицита 
и снижения степени выраженности инфекционного 
процесса при экспериментальной холере.

продолжены работы, направленные на решение 
проблем обеспечения биобезопасности. разработаны 
проекты методических указаний «методы оценки 
эффективности фильтров вентиляционных систем и 
боксов микробиологической безопасности учрежде-
ний медико-биологического профиля, осуществляю-
щих деятельность с использованием пба» и мето-
дических рекомендаций «анализ аварийности при 
работе с патогенными биологическими агентами», 
«подготовка культур возбудителей особо опасных 
микозов для исследования масс-спектрометрическим 
методом».

на заседаниях пленума координационного на-
учного совета рассмотрены материалы о выполнении 
плана научно-исследовательских работ и внедрения 
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результатов исследований в практику, а также доку-
менты на планируемые научные темы и план внедре-
ния результатов нир на 2015 г.

в рамках кнс в 2014 г. выполнялось 127 отрас-
левых тем. завершено в 2014 г. 27 нир, выполняемых 
по отраслевым заданиям, в том числе по проблем-
ным комиссиям кнс: пк 48.01 – 5, пк 48.02 – 4, пк 
48.03 – 2, пк 48.04 – 7, пк 48.05 – 9. все информаци-
онные карты на завершенные темы рекомендованы к 
утверждению.

для внедрения в практику здравоохранения 
в 2014 г. разработано 235 наименований научной 
продукции. по результатам нир в роспатенте заре-
гистрировано 20 патентов, оформлено 28 заявок на 
изобретения.

на заседаниях проблемных комиссий кнс рас-
смотрено 18 регистрационных карт на темы, пла-
нируемые к исполнению с 2015 г. по пк 48.01 – 2, 
рекомендовано включить в план – 2, пк 48.02 – 4, 
рекомендовано включить в план – 4; пк 48.03 – 2, 
рекомендовано – 2; пк 48.04 – 5, рекомендовано – 
5; пк 48.05 – 5, рекомендовано – 5. всего в план 
нир на 2015 г. рекомендовано включить 17 тем. 
планируемые нир являются актуальными, отлича-
ются научной новизной и современным методиче-
ским уровнем. по тематике кнс в 2015 г. будет вы-
полняться 117 тем.

для включения в план внедрения результатов 
нир в практику в 2015 г. на федеральном, регио-
нальном и учрежденческом уровнях представлено 
132 предложения, которые прошли экспертную оцен-
ку, скорректированы и приняты к исполнению.

совещание отмечает, что все выполняемые в рам-
ках координирующей деятельности совета научно-
исследовательские работы соответствуют направле-
ниям, обозначенным в утвержденном президентом 
россии концептуальном документе «основы госу-
дарственной политики в области обеспечения хими-
ческой и биологической безопасности российской 
Федерации на период до 2010 г. и дальнейшую пер-
спективу» (от 04.12.2003 г., № пр-2194), решениям 
саммита «группы восьми» (санкт-петербург, 15–17 
июля 2006 г.), направленным на борьбу с инфекцион-
ными болезнями. 

на основании результатов рассмотрения пред-
ставленных материалов, совещание решило:

1. приоритетными задачами деятельности 
учреждений кнс считать следующие:

- модернизация и совершенствование систе-
мы эпидемиологического надзора за опасными и 
природно-очаговыми инфекционными болезнями, 
путем расширения спектра инфекционных болез-
ней (природно-очаговые вирусные, риккетсиоз-
ные) и внедрения современных информационных  
технологий;

- оптимизация функций референс-центров за 
счет повышения оперативности взаимодействия с 
территориями и обеспечения функции полноценного 

прогнозирования по профилю своей деятельности в 
рамках трехуровневой системы лабораторной диа-
гностики инфекционных болезней; 

- совершенствование функционирования спэб 
на основе оптимизации структуры и внедрения пере-
довых диагностических технологий с учетом прак-
тического опыта работы, полученного при обеспече-
нии санитарно-эпидемиологического благополучия 
населения при чс природного характера, массовых 
мероприятиях с международным участием, а также 
при ликвидации эпидемических последствий бввэ 
(гвинейская республика, 2014 г.);

- научное обеспечение совершенствования си-
стемы биологической безопасности на основе опти-
мизации нормативно-правовой базы в области биоло-
гической безопасности в рФ и усиления экспертных 
функций пчу в области практического обеспечения 
контроля за биологической безопасностью на кури-
руемых территориях;

- оптимизация производства мибп за счет вне-
дрения требований GMP, совершенствования био-
технологии производства, снижения экономических 
издержек и повышения потребительских качеств 
препаратов, форсирования научных исследований, 
направленных на разработку новых профилактиче-
ских препаратов, освоение производства туляремий-
ной и сибиреязвенной вакцин;

- совершенствование нормативно-методи чес кой 
базы, регулирующей коллекционную деятельность, 
создание национального банка данных молекулярно-
генетических портретов возбудителей оои и других 
инфекционных болезней;

 - оптимизация научной деятельности за счет 
усиления взаимодействия нио с практическими 
организациями роспотребнадзора и совершенство-
вания экспертной функции при оценке планируемых 
нир и их индикаторных показателей.

2. с учетом проведенной модернизации и укре-
пления материально-технической базы сети проти-
вочумных учреждений и ведущих научных центров 
гнц пмб, гнц вб «вектор» и вышеизложенных 
задач необходима дальнейшая оптимизация орга-
низационной структуры учреждений по основной 
деятельности и обеспечивающей ее инфраструктуры 
(биологическая и физическая безопасность учрежде-
ния, усиление инженерно-технической службы). 

3. продолжить изучение эволюционных преоб-
разований эпизоотического и эпидемического про-
цессов, биоценотической структуры, эпизоотиче-
ской и эпидемической активности природных оча-
гов чумы и дальнейшее совершенствование тактики 
эпидемиологического надзора, включая эпизоото-
логический мониторинг чумы, другими природно-
очаговыми инфекционными болезнями на основе 
гис-паспортизации. 

4. обеспечить совершенствование эпидемиоло-
гического надзора за холерой путем районирования 
территорий российской Федерации по типам эпи-
демических проявлений холеры на основе новых 
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критериев дифференциации территорий с учетом ре-
зультатов мониторинговых исследований и рекомен-
даций учреждений роспотребнадзора.

5. продолжить исследования: 
- по анализу полногеномных последовательно-

стей и участков геномов возбудителей особо опас-
ных и других инфекций для выявления молекуляр-
ных основ их патогенеза, механизмов сохранения во 
внешней среде, выявления вариабельных участков, 
перспективных для проведения молекулярной иден-
тификации патогенов;

- по изучению экологии возбудителей особо 
опасных инфекций, выявлению природных резервуа-
ров инфекций;

- по исследованию молекулярных механизмов 
взаимодействия возбудителей особо опасных и дру-
гих инфекционных болезней с системами врожден-
ного и адаптивного иммунитета хозяина в целях 
уточнения роли экзо- и эндогенных факторов в регу-
ляции антиинфекционной резистентности макроор-
ганизма.

6. одобрить проект «сетевого графика раз-
работки и внедрения в практику диагностических 
препаратов для лабораторной диагностики особо 
опасных инфекционных болезней на 2015–2018 гг.» 
и направить его в Федеральную службу по надзору 
в сфере защиты прав потребителей и благополучия 
человека для утверждения. считать приоритетным 
разработку в 2015 г. диагностических препаратов, 
питательных сред и других расходных материалов в 
рамках импортозамещения, а также тест-систем для 
выявления антител к вирусам денге (субтипов 1–4), 
вирусу желтой лихорадки, возбудителю сибирской 
язвы. 

7. поручить Фбун гнц пмб во взаимодей-
ствии с референс-центрами роспотребнадзора раз-
работать в 2015 г. панель образцов для проведения 
внешнего контроля качества индикации оои бакте-
риальной природы.

8. поручить Фбун гнц пмб и Фкуз 
роснипчи «микроб»:

8.1. разработать стандартные панели тест-
штаммов, использующихся при испытании качества 
питательных сред и диагностических препаратов для 
выявления возбудителей оои.

8.2. подготовить предложения по вопросам про-
изводства вакцинных препаратов.

9. разработать алгоритм поддержания, сохран-
ности и аттестации вирулентных тест-штаммов, ис-
пользующихся при испытании иммуногенности жи-
вых вакцин и вакцинных штаммов против оои.

10. продолжить совершенствование информа-
ци онно-аналитического обеспечения по актуальным 
вопросам санитарной охраны территории и биологи-
ческой безопасности.

11. обеспечить подготовку кадров специали-
стов, допускаемых к работе с пба I–IV групп на 
основе новой методологии обучения с применением 
технологий, направленных на снижение рисков при 
подготовке персонала, а также инженерно-техни че-
ских кадров по вопросам обеспечения биологиче-
ской безопасности.

12. одобрить проект предложений, внесенных 
учреждениями кнс, для включения в план основ-
ных организационных мероприятий Федеральной 
службы по надзору в сфере защиты прав потребите-
лей и благополучия человека на 2015 г. и направить в 
роспотребнадзор.

13. одобрить отчет о ходе выполнения плана ра-
боты координационного научного совета в 2014 г.

14. одобрить итоги выполнения плана нир на 
2014 г. и рекомендовать представленные ик по за-
вершенным на 2014 г. темам к утверждению.

15 утвердить план нир на 2015 г., включающий 
117 тем, из них 18 вновь планируемые. включить 
132 предложения в план внедрения результатов нир 
в практику здравоохранения на 2015 г. считать вы-
полнение плана кнс обязательным.
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при направлении статьи в редакцию журнала 
«проблемы особо опасных инфекций» следует соблюдать 
следующие правила:

1. присылать один распечатанный экземпляр статьи 
и электронную копию на компакт-диске или по электрон-
ной почте. каждая статья должна иметь направление от 
учреждения, в котором она выполнена, экспертное заклю-
чение и лицензионный договор о предоставлении права 
использования произведения.

2. размер статей (включая таблицы, рисунки, резю-
ме и список литературы) не должен превышать у ориги-
нальных – 8 стр. (шрифт Times New Roman, размер шриф-
та 12, межстрочный интервал 1,5, поля 2 см), обзоров –  
12–14 стр., кратких сообщений – 4 стр. краткие сообще-
ния представляются без таблиц и рисунков.

3. оригинальная статья должна состоять из разделов: 
материалы и методы, результаты и обсуждение. к ори-
гинальным, проблемным статьям, обзорам и кратким со-
общениям должны прилагаться резюме и ключевые слова. 
резюме и ключевые слова должны быть на русском и ан-
глийском языках.

4. резюме должно отражать основное содержание 
статьи (не менее 100 и не более 250 слов). для оригиналь-
ных статей резюме должно быть структурированым. в 
нем должны быть отражены цели, материалы и методы и 
выводы. использование сокращений и условных обозна-
чений в резюме не рекомендуется.

5. в начале статьи указываются: инициалы и фамилия 
авторов, название работы, названия учреждений – мест 
работы всех авторов, их должности и контактная инфор-
мация (почтовый адрес с указанием индекса, телефон, 
адрес электронной почты). статья должна быть подписана 
всеми авторами с указанием фамилии, имени и отчества 
(полностью).

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

7. место расположения таблиц и рисунков в тексте 
отмечать ссылками на полях (только в распечатанных эк-
земплярах).

8. таблицы не должны дублировать графики, должны 
иметь краткое название, быть компактными, с «шапками», 
точно отражающими содержание граф. числа в таблицах 
должны быть статистически обработаны. цифровой мате-
риал из таблиц не должен повторяться в тексте статьи.

9. рисунки должны быть четкими. количество обо-
значений должно быть сведено к минимуму. все объясне-
ния следует давать в подрисуночной подписи.

10. родовые и видовые названия микроорганизмов, 
инфраподвидовые категории, наименования семейств 
должны соответствовать принятым международным так-
сономическим комитетом («руководство по систематике 
бактерий берги», 9 изд.). первый раз название микро-
организма пишется полностью (Shigella flexneri), далее 
род – только одной прописной буквой, вид – полностью 
со строчной (S. flexneri). наименования семейств пишутся 
полностью.

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

12. математические формулы должны быть тщатель-
но выверены.

13. в списке литературы (в оригинальных статьях – 
не более 15 источников, проблемных и обзорах – не более 

50, кратких сообщениях – не более 5–8) приводятся рабо-
ты отечественных и зарубежных авторов за последние 10 
лет и печатаются в алфавитном порядке (сначала русские 
авторы, потом – иностранные). в тексте дается ссылка на 
порядковый номер списка (в квадратных скобках), а не на 
фамилию и годы.

в списке литературы приводятся авторы работы, на-
звание статьи, название журнала или сборника, год, номер, 
страницы. названия журналов должны быть сокращены в 
соответствии со стилем, принятым в Index Medicus (http://
www.nlm.nih.gov). для книг и патентов давать точное на-
звание.

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

plantation in HIV-infected patients. N. Engl. J. Med. 2002; 
347(4):284–7.

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

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

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

translator. Vienna (Austria): Springer-Verlag; 1991. 203 p.
ссылки должны быть сверены авторами с оригиналь-

ными документами. автор несет ответственность за пра-
вильность библиографических данных.

не допускаются ссылки на издания, недоступные для 
большинства читателей. к ним относятся приказы, распо-
ряжения, ведомственные издания и инструкции, госты, 
ту, тезисы конференций, симпозиумов, пленумов, съез-
дов, авторефераты докторских и кандидатских диссерта-
ций и неопубликованные работы.

14. Фамилии иностранных авторов при упоминании 
в тексте статьи даются в иностранной транскрипции.

15. требования к электронным вариантам статей: 
файлы с текстом и подрисуночными подписями должны 
быть в формате DOC (редактор Microsoft Word) или RTF; 
рисунки и фотографии – в отдельных файлах в формате 
TIFF (разрешение – 300 пикс/дюйм); диаграммы и графики 
должны быть выполнены в программе Excel (в отдельных 
файлах в формате xls). рисунки, фотографии, диаграммы и 
графики не вставлять в текст в программе Microsoft Word.

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

17. редакция оставляет за собой право редактировать 
статьи, сокращать или исправлять, а также публиковать 
их в виде кратких сообщений (4–5 стр. текста с резюме 
и литературой без рисунков и таблиц). вся работа прово-
дится по авторскому оригиналу. после сокращения работа 
направляется на согласование автору.

18. присланные в редакцию статьи проходят рецен-
зирование.

19. в случае отклонения статьи по рецензии редак-
ция направляет автору мотивированный отказ.

20. публикация – бесплатная.

статьи направлять по адресу:  
410005, саратов, университетская, 46. 
российский научно-исследовательский противочумный 
институт «микроб». 
тел. (845-2) 51-82-22. Факс (845-2) 51-52-12. 
E-mail: jour@microbe.ru

ПраВиЛа дЛЯ аВТороВ 
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Зао «ЛаМинарнЫе СиСТеМЫ»

TÜV: кУПиТь нельЗЯ, сооТВеТсТВоВаТь!

бокс микробиологической безопасности II класса типа а2 производства зао «ламинарные системы» 
прошел сертификационные испытания на соответствие европейскому стандарту EN 12469:2000 в цен-
тре TÜV NORD (гамбург, германия), что подтверждено сертификатом № 44 330 13085601. проверить под-
линность сертификата можно на странице официального сайта центра http://www.tuv-nord.com/en/safety/
biotechnological-saftey-1478.htm, открыв документ List of certified safety cabinets.

на сегодняшний день зао «ламинарные системы» – единственный российский производитель бок-
сов микробиологической безопасности, получивший подобный сертификат. 

сертификат TÜV имеет высшую степень доверия немецких и европейских потребителей. продать что-
либо на рынке западной европы без TÜV практически невозможно. это обусловлено тем, что сертификат 
нельзя купить – немецкие региональные союзы TÜV очень щепетильно относятся к своей репутации.

процедура получения сертификата на бокс микробиологической безопасности II класса состояла из не-
скольких этапов. сначала были определены директива и стандарты, по которым в дальнейшем проводилось 
тестирование бокса. на следующем этапе экспертами центра оценивалась техническая документация, а так-
же проверялось наличие сертификатов на все материалы и комплектующие, используемые при производстве 
данного бокса. в результате этой проверки предприятию пришлось сменить нескольких поставщиков, про-
дукция которых либо не прошла испытания, либо не имела соответствующих сертификатов. на третьем этапе 
предприятие зао «ламинарные системы» с инспекционным визитом посетили эксперты центра. их задачей 
было убедиться, что оснащение производственной базы, квалификация персонала и система менеджмента 
качества предприятия позволяют производить серийное оборудование того же уровня, что и представленный 
для тестирования образец. 

далее были проведены испытания бокса в лаборатории сертификационного центра в гамбурге. в первую 
очередь проверялась защитная эффективность бокса, а также материалы конструкции, качество покрытия, 
срабатывание визуально-звуковой сигнализации, герметичность корпуса, уровни шума, освещения и вибра-
ции, приспособленность к очистке и дезинфекции и т.п. бокс успешно прошел все испытания, подтвердив, 
что не уступает мировым аналогам ни по качеству, ни по материалам, а по конструктивному исполнению 
имеет даже ряд преимуществ. например, выдвижной блок уФо, который на испытаниях подтвердил аб-
солютное соответствие требованиям стандарта EN 12469:2000, получил высокую оценку европейских экс-
пертов за оригинальность, безопасность и надежность конструкции. а визуально-звуковая сигнализация, 
предупреждающая оператора о снижении защитных свойств бокса в результате случайного перекрытия от-
верстий передней перфорации столешницы, не имеет аналогов и не реализована пока ни у одного произво-
дителя в мире. подробнее об особенностях и преимуществах конструкции бокса можно прочитать на сайте  
www.bmb221.ru.

в общей сложности процесс получения европейского сертификата длился 5 лет, начиная с предваритель-
ного аудита, проведенного специалистами немецкого центра сертификации в 2009 г., и заканчивая собственно 
получением сертификата в июне 2014. за это время конструкция бокса претерпела ряд существенных из-
менений в соответствии с требованиями европейского стандарта EN 12469:2000, и в настоящее время бокс 
микробиологической безопасности II класса типа а2 марки LAMSYSTEMS полностью соответствует евро-
пейскому стандарту безопасности. 

бесценный опыт, полученный специалистами зао «ламинарные системы» в процессе сотрудничества 
с европейскими экспертами, позволил по-новому взглянуть на некоторые аспекты производства всего серий-
ного оборудования и пересмотреть подходы к созданию новых образцов продукции. без ложной скромности 
можно сказать, что проделана огромная работа усилиями многих специалистов предприятия, чья квалифика-
ция и профессионализм позволили достичь по-настоящему впечатляющего результата. 
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