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Возможности использования  
CRISPR-Cas-системы для диагностических 
целей в медицинской микробиологии

C RISPR-система (clustered regularly inter-
spaced short palindromic repeats) пред-

ставляет собой локусы бактерий и архей, 
состоящие из прямых повторяющихся после-
довательностей, которые разделены уни-
кальными по своей структуре спейсерами. 
Cas-белки (CRISPR-associated sequence) 
представляют собой нуклеазы, которые 
после распознавания разрезают вирусную 
ДНК и уничтожают ее, защищая клетку от 
инфекции. Таким образом, эта система 
представляет собой механизм адаптивного 
иммунитета бактериальной клетки, защи-
щая ее от воздействия вируса бактерии – бактериофага. В последние годы было выяснено, что 
CRISPR-Cas-система может быть использована в генной инженерии для тонкого направленного 
редактирования геномов бактерий и даже эукариот.

Данная технология развивается достаточно эффективно в отношении создания средств лечения 
некоторых болезней, несмотря на ряд трудностей, связанных с возникновением непредвиденных 
мутаций. При углубленных исследованиях в области применения CRISPR-Cas-системы было вы-
яснено, что она может быть использована для тонких диагностических процедур при выявлении 
опасных для человека вирусов и бактерий, а также их генотипирования.

В результате ряда исследовательских работ была предложена новая диагностическая система 
под названием SHERLOCK (Specific High Sensitivity Enzymatic Reporter UnLOCKing – Специфичное 
ВысокоЧувствительное Фер ментативное Репортерное Разблокирование), представляющая собой 
платформу для in vitro детекции нуклеиновых кислот с аттомолярной (10–18 моль/л) чувствитель-
ностью, основанную на амплификации нуклеиновой кислоты и Cas13a-опосредованном расщепле-
нии репортерной РНК (A.East-Seletsky et al. Nature 2016;538:270–273). Исполь зо вание этого меха-
низма позволило проводить выявление мишени в режиме реального времени. Принцип работы 
сис темы SHERLOCK заключается в том, что нуклеиновые кислоты из пробы переводят в ДНК, 
синтезируют на ее основе РНК с помощью T7-полимеразы, определяют в полученной библиотеке 
нужные последовательности с помощью нук леазы Cas13a/C2c2, и она же уничтожает все подходя-
щие по последовательности молекулы. При этом разрушение РНК приводит к флюоресценции. 
Реакция может проводиться при изотермическом режиме.

Исследована возможность использования SHERLOCK для эффективного выявления вирусов 
при инфекционных заболеваниях, требующих высокой чувствительности. Так, удалось выявить 
различия между флавовирусами Зика и Денги (J.S.Gootenberg et al. Science. 2017 Apr 28; 
356(6336): 438-442. doi: 10.1126/science.aam9321), что имеет сущест вен ное эпидемиологи-
ческое значение. SHERLOCK также способна к детекции вируса Зика в клинических образцах 
(сыворотка, моча или слюна), где титры могут достигать очень низких значений, а именно 
2 × 103 копий/мл (3,2 aM).

Другим важным эпидемиологическим приложением для CRISPR является идентификация бакте-
риальных патогенов и детекция специфических бактериальных генов. На примере Escherichia coli 
и Pseudomonas aeruginosa с помощью SHERLOCK удалось корректно генотипировать ряд штаммов 
при низкой перекрестной реактивности. Кроме того, платформа SHERLOCK использована для 
дифференциации клинических изолятов Klebsiella pneumoniae с двумя различными генами устой-
чивости – к карбапенемазе и NDM-1-метал ло-бета-лактамазе, что открывает значительные перс-
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пективы для создания мультиплексных систем для одновременной идентификации бактерий и 
выяв ления у них генов антибиотикорезистентности.

При исследовании возможности использования SHERLOCK в полевых условиях в виде лиофи-
лизированных пятен на бумаге было показано, что комплексы Cas13a-crРНК после лиофилизации 
и регидратации сохраняли способность детектировать РНК, при этом выявление мишени также 
было возможно на стекловолокне. Другие компоненты SHERLOCK также хорошо переносят лиофи-
лизацию, и компоненты реакции Cas13a на бумаге показывают результаты детекции, сравнимые 
по уровню чувствительности с растворенными в воде компонентами.

Исследователи, работающие в данной области, считают, что платформа SHERLOCK перспективна 
для дальнейших применений, включая количественное определение РНК/ДНК вместо специфиче-
ских ПЦР-анализов, быструю мультиплексную детекцию экспрессии РНК, другие виды чувствитель-
ной детекции, например, выявление загрязнения образцов нуклеиновыми кислотами. 

В перспективе Cas13a может детектировать транскрипты в пределах биологических систем и 
отслеживать транскрипты с аллелеспецифической экспрессией или связанными с болезнью мута-
циями в живых клетках. SHERLOCK – это многофункциональный, ошибкоустойчивый метод детек-
ции РНК и ДНК, пригодный для быстрой постановки диагнозов, включая инфекционные заболева-
ния и сенситивное генотипирование. 

Однако при анализе публикаций по данному вопросу следует констатировать, что на современ-
ном этапе развития метода SHERLOCK не выявляется достаточно четких преимуществ для детек-
ции патогенов по чувствительности в сравнении с ПЦР-анализом, широко используемым для дан-
ных целей, несмотря на существенно более высокую специфичность реакции и меньшую вариа-
бельность. Кроме того, постановка метода в данном варианте требует очень высокой чистоты реа-
гентов и окружающего пространства в связи с возможным перекрестным загрязнением гетероген-
ными нуклеазами, существенно искажающими результаты исследования. Исследования в области 
развития данной платформы для диагностических целей находятся на раннем этапе развития и 
носят в основном феноменологический характер, хотя нет сомнения, что технология на основе 
платформы SHERLOCK найдет свое достойное место в детекции биологических молекул и сущест-
венно повысит ее эффективность в целом ряде областей применения.

И.А.Дятлов
Директор ФБУН «Государственный научный центр  

прикладной микробиологии и биотехнологии» Роспотребнадзора, академик РАН,  
доктор медицинских наук, профессор
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Б актериальные геномы мозаичны по своей природе 
и состоят из консервативного «ядра», ответственного 

за проявления жизненно важных функций, и «гибкого» 
геномного «резерва», функции которого реализуются лишь 
в определенных условиях. Этот дополнительный резерв 
представлен мобильными генетическими элементами раз-
личной природы: профагами, плазмидами, транспозонами 
и геномными островами, к которым относятся и так назы-
ваемые острова патогенности (ОП).

Происхождение названия «остров высокой патогенности» 
исторически связано с «высокой» вирулентностью штаммов 
Yersinia enterocolitica биотипа 1В для мышей. Штаммы этого 

биотипа, или подвида Yersinia enterocolitica subsp. ente ro-
colitica [1], способны убивать мышей в малых дозах, в то 
время как штаммы биотипов 2, 3 и 4, или Yersinia enteroco-
litica subsp. palearctica, мышей в малых дозах не убивают. 
Структурой, ответственной за «высокую вирулентность», 
оказалась система активного захвата ионов железа, пред-
ставленная металлофором йерсиниобактином [2]. Гены син-
теза, транспорта и регуляции йерсиниобактина расположе-
ны на генетически мобильной структуре, полностью подхо-
дящей под определение «геномного острова», или «острова 
патогенности». Под островами патогенности (pathogenicity 
island, PAI) обычно подразумевают мобильные генетические 
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элементы, которые, как правило, присутствуют у вирулент-
ных бактериальных штаммов и отсутствуют у их авирулент-
ных родственников [3]. Активные в генетическом отношении 
острова патогенности содержат систему рекомбинационных 
ферментов и участки узнавания, отвечающие за взаимо-
действие с мишенями на геноме хозяйской клетки. Остро-
ва в большинстве случаев имеют ГЦ-состав, отличный от 
ГЦ-состава хозяйской клетки, и чаще всего ассоциированы 
с генами, кодирующими транспортные или иные малые 
РНК [4]. Впоследствии было показано, что, кроме Y. ente ro-
colitica subsp. Enterocolitica, остров высокой патогенности 
(high-pathogenicity island, HPI) присутствует также у всех ви-
рулентных штаммов Yersinia pestis и штаммов 1 серовара 
Yersinia pseudotuberculosis [5, 6]. Кроме штаммов 1 серовара, 
укороченный вариант острова обнаружен у приблизитель-
но 50% штаммов Y. рseudotuberculosis серовара О:3 [7–9]. 
Одна ко штаммы этой группы обладают пониженной виру-
лентностью по сравнению с остальными штаммами серова-
ра О:3 и содержат альтернативную систему утилизации 
ионов железа [10].

 Общая характеристика острова  
высокой патогенности
HPI уникален среди геномных островов в том смысле, что 

он широко распространен среди представителей семейства 
Enterobacteriaceae. Первоначальные воззрения о наличии 
HPI только у высокопатогенных йерсиний и некоторых пато-
генных представителей кишечной палочки [8, 11] привели 
к тому, что HPI часто именовали островом высокой патоген-
ности йерсиний. Однако дальнейшие целенаправленные по-
иски HPI у Enterobacteriaceae значительно расширили число 

хозяев острова. Кроме упомянутых Yersinia spp. и Escherichia 
coli ExPEC, HPI удалось обнаружить у E. coli UPEC, EHEC, 
APEC, Klebsiella spp., Enterobacter spp., Citrobacter spp., Sal-
monella enterica Subspecies I и Salmonella Biogroup IV [11–16]. 
Это свидетельствует не только о широком распространении 
HPI, но и, по-видимому, о явных эволюционных преимуще-
ствах, придаваемых хозяйской бактериальной клетке приоб-
ретением системы активного захвата железа, кодируемой 
островом. C другой стороны, остров отсутствует у представи-
телей энтерогеморрагических E. coli и Shigella spp. [13], что, 
скорее, подразумевает сложный харак тер взаимоотношения 
островных генов с хозяйским геномом.

Организация острова патогенности
Остров высокой патогенности структурно может быть 

разделен на две части (рис. 1): функциональную, ответ-
ственную за синтез йерсиниобактина и его генетическую 
активность, и АТ-богатую вариабельную, которая отличает-
ся у представителей двух генетических линий, Yersinia pestis 
и Y. enterocolitica [17].

Функциональная часть острова содержит гены, участвую-
щие в синтезе, транспорте и регуляции синтеза йерсинио-
бактина (таблица). Первоначально было установлено, что 
этот сидерофор активно участвует в захвате молекул желе-
за, что необходимо для обеспечения полноценного размно-
жения патогена в условиях дефицита ионов железа, который 
создается в тканях животных как один из факторов защиты 
от инфекции. Показано, что бактериальные клетки, содер-
жащие последовательности HPI, секретируют низкомолеку-
лярный сидерофор йерсиниобактин [2, 18]. Йерсиниобактин 
содержит в своей структуре фенольное, тиазолиновое и тиа-

Рис. 1. Организация острова патогенности HPI у представителей различных эволюционных линий.
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золидиновые кольца (рис. 2) и обладает высоким сходством 
с сидерофорами пиохелином, продуцируемым Pseudomo-
nas aeruginosa [19], и ангвибактином Vibrio anguillarum [20]. 
Однако впоследствии было установлено наличие дополни-
тельных активностей этого металлофора. Так, было показа-
но участие йерсиниобактина совместно с ZnuABC-системой 
в захвате и транспорте ионов цинка [21, 23]. Металлофор 
йерсиниобактин оказался также способным защищать уро-
патогенные Escherichia coli, связывая токсичные ионы меди 
и сохраняя при этом ее биологическую доступность (nutritional 
passivation) [23]. В дополнение к способности связывать 
ионы железа и меди, йерсиниобактин образовывал ионные 
комплексы с галлием, никелем, кобальтом и хромом [24]. 
В целом же металлофор продемонстрировал связывающую 
активность в отношении 10 металлов в следующем порядке 
Fe3+ > Ga3+ > Ni2+ > Cu2+ > Cr2+ ≈ Zn2+ > Co2+ > Pd2+ > Mg2+ > Al3+, 

что позволяет предполагать возможность использования его 
для очистки воды [25]. 

Подавляющее большинство генов, участвующих в про-
дукции йерсиниобактина, кластировано в пределах функци-
онального Ybt ядра острова (см. рис. 1) [6, 26–28]. Шесть 
генов, обозначенных как irp1–irp5 и irp9 в Y. enterocolitica и 
irp1, irp2, ybtU, T, E, S в Y. pestis и Y. Pseudotuberculosis, от-
вечают за биосинтез йерсиниобактина. Белковый продукт 
гена fyuA (Psn, или pesticin receptor precursor (IRPC)) являет-
ся одно временно рецептором бактериоцина пестицина и 
сидерофора йерсиниобактина. Этот белок (73,782 кДа) 
распо лагается во внешней мембране и относится к семей-
ству TonB-зависимых рецепторов [29]. Продукция белка 
FyuA активируется при снижении концентрации железа и на-
ходится под контролем глобального регулятора железа, 
белка Fur [30, 31]. Irp6 и Irp7 (YbtQ и YbtP в Y. pestis) участву-
ют в транспорте йерсиниобактина через цитоплазматиче-
скую мембрану бактериальной клетки [32, 33]. До сих пор не 
идентифицирован периплазматический компонент, участву-
ющий в транспорте йерсиниобактина, который, по-видимому, 
не кластирован с остальными генами продукции йерсинио-
бактина. Экспрессия биосинтетических и транспортных 
генов контролируется содержанием железа и белком Fur и 
активируется на уровне транскрипции AraC-подобным транс-
крипционным регулятором YbtA, который подавляет также и 
собственную транскрипцию [34–36]. Функция продукта YbtX 
(Irp8 в Y. enterocolitica) критична для функционирования 
допол нительной cистемы транспорта цинка в дополнение 
к основной ZnuABC системе [21].

Таблица. Гены, участвующие в синтезе, транспорте и регуля-
ции синтеза йерсиниобактина

Ген Название Функция
YPO1916 ybtS салицилатсинтаза
YPO1915 ybtX возможное участие в передаче сигнала
YPO1914 ybtQ ABC-транспортер внутренней мембраны
YPO1913 ybtP липопротеин, ABC-транспортер внутренней мембраны
YPO1912 ybtA транскрипционный регулятор
YPO1911 irp2 биосинтез йерсиниобактина
YPO1910 irp1 поликетидсинтаза, биосинтез йерсиниобактина
YPO1909 ybtU оксидоредуктаза, биосинтез йерсиниобактина
YPO1908 ybtT тиоэстераза, биосинтез йерсиниобактина
YPO1907 ybtE биосинтез йерсиниобактина
YPO1906 fyuA рецептор пестицина и йерсиниобактина

Рис. 2. Биосинтез йерсиниобактина. На HMWP1 и HMWP2 показаны сайты связывания с салицилатом, малонатом и тремя молеку-
лами цистеина. Изображены следующие каталитические домены: ArCP – арилсвязывающий домен; ACP – ацилсвязывающий домен; 
Cy – домен, ответственный за конденсацию/циклизацию; A – домен, ответственный за аденилирование; PCP – пептидилсвязывающий 
домен; KS – кетоацилсинтазный домен; AT – ацилтрансферазный домен; MT – метилтрансферазный домен; KR – бета-кеторедуктазаный 
домен; TE – тиоэстеразный домен.
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Йерсиниобактин синтезируется по смешанной стратегии 
не-рибосомального пептидного (NRPS)/поликетидного (PK) 
синтеза (см. рис. 2), который сводится к модульной сборке 
сидерофора из салицилата, группы малонил коэнзима А, трех 
молекул цистеина и трех метильных групп [26]. Irp9 (YbtS) 
является первым геном в кластере, ответственном за про-
дукцию йерсиниобактина (см. рис. 1, таблица). Он напрямую 
конвертирует хоризмат в салицилат, который служит пред-
шественником йерсиниобактина [37]. В этом отношении 
йерсинии отличаются от псевдомонад, у которых в синтезе 
салицилата участвуют как минимум два фермента – изохо-
ризматсинтетаза и изохоризмат-пируват-лиаза. Кстати, оба 
эти фермента требуются для комплементации irp9 мутанта 
у Yersinia spp. [37]. Irp5 (YbtE) салицил-АМФ-лигаза перено-
сит активированный салицилат к высокомолекулярному 
белку HMWP2 (он кодируется геном irp2). HMWP2 обладает 
шестью потенциальными NRPS доменами, участвующими в 
реакциях первоначальной циклизации и конденсации. Irp3 
(YbtU) редуцирует внутреннее тиазолиновое кольцо в тиазо-
лидиновое, в то время как первые пять доменов HMWP1 
(который кодируется геном irp1) переключаются с линейной 
сборки сидерофора по NRPS-типу на поликетидный. Irp4 
(YbtT) несет тиоэстеразный домен, позволяющий удалять 
аберрантные структуры из энзиматического комплекса и, 
кроме того, обладает функцией редактирования, в которой 
он участвует совместно с терминальными доменами HMWP1. 
Обычно NRPS/PK синтетазы активируются фосфопантетеи-
лированием. Однако соответствующая P-pant трансфераза, 
YbtD, необходимая для функционирования системы синтеза 
йерсиниобактина, была обнаружена вне острова высокой 
патогенности [38]. Такая организация генов накладывает до-
полнительные требования на хозяйскую клетку таким обра-
зом, что продукция йерсиниобактина, кодируемая генами 
острова, оказывается тесно связанной с биохимией клетки 
хозяина. 

Продукция Ybt кластером острова высокой патогенности 
секретируемого метаболита, обозначенного как «эшерихе-
лин», отсутствующего у делеционного ybtS мутанта и инги-
бирующего пиохелиновую систему у Pseudomonas aerugi-
nosa [39], свидетельствует не только о новых свойствах 
этого генного кластера, но и о необходимости применения 
новых подходов к оценке взаимовлияния металлофорных 
систем в бактериальной клетке.

Две генетические линии HPI
Сравнение организации островов позволило выделить 

две генетические линии HPI, одну у Y. pestis/Y. pseudo tuber-
culosis (Yps HPI), которая широко распространена у предста-
вителей семейства Enterobacteriaceae, включая и упомяну-
тые выше E. сoli, и вторую – у Y. enterocolitica (Yen HPI), 
распространение которой ограничивается только штаммами 
Y. enterocolitica subsp. enterocolitica сероваров О:8, O:13, 
O:20 и O:21 (см. рис. 1) [8]. Размер острова различен у орга-
низмов этих двух групп и составляет 43153 п.о. для Yen HPI 
и 36378 п.о. для Yps HPI. Размер острова в интегрированном 
состоянии определяется размером нуклеотидной последо-
вательности, ограниченной двумя короткими прямыми по-
вторами по 18 п.о., представляющими центральную (коро-
вую) часть «О» гибридных attL и attR сайтов рекомбинации. 

Последние образованы в результате сайт-специфической 
рекомбинации attP сайта острова высокой патогенности 
с бактериальным attB сайтом, который в случае HPI пред-
ставлен asn tDNA геном [7, 40]. Различия, наблюдаемые 
в размерах HPI, обусловлены наличием вариабельной 
АТ-богатой части, которая полностью отличается у островов 
двух генетических линий. Приобретение многочисленных 
мобильных IS-элементов и приводит к увеличению общего 
размера островов у штаммов Y. enterocolitica [17, 41]. 

Yp HPI часто претерпевает протяженные делеции вариа-
бельной части, что может, в свою очередь, сопровождаться 
утратой рекомбинационного attR сайта (например, в случае 
E. coli) (см. рис. 1) [42] и приводить к иммобилизации остро-
ва. Следует отметить, что Yen HPI «заморожен» в одном 
единственном локусе на хромосоме Y. enterocolitica благо-
даря точечной мутации в гене, кодирующем рекомбиназу, 
ответственную за генетические перемещения HPI [17, 41]. 
Однако и в Y. pseudotuberculosis O:3 большая часть генов 
в АТ-богатой части Yps HPI, включая ген рецептора йерси-
ниобактина, делетирована, что привело к неспособности 
штаммов этой группы продуцировать йерсиниобактин [7, 8]. 
Роль укороченного варианта острова в Y. pseudotubercu losis 
O:3 до сих пор неясна. Высокая степень сохранения нуклео-
тидных последовательностей свидетельствует либо о срав-
нительно недавней в эволюционном плане делеции, либо 
о выполнении каких-либо дополнительных функций проме-
жуточными продуктами сидерофора, способность к синтезу 
которых может сохранить укороченный вариант острова. 

По-видимому, остров высокой патогенности линии Yps 
HPI может быть принят за архетип острова, учитывая тот 
факт, что именно этот вариант содержит наиболее полный 
набор генов, необходимых для его генетической подвижно-
сти и полноценной продукции йерсиниобактина. 

«Вторая копия» острова высокой патогенности, HPI-2
Определение полной нуклеотидной последовательности 

генома чумного микроба [43] продемонстрировало наличие 
кластера генов [YPO0770-YPO0778], которые обладали го-
мологией с генами HPI. Эту область стали в дальнейшем 
обозначать как вторую копию HPI, или HPI-2 (рис. 3). Позд-
нее этот кластер, содержащий гены, способные к нерибосо-
мальному синтезу пептидов, был обозначен как ypn, Yersinia 
non-ribosomal peptide [44, 45]. 

В действительности же «вторая копия» HPI таковой не 
является и только частично содержит нуклеотидные после-
довательности, имеющие гомологию с последовательностя-
ми, представленными на основной функциональной копии 
острова. Более того, гены HPI-2 показывают более высо-
кое сходство с генами биосинтеза сидерофора пиохелина 
у псевдомонад. Так, продукт гена YPO0776 по аминокислот-
ному составу схож с Irp2 на 31%, тогда как его гомология с 
белком РchF P. aeruginosa составляет 34%. HPI-2 лишен ре-
комбиназы, которая отвечала бы за его интеграцию в геном 
хозяйской клетки, а также сайтов рекомбинации, необходи-
мых для осуществления сайтспецифической рекомбинации. 
Кроме того, HPI-2 расположен в области хромосомы, не со-
держащей генов, кодирующих аспарагиновую тРНК, а сле-
довательно, неясен и возможный механизм его интеграции 
в хозяйскую ДНК. Благодаря наличию вставочной последо-
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вательности IS21 (YPO0780 в геноме Y. pestis CO92) в непо-
средственной близости от YPO0770-YPO0778 генов, состав-
ляющих HPI-2, можно предположить участие этого подвиж-
ного элемента в перемещении и перестройках HPI-2. Инте-
ресно отметить, что HPI-2 обнаруживается у всех эпидеми-
ческих штаммов Y. pestis, однако содержит по крайне мере 
две мутации в ynp локусе. Так, ген YPTB3297 разделен на 
две части вставкой мобильного элемента IS100 и содержит 
сдвиг рамки в С-терминальной области [45]. В штамме энде-
мичного Y. pestis 91001 Microtus этот ген, хоть и не несет 
вставки мобильного элемента, сохраняет мутацию со сдви-
гом рамки, как и в эпидемических штаммах чумного микро-
ба. Поскольку ynp кластер полностью отсутствует у предста-
вителей Y. enterocolitica, а в чумном микробе несет делеции 
и генетические перестройки, то возможная активность дан-
ного генетического элемента, скорее всего, ограничивается 
штаммами Y. pseudotuberculosis, в которых он может про-
дуцировать сидерофор псевдохелин, Pch [10]. Интересно 
отме тить, что в эпидемических штаммах Y. pseudotuber culo-
sis О1, вызывающих дальневосточную скарлатиноподобную 
лихорадку, и примерно у 50% штаммов Y. pseudotuberculosis 
серотипа О3 полностью отсутствуют остров высокой пато-
генности и гены, ответственные за синтез йерсиниобактина. 
Однако эти штаммы содержат ynp локус и способны к про-
дукции сидерофора, обладая при этом высокой патогенно-
стью. Это, скорее всего, свидетельствует об активности 
альтернативного йерсиниобактину сидерофора, псевдохели-
на, по крайне мере у части штаммов псевдотуберкулезного 
микроба.

Влияние HPI на вирулентность
Является ли HPI и кодируемая им функция детерми-

нантой патогенности или все же элементом поддержания 
фитнеса? 

Само название «остров высокой патогенности» подразу-
мевает, что йерсиниобактин, кодируемый островом, участ-

вует в проявлении высокой патогенности, или способности 
убивать мышей. С другой стороны, остров широко распро-
странен не только у патогенных бактерий [46], что говорит 
против его непосредственного участия в патогенезе, а ско-
рее, опосредованно, реализуя способность бактерий сохра-
нять для выживания в хозяйском организме необходимый 
физиологический статус.

Было показано, что выключение любого гена, связанного 
с продукцией йерсиниобактина, приводит к выраженной 
аттенуации Y. enterocolitica [29, 33, 47]. Активный захват 
железа йерсиниобактином критичен и для Y. pestis при 
37°С, т.е. при температуре, с которой встречаются бактерии 
в тканях организма млекопитающих [48]. Это естественно, 
поскольку для эффективного размножения патогенному 
организму требуется достаточное количество железа, кото-
рое в хозяйском организме находится в связанной форме. 
Оказалось также, что клетки кишечной палочки, проду-
цирующие йерсиниобактин, защищены от переваривания 
в фагоцитах при воздействии супероксида. При этом про-
демонстрирована супер ок сид-дисмутазная активность 
Cu(II)-Ybt комплекса, образуемого при связывании ионов 
меди металлофором [49].

Гены острова, ответственные за продукцию йерсиниобак-
тина, принадлежат к высокоиндуцируемым как при повыше-
нии температуры, так и при попадании в организм хозяина 
[50, 51]. Это также свидетельствует об их вовлеченности в 
инфекционный процесс. По-видимому, Ybt система важна на 
ранней стадии проникновения через кожные покровы и лим-
фатическую систему при бубонной чуме, при которой как 
снабжение катионами металлов, так и защита от фагоцито-
за играет значительную роль и не важна в септицемической 
стадии [22]. При этом важное значение имеет тесное взаи-
модействие транспортных систем ионов Zn.

О важности присутствия острова высокой патогенности 
для реализации йерсиниями вирулентности говорят и дан-
ные следующих экспериментов. Мобилизация острова с по-

Рис. 3. Сравнение генетической организации HPI и HPI-2. Гены, продемонстрировавшие гомологию (порядка 27–45%), соединены пунк-
тирными линиями.
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мощью FRT-FLP рекомбинации и передача его низкопато-
генным Y. enterocolitica O:9 и непатогенным Y. enterocoli-
tica O:5 сопровождалась появлением способности продуци-
ровать йерсиниобактин только у Y. enterocolitica O:9 [52]. 
Более того, приобретение острова сопровождалось увеличе-
нием вирулентности Y. enterocolitica O:9 для мышей. Это 
демонстрирует не только необходимость кодируемых остро-
вом функций для реализации фенотипа «высокой патоген-
ности» в Y. enterocolitica, но и вовлеченность определенных 
функций хозяйской клетки в реализацию этого фенотипа.

Бактериям требуются крайне эффективные акцепторы 
железа для его мобилизации из состава железосвязываю-
щих белков организма хозяйской клетки. Йерсиниобактин 
является одним из таких эффективных низкомолекулярных 
металлофоров. Следовательно, наличие HPI крайне необхо-
димо для обеспечения реализации свойства патогенности 
йерсиний. В то же время остров высокой патогенности не 
содержит каких-либо генов, напрямую связанных с продук-
цией токсинов, импединов или других агентов агрессии па-
тогенных микроорганизмов, и поэтому вряд ли может быть 
отнесен к детерминантам патогенности. Однако полностью 
исключить то, что йерсиниобактин или его предшественники 
являются, например, иммуномодуляторами хозяйского от-
вета, в настоящее время нельзя.

 Механизмы и структуры, ответственные  
за перемещения HPI в геноме хозяйской клетки
Многие геномные острова представляют собой «тени», 

нагруженные всевозможными обломками генов, свидетель-
ствующими об их прежней генетической активности. В от-
личие от большинства островов, HPI является активным 
островом, способным к перемещению в геноме клетки хо-
зяина, по крайней мере, в чумном микробе и возбудителе 
псевдотуберкулеза 1 серотипа.

Высокая «подвижность» HPI, а вернее, его нестабиль-
ность в геноме чумного микроба, послужила основанием 
для представления о нем как о подвижном геномном остро-
ве. Однако первоначальные данные о подвижности острова 
отражали мобильность не самого HPI, а скорее, нестабиль-
ность pgm-локуса (pigmentation locus, pgm), ответственного 
за накопление пигментов клетками чумного микроба (рис. 4). 
Оказалось, что HPI-1 расположен внутри 102-т.п.о. локуса, 
связанного с накоплением в бактериальной клетке пигмен-
тов (гемин или Конго красный) и формированием биопленок 
при колонизации блох (hms-кластер) [53], а также ответ-
ственного за синтез противовоспалительного фактора RipA, 
связанного с выживанием в активированных макрофа-

гах [54]. Этот локус пигментации, ограниченный двумя копия-
ми IS100 элемента, легко и с высокой частотой выщепляется 
из генома чумного микроба при гомологичной рекомбина-
ции между двумя фланкирующими его IS100 элементами. 
При этом, естественно, утрачивается не только сам неста-
бильный локус пигментации, но и HPI как неотъемлемая 
часть этого локуса. В свое время это и привело к представ-
лению о том, что именно локус пигментации собственно и 
является островом патогенности.

В дальнейшем, однако, была обозначена четкая граница 
между поведением локуса пигментации и собственно HPI, 
который мог перемещаться в геноме за счет сайтспецифи-
ческой рекомбинации, независимо от 102-т.п.о. локуса. Так, 
было показано, что HPI способен активно перемещаться 
в геноме псевдотуберкулезного микроба, занимая любой 
из свободных сайтов интеграции, asn tRNA [5, 7]. Поскольку 
pgm-локус не фланкирован IS100 элементами в Y. pseudo-
tuberculosis, и, более того, остров может занимать любую 
свободную копию asn tDNA в геноме псевдотуберкулезного 
микроба, сайтспецифическая рекомбинация, обеспечивае-
мая HPI-рекомбиназой, сопровождается перетранспози цией 
острова в новые мишени. В некоторых штаммах это проис-
ходит с достаточно высокой частотой [5, 7]. 

Генетический модуль HPI состоит из рекомбиназы (IntB 
интегразы), ответственной за интегративную рекомбинацию 
острова с asn tRNA-мишенью на геноме хозяйской клетки, 
а также за эксцизию при выщеплении острова [40]. В вариа-
бельной части острова Y. pestis (Yps HPI) находится эксци-
зионаза (Hef), или фактор, определяющий направление ре-
комбинации (recombination directionality factor, RDF) [55, 56]. 
Однако, в отличие от RDF бактериофага λ, который увеличи-
вает частоту эксцизии в миллионы раз, RDF HPI лишь не-
значительно влияет на частоту эксцизии острова, увеличи-
вая ее менее чем в 10 раз [55]. По-видимому, в отличие от 
интегразы фага λ, рекомбиназа HPI представляет собой 
низкоспециализированную рекомбиназу, которой одинаково 
свойственны интегративная и эксцизивная функции, в то 
время как активность рекомбиназы бактериофага λ специа-
лизирована исключительно на интегративной функции. 

Сайты узнавания, участвующие в сайтспецифической 
рекомбинации (attachment sites, att), представлены по анало-
гии с бактериофагом λ, бактериальным сайтом BOB’ (attB) и 
сайтом, расположенным на самом остове патогенности, 
POP’ (attP). В результате рекомбинации образуются гибрид-
ные сайты, BOP’ (attL) и POB’ (attR), фланкирующие интегри-
рованный HPI (рис. 5). Бактериальный участок узнавания, 
attB, представлен 3’ последовательностью генов asn tRNA. 

Рис. 4. Локус пигментации чумного микроба с островом высокой патогенности HPI. Частично показаны гены, ответственные за про-
дукцию йерсиниобактина (irp), пигментацию (hms) и вставочные последовательности IS100. 
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Таких мишеней четыре в геноме E. coli и три в геноме йерси-
ний. С использованием плазмиды, несущей IntB реком-
биназу и attP, представляющую собой своеобразный «мини-
остров», была показана способность рекомбиназы узнавать 
и интегрировать в любую из свободных ДНК-мишеней [40]. 
Возможность перетранспозиции HPI в свободные копии asn 
tDNA была продемонстрирована для возбудителя псевдоту-
беркулеза [7]. Однако при наличии практически полной го-
мологии островов возбудителя псевдотуберкулеза и чумы 
для последнего до сих пор не показана возможность пере-
мещения острова в свободные копии asn tDNA. Одним из 
факторов, «маскирующих» транспозицию острова в геноме 
чумного микроба, может служить происходящее за счет 
гомо логичной рекомбинации делетирование области пиг-
ментации (pgm локуса), частью которого является HPI 
(см. рис. 4). В результате подобной высокочастотной деле-
ции утрачивается один из att сайтов (attR) острова, что пол-
ностью исключает возможность осуществления сайт-специ-
фической рекомбинации. Отсутствие второй копии вставоч-
ной последовательности IS100 у Y. pseudotuberculosis O:1, 
которая могла бы участвовать в выщеплении pgm-локуса 
у этих йерсиний, либо несцепленное наследование острова 
в других копиях asn tDNA [7] снимает этот эффект у возбуди-
теля псевдотуберкулеза.

 Механизмы, ответственные за латеральное  
(горизонтальное) распространение острова
Если перемещение HPI в геноме хозяйской клетки и его 

механизм в целом не вызывают сомнения, то вопрос о воз-
можности межклеточного переноса острова новым бактери-
альным хозяевам долгое время оставался открытым.

Первичные представления о возможности переноса Ybt 
острова бактериофагами, представляются маловероятны-
ми. Как правило, подобные воззрения базировались на на-
личии гомологии рекомбиназы HPI и интегразы бактериофа-
га Р4 [41]. Однако подобное сходство, скорее всего, свиде-
тельствует об общности механизмов сайтспецифической 
рекомбинации у большой группы мобильных генетических 
элементов и их происхождения, нежели о непосредственном 
участии фагов в перемещении геномных островов. Скорее 
всего, интегразы геномных островов представляют собой 
отдельную эволюционную ветвь сайтспецифических реком-
биназ, использующих уникальный механизм связывания 
ДНК [57]. Небольшие размеры фаговой головки и необходи-
мость специфического выщепления и интеграции острова 
хоть и не исключают участия трансдукции в передаче HPI, но 
вряд ли свидетельствуют о ее предпочтительности, по край-
ней мере, для острова высокой патогенности. 

Более вероятным представляется перенос острова конъ-
югативными плазмидами, которые могут при некорректном 
выщеплении из хромосомы хозяйской клетки захватывать 
близлежащие последовательности ДНК (по типу F’ у ки-
шечной палочки). При этом полноценная в функциональ-
ном и генетическом отношении копия HPI корректно выще-
пляется из сайта первичной интеграции аспарагиновой 
транспортной ДНК и реинтегрирует в конъюгативную плаз-
миду, содержащую последовательность asn tDNA. Подоб-
ные плазмиды, содержащие asn tDNA мишени и цирку-
лирующие, в част ности, в популяциях вирулентных микро-

бов, уже описаны в литературе [58]. Их образование при 
некорректном вырезании конъюгативных плазмид из хро-
мосомы с захватом близлежащих генов, в том числе и по-
следовательностей, которые могут служить в качестве 
сайтов интеграции подвижных элементов, достаточно хоро-
шо описано для F’ эписом [59, 60]. Такая возможность для 
HPI была показана на примере конъюгативной плазмиды 
RP4, несущей последовательность asn tDNA [60]. Приоб ре-
тение бактериальной клеткой подобной «шаттл»-плазмиды 
сопровождается появлением в клетке дополнительной asn 
tDNA мишени, в которую может встроиться остров (рис. 6). 
В результате рекомбинации образуется трансмиссивный 
коинтеграт HPI с плазмидой RP4, которая, обладая широ-
ким диапазоном хозяев, может легко передаваться новым 
бактериальным клеткам. Распад коинтеграта с использова-
нием сайтспецифической рекомбинации сопровождается 
выщеплением HPI и перетранспозицией его в новый сво-
бодный сайт в геноме хозяйской клетки. В результате такой 
последовательности событий HPI интегрирует в геном но-
вого хозяина, что сопро вождается появлением у того новых 
свойств, кодируемых генами, расположенными на острове. 
Так, в результате опосредованного таким трансмиссивным 
коинтегратом переноса HPI в клетки кишечной палочки, 
послед ние приобрели способность продуцировать йерси-
ниобактин [61].

Не исключен и другой вариант передачи HPI, при котором 
конъюгативный репликон уже интегрирован в последова-
тельности самого HPI, что придает ему свойство трансмис-
сивности [62], или мобилизуемости (см. рис. 1) [63]. Такой 
рекомбинантный остров, состоящий частично из плазми-
ды, ответственной за конъюгативный перенос, был описан 
в K. pneu moniae [62]. Его можно отнести к группе интегратив-
ных – конъюгативных элементов (integrative and conjugative 
elements, ICE), способных к самопереносу, что и было пока-
зано экспериментально. Однако в E. coli подобный ICE был 
обнаружен в единичном штамме, а в K. pneumoniae распро-
ст ранение ICEKp1 было ограничено группой штаммов, вызы-
вающих пиогенные абсцессы печени. Подобные ограни-

Рис. 5. Схема сайтспецифической рекомбинации острова высо-
кой патогенности. Обозначены гены и структуры, участвующие 
в рекомбинации. Буквами Р и Т обозначены соответственно промо-
торы и терминаторы аспарагиновой тРНК и рекомбиназы Int.
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чения, учитывая высокую степень гомологии обоих подвиж-
ных элементов, говорят скорее в пользу уникальности 
подоб ного способа передачи HPI, чем о ее универсальном 
характере.

Таким образом, остров высокой патогенности не облада-
ет собственными генами, отвечающими за его трансмиссив-
ность и репликацию. Этим он отличается от интегративных 
трансмиссивных плазмид. В свою очередь, он отличается 
от бактериофагов тем, что не содержит генов, отвечающих 
за синтез фаговых белков. Это указывает на уникальность 
островов патогенности среди остальных мобильных элемен-
тов, которые могут быть определены как мобильные элемен-
ты, содержащие гены, ответственные за рекомбинацию 
с геномом хозяйской клетки, но не содержащие генов, от-
ветственных за трансмиссию и репликацию.

Заключение
Остров высокой патогенности йерсиний представляет 

собой интегративный мобильный элемент, ответственный 
прежде всего за синтез металлофора йерсиниобактина Ybt, 
участвующего в транспорте целого ряда катионов, включая 
железо. Приобретение бактериальными клетками Ybt клас-
тера увеличивает фитнес несущих его хозяев и позволяет 
им полноценно реализовать свойство патогенности за счет 
обеспечения необходимым in vivo железом и другими катио-
нами. Сохранение некоторыми йерсиниями делетированных 
форм острова свидетельствует о возможной функциональ-
ной роли промежуточных продуктов метаболизма металло-
фора.

Помимо Ybt-генов, остров содержит гены, ответственные 
за его корректную рекомбинацию с asn tDNA мишенями в 

геноме хозяйской клетки. Выщепление острова за счет сайт-
специфической рекомбинации может приводить к его пере-
транспозиции в новые свободные мишени и широкому рас-
пространению. Отсутствие собственных генов, отвечающих 
за трансмиссивность и репликацию этого мобильного элемен-
та, «восполняется» его способностью к образованию коинте-
гратов с конъюгативными плазмидами, которые и могут от-
вечать за его широкое распространение у Enterobacteriaceae. 
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Н О В О С Т И  Н А У К И

Антибиотикоустойчивость у морских бактерий

Ученые Гонконгского политехнического университета обнаружили гены антибиотикоустойчивости у морской бактерии 
Vibrio parahaemolyticus, предположительно полученные от E. coli.

Li R. et al. 2016. 
Genetic Characterization of a bla VEB-2 – carrying plasmid in Vibrio parahaemolyticus. 
Antimicrobial Agents and Chemotherapy AAC.01749-16. DOI: 10.1128/AAC.01749-16

Находящийся на стадии становления микроб, подобный сибиреязвенному 

Ученые из Института Роберта Коха, Германия открыли новую бактерию, относящуюся к Bacillus anthracis и вызывающая 
сибирскую язву, – по-видимому, она повторяет симптомы сибирской язвы у различных млекопитающих в Африке. Этот 
новый патоген имеет гены, сходные с Bacillus cereus, другим родственным видом, который может вызвать отравление пищи, 
но содержит два участка генетического материала, которые можно увидеть только у B. anthracis. Такая добавка приближает 
поведение нового вида к поведению микроба, вызывающего сибирскую язву, несмотря на его происхождение от штамма 
B. cereus. Эти результаты показывают, что для понимания влияния нового микроба как на животных, так и на человек, может 
оказаться необходимым более тщательный надзор.

Antonation K.S., et al. 2016. 
Bacillus cereus Biovar Anthracis Causing Anthrax in Sub-Saharan Africa–Chromosomal Monophyly  

and Broad Geographic Distribution. 
PLOS Neglected Tropical Diseases 10, e0004923. DOI: 10.1371/journal.pntd.0004923
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Свойства бактерий F. tularensis subsp. 
holarctica, лишенных способности 
синтезировать белок iglC
А.Н.Мокриевич, В.М.Павлов, Г.М.Вахрамеева, Р.И.Миронова,  
Т.И.Комбарова, И.В.Бахтеева, Г.М.Титарева, И.А.Дятлов

ФБУН «Государственный научный центр прикладной микробиологии и биотехнологии» Роспотребнадзора, 
Оболенск, Российская Федерация

Получен вариант референс-штамма F. tularensis subsp. holarctica 503 с делетированными двумя копиями гена iglC – 
F. tularensis 3m/23-2. Этот штамм авирулентен для мелких лабораторных животных и обладает сниженной способно-
стью размножаться в мышиных макрофагах по сравнению с вакцинным штаммом 15 НИИЭГ. В организме экспери-
ментальных мышей бактерии штамма 3m/23-2 сохранили способность к диссеминации от места введения до селезен-
ки, но потеряли способность к размножению в этом органе. Иммунизация мышей линии BALB/c штаммом 3m/23-2 
защищала экспериментальных животных от последующего заражения вирулентными штаммами F. tularensis как под-
вида holarctica, так и подвида tularensis. Уровень защиты был дозозависимым и зависел от подвида возбудителя 
туляремии. 
Ключевые слова: Francisella tularensis, подвид holarctica, ген iglC, фагоцитоз, протективность
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Properties of F. tularensis subsp. holarctica bacteria 
deprived the ability to synthesize iglC protein

A.N.Mokrievich, V.M.Pavlov, G.M.Vakhrameeva, R.I.Mironova,  
T.I.Kombarova, I.V.Bakhteeva, G.M.Titareva, I.A.Dyatlov

State Research Center for Applied Microbiology and Biotechnology, Rospotrebnadzor, Obolensk, Russian Federation

The strain F. tularensis 3m/23-2 has been constructed from the reference strain F. tularensis subsp. holarctica 503, by deleting 
of two copies of the iglC gene. The strain is avirulent for small laboratory animals and has a reduced ability to proliferate in 
murine macrophages compared to the vaccine strain 15 NIIEG. Bacteria of the strain 3m/23-2 retained their ability to disseminate 
from the site of injection to the spleen in the mice, but lost the ability to reproduce in the organ itself. Immunization of BALB/c 
mice with strain 3m/23-2 provided protection for animals against subsequent infection with F. tularensis virulent strains both of 
subspecies holarctica and tularensis. The level of protection was dose-dependent and relied upon a subspecies of the causative 
agent of tularemia. 
Keywords: Francisella tularensis, subspecies holarctica, iglC gene, phagocytosis, protectivity 
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F tularensis – факультативный внутриклеточный паразит, 
вызывающий туляремию у людей и восприимчивых 

теплокровных животных. Уникальной особенностью возбу-
дителя туляремии является его способность проникать в 
макрофаги F. tularensis по особому механизму эндоцито-

за [1] и быстро перемещаться из фагосомы в цитозоль, где 
происходит его интенсивное размножение [2]. При достиже-
нии определенной концентрации микроорганизма в цитозо-
ле запускается апоптоз инфицированной клетки [3]. Бак-
терии со связанными фрагментами компонентов макрофа-
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гов выходят во внеклеточную среду организма и повторно 
захватываются фагоцитами [4].

Бактерии F. tularensis для перемещения из фагосомы 
в цитозоль используют систему секреции типа VI [2]. Одним 
из ключевых элементов этой системы является белок IglC. 
Белок IglC кодируется геном iglC, представленным в геномах 
бактерий F. tularensis эпидемически значимых подвидов 
tularensis, holarctica и mediasiatica двумя копиями, а в под-
виде novicida – одной копией [5]. В других представителях 
рода Francisella ген iglC также присутствует в единственной 
копии.

Удаление обеих копий гена iglC в вакцинном штамме 15 
НИИЭГ, штаммах LVS и Schu приводило к их полной атте-
нуации для экспериментальных мышей различных генетиче-
ских линий [6–8]. Эти штаммы были не способны защищать 
экспериментальных мышей от последующего заражения 
вирулентными бактериями F. tularensis [7, 8]. Однако до на-
стоящего времени отсутствует информация о протективных 
свойствах варианта природного штамма подвида holarctica, 
лишенного способности экспрессировать белок IglC.

Целью настоящей работы является создание и изучение 
свойств бактерий F. tularensis подвида holarctica без генов iglC.

Материалы и методы

Бактериальные штаммы и плазмиды. Перечень штам-
мов и плазмид, использованных в работе, представлен 
в таб лице. 

Условия культивирования. Штаммы E. coli выращивали 
при температуре 37°С в среде Лурия–Бертани (LB) [10] 
(на агаре или в бульоне), при необходимости в среду добав-
ляли антибиотики (100 мкг мл–1 ампициллина или 20 мкг мл–1 
хлорамфеникола). Штаммы F. tularensis выращивали при 
температуре 37°С на плотной (FTA) и в жидкой (FTB) пита-
тельных средах. Состав FTA: эритрит-агар – 3,8%, высушен-
ная кровь крупного рогатого скота – 1%, глюкоза – 1%, ци-
стеин – 0,05%, тиамин хлорид – 0,0025%, pH 7,2 (ФБУН ГНЦ 
ПМБ, Оболенск, Московская обл.). Состав FTB: фермента-
тивный гидролизат казеина – 2%, дрожжевой экстракт – 1%, 
KH2PO4 – 1,2%, глюкоза – 1%, цистеин – 0,001%, FeCl2 – 
0,001%, pH 7,2 [11]. При необходимости в среду добав ляли 
100 мкг мл–1 полимиксина B и 6 мкг мл–1 хлор амфеникола.

Животные. В работе использовали аутбредных мышей 
Swiss Webster, мышей линий BALB/c(H2d), С57BL6 (воз-
раст – 6–8 нед, вес – 18–20 г, питомник «Пущино», ФИБХ, 
г. Пущино, МО) и морских свинок (возраст – 5–7 нед, вес – 
350–450 г, питомник «Андреевка», ГНЦ БМТ, п. Андреевка, 
Солнечногорский р-н, МО). Работы с животными проводи-
ли в соответствии с законодательством Российской 
Федера ции [12] и Директивой Европейского парламента и 
совета Европейского союза по охране животных, исполь-
зуемых в научных целях [13]. Содержание и манипуляции 
с животными выполняли в виварии, соответствующем тре-
бованиям GAC (Good Animal Care) и протоколу № P03-20 
комитета по биоэтике ГНЦ прикладной микробиологии и 
биотехнологии.

Модификация генома туляремийного микроба. Удаление 
генов iglC из хромосомы бактерий F. tularensis проводили по 
ранее разработанной методике [6, 7, 9]. Праймеры для вы-

явления модифицированного участка генома F. tularensis 
без нуклеотидной последовательности гена iglC – IGKF: 
5'-AAGGATAAGACCTGTCGT-3’ и IGKR: 5'-TTGAAACCATACC 
GGGTA-3’ были синтезированы в ЗАО «Синтол», Москва.

Фагоцитоз. Эксперименты по фагоцитозу проводили 
по ранее описанной методике [9]. Мышиные макрофагопо-
добные клетки линии J744.1A были получены из Российс-
кой коллекции клеточных культур, г. С.-Петербург, Россия. 
Перитонеальные макрофаги мышей линии BALB/c получа-
ли с помощью пятикратного промывания брюшной полости 
фосфатно-солевым буфером (ФСБ), содержащим 0,1% 
глюкозы. 

Заражение лабораторных животных. Вирулентность 
штаммов F. tularensis определяли на биологической модели 
инбредной линии мышей BALB/c обоего пола. Животным 
(по 5 особей в группе) вводили подкожно по 0,2 мл 10-крат-
ных разведений бактериальных суспензий. За животными 
наблюдали в течение 28 дней. Погибших мышей вскрывали, 
селезенки гомогенизировали в забуференном физиологиче-
ском растворе (ЗФР) и суспензии клеток высевали на среду 
FTA с полимиксином. Величину LD50 определяли по методу 
Kеrber в модификации И.П. Ашмарина и А.А. Воробьева [14].

Персистенция штаммов F. tularensis в селезенках мышей. 
Экспериментальным животным вводили подкожно клетки 
исследуемых штаммов F. tularensis в дозе 3 × 101 КОЕ 

Таблица. Бактериальные штаммы и плазмиды

Название Характеристика Источник или ссылка
F. tularensis 15 НИИЭГ subsp. holarctica, вакцинный 

штамм
«ГКПМ-Оболенск»

F. tularensis 15 R subsp. holarctica, вариант 
штамма 15 НИИЭГ, 
дефектного по ЛПС

«ГКПМ-Оболенск»

F. tularensis 503 subsp. holarctica, 
вирулентный референс-

штамм

«ГКПМ-Оболенск»

F. tularensis Schu subsp. tularensis, природный 
штамм

«ГКПМ-Оболенск»

F. tularensis 15/23-2 F. tularensis 15 НИИЭГ с 
двумя делетированными 

копиями гена iglC

[9]

F. tularensis 3m/23-2 F. tularensis 503 с двумя 
делетированными копиями 

гена iglC 

Данная работа

E. coli S17-1 λpir (thi pro hsdR–hsdM+recA RP4-
2-Tc::Mu-Km::Tn7(TpRSmR)); 

лизогенный вариант 
штамма S17-1, 

продуцирующий π-белок, 
необходимый для 

репликации плазмид, 
содержащих ori6K

«ГКПМ-Оболенск»

E. coli S17(pPV2) штамм S17-1 λpir с 
векторной плазмидой pPV, 

AmpR, CmR

[6]

E. coli S17(pPV∆ iglC) штамм S17-1 λpir с 
рекомбинантной плазмидой 

pPV∆23, AmpR, CmR

[6]

pPV2 суицидный вектор для 
F. tularensis, AmpR, CmR, 

sacB, mob

[6]

pPV∆iglC рекомбинантная суицидная 
плазмида для F. tularensis 

со встроенной 3.0 п.о. 
областью генома 

F. tularensis 15 НИИЭГ 
с делетированным геном 

iglC, AmpR, CmR, sac B, mob

[6]



Свойства бактерий F. tularensis subsp. holarctica, лишенных способности синтезировать белок iglC

19

для штаммов 15 НИИЭГ и в дозе 1 × 106 КОЕ для штаммов 
15/23-2 и 3m/23-2. Через 4, 7, 14 и 21 сут животных эвтана-
зировали, селезенки гомогенизировали и суспендировали в 
объеме 5 мл ЗФР. Из полученной взвеси готовили ряд деся-
тикратных разведений и суспензии высевали на среду FTA. 
Подсчет выросших на агаре колоний проводили через 72 ч.

Протективность. Количественную оценку cпособности ис-
следуемых штаммов защищать животных от подкожного 
заражения вирулентными штаммами F. tularensis проводили 
с использованием вирулентного тест-штамма F. tularensis 
503 и природного штамма F. tularensis Schu. Животных, им-
мунизированных подкожно разными дозами исследуемого 
штамма (от 1 × 106 до 1 × 109 КОЕ/мышь), заражали 3 × 103 
КОЕ вирулентного штамма. За животными наблюдали в те-
чение 28 сут.

Устойчивость бактерий к нормальной кроличьей сыво­
ротке (НКС). Нормальную кроличью сыворотку получали по 
стандартной методике [15]. Аликвоты сывороток до исполь-
зования хранили при температуре минус 20°С. Стандартную 
суспензию бактерий в ЗФР готовили из ночной агаровой 
культуры по стандарту мутности (ОСО 42-28-85-2012 ФГБУ 
НЦЭСМП) и разводили в ЗФР до концентрации 1 × 107 КОЕ/мл. 
0,1 мл бактериальной суспензии смешивали с 0,9 мл НКС и 
инкубировали при температуре 37°С в течение 18 ч. 
Количество выживших в НКС клеток определяли высевом 
из соответствующих разведений на среду FTA, содержащую 
100 мкг мл–1 полимиксина. Посевы инкубировали при темпе-
ратуре 37°С в течение 72 ч. 

Результаты и обсуждение

Созданные ранее молекулярные инструменты для ал-
лельного обмена в хромосоме F. tularensis позволили ранее 
создать варианты вакцинного штамма 15 НИИЭГ и LVS, 
а также варианты природных штаммов подвида tularensis и 
novicida с делетированными генами iglC [6, 7, 9, 16]. 
Делеционные варианты, в отличие от исходных штаммов, 
были авирулентны для лабораторных мышей [6, 7, 8, 16]. 
Для сравнительного изучения свойств мутантных штаммов 
подвида holarctica, как природных, так и вакцинного, без 
генов iglC, методом аллельного обмена был создан вари-
ант природного штамма F. tularensis subsp. holarctica 503, 
не содержащий данные гены. Модифицированный штамм 
получили с использованием суицидной плазмиды pPV∆iglC 
по ранее разработанной двухэтапной методике [6]. Селек-
цию клонов без одной и двух копий гена iglC проводили 
с помощью ПЦР ДНК из колоний конъюгатов, способных 
расти на среде с сахарозой. В ПЦР использовали прове-
рочные праймеры IGKF и IGKR. На первом этапе по удале-
нию одной копии гена iglC из хромосомы туляремийного 
микроба было проанализировано 100 образцов ДНК кло-
нов, из которых 6 давали ампликоны размером 545 п.о. 
и размером 1000 п.о., то есть содержали одну делеционную 
копию фрагмента хромосомы с геном iglC и одну природ-
ную копию. Для проведения второго этапа был взят один из 
6 клонов, в клетки которого методом мобилизационного 
переноса была повторно введена плазмида pPV∆iglC. 
Среди 100 клонов, выросших на среде с сахарозой, 3 клона 
давали ампликоны размером только 545 п.о., то есть не со-

держали участков хромосомы с геном iglC. Сравнение 
роста отобранных колоний с бактериями штамма F. tula­
rensis 503 на плотных и жидких питательных средах не выя-
вило достоверных различий в размерах колоний через 48 ч 
роста и скорости роста в жидкой питательной среде (время 
удвоения ~ 2 ч). Для дальнейшего анализа был выбран 
один клон без двух копий гена iglC, обозначенный как 
F. tularensis 3m/23-2.

 Определение выживаемости штамма F. tularensis 
3m/23-2 в нормальной кроличьей сыворотке
Для изучения влияния продукта гена iglC на способность 

клеток природного и вакцинного штаммов выживать в НКС 
была проведена серия опытов по оценке устойчивости 
штаммов F. tularensis 3m/23-2 и 15/23-2 к НКС. В качестве 
контроля был использован штамм 15 НИИЭГ, а в качестве 
чувствительного к НКС – штамм 15 R. Бактерии штамма 15 
НИИЭГ полностью сохраняли свою жизнеспособность в 
НКС, а бактерии штамма 15 R погибали. Модифицированные 
штаммы 3m/23-2 и 15/23-2 сохранялись в НКС так же, как и 
штамм 15 НИИЭГ. Полученные данные указывают на отсут-
ствие влияния продукта гена iglC на способность бактерий 
F. tularensis выживать в НКС. 

Фагоцитоз экспериментальных штаммов 
Для изучения влияния продукта гена iglC на способность 

бактерий подвида holarctica проникать и размножаться в 
клетках мышиной макрофагоподобной линии J774A.1 и пе-
ритонеальных мышиных макрофагах была проведена серия 
опытов по фагоцитозу штаммов F. tularensis 3m/23-2 и 15/23-2. 
В качестве штамма сравнения был использован вакцинный 
штамм 15 НИИЭГ (рис. 1).

Штамм 3m/23-2 умеренно размножался в течение 24 ч как 
в клетках линии J774A.1, так и в перитонеальных мышиных 
макрофагах, однако уровень размножения был более чем на 
порядок ниже по сравнению с уровнем размножения бакте-
рий штамма 15 НИИЭГ (см. рис. 1). Мутантный штамм 15/23-
2, созданный на основе вакцинного штамма 15 НИИЭГ, 
практически не размножался в макрофагах. Из полученных 
данных следует, что: а) продукт гена iglC необходим для 
внутримакрофагального размножения вакцинного туляре-
мийного штамма; б) модифицированный природный штамм 
содержит некие структуры или обладает механизмами, по-
зволяющими компенсировать отсутствие продукта гена iglC 
для размножения в макрофагах.

Вирулентность штамма 3m/23-2
Подкожное введение мышам линии BALB/c и морским 

свинкам бактериальной суспензии штамма 3m/23-2 в дозах 
от 1 × 102 до 1 × 108 КОЕ не приводило к гибели животных 
за период наблюдения (30 дней). Для сравнения, в группе 
мышей линии BALB/c при подкожном введении вакцинного 
штамма 15 НИИЭГ в дозе 30 КОЕ и группе морских свинок 
при введении в дозе 1 × 109 КОЕ фиксировали гибель от-
дельных особей из групп. 

Мыши линии С57BL6 крайне чувствительны к бактериям 
туляремийного микроба. Они погибают от единичных клеток 
вакцинного штамма F. tularensis 15 НИИЭГ [15]. Для провер-
ки патогенных свойств штамма F. tularensis 3m/23-2 для 
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данной высокочувствительной модели экспериментальной 
туляремии три группы мышей линии С57BL6 (по 5 особей 
в группе) заражали подкожно штаммом F. tularensis 3m/23-2 
дозами 1 × 106, 1 × 107 и 1 × 108 КОЕ/животное и наблюдали 
в течение 22 сут (рис. 2). 

Мыши линии С57BL6 выживали при заражении штаммом 
F. tularensis 3m/23-2 дозами менее 1 × 104 КОЕ (данные не 
приведены), что указывает на его сниженную вирулентность 
по сравнению с вакцинным штаммом в данной модели туля-
ремии. Другой особенностью штамма 3m/23-2 является тот 
факт, что при дозе заражения мышей линии С57BL6, равной 
1 × 108 КОЕ/животное, 80% экспериментальных мышей оста-
лись живыми в течение 22 сут наблюдения, тогда как при 
дозе 1 × 107 КОЕ они погибали к 15-му дню наблюдения 
(рис. 2).

Делеция генов iglC из хромосомы F. tularensis подвида 
holarctica приводила к появлению практически авирулентно-
го для мелких лабораторных животных штамма. Данный 
факт был отмечен ранее для вариантов вакцинного штамма 
15 НИИЭГ и LVS без генов iglC [6, 8], что указывает на важ-
ную роль белка IglC в патогенезе туляремийного микроба.

 Персистенция штамма 3m/23-2 в селезенках  
лабораторных мышей
Хотя мыши линии BALB/с не погибали от высоких доз 

штамма, в органах животных обнаруживались живые бакте-
рии туляремийного микроба. Данные по персистенции бак-
терий штамма 3m/23-2 в селезенках экспериментальных 
мышей, определенные через 4, 7, 14 и 21 сут после инфици-
рования, приведены на рисунке 3. Для сравнения на этом 
рисунке представлены результаты экспериментов по перси-
стенции вакцинного штамма 15 НИИЭГ и его производного 
15/23-2.

Из представленных данных видно, что удаление двух 
копий гена iglC из хромосомы штамма 503 приводило к по-
тере способности бактерий размножаться в селезенке экс-
периментальных мышей, но при этом сохранялась способ-
ность модифицированного штамма диссеминировать от 
места введения возбудителя в селезенку, причем уровень 
обсемененности селезенок практически не менялся от 4 до 
14 сут. К 21-му дню обсемененность снизилась на 2 поряд-
ка. Сходным образом диссеминировал и сохранялся в се-
лезенке модифицированный вариант вакцинного штамма 
без двух копий гена iglC, однако степень диссеминации 
в данном случае была на порядок ниже, хотя двум группам 
мышей вводили одну и ту же дозу бактерий (1 × 106 КОЕ). 
В отличие от модифицированных штаммов у мышей, инфи-
цированных штаммом 15 НИИЭГ, наблюдали как диссеми-
нацию, так и размножение в селезенках. Максимальную 
обсемененность селезенок этой группы мышей наблюдали 
на 7-е сутки после заражения, затем количество бактерий 
снижалось и к 21-м суткам падало на 4 порядка отно-
сительно максимального уровня. В отличие от штаммов 
15 НИИЭГ и 15/23-2, единичные живые бактерии штамма 
F. tularensis 3m/23-2 обнаруживали в селезенках мышей 
вплоть до 64-го дня.

При высеве на твердую питательную среду гомогената 
селезенок выживших мышей линии С57BL6, иммунизиро-
ванных дозой 1 × 108 КОЕ, было выявлено, что все селе-
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Рис. 1. Фагоцитоз штаммов F. tularensis в макрофагах. Высев 
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зенки содержали бактерии заражающего штамма. Среднее 
количество клеток возбудителя в селезенках было 
(2 ± 0,5) × 104 КОЕ/орган. Для сравнения, группа мышей 
линии С57BL6, иммунизированных штаммом 15/23-2 дозой 
1 × 108 КОЕ, к 22-м суткам не содержала в селезенках кле-
ток туляремийного микроба.

Протективные свойства штамма 3m/23-2
Группы морских свинок, иммунизированных штаммом 

3m/23-2 дозами 1 × 106, 1 × 107, 1 × 108 КОЕ/животное под-
кожно, были полностью защищены от последующего под-
кожного заражения 3 × 103 КОЕ вирулентного штамма 503. 
В контрольной группе морских свинок все животные погибли 
от той же дозы возбудителя туляремии. Животные погибали 
с 6-е по 12-е сутки.

Протективные свойства штамма 3m/23-2 были изучены на 
аутбредных мышах (рис. 4) и мышах линии BALB/c (рис. 5). 

Четыре группы аутбредных мышей (по 5 особей в группе) 
иммунизировали подкожно дозами 1 × 106, 1 × 107, 1 × 108, 
1 × 109 КОЕ/мышь соответственно. Через 28 сут после имму-
низации они были заражены подкожно вирулентным штам-
мом F. tularensis 503 дозами 30 и 3000 КОЕ/животное. 
Иммунизированные животные были полностью защищены 
от дозы 30 КОЕ, если они были иммунизированы штаммом 
3m/23-2 в дозе 1 × 109 КОЕ, и защищены только частично при 
меньших дозах иммунизации (рис. 4А). Иную картину наблю-
дали, когда для заражения использовали дозу 3000 КОЕ. 
Иммунные мыши (дозы иммунизации от 1 × 106 до 1 × 108) 
были полностью защищены от гибели, а мыши, иммунизиро-
ванные дозой 1 × 109 КОЕ, были защищены только частично 
(рис. 4Б). 

Делеционный вариант вакцинного штамма 15 НИИЭГ без 
обеих копий гена iglC был не способен формировать у белых 
мышей защиту от последующего заражения штаммом 503 [8].

В экспериментах по заражению групп линейных мышей 
BALB/c, предварительно иммунизированных штаммом 
F. tularensis 3m/23-2, вирулентными штаммами двух подви-
дов: subsp. holarctica (штамм 503) и subsp. tularensis (штамм 
Schu), были получены данные о различной зависимости про-
тективности изучаемого штамма от дозы иммунизации при 
последующем подкожном заражении штаммами 503 и Schu 
(рис. 5А, Б).

Из рисунка 5 видно, что введение мышам 1 × 103 КОЕ 
бактерий штамма Schu приводило к гибели более половины 
животных, если они были предварительно иммунизированы 
дозами менее 1 × 106 КОЕ, тогда как при заражении штам-
мом 503 такую гибель наблюдали при дозах иммунизации 
менее 1 × 105 КОЕ.

Иммунные животные по-разному реагировали на зараже-
ние штаммами 503 и Schu. Динамика изменения веса экс-
периментальных мышей (рис. 6А) указывает на более тяже-
лый инфекционный процесс у животных, зараженных штам-
мом Schu, по сравнению со штаммом 503. Сходную картину 
наблюдали и для групп животных, предварительно иммуни-
зированных вакцинным штаммом (рис. 6Б).

Созданный в данной работе штамм F. tularensis subsp. 
holarctica 3m/23-2 без двух копий гена iglC практически ави-
рулентен для лабораторных животных (мышей и морских 
свинок). Однако клетки данного штамма сохраняют жизне-

способность при 18-часовой инкубации в НКС и умеренно 
размножаются как в макрофагоподобных клетках линии 
J771.А1, так и в перитонеальных макрофагах. Свойства 
мутант ного штамма 15/23-2 без двух копий гена iglC, создан-
ного на основе вакцинного штамма 15 НИИЭГ, также отно-
сящегося к подвиду holarctica, практически не отличаются 
от свойств штамма 3m/23-2, за исключением полной потери 
способности к внутримакрофагальному размножению. 
Полученные результаты указывают на критичность неогра-
ниченной способности бактерий размножаться в макрофа-
гах для вирулентности F. tularensis. Можно также предполо-
жить, что повышенная способность бактерий вакцинного 
штамма 15 НИИЭГ размножаться в макрофагах по сравне-
нию с бактериями штамма 3m/23-2 объясняет их остаточную 
вирулентность для экспериментальных мышей. 

Иммунизация мышей линии BALB/c штаммом 3m/23-2 
приводит к формированию определенной протективности 
экспериментальных животных к последующему заражению 
вирулентными штаммами как подвида holarctica, так и под-
вида tularensis. Штаммы F. tularensis subsp. holarctica LVS и 
15 НИИЭГ, а также и F. tularensis subsp. tularensis Schu без 
обеих копий гена iglC, в отличие от штамма F. tularensis 
subsp. holarctica 3m/23-2, потеряли данную способность 
[6, 7, 8]. 

Интересен факт, что дозы иммунизации мышей штаммом 
3m/23-2, необходимые для защиты животных от последую-
щего заражения штаммами Schu (subsp. tularensis) и 503 
(subsp. holarctica), отличаются на два порядка. Вероятно, это 
связано с необходимостью более выраженного гуморально-
го иммунного ответа для защиты животных от бактерий под-
вида tularensis.

Мутантный штамм подвида tularensis без двух копий гена 
iglC Schu S4∆iglC, полученный на основе штамма F. tularensis 
Schu S4, при подкожном введении дозы 1 × 106 КОЕ перси-
стирует в зоне введения, но внутрикожная иммунизация 
этим штаммом, в отличие от иммунизации LVS, удлиняет 
только на 2 дня время жизни экспериментальных мышей 
линии BALB/c после подкожного заражения дозой 500 КОЕ 
высоковирулентного штамма подвида tularensis [7]. Внутри-
кожная иммунизация другим авирулентным вариантом Schu 
S4 с делетированным опероном pur (Schu S4∆purMCD) при-
водила также только к удлинению сроков жизни животных 
на 2,6 дня при интраназальном заражении дозой 500 КОЕ 
штамма Schu S4 [17].

Таким образом, полученные нами данные указывают на 
способность аттенуированных в результате делеции генов 
iglC штаммов подвида holarctica формировать протективный 
иммунитет на мышиной модели экспериментальной туляре-
мии, тогда как, по литературным данным, аттенуированные 
штаммы подвида tularensis такими свойствами не обладают.

Работа выполнена в рамках НИР 048 «Изучение механиз­
мов патогенеза и иммуногенеза туляремийной инфекции и 
мониторинг за циркуляцией возбудителя в отдельных регио­
нах Российской Федерации» Отраслевой научно­исследо­
вательской программы Роспотребнадзора на 2016–2020 гг. 
«Проблемноориентированные научные исследования в об­
ласти эпидемиологического надзора за инфекционными и 
паразитарными болезнями».
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Недопустимы никакие контакты и распространения 

Clostridium difficile – это бактерия, которая может вызвать сильный понос за счет выработки токсинов. Ученые из Техас-
ского Университета, США, открыли путь, посредством которого гены бактерии совместно нарабатывают эти токсины. 
По мере того, как C. difficile становится все более и более устойчивой к нынешнему поколению антибиотиков, это открытие 
может потенциально привести к появлению новых методов лечения вызванных микробом инфекций, таких как предотвра-
щение совместно работающих генов и избавление их от способности продуцировать вызывающие болезнь токсины. 

Darkoh C. et al. 2016. 
Accessory Gene Regulator­1 Locus Is Essential for Virulence and Pathogenesis of Clostridium difficile. 

mBio 7, e01237­16. DOI: 10.1128/mBio.01237­16

Война бактерий и людей

На фестивале науки «Кстати», организованном новосибирским Информационным центром по атомной энергии, извест-
ный российский биоинформатик, заместитель директора Института проблем передачи информации имени А.А.Харкевича 
РАН доктор биологических наук Михаил Сергеевич Гельфанд прокомментировал это документальное кино, а также расска-
зал, насколько реальна угроза устойчивости бактерий к антибиотикам.

Наука в Сибири. Война бактерий и людей. Наука в Сибири [Электронный ресурс]. 
URL: http://www.sbras.info/articles/simply/voina­bakterii­i­lyudei.

Н О В О С Т И  Н А У К И



25

Бактериология, 2017, том 2, №4, с. 25–29
Bacteriology, 2017, volume 2, No 4, p. 25–29 

DOI:10.20953/2500-1027-2017-4-25-29

Влияние генетической характеристики 
Helicobacter pylori на воспалительный процесс 
в слизистой оболочке верхних отделов 
пищеварительного тракта детей 
с хроническим гастритом
Е.М.Спивак1, Р.М.Левит1, Г.В.Кузьмина2, М.Ю.Деменчук2

1ФГБОУ ВО «Ярославский государственный медицинский университет», Ярославль, Российская Федерация;
2ФБУЗ «Центр гигиены и эпидемиологии в Ярославской области», Ярославль, Российская Федерация

Целью работы было установить особенности клинических, эндоскопических проявлений и патоморфологии слизистой обо-
лочки желудка и двенадцатиперстной кишки при Hp-ассоциированном хроническом гастрите у детей в зависимости от 
генетической характеристики Helicobacter pylori (Hp). Обследовано 96 детей в возрасте 12–17 лет с хроническим 
Hp-ассоциированным гастритом. Анализировали клинические проявления заболевания, эндоскопические и морфологиче-
ские параметры слизистой оболочки желудка и двенадцатиперстной кишки в сопоставлении с генетической характеристи-
кой Hp. Методом полимеразной цепной реакции (ПЦР) в материале гастробиоптатов определяли штаммы Hp, имеющие 
факторы патогенности VacA, CagA, IceA, BabА, а также субъединицу уреазы UreI. Различий в клинических проявлениях 
хронического гастрита, ассоциированного с различными штаммами Hp, не выявлено. Одновременно установлено, что 
колонизация слизистой оболочки желудка штаммами Hp с генетической структурой, содержащей факторы патогенности 
UreI, CagA, VacA, BabA, IceA, при хроническом Hp-ассоциированном гастрите у детей является фактором усиления и уве-
личения распространенности воспалительного процесса, появления эндоскопических и морфологических признаков атро-
фии. Наибольшее влияние на указанные показатели оказывает присутствие в геноме микроорганизма CagA. Выраженность 
и активность воспаления значительно нарастают при сочетании в геноме Hp нескольких факторов патогенности.
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В настоящее время бактерия Helicobacter pylori (Hp) 
признана ведущим этиологическим фактором хрони-

ческой воспалительной патологии верхних отделов пище-
варительного тракта во всех возрастных группах, в том 
числе у детей [1–3]. Установлено, что при высоких показа-
телях распространенности Hp среди детей на территории 
Российской Федерации Hp-ассоциированные гастродуоде-
нальные заболевания развиваются лишь у небольшой 
части инфицированных. Клинические проявления пилори-
ческого хеликобактериоза у детей весьма вариабельны: 
бессимптомное бактерионосительство, хроническая вос-
палительная патология различной выраженности, язвенная 
болезнь [4, 5]. 

Доказано, что Hp свойственен значительный генетиче-
ский полиморфизм, что определяет ее вирулентность и па-
тогенность; данная бактерия выступает в качестве патогена, 
комменсала или сапрофита [6, 7]. Молекулярно-генетические 
особенности инфекта могут оказывать существенное влия-
ние на характер изменений слизистой оболочки верхних от-
делов пищеварительного тракта, а следовательно, на раз-
витие, течение, прогноз гастродуоденальной патологии, 
а также эффективность терапии [3]. 

В настоящее время в соответствии с действующими кон-
сенсусами выявление Hp в абсолютном большинстве случа-
ев автоматически ведет к назначению антихеликобактерно-
го лечения. Однако в тех случаях, когда слизистая оболочка 
желудка колонизирована слабопатогенными штаммами Hp и 
отсутствуют выраженные клинико-эндоскопические и мор-
фологические изменения, использование стандартных эра-
дикационных схем далеко не всегда может считаться оправ-
данным [8]. Все вышеперечисленное обусловливает важ-
ность изучения молекулярно-генетической структуры Hp при 
Hp-ассоциированных заболеваниях желудка и двенадцати-
перстной кишки. Применительно к пациентам детского воз-
раста этот вопрос является малоисследованным, что затруд-
няет разработку новых подходов к терапии указанной пато-
логии.

Цель настоящей работы – установить особенности кли-
нических, эндоскопических проявлений и патоморфологии 
слизистой оболочки желудка и двенадцатиперстной кишки 
при Hp-ассоциированном хроническом гастрите у детей в 
зависимости от генетической характеристики Helicobacter 
pylori.

Материалы и методы 

Материалом для работы послужили данные обследова-
ния 96 детей в возрасте от 12 до 17 лет (в среднем 
15,1 ± 0,4), в том числе 44 мальчиков и 52 девочек, которым 
в условиях специализированного гастроэнтерологическо-
го стационара верифицирован диагноз «хронический гаст-
рит» (ХГ). 

Дизайн работы предусматривал анализ клинических дан-
ных с детальной характеристикой симптоматики ХГ: абдоми-
нального болевого, диспепсического, астеновегетативного и 
интоксикационного синдромов. Во всех случаях проводи-
лась эзофагогастродуоденоскопия с последующим морфо-
логическим исследованием биопсийного материала слизи-
стой оболочки желудка (СОЖ) и двенадцатиперстной кишки 

(ДПК). Выявление Helicobacter pylori осуществлялась с по-
мощью трех методик:

1. уреазный тест с определением в биопсийном материа-
ле специфической уреазной активности, обусловленной 
присутствием инфекта (производитель НИИ ЭКФ, г. Санкт-
Петербург);

2. гистологический метод: окраска бактерий по Рома нов-
скому-Гимзе с последующей оценкой степени обсемененно-
сти Helicobacter pylori (незначительная, умеренная и выра-
женная) в соответствии со стандартной визуально-ана ло-
говой шкалой; 

3. обнаружение ДНК инфекта в биоптатах с помощью 
ПЦР (тест-система фирмы «ДНК-Технология», Москва). 

Для типирования штамма Helicobacter pylori использовали 
метод ПЦР с применением тест-систем фирм «Синтол» и 
«Литех» (Москва). В материале гастробиоптатов определя-
ли присутствие штаммов Hр, имеющих следующие факторы 
патогенности: VacA (вакуолизирующий цитотоксин), CagA 
(продукт одного из генов «островка патогенности»); IceA 
(фактор, индуцирующий контакт Hp с эпителием); BabА 
(адге зин к Leb-антигенам групп крови); субъединицу уреазы 
UreI.

Для статистической обработки данных использовали 
пакет прикладных программ «StatPlus 2009». Для оценки 
взаимосвязей использовали коэффициент ранговой корре-
ляции Спирмена. Значимость различий относительных ве-
личин определяли с помощью углового преобразования 
Фишера. Пороговой величиной статистической достоверно-
сти цифровых данных являлся уровень р < 0,05.

Результаты и обсуждение

При типировании Hp более чем у половины детей с ХГ 
(55,2%) определялось наличие высокопатогенных штаммов 
инфекта. Частота регистрации отдельных факторов пато-
генности Hp представлена в таблице 1.

Важнейшей характеристикой Hp является способность 
вырабатывать уреазу, что дает возможность микроорганиз-
му выживать в неблагоприятной для него кислой среде же-
лудка. В настоящее время описано 7 генов, кодирующих 
синтез этого фермента. Гены ureA и ureB обеспечивают 
структурные субъединицы фермента, ureA стимулирует NO-
синтетазу, катализирующую реакцию образования NO – 
одного из универсальных факторов воспаления, ureB спо-
собствует хемотаксису лейкоцитов. Таким образом, усили-
вается воспалительный процесс в СОЖ. Гены ureE, ureF, 
ureG, ureH кодируют формирование дополнительных бел-
ков, необходимых для сборки молекулы и включения в нее 
молекул никеля. Особую роль играет ген ureI, который обе-
спечивает образование специального канала для водород-
ных ионов. Именно через него идет транспорт мочевины в 
цитоплазму Hр, где она в последующем гидролизируется [9]. 
Следовательно, ureI можно считать одним из факторов вы-
сокой патогенности инфекта. Среди наших пациентов штам-
мы, содержащие ureI, выявлены в 37,8% случаев.

Основным маркером островка патогенности Hp считается 
ген cagA, в связи с чем штаммы бактерии подразделяются 
на cagA+ (позитивные) и cagA– (негативные). СagA рассма-
тривают как специфический ген, который появился в связи с 
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колонизацией Hp организма человека. Он кодирует синтез 
критического иммунодоминантного белка – одного из глав-
ных факторов патогенности Hp. Биологические эффекты 
CagA многообразны. Он непосредственно участвует в нару-
шении целостности эпителиального покрова СОЖ, индуциру-
ет нарушение процессов клеточного обновления в ней в виде 
неконтролируемой пролиферации эпителиоцитов и лимфо-
идных клеток, участвует в секреции провоспалительных ци-
токинов и в формировании, таким образом, хронической 
воспалительной реакции [10, 11]. В островке патогенности Hp 
имеются белки особой секреторной системы, которая осу-
ществляет транспортировку эффекторных молекул инфекта 
в эпителиоциты СОЖ. Эти протеины строят специфическую 
шприцеобразную структуру, посредством которой происхо-
дит проникновение CagA в клетки хозяина, где он подверга-
ется фосфорилированию. Фосфорилирование, в свою оче-
редь, приводит к изменению цитоскелета эпителиоцитов, 
в результате чего в них происходят морфологические изме-
нения, а также к уменьшению подвижности клетки, что за-
медляет процессы регенерации эпителия. Под влиянием 
CagA в эпителии активируются клеточная пролиферация и 
апоптоз, стимулируется выработка интерлейкинов [6, 10–12]. 

Нами установлено, что доля cаgА-позитивных штаммов 
Hp у детей с хроническим Hp-ассоциированным гастритом 
составила 27,1%. С сопоставимой частотой (32,3%) обнару-
живался ген vacA, который кодирует синтез вакуолизирую-
щего цитотоксина. Продукт этого гена, белок VacA, вызыва-
ет образование вакуолей в эпителиоцитах СОЖ, это воздей-
ствует на АТФ-азу V типа, создавая тем самым кислую вну-
триклеточную среду, что способствует накоплению внутри 
клетки аммиака и других осмотически активных веществ. 
В результате вакуоли набухают, сливаются друг с другом, 
в итоге происходит разрыв цитоплазматической мембраны и 
гибель клетки [10]. Другими неблагоприятными эффектами 
этого токсина являются ингибирование секреции хлористо-
водородной кислоты в париетальных клетках, увеличение 
синтеза пепсиногена в главных клетках, угнетение расще-
пляющей способности эндосом и лизосом, клеточной про-
лиферации, повреждение митохондрий, нарушение презен-
тации антигенов. Между CagA и VacA генотипами Hр суще-
ствует ассоциация, поэтому большинство VacA-штаммов 
являются CagA+. Это дает основание полагать, что VacA 
служит не самостоятельным, а скорее, дополнительным 
фактором патогенности Hp [3, 7]. 

Необходимым условием реализации патогенного эффек-
та Hp можно считать его способность фиксироваться на 
клетках покровного эпителия. Адгезия бактерии резко сни-
жает возможность ее элиминации из организма. Она осу-
ществляется за счет взаимодействия между лигандами Hp и 
соответствующими рецепторами на цитоплазматической 
мембране клеток СОЖ. Этот процесс находится под контро-
лем специального гена babA. Он кодирует образование од-
ноименного протеина, который является посредником сце-
пления между антигенами Lewis b на эпителиальных клетках 
СОЖ и Hp [13, 14].

По нашим данным, доля BabA-позитивных пациентов 
в группе детей с ХГ составила 12,5%.

Еще одним фактором патогенности Hр служит ген цито-
токсичности iceA, который активируется при контакте ин-

фекта с эпителием СОЖ. Выделяют 2 аллельные формы 
гена: iceA1 и iceA2. При этом инфицирование IceA1 сопрово-
ждается большей степенью инфильтрации собственной пла-
стинки СОЖ полиморфноядерными нейтрофилами. Дока-
зано также, что IceA, наряду с BabA, индуцирует адгезию Нр 
к эпителиоцитам СОЖ человека [15]. Среди детей с ХГ, 
включенных в настоящее исследование, IceA-позитивным 
был каждый четвертый больной (25%).

Все обследованные дети были распределены на 2 группы. 
Первую из них (основную) составили 53 пациента, у которых 
выявлены высокопатогенные штаммы Нр. В большинстве 
случаев (66%) зафиксировано сочетание нескольких изучае-
мых факторов патогенности Hp (от 2 до 5). Во вторую группу 
(сравнения) включены 43 ребенка с ХГ, ассоциированным со 
штаммами Hp, в геноме которых исследуемые факторы па-
тогенности отсутствовали. 

Сравнение клинических проявлений ХГ в выделенных 
группах больных не выявило значимых различий, что указы-
вает на отсутствие каких-либо специфических клинических 
проявлений заболевания, зависящих от генетической харак-
теристики Hp. 

Одновременно нами получены статистически достовер-
ные межгрупповые различия в эндоскопической картине 
СОЖ и ДПК. Установлено, что колонизация СОЖ высоко-
патогенными штаммами Hp приводит к расширению зоны ее 
повреждения. Хроническое воспаление в субкардии реги-
стрировалось у 24,5% пациентов основной группы против 
7% в группе сравнения (р < 0,05), а пангастрит у них выяв-
лялся более чем в 3 раза чаще (34% против 9,3%, p < 0,01). 
Макроскопически воспаление в СОЖ, вызванное высокопа-
тогенными штаммами Hp, характеризуется следующими 
особенностями: практически у каждого второго пациента 
(47,2%) имеет место выраженный процесс: в большинстве 
случаев (79,2%) гиперпластический, у 22,6% из них выявля-
ются визуальные признаки атрофии. У детей из группы 
сравнения, напротив, преобладает умеренное или незначи-
тельное воспаление (83,7%), чаще поверхностное (55,8%), 
проявления атрофического процесса регистрируются в еди-
ничных случаях (4,8%, р < 0,05). Макроскопические призна-
ки выраженного дуоденита значительно чаще фиксирова-
лись в основной группе (67,9% против 27,9%, р < 0,005); 
фолликулярного бульбита (17% против 4,8%, р < 0,05).

При оценке морфологических характеристик хроническо-
го воспаления в СОЖ обнаружено, что колонизация ее высо-
копатогенными штаммами Hp коррелирует с более выра-
женным показателем обсемененности. Так, в группе сравне-
ния у каждого второго пациента (51,2%) она была незначи-
тельной, тогда как в основной группе доминировали случаи 
умеренной и высокой обсемененности (суммарно 79,2%). 
Большая выраженность и активность воспалительного про-

Таблица 1. Частота выявления факторов патогенности 
Helicobacter pylori при хроническом Hp-ассоциированном 
гастрите у детей 

Фактор патогенности Нр Частота встречаемости, %
UreI 34,4
CagA 27,1
VacA 32,3
IceA 25,0
BabА 12,5
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цесса у детей основной группы (табл. 2) подтверждались 
высокой частотой обнаружения у них микроэрозий (34% 
против 14%, р < 0,05) и лимфоидных фолликулов (41,5% 
против 16,2, р < 0,01) при морфологическом исследовании 
гастробиоптатов.

Корреляционный анализ позволил установить, что наи-
более сильное влияние на выраженность воспаления в сли-
зистой оболочке как тела желудка, так и антрального отдела 
оказывает наличие гена сagA. Присутствие этого фактора 
патогенности положительно коррелирует со всеми показате-
лями воспалительного процесса: выраженностью (R = +0,42, 
р < 0,001), активностью (R = 0,35, р < 0,01), признаками атро-
фии (R = +0,35, р < 0,001), микроэрозиями (R = +0,34, 
р < 0,001) и лимфоидными фолликулами (R = +0,32, р < 0,01). 
Наличие других факторов патогенности в геноме Нр также 
прямо коррелирует со степенью хронического воспаления 
в СОЖ. Одновременное присутствие нескольких из них уве-
личивает тесноту этой взаимосвязи: значения коэффициен-
та Спирмена возрастают до +0,57. 

Установлено, что комбинация (cagA + vaca1 + baba2), на-
званная триплексом генов, у взрослых пациентов ассоции-
руется с большей выраженностью воспаления в СОЖ, высо-
ким риском развития в ней эрозивно-язвенных процессов, 
интестинальной метаплазии, а также аденокарциномы же-
лудка [16–18]. Мы наблюдали двух пациентов с геномом Нр, 
включавшим СаgA + VacA + BabA; в обоих случаях имела 
место максимальная выраженность и активность процесса в 
СОЖ, а также признаки ее атрофии. 

Заключение

Таким образом, колонизация слизистой оболочки желуд-
ка штаммами Helicobacter pylori с генетической структурой, 
содержащей факторы патогенности UreI, CagA, VacA, BabA, 
IceA, при хроническом Нр-ассоциированном гастрите у 
детей является фактором усиления выраженности, актив-
ности и распространенности воспалительного процесса, по-
явления признаков атрофии. Наибольшее влияние на ука-
занные показатели оказывает присутствие в геноме микро-
организма cagA, а также сочетания нескольких факторов 
патогенности.
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Фрагменты генов «островов» патогенности 
Escherichia coli у клинических штаммов 
условно-патогенных представителей 
Enterobacteriaceae и клинико-лабораторные 
особенности острых кишечных инфекций
Р.Т.Мурзабаева, А.Р.Мавзютов, Д.Н.Дубровская 

ФГБОУ ВО «Башкирский государственный медицинский университет», Уфа, Российская Федерация

В работе проведена сравнительная оценка частоты встречаемости фрагментов генов «островов» патогенности 
(ФГОП), ассоциированных с патогенностью E. coli, в геномах клинических штаммов условно-патогенных представите-
лей Enterobacteriaceae (УПЭ) и клинико-лабораторных особенностей связываемых с ними острых кишечных инфек-
ций (ОКИ) у взрослых. Обследовано 123 пациента с ОКИ, ассоциированными с УПЭ. В результате молекулярно-
генетического исследования у 49 из 123 клинических штаммов УПЭ (39,84%) выявлены ФГОП. Указанные генети-
ческие особенности установлены у 8 из 10 штаммов E. coli (80%), изолированных при легких формах ОКИ, при средне-
тяжелых ОКИ – в 32 из 103 случаев (31,1%, у K. pneumoniaе) и при тяжелых – в 9 из 10 случаев (90%, у Proteus spp.). 
Установлена прямая, средней силы, корреляционная связь (r* = 0,41, р < 0,001) и сильное влияние всей совокупности 
частоты обнаружения ФГОП у клинических штаммов УПЭ на тяжесть течения ОКИ. Показаны положительные связи 
между частотой обнаружения фрагментов генов hlyА, hlyВ, hlyD у клинических штаммов УПЭ и уровнем лихорадки, 
продолжительностью болей в животе и величиной скорости оседания эритроцитов (СОЭ) у больных ОКИ, что может 
указывать на их участие в развитии интоксикации и диареи. 
Ключевые слова:  «острова» патогенности, E. coli, K. pneumoniaе, E. aerogenes, Proteus spp., 

острые кишечные инфекции, клинико-лабораторные показатели
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The research compares the incidence of gene fragments of pathogenicity islands (PIGF) associated with pathogenic E. coli in 
genomes of clinical opportunistic enterobacterial strains (OE) as well as clinical and laboratory characteristics of relevant acute 
intestinal infections (AII) in adults. 123 patients suffering from acute intestinal infections caused by OE have been examined. 
A molecular-genetic research has identified PIGF in 49 (39.84%) of 123 clinical stains of opportunistic enterobacteria. These 
genetic features have been found in 8 of 10 E. coli (80%), in 32 of 103 K. pneumoniaе (31.1%), and in 9 of 10 Proteus spp. 
strains for mild, moderate severity and sever forms of acute intestinal infections. There is a direct medium-strength correlation 
(r = 0.41, p < 0.001) and also a strong effect of the total incidence of PIGF in the clinical strains on the severity of the infections. 
There have been found positive correlations between the frequency of hlyА, hlyВ, hlyD gene fragments in the opportunistic 
enterobacteria and intensity of fever, duration of abdominal pain and ESR index in the patients, suggesting their involvement 
into developing intoxication and diarrhea. 
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Д о настоящего времени повсеместно сохраняется акту-
альность диарейных заболеваний. На территории 

Российской Федерации (РФ) в структуре инфекционной 
патологии они занимают второе место после острых респи-
раторных вирусных инфекций. По-прежнему высока леталь-
ность, связанная с диареями, у детей в возрасте до 5 лет [1]. 
В США ежегодно регистрируется до 179 млн случаев острых 
кишечных инфекций (ОКИ), при этом на долю населения 
старших возрастных групп приходится до 83% случаев 
с летальным исходом [2]. Несмотря на возрастание в послед-
ние годы количества расшифрованных случаев вирусных 
диарей (до 60%) [3], не снижается эпидемиологическое зна-
чение условно-патогенных представителей Enterobacteria-
ceae (УПЭ) [4–8]. В частности, в 2016 г. доля острых диарей, 
ассоциируемых с УПЭ, по РФ в целом составила 9,5%, 
в отдельных субъектах колебалась от 5 до 29,3%, однако 
отношение к ним остается неоднозначным. До настоящего 
времени не существует единого взгляда на патогенность 
УПЭ, что существенно затрудняет оценку этиологической 
значимости клинических штаммов, выделяемых от больных, 
и снижает эффективность противоэпидемических меро-
приятий [4, 9]. 

Вместе с тем не вызывает сомнения существование кон-
кретных генетически обусловленных механизмов изменения 
патогенности энтеробактерий [10, 11]. Определенные пер-
спективы в этом направлении обозначились в связи с уста-
новлением феномена группирования ряда структурных и 
регуляторных генов, детерминирующих патогенность микро-
организмов, в мобильные кластеры («островки» и «острова» 
патогенности), способные к горизонтальному и вертикально-
му перемещению и встраиванию в определенные сайты 
бактериальной ДНК («горячие точки»). Полагают, что дан-
ный механизм изменения патогенности бактерий играет 
важную роль в эволюции условно-патогенных видов и селек-
ции патогенных вариантов [12]. Фрагменты, гомологичные 
известным генам кластеров патогенности E. coli, были обна-
ружены в составе геномной ДНК представителей УПЭ, вы-
деленных при ОКИ у детей и при сальмонеллезах у взрос-
лых [4, 13]. В этой связи определенный интерес могут пред-
ставлять клинико-экспериментальные параллели между ча-
стотой встречаемости генетических маркеров патогенности 
клинических штаммов УПЭ и клинико-лабораторными дан-
ными пациентов, от которых они выделялись.

Цель исследования – сравнительная оценка частоты 
встречаемости фрагментов генов «островов» патогенности 
(ФГОП), ассоциированных с патогенностью E.coli, в геномах 
клинических штаммов УПЭ и клинико-лабораторных особен-
ностей связываемых с ними ОКИ у взрослых. 

Материалы и методы 

Оценка клинико-лабораторных данных проводилась 
у 123 па циентов с ОКИ, вызванными УПЭ, пролеченных 
в клинической инфекционной больнице №4 г. Уфы. Коллек-
ция клинических штаммов УПЭ была сформирована в ходе 
бактериологического исследования фекалий обследуемых 
с использованием питательных сред (Эндо, Левина) отече-
ственного производства (ФБУН ГНЦ ПМБ, Россия). Иден-
тификацию культур осуществляли по биохимическим при-

знакам с использованием сред Гисса и систем для ускорен-
ной идентификации (СИБ, ПБДЭ) (НПО «Диагностические 
системы», г. Н. Новгород). 

Критериями исключения пациентов из анализируемой 
выборки были факты культурального выявления в фекалиях 
патогенных бактерий (Shigella spp., Salmonella spp.) при ис-
пользовании дифференциально-диагностических питатель-
ных сред (Бактоагар Плоскирева, ЭМС-агар и др.) 
(ФБУН ГНЦ ПМБ, Россия), положительные результаты РНГА 
с сальмонеллезными и шигеллезными диагностикумами 
(ФГУП «НПО «Микроген»), случаи выделения из испражне-
ний культуральным методом диареегенных Escherichia spp. 
(агар Эндо-ГРМ, ЭМС-агар), верифицированных в РА 
с диагнос тическими поливалентными ОК-сыворотками 
(ОАО «БИОМЕД», Москва). Вирусная этиология диарей 
у обсле дованных исключалась методом ПЦР с применением 
наборов реагентов «АмплиСенс Rotavirus/Norovirus/Astrovirus – 
FL» для выявления в фекалиях РНК ротавирусов груп-
пы А, норовирусов 2 генотипа и астровирусов 
(ООО «ИнтерЛабСервис», Россия). 

Тотальную бактериальную ДНК выделяли из суточной 
агаровой культуры, используя стандартные наборы «ДНК-
сорб-АМ» («ИнтерЛабСервис», Москва). ПЦР проводилась 
в амплификаторе МС-16 «Терцик» («ДНК-технология», 
Россия). Были использованы подобранные нами праймеры 
к ряду генов, обнаруженных в составе «островов» патоген-
ности E. coli, контролирующих продукцию гемолизинов – 
hlyA (F-gaaagatcagtcctcattacccagcaaca/R-agcggtcattcccatcat
ttccttctat); hlyB (F-acgtcatggttgcttgctgcgaaatctt/R-ggcacccaactca 
acatcaatccgactt); hlyD (F-tggggtttctggttattgcttttattttatctgtt/R-actg 
cttcgacgtatttattctcctgctcaa); цитолетального расширяющего ток-
сина – cdtB (F-cagggctcaaatgcaccgacagaaaataaatg/R-taacaac 
ccaaataacagcgaagcc ctcaaca); адгезин-интимина – eae (F-cct
ggtagtcttgtgcgctttggctt cc/R-taaactatactccgattcctctggtgacgat); 
фактора персистенции – ivy (F-tgcaaagggcgaaaccaccaa/R-gtc 
aacgccgcgaacaacacc) и синтезированных на базе ООО «Био-
скрин», Россия. 

Качество и размеры амплифицированных фрагментов 
ДНК оценивали электрофоретически в 1% агарозном геле. 
Гели окрашивали бромистым этидием и фотографировали 
при помощи фотодокументирующей системы Gel Camera 
System (UVP, Inc. США). Статистическая обработка резуль-
татов проводилась с применением современных программ-
ных пакетов Biostatistica и Statistica 7.0. 

Результаты и обсуждение 

Под наблюдением находились 123 пациента в возрасте от 
18 до 50 лет с ОКИ, при которых были выявлены только 
УПЭ. Клинический диагноз выставлялся на основании ана-
лиза комплекса клинико-эпидемиологических, бактериоло-
гических и серологических данных. 

Клинически все случаи ОКИ протекали в виде гастроэнте-
рита (83%) и гастрита (17%). В 83,7% случаев регистрирова-
лось среднетяжелое, в 8,15% – легкое и в 8,15% – тяжелое 
течение заболевания. 

В ходе культурального исследования было выделено 123 
клинических штамма УПЭ, среди которых были идентифи-
цированы K. pneumoniaе (65,0% случаев), E. aerogenes 
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(22,7% случаев), Proteus spp. (Proteus mirabilis – 66,7% случа-
ев), Proteus vulgaris (33,3% случаев). 

При легкой форме заболевания в 8 случаях были выделе-
ны E. aerogenes, в двух – K. pneumoniaе. При среднетяжелом 
течении ОКИ чаще обнаруживались K. pneumoniae (73,8%), 
реже – E. aerogenes (17,5%), в единичных случаях — Proteus 
vulgaris (8,7%). При тяжелых формах ОКИ были выявлены 
Proteus mirabilis (6 шт.), по 2 штамма (по 20%) K. pneumoniae 
и E. aerogenes и один штамм Proteus vulgaris. 

В результате молекулярно-генетического тестирования 
культур у 39,8% изолятов УПЭ были обнаружены нуклеотид-
ные последовательности, гомологичные фрагментам генов, 
детерминирующих способность бактерий синтезировать ге-
молизины (hlyA, hlyB, hlyD), цитолетальный расширяющий 
токсин (cdtB), адгезин-интимин (eae) и фактор персистенции 
(ivy). Наиболее часто в наших исследованиях определялись 
ФГОП hlyA, hlyВ и hlyD (19,5%), частота их выявления соста-
вила для hlyA – 6,5%, hlyВ – 7,3% и hlyD – 5,7%. Фрагменты, 
комплементарные ФГОП ivy, обнаружены у 12,3% изолятов, 
cdtB – у 4,1% и eae – у 4,1%. 

При изучении частоты обнаружения ФГОП в зависимости 
от видовой принадлежности культур УПЭ установлено, что с 
наибольшей частотой (10 из 15 штаммов) искомые генетиче-
ские детерминанты несли Proteus spp. (66,7%), 18 из 28 
штаммов E. aerogenes (64,3%). Значительно реже ФГОП 
обнаруживались у K. pneumoniae (26,3%), что было статис-
тически значимо реже, нежели у Proteus spp. (р = 0,003) и 
E. aerogenes (р < 0,001) (табл. 1). 

Штаммы E. aerogenes и K. pneumoniae, изолированные от 
пациентов с легкой формой ОКИ, характеризовались нали-
чием искомых генетических детерминант в 7 из 10 и в 1 из 
2 случаев соответственно. Среди больных со средне тяжелым 
течением диареи у 31,1% из выделенных клинических штам-
мов УПЭ обнаруживались ФГОП. Изоляты K. pneumoniae 

несли искомые генетические детерминанты в 17,5%, 
E. aerogenes и Proteus spp. – в 8,7% и 4,9% случаях соответ-
ственно. При тяжелом течении заболевания у выделенных 
штаммов УПЭ в целом ФГОП определялись с наибольшей 
частотой (90%). 

В результате частотно-дисперсионного анализа харак-
тера взаимосвязей между частотой встречаемости ФГОП 
у клинических штаммов УПЭ и степенью тяжести ОКИ у па-
циентов показано, что в случаях, ассоциированных с 
Proteus spp., ФГОП в бактериальных геномах обнаружива-
лись в 66,7% случаев (табл. 2). 

При этом была выявлена прямая корреляционная связь 
средней силы (r* = 0,37, р = 0,046) и значимое влияние часто-
ты обнаружения генетических детерминант вирулентности 
на тяжесть заболевания – 22% (η2 = 22%; F = 17,4; р < 0,001). 

При ОКИ, ассоциированной с K. pneumoniae, у которых 
ФГОП были обнаружены в 26,3% случаев, сила влияния ча-
стоты выявления указанных генетических вариантов бакте-
рий данного вида на степень тяжести болезни была низкой 
и составила 1% (η2 = 1,0%; F = 0,7; р > 0,05), чем, по-
видимому, обусловлено преобладание среднетяжелых форм 
болезни. У пациентов с ОКИ, связываемыми с E. aerogenes, 
выявлена прямая, средней силы, значимая корреляционная 
связь (r* = 0,46, р < 0,001) и значительное, средней силы 
влияние частоты обнаружения ФГОП, выявленных у 64,3% 
штаммов E. aerogenes, на тяжесть течения заболевания 
(21,0% (η2 = 21,0%; F = 16,9; р < 0,001). Установлена прямая, 
средней силы, корреляционная связь (r* = 0,41, р < 0,001) и 
сильное влияние всей совокупности частоты обнаружения 
ФГОП, выявленных у 49 изолятов УПЭ, с которыми связыва-
ли этиологию ОКИ у исследуемых пациентов, на тяжесть 
заболевания (17%(η2 = 17,0%; F = 12,0; р < 0,001). 

Для определения патогенетической роли генетических 
детерминант в развитии клинических проявлений ОКИ, ас-

Таблица 1. Частота встречаемости ФГОП в зависимости от вида возбудителя острых кишечных инфекций 

Виды УПЭ Частота встречаемости фрагментов генов «островов» патогенности, абс. ч. и % Итого η2 (%) F, p, r*
cdtB eae ivy hlyA hlyB hlyD

K. pneumoniae, n = 80 0 0 12 3 3 3 21 (26,3%) 8,9

4,24  
р = 0,117 
r* = 0,30 
р = 0,006

E. aerogenes, n = 28 5 5 3 2 2 1 18 (64,3%) 7,4

1,04  
р = 0,896 
r* = 0,27 
р = 0,165

Proteus spp., n = 15 0 0 0 3 4 3 10 (66,7%) 5,5

1,15  
p = 0,674 
r* = 0,24 
р = 0,389

Всего, n = 123 5/4,1% 5/4,1% 15/12,3% 8/6,5% 9/7,3% 7/5,7% 49 (39,8%) 15,0

10,24  
p = 0,006 
r* = 0,37 
р < 0,001

Примечание: η2 – сила влияния фактора; F – критерий Фишера; р – уровень значимости, r* – коэффициент канонической корреляции.

Таблица 2. Сила влияния УПЭ на частоту выделения 6 видов ФГОП у возбудителей при острых кишечных инфекциях

Возбудитель Степень тяжести Итого 
ФГОП

η2 F р r*
Легкая, n = 10 Среднетяжелая, n = 103 Тяжелая, n = 10

K. pneumoniaе, n = 80 1 18 (17,5%) 2 21 1,0 0,7 >0,05 0,10 (р = 0,929)
E. aerogenes, n = 28 7 9 (8,7%) 2 18 21,0 16,9 <0,001 0,46 (р = 0,013)
Proteus spp., n = 15 0 5 (4,9%) 5 10 22,0 17,4 <0,001 0,37 (р = 0,046)
Всего, n = 123 8 32 (31,1%) 9 49 17,0 12,0 <0,001 0,41 (р < 0,001)
Примечание: η2 – сила влияния фактора, F – критерий Фишера, р – уровень значимости, r* – коэффициент канонической корреляции.
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социированных с высевом УПЭ, исследуемые пациенты 
были разделены на 2 группы без учета степени тяжести за-
болевания и вида возбудителя. В первую группу включили 
пациентов, от которых изолированы УПЭ, несущие генети-
ческие детерминанты патогенности: cdtB, eae, ivy, hlyA, hlyВ, 
hlyD, а во вторую – больных, от которых были выделены 
штаммы бактерий, не содержащих искомых ФГОП. 
Сравниваемые группы были сопоставимы по возрасту и ло-
кализации воспалительного процесса в желудочно-
кишечном тракте. В клинических проявлениях заболевания 
в сравниваемых группах выявлены отличия (табл. 3). 

В 1-й группе пациентов имели место более продолжитель-
ная лихорадка (р < 0,01) и ряд проявлений интоксикации, 
проявлялись симптомы гастроэнтерита, сохранявшиеся до-
статочно длительное время (продолжительность диареи, 
р < 0,01; болей в животе, р < 0,01; рвоты, р < 0,01). 

При оценке показателей общего анализа крови пациен-
тов в динамике болезни показан более выраженный лейко-
цитоз у больных 1-й группы в остром периоде болезни, чем 
у пациентов группы сравнения (p < 0,02), что может свиде-
тельствовать об интенсивности воспалительного процесса. 
Однако по другим параметрам крови статистически значи-
мых различий не выявлено.

В группе больных с обнаружением УПЭ, включавших 
фрагменты генов, гомологичных некоторым генетическим 
детерминантам вирулентности, в отдельности выявлены 
статистически значимые корреляционные взаимосвязи 
(по критерию Спирмена и линейной регрессии) между часто-
той обнаружения hlyD и высокой лихорадкой (p = 0,35; 
p < 0,05), hlyA и величиной СОЭ (r = 0,19; р = 0,035), hlyB и 
продолжительностью болей в животе (r = 0,20; р = 0,026) 
(табл. 4). 

Таким образом, есть определенные основания полагать, 
что у пациентов, от которых были изолированы УПЭ, несшие 
ФГОП, заболевание отличается более тяжелым течением с 
выраженными симптомами интоксикации и поражения 
желудочно-кишечного тракта, что согласуется с выявленны-
ми ранее изменениями цитокинового профиля при ОКИ, 
вызванных энтеробактериями [14].

Фенотипическая характеристика условно-патогенных 
бактерий достаточно давно и успешно используется для 
оценки их этиологической значимости и для эпидемиологи-
ческой расшифровки вспышек [14–17]. Наряду с указанным, 
существует еще один важный аспект вирулентности микро-
организмов, обусловленный их детерминированностью осо-
быми мобильными элементами, именуемыми «острова», 
или «островки» патогенности [18]. И высказывалось предпо-
ложение о том, что горизонтальный перенос мобильных 
генов «островов» патогенности может вносить весомый 
вклад в пластичность генома УПЭ, определяющую измене-
ние их патогенного потенциала [12, 19]. Полученные нами 
результаты по оценке частоты обнаружения генетических 
детерминант вирулентности у УПЭ, ассоциируемых с синте-
зом гемолизинов, цитотоксинов, адгезинов и факторов пер-
систенции, согласуются с данными литературы. На началь-
ном этапе ОКИ эффективность связывания возбудителя с 
рецепторами эпителиоцитов (адгезия) с последующим раз-
множением в зоне инфицирования определяют фимбриаль-
ные адгезины [20]. Фактор адгезии еае обнаруживается и у 

E. aerogenes, C. freundii и H. alvei [15]. Устойчивость к факто-
рам защиты организма и длительную персистенцию в ки-
шечнике после его колонизации энтеробактериям обеспечи-
вают гемолизины и вещества, инактивирующие лизоцим 
(фактор ivy) [16, 21, 22]. 

У представителей семейства Enterobacteriaceae обнару-
жены токсины, нарушающие цитоскелет эпителиальных 
клеток путем реорганизации нитей F-актина: цитолетальный 
расширяющий токсин (cdtA, cdtB), цитотоксины, вызываю-
щие гибель клеток (шига- и шигаподобные токсины, гемоли-
зины) [23–25]. Гемолизины формируют каналы (или поры) в 
мембране клеток с нарушением секреции–всасывания элек-
тролитов через плазматическую мембрану, участвуют во 
внутриклеточном размножении возбудителя, развитии вос-
палительного процесса и диареи, оказывают токсическое 
действие [4, 17]. У E. aerogenes обнаружен цитотоксический 
некротизирующий фактор 1 (cnf1), который ассоциируется с 
энтеритами и внекишечными инфекциями (септицемия и 
пиелонефрит). Показано, что совместный эффект хромо-
сомного гена в сцепке с генами hly и фимбриальным геном 
prs оказывает патологическое действие [26, 27]. 

В последние годы появились новые данные, подтверждаю-
щие положение о переносах генов островов патогенности, 
определяющих пластичность генома УПЭ. В частности, воз-
можность латерального переноса генов была показана для 
грамположительных бактерий [28], включая перенос генов 
между разными (St. aureus–St. epidermidis) и филогенетически 
достаточно удаленными видами (St. aureus–L. monocytogenes) 

Таблица 3. Клиническая картина острых кишечных инфекций 
в группах больных в зависимости от присутствия ФГОП в 
выделенных культурах УПЭ

Показатели Средняя продолжительность 
симптомов (в днях), М ± m

р – уровень 
значимости

1-я группа,  
n = 49

2-я группа,  
n = 74

Пребывание в стационаре 10,5 ± 1,21 9,91 ± 1,04 >0,5
Продолжительность 
лихорадки (38ºC и более) 1,96 ± 0,12 1,45 ± 0,10 <0,01

Длительность жидкого 
стула 3,69 ± 0,37 2,22 ± 0,21 <0,01

Длительность болевого 
синдрома 2,9 ± 0,22 1,92 ± 0,20 <0,01

Длительность рвоты 2,03 ± 0,28 1,12 ± 0,19 <0,01
Возраст средний 28,1 ± 0,28 27,9 ± 0,31 >0,5
Показатели общего анализа крови при поступлении в стационар 
СОЭ 11,8 ± 1,21 10,2 ± 1,1 >0,5
Лейкоциты 9,2 ± 0,56 7,43 ± 0,46 <0,02
Эритроциты 4,02 ± 0,58 4,06 ± 0,58 >0,5
Гемоглобин 138,6 ± 14,90 140,8 ± 15,71 >0,5
Tромбоциты 204,5 ± 21,16 201,8 ± 19,40 >0,5
Примечание: 1-я группа – больные с ОКИ с наличием ФГОП в геноме 
выделенных штаммов УПЭ; 2-я группа – пациенты с отсутствием 
генетических детерминант патогенности у клинических культур возбудителя.

Таблица 4. Корреляционные взаимосвязи между признаками 
в группе больных с наличием генетических детерминант 
в геноме изолятов УПЭ

Признаки Признаки Критерий Спирмена, 
уровень значимости

ivy hlyB р = –0,46; р < 0,05
hlyD Высокая лихорадка р = 0,35; р < 0,05
hlyА Величина СОЭ r = 0,19; р = 0,035
hlyВ Продолжительность боли r = 0,20; р = 0,026
eae Уровень лихорадки r = 0,10; р = 0,271
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[29]. Получены доказательства возможности горизонтально-
го переноса генов антибиотикорезистентности между бакте-
риями, в том числе во внешней среде [30]. 

Таким образом, можно предположить, что полученные 
нами результаты о частоте встречаемости ФГОП (hlyA, hlyВ, 
hlyD, cdtB, eae, ivy) у клинических штаммов УПЭ при ОКИ у 
взрослых и установленные корреляционные взаимосвязи 
между ними и степенью тяжести, отдельными клиническими 
симптомами заболевания и лабораторными показателями, 
наряду с известными факторами вирулентности энтеробак-
терий, могут использоваться для оценки этиологической 
значимости выделенных культур. 

Выводы

1. При ОКИ, ассоциированных с УПЭ, от пациентов вы-
деляются K. pneumoniaе (65%), E. aerogenes (22,8%), 
Proteus spp. (12,2%), отличающиеся наличием ряда генети-
ческих детерминант, ассоциируемых с патогенностью E. coli 
(39,84%). 

2. Частота обнаружения ФГОП, определяющих продук-
цию гемолизинов (hlyA, hlyB, hlyD), цитолетального токсина 
(cdtB), интимина (eae) и фактор персистенции (ivy) коррели-
рует с тяжестью течения заболевания (r* = 0,41, р < 0,001). 

3. Выявленные корреляционные взаимосвязи между ча-
стотой обнаружения ФГОП у клинических штаммов УПЭ и 
тяжестью течения, отдельными симптомами заболевания и 
лабораторными показателями могут свидетельствовать об 
этиологической значимости выделенных культур. 
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Использование рекомбинантного слитного 
белка тимозин альфа-фактор некроза 
опухолей-тимозин альфа человека 
для получения гибридом к тимозину альфа 
С.С.Ветчинин, Е.В.Галкина

ФБУН «Государственный научный центр прикладной микробиологии и биотехнологии» Роспотребнадзора, 
Оболенск, Российская Федерация

При использовании для иммунизации рекомбинантного слитного белка тимозин альфа-фактор некроза опухолей 
альфа-тимозин альфа были получены гибридомы, продуцирующие моноклональные антитела к рекомбинантному 
тимозину альфа человека. Моноклональные антитела были специфичны к N- и С-концам тимозина альфа и антиген-
ной детерминанте, общей для тимозина альфа и фактора некроза опухолей альфа (ФНО-α). Результаты гибридизации 
свидетельствовали о высокой эффективности использования слитных белков при получении моноклональных антител 
к низкомолекулярным пептидам. 
Ключевые слова:  тимозин альфа 1, фактор некроза опухолей альфа, слитный белок, гибридомы,  

моноклональные антитела

Для цитирования: Ветчинин С.С., Галкина Е.В. Использование рекомбинантного слитного белка тимозин альфа-фактор некроза опухолей-
тимозин альфа человека для получения гибридом к тимозину альфа. Бактериология. 2017; 2(4): 36–39. DOI:10.20953/2500-1027-2017-4-36-39

Use of recombinant fuse protein tymosine alpha-tumor 
necrosis factor alfa-human alpha thymosin to obtain 
hybridoma cells to tymosine alpha
S.S.Vetchinin, E.V.Galkina

State Research Center for Applied Microbiology and Biotechnology, Rospotrebnadzor, Obolensk, Moscow region, 
Russian Federation

Hybridoma cells, producing monoclonal antibodies to human recombinant alpha thymosin, have been obtained during using of 
recombinant fuse protein thymosin alpha-tumor necrosis factor alfa-thymosin alfa. Monoclonal antibodies were specific to the 
N- and C-ends of thymosin alpha and antigenic determinante common for alpha thymosin and tumor necrosis factor alpha. 
Results of fusing revealed high efficiency of using fuse proteins for obtaining monoclonal antibodies to low molecular peptides.
Keywords: thymosin alpha 1, tumor necrosis factor alpha, fuse protein, hybridomes, monoclonal antibodies 

For citation: Vetchinin S.S., Galkina E.V. Use of recombinant fuse protein tymosine alpha-tumor necrosis factor alfa-human alpha thymosin to obtain 
hybridoma cells to tymosine alpha. Bacteriology. 2017; 2(4): 36–39. (In Russian). DOI:10.20953/2500-1027-2017-4-36-39

Т имозин альфа 1 оказывает потенцирующее влияние на 
противоинфекционный и противоопухолевый иммуни-

тет. В настоящее время разработаны и приняты для приме-
нения в клинической практике такие препараты с использо-
ванием тимозина альфа, как задаксин (препарат на основе 
рекомбинантного тимозина альфа) и рефнот (препарат на 
основе рекомбинантного слитного белка фактора некроза 
опухолей альфа (ФНО-α) и тимозина альфа). Задаксин заре-
гистрирован в 35 странах мира и используется в основном 

при лечении хронических вирусных гепатитов В и С [1–3]. 
Отмечены положительные результаты применения препара-
та при лечении пациентов с сепсисом, перитонитом и острой 
цитомегаловирусной инфекцией [4, 5], а также онкологи-
ческих больных – применение в качестве противоракового 
иммуномодулирующего средства [6–11]. 

Получение панели моноклональных антител представля-
ется актуальным с точки зрения разработки тест-систем для 
определения тимозина альфа 1 в сыворотке крови, что по-
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зволяет получать дополнительную информацию об иммун-
ном статусе пациентов при составлении оптимальных схем 
терапии, в частности у больных с хроническими вирусными 
гепатитами. 

Конструирование гибридом, продуцирующих монокло-
нальные антитела (МКАт), представляет собой вероятност-
ный, зависящий от многих объективных и субъективных 
факторов процесс. В частности, вероятность получения 
более широкого спектра гибридом существенно возрастает 
от величины гуморального ответа при иммунизации антиге-
ном. Чем выше титр антител в сыворотке мышей, тем боль-
ше специфических В-клеточных клонов образуется в селе-
зенке. Для того чтобы обеспечить высокий гуморальный 
ответ при использовании низкомолекулярных пептидов для 
иммунизации животных, требуется их конъюгация с высоко-
молекулярными носителями. 

Известно, что тимозин альфа 1 – это пептидный гормон 
тимуса, состоящий из 28 аминокислотных остатков, имею-
щий молекулярную массу 3108 Да [12], что явно недоста-
точно для получения высокого гуморального ответа даже 
при применении многократной и продолжительной схемы 
иммунизации. Для преодоления этих трудностей при 
имму низации животных использовали рекомбинантный 
слитный белок, состоящий из трех пептидов: тимозин 
альфа 1-фактор некроза опухолей альфа-тимозин альфа 
1 (Т-Ф-Т). При тестировании МКАт в иммуноферментном 
анализе (ИФА) твердую фазу сенсибилизировали реком-
бинантными Т-Ф-Т, тимозином альфа 1, протимозином 
альфа и ФНО-α [13]. 

Материалы и методы

Иммунизация мышей. Мышей линии BALB/с иммунизи-
ровали подкожно 100 мкг Т-Ф-Т с полным адъювантом 
Фрейнда в соотношении 1:1. Через 28 дней подкожно вводи-
ли по 100 мкг Т-Ф-Т с неполным адъювантом Фрейнда 
(Sigma, США). Затем через 28 дней следовали три внутри-
венные инъекции по 20 мкг с десятидневными промежут-
ками. Для гибридизации использовали спленоциты мышей 
с титрами сыворотки в ИФА не менее 1:10 000. 

Гибридизация. Слияние миеломных клеток линии P3-
X63-Ag8.653 со спленоцитами иммунных мышей проводили 
с использованием 50% (вес/объем) полиэтиленгликоля 4000 
(Merсk, Германия) и 5% (объем/объем) ДМСО (Sigma, США), 
рН 8,0 [14]. 

Селекцию гибридных клеток проводили на среде RPMI 
1640, содержащей 20% (объем/объем) эмбриональной сыво-
ротки теленка, 1 мМ L-глютамина, 1 мМ гипоксантина, 
0,1 мМ тимидина и 0,3 мкМ аминоптерина (Sigma, США) в 
СО2-инкубаторе при температуре 37°C в атмосфере 5% СО2. 
Для скрининга гибридных клеток, продуцирующих МКАт, ис-
пользовали твердофазный ИФА на 96 луночных планшетах 
(Costar, США). Продуценты МКАт клонировали методом 
предельных разведений. 

Криоконсервация гибридом. Гибридомы культивировали 
на среде RPMI 1640 (Sigma, США), содержащей 10% (объем/
объем) эмбриональной сыворотки теленка (Gibco, США), 
1 мМ L-глютамина (Sigma, США) до концентрации 106 кле-
ток/мл в среде замораживания, содержащей 90% феталь-

ной сыворотки теленка и 10% диметилсульфоксида (Sigma, 
США) и помещали в хранилище с жидким азотом.

Иммуноферментный анализ. В лунки планшета для 
ИФА вносили по 100 мкл рекомбинантных Т-Ф-Т, тимозина 
альфа 1, протимозина или ФНО-α в 0,01 М карбонатном бу-
фере, рН 9,6 (ПанЭко, Россия) с концентрацией 5 мкг/мл и 
инкубировали при 4°С в течение ночи. Планшеты промыва-
ли фосфатно-солевым буферным раствором (ПанЭко, 
Россия) с 0,5% Твин 20 (ФБР-Т) 3 раза. Для блокирования 
неспецифических мест связывания в лунки добавляли по 
100 мкл 1% раствора бычьего сывороточного альбумина в 
ФБР-Т и инкубировали в течение 30 мин при 37°C. Лунки 
промывали 3 раза ФБР-Т, добавляли по 100 мкл различных 
разведений сывороток иммунных мышей в ФБР-Т или куль-
туральной жидкости гибридом и инкубировали в течение 
45 мин при 37°C. Лунки промывали пятикратно ФБР-Т, до-
бавляли по 100 мкл антимышиных кроличьих иммуноглобу-
линов, конъюгированных с пероксидазой хрена (Sigma, 
США) в рабочем разведении и инкубировали 45 мин при 
37°C. Пятикратно отмывали планшеты и вносили в лунки по 
100 мкл раствора субстрата (0,1% раствор ортофенилендиа-
мина (Sigma, США) в 0,05 М цитрат-фосфатном буфере, 
1 мкл/мл 33% Н2О2). Через 10 мин инкубации реакцию оста-
навливали добавлением 50 мкл 4 N раствора H2SO4. Учет 
результатов производили на планшетном фотометре 
«Униплан» (Россия) при длине волны 492 нм [15]. 

Результаты и обсуждение

В результате гибридизации получена 21 гибридома, про-
дуцирующая МКАт к Т-Ф-Т. При проверке МКАт в твердо-
фазном ИФА с рекомбинантными ФНО-α и тимозином 
альфа обнаружено, что МКАт 8 гибридом взаимодействова-
ли только с Т-Ф-Т, 7 гибридом – с тимозином альфа, проти-
мозином альфа и ФНО-α, 3 гибридомы – с тимозином альфа 

Таблица. Взаимодействие МКАт с рекомбинантными белками

МКАт ТФТ ТФТ, Т, проТ, ФНО ТФТ, Т ТФТ, Т, проТ ФНО
D6-1 D6-1
D9-1 D9-1
E6-1 E6-1
E9-1 E9-1
F7-1 F7-1
C4-3 C4-3
C8-3 C8-3
D3-3 D3-3
D7-3 D7-3
F10-3 F10-3
C7-4 C7-4  
E8-4 E8-4
F5-4 F5-4
F8-4 F8-4
D5-5 D5-5
D9-5 D9-5
E4-5 E4-5
E8-5 E8-5
E9-5 E9-5
F6-5 F6-5
C6-1 C6-1
ИФА – иммуноферментный анализ; МКАт – моноклональные антитела; 
Т-Ф-Т – рекомбинантный слитный белок тимозина альфа и фактора некроза 
альфа; ФНО – фактор некроза опухолей альфа; Т – тимозин альфа;  
проТ – протимозин альфа.
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и 3 гибридомы – с тимозином альфа и протимозином альфа 
(таблица).

Взаимодействие МКАт только с Т-Ф-Т свидетельствует о 
наличии у слитного белка структурной детерминанты, отсутст-
вующей у ФНО и тимозина альфа 1. Отсутствие гибридом, 
МКАт которых связывались бы только с ФНО, обусловлено 
тем, что N- и C-концевые участки ФНО скрыты в слитном 
белке. 

Так как тимозин альфа 1 является продуктом протеолити-
ческого расщепления протимозина альфа по дипептиду 
Asn–vGly в позиции 29–30 c N-конца [16], можно предполо-
жить, что МКАт гибридом D9-1, F7-1 и C8-3 связываются 
с N-концевым фрагментом тимозина альфа 1 (отсутствие 
связывания с протимозином альфа), а МКАт гибридом E6-1, 
E9-1, D7-3, F10-3, E8-4, E4-5, C6-1 связываются с его 
С-концевым фрагментом (имеется связывание с протимози-
ном альфа). Взаимодействие МКАт ряда гибридом как с ти-
мозином альфа 1, так и с ФНО альфа, возможно, связано с 
наличием в структуре пептидов гомологичных участков. 

Таким образом, применение подобных конструкций для низ-
комолекулярных пептидов увеличивает вероятность получения 
более широкого репертуара гибридом-продуцентов МКАт.

Полученные МКАт к тимозину альфа 1 в перспективе 
могут использоваться в тест-системах не только при контро-
ле качества лечебных препаратов, но и при получении до-
полнительной информации по уровню тимозина в сыворот-
ках людей в норме и при патологии, в частности при лечении 
различных вирусных и бактериальных заболеваний. 
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Частота встречаемости и количественное 
содержание основных пародонтопатогенов 
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Цель исследования заключалась в анализе встречаемости основных пародонтопатогенных бактерий в пародонталь-
ных карманах при пародонтитах различной степени тяжести и в зависимости от тактики ведения пациентов. 
Установлено, что при хроническом генерализованном пародонтите чаще обнаруживались виды Streptococcus mutans 
(на 40,6%, χ2 = 32,2, р < 0,05), Streptococcus sobrinus (на 39,1%, χ2 = 30,2, р < 0,05), Streptococcus oralis (на 31,4%, 
χ2 = 18,9, р < 0,05) и Treponema denticola (на 11,2%, χ2 = 4,55, р < 0,05) и ассоциации Treponema denticola-Porphyromonas 
gingivalis (на 13,3%, χ2 = 4,4, р < 0,05). При тяжелой форме в порядке убывания возрастала представленность 
Porphyromonas gingivalis (χ2 = 10,5, р < 0,05), Streptococcus sobrinus (χ2 = 10,5, р < 0,05), Streptococcus salivarius (χ2 = 7,9, 
р < 0,05), Treponema denticola (χ2 = 7,7, р < 0,05), Streptococcus mutans (χ2 = 6,6, р < 0,05) и Streptococcus macacae 
(χ2 = 6,0, р < 0,05). При включении в схему лечения Vector-терапии и антибактериальных препаратов достоверно сни-
жалась частота выявления Porphyromonas gingivalis – на 18,6% (χ2 = 11,6, р < 0,05) и Treponema denticola – на 15,1% 
(χ2 = 8,48, р < 0,05). При использовании сконструированного нами калибратора pAL-TAStrSob16S на фоне системной 
антибиотикотерапии статистически значимо снижались концентрации Porphyromonas gingivalis (средняя концентра-
ция – 2,1E+06 копий ДНК/мл) и Treponema denticola (средняя концентрация – 1,2E+06 копий ДНК/мл).
Ключевые слова:  пародонтальный карман, ПЦР, P. gingivalis, S. sobrinus, S. salivarius, T. denticola, S. mutans,  

S. macacae 
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Aim of the study was analysis of occurrence of the main parodontopathogenic bacteria in the periodontal pockets with 
periodontitis of varying severity and depending on the tactics of patient management. It was found that in the case of chronic 
generalized periodontitis, the species of Streptococcus mutans were more frequently detected (by 40.6%, χ2 = 32.2, р < 0.05), 
Streptococcus sobrinus (by 39.1%, χ2 = 30.2, р < 0.05), Streptococcus oralis (31,4%, χ2 = 18,9, р < 0.05) and Treponema 
denticola (11.2%, χ2 = 4.55, р < 0.05) and associations Treponema denticola-Porphyromonas gingivalis (13.3%, χ2 = 4.4, 
р < 0.05). In severe cases we have obtained another results: Porphyromonas gingivalis (χ2 = 10.5, р < 0.05), Streptococcus 
sobrinus (χ2 = 10.5, р < 0.05), Streptococcus salivarius (χ2 = 7.9, р < 0.05), Treponema denticola (χ2 = 7.7, р < 0.05), 
Streptococcus mutans (χ2 = 6.6, р < 0.05), and Streptococcus macacae (χ2 = 6.0, р < 0.05). Uner the treatment by using Vector-
therapy and antibacterial drugs, the detection rate of Porphyromonas gingivalis was significantly decreased by 18.6% (χ2 = 11.6, 
р < 0.05) and Treponema denticola by 15.1% (χ2 = 8.48, р < 0.05). The concentrations of Porphyromonas gingivalis 
(average concentration of 2.1E + 06 copies of DNA/ml) and Treponema denticola (average concentration of 1.2E + 06 copies 
of DNA/ml) were statistically significantly lower against the background of systemic antibiotic therapy under the using the pAL-
TAStrSob16S calibrator designed by authors.
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В оспалительная патология пародонта занимает второе 
место в мире по распространенности среди стоматоло-

гических заболеваний [1, 2] и не имеет тенденции к сниже-
нию [3]. При этом микроорганизмы полости рта оказывают 
существенное влияние не только на течение воспалительно-
го процесса в тканях пародонта, но и на течение общесома-
тической патологии [4–8]. 

В связи с этим характеристика микробиоты пародон-
тальных карманов имеет большое научно-практическое 
значение, но остается серьезной проблемой, что обуслов-
лено, с одной стороны, физиологическими особенностями 
пародонтопатогенных бактерий, а с другой – отсутствием 
стандартных воспроизводимых методических подходов для 
анализа содержимого пародонтальных карманов. Однако в 
последние годы, благодаря все более широкому примене-
нию полимеразной цепной реакции (ПЦР) в режиме реаль-
ного времени в стоматологии, обозначились реальные 
перспективы при решении указанных задач [9] и были 
предложены способы получения количественных данных 
о микробиоте пародонтальных карманов [10]. Это обстоя-
тельство открывает, на наш взгляд, принципиально новые 
возможности как для диагностической оценки этиологиче-
ской значимости условно-патогенных пародонтопатогенов, 
так и для оценки эффективности методов и/или проводи-
мого лечения.

Цель исследования – сравнительная оценка частоты 
встречаемости и количественных данных о содержании ос-
новных пародонтопатогенных бактерий в содержимом паро-
донтальных карманов при пародонтитах различной степени 
тяжести и в зависимости от тактики ведения пациентов. 

Материалы и методы 

В основу работы положены результаты комплексного об-
следования 170 больных пародонтитом (основная группа), 
находившихся на амбулаторном лечении в ГКУЗ РБ РКБ №2 
(г. Уфа) в период с 2012 по 2016 гг. У 129 (75,9%) пациентов 
был диагностирован пародонтит средней степени тяжести, у 
41 (24,1%) пациента – тяжелая степень пародонтита.

Контрольная группа была представлена 66 пациентами 
(26 мужчин и 40 женщин, средний возраст 45,3 ± 7,62 лет) 
без патологии пародонта после санации полости рта.

Диагноз заболевания устанавливали в соответствии с 
критериями классификации заболеваний пародонта, приня-
той на заседании Президиума секции пародонтологии 
Стоматологической ассоциации России в 2001 г., на основе 
Международной классификации болезней и проблем, свя-
занных со здоровьем (МКБ-10) [11].

Все проведенные исследования соответствовали этиче-
ским нормам Хельсинкской декларации (2013 г.) и 
Федеральному закону Российской Федерации от 21 ноября 
2011 г. № 323-ФЗ «Об основах охраны здоровья граждан 
Российской Федерации». Протокол исследования был одо-
брен комитетом по этике Башкирского государственного 
медицинского университета. Каждый пациент давал согла-
сие на участие в исследовании и получал подробную инфор-
мацию о его результатах.

У всех больных основной и контрольной групп было про-
ведено молекулярно-генетическое исследование с целью 

обнаружения пародонтопатогенных видов Porphyromonas 
gingivalis, Treponema denticola, Streptococcus oralis, 
Streptococcus sanguis, Streptococcus mutans, Streptococcus 
salivarius, Streptococcus sobrinus, Streptococcus macacae, 
рассматриваемых в настоящее время в качестве наиболее 
информативных «маркерных» пародонтопатогенов [6, 12–14]. 

Материал для молекулярно-генетического исследова-
ния – содержимое пародонтальных карманов зубов. 
Содержимое пародонтального кармана отбирали следую-
щим образом. Первоначально пациенты трехкратно поло-
скали полость рта физиологическим раствором натрия хло-
рида. Затем ротовую жидкость собирали путем сплевывания 
в стерильную пробирку типа Eppendorf (1,5 мл), а далее вво-
дили пинцетом стерильный бумажный эндодонтический 
штифт (размер №25) в наиболее глубокие участки пародон-
тальных карманов на 10 с с последующим помеще нием 
в стерильную пластиковую пробирку типа Eppendorf (1,5 мл), 
содержащую 1 мл физиологического раствора. Забор про-
водили в двух повторностях для каждого пациента. Хранили 
и транспортировали образцы в лабораторию при +4°С в те-
чение 2 ч. Транспортировку партий проб в лабораторию 
осуществляли в термоконтейнерах с хладагентом. 
Молекулярно-генетическое исследование у пациентов про-
водилось дважды – до и через 10 дней лечения по описан-
ной схеме.

ДНК бактерий выделяли из 50 мкл клинического материа-
ла (содержимое пародонтального кармана) с использовани-
ем ионообменной смолы Chelex100.

Для постановки ПЦР в режиме реального времени ис-
пользовали подобранные и апробированные пары видоспе-
цифичных праймеров к участкам ДНК Porphyromonas 
gingivalis, Treponema denticola, Streptococcus oralis, 
Streptococcus sanguis, Streptococcus mutans, Streptococcus 
salivarius, Streptococcus sobrinus, Streptococcus macacae и ре-
акционную смесь ПЦР-Микс SYBR Green I (ООО «СИНТОЛ). 
ПЦР проводили с помощью детектирующего амплификато-
ра CFX96 Touch «REAL TIME» (Bio-Rad, США). Учет резуль-
татов проводили с помощью программного обеспечения 
Bio-Rad CFX Manager. Прибор калибровали тремя разведе-
ниями калибровочных образцов, приготовленных путем се-
рийного разведения плазмиды pAL-TAStrSob16S известной 
концентрации. 

Статистическая обработка полученных результатов вы-
полнялась с помощью биометрических методов анализа 
[15, 16]. Методы описательной статистики заключались в 
оценке среднего арифметического (М), средней ошибки 
среднего значения (m) – для признаков, имеющих непрерыв-
ное распределение, а также частоты встречаемости – 
для признаков с дискретным значением.

Для анализа признаков, подчиняющихся закону нормаль-
ного распределения, применяли метод выявления различия 
признаков по средним величинам. Достоверность различий 
определяли с помощью t-критерия Стьюдента. Для анализа 
распределения частот признаков, не подчиняющихся закону 
нормального распределения, использовали критерий χ2. Для 
определения наличия взаимосвязи между двумя признака-
ми применялся коэффициент корреляции r, который рассчи-
тывался методом непараметрической статистики Спирмена. 
Результаты считались достоверными при p < 0,05.



К.Ю.Швец и др. / Бактериология, 2017, т. 2, №4, с. 40–45

42

Статистическую обработку полученных данных проводи-
ли с использованием программного пакета Statistica 7.0, ру-
ководствуясь пособием Трухачевой Н.В. по методам стати-
стической обработки данных в биологии и медицине [17].

Результаты и обсуждение

 Оценка частоты встречаемости пародонтопатогенных 
микроорганизмов у больных пародонтитом различных 
степеней тяжести
В ходе анализа частоты встречаемости основных паро-

донтопатогенов (Porphyromonas gingivalis, Treponema 
denticola, Streptococcus oralis, Streptococcus sanguis, 
Streptococcus mutans, Streptococcus salivarius, Streptococcus 
sobrinus и Streptococcus macacae) [6] было установлено, что 
у больных хроническим генерализованным пародонтитом в 
содержимом пародонтальных карманов обнаруживались 
все указанные виды бактерий. Однако существенно чаще, в 
сравнении с пациентами без патологии пародонта в группе 
контроля, у больных пародонтитом вне дифференцирования 

по степени тяжести обнаруживались виды Streptococcus 
mutans (на 40,6%, χ2 = 32,2, р < 0,05), Streptococcus sobrinus 
(на 39,1%, χ2 = 30,2, р < 0,05), Streptococcus oralis (на 31,4%, 
χ2 = 18,9, р < 0,05) и Treponema denticola (на 11,2%, χ2 = 4,55, 
р < 0,05), а среди микробных ассоциаций у больных пародон-
титом достоверно возрастала сочетанная встречаемость 
видов Treponema denticola и Porphyromonas gingivalis 
(на 13,3%, χ2 = 4,4, р < 0,05) при сопоставлении с группой 
сравнения.

У больных с тяжелой формой заболевания в содержимом 
пародонтальных карманов в порядке убывания обнаружено 
существенное возрастание, в сравнении с таковым у здоро-
вых лиц, представленности Porphyromonas gingivalis (χ2 = 10,5, 
р < 0,05), Streptococcus sobrinus (χ2 = 10,5, р < 0,05), 
Streptococcus salivarius (χ2 = 7,9, р < 0,05), Treponema denticola 
(χ2 = 7,7, р < 0,05), Streptococcus mutans (χ2 = 6,6, р < 0,05) и 
Streptococcus macacae (χ2 = 6,0, р < 0,05) (табл. 1).

По результатам исследований, у пациентов с пародонти-
том средней степени тяжести статистически значимые раз-
личия в частоте встречаемости бактерий в сравнении с 
контрольной группой выявлены только для Streptococcus 
mutans (χ2 = 37,6, р < 0,05), Streptococcus sobrinus (χ2 = 33,4, 
р < 0,05) и Streptococcus oralis (χ2 = 23,9, р < 0,05). 
Сравнительный анализ данных молекулярно-генетических 
исследований содержимого пародонтальных карманов па-
циентов с разными степенями тяжести пародонтита позво-
лил выявить, что для таких пациентов характерны различия 
в составе микробиоценозов пародонтальных карманов. 
Было установлено, что у пациентов с тяжелой степенью па-
родонтита в сравнении с группой пациентов со средней 
степенью тяжести достоверно чаще встречаются виды 
Streptococcus macacae (χ2 = 13,3, р < 0,05), Streptococcus 
salivarius (χ2 = 9,14, р < 0,05), Streptococcus sanguis (χ2 = 7,67, 
р < 0,05), Streptococcus oralis (χ2 = 6,69, р < 0,05) и 
Porphyromonas gingivalis (χ2 = 4,58, р < 0,05).

 Анализ ассоциативных связей между  
пародонтопатогенными микроорганизмами  
у больных пародонтитом различных степеней тяжести
По литературным данным [3, 18, 19] известно, что бакте-

рии суббиотопов полости рта, в частности пародонтальных 
карманов, наиболее часто представлены в микробных ассо-
циациях, образованных облигатно- и факультативно-ана-
эроб ными микроорганизмами, играющими важнейшую роль 
в утяжелении воспалительного процесса в тканях пародон-
та. Соответственно анализ наличия ассоциативных связей 
между пародонтопатогенными микроорганизмами у боль-
ных пародонтитом является важным диагностическим ин-
струментом при мониторинге и прогнозировании течения 
заболевания, при определении тактики дальнейшего веде-
ния больного. Именно поэтому нами был проведен анализ на 
предмет наличия ассоциативных связей между пародонто-
патогенными видами у пациентов со средней и тяжелой 
степенями тяжести пародонтита.

У больных пародонтитом средней степени тяжести в срав-
нении с группой пациентов с интактным пародонтом в содер-
жимом пародонтальных карманов достоверно чаще осталь-
ных выявлялись ассоциации Streptococcus mutans, Strepto-
coccus sanguis, Streptococcus oralis (χ2 = 17,61, р < 0,05), 

Таблица 1. Частота выделения условно-патогенных бактерий 
в содержимом пародонтального кармана у больных пародон-
титом основной группы (n = 86)

Виды бактерий Исходно ч/з 14 дней
абс. % абс. %

Porphyromonas 
gingivalis

21 24,4 5а 5,8
χ2 = 11,6, р = 0,001

Treponema 
denticola

18 20,9 5а 5,8
χ2 = 8,48, р = 0,005

Streptococcus 
mutans 

58 67,4 41а 47,7
χ2 = 6,78, р = 0,017

Streptococcus 
salivarius 

9 10,5 5 5,8
χ2 = 1,24, р = 0,373

Streptococcus 
sanguis 

53 61,6 35а 40,7
χ2 = 8,03, р = 0,011

Streptococcus 
oralis

48 55,8 28а 32,6
χ2 = 9,43, р = 0,002

Streptococcus 
macacae

10 11,6 6 7,0
χ2 = 1,10, р = 0,436

Streptococcus 
sobrinus

47 54,7 24а 27,9
χ2 = 12,68, р = 0,001

Примечание: а – различие со значением до лечения достоверно (р < 0,05).

Таблица 2. Частота выделения условно-патогенных бактерий 
в содержимом пародонтального кармана у больных пародон-
титом группы сравнения (n = 84)

Виды бактерий Исходно ч/з 14 дней
абс. % абс. %

Porphyromonas 
gingivalis

20 23,8 9а 10,7
χ2 = 5,04, р = 0,040

Treponema 
denticola

14 16,7 4а 4,8
χ2 = 6,22, р = 0,023

Streptococcus 
mutans 

60 71,4 46а 54,8
χ2 = 5,01, р = 0,033

Streptococcus 
salivarius 

10 11,9 5 6,0
χ2 = 1,83, р = 0,277

Streptococcus 
sanguis 

45 53,6 31а 36,9
χ2 = 4,71, р = 0,036

Streptococcus 
oralis

44 52,4 36а 42,9
χ2 = 1,53, р = 0,279

Streptococcus 
macacae

9 10,7 6 7,1
χ2 = 0,66, р = 0,626

Streptococcus 
sobrinus

40 47,6 31 36,9
χ2 = 1,98, р = 0,241

Примечание: а – различие со значением до лечения достоверно (р < 0,05).
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Porphyromonas gingivalis, Treponema denticola (χ2 = 13,15, 
р < 0,05), Streptococcus mutans, Streptococcus sanguis, 
Streptococcus oralis, Streptococcus sobrinus (χ2 = 9,84, р < 0,05).

У больных тяжелой формой пародонтита наблюдалась 
значимо более высокая, чем у пациентов с пародонтитом 
средней степени и у здоровых лиц, частота встречаемости 
ассоциаций микроорганизмов Porphyromonas gingivalis, 
Treponema denticola (χ2 = 16,7, р < 0,05), Streptococcus mutans, 
Streptococcus sanguis, Streptococcus oralis (χ2 = 11,05, р < 0,05).

Качественная оценка содержания пародонтопатогенных 
микроорганизмов в клинических образцах

На фоне проводимого лечения у больных как основной 
группы, так и группы сравнения отмечалось определенное 
уменьшение представленности всех изученных пародонто-

патогенных микроорганизмов. В основной группе больных 
в ходе комплексной терапии, включавшей Vector-терапию 
и антибактериальные препараты, обращает на себя внима-
ние достоверное снижение частоты выявления в содержи-
мом пародонтальных карманов Porphyromonas gingivalis – 
на 18,6% (χ2 = 11,6, р < 0,05) и Treponema denticola – на 15,1% 
(χ2 = 8,48, р < 0,05) (см. табл. 1).

У больных группы сравнения, которым Vector-терапия не 
назначалась, наблюдалось существенное снижение частоты 
выделения в содержимом пародонтального кармана 
Streptococcus mutans – на 16,6% (χ2 = 5,01, р < 0,05), 
Streptococcus sanguis – на 16,6% (χ2 = 4,71, р < 0,05), 
Porphyromonas gingivalis – на 13,1% (χ2 = 5,04, р < 0,05) и 
Treponema denticola – на 11,9% (χ2 = 6,22, р < 0,05) (табл. 2). 
Изменения в содержании других видов были несуществен-
ны. Так, если в основной группе частота представленности 
Streptococcus oralis и Streptococcus sobrinus достоверно 
снизи лась по сравнению с уровнями, предшествовавшими 
лечению, то в группе сравнения изменения частоты выяв-
ления указанных бактерий были несущественными. При 
этом включение в комплексную терапию пародонтита лече-
ния аппаратом Vector способствовало более значительному 
снижению распространенности Streptococcus oralis и Strep-
tococcus sobrinus в содержимом пародонтального кармана – 
соответственно на 23,2% (χ2 = 9,43, р < 0,05) и 26,8% 
(χ2 = 12,68, р < 0,05). 

При изучении динамики изменения микробиоты в содер-
жимом пародонтального кармана в зависимости от степени 
тяжести пародонтита в обеих группах больных установлено 
значимое снижение представленности большинства микро-
организмов (табл. 3). Так, у пациентов основной группы 
с пародонтитом средней степени тяжести частота встречае-
мости Porphyromonas gingivalis была ниже показателей до 
начала лечения на 15,6% (χ2 = 6,46, р < 0,05), а Treponema 
denticola – на 12,5% (χ2 = 5,89, р < 0,05). Среди представите-
лей рода Streptococcus spp. наиболее выраженные измене-
ния были обнаружены для видов Streptococcus sobrinus – 
снижение на 31,3% (χ2 = 12,70, р < 0,05), Streptococcus 
oralis – на 28,1% (χ2 = 10,16, р < 0,05), Streptococcus sanguis – 
на 23,5% (χ2 = 7,17, р < 0,05) и Streptococcus mutans – 
на 20,3% (χ2 = 5,68, р < 0,05). Частота выделения пародонто-
патогенов Streptococcus salivarius и Streptococcus macacae 
осталась практически без изменений, однако следует отме-
тить, что их встречаемость до лечения среди данного кон-
тингента больных была низкой и не превышала 6,3%.

У пациентов основной группы с тяжелой формой заболе-
вания в содержимом пародонтальных карманов достовер-

Таблица 3. Частота выделения бактерий в содержимом паро-
донтального кармана у больных пародонтитом средней и 
тяжелой степеней в зависимости от тактики лечения

Параметры Основная группа Группа сравнения
исходно ч/з 14 дней исходно ч/з 14 дней

Пародонтит средней степени тяжести 
Количество больных 64 65
Porphyromonas 
gingivalis

14 (21,9%) 4 (6,3%)а 12 (18,5%) 6 (9,2%)

Treponema denticola 10 (15,6%) 2 (3,1%)а 9 (13,8%) 2 (3,1%)а

Streptococcus 
mutans

47 (73,4%) 34 (53,1%)а 49 (75,4%) 37 (56,9%)а

Streptococcus 
salivarius

4 (6,3%) 3 (4,7%) 4 (6,2%) 1 (1,5%)

Streptococcus 
sanguis

44 (68,8%) 29 (45,3%)а 38 (58,5%) 25 (38,5%)а

Streptococcus oralis 39 (60,9%) 21 (32,8%)а 38 (58,5%) 31 (47,7%)
Streptococcus 
macacae

3 (4,7%) 2 (3,1%) 5 (7,7%) 3 (4,6%)

Streptococcus 
sobrinus

38 (59,4%) 18 (28,1%)а 33 (50,8%) 26 (40,0%)

Тяжелая степень пародонтита 
Количество больных 22 19
Porphyromonas 
gingivalis

7 (31,8%) 1 (4,5%)а 8 (42,1%) 3 (15,8%)а

Treponema denticola 8 (36,4%) 3 (13,6%)а 5 (26,3%) 2 (10,5%)
Streptococcus 
mutans

11 (50,0%) 7 (31,8%) 11 (57,9%) 9 (47,4%)

Streptococcus 
salivarius

5 (22,7%) 2 (9,1%) 6 (31,6%) 4 (21,1%)

Streptococcus 
sanguis

9 (40,9%) 6 (27,3%) 7 (36,8%) 6 (31,6%)

Streptococcus oralis 9 (40,9%) 7 (32,8%) 6 (31,6%) 5 (26,3%)
Streptococcus 
macacae

7 (31,8%) 4 (18,2%) 4 (21,1%) 3 (15,8%)

Streptococcus 
sobrinus

9 (40,9%) 6 (27,3%) 7 (36,8%) 5 (26,3%)

Примечание: а – различие со значением до лечения достоверно (р < 0,05).

Таблица 4. Абсолютное количество патогенных и условно-патогенных бактерий в содержимом пародонтальных карманов у боль-
ных хроническим генерализованным пародонтитом (копий ДНК/мл)

Вид бактерии Основная группа Группа сравнения
до лечения ч/з 10 дней до лечения ч/з 10 дней

Porphyromonas gingivalis 1,1E + 07 5,7E + 06а 7,2E + 07 2,1E + 06а

Treponema denticola 2,5E + 07 4,8E + 06а 6,3E + 07 1,2E + 06а

Streptococcus oralis 2,4E + 08 9,7E + 07а 3,8E + 08 4,7E + 07
Streptococcus sanguis 4,3E + 08 1,7E + 06а 4,7E + 08 4,7E + 06
Streptococcus sobrinus 4,4E + 08 8,8E + 06а 5,4E + 08 2,1E + 06
Streptococcus mutans 1,6E + 09 7,7E + 07а 2,7E + 09 3,9E + 07
Streptococcus salivarius 4,1E + 08 1,3E + 06а 1,2E + 09 8,7E + 06
Streptococcus macacae 3,5E + 09 7,9E + 07а 7,3E + 07 3,5E + 06
Примечание: а – достоверность различий показателей в процессе лечения (р < 0,05).
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ные различия с показателями до лечения выявлены для 
Porphyromonas gingivalis и Treponema denticola – ниже соот-
ветственно на 27,3% (χ2 = 5,50, р < 0,05) и 22,8% (χ2 = 5,26, 
р < 0,05). Необходимо отметить заметное снижение пред-
ставленности в содержимом пародонтального кармана 
Streptococcus mutans (на 13,6%, χ2 = 3,76, р < 0,05), однако 
эти различия были статистически незначимы и носили ха-
рактер тенденции.

Для пациентов группы сравнения со средней степенью 
пародонтита в содержимом пародонтального кармана уста-
новлено существенное снижение представленности бакте-
рий Streptococcus sanguis – на 20,0% (χ2 = 5,20, р < 0,05), 
Streptococcus mutans – на 18,5% (χ2 = 4,95, р < 0,05) и 
Treponema denticola – на 10,7% (χ2 = 4,87, р < 0,05).

У пациентов данной группы с тяжелой формой заболева-
ния пародонтита обращает на себя внимание уменьшение 
встречаемости Porphyromonas gingivalis (на 26,3%, χ2 = 13,75, 
р < 0,05) и Treponema denticola (на 21,1%, χ2 = 11,04, 
р < 0,05), однако эти различия с исходными показателями 
оказались недостоверными, что, вероятно, обусловлено не-
большим объемом выборки (19 человек). В то же время 
суммарное снижение представленности указанных микро-
организмов было статистически значимым – на 47,4% 
(χ2 = 8,53, р < 0,05).

Таким образом, проведение молекулярно-генетических 
исследований у больных пародонтитом позволило оценить 
бактериостатический эффект проводимого лечения и дока-
зать целесообразность включения в состав базовой анти-
бактериальной терапии заболевания ультразвуковой обра-
ботки зубодесневых карманов и поверхности корня с помо-
щью аппарата Vector.

Количественная оценка содержания пародонтопатоген-
ных микроорганизмов в клинических образцах

Количественная оценка содержания условно-патогенных 
микроорганизмов является одним их наиболее широко при-
меняемых способов оценки их этиологической значимости, 
обязательной для диагностики инфекционно-воспалитель-
ных процессов, в том числе в тканях пародонта. Однако для 
получения указанных количественных данных методом ПЦР 
в режиме реального времени при пародонтите до настояще-
го времени существовали определенные технические слож-
ности по стандартизации исследования, обусловленные 
трудностью извлечения и измерения количества содержимо-
го пародонтальных карманов. 

В этой связи нами был разработан способ получения кли-
нических образцов известного объема [10], а также скон-
струирован калибровочный образец pAL-TAStrSob16S с из-
вестной концентрацией (копий ДНК/мл) для получения до-
стоверных результатов при диагностике пародонтита. 
Количественное содержание бактерий в выравненных по 
объему клинических образцах определяли методом ПЦР в 
режиме реального времени в приборе, откалиброванном 
тремя разведениями рекомбинантной плазмиды pAL-
TAStrSob16S, что позволяло определять абсолютное количе-
ство копий ДНК возбудителя в клиническом образце (копий 
ДНК/мл).

В группе больных, проходивших курс системной антибио-
тикотерапии, наблюдалось статистически значимое сниже-

ние концентрации пародонтопатогенов Porphyromonas 
gingivalis (средняя концентрация – 2,1E + 06 копий ДНК/мл) и 
Treponema denticola (средняя концентрация – 1,2E + 06 копий 
ДНК/мл) (табл. 4).

Таким образом, полученные при использовании 
молекулярно-генетических методов количественные данные 
о видовом составе пародонтопатогенных бактерий позволя-
ют в известной степени объективно оценить эффективность 
проводимого лечения (в нашем случае ультразвука) и ми-
кробиологические особенности хронических генерализован-
ных пародонтитов различных степеней тяжести, повысить 
обоснованность антибиотикотерапии и, соответственно, сни-
зить риски селекции антибиотикорезистентных вариантов. 

Продолжение исследований в обозначенной области 
будет способствовать накоплению количества данных, до-
статочных для получения статистически достоверных значе-
ний, необходимых для разработки референсных интервалов 
и включения их в соответствующие протоколы и/или стан-
дарты оказания медицинской помощи пациентам с данной 
патологией.
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Электрооптический анализ как средство 
контроля за внешними воздействиями 
на клетки бактерий
А.Г.Волошин1, В.Д.Бунин2, В.В.Веревкин1, С.Г.Игнатов1

1ФБУН Государственный научный центр прикладной микробиологии и биотехнологии Роспотребнадзора, 
Оболенск, Московская область, Российская Федерация;
2Elosystems GbR, Henningsdorf, Germany

С помощью электрооптического анализа изучали воздействия на бактериальные клетки факторов, влияющих на жиз-
неспособность микроорганизмов, целостность их оболочек и внутриклеточный метаболизм. Показано, что поврежда-
ющие факторы (тепло, спирт, бактериофаг и грамицидин С) драматически меняют характерную для живых бактерий 
частотную дисперсию анизотропии поляризуемости, регистрируемую с помощью электрооптического метода. В то же 
время разобщитель окислительного фосфорилирования 2,4-динитрофенол и наличие/отсутствие аэрации влияли на 
этот параметр не столь сильно. Полученные результаты позволяют рекомендовать электрооптический анализ для 
мониторинга состояния бактериальной культуры в биотехнологии.
Ключевые слова: электрооптический анализ, повреждающие факторы, E. coli

Для цитирования: Волошин А.Г., Бунин В.Д., Веревкин В.В., Игнатов С.Г. Электрооптический анализ как средство контроля за внешними воз-
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Electro-optical analysis as a means to control external 
impacts on bacterial cells

A.G.Voloshin1, V.D.Bunin2, V.V.Verevkin1, S.G.Ignatov1

1State Research Center for Applied Microbiology and Biotechnology, Obolensk, Russian Federation;
2Elosystems GbR, Henningsdorf, Germany

Factors influencing bacterial cells, the viability of microorganisms, their membrane integrity and intracellular metabolism were 
studied by using an electro-optical analysis. It is shown that adverse effects (heat, alcohol, bacteriophage and gramicidin C) 
dramatically change the frequency dispersion of polarizability anisotropy specific for living bacteria, which is registered by the 
electro-optical method. At the same time 2,4-dinitrophenol, uncoupling oxidative phosphorylation, as well as the presence/
absence of aeration, do not affect the parameter so much. The obtained results allow us to recommend the electro-optical 
analysis for monitoring bacterial culture conditions in biotechnology.
Keywords: electro-optical analysis, damaging factors, E. coli
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П ри выполнении биотехнологических процедур возни-
кает потребность оценки физиологического состояния 

биологического материала, которое естественным образом 
меняется как в процессе культивирования, так и при даль-
нейших возможных операциях – концентрировании, сушке, 
хранении. Классические методы не всегда информативны 
(световая микроскопия) или требуют больших затрат време-
ни (высевы с последующим анализом выросших культур). 

Современные приборные методы (масс-спектрометрия, 
ЯМР, атомная силовая микроскопия) очень дороги и не всег-
да адекватны поставленным задачам. В качестве одного из 
возможных подходов мы предлагаем использовать электро-
оптический анализ как метод контроля физиологического 
состояния клеток микроорганизмов. 

В основе электрооптического метода лежит поляризация 
частиц, суспендированных в низкопроводящей жидкости 
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под воздействием переменного электромагнитного поля. 
Это происходит вследствие появления индуцированных за-
рядов на поверхности частиц. Их распределение и величина 
определяются действующим механизмом поляризуемос-
ти [1, 2]. Объемный механизм поляризуемости характеризу-
ется появлением индуцированных зарядов на границах раз-
дела сред с различными комплексными диэлектрическими 
проницаемостями. Величина индуцированных на границах 
раздела зарядов пропорциональна напряженности электри-
ческого поля и зависит от соотношения комплексных диэлек-
трических проницаемостей структур. Для живой клетки, 
в том числе бактериальной, такими границами раздела яв-
ляются поверхности соприкосновения цитоплазматической 
мембраны с внешней средой, а также мембраны с цитоплаз-
мой. Роль клеточной стенки здесь минимальна, поскольку 
величина ее диэлектрической проницаемости практически 
совпадает с величиной диэлектрической проницаемости 
внешней среды.

Распределяясь по объему клетки, индуцированные заря-
ды разных знаков образуют диполь. Диполь взаимодейству-
ет с электрическим полем и вызывает появление вращаю-
щего момента, который также пропорционален напряжен-
ности электрического поля. Появляется преобладающее 
нап равление ориентации клеток, причем степень их ориен-
тации пропорциональна квадрату напряженности электри-
ческого поля.

Воздействие поля изменяет функцию распределения кле-
ток по углам ориентации относительно исходной равноверо-
ятной. При этом происходит изменение всех оптических ха-
рактеристик суспензии и, в частности, характера светорас-
сеяния. Регистрация изменений оптической плотности ока-
зывается технически наиболее простым методом количе-
ственной оценки этого процесса. Причиной изменения опти-
ческой плотности является изменение усредненного сечения 
рассеяния ориентированных клеток относительно усреднен-
ного сечения неориентированных клеток.

Использование электрооптического анализа в микробио-
логии началось в 80-х годах прошлого века [3, 4]. Тогда этот 
метод применялся для оценки выживаемости бактерий 
после экстремальных воздействий. Позднее с помощью 
элек трооптики контролировали процесс культивирования [5] 

и проводили идентификацию микроорганизмов [6, 7]. В на-
стоящей работе электрооптический анализ используется 
для оценки состояния бактериальных клеток после некото-
рых внешних воздействий. 

Внешние воздействия на бактериальные клетки – от усло-
вий культивирования до различных повреждающих факто-
ров – приводят к изменению физико-химических параме-
тров клеточных структур, что вызывает изменение поляри-
зационных свойств клеток. Эти изменения и регистрируются 
с помощью электрооптического метода.

Регистрируемым параметром является изменение опти-
ческих свойств суспензии бактериальных клеток под воз-
действием переменного электромагнитного поля в широком 
диапазоне частот. А оптические свойства суспензии прямо 
связаны с поляризационными свойствами клеток. Поэтому 
анализируемым результатом электрооптических измерений 
является частотная дисперсия анизотропии поляризуемости 
(ЧДАП).

Объектом изучения были бактерии Escherichia coli К12 
С600, которые подвергались разрушающим воздействиям 
(спирт, тепло), повреждающим воздействиям (антибиотик 
грамицидин С, бактериофаг) и воздействиям, влияющим на 
жизнедеятельность микроорганизмов (наличие/отсутствие 
аэрации, разобщение окислительного фосфорилирования 
посредством 2,4-динитрофенола (ДНФ)).

Материалы и методы

В работе использовались бактерии Escherichia coli К12 
С600 и бактериофаг ЕсV18 из музея ГНЦ ПМБ. 

Культуру бактерий выращивали в жидкой среде – L-бульон 
(10 г триптона; 5 г дрожжевого экстракта; 5 г хлористого на-
трия; дистиллированная вода – до 1 л) или на поверхности 
твердой среды – L-агар (L-бульон с добавлением 15 г сухого 
агара на 1 л среды).

При культивировании в жидкой среде бактерии для ис-
следований отбирали в середине логарифмической фазы 
роста. Воздействие теплом заключалось в помещении бак-
терий в кипящую водяную баню на 5 мин.

Воздействие спиртом заключалось в суспендировании 
отмытых от среды роста клеток в 70% спирте с последую-
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Рис. 1. Изменение ЧДАП суспензии клеток E.coli К12 С600 под 
воздействием тепла и спирта: 1 – интактные клетки; 2 – воздей-
ствие спирта; 3 – воздействие тепла.
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Рис. 2. Изменение ЧДАП суспензии клеток E. coli К12 С600 под воз-
действием грамицидина С: 1 – интактные клетки; 2 – воздейст вие 
грамицидина (5 мкг/мл); 3 – воздействие грамицидина (10 мкг/мл).
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щей отмывкой и ресуспендированием в дистиллирован-
ной воде. 

Антибиотик грамицидин С добавляли в среду культивиро-
вания за 15 мин до отбора пробы. Предварительно оттитро-
ванный бактериофаг V18 добавляли в процессе культивиро-
вания за 30 мин до отбора пробы (соотношение фаг/клетка 
составляло ~20/1). 

Наличие/отсутствие аэрации определялось нахождением 
колбы с культурой микроорганизмов на качалке при 37°С 
либо в термостате при той же температуре без встряхивания. 

Воздействие 2,4-динитрофенола осуществлялось путем 
инкубации отмытых от среды роста клеток с этим вещест-
вом в течение 30 мин.

Контрольные и экспериментальные пробы отмывались 
от среды роста или инкубации на фильтре Millipor (диаметр 
пор – 0,45 мкм) в дистиллированной воде и в виде суспензии 
в этой воде с оптической плотностью 0,1 (λ = 660, L = 10 мм) 
использовались для электрооптических измерений.

Электрооптические измерения проводили с использова-
нием установки ELBIC, разработанной в ГНЦ ПМБ. Это 
устройство позволяет регистрировать ЧДАП в диапазоне 
частот электрического поля от 10 кГц до 30 МГц, при напря-

женностях от 2 В/см до 15В/см и временах импульса от 1 сек 
до 120 сек. Источником света (λ = 660) является светодиод. 
В наших экспериментах использовался весь диапазон ча-
стот при напряженности поля 10 в/см и длительности им-
пульса 2 с. 

Результаты и обсуждение

Для определения возможных границ использования элек-
трооптического анализа в микробиологии были получены 
ЧДАП нативных клеток Escherichia coli К12 С600 и клеток, 
подвергнутых разрушительному воздействию тепла и спир-
та. Разрушающее воздействие тепла и спирта (высевы по-
казали снижение числа жизнеспособных клеток в обоих 
случаях на три порядка) приводит к исчезновению высоко-
частотного максимума на ЧДАП (рис. 1). Это указывает на 
то, что в основе бактерицидного действия и тепла, и спирта 
лежит нарушение целостности бактериальной мембраны.

Также нарушает целостность бактериальной мембраны и 
грамицидин С, являющийся протонофором [8]. Его воздейст-
вие приводит к заметному уменьшению высокочастотного 
максимума (рис. 2). 

Воздействие большого количества бактериофагов на ми-
кробную клетку (соотношение фаг/клетка >10) вызывает так 
называемый «лизис извне» [9]. Естественно, при этом проис-
ходит нарушение целостности мембран, что закономерно от-
ражается на ЧДАП бактериальной суспензии (рис. 3).

Бактерии Escherichia coli являются факультативными ана-
эробами. Поэтому кислород не является необходимым ком-
понентом окружающей среды для их выживания. Однако его 
наличие или отсутствие радикально влияют на клеточный 
метаболизм и его энергетику (рис. 4). 

Несколько неожиданным оказалось влияние разобщите-
ля окислительного фосфорилирования 2,4-ДНФ на ЧДАП 
суспензии клеток Escherichia coli C600. Воздействие 2,4-
ДНФ приводит не к снижению, как при всех прочих воздейст-
виях, а к увеличению высокочастотного максимума (рис. 5). 
Объяснение этому следует искать в различных механизмах 
действия 2,4-ДНФ и грамицидина С: в отличие от послед-
него, создающего реальный канал в липидной мембране, 
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Рис. 3. Изменение ЧДАП суспензии клеток E. coli К12 С600 под 
воздействием бактериофага ЕсV18: 1 – интактные клетки; 2 – воз-
действие бактериофага.
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Рис. 4. Влияние аэрации на ЧДАП суспензии клеток E. coli K12 
C600: 1 – исходная аэрация; 2 – через 20 мин после отключения 
аэрации; 3 – 50 мин после отключения аэрации; 4 – 35 мин после 
возобновления аэрации.
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Рис. 5. Изменение ЧДАП суспензии клеток E. coli R12 C600 
под воздействием 2,4-ДНФ: 1 – интактные клетки; 2 – воздействие 
2,4-ДНФ.
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2,4-ДНФ является переносчиком протонов, встроенным в эту 
мембрану [10]. 

Таким образом, электрооптический анализ успешно реги-
стрирует различные внешние воздействия на клетки микро-
организмов. При этом фиксируются как разрушительные и 
экстремально повреждающие воздействия, так и воздей-
ствия, лежащие в пределах физиологической нормы для 
данных микроорганизмов. Аналогичные или подобные воз-
действия испытывают клетки микроорганизмов в ходе био-
технологических процессов – культивирования, концентри-
рования, сушки и хранения. Ключевой структурой клеток, 
позволяющей электрооптике контролировать их состояние, 
является, по-видимому, бактериальная мембрана. Ее целост-
ность и энергетический статус (трансмембранный потенци-
ал, работа мембранных насосов и т.п.) очень чувствительны 
к внешним воздействиям. Одновременно эти параметры 
определяют наличие и величину высокочастотного максиму-
ма на ЧДАП, которая регистрируется с помощью электро-
оптического метода. 
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Микробиологическая оценка фторхинолонов 
II и III поколений для профилактики и лечения 
инфекционных осложнений хирургических 
операций
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ФГБОУ ВО «Московский государственный медико-стоматологический университет имени А.И.Евдокимова», 
Москва, Российская Федерация

Исследовали влияние различных концентраций фторхинолонов на представителей анаэробной микробиоты. Для этой 
цели был выбран приоритетный патоген Prevotella intermedia. Антибактериальную активность фторхинолонов (ципро­
флоксацин и левофлоксацин) оценивали в образцах крови через 1 и 3 ч культивирования в биореакторе. Установлено, 
что кривая роста на средах с добавленной сывороткой крови в присутствии ципрофлоксацина за 3 ч была примерно 
в 2 раза ниже, чем через 1 ч (OD 2,0–2,5), хотя полного торможения роста бактериальной популяции не наблюдалось. 
В случае применения левофлоксацина через 3 ч отмечено полное отсутствие роста бактерий (такое же, как через 1 ч), 
то есть имел место бактерицидный эффект.
Вывод. Результаты автоматического контроля роста бактериальной популяции в биореакторах показали, что лево­
флоксацин обладает бактерицидным эффектом после 1 и 3 ч культивирования. Ципрофлоксацин имел бактериоста­
тический эффект в те же периоды времени наблюдения. Экспериментальные результаты подтверждают высокую 
бактерицидную активность и быстрое достижение минимальной подавляющей концентрации (МПК) левофлоксацина 
уже через 1 ч после введения.
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The effect of various concentrations of fluoroquinolones on representatives of anaerobic microbiota has been studied. Prioritized 
pathogen Prevotella intermedia was chosen for this purpose. Antibacterial activity of fluoroquinolones (ciprofloxacin and 
levofloxacin) was evaluated in blood samples after 1 and 3 hours of cultivation in a bioreactor. It was found that the growth curve 
on media with added serum in the presence of ciprofloxacin after 3 hours was approximately 2 times lower than after 1 hour 
cultivation (OD 2.0–2.5), although no complete inhibition of growth of the bacterial population was observed. In the presence of 
levofloxacin after 3 hours cultivation, there was a complete absence of bacterial growth (same as after 1 h), there was 
a bactericidal effect. 
Conclusion. The results of automatic control of bacterial population growth in bioreactors showed that levofloxacin has a 
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Д ля уменьшения риска развития инфекционных ослож­
нений после хирургических операций в челюстно­

лицевой хирургии и хирургической стоматологии использу­
ют различные методы, включая применение антибактери­
альных препаратов, антисептиков, физических воздействий 
(фотодинамическую терапию, лазер, ультразвук, медицин­
ский озон и др.) [1–4]. В современной литературе данные 
об особенностях антибиотикотерапии и антибиотикопрофи­
лактики у пациентов при проведении амбулаторных хирурги­
ческих операций в стоматологии малочисленны и ограни­
чены, как правило, использованием бета­лактамных препа­
ратов [5–8].

Учитывая нередкие случаи аллергических реакций, явле­
ний индивидуальной непереносимости препарата, развития 
дисбактериоза при использовании традиционных бета­лак­
тамных препаратов, а также увеличение числа резистент­
ных штаммов бактерий, актуальной задачей по­прежнему 
остается поиск новых эффективных антибактериальных 
средств для лечения и профилактики инфекционно­воспа­
лительных процессов при проведении хирургических вме­
шательств [1, 3, 8, 9].

С другой стороны, актуальным является изучение 
свойств отдельных представителей приоритетных патоге­
нов с оценкой их чувствительности к антибактериальным 
препаратам. К патогенам – наиболее вероятным возбуди­
телям инфек ци онно­воспалительных процессов в стомато­
логической практике относят целый ряд микроорганизмов, 
прежде всего, анаэробной группы: Porphyromonas gingivalis, 
Prevotella intermedia, Tannerella forsythia и ряд других видов. 
Большой интерес представляет вид Prevotella intermedia. 
Данный вид представлен неподвижными грамнегативными 
облигатно анаэробными палочками. Prevotella intermedia 
обладает набором факторов вирулентности, таких как по­
верхностные адгезины, протеазы, гемолизины, липополи­
сахариды клеточной мембраны. В экспериментах in vitro 
данный вид вызывает развитие абсцесса при подкожном 
введении взвеси бактерий экспериментальным животным, 
что свидетельствует о его очевидной патогенности [9]. 
Некоторые штаммы данного вида обладают способностью 
к инвазии эпителиоцитов и внутриклеточному паразитиро­
ванию в них [6]. 

Данный вид считается истинным пародонтопатогеном, 
вызывая, наряду с другими пародонтопатогенными бакте­
риями, поражение тканей пародонта и являясь этиологиче­
ским фактором развития пародонтита [3, 6, 9]. Обладая 
рядом факторов вирулентности, способен поражать ткани 
пародонта, наряду с другими бактериями. Данный микроор­
ганизм часто обнаруживают при ряде одонтогенных инфек­
ционно­воспалительных заболеваний, таких как инфекция 
тканей, окружающих имплантат, перикоронорит при ретен­
ции 3­го моляра, флегмоны и абсцессы челюстно­лицевой 
области, медиастинит [6–8].

В связи с этим целью исследования были изучение 
чувст вительности клинических изолятов Prevotella inter-
media и других потенциальных возбудителей инфекционно­
воспа лительных осложнений к антибактериальным препа­
ратам группы фторхинолонов in vitro, а также проведение 
сравнительной оценки активности антибактериальных пре­
паратов группы фторхинолонов в сыворотке крови при ав­

томатизированном контроле роста бактериальной популя­
ции приоритетного патогена Prevotella intermedia в реаль­
ном времени.

Материалы и методы 

Первичный посев для выделения облигатных и факульта­
тивных анаэробов осуществляли на питательную среду 
М144 (Himedia, In.) с добавлением крови (для культивирова­
ния грамотрицательных анаэробных и грамположительных 
микроаэрофильных бактерий) и М1297А (Himedia, In.). Посе­
вы помещали в термостат при 37°С на 48 ч (для анаэробных 
культур – в анаэростат на 7 сут). 

После получения и идентификации чистых культур в экс­
периментальной части использовали биореактор «Реверс­
Спиннер RTS­1» (BioSan, Латвия). Данная система предна­
значена для культивирования микроорганизмов и оценки их 
роста в режиме реального времени. Интерпретацию резуль­
татов проводили по изменению оптической плотности OD 
при длине волны λ = 850 нм [4]. Для культивирования микро­
организмов в биореакторе использовались жидкие пита­
тельные среды производства HiMedia Laboratories Pvt. 
Limited (In.): Wilkins Chalgren Anaerobic Broth (М863) – для 
культивирования Prevotella intermedia. Для получения вос­
производимых результатов для биореактора использовали 
пробирки для анаэробов на 50 мл типа Falcon с крышкой без 
мембраны (BioSan, Латвия).

Для каждого эксперимента отдельно в стерильных про­
бирках типа Eppendorff готовили бактериальную взвесь в 
объеме 5 мл. Далее в каждую пробирку добавляли 18 мл 
питательной среды и вносили заранее подготовленную бак­
териальную взвесь в количестве 0,5 мл из заранее подготов­
ленной пробирки, а затем сыворотку крови пациентов, при­
нимавших левофлоксацин или ципрофлоксацин соответ­
ственно, – 1,5 мл. Общий объем в каждой пробирки дово­
дили до 20 мл. Соответственно концентрация взвеси до на­
чала эксперимента составляла 102 КОЕ/мл, что соответство­
вало оптической плотности OD 0,2 McF.

Для культивирования Prevotella intermedia использовали 
следующий режим биореактора: Temperature: 37°C; RPM: 
1200 min–1; Measurement freq.: 3 h–1; Rev. Spin period: 1 sec; 
Volume: 20 ml λ: 850 nm.

Результаты и обсуждение

Для оценки активности антибактериальных препаратов 
группы фторхинолонов в сыворотке крови использовали 
биореактор при автоматизированном контроле роста бакте­
риальной популяции приоритетного патогена Prevotella 
intermedia в реальном времени. Иссле дование динамики 
роста микроорганизмов проводили в четы рех параллелях, 
что отражалось на графиках кривых роста бактериальных 
популяций контрольного образца. Оценка контроля роста 
исследуемого вида бактерий Prevotella intermedia отража­
лась в изменении параметров оптической плотности, на 
основании которых была построена кривая. Все основные 
фазы роста микроорганизмов (адаптивная, экспоненциаль­
ного или логарифмического роста, стационарная), а также 
скорость прироста бактериальных популяций были индиви­
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дуальны и отражены для иссле дуемого штамма микроорга­
низма. Общее время культивирования для всех образцов 
составило 72 ч.

При оценке кривых роста бактериальных популяций кли­
нического изолята Prevotella intermedia в зависимости от 
используемых антибактериальных препаратов и времени, 
прошедшего после однократного приема рекомендуемой 
дозы, получены следующие данные (рис. 1–3).

В пробе I (контроль) наблюдали типичный рост бактери­
альной популяции Prevotella intermedia (рис. 1). Начальная 
фаза, или фаза адаптации, составляла 8 ч, после чего уско­
ренный рост переходил в экспоненциальную фазу и кривая 
стремительно достигала максимума к 16­му часу, после чего 
наблюдалась длительная фаза стационарного роста на 
уровне 7,5 OD. 

В пробе II (с добавлением донорской сыворотки) наблюда­
лось удлинение начальной фазы до 15 ч, после чего, с явным 
отставанием от контроля, численность бактериальной попу­
ляции постепенно нарастала, и фаза экспоненциального 
роста продолжалась до 40 ч, то есть скорость прироста бак­
териальной популяции под действием бактерицидных фак­

торов сыворотки снизилась. Однако стационарная фаза 
с максимумом биомассы бактериальной популяции далее 
находилась на том же уровне, что и в контроле (7,5–7,0 ОD) 
вплоть до 72 ч культивирования.

В пробе III c добавлением сыворотки крови, взятой 
через 1 ч у пациента, принявшего ципрофлоксацин (500 
мг), инициальная фаза также была затяжной с крайне 
малым приростом бактериальной популяции, а фаза экс­
поненциального роста продолжалась до 28­го часа и до­
стигала максимума 4,5 OD, что было достоверно ниже, чем 
в предыдущих пробах. Стационарная фаза также отлича­
лась более низкой амплитудой с максимумом 5,0–6,0 OD, 
что указывает на бактериостатический эффект данной 
концентрации ципро флоксацина (той, которая создалась в 
сыворотке крови через 1 ч после приема препарата в дозе 
200 мг), так как полной гибели бактериальной популяции 
не происходило.

В пробе IV c добавлением сыворотки крови, взятой через 
1 ч у пациента, принявшего левофлоксацин (750 мг), иници­
альная фаза и все последующие фазы кривой роста досто­
верно не отличались от нулевой линии, то есть рост бактери­
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Рис. 1. Сравнительная характеристика кривых роста бактери-
альной популяции Prevotella intermedia при приеме ципрофлок-
сацина и левофлоксацина (через 1 ч после приема рекомендуе-
мых доз).
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Рис. 2. Сравнительная характеристика кривых роста бактери-
альной популяции Prevotella intermedia при приеме ципрофлок-
сацина и левофлоксацина (через 3 ч после приема рекомендуе-
мых доз).
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Рис. 3. Сравнительная характеристика кривых роста бактери-
альной популяции Prevotella intermedia при приеме ципрофлок-
сацина и левофлоксацина (через 1 и 3 ч после приема рекомен-
дуемых доз). Рис. 4. Колонии Prevotella intermedia. 5% кровяной гемин-агар.
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альной популяции отсутствовал на протяжении всего перио­
да наблюдения – 72 ч. 

Следовательно, через 1 ч после приема левофлоксацина 
в дозе 750 мг в сыворотке создавалась концентрация, обес­
печивающая бактерицидный эффект.

На рис. 2 отображены кривые роста контрольных проб 
(пробирки I и II), которые соответствуют описанным выше, и 
кривые роста, полученные при добавлении сыворотки, взя­
той через 3 ч у пациентов после приема исследуемых химио­
препаратов (пробирки V и VI). 

Очевидно, что амплитуда кривой роста при использова­
нии ципрофлоксацина через 3 ч была примерно в 2 раза 
ниже, чем при использовании через 1 ч (OD 2,0–2,5), хотя 
полной гибели бактериальной популяции не наблюдалось. 
То есть ципрофлоксацин и в этом случае давал бактериоста­
тический эффект.

Что касается пробы с левофлоксацином через 3 ч, то, как 
и в предыдущей пробе (через 1 ч), мы наблюдали отсутствие 
роста бактериальной популяции – бактерицидный эффект.

На рис. 3 отчетливо видны различия антибактериальной 
активности сравниваемых химиопрепаратов, которые под­
тверждают высокую бактерицидную активность и быстрое 
накопление МПК левофлоксацина уже через 1 ч после прие­
ма пациентом. 

При высевах из проб в биореакторе на 5% кровяной 
гемин­агар с последующим культивированием в анаэроста­
те с бескислородной газовой смесью (80% азота, 10% угле­
кислого газа, 10% водорода) для выявления жизнеспособ­
ных бактерий Prevotella intermedia получен типичный рост 
колоний данного вида – пигментированные, выпуклые, бле­
стящие, округлые, 0,5–2 мм в диаметре, S­формы (рис. 4). 
Содержание бактерий в посеве питательной среды в контро­
ле составило 108 (±102) КОЕ/мл, при добавлении сыворотки 
крови несколько ниже – 107 (±102) КОЕ/мл, однако различия 
по критерию Манна­Уитни были не достоверны. 

При использовании сыворотки крови, взятой у добро­
вольцев через 1 ч после однократного приема ципрофлок­
сацина (таблетированная форма 400 мг), наблюдали до­
стоверное снижение количества бактерий по сравнению 
с контролем – 106 (±102) КОЕ/мл. При использовании сыво­
ротки крови, взятой у тех же добровольцев через 3 ч после 
однократного приема препарата, наблюдали дальнейшее 
снижение количества колоний по сравнению с контролем – 
103 (±102) КОЕ/мл. В случае выполнения аналогичного ис­
следования с образцами, в которые добавляли сыворотку 
крови, взятую у добровольцев через 1 и 3 ч после приема 
левофлоксацина (таблетированная форма 750 мг), ни 

в одном случае роста колоний возбудителя не было выяв­
лено (таблица).

Заключение

Результаты изучения чувствительности клинического изо­
лята облигатно­анаэробных бактерий Prevotella intermedia 
свидетельствуют, что препарат левофлоксацин эффективно 
подавляет рост бактериальных видов потенциальных возбу­
дителей инфекционно­воспалительных процессов, возника­
ющих в клинике хирургической стоматологии. При проведе­
нии автоматизированного контроля роста бактериальной 
популяции в реальном времени с добавлением сыворотки 
крови пациентов­добровольцев после приема антибакте­
риальных препаратов группы фторхинолонов установлены 
дос товерные различия антибактериальной активности пре­
паратов фторхинолонового ряда в отношении приоритетно­
го патогена – Prevotella intermedia; левофлоксацин оказы­
вал бактерицидное действие через 1 ч и 3 ч после перораль­
ного приема, ципрофлоксацин – только бактериостати­
ческое, которое было более выражено через 3 ч после 
прие ма препа рата. Данное обстоятельство позволяет обо­
сновать исполь зование препарата левофлоксацин в дози­
ровке 750 мг не только в терапии инфекционно­воспа­
лительных процессов полости рта, но при назначении за 1 ч 
до оперативного вмешательства в качестве антибактери­
альной профилактики.
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крови

Пробы в биореакторе 
контроль 
среды 108 

(±102)

контроль 
сыворотки 
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P3/2 > 0,05

после приема препаратов

ципрофлоксацин левофлоксацин

1 ч – – 106 (±102) 
P4/2 < 0,05 0
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Анализ микробиологического разнообразия 
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В статье описаны микробиологические подходы при анализе мерзлых грунтов района Мамонтовой горы в республике 
Саха, Якутия. Подробно описано выделение бактерий и бактериофагов из проб вечномерзлых грунтов. Представлены 
результаты выделения микроорганизмов из исследуемых пород. 
Ключевые слова: мерзлые грунты, Мамонтова гора, бактерии, бактериофаги

Для цитирования: Едидин Г.М., Брушков А.В., Денисенко Е.А., Веревкин В.В., Вирясов С.Н., Игнатов С.Г. Анализ микробиологического раз-
нообразия криосферы на примере мерзлых грунтов Мамонтовой горы. Бактериология. 2017; 2(4): 55–59. DOI: 10.20953/2500-1027-2017-4-55-59

Analysis of microbial diversity in the cryosphere with permafrost 
samples from Mount Mammoth area as an example
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The paper deals with microbiological approaches applied in analyzing permafrost samples from the Mount Mammoth area in 
the Republic of Sakha, Yakutia. The process of isolation of bacteria and bacteriophages from the samples is described in detail. 
There is data on isolating microorganisms from analyzable geological formations. 
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В последнее время, наряду с понятиями литосферы, гид-
росферы и атмосферы, вводится понятие криосферы – 

как сфера с низкими температурами, где вода находится 
в основном в виде льда [1]. В настоящее время криосфера 
представляет собой 1/5 поверхности планеты Земля, учиты-
вая сезонные вариации и довольно длительный тренд умень-
шения своей поверхности [2]. Парадигма криосферы от «без-
жизненных континентов» [3] сдвигается в сторону специфиче-
ских экосистем [4] и идеального места для возникновения 
жизни [1]. Считается, что лед как особая форма воды присут-
ствовал во Вселенной гораздо раньше воды и останется в ней 

навсегда. Благодаря своим физико-химическим свойствам 
лед является хорошей защитой биологического объекта от 
физических облучений, химических контаминаций и биологи-
ческих инвазий. Поэтому криосфера Земли считается основ-
ным хранилищем биологического разнообразия [5].

Район Мамонтовой горы является уникальным участком 
выхода вечной мерзлоты на поверхность Земли с летними 
температурами до + 16°С.

Целью работы являлись выделение микроорганизмов и 
бактериофагов из мерзлых толщ Мамонтовой горы (Якутия) 
и их характеристика.
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Краткое описание объекта исследований
Объект изучения – образцы мерзлых грунтов, полученные 

из Мамонтовой горы. Мамонтова гора (Республика Саха, 
Якутия) приурочена к левому берегу реки Алдан, в его ниж-
нем течении, и представляет собой один из наиболее инте-
ресных и полных разрезов неоген-плейстоценового времени 
осадконакопления Восточной Сибири.

Климат района резко континентальный и суровый, с хо-
лодной зимой, теплым летом, очень малым количеством 
осадков и высокой годовой амплитудой температур. 

Геологические характеристики Мамонтовой горы
Район Мамонтовой горы представляет собой левобереж-

ный участок долины р. Алдана, примыкающий непосред-
ственно к руслу реки. Рельеф верхнего уровня Мамонтовой 
горы – самый древний в данном районе. Однако значитель-
ные изменения его происходили и происходят в настоящее 
время за счет деятельности современных тектонических, 
эрозионных и в особенности мерзлотных процессов. 

Оттаивание вечномерзлых грунтов в обрыве террасы 
созда ет чрезвычайно благоприятные условия для массово-
го сползания и оплывания рыхлого материала и быстрого 
(1–1,5 м в год) отступания склона. Местами можно наблю-
дать целые гребни (серии блоков пород) длиной 50–70 м, 
переместившиеся вниз по склону на 5–6 м. Верхняя часть 
склона, сложенная лессовидными суглинками, образует 
почти отвесные обрывы (склон отседания). Ниже тянутся 
оползневые склоны. Таким образом, склоны этой террасы 
в целом очень подвижны. Перемещение по ним больших 
масс рыхлого материала создает большие трудности для 
вскрытия ненарушенных слоев и отбора в них образцов.

Среднегодовые температуры на поверхности пород в пре-
делах описываемой территории изменяются от –4 до –6°С.

 Методика отбора образцов, исследования их свойств 
и выделения микроорганизмов
Для исследования были отобраны образцы песка в райо-

не отложения Мамонтовой горы. 
В полевых условиях из многолетнемерзлых толщ с помо-

щью стерилизованных спиртом и обожженных в пламени 
инструментов отбирались образцы мерзлых пород ненару-
шенной структуры весом 4–6 кг, преимущественно песчано-
го состава с редкими прослоями мелкодисперсных грунтов и 
включениями органических остатков. Пробы мерзлых пород 
на микробиологические исследования отбирались в зонах 
максимальной интенсивности речной эрозии из свежеоб-
рушенных вертикальных стенок обнажения в средней и ниж-
ней его части в интервалах 5–10 м выше уреза реки и 
20–30 м ниже уровня земной поверхности. Скорость термо-
эрозионного разрушения обнажения в местах отбора, по 
данным выполняемых режимных наблюдений, превышает 
4–5 м в год в верхней части и достигает 1–1,5 м в средней. 
Отбор производился с глубин, превышающих мощность 
сезон ноталого слоя на 1–1,5 м, что исключало попадание 
в зону отбора ранее оттаивавших пород. Отобранные моно-
литы хранились в мерзлом состоянии при температуре, 
близкой к естественной (–5°C). Транспортировка проб в ла-
бораторию также осуществлялась без их оттаивания в тер-
моконтейнерах с хладагентами.

Визуальное обследование отобранных образцов показа-
ло, что они представлены слоистыми тонкодисперсными от-
ложениями с чередованием более светлых слоев алеврита 
толщиной от 0,5–1 мм с более темными и мощными (3–5 мм) 
слоями близкого гранулометрического состава. 

В специально оборудованной лаборатории были опреде-
лены физические свойства песка и проведено выделение 
микроорганизмов. Полученные образцы изучались с помо-
щью оптического микроскопа.

В лабораторных стерильных условиях из центра образца 
извлекали пробу размером приблизительно 3 × 4 см, поме-
щали в спирт на 2–3 с, после чего обжигали в пламени спир-
товки. Обработанный таким образом материал переносили 
в пустую колбу со стерильной питательной средой и культи-
вировали при 37°С в течение суток. Далее образцы высева-
ли на твердую питательную среду для выделения бактерий 
или проводили специальные микробиологические исследо-
вания для выделения фагов.

Анализ микроорганизмов из мерзлых грунтов
В образцах древних отложений Мамонтовой горы обнару-

жена культивируемая бактерия, способная к аэробному и 
анаэробному росту. Микроорганизм является психротоле-
рантным, т.к. способен к метаболической активности при 
–5°C. Бактерии представляли собой сравнительно большие 
(1–1,5 × 3–6 микрон) палочки, которые образовывали цепи 
при культивировании и были способны образовывать споры 
круглой формы. Данные грамположительные бактерии были 
неподвижны и обладали гемолитической активностью. 
Полученные микроорганизмы принадлежат роду Bacillus. 
Наибольшее видовое подобие выделенной бациллы отмече-
но с Bacillus cereus и B. pumilus. 

Известно, что основной мишенью воздействия низких тем-
ператур является цитоплазматическая мембрана. Данные 
нарушения репарируются и приводят к выживанию бактерий 
при длительном культивировании [1].

Можно предположить, что бактерии, сохранившие жизне-
способность в многолетнемерзлых породах, находятся там в 
покоящихся формах, а для перехода в вегетативное состоя-
ние им требуется около 3 сут пребывания при положитель-
ных температурах.

 Поиск бактериофагов, обладающих литической  
активностью в отношении культуры  
микроорганизмов, выделенных из образца  
мерзлотного грунта
Бактериофаги (фаги) являются вирусными паразитами 

фагов. Это самые мелкие формы жизни, которые находятся 
в активном состоянии только внутри бактериальных клеток. 
В последнее время фаги привлекают внимание как инстру-
менты борьбы с патогенными микроорганизмами, организо-
ванными в устойчивые к лекарственным препаратам био-
пленки [6].

Для выделения бактериофагов использовали четыре  
подхода.

1. Ночную культуру, выращенную на чашке со средой NA 
(Nutrientagar производства HiMedia Laboratories) петлей 
внесли в качалочную колбу с 200 мл бульонной среды LB 
(Luria Bertani Broth, Miller производства HiMedia Laboratories). 
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Колбу помещали на качалку на 1 ч при температуре 37°С. 
К подращенной культуре добавляли небольшое количество 
грунта, 100 мкл образца канализационных стоков, а также 
петлей внесли культуры Bacillus subtilis 168, B. thuringien­
sis 1373, B. cereus 504, B. megaterium 1435. Далее колбу 
снова помещали на качалку на 4 часа при температуре 37°С, 
а затем в термостат при температуре 37°С на сутки. На сле-
дующий день в колбу добавляли 20 мл хлороформа, поме-
щали на качалку при комнатной температуре на 30 мин. 
После этого содержимое колбы центрифугировали в режи-
ме 10 000 об/мин в течение 10 мин при комнатной темпера-
туре. Аккуратно отбирали надосадочную жидкость и пере-
несли в стерильную колбу.

2. Ночную культуру, выращенную на чашке со средой NA 
(Nutrientagar производства HiMedia Laboratories) петлей внес-
ли в качалочную колбу с 300 мл бульонной среды LB (Luria 
Bertani Broth, Miller производства HiMedia Laboratories). Колбу 
помещали на качалку на 2 ч при температуре 37°С. Далее 
подращенную культуру разливали в неглубокие стерильные 
емкости и подвергали воздействию ультрафиолетового об-
лучения от лампы в ламинарном шкафу в течение 1 мин. 
Затем культуру переносили в качалочную колбу и помес тили 
на качалку на 4 ч при температуре 37°С, а затем в термостат 
при температуре 37°С на сутки. На следующий день в колбу 
добавляли 30 мл хлороформа и помещали на качалку при 
комнатной температуре на 30 мин. После этого содержимое 
колбы центрифугировали в режиме 10 000 об/мин в течение 
10 мин при комнатной температуре. Аккуратно отбирали на-
досадочную жидкость и переносили в стерильную колбу.

Далее обе пробы центрифугировали на ультрацентрифуге 
«OPTIMA L-100XP» в режиме 26 000 об/мин в течение 2 ч 
при комнатной температуре. Аккуратно удалили надосадоч-
ную жидкость из центрифужных стаканов и высушили на 
фильтровальной бумаге. Далее к осадкам от пробы 1 добав-
ляли по 3 мл фагового буфера SM (в шести центрифужных 
стаканах), а к осадкам пробы 2 – по 1 мл (в шести центри-
фужных стаканах). Затем стаканы хранили в холодильнике 
в течение суток. На следующий день осадки в стаканах ак-
куратно ресуспендировали и перенесли в две стерильные 
полипропиленовые пробирки, получив таким образом кон-
центрированные препараты, обозначенные «препарат 1» и 
«препарат 2» соответственно.

Препарат 1 для дополнительной очистки центрифугиро-
вали в режиме 10 000 об/мин в течение 10 мин при комнат-
ной температуре. Аккуратно отобрали надосадочную жид-
кость и перенесли в стерильную полипропиленовую пробир-
ку, обозначив ее как «препарат 1».

Проверили наличие литической активности в препаратах 
методом спот-тест

На чашку со средой наслоили 4,5 мл полужидкого агара на 
основе бульона LB (0,6 г агарозы на 100 мл бульона), смешан-
ного с 0,5 мл суспензии исследуемой культуры. После того, 
как верхний агар застыл, на него наносили кап лей по 10 мкл 
препарат 1 и препарат 2, дождались полного впитывания пре-
паратов в верхний слой агара и поместили чашку в термостат 
на 24 ч при температуре 37°С. На следующий день проанали-
зировали результат теста: газон культуры на чашке получил-
ся сплошной ровный, в местах нанесения капель препарата 1 
и препарата 2 не наблюдалось разрыва культурального газо-

на, что свидетельствует об отсутствии литической активности 
этих препаратов по отношению к культуре.

3. Индукция бактериофага с помощью различных доз 
ультрафиолета.

В ночь до начала эксперимента культуру, выделенную из 
мерзлотной породы, с чашечной среды ГРМ посеяли петлей 
в пробирку с 5 мл бульонной среды LB, оставили на ночь 
в термостате при 37°С. 

На следующий день приготовили чашки с двуслойным 
агаром и газоном суточной культуры. Для этого в стериль-
ную пробирку внесли 0,5 мл суточной культуры, добавили 
4,5 мл полужидкого агара на основе бульонной среды LB 
(0,6 г агарозы на 100 мл LB), хорошо перемешали и наслои-
ли на поверхность чашечной среды ГРМ. Таким образом 
приготовили 5 чашек. Далее чашки инкубировали в термо-
стате при 37°С в течение 2 ч. Чашки подвергли облучению 
с помощью ультрафиолетового облучателя с мощностью – 
4кВт по следующей схеме.

1) Опыт 1 – 5 мин.
2) Опыт 2 – 10 мин.
3) Опыт 3 – 15 мин.
4) Опыт 4 – 20 мин.
5) Контроль – 30 мин при комнатной температуре без об-

лучения.
Чашки инкубировали в термостате при температуре 37°С 

в течение 24 ч. Для обнаружения литической активности 
осуществляли поиск характерных бляшек на газоне иссле-
дуемой культуры.

4. Культивирование при пониженной температуре.
В ночь до начала эксперимента культуру, выделенную из 

мерзлотной породы, с чашечной среды ГРМ посеяли петлей 
в пробирку с 5 мл бульонной среды LB, оставили на ночь в 
термостате при 37°С. На следующий день полученную суточ-
ную бульонную культуру перенесли в колбу со свежеприго-
товленной бульонной средой LB в объеме 250 мл. Колбу по-
местили в термостат при температуре 20°С.

Продолжительность инкубации – 2 нед. Каждый день про-
изводили визуальный контроль мутности и размешивание 
культуральной взвеси вручную. 

В конце каждой недели осуществляли отбор образца 
культуральной взвеси объемом 0,5 мл. В образец добавляли 
50 мкл хлороформа, выдерживали в термостате при 37°С 
в течение часа. Далее образец центрифугировали в режиме 
10 000 об/мин при комнатной температуре в течение 10 мин. 
Отбирали надосадочную жидкость и проверяли наличие 
лити ческой активности с помощью спот-теста на газоне 
культуры, выделенной из мерзлотной породы.

К сожалению, в ходе этих разнообразных и длительных 
экспериментов нам не удалось выделить бактериофаг, лизи-
рующий культуру, выделенную из мерзлотных пород.

 Поиск бактериофагов, обладающих литической  
активностью в отношении других микроорганизмов
На примере клеток S. enteritidis, S. infantis, S. choleraesuis, 

E. coli, P. aeruginosa была предпринята попытка выделения 
бактериофагов, обладающих литической активностью в от-
ношении других микроорганизмов.

Наличие бактериофагов в препаратах определяли мето-
дом спот-теста (нанесение капли препарата на газон бакте-
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риальной культуры). При наличии стерильного пятна лизиса 
на газоне бактериальной культуры его собирали в 1 мл SM 
буфера, добавляли 20 мкл хлороформа и использовали для 
дальнейшего анализа методом двухслойного агара. Нали-
чие бляшек (негативных колоний) в верхнем слое агара 
указывало на фаговую природу лизиса. 

Если таким способом обнаружить фаг не удавалось, ис-
пользовали метод обогащения. Для этого смесь равных объ-
емов стерильного супернатанта и 2-кратного LB бульона ин-
фицировали суспензией бактерий одного вида и инкубирова-
ли в течение ночи при 37°С при 100 об/мин. Наличие бакте-
риофагов в препарате искали по схеме, описанной выше. 

Обсуждение и выводы
При анализе мерзлотных грунтов района Мамонтовой 

горы в республике Саха, Якутия, были выделены микроорга-
низмы, принадлежащие роду Bacillus. Выявленные биологи-
ческие свойства бактерий, наряду с самим фактом сохране-
ния ими жизнеспособности на протяжении значительного 
промежутка времени, позволяют говорить о необходимости 
более детального их изучения и перспективности использо-
вания выделенных штаммов в биотехнологиях. Полученные 
недавно результаты показывают, что микроорганизмы, вы-
деленные из вечномерзлых грунтов, обладают протектив-
ным действием для мышей, предохраняя их от патогенных 
бактерий [7]. Вопрос выделения и идентификации микроор-
ганизмов из различных сред обитания актуален не только с 
точки зрения физиолого-биохимических свойств древних 
бактерий, но и возможности обнаружения патогенов. В на-
стоящее время существуют разнообразные подходы к вы-
делению и идентификации микроорганизмов [8–11]. Наряду 
с известными иммунологическими подходами [12], разраба-
тываются бесконтактные методы на основе анализа газовой 
компоненты продуктов жизнедеятельности микроорганиз-
мов [13]. Совре менные достижения в области физики и 
химии успешно применяются для идентификации микро-
организмов [14–18]. Понимание тонких механизмов взаимо-
действия древних бактерий и их фрагментов и иммунной 
системы позволит разработать новую стратегию эффектив-
ной терапии хронических инфекций. Предварительные 
резуль таты показали возможность такой терапии [7].

Известно, что недавно были выделены вирусы из мерз-
лотных пород [19]. Попытки выделения бактериофага, спец-
ифического к микроорганизму Bacillus F, не увенчались 
успехом. Более того, не удалось обнаружить других бакте-
риофагов, обладающих литической активностью. По-види-
мому, это связано с тем, что микроорганизмы с интеркали-
рованным геномом бактериофагов элиминировались в ходе 
длительного хранения (около 100 млн лет) в криосфере в ре-
зультате спорадического аутолизиса бактерий.
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Эффективность применения  
молекулярно-биологических методов 
исследования при вспышках 
норовирусной инфекции в г. Ярославле
Аверкиева Т.В.1, Кузьмина Г.В.2, Саляхутдинова Н.В.2, 
Барановская Т.Н.2, Деменчук М.Ю.2

1Управление Роспотребнадзора по Ярославской области, 
Ярославль;
2ФБУЗ «Центр гигиены и эпидемиологии в Ярославской 
области», Ярославль

Проведена оценка эффективности применения методов 
ПЦР-диагностики в расшифровке вспышек острых кишеч-
ных инфекций, имевших место в Ярославле в 2015–2017 гг.

Материалом для исследования служили фекалии от боль-
ных и контактных в очагах острых кишечных инфекций 
с целью установления этиологии заболевания, выявления 
источника инфекции. Исследования были проведены мето-
дом ПЦР с использованием тест-системы «Ампли-Сенс-
Rota vi rus (группаА)/Norovirus (геногруппаII)/Astrovirus-FL» 
(ФБУН ЦНИИ эпидемиологии Роспотребнадзора). Ампли-
фикатор – «Rotor-Gene 6000».

С 2011 по 2016 гг. на базе бактериологической лаборато-
рии ФБУЗ «Центр гигиены и эпидемиологии в Ярославской 
области» были проведено 9650 исследований на рота-, 
норо- и астровирусную инфекции с выделением РНК виру-
сов – 435 исследований, из них 341 исследование (78%) – 
с определением норовирусов (геногруппа II). В декабре 
2016 г. наше внимание привлекла вспышка в СОШ №1. 
В лабораторию были доставлены фекалии от 62 человек. 
Ввиду недостатка диагностикумов, чтобы расшифровать 
вспышку биоматериал (43 образца) был направлен 
в референс-центр по мониторингу за ОКИ ФБУН ЦНИИ эпи-
демиологии (г. Москва), где в 34 образцах (81%) была вы-
явлена РНК норовирусов I геногруппы. Проведено генотипи-

рование норовирусов. Результат типирования: NoV гено-
группа I, генотип-4. Результаты субвидового типирования 
норовирусов позволили расценить случаи заболевания как 
потенциально связанные между собой. Тест-система для 
ПЦР, применяемая в практике, предусматривает определе-
ние норовирусов только второй геногруппы. 

В марте 2017 г. в МОУ СОШ №33 произошла еще одна 
крупная вспышка острого гастроэнтерита. Исследован био-
материал (фекалии) от 41 человека. У 22 человек выявле-
на РНК Norovirus II геногруппы. Образцы клинического ма-
териала были направлены в референс-центр, где было 
подтверждено присутствие РНК Norovirus II геногруппы и 
проведено генотипирование норовирусов. Результат типи-
рования: NoV геногруппа II, генотип-16. Эти исследования 
подтверждают данные международной сети надзора за 
норовирусами NoroNet о том, что в зимний сезон 2016–
2017 гг. на территории Германии, Австралии, Финляндии, 
Нидерландов, Франции, России, Китая и Японии отмечены 
случаи выявления рекомбинантного генотипа норовирусов 
NoV GII.Р16. По данным из Германии и Японии, данный ге-
нотип NoV GII.Р16 к февралю 2017 г. практически вытеснил 
доминировавший ранее эпидемический генотип NoV GII.Р17. 
Заре гистри рованная вспышка норовирусной инфекции 
в МОУ СОШ №33 г. Ярославля подтверждает высокий эпи-
демический потенциал рекомбинантного варианта норови-
руса NoV GII.Р16. 

Выводы.
1. Метод полимеразной цепной реакции является эффек-

тивным методом диагностики острых гастроэнтеритов. 
2. Основными этиологическими агентами при вспышках 

острого гастроэнтерита в Ярославле за анализируемый пе-
риод являются норовирусы. Ведущая роль принадлежит но-
ровирусам второй геногруппы. Внутри геногруппы II норови-
русы различных генотипов могут циркулировать одновре-
менно или вытеснять друг друга, вызывая как спорадиче-
скую, так и вспышечную заболеваемость. 

Тезисы докладов  
III Национального конгресса 
бактериологов (дополнение).

В рамках XI съезда Всероссийского 
научно-практического общества 

эпидемиологов, микробиологов и паразитологов 
(ВНОЭМП)

Москва, 16–17 ноября 2017 г. 
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3. Для обеспечения проведения эффективной этиологи-
ческой диагностики диарейных заболеваний необходимо 
внедрение в практику новых тест-систем для выявления но-
ровирусов первой геногруппы.

Современные аспекты организации 
деятельности бактериологических 
лабораторий Роспотребнадзора 
на территориальном уровне
Молдованов В.В.1, Кобышева Е.В.1, Подкорытов Ю.И.2

1Филиал ФБУЗ «Центр гигиены и эпидемиологии в городе 
Москве» в Юго-Восточном административном округе 
города Москвы;
2Управление Роспотребнадзора по железнодорожному 
транспорту, Москва

Результаты бактериологического лабораторного контроля 
являются одним из ведущих элементов в разработке программ 
деятельности по обеспечению санитарно-эпиде миологического 
благополучия населения и санитарно-эпи де миологического 
надзора. При составлении планов лабораторных исследова-
ний необходимо осуществлять углуб ленный анализ санитарно-
эпидемиологического состояния объектов с учетом специфики 
функционирования учреж дений, подлежащих обследованию. 
Объемы и частота лабо раторных анализов должны обеспечи-
вать получение статистически достоверных данных о состоя-
нии сани тарно-эпи демиологического благополучия объектов 
надзора. При организации бактериологических исследований 
важным моментом является организация обеспечения каче-
ства проб, доставляемых в лабораторию. Методы и время от-
бора проб для исследования зачастую остаются вне контроля 
лаборатории, однако быстрое начало исследования образца в 
лаборатории даст возможность достижения наиболее досто-
верного результата. По имеющимся данным (Шепелин А.П., 
Домотенко Л.В., 2015), использование специальных транспорт-
ных сред позволяет обеспечить сохранение жизнеспособности 
микроорганизмов в течение 48–72 ч, без резкого изменения 
концентрации микроорганизмов в пробах, что крайне важно 
при исследовании материала из объектов окружающей среды 
на отдаленных территориях обслу живания. При организации 
лабораторных исследований важным моментом является 
также определение чувствительности бактериальных культур к 
антибиотикам и другим антимикробным средствам, особенно 
обнаруженных в пробах атмосферного воздуха из детских до-
школьных учреждений. 

В микробиологической лаборатории филиала ФБУЗ 
«Центр гигиены и эпидемиологи в г. Москве» в ЮВАО 
г. Москвы работа ежегодно проводится в соответствии с го-
довыми, полугодовыми, квартальными планами. В лабора-
тории ежегодно проводится около 80 тысяч бактериологиче-
ских исследований. Уделяется серьезное внимание вопро-
сам повышения готовности лаборатории и специалистов 
к выполнению качественных исследований, в соответствии 
с действующими нормативными документами. С целью про-
ведения внутреннего контроля качества работ ежегодно про-
водятся исследования зашифрованных образцов (по сани-
тарной бактериологии, паразитологии и другим видам воз-

будителей, в том числе и по холере), подготовленных 
в ФБУЗ «Центр гигиены и эпидемиологи в г. Москве». Все 
зашифрованные задачи были решены правильно. Под дер-
жание готовности лаборатории и специалистов к качествен-
ному выполнению анализов остается актуальной задачей.

Проблемы диагностики особо опасных 
инфекций в муниципальных 
бактериологических лабораториях
Подкорытов Ю.И.

Управление Роспотребнадзора по железнодорожному 
транспорту, Москва

Заболеваемость особо опасными инфекциями среди на-
селения Российской Федерации находится чаще на споради-
ческом уровне. Однако как с позиций санитарной охраны 
территории, так и профилактики заболеваний вопросы лабо-
раторной диагностики особо опасных инфекций на террито-
риальном уровне остаются актуальными. Известно, что в 
отдельных регионах Российской Федерации неоднократно 
наблюдался завоз больных холерой различными видами 
транспорта. В связи с этим от готовности территориальных 
бактериологических лабораторий к проведению первичной 
лабораторной диагностики холеры (как материала от боль-
ных, так и из объектов окружающей среды) во многом за-
висит своевременность начала проведения противоэпиде-
мических мероприятий по предупреждению распростране-
ния холеры. Качество проведения исследований на холеру 
во многом определяется пригодностью питательных сред, 
которые должны быть под контролем лабораторий особо 
опасных инфекций, а также укомплектованностью лабо-
раторий диагностическими холерными сыворотками (О1-, 
Инаба-, Огава- и О139-). При этом, следует учитывать, 
что в пробах из водных источников нередко выявляются 
холер ные вибрионы серологических вариантов, отличных от 
О1-группы, Окончательный анализ исследований на холеру 
и идентификация выделенных культур должны осущест-
вляться в специализированных лабораториях противочум-
ных учреждений, курирующих конкретные регионы. 

От готовности территориальных бактериологических ла-
бораторий к принятию мер по организации диагностики 
других особо опасных инфекций также зависит своевремен-
ность осуществления лабораторного анализа, локализации 
и ликвидации очагов заболевания. В связи с этим, в лабора-
ториях желательно иметь адреса и телефоны референс-
центров по диагностике особо опасных инфекций.

В территориальных бактериологических лабораториях 
в некоторых случаях приходится проводить серологические 
исследования на особо опасные инфекции. Характерен слу-
чай заражения 42-летнего охотника туляремией на Дальнем 
Востоке, когда соболь укусил охотника за палец. После по-
явления симптомов туляремии при лабораторном иссле-
довании сыворотки крови у него были выявлены антитела к 
туляремийному микробу в титре 1:640.

Таким образом, вопросы готовности территориальных 
бактериологических лабораторий по диагностике некоторых 
особо опасных инфекций остаются актуальной задачей.
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РЕЗОЛЮЦИЯ 
XI Всероссийского съезда 

Общероссийской общественной организации 
«Всероссийское научно-практическое общество 

эпидемиологов, микробиологов и паразитологов»

(Москва, 16–17 ноября 2017 г.)

П ериод между Х и ХI съездами Общероссийской обще-
ственной организации «Всероссийское научно-

практическое общество эпидемиологов, микробиологов и 
паразитологов» (далее по тексту – Общество) характеризо-
вался ростом осознания мировым сообществом необходи-
мости объединения усилий в борьбе с известными и вновь 
возникающими инфекционными болезнями, которые в усло-
виях интенсификации региональных и глобальных интегра-
ционных процессов, либерализации торговли, усиления 
внутренней и внешней миграции представляют реальную 
угрозу для здоровья населения, глобального развития и бла-
госостояния человечества. Риски возникновения и транс-
граничного распространения опасных патогенов усугубляют 
региональные конфликты и международный терроризм.

Изменения социально-экономической ситуации в России 
находят отражение в состоянии санитарно-эпидемио ло ги-
чес кого благополучия населения. Возрастающее давление 
на человека неблагоприятных факторов окружающей при-
родной среды, усиление техногенного воздействия на здоро-
вье населения как проявления социально-экологического 
кризиса требуют принципиально новых, научно обоснован-
ных подходов к организации управления эпидемиологичес-
кой ситуацией с использованием технологий, направленных 
на снижение эпидемиологического риска.

К важнейшим особенностям глобальной эпидемиологи-
ческой ситуации, оказавшим существенное влияние на стра-
тегию и тактику борьбы с инфекционными болезнями в от-
четный период, можно отнести: 

• крупнейшую в истории вспышку лихорадки Эбола; 
• эпидемию лихорадки Зика;
• обострение эпидемиологической ситуации по холере, 

чуме, сибирской язве;
• повышение заболеваемости вакциноуправляемыми 

инфек циями (корью, гепатитом А, полиомиелитом, желтой 
лихорадкой);

• стремительно формирующуюся лекарственную устойчи-
вость микроорганизмов;

• появление новых реассортантных высокопатогенных 
штаммов вируса гриппа и коронавируса;

• существенные изменения в эпидемиологии ВИЧ-
инфекции – ее феминизацию, изменение возрастной струк-
туры заболевших, повышение роли полового пути передачи 
вируса;

• рост заболеваемости острыми кишечными инфекциями 
вирусной этиологии.

В Российской Федерации борьба с инфекционными и па-
разитарными заболеваниями является важнейшим страте-
гическим направлением по выполнению государственной 
задачи сохранения здоровья нации, снижения уровня смерт-
ности, увеличения продолжительности жизни людей и прео-
доления негативных демографических тенденций. 

Эффективное планирование и последовательная реали-
зация комплекса санитарно-противоэпидемических и про-
филактических мероприятий в отношении инфекционных 
заболеваний позволили обеспечить в целом по Российской 
Федерации стабильную эпидемиологическую ситуацию. 
Достигнуто и сохраняется в течение ряда лет эпидемиологи-
ческое благополучие по инфекциям, управляемым сред-
ствами специфической профилактики, в том числе по полио-
миелиту, кори, коклюшу, дифтерии и столбняку; удалось 
добиться значительного снижения заболеваемости красну-
хой и вирусным гепатитом В. Зарегистрировано снижение 
заболеваемости брюшным тифом, бактериальной дизенте-
рией (шигеллезом), острым гепатитом С, менингококковой 
инфекцией, геморрагической лихорадкой с почечным син-
дромом (ГЛПС), клещевым вирусным энцефалитом (КВЭ), 
иксодовыми клещевыми боррелиозами (ИКБ), гранулоци-
тарным анаплазмозом человека (ГАЧ), сифилисом, гонокок-
ковой инфекцией, впервые выявленным туберкулезом и 
псевдотуберкулезом.

Продолжалась работа по совершенствованию Нацио-
наль ного календаря профилактических прививок, расшире-
ны группы риска, подлежащие вакцинации против гриппа, 
ревакцинации против кори. Осуществлен переход с трехва-
лентной на бивалентную живую полиомиелитную вакцину, 
зарегистрирована моновалентная 2-го типа живая вакцина 
против полиомиелита, ведется разработка отечественной 
инактивированной полиовакцины. В ряде регионов успешно 
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реализуются региональные календари профилактических 
прививок с внедрением плановой вакцинации детей против 
ветряной оспы, ротавирусной инфекции, ревакцинации про-
тив коклюша.

За последние годы достигнуто значительное расширение 
международного сотрудничества в сфере противодействия 
инфекционным болезням. Возросла роль Российской 
Федерации в решении международных гуманитарных про-
блем здравоохранения, борьбе с инфекционными болезня-
ми, обеспечении санитарно-эпидемиологического благопо-
лучия населения.

В отчетном периоде продолжалась реализация инициатив 
в области борьбы с инфекционными и паразитарными 
болез нями, одобренных решениями СНГ, ШОС, АТЭС, Евра-
зийского экономического союза.

Основная работа в отчетном периоде была направлена на 
реализацию Указов Президента Российской Федерации и 
основополагающих документов Правительства Российской 
Федерации, федеральных и региональных программ в об-
ласти санитарно-эпидемиологического благополучия насе-
ления, в том числе мероприятий по поддержанию статуса 
Российской Федерации как страны, свободной от полиомие-
лита, программы «Элиминация кори и краснухи в Российской 
Федерации», мероприятий, направленных на борьбу с грип-
пом, осуществления комплекса профилактических меро-
приятий в целях снижения интенсивности распространения 
ВИЧ-инфекции и вирусных гепатитов. 

Члены Общества активно участвуют в образовательной 
деятельности среди населения, способствуя росту привер-
женности населения вакцинопрофилактике и снижению 
влияния антивакцинальных информационных кампаний, по-
нимания необходимости и важности профилактики инфек-
ций и инвазий. Для достижения этой цели широко использу-
ются все средства массовой информации и коммуникации, 
включая Интернет-ресурсы. 

Региональные отделения Общества в проводимой работе 
тесно взаимодействуют с территориальными органами и 
учреждениями Роспотребнадзора. Специалисты Общества 
постоянно развивают сотрудничество с представителями 
родственных научно-практических обществ, особенно актив-
но ведется совместная работа с Национальным обществом 
инфекционистов. 

Восстановлены и развиваются научные связи со страна-
ми СНГ и Балтии. Общество сотрудничает с Международ-
ным союзом микробиологических обществ, Федерацией 
евро пейских микробиологов, Всемирной организацией 
здравоохранения. Осуществляется Программа содействия 
Социа лис тической Республике Вьетнам в области обеспече-
ния санитарно-эпидемиологического благополучия населе-
ния, активно работает Российско-Гвинейский Центр эпиде-
миологии и профилактики инфекционных болезней. Членами 
Общества накоплен и обобщен опыт обеспечения санитарно-
эпидемиологического благополучия в период проведения 
массовых мероприятий с международным участием.

Под эгидой Общества активно работают научные профес-
сиональные журналы: «Журнал эпидемиологии, микробио-
логии и иммунобиологии», «Медицинская паразитология и 
паразитарные болезни», «Эпидемиология и инфекционные 
болезни. Актуальные вопросы», «Эпидемиология и вакцино-

профилактика», «Вакцинация» и «Дезинфекционное дело». 
Ряд региональных отделений издает научные труды, сборни-
ки тезисов, информационные материалы. 

Члены Общества на федеральном и региональном уров-
нях принимали активное участие в проведении фундамен-
тальных и прикладных исследований в области эпидемиоло-
гии, микробиологии и паразитологии, подготовке норматив-
ных документов, что способствовало повышению эффектив-
ности осуществления санитарно-эпидемиологического над-
зора и иммунопрофилактики и паразитарных болезней. 

Вместе с тем, в отчетном периоде Президиум, Правление 
и региональные отделения уделяли недостаточное внимание 
проблемам биобезопасности. В ходе работы Съезда было 
обращено особое внимание на недостаточное привлечение 
к деятельности Общества молодых специалистов научных и 
практических учреждений. Необходимо расширение между-
народного сотрудничества Общества с научными и обще-
ственными организациями как в рамках международных 
программ и проектов, так и отдельных направлений научных 
исследований и конкретных практических задач.

Съезд постановил: 
1. Признать работу Всероссийского научно-практического 

общества эпидемиологов, микробиологов и паразитологов в 
2013–2017 гг. удовлетворительной. 

2. Утвердить отчет ревизионной комиссии. 
3. Утвердить новую редакцию Устава.
4. Избрать председателем Правления Общества д.м.н., 

академика РАН В.Г.Акимкина. 

Съезд призвал членов Всероссийского научно-практи-
ческого общества эпидемиологов, микробиологов и парази-
тологов сосредоточить усилия на реализации следующих 
приоритетных направлений в области эпидемиологического 
надзора и профилактики инфекционных болезней: 

• осуществление мероприятий по поддержанию статуса 
страны, свободной от полиомиелита, и оптимизации эпиде-
миологического надзора и лабораторного контроля за цир-
куляцией энтеровирусов в рамках реализации программы 
«Эпидемиологический надзор и профилактика энтеровирус-
ной (неполио) инфекции»; предотвращение рисков возврата 
инфекции на заключительном этапе ликвидации полиомие-
лита с учетом опыта выделения вакцинородственного виру-
са полиомиелита типа 2 в России в 2016 г. и осуществления 
ответных мер по противодействию его распространению; 

• выполнение мероприятий Национального плана в рам-
ках программы «Элиминация кори и краснухи в Российской 
Федерации (2016–2020 гг.)», в том числе организация до-
полнительных профилактических и противоэпидемических 
мероприятий в целях дальнейшего снижения заболеваемо-
сти корью и краснухой в Российской Федерации, осущест-
вление верификации элиминации кори и краснухи с учетом 
прогресса на пути ликвидации заболеваний в Европейском 
регионе ВОЗ;

• совершенствование эпидемиологического надзора за 
гриппом, ОРВИ и внебольничными пневмониями, оптими-
зация сигнального надзора за острыми респираторными 
заболеваниями в Российской Федерации, мониторинга за 
гриппом птиц и изучение высокопатогенных вирусов гриппа;
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• контроль за реализацией Национального календаря 
профилактических прививок (обеспечение не менее 95% 
охвата населения), обращая особое внимание на иммуниза-
цию групп риска, изучение и внедрение опыта применения 
новых вакцин отечественного и зарубежного производства 
в рамках региональных программ вакцинации детского на-
селения, совершенствование тактики активной иммуниза-
ции взрослых;

• изыскание возможности привлечения для финансирова-
ния региональных календарей/региональных программ, по-
мимо бюджетов субъектов РФ, внебюджетных средств 
(страховые, благотворительные фонды, средства предприя-
тий и учреждений, личные средства граждан), а также 
средств ФОМС, ФДС, пенсионного фонда, бюджетов муни-
ципальных образований; 

• совершенствование системы профилактики ВИЧ-ин-
фек ции, продвижение на пути элиминации вертикальной 
передачи ВИЧ, организация контрольно-надзорных меро-
приятий в части снижения рисков инфицирования ВИЧ при 
оказании медицинской помощи, изучение распространения 
ВИЧ-инфекции в России с определением территориальной 
специфики циркулирующих ВИЧ и учетом генетического 
разнообразия вирусов;

• выполнение мероприятий по оптимизации эпидемиоло-
гического надзора за инфекциями, связанными с оказанием 
медицинской помощи (ИСМП), их регистрации и учету, ши-
рокое внедрение перспективных направлений дезинфекто-
логической профилактики ИСМП на основе оценки чувстви-
тельности к дезсредствам госпитальных штаммов микроор-
ганизмов;

• разработка новых подходов к стратегии и тактике спе-
ци фической и неспецифической профилактики паразитар-
ных болезней;

• разработка новых перспективных антимикробных пре-
паратов, осуществление мониторинга устойчивости микро-
организмов к антимикробным препаратам на основе ком-
плексного подхода и региональных особенностей;

• выполнение комплекса профилактических и противоэ-
пидемических мероприятий по предупреждению распро-
странения природно-очаговых и зооантропонозных болез-
ней, оптимизация противоэпидемических мероприятий, ме-
тодов неспецифической профилактики природно-очаговых 
болезней, картирование стационарных зон риска, а также 
зон повышенного риска заражения (сибирская язва, бешен-
ство, «клещевые», «комариные» и другие природно-оча го-
вые инфекции) с точной географической привязкой и учетом 
факторов неблагополучия;

• оптимизация принципов и системы мероприятий по 
обес печению санитарной охраны территорий (Российская 
Феде рация, Таможенный Союз, СНГ, ЕврАзЭС) на основе 
эпидемиологического надзора, профилактики и борьбы 
с актуальными инфекционными болезнями, внедрения ГИС-
технологий в современное информационно-аналитическое и 
прогнозно-моделирующее направления их реализации;

• дальнейшее развитие действующей на территории 
Российской Федерации системы центров мониторинга воз-
будителей инфекционных и паразитарных болезней, функ-
ционирующих в рамках Международных медико-санитарных 
правил, путем создания Центров, сотрудничающих с ВОЗ в 

области методического и практического обеспечения меро-
приятий по предупреждению, верификации и ответных мер 
на чрезвычайные ситуации в области общественного здра-
воохранения, имеющих международное значение;

• активизация работы по созданию Консультативного 
коми тета по иммунизации для возможности регулярного 
обновления Национального календаря профилактических 
прививок и Календаря профилактических прививок по эпи-
демическим показаниям (является расходным обязатель-
ством бюджетов субъектов Российской Федерации) в усло-
виях меняющейся эпидемиологической обстановки и регист-
рации в РФ новых актуальных вакцин; 

• совершенствование системных подходов в области 
предупреждения и оперативного реагирования на чрезвы-
чайные ситуации санитарно-эпидемиологического характе-
ра на основе инновационных разработок и модернизации 
методологической, материально-технологической базы 
учреждений, обеспечивающих биобезопасность страны;

• дальнейшее развитие нормативной и методической 
базы осуществления санитарно-эпидемиологического над-
зора и профилактики инфекционных и паразитарных болез-
ней на основе повсеместного использования новых инфор-
мационных телекоммуникационных технологий и диагности-
ческих систем;

• совершенствование противоэпидемической работы ор-
ганов и учреждений Роспотребнадзора при взаимодействии 
с заинтересованными федеральными и региональными ор-
ганами исполнительной власти;

• разработка и реализация региональных программ в об-
ласти обеспечения санитарно-эпидемиологического благо-
получия населения по актуальным для субъекта Россий-
ской Федерации инфекционным и паразитарным болезням 
с учетом социально-демографических и экономических 
условий;

• обоснование и содействие включению основных проти-
вопаразитарных лекарств в перечень жизненно важных и 
необходимых лекарственных средств;

• совершенствование деятельности трехуровневой лабо-
раторной сети, включая создание новых и оптимизацию 
рабо ты существующих референс- и региональных центров 
по мониторингу за возбудителями инфекционных и парази-
тарных болезней, улучшение материально-технической 
базы лабораторий и повсеместное внедрение современных 
методов исследований; 

• развитие системы внешнего контроля качества лабора-
торных исследований для подразделений лабораторной 
службы Роспотребнадзора и ее гармонизация с другими 
оте чественными и международными системами внешней 
оценки качества;

• развитие и внедрение методов генотипирования для 
обеспечения эпидемиологических исследований и опреде-
ления лекарственной устойчивости микроорганизмов;

• обеспечение широкого использования бактериофагов 
в профилактике инфекционных болезней, в. т.ч. инфекций, 
связанных с оказанием медицинской помощи;

• совершенствование организации эпидемиологически 
безопасной системы обращения с медицинскими отходами 
и внедрение в практику современных методов и аппаратуры 
их обеззараживания;
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• обеспечение подготовки высококвалифицированных ка-
дров по эпидемиологии, диагностике и профилактике ин-
фекционных и паразитарных болезней, активное привлече-
ние молодых специалистов к научной и практической дея-
тельности;

• совершенствование научной деятельности молодых 
ученых и студентов медико-профилактического профиля.

Съезд рекомендовал членам Общества интенсифициро-
вать фундаментальные и прикладные исследования в облас-
ти эпидемиологии, диагностики и профилактики инфекцион-
ных и паразитарных болезней по следующим направлениям: 

• изучение эпидемиологических особенностей инфекци-
онных, паразитарных и неинфекционных болезней на совре-
менном этапе и факторов, определяющих тенденции разви-
тия эпидемического процесса; 

• совершенствование Национального календаря профи-
лактических прививок на основе всестороннего изучения 
иммунологической и эпидемиологической эффективности 
применения новых вакцинных препаратов;

• паспортизация и эпидемиологическое районирование 
административных территорий Российской Федерации по 
внешним и внутренним рискам в области биологической 
безопасности;

• создание вакцин нового поколения, в том числе живых 
рекомбинантных вакцин на базе вирусных векторов, произ-
водимых с использованием методов генной инженерии, 
комбинированных вакцин, живых поливалентных противо-
вирусных вакцин, ДНК-вакцин; 

• изучение особенностей генома возбудителей инфекци-
онных болезней, связанных с их вирулентностью и патоген-
ностью с целью создания новых методов профилактики и 
лечения инфекционных и паразитарных болезней; 

• развитие биотехнологий и нанотехнологий (биочипов, 
биосенсоров и др.) для создания и масштабного производ-
ства диагностических и лекарственных препаратов и вне-
дрения методов молекулярного анализа в практику 
санитарно-эпидемиологического надзора; 

• разработка алгоритмов лабораторной диагностики воз-
будителей инфекционных болезней на основе широкого 
внедрения молекулярно-биологических методов в формате 
мультиплексного анализа, метода MALDI-TOF, планарных 
суспензионных и тканевых микрочипов;

• совершенствование научных и методических основ био-
безопасности, системы противоэпидемических мероприятий 
при чрезвычайных ситуациях санитарно-эпидемио логи чес-
кого характера;

• разработка новых информационных технологий, про-
граммного и математического обеспечения эпидемиологи-

ческого надзора за наиболее актуальными инфекционными, 
паразитарными и неинфекционными болезнями;

• анализ эпидемиологической и социальной значимости 
паразитарных болезней и микозов в современных условиях, 
разработка и выпуск отечественных тест-систем для диа-
гностики микозов;

• разработка стратегии и тактики применения методов и 
средств неспецифической профилактики инфекционных бо-
лезней на основе мониторинга устойчивости микроорганиз-
мов, насекомых и грызунов к дезинфекционным средствам;

• совершенствование научных и методических основ при-
менения бактериофагов с целью профилактики инфекцион-
ных болезней.

Съезд поручил Президиуму и Правлению Общества: 
• активизировать связь с региональными отделениями, 

расширить участие членов Президиума и Правления в рабо-
те на местах, привлекать ведущих ученых и организаторов 
здравоохранения к участию в мероприятиях Общества; 

• шире использовать современные информационные тех-
нологии для постоянного обмена информацией между 
Президиумом, региональными отделениями и членами 
Общества; 

• совместно с региональными отделениями вести работу 
по разъяснению через средства массовой информации 
эффек тивности и важности предупреждения инфекционных 
и паразитарных болезней; 

• активно информировать население через СМИ и науч-
ные издания о важности и безопасности иммунопрофилак-
тики инфекционных болезней; 

• в целях повышения уровня охвата и своевременности 
иммунизации населения в декретированных возрастах 
в рамках Национального Календаря профилактических при-
вивок обратиться в Минздрав с предложением разработки и 
внедрения в РФ системы электронного учета прививок;

• выступать с инициативами по подготовке предложений 
по борьбе с инфекционными и паразитарными болезнями, 
угрозой биотерроризма, по повышению биобезопасности; 

• участвовать в подготовке и оценке проектов федераль-
ных, отраслевых и региональных программ по проблемам 
эпидемиологии, микробиологии и паразитологии; 

• расширять взаимодействие, контакты и проведение со-
вместных мероприятий с родственными научными и научно-
практическими обществами России, стран СНГ, Европы, 
Японии, Международным союзом микробиологических об-
ществ, Федерацией Европейских микробиологов, Всемирной 
организацией здравоохранения и другими сообществами; 

• регулярно оценивать работу профильных научных жур-
налов.
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Приказ Роспотребнадзора от 01.12.2017 №1116 
«О совершенствовании системы мониторинга, 

лабораторной диагностики инфекционных 
и паразитарных болезней и индикации ПБА 

в Российской Федерации»

В соответствии с пунктом 6 статьи 46 Федерального 
закона от 30 марта 1999 года № 52-ФЗ «О санитарно-

эпидемиологическом благополучии населения» (Собрание 
законодательства Российской Федерации, 1999, № 14, 
ст. 1650; 2002, № 1 (ч. 1), ст. 2; 2003, № 2, ст. 167; № 27 
(ч. 1), ст. 2700; 2004, № 35, ст. 3607; 2005, №19, ст. 1752; 
2006, № 1, ст. 10; № 52 (ч. 1), ст. 5498; 2007 № 1 (ч. 1), ст. 21, 
ст. 29; № 27, ст. 3213; № м46, ст. 5554; № 49, ст. 6070; 2008, 
№ 29 (ч. 1), ст. 3418; № 30 (ч. 2), ст. 3616; № 44, ст. 4984; 
№ 52 (ч. 1), ст. 6223; 2009, № 1, ст. 17; 2010, № 40, ст. 4969; 
2011, № 1, ст. 6; № 30 (ч. 1), ст. 4563; № 30 (ч. 1), ст. 4590; 
№ 30 (ч. 1), ст. 4591; № 30 (ч. 1), ст. 4596; № 50, ст. 7359; 
2012, № 24, ст. 3069, № 26, ст. 3446; 2013, № 27, ст. 3447; 
№ 30 (ч. 1), ст. 4079; № 48, ст. 6165; 2014, № 26 (ч. 1), 
ст. 3366, ст. 3377; 2015, № 1 (ч. 1), ст. 11; № 27, ст. 3951; 
№ 29 (ч. 1), ст. 4334, ст. 4359; 2016, № 27 (ч. 1), ст. 4160; 
№ 27 (ч. 2), ст. 4238; 2017, № 27, ст. 3938) и в соответствии 
с пунктом 5.4, 5.5, 5.7. Положения о Федеральной службе по 
надзору в сфере защиты прав потребителей и благополучия 
человека, утвержденного постановлением Правительства 
Российской Федерации от 30 июня 2004 г. № 322 (Собрание 
законодательства Российской Федерации, 2004, № 28, 
ст. 2899; 2006, № 22, ст. 2337, № 52 (ч. III), ст. 5587; 2008, 
№ 40, ст. 4548, № 46, ст. 5337; 2009, № 30, ст. 3823, № 33, 
ст. 4081; 2010, № 9, ст. 960, № 26, ст. 3350; 2011, № 14, 
ст. 1935, № 43, ст. 6079, № 44, ст. 6272; 2012, № 27, ст. 3729; 
2013, № 5, ст. 405, № 22, ст. 2812, № 45, ст. 5812; 2015, № 2, 
ст. 491, № 131, ст. 4680; 2016, № 28, ст. 4741; 2017, № 5, ст. 
807, № 39, ст. 5705), пунктами 3 и 10 Положения о проведе-
нии социально-гигиенического мониторинга, утвержденного 
постановлением Правительства Российской Федерации 
от 2 февраля 2006 г. № 60 (Собрание законодательства 
Российской Федерации, 2006, № 6, ст. 713), п. 13 Положения 
о разграничении полномочий Федеральных органов испол-
нительной власти в области обеспечения биологической 
и химической безопасности Российской Федерации, утверж-
денных постановлением Правительства Российской Феде-
рации от 31.05.2005 № 303 «О разграничении полномочий 
федеральных органов исполнительной власти в области 
обеспечения биологической и химической безопасности 
Российской Федерации» (Собрание законодательства 
Российской Федерации, 2005, № 21, ст. 2023; 2013, № 24, 
ст. 2999; 2009, № 6, ст. 738), в целях оптимизации системы 

мониторинга и лабораторной диагностики инфекционных и 
паразитарных болезней и индикации патогенных биологиче-
ских агентов (ПБА) в Российской Федерации приказываю:

1. Утвердить:
1.1. Перечень Центров индикации возбудителей инфек-

ционных болезней I–II групп патогенности и обеспечения 
противоэпидемической готовности, созданных на базе про-
тивочумных учреждений, перечень Опорных баз Цент ров 
индикации возбудителей инфекционных болезней I–II групп 
патогенности, созданных на базе ФБУЗ «Центр гигиены и 
эпидемиологии», перечень научно-методических центров 
по мониторингу за возбудителями инфекционных и парази-
тарных болезней II–IV групп патогенности с прикрепленны-
ми субъектами Российской Федерации (приложение №1);

1.2. Перечень референс-центров по мониторингу за воз-
будителями инфекционных и паразитарных болезней, цент-
ров лабораторной диагностики и научно-методических цент-
ров по отдельным направлениям деятельности с микроорга-
низмами (приложение №2);

1.3. Перечень Центров верификации диагностической 
деятельности, осуществляющих функции государственных 
коллекций патогенных микроорганизмов (приложение №3);

1.4. Положение о Центре индикации возбудителей инфек-
ционных болезней I–II групп патогенности и обеспечения 
противоэпидемической готовности (приложение №4);

1.5. Положение об Опорной базе Центра индикации воз-
будителей инфекционных болезней I–II групп патогенности 
(приложение №5);

1.6. Положение о Научно-методическом центре по мони-
торингу за возбудителями инфекционных и паразитарных 
болезней II–IV групп патогенности (приложение №6);

1.7. Положение о Референс-центре по мониторингу за 
возбудителями инфекционных и паразитарных болезней 
(приложение №7);

1.8. Положение о Центре верификации диагностической 
деятельности (приложение №8);

1.9. Стандарты оснащения и номенклатуру исследований 
центров индикации возбудителей инфекционных болезней 
I–II групп патогенности и обеспечения противоэпидемиче-
ской готовности, опорных баз центров индикации возбудите-
лей инфекционных болезней I–II групп патогенности, 
референс-центров по мониторингу за возбудителями инфек-
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ционных и паразитарных болезней, центров верификации 
диагностической деятельности (приложение №9);

1.10. Порядок взаимодействия федеральных бюджетных 
учреждений здравоохранения – центров гигиены и эпиде-
миологии, центров индикации возбудителей инфекционных 
болезней I–II групп патогенности и обеспечения противоэпи-
демической готовности, научно-методических центров по 
мониторингу за возбудителями инфекционных и паразитар-
ных болезней II–IV групп патогенности, референс-центров 
по мониторингу за возбудителями инфекционных и парази-
тарных болезней, центров верификации диагностической 
деятельности (приложение №10);

1.11. Перечень диагностических препаратов для оснаще-
ния центров индикации возбудителей инфекционных болез-
ней I–II групп патогенности и обеспечения противоэпидеми-
ческой готовности (приложение №11).

2. Руководителям территориальных органов Роспот реб-
надзора, главным врачам федеральных бюджетных учреж-
дений здравоохранения – центров гигиены и эпидемиологии, 
директорам противочумных учреждений и научно-исследо-
вательских организаций Роспотребнадзора:

2.1. Обеспечить проведение мониторинга, лабораторной 
диагностики инфекционных и паразитарных болезней и ин-
дикации ПБА в рамках единой системы на территориальном, 
региональном и федеральном уровнях в соответствии с дей-
ствующим санитарным законодательством, нормативными 
правовыми документами;

2.2. Обеспечить взаимодействие федеральных бюджет-
ных учреждений здравоохранения – центров гигиены и эпи-
демиологии, центров индикации возбудителей инфекцион-
ных болезней I–II групп патогенности и обеспечения проти-
воэпидемической готовности, научно-методических центров 
по мониторингу за возбудителями инфекционных и парази-
тарных болезней II–IV групп патогенности, референс-центров 
по мониторингу за возбудителями инфекционных и парази-
тарных болезней, центров верификации диагностической 
деятельности в соответствии с приложениями №10 к настоя-
щему приказу.

3. Главным врачам федеральных бюджетных учреждений 
здравоохранения – центров гигиены и эпидемиологии, ди-
ректорам противочумных учреждений и научно-исследо ва-
тельских организаций Роспотребнадзора:

3.1. Обеспечить взаимодействие и разработать схемы до-
ставки проб биологического материала и объектов окружа-
ющей среды в центры индикации возбудителей инфекцион-
ных болезней I–II групп патогенности и обеспечения проти-
воэпидемической готовности, выделенных культур микро-
организмов, биологического материала в референс-центры 
по мониторингу за возбудителями инфекционных и парази-
тарных болезней и центры верификации диагностической 
деятельности в соответствии с утвержденным порядком 
взаимодействия и действующими нормативными методиче-
скими документами;

3.2. Принять меры по укреплению материально-техни-
ческой базы лабораторий, дооснащению их необходимыми 
приборами и оборудованием для проведения мониторинга и 
лабораторной индикации инфекционных и паразитарных 
болезней, обеспечения требований биологической безопас-
ности согласно приложению №9 к настоящему приказу;

3.3. Обеспечить проведение мониторинга за возбудите-
лями инфекционных и паразитарных болезней в соответ-
ствии с действующим санитарным законодательством, нор-
мативными правовыми и методическими документами с ис-
пользованием зарегистрированных в Российской Федерации 
в установленном порядке диагностических препаратов;

3.4. Обеспечить внедрение в работу лабораторий совре-
менных методов диагностики, индикации и идентификации 
возбудителей инфекционных и паразитарных болезней;

3.5. Обеспечить регулярную подготовку специалистов по 
вопросам современной лабораторной диагностики, индика-
ции и идентификации возбудителей инфекционных и пара-
зитарных болезней.

4. Директорам научно-исследовательских противочумных 
институтов Роспотребнадзора обеспечить готовность лабо-
раторий из состава специализированных противоэпидеми-
ческих бригад (далее – СПЭБ) для усиления органов и орга-
низаций Роспотребнадзора.

5. Директорам противочумных учреждений Роспотреб-
надзора:

5.1. Обеспечить оказание практической и методической 
помощи органам и организациям Роспотребнадзора, меди-
цинским организациям по вопросам организации и проведе-
ния мониторинга инфекционных болезней, эпидемиологиче-
ского надзора и профилактики природно-очаговых, зооан-
тропонозных и опасных инфекционных болезней человека;

5.2. Обеспечить противоэпидемическую готовность про-
тивочумных учреждений по особо опасным инфекционным 
болезням в случае эпидемических осложнений на террито-
рии закрепленных субъектов;

5.3. Обеспечить оснащение центров индикации возбуди-
телей инфекционных болезней I–II групп патогенности и 
обес печения противоэпидемической готовности диагности-
ческими препаратами для индикации ПБА согласно прило-
жению №11.

6. Руководителям центров индикации возбудителей ин-
фекционных болезней I–II групп патогенности и обеспечения 
противоэпидемической готовности, научно-методических 
центров по мониторингу за возбудителями инфекционных и 
паразитарных болезней II–IV групп патогенности, референс-
центров по мониторингу за возбудителями инфекционных и 
паразитарных болезней и центров верификации диагности-
ческой деятельности:

6.1. Организовать работу согласно приложениям №№4–8 
к настоящему приказу;

6.2. Обеспечить взаимодействие с органами и организа-
циями Роспотребнадзора в закрепленных субъектах 
Российской Федерации в соответствии с действующим са-
нитарным законодательством и настоящим приказом.

7. Главным врачам федеральных бюджетных учреждений 
здравоохранения – центров гигиены и эпидемиологии, руко-
водителям противочумных учреждений, на базе которых 
формируются опорные базы центров индикации возбудите-
лей инфекционных болезней I–II групп патогенности, обес-
печить наличие условий для проведения индикации ПБА 
I группы патогенности и получение санитарно-эпидемио-
логи ческого заключения на соответствие условий требова-
ниям санитарно-эпидемио логических правил по безопас-
ности работ с микроорганизмами I–II групп патогенности. 
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8. Руководителям Центров индикации возбудителей ин-
фекционных болезней I–II групп патогенности и обеспечения 
противоэпидемической готовности, научно-методических 
центров по мониторингу за возбудителями инфекционных и 
паразитарных болезней II–IV групп патогенности осущест-
влять контроль готовности к проведению мониторинга и 
лабо раторной диагностики инфекционных и паразитарных 
болезней в ФБУЗ «Центр гигиены и эпидемиологии» на за-
крепленной территории. Информацию представлять в Феде-
раль ную службу по надзору в сфере защиты прав потреби-
телей и благополучия человека ежегодно до 15 марта сле-
дующего за отчетным года.

9. Начальнику Управления эпидемиологического надзора 
(Е.Б.Ежлова) осуществлять координацию деятельности 
Центров индикации возбудителей инфекционных болезней 
I–II групп патогенности и обеспечения противоэпидеми-
ческой готовности, научно-методических центров по монито-
рингу за возбудителями инфекционных и паразитарных 
болез ней II–IV групп патогенности, референс-центров по 
мониторингу за возбудителями инфекционных и паразитар-

ных болезней и центров верификации диагностической дея-
тельности.

10. Начальнику Финансово-экономического управления 
(С.А.Румянцева) предусмотреть дополнительные средства 
на укрепление материально-технической базы лабораторий 
центров индикации возбудителей инфекционных болезней 
I–II групп патогенности и обеспечения противоэпидеми-
ческой готовности, опорных баз центров индикации возбуди-
телей инфекционных болезней I–II групп патогенности, 
референс-центров по мониторингу за возбудителями инфек-
ционных и паразитарных болезней и центров верификации 
диагностической деятельности.

11. Приказ Роспотребнадзора от 17.03.2008 №88 
«О мерах по совершенствованию мониторинга за возбуди-
телями инфекционных и паразитарных болезней» считать 
утратившим силу.

12. Контроль за исполнением настоящего приказа остав-
ляю за собой.

Руководитель А.Ю.Попова

Приложение №1

к приказу Федеральной службы по надзору в сфере защиты прав потребителей и благополучия человека
от __________ 2017 г. № ______

Перечень
центров индикации возбудителей инфекционных болезней I–II групп патогенности и обеспечения  

противоэпидемической готовности, опорных баз центров индикации возбудителей инфекционных болезней I–II групп  
патогенности, научно-методических центров по мониторингу за возбудителями инфекционных и паразитарных болезней  

II–IV групп патогенности 

Субъекты Центры индикации возбудителей 
инфекционных болезней I–II групп 

патогенности и обеспечения 
противоэпидемической готовности

Опорные базы центров индикации 
возбудителей инфекционных 

болезней  
I–II групп патогенности 

Научно-методические центры 
по мониторингу за возбудителями 

инфекционных и паразитарных 
болезней II–IV групп патогенности

Центральный федеральный округ

Белгородская, Брянская, 
Владимирская, Воронежская, 
Ивановская, Калужская, Костромская, 
Курская, Липецкая, Московская, 
Орловская, Рязанская, Смоленская, 
Тамбовская, Тверская, Тульская 
и Ярославская области, г. Москва

ФКУЗ «Противочумный центр» 
Роспотребнадзора
ФБУН «Государственный научный 
центр прикладной микробиологии 
и биотехнологии» Роспотребнадзора

ФБУЗ «Центр гигиены и эпидемиологии 
в Воронежской области»
ФБУЗ «Центр гигиены и эпидемиологии 
в Курской области» 
ФБУЗ «Центр гигиены и эпидемиологии 
в Тверской области» 
ФБУЗ «Центр гигиены и эпидемиологии 
в Кировской области» 

ФБУН «Центральный научно-
исследовательский институт 
эпидемиологии Роспотребнадзора»
ФБУН «Государственный научный 
центр прикладной микробиологии 
и биотехнологии» Роспотребнадзора

Северо-Западный федеральный округ

Республики Карелия, Коми, Ненецкий 
автономный округ, Архангельская, 
Вологодская, Калининградская, 
Ленинградская, Мурманская, 
Новгородская и Псковская области, г. 
Санкт-Петербург

ФКУЗ «Северо-Западная 
противочумная станция» 
Роспотребнадзора

ФБУЗ «Центр гигиены и эпидемиологии 
в Мурманской области» 
ФБУЗ «Центр гигиены и эпидемиологии 
в Калининградской области»

ФБУН «Санкт-Петербургский  
научно-исследовательский институт 
эпидемиологии и микробиологии 
имени Пастера» Роспотребнадзора

Приволжский федеральный округ

Республики Башкортостан, Марий Эл, 
Мордовия, Татарстан, Удмуртская 
и Чувашская Республики, Пермский 
край, Нижегородская, Оренбургская, 
Пензенская, Самарская, Саратовская 
и Ульяновская области

ФКУЗ «Российский  
научно-исследовательский 
противочумный институт «Микроб» 
Роспотребнадзора

ФБУЗ «Центр гигиены и эпидемиологии 
в Нижегородской области»
ФБУЗ «Центр гигиены и эпидемиологии 
в Самарской области» 
ФБУЗ «Центр гигиены и эпидемиологии 
в Республике Татарстан» 
ФБУЗ «Центр гигиены и эпидемиологии 
в Республике Мордовия»

ФБУН «Нижегородский  
научно-исследовательский институт 
эпидемиологии и микробиологии 
имени академика И.Н. Блохиной» 
Роспотребнадзора

Кировская область ФКУЗ «Противочумный центр» 
Роспотребнадзора

ФБУЗ «Центр гигиены и эпидемиологии 
в Кировской области»
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Приложение №1. Окончание

Субъекты Центры индикации возбудителей 
инфекционных болезней I–II групп 

патогенности и обеспечения 
противоэпидемической готовности

Опорные базы центров индикации 
возбудителей инфекционных 

болезней  
I–II групп патогенности 

Научно-методические центры 
по мониторингу за возбудителями 

инфекционных и паразитарных 
болезней II–IV групп патогенности

Уральский федеральный округ

Курганская, Свердловская, 
Челябинская области 

ФКУЗ «Российский научно-
исследовательский противочумный 
институт «Микроб» Роспотребнадзора

ФБУЗ «Центр гигиены и 
эпидемиологии в Свердловской 
области»

ФБУН «Екатеринбургский  
научно-исследовательский институт 
вирусных инфекций» 
Роспотребнадзора

Тюменская область,  
Ханты-Мансийский и  
Ямало-Ненецкий автономные округа

ФКУЗ «Иркутский научно-
исследовательский противочумный 
институт Сибири и Дальнего Востока» 
Роспотребнадзора 

ФБУЗ «Центр гигиены и 
эпидемиологии в Тюменской области»
ФБУЗ «Центр гигиены и 
эпидемиологии в Ямало-Ненецком 
автономном округе»

ФБУН «Тюменский  
научно-исследовательский институт 
краевой инфекционной патологии» 
Роспотребнадзора

Южный федеральный округ

Республика Адыгея, Краснодарский 
край

ФКУЗ «Причерноморская 
противочумная станция» 
Роспотребнадзора

Противочумное отделение ФКУЗ 
«Причерноморская противочумная 
станция» Роспотребнадзора в г. Сочи 

ФКУЗ «Ставропольский  
научно-исследовательский 
противочумный институт» 
РоспотребнадзораВолгоградская область ФКУЗ «Волгоградский научно-

исследовательский противочумный 
институт» Роспотребнадзора

Астраханская область ФКУЗ «Астраханская ПЧС» 
Роспотребнадзора 

Республика Калмыкия ФКУЗ «Элистинская ПЧС» 
Роспотребнадзора 

Республика Крым, г. Севастополь ФГКУЗ «ПЧС Республики Крым» 
Роспотребнадзора 

 

Ростовская область ФКУЗ «Ростовский-на-Дону научно-
исследовательский противочумный 
институт» Роспотребнадзора

ФБУН «Ростовский научно-
исследовательский институт 
микробиологии и паразитологии» 
Роспотребнадзора

Северо-Кавказский федеральный округ

Республика Северная  
Осетия-Алания, Ингушская и 
Чеченская Республики, 
Ставропольский край

ФКУЗ «Ставропольский  
научно-исследовательский 
противочумный институт» 
Роспотребнадзора

ФКУЗ «Ставропольский научно-
исследовательский противочумный 
институт» Роспотребнадзора

Республика Дагестан ФКУЗ «Дагестанская противочумная 
станция» Роспотребнадзора 

Кабардино-Балкарская и Карачаево-
Черкесская Республики

ФКУЗ «Кабардино-Балкарская 
противочумная станция» 
Роспотребнадзора 

Сибирский федеральный округ

Республика Хакасия, Красноярский 
край, Иркутская, Кемеровская, 
Новосибирская, Омская, Томская 
области

ФКУЗ «Иркутский  
научно-исследовательский 
противочумный институт Сибири и 
Дальнего Востока» Роспотребнадзора 

ФБУЗ «Центр гигиены и эпидемиологии 
в Красноярском крае» 

ФКУЗ «Иркутский  
научно-исследовательский 
противочумный институт Сибири 
и Дальнего Востока» 
РоспотребнадзораРеспублика Алтай,  

Алтайский край
ФКУЗ «Алтайская противочумная 
станция» Роспотребнадзора 

Республика Тыва ФКУЗ «Тувинская противочумная 
станция» Роспотребнадзора 

Республика Бурятия, Забайкальский 
край

ФКУЗ «Читинская противочумная 
станция» Роспотребнадзора 

Дальневосточный федеральный округ

Республика Саха (Якутия) ФКУЗ «Иркутский  
научно-исследовательский 
противочумный институт Сибири и 
Дальнего Востока» Роспотребнадзора

ФБУЗ «Центр гигиены и эпидемиологии 
в Республике Саха (Якутия)» 

ФБУН «Хабаровский  
научно-исследовательский институт 
эпидемиологии и микробиологии» 
Роспотребнадзора

Камчатский, Приморский края ФКУЗ «Приморская противочумная 
станция» Роспотребнадзора 

ФБУЗ «Центр гигиены и эпидемиологии 
в Камчатской области» 

Хабаровский край, Амурская, 
Магаданская, Сахалинская области, 
Еврейская автономная область, 
Чукотский автономный округ 

ФКУЗ «Хабаровская противочумная 
станция» Роспотребнадзора 

ФБУЗ «Центр гигиены и эпидемиологии 
в Сахалинской области» 
ФБУЗ «Центр гигиены и эпидемиологии 
в Магаданской области» 
ФБУЗ «Центр гигиены и эпидемиологии 
в Амурской области»
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Приложение №2

к приказу Федеральной службы по надзору в сфере защиты прав потребителей и благополучия человека 
от __________ 2017 г. № ______

Перечень
референс-центров по мониторингу за возбудителями инфекционных и паразитарных болезней,  

центров лабораторной диагностики и научно-методических центров по отдельным направлениям деятельности  
с микроорганизмами

№ 
п/п

Наименование учреждения Референс-центры, центры лабораторной диагностики  
и научно-методические центры 

1. ФБУН «Центральный научно-исследовательский институт эпидемиологии» 
Роспотребнадзора 

Референс-центр по мониторингу:
• за вирусными гепатитами;
• ИСМП;
• сальмонеллезами;
• ОКИ;
• ВИЧ и ВИЧ-ассоциированными инфекциями;
• бактериальными менингитами;
• инфекциями верхних и нижних дыхательных путей;
• ИППП
Научно-методический центр по иммунопрофилактике

2. ФБУН «Санкт-Петербургский научно-исследовательский институт 
эпидемиологии и микробиологии им. Пастера» Роспотребнадзора

Референс-центр по мониторингу:
• за иерсиниозами;
• брюшным тифом

3. ФБУН «Московский научно-исследовательский институт эпидемиологии  
и микробиологии им. Г.Н. Габричевского» Роспотребнадзора

Референс-центр по мониторингу:
• за корью;
• краснухой;
• эпидемическим паротитом;
• коклюшем;
• дифтерией
Научно-методический центр по изучению и идентификации бактериофагов

4. ФБУН «Государственный научный центр прикладной микробиологии и 
биотехнологии» 

Референс-центр по мониторингу:
• за туляремией;
• клостридиозами;
• легионеллезами;
• листериозом;
• эшерихиозом;
• стафилококковыми инфекциями

5. ФКУЗ «Российский научно-исследовательский противочумный  
институт «Микроб» Роспотребнадзора

Референс-центр по мониторингу за чумой и другими особо опасными 
бактериальными инфекционными болезнями

6. ФБУН «Ростовский научно-исследовательский институт  
микробиологии и паразитологии» Роспотребнадзора

Референс-центр по мониторингу за ларвальными гельминтозами

7. ФБУН «Тюменский научно-исследовательский институт краевой 
инфекционной патологии» Роспотребнадзора

Референс-центр по мониторингу за биогельминтозами

8. ФКУЗ «Ростовский-на-Дону научно-исследовательский противочумный 
институт» Роспотребнадзора

Референс-центр по мониторингу за холерой

9. ФКУЗ «Ставропольский научно-исследовательский противочумный 
институт» Роспотребнадзора

Референс-центр по мониторингу:
• за сибирской язвой;
• бруцеллезом;
• крымской геморрагической лихорадкой

10. ФКУЗ «Волгоградский научно-исследовательский противочумный 
институт» Роспотребнадзора

Референс-центр по мониторингу:
• за особо опасными микозами;
• сапом, мелиоидозом;
• лихорадкой Западного Нила;
• лихорадкой Зика

11. ФКУЗ «Иркутский научно-исследовательский противочумный  
институт Сибири и Дальнего Востока» Роспотребнадзора

Референс-центр по мониторингу:
• за клещевым вирусным энцефалитом

12. ФБУН «Омский научно-исследовательский институт природно-очаговых 
инфекций» Роспотребнадзора

Референс-центр по мониторингу:
• за риккетсиозами;
• боррелиозами;
• бешенством

13. ФБУН Государственный научный центр вирусологии и биотехнологии 
«Вектор» Роспотребнадзора

Референс-центр по мониторингу:
•  за ортопоксвирусными и другими особо опасными вирусными 

инфекционными болезнями;
• зоонозным гриппом, вызванным высокопатогенными штаммами;
•  экзотическими, редко встречающимися, новыми инфекционными 

болезнями (лихорадка денге, желтая лихорадка, лихорадка 
чикунгунья и др.);

• коронавирусными инфекционными болезнями (ТОРС, БВРС и др.);
• ВИЧ

14. ФБУН «Нижегородский научно-исследовательский институт  
эпидемиологии и микробиологии им. академика И.Н. Блохиной» 
Роспотребнадзора

Референс-центр по мониторингу:
• за энтеровирусными инфекциями
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№ 
п/п

Наименование учреждения Референс-центры, центры лабораторной диагностики  
и научно-методические центры 

15 ФБУН «Казанский научно-исследовательский институт эпидемиологии  
и микробиологии» Роспотребнадзора

Референс-центр по мониторингу:
• за геморрагической лихорадкой с почечным синдромом

16 ФГУ «48 Центральный научно-исследовательский институт  
Министерства обороны Российской Федерации» (по согласованию)

Центр специальной лабораторной диагностики особо опасных  
и экзотических заболеваний 

17. Научно-исследовательский институт медицинской паразитологии  
и тропической медицины им. Е.И. Марциновского ФГАОУ ВО  
Первый МГМУ им. И.М. Сеченова Минздрава России (по согласованию)

Референс-центр по мониторингу:
• за малярией;
• филяриатозами;
• лейшманиозами

18. ФГБНУ «Федеральный научный центр исследований и разработки 
иммунобиологических препаратов им. М.П. Чумакова РАН»  
(по согласованию) 

Референс-центр по мониторингу:
• за полиомиелитом;
• ГЛПС

19 ФГБУ «Научно-исследовательский институт гриппа» Минздрава  
(по согласованию)

Референс-центр по мониторингу за гриппом

20 ФГБУ «Федеральный научно-исследовательский центр эпидемиологии  
и микробиологии имени почетного академика Н.Ф. Гамалеи»  
Минздрава России (по согласованию)

Референс-центр: 
• по экологии вирусов гриппа;
• по мониторингу за лептоспирозами

21 ФБУН «Научно-исследовательский институт дезинфектологии» 
Роспотребнадзор

Научно-методический центр по неспецифической профилактике 
инфекционных болезней и мониторингу устойчивости биологических 
агентов к дезинфекционным средствам

22 ФБУН «Екатеринбургский научно-исследовательский институт вирусных 
инфекций» Роспотребнадзора

Урало-Сибирский научно-методический центр по профилактике инфекций, 
связанных с оказанием медицинской помощи

Приложение №3

к приказу Федеральной службы по надзору в сфере защиты прав потребителей и благополучия человека 
от __________ 2017 г. № _____

Перечень
Центров верификации диагностической деятельности,  

осуществляющих функции государственных коллекций Роспотребнадзора

№ 
п/п

Учреждение Референс-функции Хранение коллекционных штаммов

1. ФБУН ГНЦ ВБ «Вектор» Роспотребнадзора Возбудители вирусных инфекционных болезней, 
риккетсиозов их геномы и генетические 
элементы

Возбудители вирусных инфекционных болезней, 
риккетсиозов их геномы и генетические 
элементы

2. ФБУН «ГНЦ прикладной микробиологии и 
биотехнологии» Роспотребнадзора

Возбудители инфекционных болезней I–IV групп 
патогенности их геномы и генетические 
элементы, токсины, клеточные культуры

Возбудители инфекционных болезней I–IV групп 
патогенности их геномы и генетические 
элементы, токсины, клеточные культуры

3. ФКУЗ «Российский научно-исследовательский 
противочумный институт «Микроб» 

Возбудители бактериальных инфекционных 
болезней I–IV групп патогенности их геномы и 
генетические элементы

Возбудители бактериальных инфекционных 
болезней I-IV групп патогенности их геномы 
и генетические элементы

С полной версией приказа можно ознакомиться по адресу:
http://rospotrebnadzor.ru/upload/iblock/a2e/prikaz-1116-okonchat-29.12.2017.pdf
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Информационное письмо №1

Министерство здравоохранения Российской Федерации
Государственное бюджетное образовательное учреждение

высшего образования
МОСКОВСКИЙ ГОСУДАРСТВЕННЫЙ

МЕДИКО-СТОМАТОЛОГИЧЕСКИЙ УНИВЕРСИТЕТ
ИМЕНИ А.И. ЕВДОКИМОВА

ФОРУМ УНИВЕРСИТЕТСКОЙ НАУКИ – 2018

«НАУЧНОЕ МЕДИЦИНСКОЕ ПРОГНОЗИРОВАНИЕ: 
МОЛЕКУЛЯРНО-ГЕНЕТИЧЕСКИЕ АСПЕКТЫ, 

ТРИГГЕРЫ ПАТОГЕНЕЗА, ЯТРОГЕННЫЕ ВЛИЯНИЯ»

15 мая 2018 года, г. Москва, отель «Рэдиссон Славянская»

СИМПОЗИУМ
Бактериофаги в современной клинической медицине – «за» и «против»,

посвященный 50-летию лечебного факультета и 75-летию
кафедры микробиологии, вирусологии, иммунологии

Московского государственного медико-стоматологического
университета имени А.И. Евдокимова

Приглашаем вас принять участие в работе Симпозиума с международным участием «Бактериофаги в современной клини-
ческой медицине – «за» и «против», посвященной 50-летию лечебного факультета и 75-летию кафедры микробиологии, виру-
сологии, иммунологии Московского государственного медико-стоматологического университета имени А.И. Евдокимова.

Место проведения Форума Университетской Науки – г. Москва, площадь Европы, д. 1. Гостиница «Рэдиссон Славянская» 
(проезд до метро Киевская). Дата проведения Форума – 15 мая 2018 г., время: 9.00–18.00. 

Время проведения юбилейного Симпозиума: 12.30–18.00.
Программа Форума предусматривает обсуждение широкого круга учебно-методических и научных вопросов в облас ти фунда-

ментальной, прикладной и клинической медицины, меди цинской микробиологии, вирусологии и имму нологии. 
В рамках Форума Университетской Науки запланирован сертификационный цикл повышения квалификации для профес-

соров и заведующих профильными кафедрами с 11 по 18 мая 2018 г. на базе кафедр педагогики; микробиологии, виру-
сологии, иммунологии МГМСУ им. А.И.Евдо кимова. Кроме того, при регистрации на Форуме Универ ситетской Науки участни-
кам будут предоставлены кредиты НМО в объеме 18 баллов. 

Официальные языки Форума – русский и английский.

Глубокоуважаемые коллеги!
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Формы участия в симпозиуме:

• устный доклад на заседаниях Форума (с публикацией статьи);
• участие в заседаниях Форума без представления доклада (с публикацией статьи или без);
• публикация (без личного участия или с личным участием в заседаниях Форума).
Заявка на участие в Симпозиуме (регистрационная форма) и материалы для публикации должны быть представлены в 

Оргкомитет Конференции строго до 1 апреля 2018 г. Материалы, поступившие позже указанного срока, приниматься не будут. 
При подготовке докладов просим Вас учесть, что максимальное время устного сообщения не должно превышать 15 минут. 
Иллюстративные материалы к докладу будут демонстрироваться через мультимедий ный проектор. Файл с презентацией сле-
дует представить в Оргкомитет на диске (CD или DVD) или flash-носителе перед началом заседания Конференции.

Публикация материалов планируется в журнале «Бактериология, 2018, №2» и должна соответствовать требованиям 
журнала (см. далее). Объем публикации огра ничен 5–7 страницами, допустимы и желательны таблицы, рисун ки и фотографии; 
обязательно – ключевые слова, резю ме на русском и английском языке.

Материалы участника Конференции направляются в Оргкомитет по электронной почте на адрес podporin.mikhail@yandex.
ru в виде прилагаемых к почто вому сообщению файлов, названных по фамилии первого автора на русском языке. Например, 
для участника Иванова А.В.: статья – Иванов А.В.doc; регистрационная форма – Иванов А.В.reg.doc.
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Николай Николаевич Ураков

28 апреля 2017 г. ушел из жизни Николай 
Нико лае вич Ураков, доктор медицин-

ских наук, профессор, генерал-майор медицин-
ской службы, заслуженный деятель науки 
Российской Федерации, бывший директор 
Государственного научного центра прикладной 
микробиологии.

Н.Н.Ураков родился 16.11.1929 в деревне 
Ермолино Шаранг ского района Горьковской 
(ныне Ниже городской) области в семье рабоче-
го. После окончания шко лы в 1948 г. учился 
в Горьков ском меди цинском институте и Воен-
но-медицинской академии им. С.М.Киро ва. 
С 1954 г. служил на различных должностях 
в научно-исследовательских институтах Минис-
терства обороны СССР (Загорск, Киров). Спе-
циализировался в области медицинской виру-
сологии и микробиологии, аэробиологии и ин-
фекционной патологии, диагностики, иммуно-
профилактики и лечения инфекционных болез-
ней, генетики и биотехнологии. 

В 1982 г. возглавил ВНИИ прикладной ми-
кробиологии – впоследствии Государственный 
научный центр прикладной микробиологии 
(п. Оболенск, Московская область). В этот пери-
од завершилось строительство научного ком-
плекса общей площадью более 90 тыс. кв. м, 
включая основной лабораторный корпус №1. 
Общее число сотрудников института в 1991 г. 
достигало 3000 человек. На карте страны поя-
вился поселок ученых Оболенск. В июне 1994 г. 
ВНИИ ПМ был присвоен статус государственно-
го научного центра. 

Под руководством Н.Н. Уракова впервые 
была разрабо тана отечественная технология 
получения генно-инженер ного инсулина челове-
ка, которая в дальнейшем была реализована 
в ЗАО «Национальные биотехнологии», ныне 
«ГЕРОФАРМ-БИО».

В начале 90-х гг. прошлого века в ГНЦ ПМ 
было создано и успешно развивается опытно-
промышленное производство диагностических 
питательных сред, ныне занимающее значи-
тельную долю российского рынка.

С конца 1990-х гг. при непосредственном 
участии Н.Н.Уракова ГНЦ ПМ активно включил-
ся в международное научно-техни ческое сотруд-
ничество. Около 10 лет сотрудники Центра во 
Вьет наме разрабатывали технологии получе-

ния биопестицидов, налаживали производство 
средств защи ты растений на основе мик-
роорганизмов, проводили поиск микро орга низ-
мов-деструкто ров хлорорганических соедине-
ний. С 1995 г. ГНЦ ПМ выполняет проекты при 
финансовой и консультативной поддержке ряда 
международных фондов. При финансовой и 
организаци онной поддержке МНТЦ на базе ГНЦ 
ПМ впервые состоялось несколько междуна-
родных научных конференций и семи наров.

Как директор градообразующего предприя-
тия, Николай Николаевич уделял большое вни-
мание Оболенску. Вопросы благоустройства 
поселка, строительство и оснащение школы 
и детсада, Дома культуры, телефонизация по-
селка, организация транспортного сообщения 
с близлежащими городами, формирование дач-
ных и коттеджных кооперативов – вот неполный 
перечень проблем, решенных под руководством 
Н.Н. Уракова.

Заслуги Николая Николаевича Уракова перед 
Родиной отмечены орденами «Знак почета», 
«Трудового Красного Знамени», «За службу 
Роди не в Вооруженных Силах СССР», «За за-
слуги перед Отечеством», 8 медалями. 

Н.Н.Ураков – автор более 180 научных тру-
дов, основатель авторитетной научной школы, 
включающей 8 докторов и 21 кандидата наук.

Его общественная деятельность отмечена 
званием «Почетный гражданин Серпуховского 
района».



П а м я т и  к о л л е г и

77

Дмитрий Владимирович  
Виноградов–Волжинский

15 октября 2017 г. скончался известный 
ученый-паразитолог, доктор медицин-

ских наук, профессор, генерал-майор медицин-
ской службы, первый ди ректор Всесоюзного 
научно-ис следовательского института приклад-
ной микробиологии (ныне Государственный 
научный центр прикладной микробиологии и 
био технологии) Дмитрий Вла ди ми рович Вино-
градов–Вол жин ский.

Дмитрий Владимирович родился 2 марта 
1925 г. в Ленинграде в семье российских интел-
лигентов. Его отец, В.А.Виноградов–Волжин-
ский (1891–1942), был уче ником профессора 
Ф.Ф.Эрисмана, специализировался в области 
военной гигиены. Дядя, И.А.Виноградов–Вол-
жин ский (1896–1963 гг.), был ближайшим со-
трудником С.В.Лебе- дева и занимался разра-
боткой синтетического каучука.

Дмитрий Владимирович пошел по стопам 
отца, выбрав профессию военного медика. В 
1947 г. он окончил Военно-медицинскую акаде-
мию и был оставлен адъюнктом при кафедре 
биологии и паразитологии. С 1952 по 1964 гг. 
служил на разных должностях в научно-
исследовательских учреждениях Министерства 
обороны СССР. В 1966–1971 гг. он заведовал 
кафедрой эпидемиологии с курсом паразитоло-
гии, был проректором по научной части 
Ленинградского санитарно-гигиенического ме-
дицинского института. В этот же период был 
председателем правления Русского парази то-
логи ческого общества. 

В 1970 г. Дмитрия Влади ми ровича снова при-
зывают на службу в Вооруженные Силы СССР. 
С 1970 по 1975 гг. он возглавлял кафедру био-

логии и паразитологии Военно-медицинской 
академии имени С.М.Кирова.

В 1975 г. Дмитрий Влади ми рович возглавил 
ВНИИ ПМ, которым руководил до 1982 г. В этот 
период были разработаны проекты и начато 
строительство ВНИИ ПМ и жилого поселка. Был 
сформирован костяк коллектива ученых и спе-
циалистов, многие из которых работают в ин-
ституте и сегодня. Были получены первые на-
учные результаты, защищены кандидатские и 
докторские диссертации. 

Д.В.Виноградов–Волжинский – автор более 
150 научных работ, включая монографии 
«Эпидемический паротит» (1976), «Медицин-
ская паразитология» (1977), «Эпиде мио логия» 
(1973), «Карантинные болезни» (1975) и др., 
входил в редколлегию Краткой медицинской 
энциклопедии. На граж ден орденами Красной 
Звезды и «За службу Родине в ВС СССР» 
3-й степени, медалями. 
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Клец Элиазар Исаакович
(к 120-летию со дня рождения)

22 ноября 2017 г. исполнилось 120 лет со 
дня рождения Элиазара Исааковича 

Клеца (1897–1991) – бывшего старшего научно-
го сотрудника отдела эпидемиологии Иркутского 
научно-исследо ватель ского противочумного 
института Сибири и Дальнего Востока, в кото-
ром он работал со дня его основания. Его дея-
тельность была связана и с Иркутским меди-
цинским институтом, где он работал на кафед-
ре микробиологии ассистентом, доцентом и 
заведующим. Элиазар Исаако вич родился в 
г. Иркутске в семье рабочего. Окончив Иркутскую 
губерн скую гимназию в 1917 г., поступил на 
медицинский факультет Томского университе-
та. Однако учеба была прервана, так как его 
в 1919 г. призвали на военную службу в связи 
с событиями гражданской войны, и он работал 
в Иркутском военном гос питале. В 1920 г. про-
должил учебу в Томске, а в 1922 г. перевелся на 
медицинский факультет Иркутского универси-
тета, который закончил в 1924 г. Как одного 
из самых способных студентов его оставили 
ординатором-лаборантом клиники факультет-
ской хирургии. С этого времени он начал зани-
маться научной работой, и в 1925 г. вышла его 
первая печатная работа о послеоперационной 
ацетонурии и ее клиническом значении.

В 1926–1930 гг. Э.И.Клец обучался в аспи-
рантуре на кафедре микробиологии Иркутского 
медицинского института и с 1930 г. стал ассис-
тентом этой кафедры. Во время прохождения 
аспирантуры он работал в противочумной лабо-
ратории Химико-бактериологического институ-
та (Химбактина) в должности врача. В 1935 г. по 
теме «Бартонелла мурис в Сибири» защитил 
кандидатскую диссертацию. В 1937 г. ему при-
своено звание доцента, а на следующий год он 
становится заведующим кафедрой микробио-
логии Иркутского медицинского института.

Со дня основания Иркутского противочумно-
го института (1934) и до 1937 г. Клец Э.И. рабо-
тал по совместительству в эпидемиологичес-
ком отделе и был первым и единственным на-
учным сотрудником. В 1940–1941 г. проходил 
докторантуру во Всесоюзном институте экспе-
риментальной медицины (Ленинград), но не за-
кончил ее, так как 26 июня 1941 г. был призван 
в армию. В составе действующей армии в ка-
чест ве эпидемиолога служил на Ленин градском 

и Первом Даль невос точном фронтах (война 
с Японией). В 1948 г. он уволился в запас в зва-
нии подполковника меди цинской службы. Вер-
нувшись в Иркутск, в 1948–1949 гг. исполнял 
обязанности доцента кафед ры микробиологии 
медицинского инсти тута. В 1949 г. Э.И.Клец 
был утвержден заместителем директора по на-
учной части Иркутского противочумного инсти-
тута. Но в 1952 г. в связи с болезнью он пере-
шел на должность старшего научного сотрудни-
ка эпидемиологи ческого отдела, где и работал 
до ухода на пенсию (1976). 

За годы работы в противочумном институте 
Э.И.Клец внес существенный вклад в изучение 
эпидемиологии, микробиологии и иммунологии 
чумы, туляремии, бруцеллеза, сибирской язвы, 
псевдотуберкулеза и других инфекционных за-
болеваний. Однако основным направлением 
его научных исследований была вакцинопрофи-
лактика особо опасных инфекций. В результате 
комплексных экспериментальных работ с пато-
морфологами на животных им впервые показа-
ны иммуногенность и безвредность одновре-
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менного введения трех антигенов – чумного, 
туляремийного и бруцеллезного. Было установ-
лено, что ассоциированная тривакцина обес-
печивает устойчивость к этим инфекционным 
болезням при различных способах введения. 
В этот же период была проведена серия экспе-
риментальных исследований по определению 
восприимчивости лабораторных и диких живот-
ных к возбудителю чумы и длительности его 
сохранения в объектах окружающей среды. 
По материалам исследований было опублико-
вано свыше 100 научных работ, ученый подго-
товил значительное количество научных отче-
тов. Он выступал с докладами на международ-
ных, всесоюзных, региональных конференциях 
и в институте.

Элиазар Исаакович уделял особое внимание 
подготовке врачей по особо опасным инфекци-
ям и общего профиля в противочумном и меди-
цинском институтах. Регулярно осуществлял 
консультативную помощь специалистам подве-
домственных противочумных учреждений. Под 
его руководством выполнены три кандидатские 
диссертации. 

Наряду с научной деятельностью Э.И.Клец 
много сил и энергии отдавал оперативной рабо-
те, постоянно участвуя в экспедициях по обсле-
дованию территорий природных очагов. Он не-
однократно принимал участие в ликвидации 
вспышек туляремии на территории населенных 
пунктов Нижне удинского района Иркутской об-
ласти. Под его руководством расшифрована 
эпизоотия сибирской язвы в Газимуро-Завод-
ском районе Забайкалья (1954 г.).

За участие в Великой Отечественной войне, 
включая войну с Японией, а также многолетний 
плодотворный труд Э.И.Клец награжден «Орде-
ном Ленина», «Орденом Красной Звез ды», 
«Орденом Отечественной войны II степени» и 

11 м едалями: «За оборону Ленинграда», 
«За победу над Германией», «За победу над 
Японией», «20, 30 и 40 лет победы в Великой 
Отечественной войне», «50 и 60 лет Воо ру жен-
ных сил СССР», «В память 250-летия Ленин-
града», «Знак 25 лет победы в Великой Отечест-
венной войне», «Ветеран труда», а также на-
грудным знаком «Отличнику здравоохранения», 
почетными грамотами МЗ СССР, многих об-
ластных и республиканских администраций.

Э.И. Клец – один из ветеранов сибирской 
противочумной системы, выдающийся микро-
биолог. Это был эрудированный, тактичный, 
интеллигентный и очень скромный человек, 
он никому не отказывал в дружеской под-
держке. Результаты его разносторонних ис-
следований не утратили свою ценность до 
настоящего времени и являются образцом 
служения науке и практическому здравоохра-
нению нашей страны.
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