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Использование CRISPR-Cas-системы 
редактирования геномов бактериальных 
клеток в прикладных целях*

Б урное развитие направления исследований, связанно-
го с геномным редактированием, привело к созданию 

ряда эффективных методологий, позволяющих конструи-
ровать биологические объекты с новыми, полезными для 
человека свойствами, которые все чаще находят свое при-
ме нение в биологии, медицине, аграрном секторе и про-
мышленности.

Целью геномного редактирования является модификация 
отдельных участков геномов бактерий, что позволяет иссле-
довать генетику, лежащую в основе метаболических особен-
ностей бактерий, и модифицировать их геном для последую-
щего использования в прикладных целях.

Редактирование геномов бактерий основано на использо-
вании программируемых нуклеаз из систем CRISPR-Cas, 
прежде всего нуклеазы Cas9 из Streptococcus pyogenes 
(spCas9), которые в комплексе с направляющей (гидовой) 
РНК (гРНК) распознают мишень ДНК. Матрица для реком-
бинации обычно представлена последовательностью, кото-
рая содержит модификации сайта-мишени, а также фланки-
рующие участки ДНК. Разрыв ДНК неотредактированных 
мишеней нуклеазами CRISPR-Cas-системы чаще всего при-
водит к гибели бактериальных клеток, что позволяет факти-
чески использовать этот феномен для селекции тех бакте-
рий, у кото рых произошла рекомбинация.

Существует достаточно большой спектр используемых 
методических подходов для редактирования геномов, кото-
рые могут быть отнесены к одной из трех различных стра-
тегий, а выбор каждой из них обусловлен типом матрицы, 
используемой для рекомбинации.

Одна из стратегий связана с использованием линейной 
ДНК в качестве матрицы для рекомбинации, а также гетеро-
логичной ДНК-рекомбиназы фагового происхождения. Дан-
ная методология подразумевает первоначальную трансфор-
мацию плазмиды, содержащей систему для осуществления 
рекомбинации, затем индукцию экспрессии рекомбиназы и, 
наконец, совместную трансформацию линейной матрицы ДНК 
и плазмиды или нескольких плазмид, кодирующих CRISPR-
нуклеазы и гидовую РНК. В исследовательской практике 
ис пользуются несколько рекомбиназ, например фермент 
системы X-Red или рекомбиназа RecT, которая должна быть 
получена только из родственных для бактерии фагов. 

Следующая стратегия подразумевает использование 
в качестве матрицы для рекомбинации плазмидную ДНК. 
При этом матрица для осуществления рекомбинации содер-

жится либо на той же плазмиде, что и система CRISPR-Cas, 
либо на отдельной плазмиде. Для осуществления рекомби-
нации могут быть использованы как гетерологичные реком-
биназы, так и собственные механизмы рекомбинации бакте-
риальных клеток. К настоящему времени с использовани-
ем плазмидой матрицы без гетерологичной рекомбиназы 
исследователям удалось успешно провести редактирование 
геномов таких микроорганизмов, как Escherichia coli, а также 
родов Bacillus, Clostridium, Lactobacillus, Pseudomonas, 
Streptomyces и Staphylococcus. Использование эндогенного 
механизма для гомологичной рекомбинации упрощает про-
цесс редактирования, так как для этого требуется использо-
вание только одного или двух плазмидных векторов, содер-
жащих матрицу для редактирования и систему CRISPR-Cas. 
Однако этот механизм может отсутствовать или быть недо-
статочно активен у некоторых бактерий, что потребует иден-
тификации рекомбиназ, функционирующих у конкретного 
вида бактерий.

Существует стратегия для редактирования на основе 
CRISPR-Cas, основанная на модификации геномов путем 
негомологичного соединения концов ДНК (NHEJ) – основ-
ного способа репарации двухцепочечных разрывов ДНК, 
вызванных системой CRISPR-Cas. Такой способ может быть 
особенно полезным при введении мутаций, обусловливаю-
щих снижение жизнеспособности клетки. У бактерий NHEJ 
зависит от двух белков – Ku и LigD, действие которых часто 
приводит к неспецифическим мутациям, вставкам или деле-
циям. Следует иметь в виду, что только четверть прокариот, 
по различным оценкам, кодируют белки Кu и гиперэкспрес-
сия генов UgD и Ки может быть цитотоксична для бактерий, 
что приводит к мутациям вне мишени из-за репарации спон-
танных разрывов двухцепочечной ДНК. Оценка этой мето-

*На основе обзорных материалов сотрудников Центра геномных исследований мирового уровня по биологической безопасности 
А.В.Поповой, В.А.Баннова и Д.Ю.Гущина.
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дологии говорит о том, что необходимы дополнительные 
исследования, использующие данную стратегию для полной 
реализации ее потенциала в отношении редактирования 
бактериальных геномов.

Необходимо отметить, что в настоящее время не суще-
ствует преобладающей стратегии по редактированию бакте-
риальных геномов и выбор методологии зависит от непо-
средственно поставленной исследовательской задачи, целе-
вого местоположения мутаций и используемого штамма.

Одной из первых, хорошо охарактеризованных одно-
субъединичных эффекторных нуклеаз с относительно про-
стой последовательностью РАМ (protospacer adjacent motif, 
конститутивная часть мишени ДНК, короткая последова-
тельность из 2–5 нуклеотидов, прилегающая к протоспей-
серу) и стабильной экспрессией в клетках различных орга-
низмов является spCas9. Однако избыточная экспрессия 
spCas9 может быть цитотоксичной для бактериальных кле-
ток, что создает потенциальный барьер для широкого ис-
пользования данной нуклеазы с целью геномного редакти-
рования. 

В настоящее время рассматривается несколько подходов 
для решения проблемы цитотоксичности spCas9. Одним из 
них является использование индуцибельных систем экс-
прессии spCas9, чтобы гарантировать отсутствие мишень-
зависимой гибели клетки в отсутствии индуктора. В случае 
мутации одного из каталитических остатков spCas9 нуклеа-
за становится способной разрезать только одну нить ДНК. 
При использовании Cas9-«никазы» (nCas9) было показано 
эффективное редактирования генома в тех случаях, когда 
использование spCas9 не приводило к необходимому ре-
зультату. Однако на сегодняшний день требуется проведе-
ние дополнительных исследований, чтобы понять механизм 
редактирования генома с помощью nCas9 и исследовать 
возможности по улучшению редактирования с ее использо-
ванием. Одной из альтернатив spCas9 является использо-
вание нуклеазы CRISPR типа V-A Casl2a, которая может 
являть ся удобным инструментом для эффективного геном-
ного редактирования на основе CRISPR-Cas, хотя необходи-
мо проведение дополнительных исследований для более 
полного понимания преимуществ и ограничений использо-
вания данной нуклеазы.

Недавно разработан альтернативный подход для редакти-
рования геномов на основе использования модифицирован-
ных нуклеаз CRISPR-Cas, называемых редакторами основа-

ний. Редакторы оснований, как правило, содержат химеры 
dCas9 или nCas9 и домены цитидин-деаминазы и преоб-
разуют цитидины в урацилы на нецелевой цепи в опреде-
ленном участке рядом с РАМ. Редакторы оснований были 
исполь зованы для редактирования бактериальных геномов 
Е. coli, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae и 
Clostridium beijerinckii с целью внесения точечных мутаций. 
Метод с использованием редакторов оснований достаточно 
прост, поскольку он требует трансформации только одной 
плазмиды, содержащей модифицированную нуклеазу 
CRISPR и rPНK.

Таким образом, для осуществления редактирования гено-
ма бактерий с помощью системы CRISPR-Cas эффектив-
ность трансформации в культивируемом штамме должна 
быть достаточно высокой, чтобы обеспечить доставку как 
компонентов CRISPR-Cas, так и компонентов, необходимых 
для гомологичной рекомбинации. В связи с этим разработка 
более эффективных рекомбиназ, а также регулируемых 
промоторов в интересующем штамме является важной за-
дачей, решение которой будет способствовать повышению 
эффективности геномного редактирования.

Для возбудителей бактериальных инфекций из группы 
особо опасных системы генетического редактирования, по-
зволяющие получать штаммы с новыми, важными для имму-
нопрофилактики свойствами, еще недостаточно хорошо 
разработаны. Это еще предстоит сделать на основе деталь-
ного изучения генетических особенностей возбудителей и 
применимости к ним технологий на основе CRISPR-Cas-
редактирования в различных вариантах. Важной задачей 
в этой сфере является также обеспечение возможности раз-
работки на основе современных генетических подходов, 
описанных выше, новых методологий достоверной элимина-
ции опасных возбудителей из организма человека, пребы-
вающих в активном или дормантном состоянии, что являет-
ся одной из ключевых задач при обеспечении биологической 
безопасности. 

Руководитель Центра геномных исследований  
мирового уровня по обеспечению биологической  
безопасности и технологической независимости,  

Директор ФБУН «Государственный научный центр  
прикладной микробиологии и биотехнологии» 
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Разработка альтернативных способов лечения инфекций, вызванных антибиотикорезистентными бактериями, являет-
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зованию для лечения и профилактики инфекционных заболеваний. Исследование бактериофагов на современном 
научном уровне способствует обнаружению дополнительных средств для борьбы с патогенными бактериями. Одним 
из актуальных направлений исследований является изучение фаговых полисахарид-деполимеризующих ферментов, 
участвующих в стадии адсорбции литических фагов на бактериальных клетках. Изучение механизмов взаимодей-
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Б актериофаги (фаги) представляют собой вирусы, 
инфицирующие бактерии. Фаги являются не только 

самой многочисленной и разнообразной группой вирусов, но 
и одним из наиболее распространенных биологических объ-
ектов на Земле. Фаги убиквитарны в окружающей среде и 
в изобилии обнаруживаются там, где существуют развитые 
бактериальные сообщества. Примерами таких ниш могут 
служить океан, почва, очистные сооружения, горячие источ-
ники и живые организмы [1, 2]. 

Бактериофаги, как и прочие вирусы, являются саморе-
плицирующимися облигатными паразитами. При нахожде-
нии во внеклеточной среде они обычно биохимически инерт-
ны. Эти вирусы представляют собой частицы, содержащие 
нуклеиновую кислоту (ДНК либо РНК), которая кодирует 
информацию, необходимую для их репликации. Вирусные 
геномы являются либо кольцевыми, либо линейными, одно- 
или двухцепочечными. Размер генома фагов варьирует 
от ~3,3 тыс. нуклеотидов (оцРНК фагов Escherichia coli) [3] 
до почти 500 тыс. п.н. (бактериофаг G, инфицирующий 
Bacillus megaterium) [4].

Одной из самых ярких особенностей генома бактериофа-
гов является «мозаичность», обусловленная горизонталь-
ным переносом генов [5]. По сути, каждый фаговый геном 
можно рассматривать как уникальное сочетание модулей, 
которыми фаги могут обмениваться внутри популяции. 
Размер модулей и уровень их конверсии сильно отличается 
среди фагов с различной морфологией, размером и кругом 
хозяев [6]. Число фаговых геномов, доступных для сравни-
тельного анализа, постоянно растет, и степень их мозаич-
ности становится все более очевидной и поразительной. 

Популяция фагов представляет собой обширный резер-
вуар неисследованного генетического разнообразия, по-
скольку до 80% генов, содержащихся в фаговых геномах, 
кодирует гипотетические протеины, функции которых не из-
вестны. Мозаичная структура генома фагов обеспечивает 
высокий уровень их адаптивности и, как следствие, эволю-
ционный успех. В естественных местах обитания фаги и 
бактерии находятся в постоянной «гонке вооружений», вы-
ражающейся в непрерывных циклах коэволюции. Бак те-
риальные клетки обладают множеством различных систем 
защиты от фаговой инфекции [7, 8]. В свою очередь, фаги 
способны противостоять данным механизмам устойчивости 
за счет пластичности генома и высокой скорости воспроиз-
ведения [9, 10].

Каждый фаг специфичен для конкретного бактериально-
го хозяина и может иметь узкий или широкий диапазон хозя-
ев в зависимости от его способности к инфицированию. 
Клетка-хозяин обеспечивает ферментативный аппарат для 
репликации фагов и их размножения [11]. Жизненный цикл 
фага может проходить по двум направлениям: литическому 
и лизогенному. При реализации литического пути фаг вво-
дит нуклеиновую кислоту в клетку и размножается путем 
подчинения ее репликативного аппарата. После этапа сбор-
ки вирусных частиц фаговое потомство разрушает клетку, 
обеспечивая себе выход в окружающую среду. Лизогенный 
путь подразумевает интеграцию и дальнейшую репликацию 
фагового генетического материала в составе бактериально-
го генома. При таком варианте бактериофаг может либо 
неограниченное время находиться в геноме бактерии и пе-

редаваться при делении клетки следующему поколению, 
либо выщепляться из генома и размножаться по литическо-
му пути [12].

Различные сценарии взаимодействия между фагом и 
бактериальной клеткой играют важную роль в биогеохими-
ческих циклах, регуляции структур микробных сообществ и 
управлении микробными популяциями. Например, зараже-
ние бактериальной клетки лизогенным фагом может способ-
ствовать увеличению микробного разнообразия в результа-
те горизонтального переноса генов [13]. Литическая фаго-
вая инфекция приводит к лизису клетки-хозяина и, как 
следствие, обеспечивает контроль популяции клеток [14]. 
Бактериальный дебрис, образующийся в результате лизиса, 
поступает в пищевую сеть и биогеохимические циклы, в ре-
зультате чего происходит рециркуляция питательных ве-
ществ в экосистеме [13].

Хвостатые бактериофаги порядка Caudovirales
Среди всех бактериальных вирусов фаги порядка 

Caudovirales (от лат. cauda – хвост) являются самыми рас-
пространенными [13]. Считается, что хвостатые фаги воз-
никли в раннюю докембрийскую эру и, скорее всего, эволю-
ционировали от общего предка [15]. По различным оцен-
кам, количество отдельных вирионов хвостатых фагов на 
Земле составляет более 1030 [16]. В водных экосистемах, 
где доминируют бактерии, подавляющее большинство ви-
русоподобных частиц напоминает хвостатые фаги [16]. 
По данным Ackermann и Prangishvili (2012), более 90% из 
6200 фагов, исследованных с помощью электронной микро-
скопии, представляют собой фаги порядка Caudovirales [17]. 
В настоящее время каудовирусы являются наиболее изу-
ченными вирусами бактерий. Среди всех секвенированных 
фаговых геномов более 95% представлено геномами хво-
статых фагов. 

Бактериофаги порядка Caudovirales чрезвычайно разно-
образны, но, тем не менее, объединены двумя характерными 
чертами: все они имеют хвостовые отростки и используют 
общий механизм упаковки ДНК в капсид [18]. На основании 
морфологии хвостового отростка представители порядка 
Caudovirales подразделяются на три семейства – Myoviridae 
(длинный сокращающийся хвост), Siphoviridae (длинный не-
сокращающийся хвост) и Podoviridae (короткий несокра-
щающийся хвост). В 2017 г. Подкомитет по вирусам бакте-
рий и архей ICTV анонсировал появление нового семейства 
хвостатых бактериофагов, сформированное на основании 
анализа данных полногеномного секвенирования бактерио-
фагов и названное в честь Ханса-Вольфганга Аккерманна – 
Ackermannviridae [19]. 

Геном бактериофагов порядка Caudovirales представлен 
одной несегментированной линейной молекулой дцДНК, ко-
торая иногда может приобретать кольцевую форму. Геном 
может содержать от 12 до 500 тыс. п. н., кодирующих струк-
турные, регуляторные и ферментативные белки (Brüssow, 
2002). Геном упакован в изометрический икосаэдрический 
капсид, к одной из вершин которого прикреплен хвостовой 
отросток [20]. 

С резким увеличением числа охарактеризованных хво-
статых фагов становится все более очевидным, что порядок 
Caudovirales больше не способен объединять огромное гене-
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тическое разнообразие данной вирусной группы [21] и дол-
жен быть надлежащим образом реорганизован. Проблемы 
таксономии порядка Caudovirales побудили ICTV изучить 
возможность введения дополнительных таксономических 
уровней. Первоначальные идеи и планы были представлены 
на конференции Европейской организации молекулярной 
биологии (European Molecular Biology Organization, EMBO) 
2016 г. «Вирусы микробов IV» (Ливерпуль, Великобритания). 
В настоящее время Подкомитет по бактериальным и архей-
ным вирусам изучает согласованность порядка Caudovirales 
на примере группы разнообразных фагов, которые клас-
сифицированы как представители подсемейства Spouna-
virinae [22].

Взаимодействие литического бактериофага и бактери-
альной клетки является многостадийным процессом: снача-
ла происходит адсорбция бактериофага на поверхности 
бактериальной клетки, затем введение нуклеиновой кисло-
ты фага в клетку, внутриклеточный синтез компонентов 
фага и его сборка и, наконец, лизис бактериальной клетки 
с высвобождением новых фаговых частиц. 

Хвостовые отростки являются высокоспецифичными си-
стемами для распознавания клетки-хозяина и используются 
фагами для прикрепления к поверхности бактерии. Струк-
турный состав хвостового отростка может варьировать 
от единичного хвостового шипа до более сложного комплек-
са, включающего базальную пластинку с дополнительными 
элементами в виде хвостовых волокон (tail-fiber) и хвостовых 
шипов (tail-spike) [20]. Гены, кодирующие структурные эле-
менты хвостового отростка, являются наиболее вариабель-
ной частью фагового генома [6]. Хвостовые белки фагов 
разнообразны и способны распознавать почти каждый ком-
понент поверхности клетки хозяина, включая белки, полиса-
хариды (ПС) и липополисахариды (ЛПС) [23].

Процесс адсорбции бактериофага на поверхности бакте-
риальной клетки включает два этапа: обратимое и необрати-
мое связывание. Следует уточнить, что молекулярные меха-
низмы обоих этапов могут существенно различаться для 
различных систем «фаг–бактериальная клетка», а также 
варьировать среди представителей различных таксономиче-
ских групп фагов и их бактериальных хозяев. Способность 
бактериофага инфицировать ограниченный круг хозяев про-
диктована спецификой адсорбционного процесса, завися-
щего от природы и структурных особенностей рецепторов на 
поверхности бактериальной клетки. Важную роль играет 
локализация, количество и плотность рецепторов на различ-
ных участках клеточной поверхности. Природа рецепторов 
различна для разных представителей таксономических 
групп бактерий и в основном определяется составом клеточ-
ной стенки и поверхностными структурами [24].

Как известно, структуры клеточной стенки грамотрица-
тельных и грамположительных бактерий значительно отли-
чаются. Два основных отличия: высокая проницаемость за 
счет большого количества интегральных белков, формирую-
щих каналы (более 20 тыс. на клетку) [25], и наличие внеш-
него липополисахаридного слоя. Белки, локализованные на 
мембране бактериальной клетки, а также различные участ-
ки ЛПС могут служить в качестве рецепторов для бактерио-
фагов. В большинстве случаев фаги требуют наличия двух 
типов рецепторов [24]. Некоторые бактерии экранируют ре-

цепторы за счет синтеза углеводных барьеров, прилегаю-
щих к клетке – капсульных полисахаридов (КПС) или слизи-
стых экстраклеточных полисахаридов (ЭПС) [26]. КПС и 
ЭПС отличаются огромным разнообразием в своем составе 
не только среди бактерий одного рода, но и внутри вида. 
Кроме того, их состав может варьировать в зависимости от 
условий культивирования бактерий [27]. Капсула обычно 
играет роль первичного рецептора на начальном этапе при-
соединения бактериофага (стадия обратимой адсорбции), 
в то время как белки и ЛПС чаще всего обеспечивают необ-
ратимую адсорбцию бактериофага [27].

Для преодоления углеводного барьера бактерий фаги ис-
пользуют полисахарид-деградирующие ферменты, которые 
распознают, связывают и расщепляют полисахаридные сое-
динения, обеспечивая доступ к первоначально недоступно-
му рецептору клеточной поверхности бактерий [27]. Визу-
ально это проявляется как особенность морфологии нега-
тивных колоний (НК) бактериофагов, лизирующих инкапсу-
лированные штаммы бактерий, – вокруг НК образуется 
ореол (halo), увеличивающийся в диаметре при инкубации, 
в то время как размер НК остается постоянным. Этот мор-
фологический признак, формирующийся за счет действия 
фаговых ПС-деполимераз, впервые был описан V.Sertic 
в 1929 г. [28]. S.Humphries (1948) первым выделил подоб-
ный фермент при работе с клебсиеллезным бактериофагом 
МА8 [29].

Фаговые полисахарид-деполимеразы
В результате тесной коэволюции бактериофагов и их 

бактерий-хозяев сформировалось большое разнообразие 
полисахаридных компонентов клеточных стенок бактерий. 
Это подразумевает наличие у фагов такого же разнообра-
зия структурных элементов, обеспечивающих первичное 
взаимодействие с бактериальной клеткой. Именно в генах 
фагов, кодирующих рецептор-связывающие белки (в т.ч. 
ПС-деполимеразы), наблюдается наивысший уровень раз-
нообразия и мозаичности, что отражает влияние интенсив-
ного вертикального и горизонтального переноса генов на 
эволюцию этих структур [30]. 

Несмотря на большое разнообразие ферментативной 
специфичности, ПС-деполимеразы имеют общие структур-
ные особенности. Они являются фибриллярными белками 
с параллельной β-складчатой топологией [31] и, как прави-
ло, образуют удлиненные гомотримеры, по форме напо-
минающие шип. Такая конфигурация позволяет расширить 
активный сайт для распознавания и связывания рецепторов, 
скрытых в поверхностных полисахаридах. Однако существу-
ют исключения – эндосиалидаза, кодируемая сифофагом 
E. coli 63D, является гомотетрамером [32].

Сложная β-складчатая структура определяет специфич-
ность и стабильность ПС-деполимераз. Высокий уровень 
стабильности соответствует жестким внешним условиям, 
которые эти белки должны выдерживать в различных сре-
дах, чтобы противостоять денатурирующим агентам [33, 34]. 

Общая архитектура ПС-деполимераз чаще всего включа-
ет три домена: N-концевой, центральный и С-концевой. 
Небольшой N-концевой домен обеспечивает присоединение 
ПС-деполимеразы к хвостовым структурам бактериофага. 
Рядом исследований показано, что N-концевой домен не 
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требуется для правильной сборки и ферментативной актив-
ности ПС-деполимеразы [35]. Крупный центральный домен 
является ключевым для распознавания бактериальной клет-
ки, а также обладает ферментативной активностью. С-кон-
цевой домен ответственен за тримеризацию белка и в основ-
ном работает как внутримолекулярный шаперон. Многие 
исследователи считают, что С-концевой домен ответственен 
также за распознавание клеточного рецептора [31, 34]. 
N-концевой, а также C-концевой домены ПС-деполимераз 
консервативны среди фагов, принадлежащих к одной таксо-
номической группе, в то время как специфичный для клетки-
хозяина центральный домен является вариабельным, обе-
спечивая тем самым изменение диапазона хозяев или 
адаптацию к новой среде [36]. 

Подавляющее большинство фаговых ПС-деполимераз 
входит в состав структурных компонентов фаговой части-
цы – в основном это белки хвостового аппарата [37], реже – 
белки волокнистых структур коннектора, соединяющего 
хвостовой отросток и капсид [38]. Связанные с вирионами 
ПС-деполимеразы необходимы на этапе первичного взаимо-
действия фагов с бактериальными клетками, окруженными 
КПС и/или ЭПС.

По механизму ферментативного действия фаговые ПС-
деполимеразы разделяются на два основных класса – 
гидро лазы (КФ3) и лиазы (КФ4). Оба класса ферментов 
расщепляют полисахариды на растворимые олигосахариды, 
что приводит к разрушению углеводного барьера бактери-
альной клетки. Большинство гидролаз принадлежит к группе 
О-гликозил-гидролаз, которые используют молекулу воды 
для расщепления О-гликозидных связей в молекулах поли-
сахаридов. Эта группа объединяет сиалидазы (нейрамини-
дазы) [39], рамнозидазы [40], леваназы, ксиланазы и дек-
страназы [37]. ПС-деполимеразы, принадлежащие к классу 
лиаз, расщепляют гликозидную связь по механизму β-эли-
минации с сопутствующим образованием двойной связи 
без использования молекулы воды. Эта группа объединяет 
гиалуронидазы [41], пектат/пектин-лиазы [33], альгинат-
лиазы [42] и специфическую K5-лиазу [43]. 

 Использование бактериофагов и фаговых  
ферментов для контроля бактериальных инфекций
Благодаря энтузиазму Феликса Д’Эрелля бактериофаги 

практически сразу после обнаружения стали использовать-
ся в терапевтических целях. В первых опытах, проведенных 
Д’Эреллем на себе, бактериофаги показали себя как весьма 
перспективное средство для борьбы с инфекционными забо-
леваниями. Первая фаготерапия людей была предпринята 
Д’Эреллем в 1919 г. [44], а первый отчет о клиническом при-
менении бактериофагов был опубликован в 1921 г. [45]. 
Несмотря на многообещающие успехи первых испытаний 
бактериофагов, плохой контроль исследований и противо-
речивые результаты породили в научном сообществе раз-
ногласия относительно эффективности фаготерапии в от-
ношении бактериальных инфекций [46]. Исследования 
прово дились по схемам, не соответствующим принятым на 
сегодня протоколам клинических испытаний, а также не были 
должным образом документированы и описаны в научной 
литературе. С появлением антибиотиков интерес к фагам на 
Западе был утрачен [47], исследования по фаготерапии, 

проводимые западными специалистами, были приостанов-
лены. Тем не менее в Советском союзе и некоторых странах 
Восточной Европы исследования по фаготерапии не прекра-
щались [48–51].

Антибиотики, безусловно, способствовали значительному 
успеху в лечении инфекционных заболеваний и улучшении 
здоровья человека, но к концу XX века «золотая эра» откры-
тия новых антибактериальных веществ закончилась, и со-
временные исследователи сосредоточились на модифика-
ции существующих препаратов [52]. Появление множествен-
но устойчивых бактерий сделало большинство антимикроб-
ных препаратов малоэффективными. Возникшая ситуация 
усугубляется в связи с бесконтрольным потреблением анти-
биотиков, особенно в странах БРИКС (Бразилия, Россия, 
Индия, Китай, ЮАР) [53]. Эти проблемы способствовали воз-
рождению интереса к изучению бактериофагов и возмож-
ности их использования в качестве антибактериальных пре-
паратов [54]. В многочисленных исследованиях было под-
тверждено, что бактериофаги обладают противомикробным 
потенциалом в отношении множественно устойчивых бакте-
рий как in vitro [55, 56], так и in vivo [57, 58]. 

В контексте оценки положительных и отрицательных сто-
рон применения бактериофагов в терапии инфекционных 
заболеваний самым противоречивым свойством фагов яв-
ляется высокая степень специфичности к определенным 
видам или штаммам бактерий. С одной стороны, это свой-
ство обеспечивает положительный эффект фаготерапии – 
бактериофаги, в отличие от антибиотиков, меньше воздей-
ствуют на нормофлору [59]. С другой стороны, оно же явля-
ется лимитирующим фактором – один тип фага не может 
инфицировать все штаммы бактерий в пределах вида. 
Поэтому для элиминации широкого спектра бактерий требу-
ются «коктейли» из нескольких типов фагов. Одним из оче-
видных минусов фаготерапии является единовременный 
массивный лизис бактерий и высвобождение их компонен-
тов, что может привести к нежелательным иммунным реак-
циям [60]. Не стоит также забывать о том, что бактерии по-
стоянно вырабатывают механизмы резистентности к инфи-
цированию фагами [7, 8] – преодоление этого ограничения 
возможно благодаря целенаправленной генетической моди-
фикации бактериофагов [61]. Постоянный рост баз данных 
нуклеотидных последовательностей фаговых геномов, ис-
следования структурных особенностей фагов, а также взаи-
модействия фагов и бактерий способствуют созданию моди-
фицированных фагов и их компонентов [4, 40]. Следует 
упомянуть, что такие свойства бактериофагов, как самовос-
производимость, относительная легкость и быстрота про-
цесса их производства являются несомненными преимуще-
ствами по сравнению с антибактериальными химиопрепара-
тами [59]. Однако ввиду высокого разнообразия структуры, 
жизненного цикла и способа организации генома фагов се-
рьезной проблемой представляется получение одобрения 
регуляторных органов для применения препаратов бактери-
офагов в клинической практике [59, 62].

Тем не менее медицинские продукты на основе фагов по-
степенно получают все большее признание. В рамках про-
екта «PhagoBurn» семь медицинских центров Франции, 
Бельгии и Швейцарии проводят клинические испытания, 
призванные оценить эффективность местного применения 
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специализированного коктейля бактериофагов для профи-
лактики и терапии инфекций, вызванных E. coli и Pseudo-
monas aeruginosa у пациентов с ожогами. При применении 
данного коктейля не было выявлено никаких побочных 
эффек тов или осложнений [63]. Также не было обнаружено 
побочных эффектов приема фага T4 в исследовании по 
оценке безопасности фаговой терапии, описанном Bruttin и 
Brüssow (2005), в котором 15 здоровых волонтеров принима-
ли фаг перорально [64]. Об испытаниях собственных ориги-
нальных коктейлей фагов для лечения широкого спектра 
заболеваний сообщает ряд американских фирм (Intralytix, 
Enbiotix, AmpliPhi) [65, 66].

Самое масштабное на сегодня производство бактерио-
фагов для применения в медицине располагается в Рос-
сийской Федерации. Широкий спектр фаговых препаратов 
выпускает АО «НПО Микроген» (http://www.bacteriofag.ru/). 
Терапевтические бактериофаги производятся также в Меж-
дународном центре фаготерапии им. Г.Элиавы (Тбилиси, 
Грузия), где расположено не только промышленное произ-
водство, но и клиника с обширной коллекцией бактериофа-
гов (http://www.eliava-institute.org/). В рамках программы 
медицинского туризма с этим центром сотрудничают кли-
ники стран Европы и США. В Центре фаготерапии при 
Институте иммунологии и экспериментальной терапии 
Польской академии наук препараты бактериофагов разра-
батываются для экспериментального клинического приме-
нения (https://www.iitd.pan.wroc.pl/en/OTF/). Например, ис-
следования по использованию бактериофагов против бак-
терий рода Klebsiella в Польше показали, что фаготерапия 
может быть успешно применена при лечении септических 
[67] и кожных инфекций [68], а также цереброспинального 
менингита [69], этиологическим агентом которых являлась 
K. pneumoniae.

Достижения в области молекулярной биологии, лучшее 
понимание биологии и генетики бактериофагов позволило 
раскрыть их потенциал не только при лечении инфекцион-
ных заболеваний человека, но и в других областях клиниче-
ской и эпидемиологической деятельности. Бактериофаги 
используются для детекции и типирования бактерий [70], 
дезинфекции медицинских изделий, контроля инфекций жи-
вотных и растений [71], обеззараживания пищевых продук-
тов [72]. Разработаны несколько препаратов на основе при-
родных фагов, одобренных для обеззараживания пищевых 
продуктов, – это такие препараты, как ListShield, EcoShield и 
SalmoFresh (компания Intralytix, США), созданные для кон-
троля соответствующих патогенных бактерий – Listeria 
monocytogenes, E. coli O157:H7 и Salmonella enterica в про-
дуктах питания или на объектах пищевой промышленности 
(http://www.intralytix.com/index.php?page=prod). Препарат 
AgriPhage от компании OmniLytics (США) выявляет наличие 
Xanthomonas campestris и Pseudomonas syringae на овощах 
(http://www.omnilytics.com/). Препарат Listex P100 от компа-
нии Micreos (Нидерланды) снижает обсемененность пище-
вых продуктов листериями [73].

Относительно недавно в качестве самостоятельных анти-
микробных препаратов предложены различные фаговые 
ферменты [74, 75]. Например, фаговые эндолизины – фер-
менты, необходимые для расщепления клеточной стенки 
бактерий. Эндолизины успешно прошли испытания на раз-

личных моделях животных, показав ряд преимуществ по 
сравнению с антибиотиками при лечении эксперименталь-
ных инфекций, вызываемых грамположительными бактери-
ями, устойчивыми к антимикробным препаратам [74]. 

Другая перспективная группа фаговых ферментов – ПС-
деполимеразы с их уникальной способностью специфиче-
ски распознавать и расщеплять КПС и ЭПС бактерий. 
Боль шинство этих белков, в отличие от фаговых эндолизи-
нов, не обладают бактерицидной активностью, но, тем не 
менее, рассматриваются как потенциальное средство для 
снижения вирулентных свойств бактерий [33]. Потеря или 
нарушение поверхностных структур, используемых многи-
ми патогенами для повышения степени вирулентности, ко-
лонизации и формирования биопленки, делает бактерии 
менее вирулентными и/или чувствительными к антими-
кробным препаратам и к факторам защиты организма-
хозяина (фагоцитоз или действие системы комплемента) 
[75, 76]. Терапевтическая эффективность рекомбинантных 
ПС-деполимераз, которые только модифицируют фенотип 
бактериальных клеток, не влияя на их жизнеспособность и 
скорость роста, была подтверждена на лабораторных мо-
делях in vivo [33, 75, 76].

Интенсивные исследования, проводимые в настоящее 
время различными группами, сосредоточены на перспекти-
вах применения ПС-деполимераз, выделяемых бактерио-
фагами Klebsiella [77–79]. Hsu et al. (2013) сообщают об 
идентификации KN2-специфического фага и его ПС-депо-
лимеразы, которая может быть использована для лечения 
инфекций K. pneumoniae, а также для капсульного типиро-
вания [39]. В исследовании Lin et al. (2014) был выделен и 
охаракте ризован бактериофаг NTUH-K2044-K1-1, специфи-
чески лизи рующий штаммы K. pneumoniae капсульного 
типа K1, а также клонирован ген, кодирующий ПС-депо-
лимеразу. Авторы продемонстрировали возможность ис-
пользования фага и рекомбинантной ПС-деполимеразы 
для диагностики и лечения инфекций, вызванных K. pneu-
moniae K1-типа [80]. Majkowska-Skrobek et al. (2016) иденти-
фицировали и охарактеризовали ПС-деполимеразу бакте-
риофага KP36. Они обна ружили, что ПС-деполимераза 
эффективна против нативной капсулы клинических штам-
мов K. pneumoniae K63-типа и снижает уровень смертности 
личинок Galleria mello nella, инфицированных K. pneumoniae. 
Исследователи идентифицируют данную ПС-деполимеразу 
как подходящее средство для разработки новых методов 
лечения инфекций, вызванных K. pneumoniae [33]. Hsieh et 
al. (2017) сообщают о выде лении фаговых ПС-деполимераз, 
специфичных для капсульных типов K30/K69, K8 или K5 и 
о перспективе исполь зования их для типирования и лече-
ния инфекции K. pneumoniae [81]. Также сравнительно не-
давно Pan et al. (2017) описали бактериофаг ФK64–1, спо-
собный размножаться на широком спектре штаммов 
Klebsiella – представителях 10 капсульных типов и обла-
дающих 11 типами ПС-деполимераз. Каждая из ПС-депо-
лимераз имеет активность, специфичную для полисахари-
дов капсульных типов K1, K11, K21, K25, K30/K69, K35, K64, 
KN4 или KN5 [82].

Зарубежными исследователями показано, что применение 
сочетаний «бактериофаг, обладающий ПС-деполи ме раз ной 
активностью / антибиотик» или «рекомбинантная фаго вая 



Е.В.Комисарова и др. / Бактериология, 2019, т. 4, №4, с. 7–14

12

ПС-деполимераза / антибиотик» эффективно подавляет 
клебсиеллезные инфекции [78, 79, 83]. Рекомбинантные ПС-
деполимеразы также можно использовать в диагностиче-
ских целях. Hsu et al. (2013) и Lin et al. (2014) высказывают 
предположение о том, что высокая специфичность ПС-депо-
лимераз позволит сделать капсульное типирование штам-
мов K. pneumoniae более эффективным по сравнению с фа-
готипированием [39, 80].

Заключение
В качестве альтернативы антибактериальным препара-

там все чаще предлагаются бактериофаги – вирусы, инфи-
цирующие бактерии. Бактериофаги имеют ряд преимуществ 
по сравнению с антибиотиками (например, узконаправлен-
ное действие), однако не лишены и недостатков. Несмотря 
на неоднозначный опыт прошлых лет, современные техноло-
гии позволяют эффективно реорганизовать классическую 
фаготерапию. Мы можем быстрее и эффективнее подби-
рать бактериофаги, можем характеризовать их с точки зре-
ния генома – это дает возможность избежать таких нежела-
тельных компонентов фагового генома, как гены вирулент-
ности или резистентности, а также гены, кодирующие обра-
зование токсинов.

Использование современных технологий позволяет более 
подробно исследовать возможности фаготерапии. Изучение 
тонкой структуры бактериофагов, механизмов их взаимо-
действия с бактериальной клеткой может открыть новые 
возможности в поиске альтернативных противомикробных 
агентов. Одно из наиболее актуальных направлений – изу-
чение ферментов, используемых фагами в процессе адсорб-
ции на поверхности бактериальной клетки. ПС-деполимеразы 
необходимы бактериофагу для разрушения полисахарид-
ного слоя, экранирующего рецепторы клеточной стенки 
бактерий, и последующего взаимодействия с бактериаль-
ной клеткой. Бактериофаги, обладающие ПС-деполи ме ра-
зами, – идеальные кандидаты для борьбы с капсулообразу-
ющими бактериями. Эти ферменты эффективно расщепля-
ют полисахаридный слой бактерий, существенно снижая их 
устойчивость к действию защитных сил иммунной системы 
макроорганизма. 

Исследования фаговых ПС-деполимераз показывают, что 
они могут применяться в комбинации с противомикробными 
препаратами против резистентных патогенов, особенно тех, 
которые входят в состав биопленок. Помимо борьбы с бак-
териальными инфекциями, ПС-деполимеразы могут быть 
использованы в качестве альтернативы антисыворотке для 
типирования бактериальных штаммов и обнаружения поли-
сахаридов в иммуногистологических исследованиях. Высо-
кая специфичность ПС-деполимераз позволяет высказы-
вать предположение о том, что капсульное типирование на 
основе этих ферментов может быть более эффективным, 
чем фаготипирование.
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В статье рассматривается вопрос об использовании передаточных устройств для передачи патогенных биологических 
агентов и материалов, содержащих или подозрительных на содержание микроорганизмов, в помещениях микробио-
логических лабораторий различных уровней защиты и за их пределы. Проанализированы различные типы передаточ-
ных устройств, используемых в лабораториях. Сделаны выводы о преимуществах отдельных видов передаточных 
устройств для соблюдения требований биологической безопасности в бактериологических лабораториях. 
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The article addresses the issue of the use of transferring devices for the transfer of pathogenic biological agents and 
materials containing or suspicious of the content of microorganisms in the microbiological laboratories of various levels of 
protection and beyond. Various types of transferring devices used in laboratories are analyzed. Conclusions are drawn about 
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И нфекционные заболевания продолжают представлять 
угрозу для здоровья человека. Поэтому, несмотря на 

быстрый прогресс в развитии медико-биологических науч-
ных подходов, совершенствование инженерно-технического 
обеспечения работ с микроорганизмами, проблема борьбы 
с внутрилабораторными заражениями персонала лаборато-

рии продолжает оставаться актуальной [1, 2]. Появление 
«новых», «эмерджентных» и возвращение «старых» инфек-
ционных заболеваний заставляет интенсивно продолжать их 
изучение для поиска и разработки средств лечения и про-
филактики, в целях развития медицинской микробиологии, 
бактериологии и биотехнологии [3, 4]. 
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Соблюдение требований биологической безопасности 
при проведении работ с микроорганизмами определяет ме-
роприятия по снижению риска в области охраны здоровья 
персонала микробиологических лабораторий и обеспечению 
защиты окружающей среды. Этот вопрос продолжает оста-
ваться актуальным в связи с тем, что количество лаборато-
рий различных уровней защиты, где проводят работы с па-
тогенными биологическими агентами (ПБА), увеличивается, 
объемы и сложность работ в них возрастают. 

Устройство и оборудование бактериологических лабо-
раторий должны обеспечивать максимально возможную 
защи ту персонала от ПБА, снижение риска попадания ПБА 
в окружающую среду. Необходимые уровни биологической 
безопасности лабораторий от первого до четвертого обес-
печиваются инженерными защитными системами биологи-
ческой безопасности [5–8]. Помещения бактериологических 
лабораторий с одинаковыми уровнями биологической опас-
ности выделяют в отдельные самостоятельные блоки, соз-
давая контур герметизации, разделяя их между собой и от-
деляя их от внешней среды барьерными инженерными си-
стемами биологической безопасности, создавая так назы-
ваемые передаточные модули [9, 10]. 

Передаточные модули – это элементы изолирующего кон-
тура ограждающих строительных конструкций лаборатории, 
предназначенные для прерывания перемещения контамини-
рованных материальных и воздушных потоков из помеще-
ний разных уровней защиты и обеззараживания их различ-
ными химическими и физическими методами. При этом 
технология и режимы обеззараживания зависят от физиче-
ского состояния материального потока, что позволяет наи-
более эффективно проводить обеззараживание материа-
лов, содержащих ПБА, и контаминированных предметов, 
а также входящего и удаляемого воздуха.

Для обеспечения направленности и ограничения движе-
ния материальных и воздушных потоков (твердые отходы, 
биологический материал и другие предметы, потенциаль-
но зараженные ПБА) из помещений лабораторий различ-
ных уровней риска и защиты устанавливают границы зон. 
На границах зон размещают специальные устройства, обес-
печивающие контур герметизации, проводят процессы диф-
ференцированной обработки воздушных вентиляционных 
и тех нологических выбросов, обеззараживание твердых и 
жидких отходов [9, 11]. 

Требования биологической безопасности в бактериологи-
ческих лабораториях различного уровня защиты обеспечи-
вают инженерные системы биологической безопасности 
(санитарные пропускники, шлюзы, камеры и т.п.) [7, 8, 10]. 
Эти системы разделены и работают самостоятельно, сме-
шивание процессов не допускается. Устройства предназна-
чены для контролируемого перемещения персонала лабора-
тории, разделения материальных потоков и перемещения 
различных предметов, материалов, воздуха внутри и за 
пределы лаборатории. 

Целью работы являлся анализ биобезопасности и оцен-
ка типов существующих барьерных передаточных устройств, 
используемых для перемещения материалов с ПБА в самой 
лаборатории и за ее пределы.

К передаточным устройствам относятся воздушные 
шлюзы, проходные автоклавы, передаточные ванны или 

парогазовые камеры. Выбор шлюзового устройства опре-
деляется требованиями биологической безопасности, 
предъявляемыми к передаче материальных потоков, пере-
мещаемых между помещениями, конкретно для каждой из 
лабораторий. 

Самым распространенным способом передачи материа-
лов между зонами в бактериологической лаборатории («за-
разная» – «чистая», «заразная» – «заразная», «чистая» – 
«заразная») является шлюзование. Принцип шлюзования 
заключается в перемещении материалов и имущества через 
воздушную среду устройства шлюза с поочередным откры-
ванием и закрыванием дверей с проведением дезинфекции 
наружных поверхности передаваемого имущества и воздуха 
рабочей камеры шлюза. При этом одна из дверей шлюза 
остается постоянно закрытой. Этим достигается герметиза-
ция контура лаборатории, защита от возможного попадания 
воздуха из «заразного» или «чистого» помещения. Способ 
шлюзования служит основой снижения риска и обеспечения 
требований биологической безопасности для перемещения 
материалов между помещениями различной зональности, 
как в лаборатории, так и за ее пределы. 

Шлюз воздушный передаточный представляет собой наи-
более простую инженерную конструкцию, позволяющую пе-
редавать имущество из одного помещения в другое неза-
висимо от зональности. Конструкцию изготавливают из не-
ржавеющей стали или из иного негорючего материала, 
устойчивого к воздействию дезинфицирующих (моечных) 
растворов и ультрафиолетовому облучению. Дверцы снаб-
жают резиновыми прокладками для обеспечения герметич-
ности камеры шлюза с дополнительным усилием на запор-
ную арматуру (ручки) при передаче и во время проведения 
цикла обеззараживания. Шлюз оборудован устройством 
для распыления дезинфицирующего раствора отдельно или 
в совокупности с ультрафиолетовым облучением. Пульт 
управления монтируют на «чистой» стороне помещения ла-
боратории для открывания дверей, включения ультрафиоле-
товых ламп или подачи дезраствора. Имеется таймер для 
контроля времени обеззараживания, контроллер подачи 
дезраствора в камеру шлюза, ручки управления запорами 
дверей. Возможно установление манометра на внешней 
стороне корпуса шлюза для контроля давления внутри кон-
струкции. Рядом размещают переговорное устройство для 
переговоров аппаратчиков о проведении процесса между 
зонами.

В некоторых случаях при передаче материалов внутри 
«заразной» зоны лаборатории одного уровня защиты, на-
пример, из блока для содержания инфицированных живот-
ных в помещение для их вскрытия, расположенных в одних 
условиях поддержания уровня разрежения, направленности 
воздушных потоков и кратности воздухообмена, возможна 
установка передаточного окна. Окно изготавливают из того 
же материала, что и шлюз, но с одной дверцей, которая 
должна открываться в сторону помещения с меньшим уров-
нем риска. Передаваемое имущество, уложенное в контей-
нер или бикс, при подготовке к передаче обеззараживают 
протиранием дезраствором и затем передают из одного по-
мещения в другое. В этом случае у окна необходимо устано-
вить небольшие столики или тумбочки с одной и другой 
стороны. 
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При получении материала, поступающего с «чистой» сто-
роны лаборатории, для проведения диагностических иссле-
дований на наличие ПБА I–II групп устанавливают только 
передаточные шлюзы. Передаточные шлюзы также необхо-
димо устанавливать для передачи имущества из лаборато-
рии с более низким уровнем защиты в лабораторию с более 
высоким уровнем, а также когда из лаборатории с более 
высо ким уровнем защиты материал передают в лаборато-
рию с более низким уровнем защиты или в «чистую» зону 
лаборатории. 

Передачу исследуемых материалов при ПЦР из рабочей 
зоны 1 и проб при смежном расположении помещений рабо-
чих зон 1, 2, 3 желательно осуществлять через шлюзовые 
передаточные окна, а в рабочие зоны 4–1 и 4–2 достаточно 
передаточного окна [12].

Для передачи на уничтожение материалов, содержащих 
ПБА I–IV групп, используют паровой стерилизатор (авто-
клав) проходного типа, который устанавливают на границе 
зон. Эти устройства служат для термического обеззаражи-
вания острым паром помещенных внутрь контейнеров пере-
даваемых материалов, содержащих ПБА, и наружных по-
верхностей контейнеров. Автоклавы проходного типа рабо-
тают по принципу шлюзования и оснащены автоматикой, 
предотвращающей возможность открывания обеих дверей 
одновременно. Контроль режима работы автоклавов осу-
ществляют по световой сигнализации и приборам контроля. 
Давление и температуру, т.е. эффективность обеззаражива-
ния, в аппаратах контролируют бактериологическим мето-
дом и химическими тестами. Бактериологический метод 
основан на обеззараживании спор тест-культуры B. stearo-
termophilus ВКМ В-718 [7, 8]. Данный способ обеспечивает 
обеззараживание и наружных поверхностей и внутреннего 
содержимого контейнеров

Кроме автоклавов, лаборатории могут быть оборудова-
ны паровоздушными камерами, газовыми (пароформали-
новыми) передаточными камерами и так называемыми 
«камерами проныривания» [11], которые используют для 
наружного обеззараживания поверхностей передаваемых 
объектов. В «камерах проныривания», или передаточных 
ваннах проходного типа, которые служат для передачи иму-
щества между помещениями одной зональности или раз-
ных зональностей, проводят обеззараживание поверхно-
стей контейнеров в жидких дезинфицирующих средствах. 
Они представляют собой достаточно глубокую емкость, 
которую заполняют дезинфицирующим раствором, к кото-
рому чувствительны микроорганизмы [11]. В дезинфици-
рующий раствор, залитый в ванну, опускают на глубину не 
менее 10 см вертикальную перегородку, которая разделяет 
воздушное пространство смежных помещений одной зоны 
или различных зон. Объекты опускают в ванну с жидкостью 
с одной стороны и извлекают с другой. При прохождении 
под перегородкой емкости объекты полностью погружают-
ся в дезинфицирующий раствор и выдерживаются в «каме-
ре проныривания» требуемое время при оптимальной тем-
пературе. При этом необходимо постоянно контролировать 
концентрацию применяемого дезинфектанта, его эффек-
тивность и его своевременную замену при работе с други-
ми видами ПБА. Режимы обеззараживания и концентрация 
препарата выбираются в соответствии с требованиями нор-

мативных документов. Передаточные ванны проходного 
типа используют для передачи предметов через среду жид-
ких дезинфицирующих средств, обладающих широким 
спектром антимикробного действия и вызывающих гибель 
всех видов и форм микроорганизмов на поверхности объ-
ектов. В настоящее время они не находят широкого при-
менения. Данный вид передаточного устройства имеет ряд 
существенных недостатков, так как отсутствует возмож-
ность контроля эффективности процесса деконтаминации, 
необходимо специальное оборудованное помещение с 
мощной приточно-вытяжной системой вентиляции, выпол-
ненной из антикоррозийных материалов. Слив большого 
количества дезинфектанта также требует контроля эколо-
гически щадящих режимов. 

Еще одной из конструкций биологической безопасности, 
устанавливаемых на границе зон, являются «камеры газо-
вые передаточные» проходного типа, или пароформалино-
вые камеры. Камера представляет собой шлюз из металла 
большого объема (около 2,0 м3). Ее устанавливают на грани-
це «заразной» и «чистой» зон. Управление процессом осу-
ществляют с «чистой» стороны лаборатории. Для подачи 
пара и других парообразных продуктов для обеззаражива-
ния камеру «обвязывают» системой трубопроводов. Обра-
зовавшийся после процесса в камере конденсат пара само-
теком попадает в систему обеззараживания стоков лабора-
тории, где их деконтаминируют термическим способом. 

Камеры в основном предназначены для проведения про-
цесса обеззараживания рабочей и защитной одежды персо-
нала лаборатории. Одежду размещают в камере, развеши-
вая на специальных плечиках, загружая ее со стороны «за-
разной» зоны, затем обеззараживают паром при температу-
ре плюс 100 ± 2°С в течение 2 ч. Возможно обеззараживание 
химическим способом (формалином) с последующей дезак-
тивацией аммиаком и стиркой в прачечной [7, 8]. Контроль 
работы камер осуществляют по приборам давления и темпе-
ратуры, а эффективность обеззараживания контролируют 
бактериологическими тест-объектами, размещая их во вну-
треннем объеме. 

Работу всех передаточных устройств постоянно контроли-
руют для оценки эффективности обеззараживания переда-
ваемого имущества, повышения уровня биологической без-
опасности и снижения уровня риска для персонала лабора-
тории.
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Измененные в лаборатории комары против распространения лихорадки Денге

Австралийские ученые выпустили комаров, несущих бактерии, которые предот-
вращают передачу вируса денге. Стратегия привела к снижению передачи Денге 
на 76% в Индонезии, где часто бывают вспышки Денге. Подобные сокращения 
были замечены в городской местности около Рио-де-Жанейро и вокруг Нячанга, 
Вьетнам. Выпуск комаров-переносчиков вольбахии в Крайнем Северном 
Квинсленде, Австралия, начавшийся восемь лет назад, привел к снижению забо-
леваемости Денге на 96%. Исследование считается предварительным, пока не 
будет опубликовано в рецензируемом журнале. 

Инфицированные вольбахией комары создаются в лаборатории путем введе-
ния бактерий в их яйца. Исследователи утверждают, что бактерии также подавля-
ют чикунгунью и зика.

Полевые испытания в Вольбахии продолжаются и, учитывая многообещающие результаты, распространяются на Колум бию, 
Шри-Ланку, Индию и островные государства Западной части Тихого океана.

https://www.webmd.com/a-to-z-guides/news/20191122/bacteria-could-be- 
weapon-against-mosquito-borne-dengue?src=RSS_PUBLIC
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Ренатурация рекомбинантных белков
Т.В.Фёдоров, Т.В.Решетняк, Е.А.Панферцев, С.Ф.Бикетов

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

Основной проблемой получения рекомбинантных белков является восстановление их нативного состояния на конеч-
ном этапе биотехнологической цепи выделения целевого продукта. В работе рассматриваются общие принципы фор-
мирования активной структуры молекулы белка, обобщены методы ренатурации белков и факторы, влияющие на 
эффективность рефолдинга. 
Ключевые слова: ренатурация, рефолдинг, рекомбинантные белки
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Renaturation of recombinant proteins

T.V.Fedorov, T.V.Reshetnyak, E.A.Panfertsev, S.F.Biketov

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

The main problem of obtaining recombinant proteins is the recovery of their native state at the final stage of the biotechnological 
chain of isolation of the target product. The paper discusses the general principles of the formation of the active structure 
of a protein molecule, summarizes methods for protein renaturation and factors affecting the effectiveness of refolding.
Keywords: renaturation, refolding, recombinant proteins
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М етод экспрессии клонированных генов в бактериаль-
ных, дрожжевых и клеточных культурах насекомых и 

млекопитающих позволяет заменить труднодоступные нату-
ральные биологически активные белки и широко исполь-
зуется для получения рекомбинантных белков как для про-
изводства фармацевтических препаратов, так и в научных 
целя х. Массивная продукция клетками рекомбинантных бел-
ков создает предпосылки для относительно быстрого, недо-
рогого и легко масштабируемого производства, однако не-
редко на этапе очистки происходит значительная потеря 
целевого продукта. В качестве иллюстрации можно рас смот-
реть одну из самых распространенных технологий полу че ния 
рекомбинантных белков – культивирование рекомбинант-
ного микроорганизма Escherichia coli с внутриклеточным 
накоплением белкового продукта в виде телец включения 
(inclusion bodies). С одной стороны, процесс желательный, 
поскольку накопление белка в тельцах включения предохра-

няет его от протеолитической деградации, а клетку – от воз-
действия чужеродного белка на метаболизм. С другой сто-
роны, это порождает необходимость высвобождения телец 
из клеток, отмывки от балласта, растворения через денату-
рацию с помощью мочевины (или другого хаотропного аген-
та) и последующей ренатурации белка. Эффектив ность 
первых трех стадий процесса довольно высока и не приво-
дит к значимым потерям как количества белка, так и его 
биологической активности. Основную же трудность вы зы-
вает стадия восстановления нативной структуры и активно-
сти, поэтому от успешного решения данной проблемы зави-
сит и конечный выход, и качество целевого белка.

Синтез и фолдинг белка in vivo
Целью микробиологического синтеза часто является по-

лучение биологически активных белков эукариотического 
происхождения. У эукариот синтез белка – это многоэтап-
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ный регулируемый процесс, связанный с вовлечением мно-
жества сложнейших механизмов и путей их реализации.

На первых этапах биосинтеза белка в клетке при выходе 
полипептидной цепи из рибосом начинается так называемое 
котрансляционное сворачивание («фолдинг») белка, что ви-
димо позволяет снизить барьер активации процесса через 
обход кинетических ловушек и повысить скорость ренатура-
ции белков [1].

После синтеза на рибосомах белок претерпевает пост-
трансляционную модификацию и фолдинг, в результате при-
обретая необходимую для активности пространственную 
структуру. Помимо ряда специфических ферментов, для 
фолдинга синтезированного белка необходимы малые и 
большие шапероны. «Малые» шапероны – «белки теплового 
шока» – предотвращают агрегацию и протеолиз небольших 
белков, а «большие» шапероны, образуя «ячейку Анфин-
сена», способствуют фолдингу крупных многодоменных 
белков. Посттрансляционная модификация (фосфорилиро-
вание, ацетилирование, метилирование аминокислотных 
групп) и фолдинг у эукариот проходят в эндоплазматическом 
ретикулуме, где условия максимально благоприятствуют 
этим процессам. Дефектные белки подвергаются протеоли-
зу там же либо в цитозоле под действием протеосом.

Фолдинг белка in vitro
Несмотря на сложные внутриклеточные процессы и высо-

кие энергетические затраты клетки в ходе образования 
зрелого белка, процесс сворачивания белковой молекулы 
в зрелую структуру может с успехом проходить in vitro спон-
танно, без участия каких-либо компонентов клеточной 
среды, поскольку основные затраты клетки по наработке 
натив ного белка в условиях молекулярного краудинга [2] 
сводятся к регулированию его концентрации, устранению 
дефектных форм, а также к созданию соответствующего 
микроокружения, препятствующего взаимодействию белка 
с другими клеточными структурами. 

При благоприятных условиях в ходе снижения концентра-
ции денатурирующего агента в растворе денатурированного 
белка возможна самоорганизация белковой молекулы в на-
тивную функциональную структуру. Происходит это через 
стадии образования стабильных и метастабильных интерме-
диатов, таких как «статистический клубок», «расплавленная 
и предрасплавленная глобула». Молекула нативного белка в 
растворе представляет собой относительно жесткую струк-
туру, непроницаемую для молекул воды, окруженную ги-
дратной оболочкой, и имеет как минимум 4 основные мета-
стабильные состояния, или конформации.

1. Нативное состояние. Максимально упорядоченная 
сформированная конформация, обладающая всеми прису-
щими данному белку свойствами, такими как биологическая 
активность, физико-химические характеристики.

2. Расплавленная глобула. В этой конформации белок 
имеет третичную, но более разупорядоченную структуру.

3. Предрасплавленная глобула – менее компактная струк-
тура, чем расплавленная глобула. 

4. Форма статистического (гауссова) клубка [3, 4].
При переходе белка от нативного состояния к полностью 

денатурированному глобула увеличивает свой диаметр 
примерно на порядок [5]. Постепенная утрата третичной 

структуры, экспонирование на поверхности молекулы 
гидро фобных участков увеличивает возможность ассоциа-
ции и агрегации белка. Первичная ассоциация белковых 
молекул происходит без утраты свойств, характерных для 
нативной структуры, и имеет обратимый характер. Однако 
из формы предрасплавленных олигомеров белковые ассо-
циаты способны переходить в амилоидоподобные структу-
ры и агрегировать с частичной или полной потерей натив-
ных свойств.

Максимальный выход продукта при производстве реком-
бинантных белков обеспечивается использованием высоко-
копийных плазмид, микроорганизмов-суперпродуцентов и 
оптимизацией условий их культивирования. Интенсивный 
синтез целевого белка приводит к его значительному нако-
плению в клетках продуцента – до 30% биомассы, что запу-
скает агрегационный механизм защиты бактериальной 
клетки, приводящий к формированию «телец включения», 
состоящих как из частично денатурированных, так и натив-
ных форм рекомбинантного белка [6, 7].

Тельца включения
Тельца включения представляют собой клеточные инкре-

менты, видимые в световой микроскоп в поляризованном 
свете как опалесцирующие сферические или овоидные об-
разования, располагающиеся в цитозоле клетки в центре 
или по полюсам, а иногда в виде внутриклеточных цепочек. 
Их размеры колеблются от 0,2 до 2,5 мкм, иногда занимая 
почти весь объем бактериальной клетки. 

Образование телец включения – динамический процесс, 
при котором синтезированный белок может либо переходить 
в растворимую форму, либо накапливаться в виде инкре-
ментов в зависимости от режима культивирования [8]. Было 
показано, что белковые агрегаты в тельцах включения пред-
ставлены в виде амилоидоподобных структур, соответствен-
но богатых содержанием бета-складчатых участков [9]. 
Помимо рекомбинантного белка в различных конформа-
ционных состояниях, тельца включения содержат также не-
большие количества таких клеточных компонентов, как 
бактериальные мембраны, белки цитоплазмы, рибосомы, 
нуклеиновые кислоты.

Поскольку тельца включения являются наиболее массив-
ными и плотными клеточными образованиями, они без осо-
бого труда могут быть выделены из клеток простым центри-
фугированием после клеточного лизиса. Лизис биомассы 
бактериальных клеток проводится разнообразными метода-
ми: замораживанием–оттаиванием, ультразвуковой дезин-
теграцией, дезинтеграцией под давлением, под действием 
ферментов. Изолированные тельца включения в дальней-
шем промывают растворами детергентов (Тритон Х-100) для 
частичной очистки, в основном от небелкового поверхност-
ного балласта, подготавливая тельца к солюбилизации. 

При образовании в бактериальной клетке «неклассиче-
ских» телец включения, сформированных белками в натив-
ной форме, солюбилизацию проводят в неденатурирующих 
условиях. В некоторых случаях достаточно растворить тель-
ца в буферном растворе, чтобы получить раствор нативного 
белка [10].

В других случаях необходимо введение солюбилизирую-
щих агентов в умеренных концентрациях либо органических 
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растворителей, таких как н-пропанол, ДМСО или детерген-
ты [11, 12].

Для солюбилизации «истинных» телец включения приме-
няют довольно высокие концентрации денатурирующих аген-
тов. К ним относятся мочевина и гуанидинхлорид (GdnHCl).

Мочевина оказывает более слабое воздействие на белок. 
Как правило, ее требуется в 2–2,5 раза больше, чем гуани-
динхлорида, для достижения того же эффекта [13], и ее 
концентрация в растворе может достигать 9М. Моче вина 
взаимодействует с водой путем образования множествен-
ных водородных связей и находится в растворе преиму-
щественно в виде гидратированных цепочек и кластеров, 
дополнительно образуя межмолекулярные ассоциаты в гид-
рат ной оболочке молекулы белка [14]. Взаимо действие мо-
чевины с белковой глобулой происходит по гидро филь ным 
зонам макромолекулы [15] и затрагивает в основном лабиль-
ные участки поверхности глобулы, не оказывая воздейст вия 
на вторичную структуру белка. При высоких концентрациях 
она выступает в роли космотропного агента [16].

В отличие от мочевины, GdnHCl является более сильным 
денатурантом, что связано с его ионной природой и способ-
ностью диссоциировать в растворе. Он связывается с непо-
лярными участками поверхности глобулы, образованными 
остатками триптофана, тирозина и фенилаланина, за счет 
гидрофобных взаимодействий [17]. Одновременно GdnHCl 
образует водородные связи с водой и полярными функцио-
нальными группами белка, снижая способность глобулы к 
самостоятельной сборке и увеличивая склонность к гидрата-
ции полипептидной цепи [18]. При использовании в качестве 
денатуранта GdnHCl необходимо учитывать некоторые осо-
бенности его взаимодействия с белками. GdnHCl при не-
больших концентрациях может стабилизировать белки [19, 
20] за счет того, что он снимает существующие напряжения, 
обусловленные электростатическим взаимодействием за-
ряженных групп на его поверхности. Вместе с тем при более 
высоких концентрациях этот денатурант может оказывать на 
белки и агрегирующее действие [21]. Полагают, что денату-
рация белков под действием мочевины протекает с образо-
ванием интермедиатов, тогда как денатурация под действи-
ем GdnHCl – одностадийная [22].

При использовании высоких концентраций мочевины сле-
дует учитывать возможность ее спонтанного гидролиза до 
иона аммония и цианат-иона. Последний способен вступать 
в реакцию карбамилирования с аминогруппами белка, из-
меняя его свойства. Наиболее интенсивно этот процесс про-
ходит при физиологических значениях рН буферных раство-
ров (рН 7) и повышенной температуре, а также при длитель-
ном (несколько дней) хранении раствора мочевины [23]. 

 Факторы, влияющие на эффективность  
ренатурации белка
Целостность белка, а также способность к восстановле-

нию нативной конформации определяется его первичной 
структурой. Такие процессы в кодирующих генах, как мута-
ции, делеции, рекомбинации, вставки и др., могут препят-
ствовать формированию активной структуры белка и опре-
деляются, а также контролируются на стадии создания реко-
мбинантного продукта (молекулярный дизайн, подбор векто-
ра, штамма продуцента, условий культивирования и др.). 

Зависимость ренатурации от характера белка и многих 
параметров окружения затрудняет достижение воспроизво-
димости. Несмотря на достигнутое понимание принципов 
ренатурации, процесс поиска оптимального метода остается 
достаточно эмпирическим и сводится к подбору состава 
рена турирующего буфера, физико-химических условий 
рефол динга, поиску эффективной концентрации обрабаты-
ваемого белка и применению надлежащих биотехнологиче-
ских и биохимических методов, соответствующих степени 
лабильности продукта и его уникальным свойствам. 

К примеру, из общих соображений процесс ренатурации 
стараются вести при пониженной температуре, так как ее 
повышение теоретически приводит к дестабилизации струк-
туры белка и экспонированию на поверхности гидрофобных 
участков молекул, что чревато их агрегацией. Однако уста-
новлено, что некоторые белки могут ренатурировать при 
температуре более 30°С [24].

Отметим основные факторы, требующие учета при про-
ведении ренатурации, и наиболее распространенные мето-
дические приемы для предупреждения денатурации. К на-
рушению целостности белковой структуры может приводить 
процесс замораживания–оттаивания. При этом происходят 
такие явления, как перекристаллизация, образование по-
верхностей раздела между льдом и жидкостью, адсорбция и 
криоконцентрирование белков и солей буфера, что необхо-
димо учитывать при хранении рекомбинантных белков [25].

Значимым фактором в случае некоторых белков является 
повышение в реакционной системе давления. Исследования 
по влиянию давления на структуру белков проведены еще в 
середине 1940-х гг. Было отмечено, что повышение давле-
ния может способствовать процессу ренатурации белков, 
причем повышение температуры в этом случае до 60–65°С 
положительно влияло на восстановление структуры белков, 
тогда как пониженные температуры, наоборот, отрицатель-
но сказывались на процессе. Существенное влияние оказы-
вал и рН буферного раствора. Вдали от изоэлектрической 
точки создавались оптимальные условия для рефолдинга 
белка при создании в системе давления.

Проводя солюбилизацию телец включения под давлени-
ем, достигающим 2,4 Кбар, при температуре –9°С в случае 
выделения рекомбинантного белка эндостатина была до-
стигнута эффективная солюбилизация телец включения, 
а снижение давления до 0,4 Кбар с одновременным повы-
шением температуры до 20°С способствовало эффективной 
ренатурации белка [26].

При рефолдинге белка стараются минимизировать коли-
чество солей, чтобы не препятствовать сопутствующим про-
цессам предочистки, например ионообменной хроматогра-
фии. Также неоправданное увеличение концентрации солей 
может привести к экранированию зарядов на поверхности 
белка, уменьшая силы отталкивания между белковыми 
моле кулами, что увеличивает склонность к агрегации [27].

Величина рН и природа буферного раствора влияют на 
общий заряд молекулы, степень ионизации поверхностных 
группировок, водородных связей, степень гидратированно-
сти, экспрессию на поверхности молекулы гидрофобных 
либо гидрофильных группировок, т.е. на факторы, опре-
деляющие равновесие между денатурированной формой, 
переходными состояниями и нативной структурой. Как из-
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вестно, при значении рН буферного раствора, близком 
к изоэлектрической точке белка, происходит снижение био-
логической активности и склонности макромолекул к ассо-
циации и агрегации. Так, при различных значениях рН про-
цесс агрегации бычьего сывороточного альбумина протекал 
различными путями в зависимости от рН раствора. При зна-
чениях рН, близких к pI белка и ниже, процесс идет по пути 
образования аморфных агрегатов, а в более щелочных 
условиях – с образованием амилоидоподобных фибрилл, 
образованных β-складчатыми структурами, либо смешан-
ных структур, в зависимости от величины щелочного сдвига 
рН буферного раствора [28].

Поэтому при выборе значения рН раствора для ренатура-
ции необходимо иметь данные о изоэлектрической точке, 
рН-профилях растворимости и биологической активности 
целевого белка. 

Способствовать агрегации белка могут примеси, такие 
как нуклеиновые кислоты, белки продуцента. После пред-
варительной промывки телец раствором, содержащим ПАВ 
(н-лаурилсаркозин, лаурил глутамат [29, 30]), и солюбилиза-
ции телец включения проводят предочистку солюбилизиро-
ванного белка в денатурирующих условиях методами гель-
фильтрации, ионообменной хроматографии и другими воз-
можными методами, избавляясь от нежелательного балла-
ста. Рекомендуется в денатурирующий раствор вводить 
хела тирующие агенты типа ЭДТА для устранения ионов 
двухвалентных металлов и ингибирования металлопротеаз, 
способствующих деградации белка в ходе последующей 
ренатурации.

Основные потери целевого белка при ренатурации проис-
ходят при его агрегировании. Гидрофобные, ионные, водо-
родные, ковалентные межмолекулярные взаимодействия 
часто приводят к необратимой денатурации белка при его 
агрегировании. В связи с этим важную роль играет подбор 
оптимального соотношения белкового раствора и ренатури-
рующего буфера. Иногда оно достигает 1:100 и более. При 
этом немаловажную роль играет скорость и метод введения 
буфера для ренатурации в белковый раствор. Для склонных 
к агрегации белков рекомендуется максимальная скорость 
разбавления. 

Введение в буферный раствор для ренатурации различ-
ных низкомолекулярных веществ может приводить к ста-
билизации нативной структуры белка. Так, использова-
ние в ходе очистки и ренатурации поверхностно-активных 
веществ препятствует образованию агрегатов, возникаю-
щих при межмолекулярном гидрофобном взаимодействии, 
стабилизируя нативную структуру белка.

Эффективным солюбилизирующим агентом (помимо до-
децилсульфата натрия) является саркозил – сильный анион-
ный детергент. Обычно для растворения телец включения 
достаточно 0,3%-го раствора саркозила. Примеси Тритона 
Х-100, формирующего большие мицеллы, способствуют по-
глощению саркозила с образованием смешанных мицелл. 
Вследствие этого количество вводимого в раствор саркози-
ла должно быть увеличено. Снижение концентрации сарко-
зила до 0,01% приводит к диссоциации мицеллярного ком-
плекса и формированию нативной конформации белка. 
Также, связываясь с гидрофобными участками белковой 
глобулы, низкие концентрации саркозила эффективно пре-

дотвращают ассоциацию и агрегацию белка. Таким обра-
зом, саркозил выступает в качестве «химического шапе-
рона», а последующее освобождение белкового раствора 
от него возможно с помощью катионообменника. 

В качестве катионного детергента для солюбилизации и 
рефолдинга белка показано использование хлорида цетил-
триметиламмония [31, 32].

Использование ПАВ также возможно, однако они часто 
затрудняют дальнейшую очистку белка из-за склонности 
к мицеллообразованию [33]. Существует ряд других низко-
молекулярных веществ-антиагрегантов (аргинин, пролин, 
циклодекстрин, полиэтиленгликоль) и стабилизаторов, 
в целом способствующих процессу фолдинга (аммония суль-
фат, магния хлорид, глицин, полиольные соединения, такие 
как глицерин, сорбитол) [34]. Например, применение в рена-
турирующем растворе 20% глицерина позволило успешно 
выделить рекомбинантный белок Mycobacterium tuberculosis 
PPE17 [35]. 

Следует отметить аргинин и его производные, которые 
исполь зуют для подавления агрегации, а также межмолеку-
лярных взаимодействий в ходе ренатурации белка и как ста-
билизатор белковой структуры при хранении белкового раст-
вора [36, 37]. Пролин обладает криопротекторными, термо-
стабилизирующими и антиагрегирующими свойствами [38].

Подбор протекторов и их количество индивидуально и 
может быть определено только экспериментальным путем.

Известно, что рефолдинг некоторых белков лучше идет 
in vivo в присутствии N-концевого пропептида и его добавле-
ние в ренатурирующую систему увеличивает выход нативно-
го белка [39]. 

Прямое действие на процесс рефолдинга оказывают фер-
менты, катализирующие образование нативной структуры 
белка, а также шапероны [40–44]. 

Нативная структура множества белков поддерживается 
внутримолекулярными дисульфидными мостиками, образо-
ванными между остатками цистеина и цистина. Образование 
межмолекулярных дисульфидных связей приводит к накоп-
лению в растворе олиго- и полимеров белка с последующей 
его агрегацией и преципитацией. Внутримолекулярные 
обра зования неправильно связанных дисульфидных групп 
приводят к нестабильности белковой молекулы. Наличие 
дитиотреитола, меркаптоэтанола в ренатурирующем буфер-
ном растворе позволяет предотвратить межмолекулярные 
сшивки и образование дефектных форм белка. Замыкание 
внутримолекулярных дисульфидных связей происходит под 
действием кислорода воздуха при снижении концентрации 
восстановителей. Переформирование дисульфидных мости-
ков проводят в буферном растворе, обладающем окисли-
тельно-восстановительным потенциалом, создаваемым за 
счет содержания окисленной и восстановленной форм глу-
татиона, а также пáрами: цистеин/цистин, цистеамин/циста-
мин, дитиотреитол/глутатион [45–47].

Методы ренатурации
Процес ренатурации достигается решением нескольких 

последовательных задач:
• изменение условий белкового окружения;
• переконформация белковой структуры; 
• стабилизация нативной формы белка.
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В лабораторной практике применяют метод диализа. 
В ходе простого диализа происходит постепенное снижение 
концентрации денатуранта при неизменной концентрации 
белка. Процесс рефолдинга занимает длительное время, 
при котором частично ренатурированные белковые молеку-
лы взаимодействуют своими гидрофобными участками, что 
нередко приводит к агрегации белка после снижения кон-
центрации денатуранта до некоторого критического уров-
ня. Эту проблему решают, применяя ступенчатый диализ 
[48–51]. 

Метод разведения основан на снижении концентрации 
денатурирующего агента путем многократного разведения 
белкового раствора ренатурирующим буфером. Достигаемая 
малая концентрация белка позволяет минимизировать 
время рефолдинга, а также избежать агрегирования белко-
вых молекул. 

Для этого метода также применим ступенчатый вариант, 
когда снижение концентрации белка и денатурирующего 
агента производят дискретно. Это снижает количество ис-
пользуемого буферного раствора и повышает выход натив-
ного материала [52].

Техника разведения предполагает несколько вариантов:
• прямое (струйное либо капельное) разведение солюби-

лизированного белка ренатурирующим буферным раство-
ром. Этот вариант позволяет медленно снижать концентра-
цию денатуранта, способствуя созданию мягких условий для 
ренатурации. Остаточная концентрация денатуранта не дает 
белку агрегировать, хотя при достижении минимальной кри-
тической его (денатуранта) концентрации может возникнуть 
опасность агрегации белка, но, в то же время, увеличиваю-
щийся объем раствора препятствует этому процессу;

• реверсивное разведение, при котором белковый рас-
твор вводится при перемешивании в буферный раствор для 
ренатурации [53];

• моментальное разведение предполагает быстрое вве-
дение белкового раствора в ренатурирующий буфер. При 
этом минимизируется риск агрегации белка, а также эконо-
мится время процесса;

• медленное (капельное) введение белка в ренатурирую-
щий раствор способствует не только снижению агрегации 
белка, но и его фолдингу в максимально благоприятных 
условиях [54].

Метод температурного шока, или «скачкá». Изменяя тем-
пературу раствора в ходе ренатурации, можно добиться 
эффективного выделения нативного продукта. В работе [23] 
были исследованы температурные условия ренатурации 
бычьей карбоангидразы. Применяя метод «температурного 
скачка», удалось увеличить выход активного фермента с 37% 
(ренатурация при 4°С) до 95%, быстро нагревая раствор 
до 36°С в течение 30 минут.

Метод ренатурации в щелочных условиях. В некоторых 
случаях использование буферных растворов с высоким зна-
чением (рН >12) при низкой концентрации денатурирующих 
веществ способствует более эффективному рефолдингу 
белка [55, 56].

Метод гель-фильтрации позволяет не только сменить 
буфер ный раствор, но и провести дополнительную очистку 
продукта от балласта [57–61]. У данного метода есть свои 
недостатки, такие как необходимость концентрировать рас-

твор перед нанесением на колонку, что может приводить 
к необратимой денатурации белка. Данный метод, как пра-
вило, продолжительный и проводится в основном на холоде.

Метод сорбции целевого белка на различные поверхно-
сти дает возможность устранить протеолитическую дегра-
дацию белка, распределить его молекулы, не допуская воз-
никновения локального повышения концентрации и, соот-
ветственно, препятствуя его агрегации, а также требует 
минимума времени на его исполнение. Иммобилизация 
на ионообменных носителях [62–65], адсорбционная, гидро-
фобная [66], обращеннофазовая [67, 68] и аффинная [69–71] 
хроматографии с успехом используются для эффективной 
ренатурации белка.

Рефолдинг в обратных мицеллах представляет собой 
процесс разобщения белковых молекул и ренатурацию 
в условиях внутренней, гидрофильной области мицеллы 
ПАВ, сформированной объединением полярных групп 
в среде неполярного вещества. Малое число агрегации при-
водит к формированию обратных мицелл меньшего разме-
ра, чем мицелл водных растворов ПАВ. Эффективность 
данного метода была продемонстрирована в процессе рена-
турации бычьей панкреатической рибонуклеазы A в каче-
стве модели. Денатурированная рибонуклеаза полностью 
восстанавливала активность внутри обращенных мицелл 
в течение 24 ч после добавления смеси восстановленного 
и окисленного глутатиона для повторного окисления дисуль-
фидных связей [72].

Рефолдинг в водной двухфазной системе (ATPS – Aqueous 
Two-Phase Systems), например ПЭГ–фосфат, продемостри-
рован на примере ренатурации лакказы, металлсодержа-
щего фермента. Результаты экспериментов показали, что 
эффективность рефолдинга достигала 90%, а введение 
доба вок, таких как L-цистеин, окисленная форма глутатио-
на, цистамин и ионы Cu+2, улучшало этот процесс почти 
до 100% [73]. 

Наиболее оптимальным методом ренатурации и смены 
буферного раствора является ультрафильтрация в тангенци-
альном потоке (например, на полых волокнах). Метод легко 
масштабируется, имеется возможность контроля скорости 
изменения концентрации денатурирующих агентов, требует 
минимального количества времени по сравнению с другими 
методами, позволяет проводить ренатурацию в мягких усло-
виях, а также концентрировать ренатурат до необходимой 
степени в конце процесса. Возможность использования 
ревер сивного снятия слоя белка на ультрафильтрационной 
мембране способна свести к минимуму его потери в отличие 
от ультрафильтрации на ячейках.

Уменьшение концентрации денатуранта (мочевины) 
можно осуществлять ферментативной деградацией послед-
ней с помощью уреазы [74]. Метод позволяет проводить ре-
натурацию без изменения объема раствора.

Для лабораторных целей используется метод ренатура-
ции с применением иммобилизованных на носителе шапе-
ронинов. Конечно, данный метод дорог для промышленного 
применения и используется только как модельная система 
или в ходе лабораторного выделения ценных в исследова-
тельском отношении белков [75–79].

В лабораторной практике для выбора подходящего мето-
да ренатурации применяется microfluidic chips, где измене-
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ние концентрации денатуранта идет в изменяющемся лами-
нарном потоке. Коммерческие фирмы выпускают наборы, 
содержащие буферные растворы для ренатурации, включа-
ющие разнообразные по составу компоненты, для скрининга 
условий рефолдинга белков.

Контроль нативности белков
Для эффективного подбора ренатурирующих условий 

необ ходим ряд методов, позволяющих оценить степень на-
тивности ренатурируемого продукта.

Основными характеристиками нативности белка являют-
ся его пространственная структура, характеризующаяся 
возможным наличием дисульфидных мостиков и количе-
ством доменов, наличие биологической (антигенной, фер-
ментативной и др.) активности, а также доля ди-, тримерных 
или других его форм.

Наиболее объективной оценкой степени нативности белка 
является определение удельной активности (для фермен-
тов) или сорбционной (сорбирующей способности) белка, 
например для таких белков, как иммуноглобулины, альбуми-
ны, авидин, белок А. Расчет удельной активности возможен 
при достижении максимальной чистоты препарата, либо 
должно быть точно известно количество посторонних 
мешаю щих определению концентрации белка примесей. 
Сорбционные (сорбирующие) свойства белков оценивают 
с помощью аффинной, адсорбционной хроматографии, 
а степень связывания белок–субстрат эффективно оцени-
вать методом поверхностного плазмонного резонанса, осно-
ванном на использовании полного внутреннего отражения 
электромагнитных волн от границы раздела двух сред. 

В тех случаях, когда активной формой белка является его 
ди- или тримерная форма, с успехом используются такие 
методы, как ПААГ-электрофорез в неденатурирующих усло-
виях, т.е. при отсутствии меркаптоэтанола либо стадии про-
гревания образца, а также гель-фильтрация, позволяющая 
оценить долю мономерной и других форм белка.

К методам определения степени нативности белковой 
структуры можно отнести определение наличия простетиче-
ских групп, ионов металлов, входящих в активный центр 
многих ферментов, а также определение других специфиче-
ских свойств различных белков. Спектр этих методов велик, 
как и разнообразие самих белковых структур. 

Сохранение нативной структуры белка представляет 
сложную задачу, касающуюся не только биотехнологиче-
ских, но и медицинских проблем. Агрегация белков сопрово-
ждается формированием в тканях человека и животных 
внутриклеточных нерастворимых амилоидов, прионов и дру-
гих структур, вызывающих такие заболевания, как болезни 
Паркинсона, Альцгеймера, Хантингтона, прионные энцефа-
лопатии, офтальмологические болезни. Поэтому задача вос-
становления биологически активных белков, изучения их 
структуры и функций остается чрезвычайно актуальной 
в процессах создания и разработки новых терапевтических 
препаратов.
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Антибиотикоустойчивость Mycobacterium tuberculosis на Ближнем востоке

Опубликовано первое обзорное исследование в регионе Ближнего Востока с целью определения уровней устойчивости 
Mycobacterium tuberculosis к противотуберкулезным препаратам первой линии как среди новых, так и ранее пролеченных 
случаев.

За период с 1981 по 2014 гг. было собрано в общей сложности 480 статей об уровне устойчивости к антибиотикам M. tubercu-
losis в разных странах ближневосточного региона. Около 63 соответствующих статей были отобраны с применением критериев 
включения и исключения.

С помощью метаанализа были определены уровни моно-лекарственной устойчивости, любой лекарственной устойчивости 
и множественной лекарственной устойчивости (МЛУ-ТБ) как у новых, так и у ранее леченных больных туберкулезом, живущих 
в разных частях Ближнего Востока. Были также проанализированы другие аспекты, связанные с пациентами, резистентностью 
к противомикробным препаратам и методами, используемыми для оценки уровня резистентности.

Показано, что по сравнению со средним мировым показателем, показатель распространенности лекарственно-устойчи вого 
ТБ, особенно МЛУ-ТБ, может увеличиваться на Ближнем Востоке. Следовательно, для предотвращения распространения 
изоля тов, устойчивых к лекарствам, необходимо выявление первичной устойчивости к противотуберкулезным препаратам 
с использованием новых методов быстрой диагностики.

Khademi F. et al. 
Middle East Mycobacterium tuberculosis Antibiotic Resistance: A Systematic Review and Meta-Analysis.

Infection, Epidemiology and Medicine. 2017;3(1):25-35.
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Состояние проблемы разработки 
новых вакцин против бруцеллеза
В.И.Дятлова 

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

Бруцеллез остается актуальной проблемой для отечественной ветеринарии и медицины. Это заболевание наносит не 
только экономический ущерб, обусловленный нарушением репродуктивных функций или гибелью сельскохозяйствен-
ных животных, но и приводит к инвалидизации больных людей. Одной из причин распространения бруцеллеза среди 
животных и заражения от них человека является отсутствие эффективной, безопасной вакцины, обеспечивающей 
длительную защиту от инфекции. В последние годы в связи с развитием генной инженерии в пратику внедряются 
новые методы производства вакцин. Современные направления в разработке противобруцеллезных вакцин включают 
создание живых генномодифицированных и векторных вакцин, а также бесклеточных субъединичных и ДНК-вакцин 
на основе иммунодоминантных антигенов бруцелл. В статье обобщены последние достижения в разработке противо-
бруцеллезных вакцин и оценены перспективы их широкого применения. 
Ключевые слова:  Brucella, бруцеллез, антигены, векторные вакцины, ДНК-вакцины, генетически модифицированные 

вакцины, живые вакцины, субъединичные вакцины
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Status of the problem of developing  
new anti-brucellosis vaccines

V.I.Dyatlova 

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

Brucellosis is still a key issue for the national veterinary medicine and public health systems. The disease is responsible not 
only for economic loss due to reproductive disorders or death of farm animals, but also for disability of sick people. One of the 
reasons for the spread of brucellosis among animals and associated human infection is the lack of an effective safe vaccine 
providing long-term protection against the infection. In last years, new vaccine production methods have been put into practice 
owing to progressing genetic engineering. Current trends in the development of anti-brucellosis vaccines rely on designing live 
genetically modified and vector-based vaccines, as well as acellular subunit and DNA vaccines based on immunodominant 
brucella antigens. The article covers the latest advances in designing anti-brucellosis vaccines, and prospects for their wide 
application.
Keywords:  Brucella, brucellosis, antigens, vector vaccines, DNA vaccines, genetically modified vaccines,  

live vaccines, and subunit vaccines

For citation: Dyatlova V.I. Status of the problem of developing new anti-brucellosis vaccines. Bacteriology. 2019; 4(4): 29–41. (In Russian). 
DOI: 10.20953/2500-1027-2019-4-29-41

Б руцеллез является зоонозным заболеванием, которое 
распространено более чем в 170 странах мира, в том 

числе и в России. Оно поражает около 60 видов диких 
животных, создавая резервуары в природе, практически 
всех домашних животных, нанося значительный экономиче-
ский ущерб в сельском хозяйстве, а также приводит к хрони-
зации инфекции и инвалидизации зараженных им людей. 

Неблагополучная эпидемиологическая обстановка в Рос-
сийской Федерации по бруцеллезу людей сохраняется в 
Северо-Кавказском, Южном и Сибирском федеральных 
округах [1]. Одной из причин распространения бруцеллеза 
среди животных и заражения от них человека является 
отсутствие эффективной, безопасной вакцины, обеспечи-
вающей длительную защиту от инфекции. Особенно востре-
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бована в настоящее время вакцина против бруцеллеза для 
иммунизации людей. За рубежом до сих пор не существует 
соответствующей лицензированной вакцины.

Живые противобруцеллезные вакцины
Применяемая в нашей стране живая аттенуированная 

вакцина, приготовляемая из вакцинного штамма Brucella 
abortus 19 ВА, имеет общирный список противопоказаний и 
побочных эффектов – от постпрививочных местных и общих 
реакций организма вплоть до развития бруцеллеза. Эта вак-
цина применяется только у людей старше 18 лет и не ранее 
чем за месяц до начала работы, связанной с риском зараже-
ния Brucella. Вакцинацию B. abortus 19 ВА запрещено прово-
дить беременным и кормящим женщинам, при ряде заболе-
ваний, после лечения некоторыми лекарственными препара-
тами, а также лицам, переболевшим ранее бруцеллезом или 
имеющим положительные серологические реакции на бру-
целлез. В связи с описанными недостатками применение 
данной вакцины ограничено использованием ее у животно-
водов, ветеринаров, зоотехников, работников мясоперера-
батывающих предприятий и бактериологических лаборато-
рий при риске заражения бруцеллезом козье-овечьего вида, 
вызываемого B. melitensis. Это обусловлено тяжелым тече-
нием данной формы заболевания [2]. 

Наиболее распространенные в мире живые вакцины про-
тив бруцеллеза для животных (B. abortus S19, B. abortus 
RB51, B. melitensis Rev1) запрещены к применению у людей, 
так как они могут снова приобрести вирулентность и вызы-
вать заболевание. Вакцинный штамм B. abortus S19 приме-
няют для крупного рогатого скота до 8-месячного возраста, 
так как у взрослых животных его использование может при-
вести к развитию хронической инфекции, сопровождающей-
ся бесплодием, абортами, а также выделением возбудителя 
с молоком. Кроме того, контакт человека с данными препа-
ратами во время проведения вакцинации животных также 
представляет угрозу его заражения [3, 4]. Одним из недо-
статков вакцин B. abortus RB51 и B. melitensis Rev1 является 
их антибиотикорезистентность к рифампицину и стрептоми-
цину, которые являются препаратами выбора при лечении 
бруцеллеза. Вместе с тем применение данных вакцин созда-
ет риск передачи генов устойчивости к данным антибиоти-
кам дикому штамму бруцелл [5]. При введении в организм 
вакцинных штаммов Brucella с гладким типом колоний 
(в S-форме), таких как B. abortus S19 и B. melitensis Rev1, 
формируется антительный ответ на О-полисахарид (ОПС) 
липополисахарида (ЛПС) их клеточных стенок. Следо ва-
тель но, серодиагностика бруцеллеза, основанная на выяв-
лении диагностического титра анти-ЛПС антител в дальней-
шем будет неинформативна. Эти вакцины имеют отрица-
тельный показатель способности к дифференцированию 
вакцинированных и инфицированных животных (differen-
tiation of infected from vaccinated animals (DIVA)). Данный по-
казатель рассматривается современными исследователями 
в качестве важного критерия пригодности разрабатываемых 
вакцин [5]. 

Кроме отсутствия стимулирования продукции антител, 
затруд няющих серодиагностику при выявлении зараженных 
животных, по мнению J.Ko, E.M.Dorneles и других авторов, 
«идеальная» вакцина против бруцеллеза должна содержать 

живые бактерии, способные генерировать мощный Th1-
клеточный ответ в организме хозяина; вызывать длитель-
ный протективный эффект после введения единичной дозы 
вакцины без побочных эффектов; содержать аттенуирован-
ные штаммы Brucella, не вызывающие заболевание или 
персистирующую инфекцию у животных; быть стабильной и 
не реверсировать в вирулентную форму ни in vivo, ни in vitro; 
не приводить к сероконверсии при ревакцинации; быть без-
опасной для людей при случайном заражении при введении 
вакцины животным; доступной для массового применения, 
простой в производстве и использовании [6, 7]. 

Несмотря на все недостатки живых противобруцеллезных 
вакцин, такие их преимущества, как возможность обеспе-
чения длительной протекции организма против инфекции 
в сочетании с развитием полноценного иммунного ответа, 
позволяют рассматривать их в качестве кандидатов для 
буду щих вакцин.

 Генетически модифицированные живые вакцины 
против бруцеллеза
Проблемы остаточной вирулентности и затруднения серо-

диагностики, связанные с применением живых вакцин, 
могут быть решены с помощью генно-инженерных методов. 
В последние годы было разработано и протестировано на 
модельных животных множество вариантов вакцин на осно-
ве генномодифицированных мутантных штаммов бруцелл 
(таблица). 

Все известные на сегодняшний день 12 видов бруцелл 
имеют близкое генетическое родство (монофилетический 
род), демонстрируя сходство от 98 до 99% в большинстве 
кодирующих последовательностей [8]. Однако, несмотря на 
высокую генетическую гомологию, виды существенно раз-
личаются по фенотипическим характеристикам, специфич-
ности хозяина и патогенности [9, 10]. Заболевание у челове-
ка вызывают преимущественно B. abortus, B. melitensis, 
B. suis и редко B.canis, B. ceti и B. pinnipedialis. Кроме того, 
относительно недавно из раневого отделяемого грудного 
импланта у человека был выделен вид B. inopinata, который 
может вызывать бруцеллез [11]. Все виды Brucella, кроме 
B. canis и B. ovis, имеют гладкий (S) фенотип бактерий. 
Мутации в генах бруцелл (per, pgm, manB, wboA, wbkA и др.), 
участвующие в биосинтезе ОПС ЛПС, могут приводить 
к формированию шероховатого типа колоний (R-фенотипа) 
и ослаблению их вирулентности. Усилия исследователей при 
создании вакцин направлены прежде всего на создание 
атте нуированных штаммов Brucella в R-форме. Многие раз-
работанные вакцины R-типа являются спонтанными мутан-
тами, отобранными после повторного пассажа на среде, 
содер жащей антибиотики. Однако в настоящее время их 
полу чают преимущественно с помощью методов генной ин-
женерии [12].

Геном вакцинного штамма B. abortus S19 включает 
720 нуклеотидных делеций в ery-опероне, что обуславли-
вает аттенуацию штамма, но сохранение синтеза ОПС и, 
следовательно, возникновение связанных с ним побочных 
эффек тов, таких как аборты у животных, вирулентность 
для людей и затруднение диагностики из-за персистенции 
анти-ОПС антител [13]. В работе Z.Wang удаление гена 
wboA в геноме B. abortus S19 привело к образованию 
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R-фенотипа колоний, а также обеспечило защиту от бру-
целлеза у животных после заражения B. abortus 2308, не 
вызывая аборты у беременных овец [14]. В другом исследо-
вании делеция гена pgm, отвечающего за синтез фосфо-
глюкомутазы, в вирулентном штамме B. abortus S2308 при-
вела к формированию у него шероховатого типа колоний, 
авирулентности для мышей, стимуляции клеточного иммун-
ного ответа с уровнем защиты от бруцеллеза, сравнимым 
с B. abortus S19, при этом не выявлялись специфические 
антитела [15–19]. 

Кроме того, протективным потенциалом обладают мутант-
ные вакцины, дефектные по генам, отвечающим за синтез 
компонентов метаболических путей у бруцелл. Среди них 
гены purL, purD и purE (белки пути биосинтеза пурина), bacA 
(транспортер жирной кислоты липида A), hemH (феррохе-
латаза), pgk (фосфоглицераткиназа), оперон virB (система 
секреции IV типа), znuA (транспортер цинка), BAB1_0542 
(ABC-транспортер АТФазы) и другие [20–23]. Например, 
исполь зование в разных работах штамма B. abortus 2308, 
в геноме которого были удалены гены znuA, pgk или 
BAB1_0542, в качестве противобруцеллезной вакцины обе-
спечило защиту мышей от заражения вирулентным штаммом 
бруцелл, сравнимую с B. abortus S19 и RB51 [23, 24]. А од-

новременная делеция двух генов (htrA и cycL) у B. abortus 
2308 привела к снижению его патогенного действия для 
коров [25]. 

Одним из новых подходов в разработке вакцин является 
внесение дополнительных генов в геном вакцинного штам-
ма B. abortus RB51. Так, в работе R.Vemulapalli вставка гена, 
кодирующего Cu/Zn-супероксиддисмутазу (sodC), в B. abortus 
RB51 привела к росту экпрессии данного белка у бруцелл 
и повышению защитной эффективности данной вакцины 
против заражения B. suis [26]. Кроме того, вакцинирование 
мышей штаммом B. abortus RB51, синтезирующим гетероло-
гичные антигены (β-галактозидазы Escherichia coli, 65 кДа 
белка теплового шока, ESAT-6 и Ag85A Mycobacterium 
tuberculosis), индуцировало повышение продукции IgG2a и 
интерферона-γ (ИФН-γ), что свидетельствовало об актива-
ции клеточного иммунного ответа и возможности создания 
на основе B. abortus RB51 мультивакцины против нескольких 
возбудителей заболеваний [27]. 

Снижение риска возникновения остаточной вирулентно-
сти живых вакцин может обеспечить применение ослаблен-
ных вирусов или бактерий в качестве векторов, экспресси-
рующих протективные антигены бруцелл непосредственно 
в организме человека или животных. 

Таблица. Сравнение противобруцеллезных вакцин

Тип 
вакцины

Свойства вакцин

Ж
ив

ы
е 

ат
те

ну
ир

ов
ан

ны
е 

ва
кц

ин
ы

B. abortus RB51: шероховатый фенотип (не индуцирует синтез антител к ЛПС и дифференцирует инфицированных от вакцинированных 
животных (DIVA)), стабильный, менее вирулентный, чем S19, низкий уровень абортов, различный уровень защиты, вирулентный для человека, 
резистентный к рифампицину.
B. abortus S19: гладкий фенотип (интерференция с диагностическим тестом), остаточная вирулентность, вызывает прерывание беременности, 
снижение продукции молока, высокий уровень защиты, вирулентный для человека. 
B. melitensis Rev1;: гладкий фенотип (интерференция с диагностическим тестом), остаточная вирулентность, резистентный к стрептомицину 
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ти
че

ск
и 
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од
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иц
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ан
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ы
е 

ж
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ы
е 

ва
кц
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ы

 B
. a

bo
rtu

s

Защита, аналогичная классическим живым аттенуированным вакцинам.
ΔnorD или ΔznuA B. abortus: достаточная аттенуация, повышенный Т-клеточный ответ.
Δpgm B. abortus: шероховатый фенотип, DIVA, иммунитет Th1-типа, подобный S19.
ΔGntR B. abortus: достаточная аттенуация, высокий уровнь защиты.
ΔznuA + чистый B. abortus: сильное ослабление, требуется введение двух доз.
ΔvjbR штамма S19: высокий уровень защиты, меньшая воспалительная реакция.
ΔcydC или ΔcydD B. abortus: иммунитет типа Th1, высокая эффективность защиты по сравнению со штаммом RB51. 
ΔMfp или ΔOMP19 B. abortus: аналогичный уровень защиты по сравнению с S19 и RB51. 
ΔBAB_RS22915 B. abortus: минимальное патологическое повреждение, эффективный иммунный ответ. 
ΔhtrA + cydL B. abortus: ослабление штамма 2308.
ΔwbkC B. abortus: шероховатый мутант, более ослабленный, слабая защита по сравнению с S19

Ве
кт

ор
ны

е 
ва

кц
ин

ы

Живые, репликативные в клетке-хозяине, индуцируют клеточный опосредованный иммунитет, хорошее представление иммунной системе, 
варьирует уровень защиты.
Yersinia enterocolitica экспрессирует BFR, P39. Ochrobactrum anthropic – SOD. Lactococcus lactis – SOD, L7/L12. Salmonella typhimurium – 31 кДа, 
BCSP31, SOD, OMP3b, OMP19, L7/L12, BLS, prpA. 
Vaccinia viruses – g L7/L12, OMP18 и GroEL. Semliki Forest virus – IF3 и Sod C. Influenza viruses – L7/L12 и OMP16. Adenovirus – p39, BLS. 
B. abortus RB51 оверэкспрессия – SOD, wboA, L7/L12. 
Escherichia coli – β-галактозидаза. Mycobacterium bovis – 65кДа-белок теплового шока

С
уб

ъе
ди

ни
чн

ы
е 

ва
кц

ин
ы Авирулентная, DIVA, пригодная для использования для человека, низкий уровень защиты, необходимы адъюванты, требует многократного 

введения, высокая стоимость.
OMP2b, OMP3b, OMP10, OMP16, OMP19, OMP25, OMP28 (BP26), OMP31, Cu/Zn SOD, P39, DnaK, SurA, BCSP31, GroES, L7/L12, P39, AsnC, 
rE2o, rCysK, rOMP19 + rp39, химерный белок из OMP19 и p39, OMP25-BLS, OMP25 с адъювантом Фрейнда, AspC, Dps, lnpB и Ndk

Д
Н

К-
ва

кц
ин

ы Безопасная, индуцирующая как гуморальный, так и клеточный иммунный ответ, низкий уровень защиты по сравнению с белковыми вакцинами, 
отсутствие остаточной вирулентности, требует первичной стимуляции.
ДНК-вакцины, кодирующие BAB1_0263, BAB1_0278, BAB1_0278, BAB1_0273, BAB1_0278 + SOD C, 21 эпитоп ОРС GI-3 и SOD, слитый белок SOD и 
IL-2, SOD, BCSP31 и L7/L12 c белками M. bovis (Ag85B, MPT64, MPT83), L7/L12 + OMP16, Bp26 + TF, P39, groEL

Д
ру

ги
е 

ва
кц

ин
ы

Непатогенные альфапротеобактерии. Повышение IgG, IgA, защита от B. abortus 2308.
Инактивированные вакцины. GI24-лизат B. abortus – защита коз от B. abortus 544.
Хитозановые наночастичы с антигенами OMP31, OMP25-BLS-rHSP60, BLS-ОМР31. 
Повышение IgG1, IgG2a, IgM, ИФН-γ, IL-12, IL-4, IL-17, защита от B. melitensis 16M.
Синтетические пептиды. Пептид SOD (GGAPGEKDGKIVPAG). Защита от B. abortus.
Везикулы внешней мембраны B. melitensis. Повышение IgG1, IgG2a, цитокинов Th1, Th2, Th17, защита от B. melitensis 16M
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Векторные вакцины против бруцеллеза 
Применение векторных рекомбинантных вакцин позволя-

ет имитировать естественное инфицирование, модулируя 
клеточный и гуморальный иммунный ответ у хозяина на ра-
стущее число продуцируемых векторным штаммом чуже-
родных антигенов. В последние годы было разработано 
множество подобных вакцин как на основе бактерий (Esche-
richia coli, Ochrobactrum anthropi, Lactococcus lactis, Salmonella 
spp., Yersinia enterocolitica), так и вирусов (Semliki Forest 
virus, Vaccinia virus, Influenza virus) [28–34]. 

В работах нескольких авторов была продемонстрирована 
эффективность использования в качестве векторных вакцин 
аттенуированных штаммов сальмонелл, продуцирующих 
различные белки бруцелл (31 кДа, BCSP31, SOD, OMP3b, 
OMP19, L7/L12, BLS, prp A и другие). Так, в работе C.Hewa-
waduge et al. пероральное применение вакцины на основе 
мутантного штамма Salmonella typhimurium, экспрессирую-
щего SOD и OMP19, совместно с антацидом бикарбонатом 
натрия индуцировало мукозный и системный иммунный 
ответ у BALB/c-мышей, а также способствовало формирова-
нию протективного иммунитета при заражении их вирулент-
ным штаммом B. abortus 544 [29]. 

Перспективным направлением в разработке векторных 
вакцин является использование лактобактерий. Они могут 
применяться перорально, не требуют тщательной очистки, 
доставляют гетерологичные белки в глубокие слои слизи-
стой оболочки пищеварительного тракта, избегая действия 
кислотной среды желудка и ферментов, и стимулируют как 
мукозный, так и системный иммунный ответ. Для этих целей 
в последние годы наиболее часто применяется Lactococcus 
lactis. После попадания в просвет кишечника рекомбинант-
ные штаммы L. lactis проникают через М-клетки слизистой 
оболочки, размножаются в фагоцитирующих клетках и экс-
прессируют чужеродные антигены, активируя иммунную 
систе му [35]. В большинстве экспрессионных систем L. lactis 
продукция белка стимулируется антибиотиком низином, 
исполь зуя низин-индуцибельную систему [32, 36]. D.S.Pontes 
et al. в 2003 г. показали, что рекомбинантный штамм L. lactis, 
продуцирующий бруцеллезный белок L7/L12 под контролем 
низинового промотора, при пероральном введении мышам 
BALB/c может индуцировать местный гуморальный иммун-
ный ответ и способствовать значительному повышению 
уровня анти-L7/L12 IgA в кале [32]. А в 2012 г. D.Sáez et al., 
трансформировав L. lactis геном sodC, выявили, что перо-
рально вакцинированные данным штаммом мыши оказались 
защищены от заражения вирулентным штаммом B. abortus 
2308 [33].

Среди противобруцеллезных вакцин, созданных на осно-
ве мутантных вирусов, несущих гены иммунодоминантных 
антигенов бруцелл, наибольшую эффективность показали 
штаммы Semliki Forest virus, продуцирующие IF3, SOD, 
а также Influenza virus [31]. Так, вакцинация беременных коз 
и овец вирусом гриппа, экспрессирующим белки OMP16, 
OMP19, SOD или L7/L12, с адьювантом MontanideTM Gel 01 
защитила 70% животных от бруцеллеза при заражении их 
вирулентным штаммом B. melitensis 16M [30, 34]. Исполь-
зование Vaccinia virus в качестве векторной противобруцел-
лезной вакцины во многих случаях (например, при экспрес-
сии белков OMP18, L7/L12) оказалось неоправданным. 

Критическим свойством данного вируса является способ-
ность снижать ИФН-γ-ответ у хозяина, который необходим 
для защиты от бруцеллеза, что также подтверждает его не-
пригодность для целей вакцинации [28]. 

К векторным вакцинам можно отнести и мутантные штам-
мы бруцелл, непатогенные для человека или крупного рога-
того скота, но синтезирующие факторы вирулентности.  
D.Moustafa et al. разработали три вакцинных штамма из  
B. neotomae (гладкий штамм, выделенный от пустынных 
мышей): B. neotomae SOD, B. neotomae Bp26 и B. neotomae, 
облученный гамма-лучами, не способный к репликации, 
но сохраняющий метаболическую активность. Штаммы вво-
дили внутрибрюшинно мышам BALB/c, которые были зара-
жены B. abortus 2308, B. melitensis 16M и B. suis 1330. Луч-
шую защиту от инфекции обеспечил облученный штамм [37]. 
Основываясь на данных результатах, N.Dabral et al. сравни-
ли эффективность B. abortus RB51 и облученного штамма 
B. neotomae, которыми были перорально вакцинированы 
мыши. В обеих группах мышей регистрировались повышен-
ные уровни ИФН-γ и фактора некроза опухоли ФНО-α. 
Заражение мышей как внутрибрюшинно, так и интраназаль-
но B. abortus 2308 показало, что защита, обеспечиваемая 
облученным штаммом B. neotomae, выше, чем B. abortus 
RB51 [38]. Альтернативой живым вакцинам могут служить 
бесклеточные генно-инженерные субъединичные и ДНК-
вакцины против бруцеллеза. 

Субъединичные вакцины против бруцеллеза
Одним из перспективных направлений в борьбе против 

бруцеллеза является разработка субьединичных вакцин на 
основе рекомбинантных белков B. abortus, обладающих до-
статочной иммуногенностью для формирования протектив-
ного иммунитета у человека и восприимчивых животных. 
Преимуществом использования данных препаратов, в част-
ности для человека, являются их безопасность, высокая 
иммуногенность, отсутствие дополнительных балластных 
белков и нуклеиновых кислот, которые могли бы вызвать 
перекрестные реакции и нежелательные побочные эффекты 
при вакцинации, возможность комбинирования с белковыми 
вакцинами, направленными на защиту от других патогенов. 
К их недостаткам можно отнести необходимость многократ-
ного введения препаратов и использования адьювантов для 
формирования полноценного иммунного ответа, а также 
низкую протективность по сравнению живыми вакцинами и 
высокую стоимость. 

Выбор оптимальных антигенов представляет собой крае-
угольный камень в разработке вакцин. В связи с преимуще-
ственно внутриклеточным расположением патогена и блоки-
рованием им механизмов фаголизосомального слияния и 
апоптоза поверхностные компоненты клетки и везикулы 
внешней мембраны являются практически уникальными 
структурами, взаимодействующими с иммунной системой 
хозяина. Многие грамотрицательные бактерии, в том числе 
бруцеллы, во время нормального роста спонтанно секрети-
руют везикулы наружной мембраны (outer membrane vesicles 
(OMV)). Они обладают двухслойной мембраной и содержат 
липопротеины, белки наружной мембраны (outer membrane 
proteins (OMP)), ЛПС и некоторые периплазматические ком-
поненты. OMV вовлечены во многие процессы, включая вы-
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свобождение факторов вирулентности, таких как протеазы и 
токсины, передачу сигналов между бактериальными и эука-
риотическими клетками, перенос ДНК, антибактериальную 
активность, стимуляцию иммунной системы хозяина и об-
легчение выживания бактерий во время оболочечного стрес-
са. Иммуномодуляторные свойства этих антигенов позволя-
ют рассматривать их в качестве субъединичных вакцин 
против бруцеллеза [39, 40]. Протеомный анализ показал, что 
везикулы наружной мембраны B. melitensis 16M содержат 
белки OMP2b, OMP3b, OMP10, OMP16, OMP19, OMP25, 
OMP28 (BP26), OMP31, Cu/Zn SOD, P39, DnaK, SurA, BCSP31, 
GroES и другие [40]. 

Высокой иммуногенностью обладают бруцеллезные ОМР. 
В исследованиях K.A.Pasquevich перорально или паренте-
рально вводимые мышам рекомбинантные липопротеины 
OMP16 и OMP19 (как с липидным участком, так и без него) 
индуцировали одинаково высокие уровни защиты против за-
ражения B. abortus, причем без применения адьювантов. 
Адьювантность данных белков обьясняется их способностью 
активировать дендритные клетки in vivo, дендритные клетки и 
макрофаги in vitro, стимулировать как Th1-, так и Th17-им мун-
ные ответы против бруцелл. Пероральное введение OMP19, 
полученного в растительной экспрессионной системе Nico-
tiana benthamiana, стимулировало мукозный и систем ный им-
мунный ответ у мышей без применения адьювантов [41, 42].

Белок пептидогликанового слоя OMP25 является важным 
фактором вирулентности бруцелл, участвующим в выжива-
нии микроорганизма. Делеции гена omp25 у B. melitensis, 
B. abortus и B. ovis приводили к их аттенуации для мышей. 
Внутрикожная иммунизация мышей рекомбинантным бел-
ком OMP25 обеспечила защиту от заражения B. abortus 544, 
сравнимую с вакцинным штаммом B. abortus S19 [43].

OMP31, который на 34% гомологичен с OMP25, присут-
ствует у всех видов Brucella, за исключением B. abortus. 
Среди белков наружной мембраны бруцелл представители 
семейства OMP25/OMP31 проявляют сильную иммуноген-
ность, стимулируя как клеточный, так и гуморальный имму-
нитет. В последних исследованиях был обнаружен высокий 
уровень специфических антител против рекомбинантного 
OMP31 у большого процента обследованных собак, инфици-
рованных B. canis. Таким образом, OMP31 может быть кан-
дидатом для субъединичной вакцины против B. canis [44]. 
Также рекомбинантный белок OMP31 в сочетании с гидрок-
сидом алюминия или неполным адъювантом Фрейна инду-
цировал значительные уровни защиты от B. melitensis в мы-
шиной модели [45, 46]. Слитый белок 3E-IL2, содержащий 
27-аминокислотный эпитоп ОМР31 и интерлейкин-2 (IL-2), 
оказал более выраженный протективный эффект против 
B. melitensis M16 у мышей по сравнению с химерным анти-
геном OMP31-IL2, включающим целую OMP31 [47].

OMP28, также известный как BP26, обнаружен в пери-
плазматическом пространстве бруцелл. Он высококонсерва-
тивен среди B. abortus, B. melitensis, B. suis, B. ovis, B. canis 
и B. neotomae. OMP28 способен вызывать как гуморальные, 
так и клеточные реакции в организме хозяина, причем пер-
вые, как правило, преобладают. Использование сочетания 
рекомбинантного rOMP28 с адьювантом CpG (синтетиче-
ским олигодезоксинуклеотидом, содержащим CpG-мотив) 
в качестве субъединичной вакцины позволило переключить 

тип иммунного ответа на Th1-ответ и индуцировать синтез 
IgG2a, Т-клеточную пролиферацию и повышение экспрессии 
цитокинов первого типа (ИФН-γ, IL-2, IL-12, ФНО-β), а при 
заражении мышей, вакцинированных вирулентным штам-
мом B. abortus 544, получить уровень протекции выше по 
сравнению с нативным антигеном OMP28, хотя и ниже, чем 
при применении вакцинного штамма B. abortus S19 [48]. 

Периплазматическая Cu/Zn-супероксиддисмутаза (SOD) яв-
ляется ключевым элементом защиты патогена от респиратор-
ного взрыва в фагоцитах хозяина. Этот белок (18,5–20 кДа) 
экспрессируется во всех видах бруцелл и оказывает выра-
женный протективный эффект при использовании его в ка-
честве вакцины против бруцеллеза в мышиной модели. 
В работе H.Singha введение мышам эшерихиосом, содержа-
щих рекомбинантные SOD и провоспалительный цитокин 
IL-18, оказало выраженный протективный эффект при по-
следующем заражении их B. abortus 544 [49]. 

Применение в работе A.Al-Mariri в качестве вакцины 
от бруцеллеза у мышей периплазматического белка Р39 
с адьювантом CpG обеспечило максимальную защиту, срав-
нимую с B. abortus S19, на 4-й неделе после заражения, од-
нако к 8-й неделе этот эффект практически исчез [50]. 

Очищенные рекомбинантные цитозольные белки SurA и 
DnaK, вводимые мышам, индуцировали одинаковые невысо-
кие уровни защиты от B. abortus по сравнению с контроль-
ной живой вакциной. Иммунизация двумя данными белками 
не показала синергетического эффекта по сравнению с вак-
цинацией только одним антигеном [51]. 

Протективной активностью обладают и некоторые цито-
плазматические белки: белки открытой рамки считывания, 
кодируемой геномным островком GI-3 (29 белков, включая 
BAB1-0260 (FlgJ), BAB2-0122 (FliN), BAB1-0263 и BAB1-0278 
и др.), люмазин синтетаза (BLS), рибосомный белок L7/L12, 
цитоплазматический шаперон trigger factor (TF) и др. [52]. 

L7/L12, 12кДа-белок 50S-субъединицы рибосом бруцелл, 
обладает высокой иммуногенностью и способен оказы-
вать защитный эффект. В работе D.P.Isore рекомбинатнт-
ный L7/L12, а также ДНК-вакцину, содержащую ген данного 
белка, и B. abortus S19 вводили внутрибрюшинно мышам. 
Через 30 дней после заражения их B. abortus 544 были выяв-
лены повышенные уровни пролиферации лимфоцитов и 
концентрации ИФН-γ, а также сниженная обсемененность 
селезенки у животных, иммунизированных бесклеточными 
вакцинами, по сравнению с живой вакциной [53]. 

Y.Hisham и Y.Ashhab с помощью методов биоинформати-
ки и стратегии обратной вакцинологии анализировали 1939 
белков из 90 протеомов трех видов бруцелл (B. abortus, 
B. melitensis и B. suis). В результате сравнения антигенности 
белков, оценки плотности их В-клеточных эпитопов, а также 
эпитопов MHC-I и MHC-II был получен окончательный список 
из 34 потенциальных протективных антигенов для целей 
вакцинопрофилактики. Большинство из выявленных белков 
оказались связаны с такими биологическими процессами, 
как трансмембранный транспорт, сборка мембран, бакте-
риальная адгезия, инвазия, адаптация к внутриклеточной 
среде макрофагов с дефицитом питательных веществ [54]. 

Тем не менее, как показывают эксперименты, монова-
лентная вакцина, основанная на одном антигене, не способ-
на вызвать значительный протективный иммунитет. Более 
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эффективным для целей вакцинопрофилактики может ока-
заться комбинация из нескольких белков, экспрессирую-
щихся в разные фазы жизненного цикла бактерий. Перспек-
тивным направлением усовершенствования субьединичных 
вакцин является создание «коктейлей» из иммунодоми-
нантных эпитопов наиболее иммуногенных антигенов бру-
целл. В работе M.Golshani et al. применение антигенного 
коктейля из трех рекомбинантных белков бруцелл (rL7/L12 + 
+ rTOmp31 + rSOmp2b) в сочетании с одним из двух вариан-
тов адьювантов (CpG ODN 1826 + Montanide ISA 70VG или 
Poly I:C) индуцировало сильный иммунный ответ с преобла-
данием титра IgG2a, Th1-иммунного ответа и уровень защи-
ты от бруцеллеза, сравнимый с живыми вакцинами [55]. В 
исследовании G.Tadepalli внутрибрюшинная иммунизация 
мышей коктейлем из рекомбинантных белков rОМР19 и rР39 
с непол ным адъювантом Фрейнда способствовала форми-
рованию защитного иммунитета против B. abortus 544 и 
B. melitensis 16M. А применение химерной молекулы rOP, 
содержащей данные антигены, индуцировало Т-клеточно-
опосредованную иммунную защиту у мышей даже в отсут-
ствие дополнительных стимуляторов за счет адьювантности 
ОМР19 [56]. Использование смеси из нескольких рекомби-
нантных белков B. abortus (AspC, Dps, lnpB и Ndk) в качестве 
субъединичной вакцины индуцировало высокий титр IgG2a 
и обеспечивало эффективность защиты от бруцеллеза, 
анало гичную эффективности штамма B. abortus RB51 [57]. 
В работе S.Paul был показан потенциал слитого рекомби-
нантного белка rL7/L12-Omp25 в качестве вакцины против 
бруцеллеза. При введении его внутрибрюшинно мышам 
он не только вызвал более выраженные, чем при примене-
нии вакцинного штамма B. abortus S19, клеточно-опосредо-
ванные и гуморальные иммунные реакции в их организме, 
но и защитил животных при заражении B. abortus 544 [58]. 
Z.Sadeghi et al. с помощью инструментов иммуноинформа-
тики вычислили В- , CD4+ и CD8+ T-клеточные эпитопы трех 
белков Brucella (FliC, 7α-HSDH, BhuA) и создали из них 
2 мультиэпитопные вакцины (poly B и poly T). Иммунизация 
мышей данными вакцинами с адьювантом poly I:C обеспе-
чила защиту мышей от B. abortus 544 и B. melitensis 16M, 
сравнимую с эффектом от B. abortus RB51 и B. melitensis 
Rev1 [59]. 

Во многих исследованиях были продемонстрированы об-
надеживающие результаты применения субъединичных вак-
цин против бруцеллеза. Однако большинство из них были 
выполнены на мышиных моделях, а иммунный ответ, наблю-
даемый у мышей, может не соответствовать уровню защи-
ты, достигаему у естественных хозяев после вакцинации. 
Кроме того, создание комбинации из антигенов, способной 
индуцировать сильный иммунный ответ, соответствующий 
естественной инфекции, является сложной и комплексной 
задачей. Необходимость многократного введения таких пре-
паратов и использования адьювантов значительно повыша-
ет стоимость вакцинации, а также ограничивает области ее 
применения. 

ДНК-вакцины против бруцеллеза
Кроме субъединичных противобруцеллезных вакцин, 

в настоящее время активно разрабатываются ДНК-вакцины. 
Они дают возможность получить пролонгированную экс-

прессию антигенов, вызывая как клеточные, так и гумораль-
ные реакции в организме. ДНК-вакцины стабильны, не тре-
буют замораживания, безопасны и могут применяться для 
людей [4].

В последние годы множество исследований было посвя-
щено разработке противобруцеллезных ДНК-вакцин. Среди 
них – ДНК-вакцины, кодирующие L7/L12, BLS, P39, ОMP16 и 
BAB1_0278, которые продемонстрировали способность обе-
спечивать защиту от B. abortus у мышей [60]. Кроме того, 
ДНК-вакцина, несущая ген SOD, индуцировала уровень 
защи ты, соответствующий применению B. abortus RB51 [61]. 
Использование в качестве вакцины плазмидной ДНК, содер-
жащей гены BAB1_0263 и бактериоферритин, не обеспечи-
ло защиту от вирулентного B. abortus у мышей [62]. 

Считается, что ДНК-вакцины вызывают менее мощные 
иммунные реакции, чем белковые вакцины [4]. Однако, напри-
мер, ДНК-вакцина, экспрессирующая OMP31, вызывала такой 
же уровнь защиты, как рекомбинантный белок rOMP31с не-
полным адъювантом Фрейнда против B. melitensis и B. ovis, 
а вакцина, продуцирующая BSL, оказалась более эффектив-
ной, чем аналогичный рекомбинантный белок, против зара-
жения B. abortus [46, 63].

Разрабатываемые противобруцеллезные ДНК-вакцины 
уступают по уровню защиты коммерческим живым аттенуи-
рованным вакцинам. Применение различных стратегии по-
вышения эффективности ДНК-вакцин может обеспечить 
возможность их широкого применения, в том числе для 
людей. Одна из стратегий улучшения ДНК-вакцин против 
бруцеллеза заключается в изменении экспрессии антигена 
путем изменения генетической конструкции. Например, 
в одной из работ замена обычно используемого промотора 
CMV на промотор MHC I крупного рогатого скота (p6) суще-
ственно снизила защитную эффективность ДНК-вакцины, 
экспрессирующей L7/L12 [64]. 

С другой стороны, клеточное расположение экспрессиру-
емого белка также может быть изменено путем включения 
простых целевых последовательностей или сигналов секре-
ции. Например, сигнальная последовательность активатора 
плазминогена в тканях человека использовалась для выде-
ления бруцеллезного белка GroEL из клеток, трансфициро-
ванных продуцирующей его ДНК-вакциной. Однако эта 
стратегия индуцировала более низкие уровни антител у им-
мунизированных мышей, чем у несекретированных GroEL 
[65]. Остается неясным, является ли индукция секреции бру-
целлезных белков подходящим методом для повышения 
эффективности ДНК-вакцин. Альтернативная стратегия, при 
которой внутриклеточный целевой сигнал, такой как убикви-
тин, сливается с антигеном бруцеллы, может оказаться 
более эффективной [66].

Другой подход повышения эффективности ДНК-вакцин за-
ключается в модуляции иммунного ответа путем коэкс-
прессии цитокинов. Их гены могут располагаться на отдель-
ной плазмиде либо быть слиты генами бруцеллезных белков 
внутри одной ДНК-вакцины. Например, слияние генов белков 
SOD c IL-2 или IL-18 в одной ДНК-вакцине обеспечило сохра-
нение цитокинового эффекта в локальной среде на антиген. 
Однако в обоих этих случаях включение цитокина не привело 
к повышению защитной эффективности по сравнению с ДНК-
вакцинами, экспрессирующими только SOD [67, 68].
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Применение комбинированных ДНК-вакцин может обеспе-
чить более эффективную протекцию от инфекции. Напри-
мер, ДНК-вакцины, кодирующие BCSP31, SOD и L7/L12, сти-
мулировали более высокий цитотоксический ответ у мышей 
по сравнению с B. abortus S19 [54]. Аналогичным образом, 
двухвалентная ДНК-вакцина, кодирующая гены L7/L12 и 
OMP16, также оказалась более эффективной и способной 
вызывать сильный пролиферативный Т-клеточный ответ, 
индуцировать большое количество ИНФ-γ-продуцирующих 
Т-клеток [69, 70]. Кроме того, было показано, что ДНК-
вакцина, содержащая шесть генов, кодирующих иммунодо-
минантные антигены B. abortus (BCSP31, SOD и L7/L12) и 
Mycobacterium bovis (Ag85B, MPT64 и MPT83), индуцирует 
защиту, сравнимую с B. abortus S19 и БЦЖ у крупного рога-
того скота, что позволяет рассматривать ее в качестве пер-
спективной вакцины против обоих заболеваний [71]. 

В большинстве случаев иммунизация ДНК-вакциной про-
тив бруцеллеза проводится внутримышечно. Однако этот 
способ требует большого количества ДНК и может создать 
трудности для исследований на более крупных моделях жи-
вотных, таких как человек. Такие методы, как опосредован-
ная частицами эпидермальная доставка и прямое введение 
ДНК-вакцин в селезенку, были тестированы на мышах про-
тив других инфекций и показали многообещающие резуль-
таты [72]. Существующая схема иммунизации ДНК-
вакцинами в несколько этапов (prime-boost) показала свою 
эффективность при применении ее для профилактики раз-
ных инфекций. Она позволяет инициировать иммунный 
ответ на антиген прежде, чем рекомбинантные белки или 
вирусные векторы будут использованы в качестве дополни-
тельного его усиления. Однако в работе J.Cassataro введе-
ние мышам рекомбинантного белка ОМР31 незначительно 
усилило иммунный ответ на первично вводимую ДНК-
вакцину, экспрессирующую данный антиген [73–76].

Несмотря на преимущества ДНК-вакцин для профилакти-
ки бруцеллеза, такие как безопасность, простота производ-
ства и применения, длительная персистенция иммуногена, 
стимуляция клеточного и гуморального иммунитета, у них 
есть ряд недостатков, в частности, вероятность атипичного 
процессинга белка, синтез антител к ДНК, риски воздей-
ствия на гены, контролирующие рост клеток, или передачи 
генов устойчивости к антибиотикам бактериям и другие. 

 Другие перспективные противобруцеллезные вакцины
Поскольку было доказано, что существует перекрестная 

реактивность между антигенами бруцелл и непатогенными 
альфа-протеобактериями (АПБ), то вакцинация с помощью 
АПБ может защитить животных от бруцеллезной инфекции. 
Исследовательской группой M.V.Delpino был проведен ряд 
экспериментов, в которых мышей подкожно иммунизиро-
вали термически убитыми Ochrobactrum anthropi, Sinorhizo-
bium meliloti, Mesorhizobium loti, Agrobacterium tumefaciens, 
а также Brucella melitensis H38 в качестве стандартного по-
ложительного контроля. Наиболее выраженный иммунный 
ответ после внутривенного введения B. abortus 2308 наблю-
дался у мышей, иммунизированных O. anthropi, M. loti и 
B. melitensis H38, по сравнению с вводимым цитозольным 
экстрактом бруцелл. Кроме того, пероральное введение жи-
вых O. anthropi и последующее заражение мышей B. abortus 

2308 индуцировало повышеннные уровни lgA в сыворотке в 
крови и кале, а также показателей активации клеточного 
иммунитета по сравнению с неиммунизированными живот-
ными (но меньшие, чем выявлены у мышей, вакцинирован-
ных инактивированным B. abortus 2308) [77].

Инактивированные противобруцеллезные вакцины, как 
правило, демонстрируют низкую протективную эффектив-
ность и при этом требуют применения адьювантов и введе-
ния нескольких ревакцинирующих (бустер) доз препарата. 
Однако в работе Won-Kyong Kim 2019 г. было показано, что 
использование клеток B. abortus, лизированных GI24 (фраг-
ментом свиного миелоидного антимикробного пептида), для 
внутрикожной иммунизации коз стимулировало повышен-
ные уровни IL-4, ФНО-α, ИФН-γ, анти-ЛПС антител по срав-
нению с контрольными животными и при последующем суб-
конъюнктивальном заражении их вирулентным штаммом 
B. abortus 544 три из пяти коз оказались защищены от ин-
фекции [78]. 

Одним из вариантов доставки антигенов в организм явля-
ется применение наночастиц. M.Abkar et al. было показано, 
что пероральное введение мышам N-триметил-хитозано вых 
наночастиц с ОМР31 индуцирует Th1- и Th17-ответы и обеспе-
чивает значительный уровень защиты от B. melitensis 16M 
через 4 недели после вакцинации [79]. Применение слитого 
белка OMP25-BLS, помещенного в хитозановую наночасти-
цу, для иммунизации мышей выявило преобладание гумо-
рального ответа на данный антиген в организме хозяина. 
При этом внесение дополнительно рекомбинантного бруцел-
лезного белка теплового шока rHSP60 способствовало пере-
ключению иммунного ответа на клеточный ответ [80]. Имму-
низация слизистых оболочек (интраназально и субконъюкти-
вально) двумя полимерными антигенами (BLSOmp31-ChM 
в хитозановой микросфере и BLSOmp31-P407-Ch в тер-
мореактивном и мукоадгезивном геле Poloxamer 407-Ch), 
содержащими слитый белок BLS-Omp31, стимулировала 
местный и системный иммунитет и обеспечила сниженный 
уровень бактериальной нагрузки в селезенке у овец при за-
ражении B. ovis [81].

В качестве альтернативы существующим живым вакци-
нам разными авторами предпринимались попытки исполь-
зовать синтетические пептиды эпитопов иммунодоминант-
ных белков бруцелл. Например, L.B.Tabatabai и G.W.Pugh 
синтезировали 3 пептида белка Cu-Zn SOD B. abortus, один 
из которых, пептид 3 (GGAPGEKDGKIVPAG), продемонстри-
ровал протективную активность при заражении вирулент-
ным штаммом бруцелл. Однако в целом этот класс вакцин 
обладает относительно низкой степенью защиты от инфек-
ции, что затрудняет их эффективное применение [82].

Везикулы внешней мебраны (OMV), секретируемые бру-
целлами, содержат компоненты, ассоциированные с виру-
лентностью бактерий, и обладают иммуномодулирующими 
свойстами. Белки OMV могут проникать в эукариотические 
клетки путем эндоцитоза и индуцировать не только мем-
бранные рецептор-зависимые пути, но и цитоплазмати-
ческие рецепторы, такие как NOD (рецептор связывания 
нуклеотидов и олигомеризации), стимулируя иммунный 
ответ [6, 40]. В работе E.D.Avila-Calderón OMV два штамма 
B. melitensis (гладкий 16M и шероховатый мутант VTRM1) 
вводили внутримышечно мышам с последующим заражени-
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ем их вирулентным штаммом B. melitensis 16M. При этом 
OMV из B. melitensis VTRM1 индуцировали существенно 
более высокие показатели экспрессии генов IL-12, ФНО-α и 
ИФН-γ в дендритных клетках костного мозга, чем OMV из 
гладкого штамма B. melitensis 16М. Иммунизация мышей 
OMV как из гладкого, так из шероховатого штаммов обеспе-
чило уровни защиты мышей от бруцеллеза, сравнимые 
с уровнями, полученными в группе мышей, вакцинирован-
ных живым штаммом В. melitensis Rev1 (р < 0,005). Кроме 
того, у мышей, вакцинированных OMV из B. melitensis VTRM1, 
наблюдалось повышение уровня IgG2a в сыворотке крови, 
что свидетельствует о стимуляции клеточного иммуните-
та [39]. В настоящее время в нескольких странах мира (Куба, 
Норвегия, Новая Зеландия) уже доступна для массового 
применения вакцина, основанная на OMV, против Neisseria 
meningitides серогруппы В. Следовательно, допустимо пред-
положить, что подобная противобруцеллезная вакцина 
также может быть эффективной, в том числе для защиты 
людей от инфекции [6, 83].

Заключение
Необходимость создания новых эффективных и безопас-

ных противобруцеллезных вакцин в настоящее время стоит 
особенно остро. Естественные резервуары бруцеллеза 
в дикой природе являются постоянным источником инфици-
рования домашних животных, которые заражают человека. 
Кроме того, в связи с аэрогенным распространением и стой-
костью бруцелл в окружающей среде существует риск ис-
пользования их в качестве биологического оружия. Поздняя 
диагностика и малоэффективное лечение заболевания 
могут приводить к хронизации инфекции и инвалидизации 
пациентов [84].

Несмотря на значительные усилия, предпринимаемые 
учеными всего мира, до сих пор не существует международ-
ной лицензированной противобруцеллезной вакцины для 
человека. Идеальная противобруцеллезная вакцина для 
исполь зования на людях должна быть безопасной, эффек-
тивной, обеспечивать долговременную защиту, не должна 
вызывать заболевание и выраженные местные или систем-
ные реакции и, желательно, должна стимулировать форми-
рование противоинфекционного иммунитета после ее одно-
кратного применения. 

При разработке вакцины для людей необходимо учиты-
вать ряд требований, необходимых для ее лицензирования. 
Эффективность такого препарата должна быть подтверж-
дена по крайней мере на двух моделях животных. Испыта-
ния вакцины проводятся как на небольших (например, на 
мышах), так и на более крупных животных (предпочтительно 
на нечеловеческих приматах). Для лицензирования препа-
рата также необходимо подтверждение его безопасности, 
иммуногенности и эффективности на людях. Хотя живые 
аттенуированные вакцины против бруцеллеза обладают по-
тенциальными преимуществами с точки зрения иммуноген-
ности и защитной эффективности, лицензирование такой 
вакцины для людей может оказаться затруднительным. 
Производство вакцин на основе живых бруцелл, как прави-
ло, является дорогостоящим в связи с необходимостью ис-
пользования лабораторий с высоким уровнем защиты, по-
стоянного контроля качества препаратов, соблюдения усло-

вий их хранения и транспортировки [4]. Субъединичные 
вакцины считаются безопасными для человека, однако для 
достижения высокого уровня защиты от бруцеллеза, как 
правило, необходимо создание комбинации из нескольких 
антигенов и адьюванта, а также многократное введение пре-
парата. Кроме того, вакцина, основанная на очищенных 
белках, вероятно, потребует охлаждения, которое трудно со-
блюсти в некоторых районах мира, где распространен бру-
целлез. В данном случае ДНК-вакцина будет обладать преи-
муществами, так как она безопасна, стабильна во внешней 
среде, может обеспечить экспрессию нескольких антигенов 
и их длительную персистенцию в организме, проста и недо-
рога в производстве. Реализация различных стратегии улуч-
шения качества противобруцеллезных ДНК-вакцин может 
помочь в разработке препаратов, пригодных для примене-
ния для людей.
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В августе 2017 г. эпидемия легочной чумы охватила два 
крупных городских населенных пункта Мадагаскара. 

Было зарегистрировано более 2400 случаев и официально 
зафиксировано 200 смертей. Российским научно-иссле до-
вательским противочумным институтом «Микроб» Роспот-
ребнадзора были «подготовлены к отправке в адрес россий-
ского диппредставительства в Мадагаскаре средства инди-
видуальной защиты (защитные комбинезоны, маски, пер-
чатки), а также 500 доз российской противочумной вакцины, 
произведенных Ставропольским научно-исследовательским 
противочумным институтом Роспотребнадзора» [1]. Несмо-
тря на то, что основа российской живой чумной вакцины – 
это вакцинный штамм EV, селекционированный на Мада-
гаскаре, спасший там десятки тысяч жизней и переданный в 
1936 г. в Россию, власти республики отказались от живой 
чумной вакцины, так как Всемирная организация здравоох-
ранения (ВОЗ) не рекомендует использование чумных вак-
цин старого поколения [2, 3]. 

По данным ВОЗ, весной 2018 г. в различных стадиях раз-
работки частными и государственными лабораториями за-
регистрировано 17 кандидатов в чумные вакцины. Двое из 

этих кандидатов завершили Фазу 2 клинических испытаний, 
и несколько кандидатов планировали подвергнуть клини-
ческим испытаниям в 2019 г. Эксперты ВОЗ приступили 
к формулированию принципов проведения Фазы 3 испыта-
ния эффективности противочумных вакцин – кандидатов 
в эндемичных странах [8]. Был разработан профиль целево-
го продукта вакцины ВОЗ для борьбы с чумой, который 
должен служить «маяком» для разработчиков вакцин. В при-
веденной ниже таблице сравниваются параметры идеаль-
ной ВОЗовской чумной вакцины с характеристиками уже 
зарегистрированных в России чумных вакцин и требования-
ми ко вновь разрабатываемым отечественным вакцинным 
препаратам.

Очевидно, что представленные в таблице требования 
ВОЗ касаются прежде всего субъединичных вакцин на осно-
ве F1- и LcrV-антигенов, так как никто не даст разрешение 
на иммунизацию беременных женщин живыми вакцинами, 
поскольку это может привести к инфицированию вакцинным 
штаммом плода и даже его гибели [9]. Основной принцип 
специфической профилактики – вакцинация должна нести 
больше пользы, чем вреда. Этому соответствует поддержи-
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ваемая ВОЗ «стратегия кокона», при которой беременных 
или кормящих не иммунизируют, а вакцинируют всех, с кем 
они контактируют и от кого могут заразиться [10].

Конечная цель вакцинации состоит в стимулировании на-
пряженного и длительного иммунитета. Однако в случае 
чумы иммунитет, вызываемый вакцинацией, со временем 
ослабевает [11]. Субъединичные вакцины на основе F1 и 
LcrV в основном вызывают гуморальный иммунный ответ 
[12]. Хотя эти вакцины показали многообещающие результа-
ты на животных моделях, их защитный потенциал у людей 
еще предстоит оценить. Например, было объявлено, что 
вакцина на основе rF1-V будет лицензирована в 2021 г. для 
использования армией США по процедурам FDA, которые 
применяются, когда определение эффективности испыта-
ний препаратов на людях признается неэтичным или непрак-
тичным [13]. Гуморальный иммунный ответ – выработка 
анти тел, которые нейтрализуют внеклеточные микробы, 
тогда как клеточный иммунный ответ опирается на Т-клетки, 
которые экспрессируют цитокины и активно разрушают 
внутри клеточные микробы. Защитный эффект субъеди-
ничных вакцин краткосрочный, поскольку в основном зави-
сит от гумо рального иммунитета, который периодически 
необходимо стимулировать бустерными иммунизациями. 
Вакцины против чумы следующего поколения должны быть 
разработаны для стимулирования напряженного клеточного 
иммунитета. Оба ответа, гуморальный и клеточный, в соче-
тании способствуют эффективности вакцины. 

Еще одним направлением повышения эффективности вак-
цинных препаратов является введение в их состав адъюван-
тов [14]. Одним из примеров прототипов таких вакцин может 
служить генетически аттенуированный штамм Yersinia 
pseudotuberculosis, продуцирующий антиген F1 Y. pestis и вы-
зывающий мощный клеточный ответ даже после однократно-
го орального введения [15]. Принимая во внимание насто-
роженную позицию ВОЗ в отношении живых вакцин, вопрос 
о том, имеет ли такой прототип перспективы в рамках дорого-
стоящих фаз доклинических и клинических испытаний, при-
обретает критическое значение. Достижение заявленных 
ВОЗ сроков сохранения потребительских свойств вакцинных 
препаратов (длительность иммунитета) на сегодняшний день 
представляется маловероятным без использования адъюван-
тов и/или схемы прайм-буст иммунизации: вначале грунд-
иммунизация живой чумной вакциной, а затем, по мере не-
обходимости, ревакцинация молекулярной вакциной [16].

Исследования по совершенствованию вакцинопрофилак-
тики чумы продолжаются.

Информация о финансировании
Работа выполнена в рамках гранта Минобрнауки России 

(Соглашение № 075-15-2019-1671 от 31 октября 2019 г.).

Литература

1.  Информация Роспотребнадзора «О направлении в Республику Мадагаскар 

противочумной вакцины и средств индивидуальной защиты» [Электронный 

ресурс]. Режим доступа: https://www.rospotrebnadzor.ru/about/info/news/

news_details.php?ELEMENT_ID=9072

2.  Cui Y, Yang X, Xiao X, Anisimov AP, Li D, Yan Y, et al. Genetic variations of live 

attenuated plague vaccine strains (Yersinia pestis EV76 lineage) during laboratory 

passages in different countries. Infect Genet Evol. 2014 Aug;26:172-9. 

DOI: 10.1016/j.meegid.2014.05.023

3.  WHO Plague vaccines workshop April 23 2018 [Электронный ресурс]. Режим 

доступа: https://www.who.int/blueprint/what/norms-standards/Plague_vaccines_

workshop-23-april-2018/en/

4.  Справочник лекарств издательской группы «ГЭОТАР-Медиа» [Электронный 

ресурс]. Режим доступа: https://www.lsgeotar.ru/vaktsina-chumnaya-

molekuliarnaya-mikroinkapsulirovannaya-vchmm-17308.html

5.  Регистр лекарственных средств России: «Вакцина чумная молекулярная 

микроинкапсулированная (ВЧММ)» [Электронный ресурс]. Режим доступа: 

https://www.rlsnet.ru/tn_index_id_96317.htm

6.  Регистр лекарственных средств России: «Вакцина чумная живая сухая 

(Vaccinum pestosum vivum)» [Электронный ресурс]. Режим доступа: https://

rlsnet.ru/tn_index_id_8626.htm

7.  Регистр лекарственных средств России: «Вакцина чумная живая – регистра-

ционное удостоверение ЛП-000535» [Электронный ресурс]. Режим доступа: 

https://rlsnet.ru/regdoc/36996

8.  WHO. Efficacy trials of plague vaccines: endpoints, trial design, site selection. 

WHO workshop in Paris, 2018. [Электронный ресурс]. Режим доступа: 

http:/ www.who.int/blueprint/what/norms-standards/PlagueVxeval_FinalMeeting 

Report.pdf?ua=1

9.  Verma R, Khanna P, Dhankar M. Vaccinationduring pregnancy: Today's need in 

India. Human Vaccines & Immunotherapeutics. 2016;12(3):668-670. DOI: 10.1080/ 

21645515.2015.1093265

10.  Meregaglia M, Ferrara L, Melegaro A, Demicheli V. Parent "cocoon" 

immunization to prevent pertussis-related hospitalization in infants: the case 

of Piemonte in Italy. Vaccine. 2013 Feb 6;31(8):1135-7. DOI: 10.1016/j.

vaccine.2012.12.061

11.  Wagner DA, Kelly SM, Petersen AC, Peroutka-Bigus N, Darling RJ, Bellaire BH, 

et al. Single-dose combination nanovaccine induces both rapid and long-lived 

protection against pneumonic plague. Acta Biomater. 2019. Dec 100:326-337. 

DOI: 10.1016/j.actbio.2019.10.016

12.  Demeure ChE, Dussurget O, Mas Fiol G, Le Guern AS, Savin C, Pizarro-Cerdá J. 

Yersinia pestis and plague: an updated view on evolution, virulence determinants, 

immune subversion, vaccination, and diagnostics. Genes Immun. 2019. 

DOI: 10.1038/s41435-019-0065-0

13.  FDA. Code of federal regulations. Title 21 (7), Chapter 1F-Biologics. Part 601: 

Licensing, subpart H: Approval of biological products when human efficacy 

studies are not ethical or feasible. Revised 2018.

14.  Amemiya K, Meyers JL, Rogers TE, Fast RL, Bassett AD, Worsham PL, et al. CpG 

oligodeoxynucleotides augment the murine immune response to the Yersinia 

pestis F1-V vaccine in bubonic and pneumonic models of plague. Vaccine. 2009. 

Apr 6;27(16):2220-9. DOI: 10.1016/j.vaccine.2009.02.016

15.  Derbise A, Hanada Y, Khalifé M, Carniel E, Demeure CE. Complete protection 

against pneumonic and bubonic plague after a single oral vaccination. PLoS Negl 

Trop Dis. 2015;9:e0004162.

16.  Glynn A, Roy CJ, Powell BS, Adamovicz JJ, Freytag LC, Clements JD. Protection 

against aerosolized Yersinia pestis challenge following homologous and 

heterologous prime-boost with recombinant plague antigens. Infect Immun. 2005. 

Aug;73(8):5256-61.

References

1.  Information of Rospotrebnadzor «About sending the plague vaccine to the 

Republic of Madagascar the plague vaccine and personal protective equipment» 

[Electronic resource] Access mode: https://www.rospotrebnadzor.ru/about/info/

news/news_details.php?ELEMENT_ID=9072

2.  Cui Y, Yang X, Xiao X, Anisimov AP, Li D, Yan Y, et al. Genetic variations of live 

attenuated plague vaccine strains (Yersinia pestis EV76 lineage) during laboratory 



П.Х.Копылов, А.П.Анисимов / Бактериология, 2019, т. 4, №4, с. 42–46

46

passages in different countries. Infect Genet Evol. 2014 Aug;26:172-9. 

DOI: 10.1016/j.meegid.2014.05.023

3.  WHO Plague vaccines workshop April 23 2018 [Electronic resource]. Access 

mode: https://www.who.int/blueprint/what/norms-standards/Plague_vaccines_

workshop-23-april-2018/en/

4.  Publishing Group Drug Directory «GEOTAR-Media» [Electronic resource]. 

Access mode: https://www.lsgeotar.ru/vaktsina-chumnaya-molekuliarnaya-

mikroinkapsulirovannaya-vchmm-17308.html

5.  Russian Medicines Register: «Plague molecular microencapsulated vaccine 

(PMMV)» [Electronic resource]. Access mode: https://www.rlsnet.ru/tn_index_

id_96317.htm

6.  Russian Medicines Register: «Vaccinum pestosum vivum» [Electronic resource]. 

Access mode: https://rlsnet.ru/tn_index_id_8626.htm/

7.  Russian Medicines Register: «Vaccinum pestosum vivum – registration certificate 

ЛП-000535» [Electronic resource]. Access mode: https://rlsnet.ru/regdoc/36996

8.  WHO. Efficacy trials of plague vaccines: endpoints, trial design, site selection. 

WHO workshop in Paris, 2018. [Electronic resource]. Access mode: http://www.

who.int/blueprint/what/norms-standards/PlagueVxeval_FinalMeetingReport.

pdf?ua=1.

9.  Verma R, Khanna P, Dhankar M. Vaccinationduring pregnancy: Today's need 

in India. Human Vaccines & Immunotherapeutics. 2016;12(3):668-670.  

DOI: 10.1080/21645515.2015.1093265

10.  Meregaglia M, Ferrara L, Melegaro A, Demicheli V. Parent "cocoon" immunization 

to prevent pertussis-related hospitalization in infants: the case of Piemonte in 

Italy. Vaccine. 2013 Feb 6;31(8):1135-7. DOI: 10.1016/j.vaccine.2012.12.061

11.  Wagner DA, Kelly SM, Petersen AC, Peroutka-Bigus N, Darling RJ, Bellaire BH, 

et al. Single-dose combination nanovaccine induces both rapid and long-lived 

protection against pneumonic plague. Acta Biomater. 2019. Dec 100:326-337. 

DOI: 10.1016/j.actbio.2019.10.016

12.  Demeure ChE, Dussurget O, Mas Fiol G, Le Guern AS, Savin C, Pizarro-Cerdá J. 

Yersinia pestis and plague: an updated view on evolution, virulence determinants, 

immune subversion, vaccination, and diagnostics. Genes Immun. 2019. 

DOI: 10.1038/s41435-019-0065-0

13.  FDA. Code of federal regulations. Title 21 (7), Chapter 1F-Biologics. Part 601: 

Licensing, subpart H: Approval of biological products when human efficacy 

studies are not ethical or feasible. Revised 2018.

14.  Amemiya K, Meyers JL, Rogers TE, Fast RL, Bassett AD, Worsham PL, et al. CpG 

oligodeoxynucleotides augment the murine immune response to the Yersinia 

pestis F1-V vaccine in bubonic and pneumonic models of plague. Vaccine. 2009. 

Apr 6;27(16):2220-9. DOI: 10.1016/j.vaccine.2009.02.016

15.  Derbise A, Hanada Y, Khalifé M, Carniel E, Demeure CE. Complete protection 

against pneumonic and bubonic plague after a single oral vaccination. PLoS Negl 

Trop Dis. 2015;9: e0004162.

16.  Glynn A, Roy CJ, Powell BS, Adamovicz JJ, Freytag LC, Clements JD. Protection 

against aerosolized Yersinia pestis challenge following homologous and 

heterologous prime-boost with recombinant plague antigens. Infect Immun. 2005. 

Aug;73(8):5256-61.

Информация об авторе:

Анисимов Андрей Павлович, доктор медицинских наук, заместитель 
директора по научной работе ФБУН «Государственный научный центр 
прикладной микробиологии и биотехнологии» Роспотребнадзора
Адрес: 142279, Московская область, Серпуховский р-н, п. Оболенск, 
ФБУН ГНЦ ПМБ 
Телефон: (4967) 36-0003

Information about author:

Andrey P. Anisimov, ScD (Med.), Deputy Director for Science, State Research 
Center for Applied Microbiology and Biotechnology, Rospotrebnadzor 
Address: SRCAMB 142279 Obolensk, Serpukhov district, Moscow region,  
Russian Federation 
Phone: (4967) 36-0003

Интраназальная вакцина против сибирской язвы:  
BlueWillow получает разрешение FDA для начала фазы 1 исследования

Разработка интраназальной вакцины против сибирской язвы продолжается 
в рамках партнерства BlueWillow с Porton Biopharma Limited (PBL) по контракту 
№HHSN272201600045C от NIAID на разработку вакцины против сибирской язвы 
NanoVax® следующего поколения. Контракт может стоить до 24 миллионов дол-
ларов в течение восьмилетнего срока, если будут исполнены все опционы. 
Вакцина сочетает в себе новую интраназальную систему NanoVax от BlueWillow 
с рекомбинантным защитным антигеном (rPA) для сибирской язвы от PBL. 
На платформе NanoVax используется запатентованный адъювант наноэмульсия 
масло-в-воде, который вызывает системный и слизистый иммунитет, обеспечи-
вая уникальную защиту от таких респираторных инфекций, как сибирская язва.

Вакцина против сибирской язвы BlueWillow/PBL может обеспечить значитель-
ные преимущества по сравнению с существующей вакциной для инъекций. Исследования на животных показали, что 
BW-1010 безопасна и обеспечивает защиту от сибирской язвы после одной или двух прививок. Кроме того, неофициальные 
исследования стабильности показали, что срок годности вакцины составляет более пяти лет по сравнению с тремя годами 
для текущей инъекционной вакцины. Улучшенная стабильность BW-1010 позволит обеспечить более длительное хранение, 
что потенциально может сэкономить правительству США более 100 миллионов долларов в год.

Intranasal anthrax vaccine: BlueWillow Receives FDA Clearance to Begin Phase 1 Study –  
Outbreak News Today [Electronic resource]. 

URL: http://outbreaknewstoday.com/intranasal-anthrax-vaccine-bluewillow-receives-fda- 
clearance-to-begin-phase-1-study-22916/ (accessed: 14.12.2019).
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Ретроспективный эпидемиологический анализ 
заболеваемости зоонозным кожным 
лейшманиозом на территории Узбекистана
Ж.А.Мустанов, А.С.Неъматов 

Термезский филиал Ташкентской медицинской академии, Термез, Республика Узбекистан

В последние годы в Узбекистане заболеваемость лейшманиозом относительно увеличивается. Заболеваемость по 
годам и регионам распределяется неравномерно, такая эпидемиологическая особенность, видимо, связана с наличи-
ем разнообразных источников возбудителей инфекции и особенностями социальных и природных факторов, влияю-
щих на эпидемический процесс лейшманиозов.
Ключевые слова: кожный лейшманиоз, эпидемиология, ретроспективный анализ

Для цитирования: Мустанов Ж.А., Неъматов А.С. Ретроспективный эпидемиологический анализ заболеваемости зоонозным кожным лейшма-
ниозом на территории Узбекистана. Бактериология. 2019; 4(4): 47–49. DOI: 10.20953/2500-1027-2019-4-47-49

Retrospective epidemiological analysis  
of the leishmaniasis in Uzbekistan

Zh.A.Mustanov, A.S.Nematov 

Termez branch of Tashkent Medical Academy, Termez, Republic of Uzbekistan

In recent years, the incidence of leishmaniasis in Uzbekistan has increased relatively. The incidence across years and regions 
is unevenly distributed, such an epidemiological feature is apparently associated with the presence of a variety of sources. The 
causative agents of infection and the characteristics of social and natural factors affecting the epidemic process of leishmaniasis.
Key words: cutaneous leishmaniasis, epidemiology, retrospective analysis

For citation: Mustanov Zh.A., Nematov A.S. Retrospective epidemiological analysis of the leishmaniasis in Uzbekistan. Bacteriology. 2019; 4(4): 47–49. 
(In Russian). DOI: 10.20953/2500-1027-2019-4-47-49

Л ейшманиоз – протозойное заболевание людей и 
живот ных, которое вызывается лейшманией и пере-

дается через укус комаров. Это тропическое заболевание 
эндемично в 98 странах мира [1–5]. По данным ВОЗ, 350 млн 
людей заражаются этой болезнью, и ежегодно у 14 млн 
человек диагностируется кожный лейшманиоз. В Узбеки-
стане распространены как кожный, так и зоонозный лейш-
маниоз [2, 4, 6].

Зоонозный или острый некротический кожный лейшмани-
оз (ЗКЛ) в различные времена назывался разными назва-
ниями, которые отдельные авторы считают синонимами: 
сельский лейшманиоз; восточная язва; острый некротиче-
ский лейшманиоз [7]. 

Кожный лейшманиоз распространен в Центральной Азии 
(Туркменистан, Узбекистан), на Кавказе, в Афганистане, 
на Ближнем Востоке и в Африке, чаще возникает с развити-

ем туризма не только в эндемичных, но и в других географи-
ческих районах. Эндемические очаги находятся в основном 
в пустынных, сельских и городских районах [1, 2, 4, 5, 8, 9]. 

Территория Узбекистана подразделяется на 2 основные 
зоны природных очагов: 

• эндемичные районы с высокоактивными природными 
очагами: Джаркурганский, Термезский, Ангорский и Муз ра-
бадский районы Сурхандарьинской области; Караульский 
рынок и Бадахшанский массив Бухарской области, Кар-
набчул Навоийской области, Джизакская область и районы 
голодной пустыни;

• районы с низким уровнем эпидемически активных при-
родных очагов: Сурхандарья, Синдикли, Язъяванская, 
Кызылкумская и Каракалпакская пустыни и Ферганская 
обла сть. Распространенность природных очагов кожного 
лейшманиоза в Узбекистане связана с крупными песчаными 
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мышами, которые являются основным источником возбуди-
теля инфекции [6].

Возбудитель заболевания относится к семейству Trypa-
nosomidae. Москиты, на которых паразитируют Trypano so-
midae, встречаются в основном в населенных пунктах, 
в мусор ных свалках, птичьих гнездах, норах грызунов и тре-
щинах в пещерах. Москиты активны ночью. Большая пес-
чанка – многочисленный (фоновый) вид на всей равнинной 
территории республики. Сохраняет лейшмании всю жизнь. 
Ведет групповой образ жизни в сложной норе с оптималь-
ным для переносчика микроклиматом. Неохотно роет новые 
норы, используя при миграции старые. Нора может суще-
ствовать независимо и служит элементарным природным 
очагом ЗКЛ [4, 5, 6, 7, 9].

Чтобы снизить заболеваемость кожным лейшманиозом, 
необходимо улучшить меры по устранению его естествен-
ных очагов. 

Цель исследования – провести ретроспективный эпиде-
миологический анализ особенностей распространения кож-
ного лейшманиоза в республике.

Материалы и методы 

Официальные отчетные данные Республики Узбекистан 
и областных Центров государственного санитарно-эпиде-
мио логического надзора о заболеваемости кожным лейш-
ма ниозом в 2002–2017 гг. Были использованы эпидемио-
логические, паразитологические и статистические методы 
исследования.

Результаты и обсуждение

В настоящее время меры против кожного лейшманио-
за показали некоторую эффективность, но их недостаточ-
но. Ана лиз кожного лейшманиоза, зарегистрированного 
в Респуб лике Узбекистан за период 2002–2017 гг., пока-
зывает, что заболеваемость на 100 000 человек в этот 
перио д варьирует в пределах 0,2–2,4 (рис. 1). В 2002 г. (пер-
вый год анализа) заболеваемость кожным лейшма ниозом 
в нашей стране состав ляла 0,99 на 100 000 насе ления, 
самый низкий показатель за анализируемые годы составил 
0,2 на 100 000 населения в 2007 г., самый высокий – 
2,4 на 100 000 насе ления – в 2016 г. С 2005 г. наблюдается 
тенденция к росту заболеваемости кожным лейшманиозом. 
Забо ле ваемость увеличилась до 2,1 в 2009–2010 гг., что 
10-кратно превышает уровень 2007 г. В 2011– 2012 гг. уро-
вень заболеваемости несколько снизился и вновь начал 
расти с 2013 г. В 2016–2017 гг. уровень заболеваемости 
соста вил 2,4 на 100 000 населения, что в 12 раз больше, чем 
в 2007 г. (рис. 1).

Таким образом, ретроспективный эпидемиологический 
анализ кожного лейшманиоза, зарегистрированного в Респуб-
лике Узбекистан за 2002–2017 гг., показывает, что в течение 
многих лет наблюдается тенденция к увеличению количе-
ства случаев заболевания. В то же время в течение анали-
зируемого периода уровень заболеваемости в стране посто-
янно колебался. Основными причинами этого являются чис-
ленность грызунов, заражение москитами и их активность 
в естественном очаге, зависимость от общения населения, 
то есть функционирования населения в природных очагах 
для различных целей. Например, работа в сельском хозяй-
стве, освоение пустынных земель, выпас скота и овец и др. 
Заболеваемость кожным лейшманиозом обусловлена фак-
торами окружающей среды в районе и естественными ис-
точниками заболевания, количеством носителей возбудите-
ля в них. Заболеваемость кожным лейшманиозом в разных 
регионах страны весьма различна (рис. 2).

Представленные данные показывают, что в период  
2002–2017 гг. в стране было зарегистрировано 5550 случаев 
кожного лейшманиоза, из них в Сурхандарьинской обла-
сти – 1845, в Бухарской области – 1224, в Республике 
Каракалпакстан – 785, в Кашкадарьинской области – 705. 
В Джизакской, Навоийской и Самаркандской областях 
было зарегистрировано относительно немного случаев, 
в то время как в Наманганской и Андижанской областях – 
ни одного. 

Таким образом, ретроспективный анализ случаев кожно-
го лейшманиоза в административных районах республики 
за последние 16 лет (2002–2017 гг.) показывает, что в регио-
нах с наиболее высокой заболеваемостью имеются актив-

0,99 

1,2 

0,96 

0,57 
0,4 

0,2 

0,6 

1,3 

2,1 

0,8 
0,7 

1,7 

1,1 

1,6 

2,4 
2,4 

0 

0,5 

1 

1,5 

2 

2,5 

3 
20

02

20
03

20
04

20
05

20
06

20
07

20
08

20
09

20
10

20
11

20
12

20
13

20
14

20
15

20
16

20
17

Ко
ли

че
ст

во
 с

лу
ча

ев
 з

аб
ол

ев
ан

ия
на

 1
00

 0
00

 н
ас

ел
ен

ия

Годы

Рис. 1. Динамика кожного лейшманиоза в Республике Узбе-
кистан в 2002–2017 гг. 
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ные эпизоотические источники и естественные источники 
заболевания.

Выводы

1. Заболеваемость лейшманиозом распределена по 
годам и по регионам неравномерно, и эта эпидемиологиче-
ская особенность, вероятно, связана с тем, что источники 
заболевания различны в разных регионах. 

2. Подобная ситуация требует проведения специальных 
исследований по углубленному изучению эпидемиологии за-
болевания. 

3. Необходимо принять комплексные меры против лейш-
маниоза, в том числе дератизацию мест обитания песчаных 
грызунов, сокращение механическим методом численности 
крупных песчаных грызунов, обеззараживание гнезд для 
борьбы с москитами, предоставление средств индивидуаль-
ной защиты от москитов.

4. Раннее выявление и лечение заболевания, эпидемио-
логическое обследование населения. 

5. Проведение специальной профилактики в соответ-
ствии с эпидемическими инструкциями.
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Главный санитарный врач Великобритании: массовое применение антибиотиков 
в кормах животных представляет гораздо большую угрозу для людей,  
чем глобальное потепление

Организм человека вырабатывает устойчивость к антибиотикам через супербаги, которые могут производить фермент, 
ослабляющий антибиотики и создающий заслон, не дающий им попасть в организм и начать действовать.

Антибиотики – основа современной медицины, без них нельзя провести любую хирургическую операцию. А из-за устойчи-
вости к ним только в Британии ежегодно могут умирать по несколько миллионов человек. Некоторые инфекции, включая 
туберкул ез, устойчивы к антибиотикам, которые раньше были эффективны против них.

Причина выработки устойчивости микроорганизма к антибиотикам кроется в применении гармонов роста в животновод-
стве. Врач пре достерегает от импорта мяса и рыбы из стран, в которых злоупотребляют антибиотиками в сельском хозяй-
стве, прежде всего, из США. По данным экспертов, до 70% мяса там производится с применением антибиотиков.

https://www.dailymail.co.uk/news/article-7409059/Forget-climate-change-antibiotics-crisis-kill-says-NHS-chief.html
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Разработка системы дот-иммуноанализа 
для контроля О-АГ сероваров Инаба и Огава 
в производстве холерной химической 
вакцины 
С.А.Воробьёва, О.С.Дуракова, О.А.Волох, М.Н.Киреев, О.В.Громова, О.Д.Клокова

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

На всех этапах производства холерная бивалентная химическая вакцина проходит контроль специфических компонен-
тов, содержащихся в готовом препарате. Одним из важных составляющих лекарственной формы является О-антиген, 
активность которого, согласно требованиям GMP, необходимо контролировать. Выявлено падение активности после 
двух лет хранения, однако значения укладываются в установленные нормы. Нами показана высокая чувствительность 
дот-иммуноанализа с использованием конъюгата на основе иммуноглобулинов, меченных коллоидным золотом, 
и оценена его возможность в качественном определении О-антигена сероваров Инаба и Огава. 
Ключевые слова:  дот-иммуноанализ, О-антигены Инаба и Огава, иммуноглобулины,  

холерная бивалентная химическая вакцина
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Development of the dot immuno analysis system  
for control of the serobar specific O-antigens 
Inaba and Ogava in the production of cholera 
chemical vaccine

S.A.Vorobyova, O.S.Durakova, O.A.Volokh, M.N.Kireev, O.V.Gromova, O.D.Klokova 

Russian Research Antiplague Institute «Microbe», Rospotrebnadzor, Saratov, Russian Federation

At all stages of production, a cholera bivalent chemical vaccine passes control of the specific components contained in the 
finished product. One of the important components of the dosage form is O-antigen, the activity of which, according to GMP, 
must be controlled. A drop in activity after 2 years of storage was detected, but the values fit into the established norms. We 
have shown the high sensitivity of dot-immunoassay using a conjugate based on immunoglobulins labeled with colloidal gold 
and evaluated its ability to qualitatively determine the O-antigen of the Inaba and Ogawa serovars.
Keywords: dot-immunoassay, Inaba and Ogawa O-antigens, immunoglobulins, cholera bivalent chemical vaccine
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В России вакцинация против холеры включена в На-
циональный календарь профилактических прививок 

в со ответствии с Приказом Минздрава России № 125н 
от 21.03.2014 (приложение № 2). В настоящее время в мире 
зарегистрировано несколько противохолерных вакцин [1], 

среди которых единственная на территории Российской 
Федерации вакцина холерная бивалентная химическая раз-
работана и выпускается в ФКУЗ РосНИПЧИ «Микроб». 
Ее основными компонентами являются холероген-анато ксин 
и О-антигены (О-АГ) холерного вибриона сероваров Инаба 
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и Огава, отвечающие за формирование антибактериального 
иммунитета [2]. Вакцина рекомендована для лиц, выезжаю-
щих в эндемичные страны, а также населению районов, 
граничащих с неблагополучными по холере территориями, 
в случае неблагоприятной обстановки [3]. 

В условиях производства вакцины актуален вопрос 
о мето дах контроля готового препарата и специфических 
компонентов, входящих в его состав. Проверка как лиофи-
лизированных О-АГ, так и таблетки холерной вакцины про-
изводится по комплексу методов in vivo и in vitro [4]. В на-
стоящее время в соответствии с нормативно-технической 
документацией контроль специфической активности О-АГ 
осуществляют с помощью реакции непрямой гемагглютина-
ции (РНГА). Однако эта реакция не отвечает требованиям 
экспрессности и высокой чувствительности, а также проис-
ходит оценка активности общей фракции О-антигена, неза-
висимо от серо вара. Поскольку в настоящее время актуаль-
но стремление к минимизации времени, упрощению мето-
дики и повышению чувствительности анализа, актуален 
вопрос внедрения таких методов в производство холерной 
бивалентной химической вакцины. К числу чувствительных 
иммунодиагностических тестов, с помощью которых воз-
можна детекция антигенов, относится твердофазный имму-
ноферментный анализ и его дот-вариант на нитроцеллю-
лозной мембране. 

Дот-иммуноанализ (ДИА) – является одним из наиболее 
эффективных и доступных методов, характеризуется высо-
кой чувствительностью, простотой и быстротой выполнения. 
Проблема специфичности иммунологических систем успеш-
но решается использованием иммуноглобулинов, что осо-
бенно важно при проведении высокочувствительных тестов. 
Многими авторами отмечаются высокие показатели чув-
ствительности и специфичности ДИА по сравнению с мето-
дами классического иммуноферментного анализа [5–7] 
и РНГА [8]. 

Для учета и визуализации результатов дот-анализа ис-
пользуются хромогенные метки, обеспечивающие окраши-
вание участков иммунного взаимодействия, в качестве кото-
рых могут выступать ферменты [9] и наночастицы коллоид-
ных металлов [10]. Применение конъюгатов на основе золо-
тых наночастиц в ДИА делает метод высокочувствительным, 
простым, быстрым и дешевым [11, 12]. 

В связи с вышеизложенным, целью настоящей работы 
являлось изучение возможности применения дот-иммуно-
ана лиза для оценки активности О-АГ, входящих в состав 
холерной химической вакцины.

Материалы и методы

В качестве антигенных препаратов использовали лиофи-
лизированные О-АГ сероваров Инаба и Огава, полученные 
из инактивированных формалином бульонных культур хо-
лерных вибрионов О1 серогруппы Vibrio cholerae 569В клас-
сического биовара серовара Инаба и V. cholerae М41 клас-
сического биовара серовара Огава [13].

Иммуноглобулины выделяли из кроличьих и лошадиных 
гипериммунных специфических холерных сывороток серо-
варов Инаба и Огава методом фракционирования суль-
фатом аммония [14], с последующим диализом против 

0,01М фосфатно-солевого буферного раствора. Опреде ле-
ние бел ка в диализате проводили по методу Лоури при 
λ = 750 нм [15]. Лошадиные сыворотки получали путем 
иммуни зации корпускулярными антигенами холерных ви-
брионов сероваров Инаба и Огава, любезно предоставлен-
ных сотрудниками лаборатории диагностических препара-
тов ФКУЗ РосНИПЧИ «Микроб». Нами были получены экс-
периментальные кроличьи сыворотки на О-АГ Инаба и 
Огава. Схема иммунизации состояла из 6 внутривенных 
инъекций в дозах от 0,5 до 2 мг с интервалом 4 суток. 
Эффективность иммунного ответа определяли в реакции 
диффузионной преципитации.

Приготовление коллоидного раствора золота с диаметром 
частиц 15–17 нм осуществляли по методу Г.Френса [16]. 
Определение «золотого числа» проводили по методике Р.Жиг-
монди [17].

При постановке ДИА в прямом варианте в качестве конъ-
югата использовали иммуноглобулины, меченные коллоид-
ным золотом. Для связывания частиц маркера в раствор 
коллоидного золота добавляли при интенсивном переме-
шивании на магнитной мешалке необходимое количество 
иммуноглобулинов в соответствии с выявленным «золотым 
числом». Стабилизацию полученных конъюгатов проводили 
0,5%-м раствором ПЭГ-20000 до конечной концентрации 
0,02%, при перемешивании в течение 15 минут. Затем 
выдер живали раствор 1 ч при 3–5°С, после чего применяли 
для работы.

При учете результатов в качестве титра препарата анти-
гена принимали наибольшее разведение, при котором визу-
ально регистрировали четко различимое цветное пятно. 
При наличии слабого окрашивания проводили процедуру 
усиления цветового сигнала, для чего мембрану погружали 
в раствор физического проявителя (метол, лимонная кисло-
та и азотнокислое серебро).

Постановку РНГА осуществляли по стандартной методике 
микрометодом в 3 повторностях. В качестве специфической 
сыворотки использовали коммерческую «Сыворотку диа-
гностическую холерную О1 адсорбированную сухую для РА» 
производства института «Микроб».

Для определения стабильности О-АГ в эксперимент 
были взяты лиофилизированные О-АГ сероваров Инаба 
и Огава с разным сроком хранения, по 3 серии каждого 
серовара.

Результаты и обсуждение

Ранее нами была показана высокая чувствительность не-
прямого варианта ДИА с использованием белка А, меченно-
го коллоидным золотом, в обнаружении О-АГ как в специфи-
ческих фракциях, так и в готовой лекарственной форме 
вакцины [18, 19]. При этом была обнаружена корреляция 
с методом РНГА. Данный вариант ДИА позволяет избежать 
всех недостатков РНГА: трудоемкости, невысокой чувстви-
тельности, длительности постановки, требования большого 
числа реактивов, сложной пробоподготовки при постановке 
реакции на готовом препарате холерной бивалентной хими-
ческой вакцины.

Согласно требованиям GMP необходимо оценивать специ-
фическую активность всех компонентов, входящих в состав 
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препарата. В состав холерной химической вакцины входят 
О-АГ холерного вибриона сероваров Инаба и Огава, при-
чем их активность отражается на эффективности действия 
готового препарата и необходим контроль их содержания 
в процессе производства. Одна таблетка должна содержать 
не менее 2000 условных единиц (обратный показатель титра 
в РНГА) О-АГ V. cholerae O1 [20]. Лиофилизированные О-АГ 
Огава должны иметь титр в РНГА не менее 1:100, О-АГ 
Инаба – не менее 1:50. 

Нами проведено определение специфической активности 
лиофилизированных препаратов О-АГ Инаба и Огава с раз-
ным сроком хранения: от 3,5 года и до 1 года (табл. 1). 
На протяжении исследования образцы находились при тем-
пературе +8°C, рекомендованной для хранения холерной 
вакцины [20]. Активность антигенов измеряли при получении 
(начальная активность) и по истечении определенного срока 
хранения (активность в эксперименте), затем вычисляли 
процент активности от начального значения. В табл. 1 пред-
ставлены средние показатели трех серий О-АГ Инаба и трех 
серий О-АГ Огава.

Установлено незначительное изменение активности 
после двух лет хранения (падение титра на 12 ± 1%). Этот 
уровень активности сохранялся в течение последующего 
хранения. Следует отметить, что все полученные данные со-

ответствуют показателям, устанавливаемым нормативной 
документацией.

В настоящее время для увеличения скорости получения 
результата, чувствительности и специфичности анализа ис-
пользуют методы, основанные на твердофазном иммуно-
ферментном анализе, в частности его модификации – ДИА. 

Поскольку ранее нами был использован непрямой вари-
ант ДИА [19, 20], следующим шагом стало повышение чув-
ствительности и специфичности ДИА, для чего в качестве 
конъюгата использовались иммуноглобулины G, меченные 
коллоидным золотом. Следует отметить, что данный метод 
сокращает время анализа с двух часов до 30 минут.

Нами показана корреляция между полученными данными 
и результатами РНГА и непрямым ДИА с коллоидным золо-
том (табл. 2). 

Стоит отметить высокую корреляционную зависимость 
лошадиных иммуноглобулинов к О-АГ Инаба, а также мень-
шее количество перекрестных реакций с гетерологичным 
антигеном.

Поскольку в эксперименте нами не выявлена достаточная 
специфичность взаимодействия между выделенными лоша-
диными иммуноглобулинами и антигенами сероваров Инаба 
и Огава, на следующем этапе работы нами проведено вы-
деление иммуноглобулинов из сыворотки иммунизирован-
ных кроликов. Необходимо отметить наличие перекрестных 
реакций с гетерологичными антигенами (табл. 3), однако 
концентрация антигена составляла 200 ± 20 мкг/мл при ис-
пользовании лошадиных иммуноглобулинов.

Высокую степень корреляции с методом РНГА и непря-
мым ДИА с коллоидным золотом показали кроличьи имму-
ноглобулины к О-АГ Огава.

Таблица 1. Определение специфической активности О-АГ 
Инаба и Огава в зависимости от срока их хранения

№ п/п О-АГ % от начальной активности
через год 
хранения

через 2 года 
хранения

через 3 года 
хранения

1 О-АГ Огава 100 88 ± 1 88 ± 1
2 О-АГ Инаба 100 88 ± 0,1 76 ± 0,1

Таблица 2. Определение активных компонентов вакцины, ДИА с конъюгатом на основе лошадиных иммуноглобулинов (обратный 
титр)

Образец Ig к О-АГ Огава, лошадиный Ig к О-АГ Инаба, лошадиный Непрямой ДИА*КЗ РНГА

О-АГ Огава

1 80 20 1024 3584
2 0 0 320 448
3 20 0 640 4778
4 320 20 512 128
5 20 0 1024 4069
6 80 0 640 4096

О-АГ Инаба

7 20 640 1024 2730
8 10 320 640 2048
9 0 80 320 853
10 40 320 1024 3584

Корреляция с результатами непрямого ДИА*КЗ 0,12 0,81
Корреляция с результатами РНГА 0,54 0,61

Таблица 3. Определение активных компонентов вакцины, ДИА с конъюгатом на основе кроличьих иммуноглобулинов (обратный 
титр)

Образец Ig к О-АГ Огава, кроличий Ig к О-АГ Инаба, кроличий Непрямой ДИА*КЗ РНГА

О-АГ Огава

1 1280 40 1024 3584
2 320 0 320 448
3 640 10 640 4778
4 320 20 512 128
5 1024 0 1024 4069
6 640 20 640 4096

О-АГ Инаба

7 10 40 1024 2730
8 10 20 640 2048
9 0 0 320 853
10 20 1280 1024 3584

Корреляция с результатами непрямого ДИА*КЗ 0,95 0,46
Корреляция с результатами РНГА 0,66 0,35



Разработка системы дот-иммуноанализа для контроля О-АГ сероваров Инаба и Огава в производстве холерной химической вакцины

53

Заключение

Таким образом, в ходе проведенного исследования пока-
зана возможность применения прямого дот-иммуноанализа 
для определения О-АГ сероваров Инаба и Огава. Алгоритм 
постановки с использованием иммуноглобулинов, меченных 
коллоидным золотом, позволяет усилить специфичность и 
чувствительность анализа, а также уменьшить время анали-
за. На основе полученных результатов предложен алгоритм 
определения специфической активности О-АГ, который сла-
гается из количественного и качественного анализа. Коли-
чественный анализ содержания О-АГ в специфических 
фракциях и готовой холерной химической вакцине возможен 
непрямым методом ДИА с коммерческой О1 сывороткой и 
с использованием конъюгата на основе белка А, меченного 
коллоидным золотом. Определение качественного состава 
О-АГ по сероварной принадлежности осуществимо прямым 
вариантом ДИА, в основе которого лежит получение конью-
гатов IgG, выделенных из специфических холерных сыворо-
ток иммунизированных животных, с коллоидным золотом. 
В дальнейшем данный подход к постановке прямого вариан-
та ДИА может быть использован для разработки алгоритма 
качественного определения содержания О-антигенов раз-
ной сероварной специфичности в готовой лекарственной 
форме, а также при оценке стабильности О-АГ, входящих 
в ее состав.
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С оветы молодых ученых (СМУ) имеют длительную 
историю, которую условно можно разделить на два 

этапа – советский и современный. Современный СМУ 
ФКУЗ «Рос товский-на-Дону противочумный институт» 
Роспот реб над зора является наследником традиций СМУ, 
организованного в нашем институте еще в семидесятых 
годах ХХ века, занимающих особое место в развитии нау-
ки. Именно в это время начался экспоненциальный рост 
многих научных направлений [1]. Председателями СМУ 
Ростовского-на-Дону противочумного института в разное 
время являлись Б.Н.Мишанькин, С.А.Лебедева, Т.А.Куд ря - 

кова, А.Н.Терентьев, А.Л.Трухачев, И.А.Иванова, В.В.Ага- 
фонова, О.С.Чемисова, О.А.Цырулина (рис. 1). В настоя-
щее время СМУ возглавляет старший научный сотрудник 
лаборатории микробиологии холеры, кандидат медицин-
ских наук Д.А.Левченко [2]. 

Первая конференция молодых ученых противочумной 
систе мы состоялась в 1977 г. в г. Волгограде. Ростовский-
на-Дону противочумный институт представлял предсе-
датель СМУ Б.Н.Мишанькин. Результаты научных работ 
молодые ученые докладывали не только на ежегодных 
конфе ренциях, но и на различных семинарах, симпозиу-
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мах. Так, в г. Рос тове-на-Дону проходил симпозиум, посвя-
щенный экологии холерного вибриона. В президиуме на-
ходился заместитель министра здравоохранения СССР 
П.Н.Бургасов, от СМУ Ростовского-на-Дону противочум-
ного института выступал старший научный сотрудник 
Ю.И.Арутюнов.

Значимым научным событием прошлых лет было прове-
дение на базе нашего института Всесоюзной конференции 
молодых ученых по актуальным вопросам молекулярной 
биологии, генетики и иммунологии возбудителей особо 
опасных инфекций (15–17 февраля 1984 г.). Предпосылками 
данного мероприятия было развитие в институте под руко-
водством директора И.В.Домарадского (1964–1973 гг.) 
фундаментальных исследований по биохимии, генетике 
и молекулярной биологии возбудителей особо опасных 
инфек ций и принятие ЦК КПСС и Советом Министров 
СССР постановления № 304 от 19.04.1974 «О мерах по 
ускоренному развитию молекулярной биологии и молеку-
лярной генетики и использованию их достижений в народ-
ном хозяйстве» [3]. В конференции участвовало 243 чело-
века, из них 110 – молодые ученые и специалисты из 
31 учреждения системы здравоохранения и АН СССР. Для 
обсуждения было представлено более 80 обзорных и ори-
гинальных докладов и стендовых сообщений, в том числе и 
сотрудников Ростовского-на-Дону противочумного институ-
та: С.А.Лебедевой, А.Н.Терентьева, С.О.Водопьянова, 
В.М.Сорокина, Н.В.Павлович и др. [4–8].

Наши участники Всесоюзной конференции 1984 г. про-
должают трудиться в институте и в настоящее время, 
пере давая свой опыт младшему поколению. Так, С.А.Ле-
бедева, долгие годы работавшая руководителем лабора-
тории, актив но разрабатывала направление генетиче-
ских иссле дований чумного микроба [9–11], за что была 
награждена медалью «За трудовую доблесть». В 1993 г. 
защитила докторскую диссертацию «Гетерологичные 
плазмиды и фаги в анализе генома чумного микроба». 
Под ее руководством шестеро молодых ученых защитили 
кандидатские диссертации. А.Н.Терентьев, продолжив ис-
следования, пред ставленные на Всесоюзной конферен-
ции 1984 г., защитил сначала кандидатскую, а затем и 
докторскую диссертацию. Под его руководством в лабора-
тории диагностики особо опасных инфекций (ООИ) раз-
рабатывались отечественные препараты на основе поли-
мерных микросфер [12], по одному из них была защищена 
кандидатская диссертация молодого ученого Е.А.Березняк 
(конструирование антигенного полимерного хеликобак-
терного диагностикума). С.О.Водопьянов про должил ра-
боту по изучению пилеобразования иерсиний и в 1995 г. 
защитил докторскую диссертацию. С 2008 г. руководит 
лабораторией биохимии микробов, основным направлени-
ем которой на сего дняшний день является использо-
вание приемов молекулярной биологии и информаци-
онных технологий при изучении возбудителей ООИ. Мате-
риа лы исследований В.М.Сорокина по сравнительному 

Рис. 1. Председатели СМУ института.
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анализу фаговых ДНК методом электронно-микро ско-
пического гетеродуплексного анализа [13] были доложены 
не только на Всесоюзной конференции 1984 г., но и на 
семинаре для сотрудников противочумной системы по 
электронной микроскопии нуклеиновых кислот, проведен-
ном на базе нашего института под эгидой Минздрава 
СССР и с участием ведущих специалистов из московских 
НИИ. В настоящее время под руководством В.М.Сорокина 
осущест вляются исследования, направленные на изуче-
ние возможности генотипирования Helicobacter pylori по 
INDEL-маркерам, генотипиро вание клинических изолятов 
H. pylori по генам вирулентности и создание унифициро-
ванной базы данных генотипов H. pylori [14]. Н.В.Павлович 
продолжила исследования по изуче нию возбудителя туля-
ремии и в 1993 г. защитила докторскую диссертацию на 
тему «Биологические свойства и факторы патогенности 
Francisella tularensis». В тече ние многих лет руководит 
лабораторией туляремии, основными научными направле-
ниями которой являются изучение роли липополисахари-
дов в патогенезе и иммуногенезе туляремийной инфекции 
[15]; изучение признаков, отличающих представителей 
различных подвидов, и создание новых мето дов подви-
довой дифференциации штаммов. Большая работа про-
водится по исследованию механизмов формирования 
у туляремийного микроба устойчивости к антибиотикам и 
поиску путей их преодоления [16]. Под руководством 
Н.В.Павлович четверо молодых ученых защитили канди-
датские диссертации. 

Помимо привычных для всех конференций и семинаров, 
молодые ученые проводили различные конкурсы. Так, был 
проведен конкурс лаборантов на базе Казахского научно-
исследовательского института в Алма-Ате «Золотые руки», 
победителем которого стала О.С.Бурлакова, в настоящее 

время возглавляющая отдел профессиональной перепод-
готовки и повышения квалификации специалистов ФКУЗ 
«Ростовский-на-Дону противочумный институт» Роспо-
треб надзора. Многие активные деятели СМУ не только 
защи тили докторские диссертации, получили ученые зва-
ния, но и стали директорами институтов (академики РАН 
В.В.Кутырев и И.А.Дятлов, некоторые сотрудники нашего 
института). 

Кроме научной деятельности, большое внимание моло-
дые ученые уделяли культурным мероприятиям (новогод-
ние огоньки, день медицинского работника, спортивные 
соревнования и физкультурные паузы, турниры по шахма-
там и т.д.), о чем можно узнать из архивных материалов 
института, прекрасных фотоальбомов. Традиция худо-
жественного творчества детей сотрудников института про-
должается и в наше время: дети молодых ученых активно 
принимают участие в ежегодном конкурсе новогодней 
игрушки. На базе института существовал вокально-
инструментальный ансамбль, на концертах которого не 
было свободных мест. В советский период на СМУ возла-
гались и функции по коммунистическому воспитанию мо-
лодых ученых, повышению их общественно-полити че ской 
и трудовой активности, роли в строительстве коммунисти-
ческого общества. Молодые ученые активно занимались 
изготовлением различных фото стендов, распространяли 
плакаты и даже не могли представить, какие возможности 
даст человечеству компьютер или обычный мобильный 
телефон, поддерживающий невообразимые для того вре-
мени функции. На смену стендам пришли постеры, создан-
ные в различных графических редакторах и программах, 
а печатные издания сборников конференций уступают 
место электронным вариантам. Конечно, электронные 
страницы – это хорошо, легче и удобнее хранить большое 

Рис. 2. Участники конкурса лаборантов «Золотые руки» (г. Алма-Ата).
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количество информации, но в нашем институте традицион-
ный вариант печатных изданий остается в прио ритете. 
Молодые ученые являются авторами многих работ, пред-
ставленных в ежегодных сборниках по проблеме «Холера», 
и принимают участие в их рассылке не только в противо-
чумные институты и станции, но и в библиотеки (Цен траль-
ная медицин ская библиотека, Донская государственная 
публичная библиотека и другие).

Ежегодно весной с момента создания Совета в инсти-
туте проводился конкурс работ молодых ученых, способ-
ствующий развитию навыка публичных выступлений 
перед научной аудиторией, умения высказать и защитить 
свою точку зрения, а также продемонстрировать владе-
ние структурно-содержательным и лексико-граммати-
ческим оформлением доклада. Победителей поздравля-
ли на заседании ученого совета. В 1990-е годы снизилась 
активность деятельности Совета в этом направлении, 
а за последние несколько лет произошел приток молоде-
жи в связи с поддержкой и активизацией участия моло-
дых ученых и специалистов в инновационной деятель-
ности (Указ Президента Российской Феде рации от 
18.06.2015 № 312 «О премии Президента Россий ской 
Федерации в области науки и инноваций для молодых 
ученых»). С 2018 г. на базе Ростовского-на-Дону противо-
чумного института организован ежегодный конкурс 
«Лучшая работа молодого ученого», направленный на 
выявление новых идей в области эпидемиологии, микро-
биологии и гене тики и на поддержку молодых специали-
стов. В состав конкурсной комиссии вошли члены ученого 
совета, доктора и кандидаты наук, являющиеся высоко-
квалифицированными специалистами в различных обла-
стях науки. За два года в конкурсе приняли участие более 
20 специалистов различных подразделений института 
с докладами о результатах своих исследований. Победи-
телями конкурса в 2018 г. были признаны: младший на-
учный сотрудник лаборатории биологической безопасно-
сти и лечения ООИ Головин С.Н. за доклад «Трансмис-
сионная электронная микроскопия биопле нок Vibrio 
choleraе на хитине» (1-е место); младший научный со-
трудник лаборатории микробиологии чумы Кузнецова Д.А. 
за доклад «Клонирование и экспрессия генов биосинтеза 
сидерофора иерсиниахелина Yersinia pestis в клетках 
Escherichia coli» (2-е место); младший научный сотруд ник 
лаборатории микробиологии чумы Мелоян М.Г. за доклад 
«Внутривидовое генотипирование штаммов Y. pestis с по-
мощью мобильных генетических элементов методом 
ПЦР» (3-е место). Победителями конкурса в 2019 г. стали 
молодые ученые: научный сотрудник МЖК с ЦПВ Поле-
ева М.В. (доклад «Экспериментальное изучение особен-
ностей формирования парагемолитическими вибрио на-
ми биопленки на поверхностях биотических объектов», 
1-е место); младший научный сотрудник лаборатории ди-
агностики ООИ Сорокин Р.А. (доклад «Оценка жизнеспо-
собности V. cholerae с помощью молекулярно-биоло-
гических методов», 2-е место); младший научный сотруд-
ник отдела профессиональной переподготовки и повы-
шения квалификации специалистов Гудуева Е.Н. (доклад 
«Молекулярно-генетические методы типирования Helico-
bacter pylori», 3-е место). Победителям конкурса была 

предоставлена возможность участвовать во Всерос сий-
ской научно-практи че ской конференции молодых ученых 
и специалистов Роспот ребнадзора (X и ХI). В рамках ра-
боты конференций на базе других институтов выбраны 
лучшие работы молодых ученых, среди которых оказались 
и работы победителей конкурса, проводимого в на шем ин-
ституте (Головин С.Н., Кузнецова Д.А., Полеева М.В.). 
Молодые ученые института являются постоянными участ-
никами и неоднократными победителями различных кон-
курсов, проектов, конференций, семинаров, в том числе 
с международным участием.

В 2020 г. СМУ ФКУЗ «Ростовский-на-Дону противочум-
ный институт» Роспотребнадзора продолжит свою деятель-
ность, не только перенимая бесценный опыт старшего поко-
ления, но и проводя поиск новых интересных идей. В 2020 г. 
на базе института планируется проведение XII Всерос-
сийской конференции молодых ученых и специалистов Рос-
потреб надзора «Современные проблемы эпидемиологии, 
микро биологии и гигиены» с ежегодным заседанием Совета 
молодых ученых и специалистов Роспотребнадзора. Для 
оценки готовности молодых ученых к проведению данного 
мероприятия СМУ планирует предварительный открытый 
конкурс, результаты которого позволят выявить наиболее 
интересные доклады. 

Профессиональное становление ученого – процесс не-
простой. Необходимы такие проекты, которые требуют со-
вместных действий и которые проще осуществить под 
эгидой молодых ученых. Например, воспользоваться фор-
матом пространства коллективной работы «Точка кипе-
ния», в котором каждый человек или команда получают 
возможность обмена опытом, свободный доступ к знани-
ям, новым идеям, технологиям. Также СМУ ФКУЗ «Ростов-
ский-на-Дону противочумный институт» Роспот ребнадзора 
планирует вступить в СМУиС Ростовской области VI созы-
ва, целями которого являются информационно-консульта-
тивное содействие, популяризация новейших достижений 
молодых ученых Ростовской области, разработка предло-
жений и мер по стимулированию деятельности молодых 
ученых и специалистов области, созданию условий для их 
профессионального роста и повышения социальной актив-
ности [17]. 

Таким образом, для расширения и развития деятельности 
СМУ молодые ученые должны, опираясь на опыт прошлого, 
проводить поиск новых форм деятельности, использовать 
СМУ как дискуссионную и инновационную площадку для 
распространения и внедрения результатов своих научных 
исследований.
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Campylobacter и Salmonella у животных и их вклад в болезни человека

Мясо скота и субпродукты вносят значительный вклад в питание человека как источники высококачественного белка и 
микроэлементов. Продукты животноводства становятся все более востребованными, особенно в странах с низким и сред-
ним уровнем дохода, где экономика растет, а мясо все чаще рассматривается как доступный и желательный продукт пита-
ния. Спрос также способствует интенсификации животноводства и переработки. Непреднамеренным следствием интенси-
фикации является повышенное воздействие зоонозных агентов, а современной возникающей проблемой является зараже-
ние Campylobacter и Salmonella spp. от домашнего скота (птиц и млекопитающих), что может привести к болезням, наруше-
нию всасывания и недоеданию через острую и хроническую диарею. Это может произойти на ферме, в домашних хозяйствах 
или через пищевую цепь. Прямая инфекция возникает при обращении со скотом и через бактерии, попадающие в окружаю-
щую среду, на поверхности для приготовления пищи или вокруг дома и окрестностей. В этой рукописи содержится критиче-
ский обзор инфекций Campylobacter и Salmonella у животных, анализируются факторы, влияющие на колонизацию и выде-
ление фекалий бактерий этих двух родов, а также факторы риска заражения человека инфекцией от инфицированных 
животных или окружающей среды и анализируются приоритетные области для профилактических действий с сосредото-
читься на ресурсных настройках.

Rukambile E. et al. 
Infection, colonization and shedding of Campylobacter and Salmonella  

in animals and their contribution to human disease: A review
Zoonoses and Public Health. 2019.

Поиски вакцины против стрептококков группы А сузились

Поиск глобальной вакцины против стрептококка сузился после того, как ис-
следователи секвенировали ДНК более 2000 образцов стрептококков группы А, 
собранных со всего мира. Исследователи выявили различия между штаммами из 
более чем 20 стран и определили потенциальные цели для вакцинации, присут-
ствующие в большинстве штаммов. 

Бактерии Streptococcus группы A, широко известные как Strep A, являются 
одной из 10 основных причин смерти от инфекционных заболеваний во всем 
мире. По оценкам, ежегодно они приводят к гибели более полумиллиона человек, 
главным образом в регионах с низким уровнем дохода. Пока нет эффективной 
вакцины для Стреп А, и поиск вакцины затруднен разнообразием штаммов 
Стреп А. До сих пор большая часть информации поступала из районов с высоким 
уровнем дохода, таких как Великобритания и США, однако очень мало известно 
о стрептококке А в регионах с низким уровнем дохода, где он вызывает наиболь-
шее количество проблем. Это означает, что нынешние кандидаты на вакцины 
могут быть неэффективными во всех области.

Group A Streptococcus vaccine search narrowed – Outbreak News Today [Electronic resource]. 
URL: http://outbreaknewstoday.com/group-a-streptococcus-vaccine-search-narrowed-53134/ (accessed: 14.12.2019).
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П итательные среды по праву можно назвать основой 
микробиологии. Они используются в диагностике 

инфекционных заболеваний и при эпидемиологическом кон-
троле за санитарным состоянием окружающей среды, в про-
изводстве вакцинных и биологически активных препаратов, 
при выборе рациональной антибиотикотерапии и контроле 
за качеством лечения, при определении микробной загряз-
ненности лекарственных препаратов и проведении лабора-
торных исследований с музейными и свежевыделенными 
штаммами микроорганизмов. 

Гарантией получения достоверных результатов микробио-
логических исследований является использование питатель-
ных сред стабильно высокого качества, которое может быть 
достигнуто при промышленном производстве, где в основе 
коммерческих разработок лежат научные разработки, где на-
лажен процесс контроля качества, в процессе которого тща-
тельно проверяется качество сырья и конечного продукта. 

Именно такой подход к разработкам и производству пита-
тельных сред применяется более 40 лет в ГНЦ ПМБ, где 
орга низовано одно из самых крупных производств питатель-
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ных сред в РФ как в сухом, так и в готовом к применению 
виде. Под руководством одного из основателей этого на-
правления, доктора биологических наук Шепелина А.П., 
в настоящее время производятся питательные среды для 
клинической, санитарной и фармацевтической микробиоло-
гии в объеме, обеспечивающем проведение более 100 млн 
микробиологических исследований.

А начиналось все в далеком 1977 г.: во вновь созданном 
ВНИИ прикладной микробиологии была создана лаборатория 
питательных сред – лаборатория № 13. Первым руководи-
телем лаборатории (в то время начальником лаборатории) 

был кандидат химических наук Виктор Иванович Артюхин 
(фото 1). Высококлассный специалист-химик, он с энтузиаз-
мом принялся за новое для него направление деятельности и 
начал организовывать работу по созданию пита тельных сред, 
применяя научно-ориентированный подход. «Главное, – гово-
рил Виктор Иванович, – надо понимать механизмы процессов 
получения питательных сред на всех этапах, включая получе-
ние различных белковых гидролизатов, и с помощью них 
управлять всем производственным циклом». Лабораторию 
оснастили современным аналити ческим оборудованием, 
кото рое использовалось в научных целях при разработке раз-
личных белковых гидролизатов и питательных сред (амино-
кислотный анализатор, газовый хромато-масс-спектрометр, 
жидкостный хроматограф с фотометрическим и спектрофо-
тометрическим детектированием, ЯМР-спектрометр и др.). 

Такой подход позволил организовать лабораторию, кото-
рая отличалась от обычных «средоварок», основная дея-
тельность которых заключалась в обеспечении лабораторий 
институтов биологического профиля готовыми питательны-
ми средами. Во ВНИИ прикладной микробиологии в лабора-
тории параллельно с решением аналогичной задачи прово-
дилась научно-исследовательская работа.

Артюхин В.И. сплотил вокруг команду единомышленни-
ков, среди которых Марчихина И.И., Морозова Т.П., Шами-
чева И.Н., Савельева Г.М., Бизяева Г.В., Ажермачева Н.И., 
пришедшие в лабораторию одними из первых, а также Шепе-
лин А.П., Храмов М.В., Домотенко Л.В., Миронова Е.Н., Поло-
сенко О.В., Шолохова Л.П., Татаринцева Н.А., Дмитриева И.Ю., 
Сигаева Н.Н., активно включившиеся в решение новых задач 
по созданию и разработке питательных сред (фото 2). 

Фото 1. Артюхин Виктор Иванович, кандидат химических наук, 
первый руководитель лаборатории питательных сред.

Фото 2. Коллектив отдела питательных сред (1994 г.).
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Основное направление научных исследований, проводи-
мых в лаборатории в 70–80-х гг. прошлого века, было связано 
с заменого пищевого сырья на непищевое. При получении 
белковых гидролизатов задача заключалась в замене мяса 
как основного источника белка на альтернативное сырье. В 
качестве заменителей мяса испытывали отходы пищевой 
промышленности (рыбную муку, кровь, рога, копыта, кожу 
животных, перья птиц, соевую муку, подсолнечный и хлопко-
вый шрот и др.), БВК (белково-витаминный концентрат) – про-
теинсодержащий продукт микробиологического синтеза. В 
результате всестороннего изучения свойств заменителей и 
полученных из них гидролизатов и была выбрана рыбная 
мука, которая до сих пор используется в производственном 
цикле изготовления питательных сред в ФБУН ГНЦ ПМБ [1]. 

В ходе НИР разработаны технологические режимы произ-
водства кислотных и ферментативных гидролизатов рыбной 
муки, казеина, БВК и технологии получения экстрактов БВК 
и пекарных дрожжей. В то время создан уникальный гидро-
лизат крови крупного рогатого скота, названный стимулято-
ром роста гемофильных микроорганизмов. Разработанная 
технология позволила получить хорошо растворимый в воде 
препарат, выдерживающий автоклавирование и заменяю-
щий кровь в составе некоторых питательных сред для ми-
кроорганизмов со сложными питательными потребностями: 
туляремийного микроба и легионелл. 

Еще одним направлением исследований являлся поиск 
заменителей агара, который в то время в стране произво-
дился в основном пищевого качества, не позволяющего по-
лучать прозрачные питательные среды. Поиск заменителей 
агара производился среди полимеров медико-биологического 
назначения. В частности, были испытаны криогели поливи-
нилового спирта и полиакриламидные гели [2].

Учитывая тематику Института, в лаборатории осущест-
влялись исследования по разработке питательных сред для 
выделения и культивирования возбудителей особо опасных 
инфекций (ООИ). Совместно с сотрудниками профилирую-
щих лабораторий Института были созданы оригинальные 
питательные среды – Ft-arap, легионелбакагар, сибиреязвен-
ная среда, среда для выделения чумного микроба. Ft-arap – 
питательная среда для выделения и культивирования воз-
будителя туляремии, не требует добавления крови или яич-
ного желтка, обладает высокой чувствительностью, обеспе-
чивает выделение туляремийного микроба всех подвидов 
при прямом посеве инфицированного материала [3]. 

В лаборатории были созданы питательные среды для глу-
бинного культивирования возбудителей ООИ, которые позво-
ляли получать вакцинные препараты нового поколения, даю-
щие возможность одновременно с вакцинацией проводить 
лечение антибиотиками как человека, так и животных. 

К концу 1980-х гг. объем научных исследований и работ 
по обеспечению лабораторий института питательными сре-
дами значительно расширился, что привело к реорганиза-
ции лаборатории в отдел питательных сред. 

В 1988 г. сотрудники отдела переехали в новый четырех-
этажный корпус общей площадью более 8 тыс. м2, осна щен-
ный технологическим оборудованием, что дало начало ново-
му направлению научных исследований – разработке техно-
логии производства питательных сред в сухом виде. В произ-
водственных помещениях были смонтированы и запущены 

в эксплуатацию промышленные сушильные установки, в том 
числе распылительные и установки с сушкой в псевдокипя-
щем слое на инертных носителях. В рамках НИР отработаны 
режимы сушки белковых гидролизатов, условия дополни-
тельной подготовки и смешивания компонентов питательных 
сред, условия хранения сухих питательных сред. 

В 1993 г. во время начинающейся эпидемии дифтерии 
Правительством РФ принято Постановление «О неотложных 
мерах по предупреждению заболеваний дифтерией в Рос-
сийской Федерации». В исполнении указанного Постанов-
ления Государственным Комитетом санитарно-эпидемиоло-
гического надзора России поручено ГосНИИ прикладной 
микробиологии (к тому времени так назывался институт) 
разработать и организовать промышленный выпуск пита-
тельной среды для выделения возбудителя дифтерии. 
Результатом активных работ стала сухая питательная 
среда – коринебакагар, не требующая добавления крови, 
обеспечивающая рост всех видов коринебактерий и их чет-
кую дифференциацию [4]. Коринебакагар в кратчайшие 
сроки был зарегистрирован, после чего Институт получил 
Государственный заказ по обеспечению всех центров Гос-
санэпиднадзора данной питательной средой. В отделе был 
налажен промышленный выпуск коринебакагара в сухом 
виде, а затем коринетоксагара – питательной среды для 
определения токсигенности выделенных дифтерийных ми-
кробов, что позволило еще в те годы большинству террито-
рий страны перейти на их использование при диагностике 
дифтерии и успешно справиться с ее эпидемией в стране. 
Коринебакагар остается актуальным в настоящее время и 
составляет основу лабораторной диагностики дифтерии 
в нашей стране, соответствующей требованиям современ-
ных нормативно-методических документов.

С момента выпуска первых серий коринебакагара начал-
ся новый этап в деятельности отдела – адаптация к рыноч-
ной экономике. Учитывая сложную экономическую ситуа-
цию, которая сложилась в те далекие годы, с практически 
полным отсутствием финансовой поддержки научных иссле-
дований со стороны государства, нужен был другой подход 
к организации работ. В 1993 г. отдел «Питательные среды» 
возглавил А.П.Шепелин, и деятельность отдела была пере-
ориентирована на удовлетворение нужд практических служб 
здравоохранения и Госсанэпиднадзора. В короткие сроки 
были разработаны, зарегистрированы и внедрены в произ-
водство питательные среды общего назначения – ГРМ-агар 
(питательный агар), ГРМ-бульон (питательный бульон) [5]. 
Для обозначения уже известных потребителям питатель-
ных сред, таких как, например, среда Эндо, но выпускаемых 
в ФБУН ГНЦ ПМ с использованием гидролизатов рыбной 
муки, было решено в названии дополнительно использовать 
аббревиатуру ГРМ (например, среда Эндо-ГРМ).

В том же 1993 г. на основе отдела был создан коммерче-
ский сектор, который начал заниматься реализацией произ-
водимых в отделе питательных сред. Все начиналось с не-
больших партий, которые иногда приходилось развозить 
заказчикам в разные города на личных машинах сотрудни-
ков. Это были сложные годы по бесперебойному снабжению 
производства расходными материалами и созданию струк-
турных подразделений по маркетингу и сбыту готовой про-
дукции. 
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Такой организационный подход позволил отделу не толь-
ко выжить, но и ежегодно наращивать объем производства 
питательных сред. В 1994 г. уже было выпущено почти 8 т 
сухих питательных сред. А в 1995 г. отдел питательных сред 
стал укрупняться, и в последующие годы происходило почти 
полуторакратное ежегодное увеличение объема выпускае-
мой продукции. 

Научные результаты исследований прошлых лет внесли 
значительный вклад в развитие фундаментальных пред-
ставлений о возбудителях различных инфекций, включая 
особо опасные, и использованы при создании новых пита-
тельных сред. 

В кратчайшие сроки разработаны технологии производ-
ства и налажен выпуск большого перечня питательных сред 
для выделения возбудителей кишечных инфекций, их иден-
тификации и дифференциации. Среди них имеются уже 
извест ные, рекомендованные Приказами М3 РФ, для обяза-
тельного применения в клинических и санитарно-бактерио-
логических лабораториях. Это среды Эндо, Левина, Кес сле-
ра, Клиглера, селенитовый бульон, висмут-сульфит агар, 
среды Гисса с различными углеводами, среда Ресселя и др.; 
импортозаменяющие питательные среды – SS-arap, SDS-
бульон и уникальные – Сорбитол E. coli 0157:Н7 агар, иерси-
ниозная среда. Перечисленные известные среды Эндо, 
Левина и др., которые выходят из стен предприятия с аббре-
виатурой ГРМ, по своим характеристикам не уступали ана-
логичным средам, изготовленным на других предприятиях 
по производству питательных сред. SS-arap (питательная 
среда для выделения шигелл и сальмонелл) и SDS-бульон 
(питательная среда для выделения и дифференциации энте-
робактерий) по физико-химическим и ростовым свойствам 
близки к своим импортным аналогам. Сорбитол E. coli 
0157:Н7 агар – питательная среда для выделения и диффе-
ренциации Escherichia coli 0157:Н7, разработанная в тесном 
сотрудничестве с Тульским областным и Федеральным 
центра ми Госсанэпиднадзора и ГИСК им. Л.А.Тарасевича, 
позволил выделить при вспышке в г. Туле летом 1997 г. воз-
будителя острых желудочно-кишечных заболеваний, про-
текающих с поражением желудочно-кишечного тракта и 
урогеморрагическим синдромом с летальными исходами, – 
E. coli 0157:Н7. В сотрудничестве с Санкт-Петербургским 
НИИ эпидемиологии и микробиологии им. Пастера и Северо-
Западной противочумной станцией создана и внедрена 
в производство питательная среда для выделения возбу-
дителей кишечного иерсиниоза и псевдотуберкулеза (иер-
синиозная среда), не имеющая аналогов в мире. Обладая 
высо кой чувствительностью, среда позволяет выделять 
культуры Yersinia enterocolitica и Yersinia pseudotuberculosis 
при прямом посеве инфицированного материала. Кроме 
этого, среда обеспечивает четкую дифференциацию иерси-
ний, других уреаза-положительных бактерий (клебсиелл, 
протеев), энтеробактерий (шигелл, сальмонелл, эшерихий) 
при полной ингибиции стафилококков и стрептококков [6]. 

Одно из направлений деятельности отдела связано с раз-
работкой и организацией производства питательных сред, 
используемых для анализа состояния нормальной микро-
флоры при исследовании дисбактериозов кишечника. Это 
питательные среды для выделения бифидобактерий, лакто-
бацилл, энтерококков [7]. Питательная среда для выделе-

ния и культивирования бифидобактерий – бифидум-среда, 
не уступая по ростовым свойствам печеночной среде Блау-
рокка, имеет ряд преимуществ. Бифидум-среда выпускает-
ся в сухом виде, она более стандартна и, что немаловажно, 
на проведение одного анализа ее требуется в 10 раз мень-
ше. Для выделения лактобацилл в отделе разработана пита-
тельная среда лактобакагар – аналог импортного MRS-
arapa. Лактобакагар, обладая селективным действием в от-
ношении Е. coli, Staphylococcus aureus, обеспечивает рост 
всех видов Lactobacillus, включая высокотребовательные 
L. brevis и L. fermentum. Для выделения энтерококков созда-
на питательная среда – энтерококкагар, предназначенный 
для исследования клинического материала, а также для ис-
пользования при санитарном контроле качества пищевых 
продуктов, мясных и молочных консервов.

Новый этап в развитии отдела питательных сред начался 
в 2005 г. после перехода Центра по распоряжению Прави-
тельства РФ № 1514-р от 26.09.2005 в ведение Федеральной 
службы в сфере защиты прав потребителей и благополучия 
человека (Роспотребнадзора). Руководители Роспотреб  над-
зора проявляют большую заинтересованность в производ-
ственной деятельности отдела и всей организации в целом, 
вникают в суть проблем, возникающих при производстве 
медицинских изделий в современных условиях жесткой кон-
куренции, поощряют инициативы и оказывают поддержку во 
многих начинаниях.

В условиях рынка появились наряду с известными ино-
странными производителями новые отечественные фирмы, 
выпускающие питательные среды. Значительный рост кон-
куренции предъявляет жесткие требования к качеству, без-
опасности и эффективности выпускаемой продукции. 
В связи с этим сотрудники отдела особое внимание уделяют 
качеству выпускаемых питательных сред, расширяют но-
менклатуру. 

Учитывая актуальность проблемы распространения 
устойчивости возбудителей инфекционных болезней к анти-
микробным препаратам, сотрудниками отдела разработана 
технология производства агара Мюллера–Хинтон, удовлет-
воряющего требованиям современных нормативных доку-
ментов, включая ISO/TS 16782:2016 «Clinical laboratory 
testing – Criteria for acceptable lots of dehydrated Mueller–
Hinton agar and broth for antimicrobial susceptibility testing». 
Эффективность питательной среды доказана в ходе широ-
ких клинических испытаний с использованием музейных 
штаммов и изолятов возбудителей инфекционных болезней 
с различными спектрами антибиотикочувствительности [8].

Большое внимание в отделе уделяется созданию новых 
питательных сред. В последние годы разработан ряд пита-
тельных сред для выделения и культивирования возбудите-
лей гнойных бактериальных менингитов (ГБМ): гемофилус-
агар, менингоагар, шоколадный агар и ГБМ-агар, обеспечи-
вающих рост трудно культивируемых основных возбудите-
лей – Neisseria meningitides, Haemophilus influenzae и 
Streptococcus pneumoniae [9]. Внедрены в производство 
пита тельные среды для выделения и определения лекарст-
венной чувствительности микобактерий туберкулеза, листе-
рий, пседомонад, клебсиелл и др. 

В 2017 г. в отделе запущен в производство большой 
ассор тимент питательных сред для санитарной микробио-



Этапы развития производства питательных сред в ГНЦ прикладной микробиологии и биотехнологии

65

логии. Изменение структуры инфекционных болезней, по-
явление продуктов питания ненадлежащего качества порож-
дают постоянный спрос на новые диагностические препара-
ты, адаптированные к новым условиям их применения. 
Разработаны и сертифицированы современные питатель-
ные среды для выделения стафилококков – агар Байрд-
Паркера и агар Фогеля–Джонсона, для сульфитредуцирую-
щих клостридий, для выделения и дифференциации пато-
генных энтеробактерий, в частности сальмонелл и шигелл, – 
XLD-агар и другие питательные среды. 

Важным аспектом работы отдела является научно-обра-
зовательная деятельность. С целью предоставления акту-
альной информации о выпускаемых питательных средах 
и новых разработках создан сайт https://sredy-obolensk.ru/, 
где представлены каталог продукции, нормативно-мето ди-
ческие документы, видеоматериалы по приготовлению и 
использованию питательных сред. 

Результаты разработок и испытаний новых питательных 
сред регулярно публикуются в научных изданиях и журналах 
«Клиническая лабораторная диагностика», «Бактериология», 
«Инфекция и иммунитет» и др. Достигнутыми успехами со-
трудники отдела делятся на национальных и международ-
ных конференциях. Так, на 44-й Всемирной конференции 
Международного союза борьбы с туберкулезом и болезнями 
легких в Париже (2013 г.) и на I конгрессе Национального 
общества фтизиатров (2013 г.) представлен доклад канди-
дата химических наук Домотенко Л.В., посвященный новым 
тест-наборам для ускоренного определения лекарствен-
ной чувствительности Mycobacterium tuberculosis. В ноябре 
2015 г. в Ташкенте на Международном симпозиуме «Микро-
организмы и биосфера» MICROBIOS-2015 Шепелин А.П. и 
Полосенко О.В. выступили с докладами о современных 
путях повышения качества микробиологических исследова-
ний с использованием новых питательных сред и иммуно-
хроматографических тестов для клинической и санитарной 
микробиологии производства ФБУН ГНЦ ПМБ. В 2018 г. 
во время проведения международной конференции «Совре-
менное состояние и пути совершенствования лабораторной 
диагностики инфекционных болезней» в г. Шымкенте 
(Казахстан) Шепелин А.П. от имени ФБУН ГНЦ ПМБ подпи-
сал протокол о сотрудничестве с Международным казахско-
турецким университетом им. Х.А.Ясави.

Традиционной площадкой для обсуждения актуальных 
вопросов в области клинической и санитарной бактериоло-
гии начиная с 2015 г. становится ежегодно проводимый 
Национальный конгресс бактериологов (фото 3). Органи-
затор мероприятия – ФБУН ГНЦ ПМБ – ставит своей зада-
чей объединить усилия научных и практических учреждений 
и их специалистов по совершенствованию процедуры выяв-
ления и идентификации возбудителей инфекционных болез-
ней в сфере здравоохранения, ветеринарии, пищевой про-
мышленности. В работе конгресса, как правило, принимают 
участие более 500 сотрудников Роспотребнадзора, практи-
ческого здравоохранения, преподавателей высших учебных 
заведений и других организаций –специалистов в области 
клинической и санитарной микробиологии, биотехнологии, 
эпидемиологии практически из всех субъектов РФ, а также 
специалисты из Узбекистана, Беларуси, Казахстана, Гвинеи, 
Украины.

Помимо конгресса ФБУН ГНЦ ПМБ систематически орга-
низует международные и региональные научно-практиче-
ские конференции и семинары, на которых ученые Центра 
(Шепелин А.П., Полосенко О.В., Домотенко Л.В., Фурсова Н.К., 
Абаев И.В., Карцев Н.Н., Подкопаев Я.В., Косилова И.С. 
и др.) и специалисты из других ведущих институтов знако-
мят с актуальными проблемами и современными методами 
исследования в клинической и санитарной микробиологии 
(фото 4). За последние 10 лет проведены конференции в 
большинстве субъектов РФ и в Казахстане.

Научно-практические конференции вызывают широкий 
интерес ученых, практических врачей-бактериологов, со-
трудников службы Роспотребнадзора, студентов медицин-
ских вузов. Особое внимание в работе конференций уделя-
ется теоретическим вопросам, включая новые подходы 
к диагностике инфекционных болезней на основе примене-
ния новых методов индикации возбудителей, обсуждается 
современная ситуация, связанная с устойчивостью микро-
организмов к антибактериальным препаратам, возможных 
решений проблем с учетом приобретенного опыта.

Заслуживает внимания проведение мастер-классов для 
врачей, занимающихся микробиологическими исследова-

Фото 3. Президиум V Национального конгресса бактериологов 
в Москве.

Фото 4. Участники международной конференции Домотенко Л.В., 
Полосенко О.В., Кафтырева Л.А. и Алексеева Е.А.
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ниями, с демонстрацией результатов микробиологического 
посева на уже известные и вновь разработанные питатель-
ные среды ФБУН ГНЦ ПМБ для клинической и санитарной 
микробиологии (фото 5). Врачи-бактериологи с большим ин-
тересом знакомятся с особенностями роста микроорганизмов 
на широком ассортименте питательных сред, что помогает им 
в их дальнейшей работе по лабораторной диагностике ин-
фекционных болезней и санитарно-бактерио ло гическому 
контролю продуктов питания и объектов окружающей среды.

Проводимые мероприятия помогают установить и расши-
рить профессиональные и научные связи со специалистами 
различного профиля и с общественными объединениями из 
РФ и зарубежных стран, способствуют наращиванию со-

трудничества и развитию тесных взаимосвязей с практиче-
скими микробиологами. 

Такой формат взаимодействия позволяет отделу питатель-
ных сред не стоять на месте, расширять ассортимент пита-
тельных сред в соответствии с изменяющимися потребностя-
ми, поддерживать качество выпускаемых питательных сред 
на стабильно высоком уровне, следовать современным тре-
бованиям нормативно-правового регулирования производ-
ства и реализации нашей продукции. Выпускаемые питатель-
ные среды для клинической микробиологии зарегистрирова-
ны в качестве медицинских изделий в Росздравнадзоре, 
среды для санитарной микробиологии имеют сертификаты 
соответствия. 

Фото 5. Проведение мастер-класса по питательным средам производства ГНЦ ПМБ.

Cырье

Гидролиз Распылительное
высушивание
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ОБТК
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Лабораторный
контроль

Лабораторный
контроль

Лабораторный
контроль

Входной
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Фото 6. Схема производства питательных сред.
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Особенностью питательных сред, производимых в ФБУН 
ГНЦ ПМБ, является их полное соответствие требованиям 
современных нормативно-методических документов по ла-
бораторной диагностике и определению чувствительности 
возбудителей инфекционных болезней к антимикробным 
препаратам, контролю качества пищевых продуктов, лекар-
ственных препаратов, кормов для животных, воды и объек-
тов окружающей среды, проведению санитарно-гигиени-
ческого мониторинга.

Строгое следование современным требованиям удается 
обеспечивать за счет реализации полного цикла производ-
ства: от получения белковых гидролизатов до выпуска про-
мышленных серий питательных сред; внедрения контроля 
качества на всех стадиях технологического процесса; про-
ведения входного контроля сырья и контроля качества 
конеч ного продукта дополнительно сотрудниками независи-
мого ОБТК; использования тест-штаммов микроорганизмов 
из Государственной коллекции микроорганизмов «ГКПМ-
Оболенск», где поддерживается жизнеспособность и осу-
ществляется контроль их свойств (фото 6). 

Вектор развития производства питательных сред в ФБУН 
ГНЦ ПМБ, сформированный еще в прошлом веке, сохраняет 
свое направление от научно-исследовательских работ до 
внедрения в производство, обеспечивает качество и без-
опасность продукции и позволяет оставаться ведущим про-
изводителем бактериологических питательных сред. 
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Питательные среды для диагностики гнойных бактериальных менингитов / 
[Я.В.Подкопаев, Л.В.Домотенко, А.П.Шепелин] – Протвино: А-Принт, 2019. – 156 с.: ил. 
ISBN 978-5-6043460-0-6

Монография посвящена детальному описанию всех существующих в настоящее время элементов 
микробиологической диагностики при наиболее тяжелой форме инфекционной патологии – гнойных 
бактериальных менингитах (ГБМ). Представлена характеристика возбудителей ГБМ, широкий 
спектр фенотипических и генетических методов лабораторной диагностики, в том числе экспресс-
ных. Особое внимание уделено бактериологическому методу с использованием питательных сред 
как «золотому стандарту» при диагностике ГБМ. Подробно описаны составы и способы приготов-
ления питательных сред, используемых на всех этапах лабораторных исследований. Монография 
написана на основе проработки многочисленных новейших литературных данных и анализа резуль-
татов собственных многолетних исследований.

Монография адресована врачам-бактериологам, специалистам в области клинической микро-
биологии; будет полезна студентам высших и средних медицинских учреждений.
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Журнал «Бактериология» публикуется на русском языке 
(резюме статей и ключевые слова – на русском и английском 
языках), распространяется на бумажном носителе и публику-
ется в электронной форме. 

К публикации принимаются экспериментальные и обзор-
ные статьи, а также короткие сообщения по прикладным и 
фундаментальным вопросам медицинской, ветеринарной и 
сельскохозяйственной бактериологии. Статьи принимаются 
без ограничения объема от граждан любой страны на русском 
языке. По согласованию с редакцией допускается публикация 
рекламных материалов, соответствующих тематике журнала.

Публикации, созданные в порядке выполнения служебного 
задания, должны иметь направление от учреждения, в кото-
ром выполнена работа. В направлении следует указать, что 
представленный материал ранее не был нигде опубликован и 
не находится на рассмотрении для публикации в других из-
даниях (включая зарубежные). 

К публикации прилагается экспертное заключение органи-
зации об отсутствии ограничений для открытой публикации 
представленных материалов.

Материалы для публикации, включая сопровождающие 
доку менты, направляются в редакцию в электронной форме 
по адресу: info@obolensk.org или bacteriology@obolensk.org. 
В теме сообщения следует указать «Бактериология».

Требования к оформлению статьи.

Экспериментальная статья должна состоять из разделов: 
введение, материалы и методы, результаты и обсуждение, 
список литературы. 

Рукопись должна быть подготовлена в текстовом редакто-
ре MS Word, шрифт – Times New Roman, размер – 14, меж-
строчный интервал – 1,5, поля – 2 см. Статья должна вклю-
чать резюме и ключевые слова на русском и английском 
языках. Нумерация всех страниц рукописи сквозная.

Краткие сообщения представляются без таблиц и рисунков. 

Статья должна быть подписана всеми авторами, включая 
иностранных.

К статье следует приложить сведения об авторах на рус-
ском и английском языках с указанием адреса, контактных 
телефонов (служебного и мобильного), факса и электронной 
почты с указанием автора, ответственного за переписку с ре-
дакцией.

Заглавие статьи оформляется следующим образом:

НАЗВАНИЕ СТАТЬИ
И. И. Иванов*, П. П. Петров**
*Первая организация, г. Москва, РФ 
**Вторая организация, Техас, США
E-mail
[далее текст аннотации и ключевые слова]

Текст статьи, включая резюме, список литературы, подпи-
си к рисункам и таблицы, должны быть оформлены одним 
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КЛЮЧЕВЫХ СЛОВ (словосочетаний) должно быть не более 
10, на русском и английском языках.

Во ВВЕДЕНИИ (без заголовка) следует изложить мотива-
цию написания данной работы и отдельным абзацем обозна-
чить цель исследования. Дополнительно на английском языке.

Раздел МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ дол-
жен содержать сведения об объекте исследования (включая 
источник получения, название коллекции) и краткое описание 
использованных методик, позволяющее их воспроизвести 
(на ранее опубликованные и общеизвестные методы дается 
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