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сибирской язвы сельскохозяйственных животных вы­
деляются Ставропольский край и РСО­А (более 1000 го­
лов), затем ЧР (858), в РИ, КБР и КЧР животных пало 
незначительное количество – от 71 до 136 голов. Ис­
точником инфекции являются, в основном, крупный 
рогатый скот (66,6 %) и мелкий рогатый скот (30,3 %), 
на долю свиней приходится 2,7 %, лошадей – 0,4 %. 

В Чеченской Республике самая высокая заболева­
емость сибирской язвой людей (43,7 %) в сравнении 
с другими регионами, за последние 15 лет болели сибирс­
кой язвой 5 человек и 34 головы сельскохозяйственных 
животных, в 2010 г. зафиксирован сибиреязвенный 
очаг, в котором сибирской язвой заболели 3 человека. 

В Ставропольском крае большая часть (74,9 %) 
больных зарегистрирована до 1960 г. В последние 15 лет 
заболели 12 человек и 60 голов животных. Сибирская 
язва не регистрируется с 2008 г.

Республика Северная Осетия­Алания занимает 
первое место среди других республик по количеству 
павших сельскохозяйственных животных – 1043 головы. 
В течение последних 15 лет активность некоторых ста­
ционарно неблагополучных по сибирской язве пунктов 
усилилась, заболели 13 человек и 7 голов животных. 

Эпизоотолого­эпидемиологически обстановка 
в РИ, КБР И КЧР относительно благополучная по си­
бирской язве. В этих республиках низкая заболевае­
мость среди людей и животных в сравнении с други­
ми регионами. Последние случаи заболевания сибир­
ской язвой были зарегистрированы до 2000 г. 

Если сравнивать эпидемиологическую обстанов­
ку по годам, то заболеваемость людей полностью кор­
релирует с заболеваемостью животных. Наибольшее 
количество больных зарегистрировано до 70­х годов 
прошлого столетия – около 70 %. Затем количество 
больных стало уменьшаться в связи с уменьшением 
количества больных животных, и сибирская язва у лю­
дей проявлялась в виде спорадических случаев. 

Крупные эпидемические вспышки были зареги­
стрированы в КЧР в 1992 г., когда заболел 21 человек, 
и в КБР – в 1993 г., заболели 16 человек. В Республике 
Северной Осетии­Алании в 2006 г. в районной боль­
нице г. Моздока умерли от сибиреязвенного менин­
гита две женщины. Эпидрасследование показало, что 
причиной явились туши больных коров из с. Серно­
водское Курского района Ставропольского края, реа­
лизованные на рынке г. Моздока. Культура возбудителя 
от больных и культура, выделенная из почвы на месте 

прирезки коровы в с. Серноводское, оказались гене­
тически идентичными. В следующем 2007 году умер 
житель хут. Авалова того же Серноводского сельсо­
вета с такими же симптомами менингита. Причи­
ной гибели оказался вынужденно прирезанный бы­
чок, из мяса которого был выделен возбудитель си­
бирской язвы. 

2010 г. был годом особенным. Он отличался очень 
жарким летом, пожарами и небывалой засухой в юж­
ных и центральных регионах России. Известно, что 
засухи приводят к активизации сибиреязвенной ин­
фекции среди животных. В России в 2010 г зарегис­
трировано 22 случая сибирской язвы у людей. Болезнь 
распространилась повсюду, захватила Омскую и Вол­
гоградскую области, Республику Дагестан и Чеченскую 
Республику.

Известно, что основным фактором передачи воз­
будителя является мясо вынужденно забитых или пав­
ших от сибирской язвы сельскохозяйственных живот­
ных, возможен трансмиссивный путь передачи, хотя 
трудно установить связь между заболеванием людей 
и укусами насекомых. Возможен путь передачи непо­
средственно из почвы, это отмечено в нескольких 
очагах в Калмыкии и Чеченской Республике. Однако 
нельзя отрицать и такой факт, что в результате эпиде­
миологического расследования источник инфекции 
(больное животное или труп) может не выявляться. 
Как правило, эпидемиологическое расследование в том 
или ином очаге начинается только после появления 
больных сибирской язвой.

Проведенный анализ эпизоотолого­эпидемио­
логической обстановки по сибирской язве в СКФО 
показывает, что, несмотря на большие успехи в пла­
не проведения профилактических мероприятий на 
всей территории Юга России, спорадические забо­
левания среди людей и животных возможны в силу 
того, что сибиреязвенный микроб обладает способ­
ностью длительно сохраняться в почве. Немаловаж­
ным остается и тот факт, что необходимые ветери­
нарные и медико­санитарные профилактические ме­
роприятия зачастую проводятся не в полном объ ­
еме, недостаточно разработаны экономические и 
юридические механизмы ветеринарно­санитарного
и эпидемиологического контроля деятельности аренд­
ных, фермерских, кооперативных хозяйств и пред­
приятий по выращиванию скота, реализации и пе­
реработке мяса.

ОБЩИЕ ВОПРОСЫ

51

К ВОПРОСУ РАЗРАБОТКИ 
ТЕХНОЛОГИИ КОНСТРУИРОВАНИЯ 
ИММОБИЛИЗОВАННЫХ ФЕРМЕНТОВ 
И ОЦЕНКИ ИХ СТАБИЛЬНОСТИ

М.Е. Михайлова, Т.В. Жарникова, И.В. Жарникова, Л.В. Ляпустина, С.А. Агапитова*
ФГУЗ «Ставропольский научно-исследовательский противочумный институт» Роспотребнадзора,
*Управление Роспотребнадзора по Ставропольскому краю                                                                                  

Как показывает современный опыт, быстрые в вы­
полнении, высокочувствительные и достоверные ме­
тоды индикации и идентификации возбудителя, вы­
звавшего инфекционный процесс, являются основой 
своевременного и эффективного развертывания про­
тивоэпидемических мероприятий. Арсенал методов и 
средств, используемых в настоящее время для целей 
экспресс­диагностики, достаточно обширен, но отдель­
ные его составляющие, безусловно, неравнозначны 
по таким основным параметрам, как быстрота полу­
чения конечного результата, специфичность, чувстви­
тельность и воспроизводимость. 

Особую значимость при угрозе завоза и распро­
странения опасных инфекционных болезней имеют 
методы диагностики (экспресс­методы), которые по­
зволяют обнаружить возбудителя или его антигены 
непосредственно в пробах от больного и дать ответ 
в течение нескольких часов. К разряду таковых отно­
сится иммуноферментный анализ. 

При постановке иммуноферментного анализа ис­
пользуется иммунопероксидазные конъюгаты, в со­
став которых входит фермент – пероксидаза хрена. 
Фермент имеет слабожесткую структуру и подвержен 
отрицательному влиянию внешних воздействий, в свя­
зи с чем срок его годности ограничен и составляет 
6–12 мес., что обусловливают и низкий срок годности 
(до 6 мес. – жидкие, до 12 мес. – лиофилизирован­
ные препараты) тест­систем в целом, в то время как 
срок годности остальных компонентов тест­систем 
в 2–3 раза выше.

В связи с этим существует необходимость подбо­
ра условий и методов, повышающих срок годности им­
мунопероксидазных конъюгатов, и разработки подхо­
дов к возможной стабилизации биологической актив­
ности ферментов. При этом перспективным следует 
рассматривать использование процесса иммобилиза­
ции биологически активных веществ на различные 
матрицы. Иммобилизованные ферменты долговечны 
и в тысячи и десятки тысяч раз стабильнее свободных 
энзимов. Все это обеспечивает высокую экономич­
ность, эффективность и конкурентоспособность техно­
логий, использующих иммобилизованные ферменты. 

Целью исследований явилось получение иммо­
билизованных иммунопероксидазных конъюгатов и 
контроль их стабильности в процессе хранения при 
различных температурных режимах. 

В работе использовали иммуноглобулины, выде­
ленные из гипериммунной туляремийной сыворотки 
(производство ФГУЗ «Иркутский научно­исследова­

тельский противочумный институт Сибири и Даль­
него Востока»). Конъюгацию иммуноглобулинов с фер­
ментом пероксидазой хрена фирмы «Sigma» (США) 
проводили после его активирования методом перйодат­
ного окисления по методике Р.К. Nakane, А. Kawaоi. Лио­
филизацию препаратов осуществляли в камере LZ­9.2 
(«Фригера», Чехия). Для иммобилизации ферментов 
в качестве твердой фазы использовали липосомы со 
средним размером 100 нм, полученные методом «вы­
паривания в обращенной фазе» из фосфолипидов, вы­
деленных из головного мозга свиней (в возрасте 8–12 
мес., порода «крупная белая»), и алюмосиликат («Нева 
Реактив», Россия), представляющий собой тонкодис­
персный порошок, содержащий двуокись кремния и 
двуокись алюминия (насыпная плотность –320 кг/м3)
(ТУ 6­09­01­356­76). 

Чувствительность и специфичность конъюга­
тов определяли по методике M. Clark, A. Adams в 
«сэндвич»­варианте иммуноферментного анализа. Учет 
результатов проводили на фотометре «Multiskan FC» 
(Финляндия).

Ранее нами была описана методика получения 
липосомально­пероксидазного и кремнеземно­перок­
сидазного конъюгатов, состоящая из следующих ста­
дий: иммобилизация иммуноглобулинов на носитель – 
липосомы (алюмосиликат); активация фермента – 
пероксидазы хрена; конъюгация фермента с имму ­
ноглобулинами, находящимися на носителе; очистка 
конъюгатов от не связавшихся компонентов, лиофи­
лизация и контроль. 

Препараты, полученные по указанной техноло­
гической схеме, были разлиты в ампулы и лиофилизи­
рованы. При оценке чувствительности иммуноперок­
сидазных конъюгатов, сконструированных как на ос­
нове липосом, так и алюмосиликата, установлены 
значения 5×104­1×105 микробных клеток (м.к.)/мл 
туляремийного микроба при отсутствии перекрестных 
реакций с гетерологичными штаммами. 

Полученные конъюгаты инкубировали при раз­
личных температурных режимах: (25±4) °С, (37±1) °С 
и (4±1) °С и исследовали их стабильность в процес­
се хранения. 

Липосомальные конъюгаты показали стабиль­
ность в течение пяти лет хранения, алюмосиликат­
ные – трех лет (срок наблюдения) при температуре 
хранения (4±1) °С. Наблюдения за стабильностью 
обоих видов конъюгатов при температурах (25±4) °С 
и (37±1) °С проводились в течение 2 лет, в результате 
чего было установлено, что конъюгаты на протяже­
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нии периода наблюдения сохраняют свои рабочие ха­
рактеристики (чувствительность и специфичность) и
выявляют возбудитель туляремии в концентрации 
5×104–1×105 м.к./мл.

В результате проведенного наблюдения было по­
казано, что иммобилизованные иммунопероксидазные 
конъюгаты удовлетворяют требованиям, предъявляе­
мым к диагностическим препаратам, а их стабиль­
ность превосходит аналогичный показатель традици­

онных иммуноферментных конъюгатов, срок годно­
сти которых не превышает 1 года. 

Фиксируясь на поверхности липосом и алюмоси­
ликата, фермент (пероксидаза хрена) резко снижает 
способность к конформационным изменениям струк­
туры своих молекул под воздействием температурных 
факторов, изменений рH­среды и т.д., что способствует 
повышению стабильности и увеличению срока год­
ности диагностических препаратов.
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ПРИ ПРОВЕДЕНИИ ЭПИЗООТОЛОГИЧЕСКОГО 
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Опыт взаимодействия санитарно­эпидемиологи­
ческой службы Амурской области с санитарным каран­
тином провинции Хэйлунцзян Китайской Народной 
Республики насчитывает около 20 лет. 

Одним из основных направлений является взаимо­
действие по вопросам санитарной охраны территорий 
от заноса и распространения инфекционных заболева­
ний. Для соседних приграничных территорий особую 
актуальность имеют природно­очаговые инфекции, ос­
новными переносчиками которых являются грызуны.

В начале 90­х годов было подписано первое со­
глашение о взаимодействии с санитарным каранти­
ном Китая. Проведена большая работа, которая позво­
лила получить первичные объективные данные о за­
селенности грызунами соседних территорий. 

Результаты совместной работы в период 2006–
2008 гг. показали, что:

– видовой состав грызунов и их эктопаразитов, 
иксодовых клещей, в окрестностях приграничных рай­
онов провинции Хэйлунцзян и Амурской области име­
ют черты сходства;

– на протяжении 3­х лет численность грызунов 
в окрестностях г. Благовещенска выше, чем в окрест­
ностях г. Хэйхэ, в природных биотопах Сунькэ выше, 
чем в биотопах окрестностей Поярково;

– результаты лабораторных исследований на чуму 
и туляремию дали отрицательные результаты; 

– вместе с тем, на обеих территориях подтвер­
дилась высокая активность природных очагов ГЛПС, 
Лайм­боррелиоза, бартонеллеза, риккетсиоза. 

В 2009–2010 гг. продолжена совместная работа 
по изучению заселенности грызунами приграничных 
территорий. 

Обследование проводилось на береговых объек­
тах, прилегающей к ним территории и в природных 
биотопах окрестностей приграничных территорий юж­
ных районов области – Благовещенского и Михайлов­
ского. Общая площадь обследования составила 40 км². 
Отработано 1500 ловушек­суток, добыто 124 экзем­

пляра грызунов, 2 особи диких животных, 356 эк­
топаразитов, из них 105 иксодовых клещей, 3 гнезда 
грызунов.

Основной объем работ выполнен в природном 
биотопе Благовещенского района. Были обследованы 
сельскохозяйственные земли, хвойно­широколиствен­
ный и дубово­березовый лес, луга поймы р. Амура.

Численность грызунов на момент обследователь­
ских работ была несколько ниже, чем в предыдущие 
годы, и колебалась в пределах 10 % в поймах рек Амура 
и 4–10 % на сельскохозяйственных землях. 

Средний процент попаданий по всем стациям сум­
марно составил 7,2 %. Из семи видов грызунов, отлов­
ленных в Благовещенском районе, преобладает поле­
вая мышь – 30 %, полевка красно­серая – 25 %.

Средний индекс обилия блох на грызунах был 
достаточно высоким и составил 1,3 %.

В Михайловском районе численность грызунов 
составила в среднем 24 % на сельскохозяйственных 
землях и 7 % в пойме р. Амура.

Из шести видов отловленных грызунов преобла­
дала полевка большая восточная и полевка красно­
серая. Индекс обилия высокий (2,2). Из двух видов 
гамазовых клещей доминировал H.ambulans (75,2 %). 
Индекс обилия низкий (0,2). С 6 зверьков снято 12 эк­
земпляров личинок и нимф иксодовых клещей двух 
видов: D.silvarum (47,5 %) и H.concinna (52,5 %).

Численность иксодовых клещей составила в Ми­
хайловском районе 1,2 особи на 1 фл/км, в Благове­
щенском районе – 0,8 особи на 1 фл/км общего марш­
рута. В сборах зарегистрировано 3 вида клещей: I. per­
sulcatus (47,6 %), D.silvarum (28,6 %) и H. concinna 
(23,8 %).

На обследуемой территории Амурской области 
проводилось комплексное исследование материала на 
иерсиниоз, листериоз, туляремию, ГЛПС, лептоспироз, 
клещевой энцефалит и клещевой боррелиоз серологи­
ческими, бактериологическими и молекулярно­гене­
тическими методами.


