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Благодарю всех за высокий профессионализм 
в деле служения ветеринарии и выражаю глубокую 
признательность за ваш вклад в развитие 
журнала «Ветеринария сегодня».

С уважением, 
директор ФГБУ «ВНИИЗЖ»

Хасан Муштафаевич Лихов

Дорогие авторы статей, читатели, рецензенты 
и члены редакционной коллегии журнала 
«Ветеринария сегодня»! 

21 июля 2026 года экспертным советом Scopus 
принято решение о включении научного журна-
ла «Ветеринария сегодня», издаваемого феде-
ральным государственным бюджетным учреж-
дением «Федеральный центр охраны здоровья 
животных» (Россельхознадзор), в международ-
ную базу данных Scopus, что является значимым 
событием для журнала и его авторов. 

Индексация в одной из ведущих международ-
ных наукометрических баз данных подтверждает 
высокий уровень научного издания, способству-
ет повышению его международной узнаваемости 
и расширяет возможности продвижения резуль-
татов российских исследований в мировом науч-
ном сообществе.

Этого удалось достичь благодаря кропотли-
вой работе редакционной команды под руковод-
ством главного редактора Груздева Константина 
Николаевича, доктора биологических наук, а так-
же авторов и рецензентов – ведущих специалис- 
тов в области ветеринарии.

Журнал ориентирован на ученых, занима-
ющихся фундаментальными и  прикладными 
исследованиями в области общей и ветеринар-
ной вирусологии, эпизоотологии, иммунологии, 
микологии, микотоксикологии, бактериологии, 
практикующих ветеринарных врачей и  врачей 
ветеринарных лабораторий и  государствен- 
ных ветеринарных служб, преподавателей вузов  
ветеринарной, биологической, медицинской 
направленностей,  аспирантов и студентов вузов 
и колледжей.

«Ветеринария сегодня» издается ФГБУ «ВНИИЗЖ» 
с 2012 года, а с 2015-го все материалы журнала 
находятся в открытом доступе на русском и ан-
глийском языках.

Журнал входит в  Перечень рецензируемых 
научных изданий ВАК по научным специально-
стям «Вирусология» и «Инфекционные болезни 
и иммунология животных», представлен в РИНЦ 
(Российский индекс научного цитирования), базе 
данных RSCI, а также индексируется в между-
народных базах DOAJ, AGRIS, EBSCOhost, Scilit, 
OpenAlex, CNKI и других.
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От всей души поздравляю всех, кто отдает 
свои силы, жертвует своим временем на благо 
здоровья и благополучия человека и животных. 
Пусть ваш труд приносит окружающим лю-
дям уверенность в завтрашнем дне и  надежды 
на светлое будущее!

Поздравление 
с Днем ветеринарного работника!

Дорогие коллеги, поздравляю вас с  профес-
сиональным праздником – Днем ветеринарного 
работника! 

Ветеринария – одна из самых гуманных 
и благородных отраслей науки, незаменимая для 
всех сфер жизни. От состояния дел в ветерина-
рии непосредственно зависит экономический 
суверенитет страны, благосостояние ее граж-
дан, здоровье нации, благополучие нынешнего 
и будущего поколений.

Профессия ветеринара объединяет многих  – 
врачей-практиков, работников лабораторий, 
служащих органов исполнительной власти, уче-
ных и предпринимателей. На эту стезю приводит 
призвание, и случайных людей здесь не бывает.

Своим ежедневным трудом ветеринарные 
специалисты способствуют обеспечению про-
довольственной и биологической безопасности 
страны, сохранению здоровья сельскохозяй-
ственных, диких и домашних животных, а значит, 
и здоровья людей.

Ваша профессия, бесценные знания и нако-
пленный опыт являются жизненно необходимы-
ми для агропромышленной отрасли. 

Все эти достижения были бы невозможны 
без слаженной и высокопрофессиональной 
работы. Специалисты несут нелегкую службу 
в лабораториях и участковых ветеринарных пун-
ктах, ветеринарных объединениях, в комплексах 
по производству животноводческой продукции 
и на предприятиях по изготовлению кормов 
и лекарственных препаратов.

Сегодня работа всего ветеринарного сообщес- 
тва позволяет достигать уверенных темпов им-
портозамещения продукции, разрабатывать уни-
кальные вакцины и диагностические методики, 
совершенствовать научно-исследовательскую 
работу – все это дает нам возможность уверенно 
двигаться вперед.

С уважением,
заместитель директора ФГБУ «ВНИИЗЖ», 

директор Всероссийского научного исследовательского 
института здоровья животных

Руслан Петрович Коберник
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Эпизоотическая геморрагическая болезнь 
жвачных: современные знания (обзор) 
Т. Ю. Беспалова, Т. В. Михалева
ФГБНУ «Федеральный исследовательский центр вирусологии и микробиологии» (ФГБНУ ФИЦВиМ); Самарский научно-исследовательский ветеринарный 
институт – филиал ФГБНУ ФИЦВиМ (СамНИВИ – филиал ФГБНУ ФИЦВиМ), ул. Магнитогорская, 8, г. Самара, 443013, Россия

РЕЗЮМЕ
Введение. Эпизоотическая геморрагическая болезнь – это трансмиссивное инфекционное неконтагиозное заболевание диких и домашних жвачных 
животных, проявляющееся застойными и геморрагическими явлениями. Возбудитель – вирус из рода Orbivirus семейства Sedoreoviridae, который пере-
дается между восприимчивыми животными через укусы членистоногих переносчиков рода Culicoides. За последние 20 лет возбудитель эпизоотической 
геморрагической болезни распространился в новые регионы, с 2022 г. на территории Южной Европы стали регистрировать массовые вспышки заболе-
вания среди крупного рогатого скота, что создало серьезную угрозу для отрасли животноводства. 
Цель исследования. Обобщение и анализ современных опубликованных данных о глобальной ситуации по эпизоотической геморрагической болезни. 
Материалы и методы. Применялись аналитические методы исследований с использованием баз данных PubMed, Wiley Online Library, MDPI, Google 
Scholar, еLibrary, КиберЛенинка. 
Результаты. Приведена краткая характеристика возбудителя заболевания. К настоящему времени в мире идентифицировано семь серотипов виру-
са эпизоотической геморрагической болезни, а недавно сообщалось о новом серотипе 10. Наблюдается глобальное географическое распространение 
вируса эпизоотической геморрагической болезни на всех континентах с региональными особенностями распределения серотипов. Серотипы 1, 2, 6, 7, 
8, 10 обладают повышенной патогенностью и вызывают вспышки эпизоотической геморрагической болезни среди оленей и крупного рогатого скота. 
В обзоре кратко обсуждаются факторы, способствующие распространению вируса эпизоотической геморрагической болезни на новые территории, 
описаны клинические признаки заболевания у восприимчивых животных, определены основные меры профилактики и контроля для снижения риска 
возникновения вспышек болезни и обозначены пробелы в исследованиях.
Заключение. Способность вируса эпизоотической геморрагической болезни к рекомбинации, появление высоковирулентных штаммов, прогрессиру-
ющее расширение ареала активности переносчиков могут привести к крупным вспышкам со значительными экономическими потерями в животно-
водческом секторе, включая страны Европы и Азии. В современных условиях необходимо усилить энтомологический и вирусологический надзор для 
раннего выявления вируса эпизоотической геморрагической болезни среди жвачных животных и контроля за его распространением.

Ключевые слова: обзор, ЭГБ, вирус эпизоотической геморрагической болезни, жвачные животные, переносчики, Culicoides 
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Epizootic hemorrhagic disease of ruminants:  
current knowledge (review)
Tatiana Yu. Bespalova, Tatyana V. Mikhaleva
Federal Research Center for Virology and Microbiology; Samara Research Veterinary Institute – Branch of Federal Research Center for Virology and Microbiology, 
ul. Magnitogorskaya, 8, Samara 443013, Russia

ABSTRACT
Introduction. Epizootic hemorrhagic disease (EHD) is a vector-borne, infectious, non-contagious disease affecting wild and domestic ruminants, characterized by 
congestive and hemorrhagic manifestations. The causative agent is a virus of the genus Orbivirus family Sedoreoviridae, which is transmitted between susceptible 
animals through the bites of Culicoides midges. Over the past 20 years, epizootic hemorrhagic disease virus (EHDV) has spread to new regions. Since 2022, large-
scale outbreaks among cattle have been reported in Southern Europe, posing a serious threat to the livestock industry.
Objective. To summarize and analyze current published data on the global situation regarding EHD.
Materials and methods. Analytical research methods were employed using the  following databases: PubMed, Willey Online Library, MDPI, Google Scholar, 
eLibrary, and CyberLeninka.
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Установлено, что глобальному перераспределению 
EHDV в  последние годы способствует ряд экоклимати-
ческих, генетических и антропогенных факторов, таких 
как изменение климата, приводящее к  расширению 
ареала и увеличению численности переносчиков рода 
Culicoides, реассортация вирусных штаммов, междуна-
родная торговля животными и др. [4, 7]. 

В связи с вышеизложенным обобщение современ-
ных знаний и изучение тенденций распространения 
ЭГБ актуальны для специалистов в области ветерина-
рии и животноводства в плане обеспечения благопо-
лучия животных, а также предотвращения возможно-
го ущерба в дикой природе. 

ВОЗБУДИТЕЛЬ ЭГБ  
И ВОСПРИИМЧИВЫЕ ЖИВОТНЫЕ
Вирус EHDV относится к  арбовирусам (род 

Orbivirus, семейство Sedoreoviridae) и тесно связан 
с BTV. Он имеет непокрытый оболочкой двойной 
капсид и геном двухцепочечной РНК, состоящий  
из 10  сегментов. Геном кодирует 7  структурных бел-
ков (VP1–VP7), 4 неструктурных белка NS1, NS2, NS3/
NS3A, NS4 и предполагаемый NS5. Вирусная частица 
состоит из 3 белковых слоев (рис. 1). Внешний капсид 
включает два белка, VP2 и VP5. Промежуточный слой 
состоит из VP7 и VP3. Внутренний капсид содержит 
комплекс РНК-полимеразы, состоящий из белков 
VP1, VP4 и VP6. Вследствие изменчивости отдельных 
белков внешней мембраны EHDV классифицируют 
по отдельным генотипам. Наиболее вариабельны-
ми являются сегменты Seg-2 и Seg-6, кодирующие 
VP2 и VP5 соответственно. Белок VP7 содержит се-
рогруппоспецифические антигены, а  белки VP2  (S2)  
и VP5 (S6) вызывают выработку серотип-специфичных 
нейтрализующих антител, поэтому они используются 
для определения серотипа вируса1 [3, 8]. 

ВВЕДЕНИЕ
Эпизоотическая геморрагическая болезнь (ЭГБ, 

EHD)  – трансмиссивное инфекционное неконта-
гиозное вирусное заболевание диких и домаш-
них жвачных животных, преимущественно оленей  
и крупного рогатого скота. Возбудителем ЭГБ является 
РНК-содержащий вирус  (EHDV) из рода Orbivirus семей-
ства Sedoreoviridae, таксономически и иммунологически 
близкий к  вирусу блютанга  (BTV), который передается 
между восприимчивыми животными через укусы мокре-
цов рода Culicoides  [1]. ЭГБ включена в список многови-
довых/трансграничных заболеваний, с 2008 г. подлежит 
уведомлению во Всемирную организацию здравоохра-
нения животных (ВОЗЖ, WOAH), не является зоонозом. 

Болезнь исторически регистрируют преиму-
щественно в  тропических и  субтропических зонах  
на разных континентах, включая Северную и Южную 
Америку, Африку, Ближний Восток, Азию, Австралию и 
Океанию. Однако за последние 20 лет EHDV стал распро-
страняться за пределы традиционных эндемичных нозо-
ареалов в новые, более северные регионы. С конца 2022 г. 
«экзотическую» болезнь регистрировали на территории 
Южной Европы, массовые вспышки ЭГБ создали серьез-
ную угрозу для здоровья жвачных животных, в  связи 
с чем возросло количество современных исследований 
по проблемам эмерджентных инфекций. В частности, по 
теме ЭГБ обновляются эпизоотологические, филогене-
тические и клинические данные, особенно касающиеся 
заболевания крупного рогатого скота. Отмечается по-
явление штаммов возбудителя с повышенной вирулент-
ностью, что приводит к тяжелому течению ЭГБ не только 
у оленей, но и у крупного рогатого скота, из-за чего воз-
никают значительные потери продуктивности, особенно 
в  молочном производстве. Спорадические эпизоотии 
ЭГБ могут нанести экономический ущерб оленеводче-
ским хозяйствам. В дикой природе потери от заболевания 
могут иметь долгосрочные последствия для биоразно-
образия и сохранения численности популяции жвач-
ных животных, в  первую очередь оленей  [2,  3,  4,  5,  6].  

Results. A brief description of the disease’s causative agent is provided. To date, seven serotypes of EHDV have been identified worldwide, with a novel 
serotype 10 recently reported. A global geographical spread of EHDV across all continents is observed, with regional variations in serotype distribution. 
Serotypes 1, 2, 6, 7, 8, and 10 exhibit increased pathogenicity, causing EHD outbreaks in deer and cattle. This review briefly discusses the factors contributing 
to the spread of EHDV to new territories. It also describes clinical signs of EHD in susceptible animals, outlines key prevention and control measures to reduce 
the risk of new outbreaks, and identifies current research gaps.
Conclusion. The ability of EHDV to undergo recombination, the emergence of highly virulent strains, and the progressive expansion of vector ranges may lead 
to  large-scale outbreaks with significant economic losses in the  livestock sector, including European and Asian countries. In current conditions, it is necessary 
to enhance entomological and virological surveillance for the early detection and control of EHDV spread among ruminants.

Keywords: review, EHD, epizootic hemorrhagic disease virus, EHDV, ruminants, vectors, Culicoides

Acknowledgements: The study was supported by the Ministry of Science and Higher Education of the Russian Federation within the state assignment for 
the Federal Research Center for Virology and Microbiology (No. FGNM-2026-0004). The authors thank the reviewers for their contribution to the peer review of this 
paper and Daria Lunina for the visualization of the data obtained. 

For citation: Bespalova T. Yu., Mikhaleva T. V. Epizootic hemorrhagic disease of ruminants: current knowledge (review). Veterinary Science Today. 2026; 15 (3): 
216–225. https://doi.org/10.29326/2304-196X-2026-15-3-216-225

Conflict of interests: The authors declare no conflict of interests.

For correspondence: Tatiana Yu. Bespalova, Head of Group, Samara Research Veterinary Institute – Branch of Federal Research Center for Virology and Microbiology, 
ul. Magnitogorskaya, 8, Samara 443013, Russia, 27bt@mail.ru

ОБЗОРЫ | БОЛЕЗНИ КРУПНОГО РОГАТОГО СКОТА REVIEWS | BOVINE DISEASES

ВЕТЕРИНАРИЯ СЕГОДНЯ. 2026; 15 (3): 216–225 | VETERINARY SCIENCE TODAY. 2026; 15 (3): 216–225

1 WOAH. Epizootic haemorrhagic disease.  
https://www.woah.org/en/disease/epizootic-haemorrhagic-disease



218

Исторически на основе серологической реактив-
ности было выделено в  общей сложности 8 серотипов 
EHDV (1986 г.). Примечательно, что EHDV-3 (нигерийский 
штамм NIG1967/01) фактически оказался серотипом  1,  
и позднее был объединен с  EHDV-1. К  настоящему вре-
мени в мире идентифицировано семь серотипов EHDV 
(EHDV-1, EHDV-2, EHDV-4–8), продолжается выявление 
новых серотипов, поэтому пока нет общепринятого мне-
ния относительно точного их числа серотипов и панель 
референсных штаммов EHDV еще официально не  при-
знана. Сравнительно недавно появились сведения 
о новом серотипе, предварительно названном EHDV-10 
(впервые выделен в Японии в 1998 г.), в 2017 г. в Японии 
в крови крупного рогатого скота был обнаружен новый 
штамм ON-4/B/98 серотипа 10, а в 2018 г. в Китае EHDV-10 
был выделен из  мокрецов Culicoides tainanus, при этом  
у местного крупного рогатого скота и коз выявляли ней-
трализующие EHDV-10 антитела2 [4, 8, 9, 10, 11]. 

Вирусом EHDV могут заражаться различные виды 
жвачных животных, в  первую очередь из семейств 
Cervidae и Bovidae. Среди диких наиболее восприимчи-
вы североамериканский белохвостый олень (Odocoileus 
virginianus), чернохвостый олень (Odocoileus hemionus) 
и американская вилорогая антилопа (Antilocapra 
americana). Сообщалось о  естественном заболевании 
благородного оленя (Cervus elaphus), снежного барана 
(Ovis canadensis), американского бизона (Bison bison), яка 
(Bos grunniens), северного оленя (Rangifer tarandus), ска-
листого горного козла (Oreamnos americanus), антилопы 
(Antilopinae), лося (Alces alces)  и  др. Экспериментально 
воспроизводили субклиническую форму заболевания, 
обусловленного EHDV-1, у  благородного оленя, косу-
ли (Capreolus capreolus), лани (Dama dama) и мунтжака 
(Muntiacus muntjak). Среди домашних жвачных к ЭГБ мо-
гут быть восприимчивы коровы, буйволы, козы, овцы и 
верблюды. Восприимчивость других видов животных 
мало изучена2 [1, 12]. 

ГЕОГРАФИЧЕСКОЕ РАСПРЕДЕЛЕНИЕ 
СЕРОТИПОВ ВИРУСА ЭГБ
Первые случаи ЭГБ были зарегистрированы на юго-

востоке США в  конце XIX  в. (1890  г.), где изначально 
это заболевание называли «болезнью черного языка». 
Нозологически болезнь была определена в 1955  г., 

когда в США (штат Нью-Джерси) среди популяции 
белохвостых оленей было зарегистрировано несколь-
ко сотен смертельных случаев, возбудитель позднее 
был классифицирован как EHDV-1. Затем в 1962 г. в Ка-
наде был выделен вирус второго серотипа, получив-
шего название EHDV-2 [2, 6, 11]. В современном мире 
наблюдается глобальное географическое распростра-
нение серотипов вируса ЭГБ, которые циркулируют 
в субтропическом и тропическом климате Америки,  Аф-
рики, Азии, Ближнего Востока и Океании. В Австралии  
и ряде стран Азии и Африки ЭГБ является эндемичной,  
но Северная Америка – единственный континент, где 
эпизоотии ЭГБ происходят циклично и систематически, 
сопровождаются высокой смертностью диких оленей, 
при этом во время крупномасштабных вспышек среди 
оленей часто одновременно поступают сообщения 
о заболевании крупного рогатого скота [3, 12]. 

Литературные данные свидетельствуют о том, что 
распределение различных серотипов EHDV по всему 
миру имеет выраженные региональные особенно-
сти  (рис.  2). В  США и Канаде преобладают вирусы се-
ротипов 1, 2, 6 и 7, в Бразилии – серотипа 1, тогда как  
в Северной Африке циркулируют вирусы серотипов 1, 
2, 4, 6–8, в Израиле – серотипов 1, 2, 6 и 7, в Иордании  
и Турции – 1, 6, 7, в Пакистане, а также в Австралии –  
серотипов 1, 2, 5–8  [3,  7,  13,  14,  15]. Наибольшая гете-
рогенность выявлена в Азии (Япония, Китай, Тайвань,  
Южная Корея), в частности, в Японии регистрировали 
вирусы всех серотипов, в Китае – серотипов 1, 2, 5, 6, 7, 8. 
EHDV серотипа 10 циркулирует в Японии и в естествен-
ных очагах на юге Евразии [8, 11, 16]. Ретроспективный 
анализ данных обнаружения EHDV в  разных странах 
показал, что в  последние два десятилетия практиче-
ски не регистрируют вирусы серотипов  4  и  5, ранее 
они были связаны с  Азией, Африкой и Австралией. 
В ряде стран (Индонезия, Зимбабве, Кения, Казахстан, 
Китай и др.) обнаружение генома или серологические 
данные указывают на циркуляцию EHDV неизвестных  
серотипов [1, 3, 4].

С  момента выявления EHDV в середине XX  в. наи-
более патогенным из известных серотипов считался 
EHDV-2 (вирус Ибараки), который в первую очередь 
поражал американских белохвостых оленей, а  также 
вызывал спорадические или массовые вспышки сре-
ди крупного рогатого скота в  США, Канаде, Японии,  
Австралии, некоторых странах Африки  [4,  17,  18,  19]. 
Поскольку вирус эволюционирует, в  современном 
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Рис. 1. Схема строения вирусной частицы EHDV [3]

Fig. 1. Diagram of the EHDV virion structure [3]

Рис. 2. Географическое распределение серотипов EHDV 
(2000–2025 гг.)

Fig. 2. Geographic distribution of EHDV serotypes  
(2000–2025)

2 WOAH. Epizootic haemorrhagic disease.  
https://www.woah.org/en/disease/epizootic-haemorrhagic-disease
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мире отмечается повышенная патогенность и дру-
гих серотипов, вследствие чего эпизоотии ЭГБ стали 
более частыми, опасными и масштабными. Так, с  уча-
стием вируса серотипов 1, 6 или 7 были зарегистриро-
ваны многочисленные вспышки в различных странах: 
Марокко, Алжир и Иордания (2006 г.), Турция (2007 г.), 
Тунис, Израиль (2006, 2015, 2016, 2020 гг.), США и Китай 
(2012, 2013, 2021  гг.), Бразилия (2025  г.). В  Японии тя-
желое заболевание у крупного рогатого скота вызвал 
вирус серотипов 7 и 10, в Северной Африке и Европе – 
серотипа 8 (2022–2024 гг.) [3, 8, 13, 14, 20, 21, 22, 23, 24]. 

В настоящее время EHDV-8 является единствен-
ным серотипом, выявленным в  Европе во время мас-
штабных вспышек ЭГБ среди крупного рогатого скота  
и благородных оленей в  2022–2024  гг. До этого пери-
ода Европейский континент был свободен от виру-
са ЭГБ, за  исключением случаев выявления EHDV-6 
в 2003 и 2009 гг. на острове Реюньон (Франция). В ок-
тябре 2022 г. возбудитель ЭГБ был впервые обнаружен 
у  оленей на о.  Сардиния  (Италия), где затем последо-
вала вспышка среди крупного рогатого скота, также 
ЭГБ регистрировали на о.  Сицилия. Предположитель-
но, вирус попал в  Европу при перемещении насеко-
мых-переносчиков с пустынными ветрами из региона 
Магриб Северной Африки (северные части Туниса, 
Алжира и Марокко). Близость итальянских островов  
к Тунису (180 и 140  км соответственно) указывала на 
потенциальный путь проникновения вируса через 
переносчиков. Третьей европейской территорией,  
где была зарегистрирована вспышка ЭГБ среди круп-
ного рогатого скота, была Андалусия (Испания), распо-
ложенная всего в нескольких километрах от Марокко, 
по другую сторону Гибралтарского пролива. К  2023  г. 
вирус распространился на север Пиренейского полу- 
острова и на юго-запад Франции. При этом зимой 2023–
2024  гг. наблюдали прекращение циркуляции вируса, 
что, скорее всего, было связано со снижением чис-
ленности и активности переносчиков рода Culicoides  
и увеличением инкубационного периода при более 
низких температурах. Летом 2024 г. в Испании, Португа-
лии и Франции вновь выявляли ЭГБ, например, к концу 
2024 г. во Франции среди крупного рогатого скота было 
зарегистрировано свыше 4000  вспышек, вызванных 
EHDV-8. В 2025 г. в ВОЗЖ сообщения о ЭГБ поступали  
из Франции (май) и Андорры (июнь)3 [4, 5, 25, 26, 27, 28]. 
Интересно, что серотип 8 стал причиной первой круп-
ной циркуляции EHDV в  Северной Африке (более 
200  вспышек) и по времени совпал с  аналогичными 
вспышками на юге Европы. Филогенетическими ис-
следованиями было доказано трансконтиненталь-
ное распространение EHDV-8 между этими странами  
и Южной Европой, гомология европейских штаммов 
со штаммами EHDV-8, обнаруженными в Тунисе в 2021 
и 2022 гг., составила более чем 99,9%. Текущие данные 
свидетельствуют о  том, что причиной тяжелых вспы-
шек могла стать реассортация местных африканских 
штаммов  [5,  6]. По сообщениям, с  помощью полноге-
номного секвенирования и филогенетического ана-
лиза последовательностей выявлены множественные 
случаи реассортации между серотипами 1–6, 6–8 и 2–7. 
Поскольку в эндемичных странах ЭГБ часто протекает 
бессимптомно у домашнего скота, эти случаи могут 

оставаться незамеченными  [3,  5,  6]. Субклиническая 
инфекция усложняет диагностику и борьбу с заболе-
ванием, поскольку инфицированные носители спо-
собствуют трансграничному распространению вируса. 
Дикие жвачные животные являются резервуарами для 
вируса ЭГБ, поддерживая его естественную цирку-
ляцию в  природных очагах, и играют ключевую роль  
в распространении трансмиссивных инфекций среди 
домашнего скота [2, 4].

ПЕРЕНОСЧИКИ, ФАКТОРЫ РИСКА 
РАСПРОСТРАНЕНИЯ ВИРУСА ЭГБ
Возникновение и распространение ЭГБ зависит  

от компетентных насекомых-переносчиков (векторов), 
их географического обитания и климатических фак-
торов. Согласно сообщениям о  случаях регистрации 
ЭГБ, диапазон циркуляции вируса лежит приблизи-
тельно между 35° южной широты и 49° северной ши-
роты, включая эндемичные территории в  Северной 
Америке, Австралии, Азии и Африке. Современные ис-
следования показывают изменения географического 
нозоареала обитания переносчиков и расширение их 
видового диапазона. Основными векторами или потен-
циальными носителями EHDV являются кровососущие 
мокрецы рода Culicoides семейства Ceratopogonidae 
(отряд Diptera). В  распространении возбудителя ЭГБ  
из тысячи известных видов мокрецов наибольшее 
значение имеют C.  obsoletus, C.  actoni, C.  brevitarsis, 
C. imicola, C. oxystoma, C. tainanus, C. scoticus, C. sonorensis, 
C. punctatus, C. stellifer и C. venustus. При этом в разных 
регионах доминируют определенные виды, у которых 
различаются циклы развития, поведение и периоды 
активности. Следует отметить, что C. imicola, C. obsoletus, 
C.  scoticus также являются основными переносчика-
ми BTV в Европе, C.  imicola  – в  Африке, C.  sonorensis  –   
в Северной Америке, C. brevitarsis – в Азии, Австралии 
и Индонезии [4, 9, 11, 29, 30, 31]. Климатические и по-
годные переменные (температура, влажность, ветер) 
сильно влияют на жизненный цикл и ареал обитания 
Culicoides  spp. и, следовательно, на динамику вспы-
шек ЭГБ  [32]. Как и другие трансмиссивные заболева-
ния, ЭГБ-инфекции, как правило, сезонны и возникают 
в период активности переносчиков, который зависит 
от географической приуроченности, численности по-
пуляции и цикла развития конкретного вида мокре-
цов. Обычно это летний период, длящийся до поздней 
осени с пиками в конце лета и начале осени, особенно 
часто ЭГБ отмечают в низменных, влажных районах 
эндемичных территорий. В тропических странах мест-
ный домашний крупный рогатый скот и козы из-за уку-
сов мокрецов могут заражаться круглогодично [11]. 

Способность членистоногих передавать любой ви-
рус зависит от температуры окружающей среды, при 
более высоких температурах (>  20  °C по сравнению  
с 15 °C) уровень заражения возрастает [3]. Повышение 
температуры и изменение климата могут повлиять на 
вирусный геном, способствуя рекомбинации и появ-
лению новых вирусных мутаций  [33]. Глобальное по-
тепление является основной причиной вспышек ЭГБ, 
изменяя распространение, поведение и численность 
насекомых-переносчиков. С 1982 г. темпы потепления 
превышают 0,2  °C за десятилетие. Так, 10  лет с  2015  
по 2024  г. были самыми теплыми. Начиная с  1850  г. 
самым теплым в мире стал 2024 г.: средняя глобальная 
температура была на 1,29 °C выше среднего значения 3 https://wahis.woah.org/#/event-management
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в XX в. (13,9 °C)4. По мнению исследователей, потепле-
ние может увеличить инфекционный потенциал векто-
ров за счет ускорения множества процессов, включая 
более высокую частоту укусов и откладывания яиц, бо-
лее быстрое размножение вирусов и более короткий 
внешний инкубационный период. Мягкие зимы и про-
должительный теплый сезон создают благоприятные 
условия для развития неполовозрелых особей, вы-
живаемости и увеличения срока жизни взрослых осо-
бей, их размножения, увеличения продолжительности 
периода передачи патогена (более раннее весеннее 
начало и более поздняя осенняя передача). Напри-
мер, вспышки в Европе регистрировали как в мае, так  
и в ноябре5 [4, 6, 34]. Помимо температуры, на выжива-
емость и  размножение переносчиков неоднородное 
влияние оказывают влажность, сезонные осадки и за-
суха. Муссонные дожди и орошение полей расширяют 
среду обитания личинок, увеличивают продолжитель-
ность жизни взрослых особей за счет более высокой 
влажности и  дают время для  инкубации и  размноже-
ния внутри переносчика, но  очень интенсивные или 
продолжительные осадки и  короткие сильные лив-
ни могут вымывать личинки или повреждать среду 
обитания насекомых, приводя к  обратным явлениям. 
В  период засухи животные-носители концентрируют-
ся около скудных источников воды, привлекая пере-
носчиков, а  сухие ветры способствуют перемещению 
насекомых  [35]. Передача через ветер является ос-
новным путем распространения инфекций, переноси-
мых насекомыми, при этом имеет значение скорость 

и направление ветра. Мокрецы могут самостоятельно 
преодолевать до 5 км или могут пассивно переносить-
ся ветровыми потоками на  большие расстояния (бо-
лее 100 км), особенно по водоемам, что способствует 
быстрому распространению вируса  [4,  36]. Кроме 
того, существует потенциальный риск передачи EHDV 
при  легальной и  нелегальной торговле зараженным 
скотом, как свидетельствуют случаи инфицирования 
телят EHDV-8 и BTV, которых импортировали в Израиль 
из Португалии в 2023 г. [13]. 

В недавнем исследовании A. Bibard et al. (2025) моде-
лирование рисков распространения EHDV, связанных 
с  ветром и торговлей, выявило широкую, но неодно-
родную зону риска в 42 европейских странах, при этом 
Юго-Западная Европа была определена как зона по-
вышенного риска. В  отличие от ветрового пути вклад 
торгового пути в общий уровень риска был оценен как 
низкий, что могло быть связано со строгими мерами 
контроля в  отношении трансграничной торговли жи-
вотными или с относительно небольшим количеством 
животных, экспортируемых из стран-источников. Стра-
нами, которые показали более высокие оценки риска 
из-за ветра, были Франция, Испания, Италия и Герма-
ния, за ними следуют Бельгия, Швейцария, Португалия, 
Великобритания, Люксембург и Нидерланды (рис.  3). 
Самым низким был уровень риска в  странах Восточ-
ной Европы и Швеции. Самый высокий уровень риска, 
связанный с торговым путем, был у Италии и Испании. 
Интересно, что Италия способствовала возникновению 
торговых рисков в целом ряде стран, Испания – в стра-
нах Восточной Европы, таких как Хорватия и Словения, 
а Португалия создавала риски в отдаленных странах, та-
ких как Израиль и Палестина [37]. 

В исследовании S. Gubbins (2024) расчет базового ко-
эффициента воспроизводства (R0) для количественной 
оценки передачи EHDV в  Европе показал, что, в  зави-
симости от штамма, максимальный R0 для вируса варь- 
ирует от 0,7 до 2,5 у крупного рогатого скота и от 1,3 
до 4,3 у оленей. Максимальное значение R0 наблюдали 
при температуре от 22 до 25 °C, а самая низкая темпе-
ратура, при которой R0 превышал единицу, составляла 
от 16 до 20  °C. Превышение единицы R0 при темпера-
турах, характерных для большей части Европы, указы-
вает на потенциальную возможность EHDV вызывать 
вспышки [38].

В  России, стране с  развитым домашним оленевод-
ством, с  эпизоотологической точки зрения, вероятно, 
следует учитывать восприимчивость оленей к  EHDV 
и близость территорий ареала обитания к  границам 
стран, неблагополучных в  отношении трансмиссив-
ных заболеваний. По  данным ФГБУ «Федеральный 
научно-исследовательский центр развития охотничье-
го хозяйства», а также по сообщениям исследователей, 
в последние годы отмечается рост численности дико-
го северного оленя (ареал обитания охватывает тер-
ритории Сибирского и Дальневосточного федераль-
ных округов, Таймырского, Кольского полуостровов,  
от Карелии до Охотского побережья), благородного 
оленя (ареал обитания: Сибирский и Дальневосточ-
ный, Центральный, Южный и Северо-Кавказский 
федеральные округа), пятнистого оленя (Cervus 
nippon; около 60% от общей численности обитает 
в  охотугодьях Приморского края), который также 
был успешно акклиматизирован в  субъектах Цен-
трального, Приволжского, Северо-Кавказского  

4  Climate.gov Climate Change: Global Temperature. https://www.climate.
gov/news-features/understanding-climate/climate-change-global-
temperature
5  https://wahis.woah.org/#/event-management
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Рис. 3. Пространственное распределение IRD – среднемесячного 
риска заражения EHDV-8 в странах Европы, Северной Африки, 
Израиле и Палестине (D). При оценке риска заражения учитывались 
как ветровой, так и торговый пути для страны D [37]

Fig. 3. Spatial distribution of IRD , the mean monthly risk of EHDV-8 
introduction per country in Europe, North Africa, Israel, and Palestine 
(D). The risk assessment considers both the wind and trade pathways 
cumulatively for country D [37] 
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и Южного федеральных округов6  [39,  40]. При этом 
ареал обитания домашних оленей может совпадать 
с  ареалом обитания диких оленей. К  примеру, самая 
многочисленная ненецкая порода северного оле-
ня выпасается на территории как европейской, так 
и азиатской части России, превышающей 100  млн  га. 
Ареал обитания эвенкийской породы домашнего се-
верного оленя охватывает территорию Красноярско-
го края, Тувы, Бурятии, Якутии (левобережье Лены  
и южные районы), Хабаровского края, Иркутской, Чи-
тинской, Амурской, Сахалинской областей  [41]. Что 
касается переносчиков EHDV, то стоит учитывать прак-
тически повсеместное распространение мокрецов 
рода Culicoides в  различных ландшафтно-климатиче-
ских и географических зонах России с наибольшей их 
численностью в Сибири и на Дальнем Востоке и доми-
нированием следующих видов: C. оbsoletus, C. рulicaris, 
С.  punctatus, С.  сhiopterus  и  др. В настоящее время 
систематическое изучение ареалов и плотности по-
пуляции основных переносчиков на территории Рос-
сийской Федерации проводится в недостаточных объ-
емах, что значительно затрудняет оценку риска заноса 
и распространения трансмиссивных инфекций [42]. 

КЛИНИЧЕСКИЕ ПРИЗНАКИ ЭГБ 
Циркуляция EHDV в  стадах крупного рогатого ско-

та, вероятно, способствует естественной иммунизации 
большого количества животных. Однако о клеточном 
иммунном ответе, вызываемом возбудителем ЭГБ, из-
вестно немного. Некоторые результаты показыва-
ют, что клеточно-опосредованный иммунный ответ  
формируется уже на 5–7-й день после заражения,  
но затем быстро ослабевает [43]. В разных странах изу- 
чается серопревалентность стад крупного рога-
того скота, буйволов, овец и коз, значения кото-
рой варьируют в  зависимости от географическо-
го региона, вида и возраста животного, серотипа 
и др. [11, 15, 16, 24, 44, 45]. Тяжесть заболевания и сим-
птомы, наблюдаемые у  больных животных, сильно 

различаются и могут зависеть от вирулентности штам-
ма, вида хозяина и иммунологических факторов7.

У оленей течение ЭГБ варьируется от молниеносной 
формы до бессимптомной. Классической формой счи-
тается острая, которая характеризуется лихорадкой, 
вялостью, отеком морды и языка, гиперемией слизи-
стых оболочек и кожи, конъюнктивитом. В дальнейшем 
отмечаются апатия, затрудненное дыхание, выделения 
из ротовой и носовой полостей (чаще пенистые), пора-
жения полости рта, выпадение языка, кровоизлияния, 
кровавый понос, бурситы, хромота, положение лежа, 
нежелание двигаться, отсутствие страха на последних 
стадиях и предсмертные судороги. Смерть может быть 
молниеносной, без клинических признаков, в течение 
8–36  ч, гибель животных с  острой формой обычно 
наступает на 4–15-й день после заражения. У  бело-
хвостых оленей в  период вспышек смертность носит 
массовый характер, достигая 70–90%. В  конце лета  
и начале осени во время острой лихорадочной ста-
дии больных оленей часто находят вблизи водоемов 
(местах обитания переносчиков), многие умирающие 
животные тонут в  воде  [7,  12,  46,  47]. У  особей, пере-
живших острую форму заболевания, через несколько 
недель или месяцев могут развиться хронические по-
ражения: хромота, связанная с трещинами или отсло-
ением копыт, затрудненное и болезненное пережевы-
вание или глотание, впоследствии сильное истощение 
и смерть от голода или вторичной бактериальной ин-
фекции (рис. 4). При тяжелом хроническом течении за-
болевания олени вынужденно передвигаются на коле-
нях, что приводит к образованию глубоких язв на коже 
конечностей и грудине (рис. 5) [1, 12]. 

У  крупного рогатого скота в  эндемичных странах 
в  большинстве случаев ЭГБ протекает бессимптомно 
(до  90%) или с  легкими, реже тяжелыми клинически-
ми проявлениями, которые регистрировали в  Среди-
земноморском бассейне, Японии, на острове Реюньон, 
в Южной Африке и США. В новых регионах (особенно 
в  Европе) EHDV вызывает не только субклинические 

Рис. 4. Сильно истощенный олень, переживший 
острую стадию ЭГБ  
(фото: Chris Cook, Alabama Department of Conservation 
and Natural Resources) [12] 

Fig. 4. А severely emaciated deer after surviving the acute 
stage of EHD (photo by Chris Cook, Alabama Department 
of Conservation and Natural Resources) [12]

Рис. 5. Хроническая инфекция ЭГБ. Обширные язвы на коже 
в области коленей и грудины у белохвостого оленя 
(фото: Bambi Clemons, Florida Fish and Wildlife Conservation 
Commission) [12]

Fig. 5. Chronic EHD. Extensive skin ulcers in the knee and sternal 
regions of a white-tailed deer (photo by Bambi Clemons, Florida Fish 
and Wildlife Conservation Commission) [12]

6  http://www.ohotcontrol.ru/resource/number
7  WOAH. Epizootic haemorrhagic disease. https://www.woah.org/en/
disease/epizootic-haemorrhagic-disease
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формы, в  большинстве хозяйств отмечались более 
тяжелые, острые формы с  высокой заболеваемостью 
и смертельными случаями. По сообщениям, уровень 
заболеваемости среди взрослого поголовья крупного 
рогатого скота сильно варьирует и составляет от  1,8 
до 20%, реже до 100%, в зависимости от размера ста-
да. Результаты исследований показывают, что одним 
из факторов риска возникновения тяжелой формы 
ЭГБ является возраст: более восприимчивы коровы 
старше двух лет. У  телят клинические признаки воз-
никают реже, возможно, это связано с предпочтени-
ями переносчиков, меньшей восприимчивостью мо-
лодняка к вирусу или факторами окружающей среды, 
в том числе с методами содержания [4, 48]. Основные 

наблюдаемые клинические признаки у  коров схожи 
с  таковыми у  оленей, наиболее распространенными 
считаются проблемы с ротовой полостью и копытами. 
У коров с тяжелыми симптомами отмечают застойные 
и геморрагические явления, кровь в  фекалиях, нали-
чие везикул, эрозий и язв в ротовой полости, на мор-
де и вымени (рис. 6, 7). У молочного скота на 10–20% 
снижаются надои (минус 2–16  кг/день в  зависимости 
от тяжести заболевания и стадии лактации). Около 
половины больных животных (чаще мясных пород) 
страдают отеками конечностей, у них развиваются тя-
желый коронит и ламинит (рис. 7). У инфицированных 
стельных коров могут быть аборты, пороки развития 
плода и мертворождение. Уровень смертности от ЭГБ 
у крупного рогатого скота низкий и, по разным данным, 
обычно не превышает 1–3%, уровень летальности со-
ставляет в среднем от 10 до 23%. Такие факторы, как 
порода, направление и уровень продуктивности ско-
та, стадия лактации или иммуносупрессия на момент 
заражения, также могут влиять на течение и исход ин-
фекции, что предстоит оценить в будущих исследова-
ниях [1, 5, 7, 11, 12, 27, 48, 49, 50]. 

У овец и коз отмечают субклиническую инфекцию 
ЭГБ. По сообщениям M.  Gondard  et  al. (2024), во вре-
мя эпизоотии ЭГБ во Франции в 2023  г. у  коз заболе-
вание клинически не проявлялось, у овец наблюдали 
симптомы, но в образцах биоматериала EHDV не был 
обнаружен  [5]. При экспериментальном заражении 
штаммами EHDV-7 и EHDV-8 у  овец наблюдали либо 
кратковременную виремию, либо отсутствие вире-
мии и клинических признаков. Роль мелких домаш-
них жвачных животных в эпизоотологии болезни, 
по-видимому, незначительна, однако это предполо-
жение требует проведения дополнительных иссле-
дований  [51,  52]. Стоит отметить, что как у овец, так 
и у крупного рогатого скота регистрируют случаи ко-
инфицирования EHDV и BTV. Совместная циркуляция 
вирусов повышает риск геномной реассортации [4, 44]. 
Поскольку оба возбудителя передаются одними вида-
ми переносчиков рода Culicoides и вызывают схожие 
симптомы, это затрудняет диагностику и специфичес- 
кую профилактику данных заболеваний. 

ПРОФИЛАКТИКА ЭГБ
Эффективная профилактика ЭГБ является клю-

чевым фактором для минимизации экономических 
потерь и сохранения здоровья животных. Меры кон-
троля требуют комплексного подхода, включающего 
вакцинацию и соблюдение карантинных мероприятий, 
борьбу с переносчиками, мониторинг эпизоотической 
ситуации, своевременную диагностику и идентифика-
цию циркулирующих штаммов возбудителя. Противо-
вирусное лечение ЭГБ не разработано, специфическая 
профилактика проводится ограниченно. Основными 
производителями вакцин против ЭГБ в настоящее вре-
мя являются Япония и США. В Японии используют моно-
валентную живую аттенуированную вакцину (EHDV-2) 
для крупного рогатого скота и инактивированную 
бивалентную вакцину (EHDV-2 и вирус эфемерной 
лихорадки крупного рогатого скота). В  США для оле-
ней применяют инактивированную рекомбинантную 
(EHDV-2,  -6), а  также аутогенную инактивированную 
вакцины (EHDV-1,  -2,  -6 и BTV-17)  [1,  4,  10,  53,  54,  55]. 
Кроме этого, в  США прошла оценку рекомбинантная 
субъединичная вакцина на основе белка VP2, которая 

Рис. 6. Обширные эрозии и язвы на сосках у коровы во время вспышки 
ЭГБ, вызванной вирусом серотипа 7, в 2006 г. в Израиле  
(фото: Dr. Benny Sharir, Hachaklait) [12]

Fig. 6. Cow exhibiting severe teat erosions and ulcers during the 2006  
EHDV-7 outbreak in Israel (photo by Dr. Benny Sharir, Hachaklait) [12]

Рис. 7. ЭГБ у крупного рогатого скота: А – эрозии и язвы в ротовой 
полости, слюнотечение; В – повреждение венечной связки 
и выпадение копытной капсулы [48]

Fig. 7. EHD in cattle: А – oral erosions and ulcers along with hypersalivation; 
В – coronary band injury and sloughing of the hoof capsule [48]

 A  В
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при испытании продемонстрировала высокую имму-
ногенность и защиту, предотвращая как заболевание 
у белохвостых оленей, так и передачу вируса насеко-
мым-переносчикам [4, 54]. В Европе лицензированные 
вакцины против ЭГБ пока отсутствуют, живые аттену-
ированные вакцины использовать не рекомендуется 
из-за риска распространения вируса переносчиками 
на новые территории. Однако две вакцины против ЭГБ 
недавно были одобрены для применения (Делегиро-
ванный регламент Комиссии (ЕС) 2019/6): инактивиро-
ванная (vEHDV8-IZSAM) для защиты от EHDV-8 и муль-
тисеротиповая субъединичная MVA-VP7, созданная 
для защиты от EHDV-8 или EHDV-6 и позволяющая от-
личать инфицированных животных от вакцинирован-
ных (DIVA-стратегия) [1, 4, 43, 53, 56].

Одним из эффективных подходов к ограничению пе-
редачи EHDV является борьба с переносчиками. Совре-
менные методы контроля сосредоточены на обработке 
скота инсектицидами для местного применения на жи-
вотноводческих фермах в периоды высокой активности 
насекомых, уничтожении или осушении мест их размно-
жения, содержании животных в закрытых и затемненных 
помещениях. В качестве дополнительной защиты в раз-
ных странах применяются мелкоячеистые синтетические 
сетки, обработанные пиретроидами, световые ультрафи-
олетовые ловушки  [4]. Разрабатываются новые методы 
борьбы с мокрецами, в частности метод стерильных мо-
шек, использование естественных популяций насекомых, 
инфицированных Wolbachia pipientis [57].

В отличие от достаточно хорошо изученного блю-
танга в понимании ЭГБ-инфекции все еще есть пробелы, 
что затрудняет ее контроль. Имеются проблемы, связан-
ные с  ограниченностью геномных данных, межконти-
нентальным распространением вируса и эффективным 
мониторингом ЭГБ в разных странах, взаимодействием 
переносчиков, их выживаемостью в условиях текущих 
климатических изменений, живыми вакцинами и ре-
комбинантными вакцинами, обеспечивающими пере-
крестную защиту от нескольких штаммов вируса. Оста-
ются малоизученными некоторые аспекты биологии 
EHDV, в том числе восприимчивость хозяев и механиз-
мы, лежащие в основе зимовки вируса, роль других вос-
приимчивых хозяев (особенно овец и коз) в циркуляции 
и передаче возбудителя  [6]. Необходимы углубленные 
исследования с  учетом погодных параметров, факто-
ров окружающей среды, состава насекомых-перенос-
чиков, участвующих в новых вспышках ЭГБ, и динамики 
взаимодействия переносчиков и хозяев  [4, 23, 38]. Так-
же будущие исследования должны быть сосредоточены 
на полногеномном секвенировании вирусных штаммов, 
чтобы повысить эффективность выявления случаев 
рекомбинации и уточнить эволюцию патогена. Настоя-
тельно рекомендуется проводить активный мониторинг 
циркуляции вируса как среди диких, так и домашних 
жвачных животных, чтобы выявлять новые серотипы  
и наблюдать за динамикой распространения возбуди-
теля. Устранение пробелов в  знаниях необходимо для 
повышения эффективности стратегий реагирования, 
включая разработку вакцин, адаптированных к  цирку-
лирующим вариантам вируса [28]. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В настоящее время EHDV может вызывать серьезные 

заболевания как у диких и одомашненных представи-
телей семейства оленевых, так и у  крупного рогатого 

скота. Наблюдается смена хозяина и течения ЭГБ: тяже-
лая клиническая форма с  высокой заболеваемостью 
у крупного рогатого скота – вида, который ранее счи-
тался менее восприимчивым. Способность EHDV к ре-
комбинации и появление высокопатогенных штаммов 
создают угрозы для мирового животноводческого 
сектора, включая страны Европы и Азии  [27,  37]. Гео-
графическая приуроченность вируса определенных 
серотипов больше не является статичной, межкон-
тинентальное перемещение возбудителя приводит 
к возникновению вспышек в ранее благополучных 
регионах со значительными экономическими поте-
рями, как это произошло с EHDV-8 в Европе. Прогрес-
сирующее расширение ареала активности насеко-
мых-переносчиков создает риск возникновения ЭГБ  
на неэндемичных территориях  [48]. Потенциал пере-
дачи EHDV зависит от ряда факторов. К ним относятся 
численность и видовое разнообразие Culicoides  spp., 
благоприятные климатические условия (температура, 
количество осадков и влажность) для их размножения 
и обитания, распространение переносчиков с преоб-
ладающими ветрами на длительные расстояния, изме-
нение климата. Важно учитывать, что дикие животные 
служат резервуарами EHDV и могут передавать ин-
фекцию домашнему скоту через переносчиков. Кроме 
того, глобальное распространение EHDV возможно 
при торговле животными, включая бессимптомных 
носителей, что требует постоянного международного 
мониторинга. Следовательно, в  современных услови-
ях необходимо усилить энтомологический и вирусо-
логический надзор для раннего выявления и контроля  
за распространением ЭГБ среди жвачных животных. 
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Некоторые белки острой фазы при воспалительных 
процессах, в том числе в молочной железе коров (обзор)
М. Н. Исакова, Е. О. Кузнецова, Д. А. Оберюхтин 
ФГБНУ «Уральский федеральный аграрный научно-исследовательский центр Уральского отделения Российской академии наук» (ФГБНУ УрФАНИЦ УрО РАН), 
ул. Белинского, 112а, г. Екатеринбург, 620142, Россия

РЕЗЮМЕ
Введение. Врожденный иммунитет контролируется сложной сетью активирующих и регуляторных механизмов. Одним из важнейших факторов этой 
регуляции является реакция острой фазы в печени. В ответ на инфекцию или повреждение тканей в течение нескольких часов в печени резко меняется 
характер синтеза белка: повышается экспрессия так называемых положительных и отрицательных белков острой фазы. Наиболее широкое применение 
идентификация специфических белков получила в диагностике и оценке повреждений тканей организма человека, в том числе при воспалительных 
процессах, благодаря тому, что их концентрация быстро растет и значительно меняется при различных патологических процессах. Однако особенностью 
большинства белков острой фазы является неспецифичность по отношению к первопричине воспаления. Данный фактор обуславливает редкое 
использование в ветеринарии белков острой фазы в качестве основного диагностического теста для выявления конкретного заболевания. 
Цель исследования. Обобщение данных по наиболее широко применяемым белкам острой фазы в  клинической практике, а  также изучение 
результатов имеющихся исследований в ветеринарии по исследованию белков острой фазы в диагностике воспалительных заболеваний, в том числе 
в молочной железе коров. 
Материалы и методы. Систематизацию и обобщение в литературный обзор проводили с использованием элементов заявления PRISMA. В качестве 
инструмента для оценки методологического качества систематических обзоров и метаанализов использовали методику AMSTAR. Поиск и отбор 
оригинальных публикаций проводили на электронных ресурсах Scopus, Web of Science, PubMed, MedLine, ScienceDirect, eLibrary. 
Результаты. В статье рассмотрены наиболее изученные белки острой фазы воспаления, описаны их основные эффекты. Установлено, что на данный 
момент изучено около 40 различных белков плазмы, которые относятся к белкам острой фазы. В ветеринарии при диагностике различных заболеваний, 
сопровождающихся воспалительным процессом, наиболее важными белками острой фазы являются С-реактивный белок, сывороточный амилоид A, 
гаптоглобин, альфа-1-кислый гликопротеин и липополисахарид-связывающий белок. Приведены данные по исследованию белков острой фазы у коров 
при воспалении в молочной железе. 
Заключение. С помощью проведенного метаанализа выявлены наиболее значимые белки острой фазы, которые могут служить диагностическими 
маркерами мастита у коров, к ним относятся: сывороточный амилоид A, гаптоглобин, альфа-1-кислый гликопротеин и липополисахарид-связывающий 
белок. 

Ключевые слова: обзор, белки острой фазы, воспаление, цитокины, основные эффекты, диагностические маркеры 
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ABSTRAC T
Introduction. Innate immunity is controlled by a complex network of activating and regulatory mechanisms. One of the most important factors in this regulation 
is the acute phase response in the liver. Following infection or tissue damage, protein synthesis patterns in the liver change dramatically within a few hours: ex-
pression of the so-called positive and negative acute phase proteins (APPs) increases. The most common application of acute phase proteins is diagnostics and as-
sessment of tissue damage in humans, inter alia in inflammatory processes. APPs are important for diagnosing inflammation because their concentrations rapidly 
increase and fluctuate significantly during various pathological processes. However, most APPs lack specificity with respect to the primary cause of inflammation. 
In veterinary medicine, this factor accounts for their rare use as a primary diagnostic test for a specific disease.
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Objective. The aim of this review was to summarize data on the APPs most widely used in clinical practice and to examine the results of existing veterinary studies 
investigating APPs in the diagnosis of inflammatory diseases in the mammary gland of cows.
Materials and methods. The data were summarized for this literature review using the elements of the PRISMA statement. The AMSTAR method was used to 
assess the methodological quality of systematic reviews and meta-analyses. The search and selection of original publications was conducted using Scopus, Web of 
Science, PubMed, MedLine, ScienceDirect, and eLibrary databases. 
Results. This article examines the most studied inflammatory APPs and describes their main effects. It has been established that approximately 40 different 
plasma proteins classified as APPs have been studied to date. In veterinary medicine, the most important APPs used to diagnose various diseases associated with 
inflammation include C-reactive protein, serum amyloid A, haptoglobin, alpha-1-acid glycoprotein, and lipopolysaccharide-binding protein. Data on APP studies 
in cows with mammary gland inflammation are presented.
Conclusion. The meta-analysis identified the most significant APPs that can serve as diagnostic markers for mastitis in cows. These include serum amyloid A, 
haptoglobin, alpha-1-acid glycoprotein, and lipopolysaccharide-binding protein.

Keywords: review, acute phase proteins, inflammation, cytokines, main effects, diagnostic markers
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ВВЕДЕНИЕ
Врожденный иммунитет – это первая линия защиты 

от микробных патогенов, которая участвует в активации 
адаптивных иммунных реакций, а  также в  восстанов-
лении тканей. Состоит из клеточного и гуморального 
звеньев. При этом клеточное звено использует молеку-
лярные стратегии для распознавания микробных фраг-
ментов и повреждения тканей, а  гуморальное вклю-
чает растворимые факторы. К  клеткам, участвующим  
в клеточном звене врожденного иммунитета, относятся: 
фагоциты, которые могут поглощать и разрушать пато-
гены, а также представлять их антигены Т- и В-клеткам, 
инициируя адаптивный иммунный ответ; дендритные 
клетки, которые распознают патогены с  помощью пат-
терн-распознающих рецепторов, поглощают и уничто-
жают их, а также могут презентовать антигены; тучные 
клетки, эозинофилы, базофилы; врожденные лимфо-
идные клетки, например натуральные клетки-киллеры, 
которые уничтожают зараженные патогеном клетки; не-
которые опухолевые клетки [1].

Молекулярные стратегии распознавания основаны 
на взаимодействии паттерн-распознающих рецепторов 
с патоген-ассоциированными молекулярными паттер-
нами и молекулярными паттернами, связанными с по-
вреждением тканей.

Гуморальная иммунная система состоит из раз-
личных классов молекул, таких как пентраксины, кол-
лектины и фиколины, которые функционально явля-
ются предшественниками антител. Они инициируют 
активацию комплемента, опсонизируют микробы  
и поврежденные клетки, агглютинируют или нейтра-
лизуют микробы и регулируют воспалительные про-
цессы. Некоторые из этих молекул являются ключевы-
ми компонентами острой фазы воспаления, которые  

быстро вырабатываются в клетках печени и других  
тканях под воздействием первичных воспалительных 
цитокинов или микробных компонентов [2, 3, 4].

Клеточные сенсоры, реагирующие на поврежде-
ние тканей, инфекцию и нарушение обмена веществ, 
стратегически расположены на поверхности клеток,  
в эндосомальном компартменте и цитоплазме как про-
фессиональных, так и непрофессиональных клеток врож-
денного иммунитета. К последним относятся гепатоциты – 
основной источник белков острой фазы (БОФ). В условиях 
гомеостаза и в ответ на воспаление вырабатываются ком-
поненты гуморального звена врожденного иммунитета. 
Эти молекулы выполняют сложные функции, в том числе 
обеспечивают иммунную защиту, активируя комплемент 
и обладая опсонической активностью (анти-антитела) [5].

Термин «воспаление» включает в себя типовые фор-
мы реакций организма на действие различных повреж-
дающих (флогогенных) факторов [4]. Врожденный ответ 
организма при воспалении начинается с неспецифи-
ческой реакции, за которой следуют специфические.  
Гомеостаз организма нарушается и восстанавливается  
с помощью выраженного системного отклика, известно-
го как реакция острой фазы. Он включает в себя множе-
ство поведенческих, физиологических, биохимических 
и пищевых изменений, затрагивающих многие системы 
органов, расположенных вдали от очага воспаления. 
В  местах повреждения тканей и проникновения пато-
генов запускается ряд структурных и функциональных 
изменений. Ключевыми этапами этого каскада являются 
активация микроциркуляторного русла, клеток иммун-
ной системы и соединительной ткани, а также высвобож-
дение медиаторов воспаления. Затем эти реакции усили-
ваются за счет перепроизводства провоспалительных 
цитокинов, высвобождаемых в системный кровоток. 

ОБЗОРЫ | БОЛЕЗНИ КРУПНОГО РОГАТОГО СКОТА REVIEWS | BOVINE DISEASES

ВЕТЕРИНАРИЯ СЕГОДНЯ. 2026; 15 (3): 226–235 | VETERINARY SCIENCE TODAY. 2026; 15 (3): 226–235



228

Системные проявления воспаления включают ли-
хорадку, изменения в количестве лейкоцитов, сер-
дечно-сосудистые и эндокринные процессы, пере-
ориентацию метаболизма в сочетании с повышенной 
выработкой разнообразного набора молекул, назы-
ваемых белками острой фазы  [6]. БОФ представляют 
собой большую группу белков плазмы, образование 
которых в  большинстве случаев происходит в  пече-
ни в  ответ на воспаление. Но могут синтезироваться  
и в других тканях, например, сывороточный амило-
ид  А, помимо печени, может продуцироваться в же-
лудочно-кишечном тракте, молочных железах, почках  
и дыхательных путях [7]. У всех видов млекопитающих 
синтез БОФ в основном регулируется провоспалитель-
ными цитокинами, такими как интерлейкин-6 (ИЛ-6), 
интерлейкин-1 (ИЛ-1) и фактор некроза опухоли 
(ФНО-α). БОФ являются частью врожденного иммун-
ного ответа, их биологическая функция связана с  за-
щитой от патологических повреждений и восстанов-
лением гомеостаза. Однако конкретный белок может 
оказывать как провоспалительное, так и противовоспа-
лительное действие. Считается, что БОФ играют важную 
роль в  оптимизации и связывании микроорганизмов  
и их продуктов жизнедеятельности, в  активации си-
стемы комплемента, связывании клеточного детрита, 
такого как ядерные фракции, в нейтрализации фермен-
тов, поглощении свободного гемоглобина и радикалов, 
а  также в модулировании иммунного ответа организ-
ма  [8]. На экспрессию БОФ могут влиять и экзогенные 
глюкокортикоиды, опосредованно воздействующие  
на их синтез через регуляцию цитокинов. Было пока-
зано, что снижение синтеза альбумина во время воспа-
лительной реакции является результатом воздействия 
продуктов, вырабатываемых моноцитами/макрофа-
гами  [9]. Концентрация специфических БОФ в плазме 
крови меняется во время воспалительных процессов 
и способна возрастать или снижаться как минимум 
на  25%. Так, например, уровень церулоплазмина мо-
жет увеличиться на 50%, а  содержание С-реактивного 
белка (СРБ) и сывороточного амилоида А – в 1000 раз. 
Белки, концентрация которых в  плазме увеличива-
ется при воспалении, называются положительными 
(позитивными) БОФ, к  ним относятся, например: СРБ, 
сывороточный амилоид  А, лактоферрин. Белки, уро-
вень которых снижается при воспалении, называют-
ся отрицательными (негативными) БОФ, среди них 
альбумин, трансферрин. Выделяют еще нейтральные 
белки (альфа-2-макроглобулин, гемопексин), концен-
трация которых при воспалении остается практически  
в пределах нормальных значений [10]. 

Повышение содержания БОФ в плазме способству-
ет защите организма, облегчая распознавание втор-
гшихся микроорганизмов, мобилизацию лейкоцитов 
в  кровоток и усиление притока крови к поврежден-
ным или инфицированным участкам. Эти действия 
способствуют накоплению эффекторных молекул 
и лейкоцитов, они усиливают локальное воспаление 
и противомикробную защиту. В то же время БОФ огра-
ничивают системное распространение воспаления 
в незатронутых тканях. Этот эффект реализуется путем 
нейтрализации провоспалительных молекул в кро-
вотоке, снижая реакцию циркулирующих лейкоцитов 
и предотвращая активацию эндотелия [11].

До сих пор изучено около 40 различных белков плаз-
мы, которые относятся к БОФ, применимых в качестве 

биомаркеров для выявления различных заболеваний  
в медицине. В  ветеринарной практике определение 
БОФ более широко используется для диагностики, про-
гноза и мониторинга лечения мелких домашних жи-
вотных. У сельскохозяйственных животных исследова-
ние БОФ на сегодняшний день не нашло повсеместно-
го применения в качестве диагностического критерия  
из-за недостаточной специфичности [12]. 

Одним из экономически значимых заболеваний мо-
лочного стада является мастит, который может разви-
ваться на различных физиологических этапах жизнен-
ного цикла животного: во время лактации, в период 
запуска, сухостоя и сразу после отела [13, 14]. Мастит 
у  коров  – это воспалительная реакция молочной же-
лезы на проникновение патогенных микроорганизмов 
(стрептококков, стафилококков, кишечной палочки 
и  др.)  [15]. В процессе воспаления наблюдаются со-
судистые изменения, нарушается проницаемость ка-
пиллярных мембран, в ткани воспалительного очага  
из кровеносных сосудов поступает экссудат с высо-
ким содержанием белка. Это приводит к накоплению 
кислых продуктов обмена и распаду тканей, развива-
ется отек. В начале острого воспаления расширяются 
лимфатические сосуды, но на следующих этапах во-
круг зоны воспаления формируется барьер, который 
препятствует проникновению токсических продуктов 
и бактерий в  лимфатические сосуды, что приводит 
к нарушению функции лимфатической системы. Также 
наблюдаются изменения в альвеолах и молочных про-
токах, выражающиеся в сдвиге рН в щелочную сторо-
ну, появлении сгустков и хлопьев казеина или крошек 
и пленок фибрина в секрете пораженной части выме-
ни. Во время воспаления молочной железы в молоке 
выделяются многочисленные белки антибактериаль-
ной и иммунной защиты, включая БОФ, кателицидины, 
цитокины, хемокины и факторы роста, которые потен-
циально могут служить маркерами мастита. Это связа-
но с тем, что при патологическом процессе в вымени 
у коров в острую фазу иммунного ответа в сыворотке 
крови изменяется активность медиаторов воспаления, 
что сопровождается изменениями концентрации БОФ. 
При мастите БОФ перемещаются из системного кро-
вотока в молочную железу или же может происходить 
их синтез непосредственно в ее тканях [16]. 
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сии по  теме №  0532-2026-0009 «Система метаболиче-
ской коррекции, направленной на нормализацию клю-
чевых звеньев обмена веществ, с целью прижизненного 
формирования продуктивности и получения качествен-
ной продукции от сельскохозяйственных животных  
и птицы».

Поиск и подбор оригинальных публикаций про-
водили в  январе  –  августе 2025  г. на  электронных 
ресурсах Scopus, Web of Science, PubMed, MedLine, 
ScienceDirect, eLibrary. Параметрами для отбора ли-
тературы были выбраны следующие слова и сло-
восочетания: «воспаление», «белки острой фазы», 
«медицина», «ветеринария», «С-реактивный белок», 
«лактоферрин», «ферритин», «альфа-1-кислый гли-
копротеин», «альфа-1-антитрипсин», «гаптоглобин», 
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«альфа-1-антихимотрипсин», «сывороточный амило-
ид  А», «гемопексин», «альфа-2-макроглобулин», «ли-
пополисахарид-связывающий белок», «мастит»,  
«молочная железа», «коровы». В  зарубежных базах дан-
ных были использованы такие поисковые запросы, 
как: “inflammation” [MeSH Terms] OR “inflammation” [All 
Fields] AND “acute phase proteins in inflammation” [MeSH 
Terms] OR “acute phase proteins in inflammation” [All Fields] 
AND “application of acute phase proteins in medicine” 
[MeSH Terms] AND “application of acute phase proteins in 
veterinary medicine” [MeSH Terms] AND “C-reactive protein 
in inflammation” [All Fields] AND “Lactoferrin in inflammation” 
[All Fields] AND “Ferritin in inflammation” [All Fields] AND 

“Alpha-1-acid glycoprotein in inflammation” [All Fields] 
AND “Alpha-1-antitrypsin” [All Fields] AND “Haptoglobin” 
[All Fields] AND “Alpha-1-antichymotrypsin” [All Fields] 
AND “Serum amyloid  A” [All Fields] AND “Hemopexin” [All 
Fields] AND “Alpha-2-macroglobulin” [All Fields] AND 

“Lipopolysaccharide-binding protein” [All Fields] AND “acute 
phase proteins in cows with mastitis” [MeSH Terms] OR 

“acute phase proteins in cows with mastitis” [All Fields] AND 
“acute phase proteins in the mammary gland of cows” [MeSH 
Terms] OR “acute phase proteins in the mammary gland of 
cows” [All Fields].

Ретроспекция отобранных источников составила 
временной отрезок с 1991 по 2025 г., общий объем про-
смотренных ссылок – 285. Обобщение данных в литера-
турный обзор проводили с использованием элементов 
заявления PRISMA [17].

Систематический обзор включал в себя следующие 
последовательные этапы: 

1)  поиск и отбор оригинальных публикаций об ис-
следованиях механизма действия БОФ при воспа-
лительных процессах в  организме млекопитающих, 
в частности при мастите у коров;

2)  оценка методологического качества отобранных 
исследований БОФ; 

3) анализ доказательств эффективности использова-
ния БОФ в диагностике воспаления в молочной железе 
коров.

Использовались следующие критерии отбора пу-
бликаций: 

–  исследуемое вмешательство – БОФ при воспали-
тельных процессах и в молочной железе коров; 

– вмешательство сравнения – применение исследуе-
мых БОФ в медицинской и ветеринарной практике для 
диагностики воспалительных процессов; 

–  исследуемая популяция – человек, продуктивные  
и непродуктивные животные. 

В качестве инструмента для оценки методологиче-
ского качества систематических обзоров и  метаанали-
зов использовали методику AMSTAR (A  MeaSurement 
Tool to Assess Reviews), в основе которой лежат крите-
рии руководства Кокрановского сотрудничества. Оцен-
ку методологического качества включенных исследо-
ваний проводили для всех отобранных научных работ. 
Рассматривали следующие критерии эксперименталь-
ной и клинической эффективности применения БОФ 
в  диагностике заболеваний, характеризующихся вос-
палением, в медицинской и ветеринарной области: 

– определение наиболее широко применяемых БОФ 
в качестве специфического инструмента в диагностике 
воспалительных заболеваний; 

– определение механизма действия изучаемых БОФ 
в ответ на воспаление.

Разногласия относительно включения публикации 
в систематический обзор разрешали с привлечени-
ем третьего и четвертого исследователя. Сомнения  
относительно включения публикации в систематиче-
ский обзор разрешали путем ранжирования по таким па-
раметрам, как ретроспекция, цитируемость, immediacy 
index, g-index, impact factor. Таким образом, для настоя-
щего систематического обзора было отобрано 63  науч-
ные работы, опубликованные в период с 1999 по 2025 г.,  
которые соответствовали нашим критериям отбора.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Белки острой фазы считаются как медиаторами, так 

и ингибиторами воспаления, действующими в  различ-
ных местах. Классические компоненты системы ком-
племента С3а и С5а являются БОФ и играют централь-
ную провоспалительную роль в иммунитете  [18]. Про-
воспалительные функции БОФ включают в себя актива-
цию комплемента и опсонизацию, хемоаттрактантную 
активность, нейтрализацию инфекционных агентов  
и влияние на нейтрофилы. Так, некоторые БОФ (напри-
мер, СРБ) активируют систему комплемента по класси-
ческому пути, что усиливает фагоцитоз и способствует 
элиминации опасных частиц. Другие БОФ привлека-
ют клетки иммунной системы (моноциты, макрофаги)  
в очаг воспаления, выполняя роль хемоаттрактантов. 
Некоторые белки могут связывать компоненты микро-
организмов, токсинов или поврежденных тканей, пре-
пятствуя их распространению. Например, фибриноген 
может увеличивать интенсивность реакции респира-
торного взрыва нейтрофилов – процесса, при кото-
ром клетки продуцируют активные формы кислорода 
и галогены для уничтожения патогенов. В то же время 
церулоплазмин способен ингибировать эту реакцию. 
Таким образом, иммунологический компонент БОФ за-
ключается в их роли во врожденном иммунном ответе 
организма на воспаление, повреждение тканей, ин-
фекцию или другие патологические процессы, а также 
в восстановлении гомеостаза и защите организма [3].

Непосредственная врожденная защита организ-
ма от заболеваний, то есть реакция острой фазы, ха-
рактеризуется как печеночным, так и внепеченочным 
усилением выработки и высвобождением в кровоток 
различных БОФ, как правило, в течение 24–48 ч после 
первичного воздействия. Фагоциты при этом вызывают 
локальную провоспалительную реакцию и привлека-
ют дополнительную помощь, выделяя цитокины, такие 
как ИЛ-6, ИЛ-1, ИЛ-8, ФНО-α и IFN-γ (интерферон-гамма). 
Эти ключевые медиаторы циркулируют в крови, вызы-
вают нейроэндокринные и поведенческие изменения 
(лихорадку, гипонатриемию, анорексию, сонливость 
и вялость) и попадают в печень, где гепатоциты так-
же могут действовать как иммунологические агенты 
и играть центральную роль в системном врожденном 
иммунном ответе за счет внутрисосудистой секреции 
антигенпрезентирующих клеток [3, 19].

Запуск системы комплемента приводит к хемотакси-
су, экссудации плазменных белков в очагах воспаления 
и опсонизации инфекционных агентов и поврежденных 
клеток. Система фибринолиза, включающая фибриноген, 
плазминоген, ингибитор активатора плазминогена, а так-
же активаторы плазминогена, такие как тканевой акти-
ватор плазминогена и урокиназа, играет активную роль 
в восстановлении и ремоделировании тканей. Также 
белки плазмы крови обладают противовоспалительным 
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действием. Например, антиоксиданты гаптоглобин 
и гемопексин защищают от активных форм кислорода, 
альфа-1-антитрипсин и альфа-2-антитрипсин ингибиру-
ют протеолитические ферменты. Некоторые связываю-
щие металлы белки, такие как церулоплазмин, связыва-
ющий медь, и гемопексин, связывающий гем, действуют 
более целенаправленно против патогенов. Другие бел-
ки напрямую участвуют во врожденном иммунитете про-
тив патогенов. Известно, что липополисахарид-связыва-
ющий белок взаимодействует с бактериальным липопо-
лисахаридом, перенося его на поверхности макрофагов  
и В-клеток. Некоторые БОФ могут защищать клетки 
от гибели в результате апоптоза. Например, было по-
казано, что альфа-1-кислый гликопротеин и альфа-
1-антитрипсин блокируют сигналы апоптоза  [20].  
Существует много заболеваний, при которых индукция 
специфических БОФ соответствует степени и развитию 
воспалительных процессов, следовательно, повышен-
ный уровень БОФ может иметь диагностическую и про-
гностическую ценность. Исследование БОФ в качестве 
маркера воспаления эффективно для мониторинга те-
чения заболеваний и контроля эффективности лечения. 
Концентрация этих белков в крови быстро изменяется 
при воспалительном процессе. Однако диагностиче-
ская значимость тестов на БОФ лимитируется их не-
специфичностью. То есть изменения концентрации бел-
ков происходят при многих патологических процессах, 
например инфекционных поражениях, травмах, токсиче-
ской или аутоиммунной реакции, злокачественных ново-
образованиях, и не являются специфичными для какого-
то одного состояния  [21]. При этом определение БОФ 
при воспалительных заболеваниях остается важно по 
таким причинам, как мониторинг течения болезни, кон-
троль эффективности лечения, оценка тяжести патоло-
гического процесса, определение скрытого воспаления. 

Многообразие БОФ связано с многокомпонент-
ностью воспалительного ответа, поэтому в их число 
входят не только протеины, относящиеся к семей-
ству пентраксинов (СРБ, сывороточный амилоидный 
Р-компонент), транспортные белки (преальбумин,  
церулоплазмин, трансферрин) и ингибиторы протеаз 
(альфа-1-антитрипсин, альфа-макроглобулин, альфа-2-
макроглобулин), но и факторы коагуляции и фибрино-
лиза (фибриноген, альфа-2-антиплазмин и  др.). Разбе-
рем некоторые БОФ, которые часто применяют в  диа-
гностике.

С-реактивный белок (СРБ) – первый идентифици-
рованный представитель группы БОФ. William S. Tillett 
and Thomas Francis открыли в  1930  г. вещество, нахо-
дящееся в сыворотке крови в острой фазе инфекции  
и способное связываться с С-полисахаридами клеточ-
ной стенки пневмококка [22]. Основным местом синте-
за сывороточного СРБ являются гепатоциты. Главная 
роль в образовании данного белка принадлежит ИЛ-1 
и ИЛ-6. СРБ является уникальным маркером остро-
фазного ответа. Он относится к самым чувствитель-
ным (увеличение в 20–100 раз, в отдельных случаях – 
в 1000 раз) и самым быстрым (в первые 6–8 ч) показа-
телям повреждения. Кроме того, СРБ является компо-
нентом неспецифического иммунного ответа, встреча-
ется на ранних стадиях воспаления после проникно-
вения антигена в  организм и действует как опсонин 
посредством стимуляции фагоцитоза нейтрофилов 
и макрофагов  [23]. СРБ способен активировать ком-
племент по классическому пути комплексом «антиген –  

антитело» с  участием в связывании антигена одной 
молекулы IgM или двух молекул IgG, привлекая в очаг 
воспаления моноциты. Альтернативный путь может 
активироваться эндотоксином грамотрицательных 
бактерий, полисахаридами типа инулина и зимозана, 
иммунными комплексами, содержащими IgA, IgG, ком-
понентами клеточных стенок грибов  [24]. При этом 
СРБ осуществляет и другую важную задачу  – способ-
ствует удалению эндогенных веществ, образующихся 
при деструкции клеток. Таким образом, СРБ у  мле-
копитающих выполняет преимущественно иммуно-
регуляторную функцию: он регулирует иммунные 
и неспецифические реакции, координируя их со-
вместную работу [25].

Сывороточный амилоид  А  –  это консервативное 
семейство БОФ, которые в основном вырабатываются 
в печени, но также экспрессируются во внепеченоч-
ных тканях во время воспаления. Как ключевой компо-
нент ответа острой фазы данный белок демонстрирует 
динамичную активацию, при этом его уровень повы-
шается в  1000  раз во время воспаления, что подчер-
кивает его значение в модуляции иммунитета и пато-
генезе заболевания. Примечательно, что сывороточ-
ный амилоид А способствует развитию хронического 
воспаления, фиброза и резистентности к терапии,  
но в то же время играет защитную роль при инфекциях 
и восстановлении тканей [26]. 

Альфа-1-кислый гликопротеин, также известный 
как орозомукоид, относится к семейству белков липо-
калина. В основном он содержится в плазме, при этом 
главный его источник  – печень, но он также выраба-
тывается в других органах, таких как мозг и жировая 
ткань [27]. Данный белок моделирует функциональную 
активность эндотелиоцитов, поддерживает их отрица-
тельный заряд и регулирует проницаемость, способ-
ствует антигистаминному эффекту. Неспецифическая 
защитная функция альфа-1-кислого гликопротеина за-
ключается в торможении генерации супероксидного 
анион-радикала (супероксид-радикала) и блокирова-
нии процессов запрограммированной клеточной ги-
бели, вызванной действием ФНО-α. Также этот белок 
ингибирует миграцию нейтрофилов в  окружающие 
ткани, регулирует пролиферацию лимфоцитов и бло-
кирует активацию системы комплемента. Орозомуко-
ид оказывает дозозависимый эффект на тромбоциты, 
эритроциты и плазминоген. Воспаление вызывает не 
только повышение концентрации альфа-1-кислого 
гликопротеина в сыворотке крови, но и качественные 
изменения в его углеводном компоненте, в результате 
чего образуется множество гликоформ, каждая из ко-
торых обладает различными, а иногда противополож-
ными свойствами [28].

Липополисахарид-связывающий белок выра-
батывается в основном в гепатоцитах, функциони-
рует как секреторный БОФ и играет ключевую роль 
во врожденном иммунном ответе. Первоначально 
липополисахарид связывается с липополисахарид-
связывающим белком, образуя комплекс, который 
в конечном итоге приводит к активации путей пе-
редачи сигнала и продукции цитокинов и других 
провоспалительных медиаторов (ИЛ-1 и ФНО-α). 
Липополисахарид-связывающий белок участвует  
в острой фазе иммунологического ответа на грам-
отрицательные бактерии, приводя к фагоцитозу 
и выведению из организма [29].
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Гаптоглобин состоит из двух α- и двух β-цепей, со-
единенных дисульфидными мостиками. В кровотоке 
данный белок находится в полимеризованном состо-
янии или в  комплексе с  альбумином. Основная его 
функция заключается в связывании свободного гемо-
глобина, высвобождаемого из эритроцитов, и в  пода-
влении таким образом его окислительного стресса [30]. 
Связывание гаптоглобина с гемоглобином также сни-
жает доступность остатка гема для роста бактерий. 
Многочисленные исследования показали значимость 
этого белка как клинически полезного лабораторного 
показателя для измерения частоты и тяжести воспа-
лительных реакций у крупного рогатого скота с раз-
личными заболеваниями  [31]. В комплексе с гемогло-
бином гаптоглобин предотвращает токсическое дей-
ствие свободного железа и обеспечивает его доставку  
в печень для дальнейшей переработки. Он также инги-
бирует синтез простагландинов и подавляет реакцию 
Т-хелперов 2-го типа. 

Лактоферрин является глобулярным гликопроте-
ином, который участвует в  связывании и транспорте 
ионов железа, а также в иммунных и воспалительных 
реакциях  [32]. Он является основным компонентом 
специфических гранул нейтрофилов и секретируется 
при их активации. Лактоферрин участвует в механизме 
ингибирования перекисного окисления липидов, тем 
самым осуществляя защитную функцию клеток от окис-
лительного повреждения [33]. Этот белок обладает спо-
собностью подавлять активацию системы комплемен-
та, выработку интерлейкинов (в первую очередь ИЛ-6, 
ИЛ-1 и ФНО-α) и цитокинов, стимулирует фагоцитарную 
активность нейтрофилов и фагоцитов и обладает бакте-
риостатической активностью, которая связана с лише-
нием микробной клетки доступного железа, необходи-
мого для ее жизнедеятельности [34, 35].

Ферритин является сложным белковым ком-
плексом, состоящим из белковой оболочки (апофер-
ритина) и ядра, включающего до 4000–4500 атомов 
трехвалентного железа. При наличии в  организме 
воспалительного процесса в  печени возникает уси-
ленный синтез ферритина, который затем выделяется 
в системный кровоток и ведет себя как БОФ; апофер-
ритин часто рассматривается как биомаркер острофа-
зовой реакции воспаления. Его повышенный уровень 
в  сыворотке крови связан с усиленной продукцией 
провоспалительных цитокинов. Одним из источников 
высокого уровня сывороточного ферритина при вос-
палительном процессе является его секреция макро-
фагами или высвобождение из клеток вследствие по-
вреждения тканей. Концентрация ферритина в крови 
напрямую зависит от степени инфекционного процес-
са и уровня запасов железа в организме [36].

Альфа-1-антитрипсин  –  это БОФ из семейства 
ингибиторов сериновых протеаз. Он является много-
функциональным белком и выполняет несколько 
задач, в том числе противовоспалительную, анти-
бактериальную, антиапоптотическую и иммунорегу-
ляторную функции. Основная его роль заключается  
в защите тканей и органов от повреждений, вызван-
ных деградацией (протеолизом) белков на составля-
ющие их молекулы посредством сериновых протеаз. 
Альфа-1-антитрипсин связан с развитием воспаления 
в  легких и печени; немаловажная его роль в разви-
тии иммуноопосредованных воспалительных забо-
леваний, на которые влияют факторы окружающей 

среды и генетическая предрасположенность. Данный  
белок подавляет синтез и высвобождение медиато-
ров воспаления. Его противовоспалительная актив-
ность включает NF-κB-зависимые механизмы, такие 
как индукция антагониста рецептора ИЛ-1. К основ-
ным эффектам альфа-1-антитрипсина при воспалении  
относят подавление функции эластазы, иммуномо-
дулирующую активность, а  также антиоксидантное  
и антимикробное действие [37].

Альфа-1-антихимотрипсин, ингибитор серино-
вых протеаз, в основном синтезируется в печени. Со-
гласно некоторым исследованиям, этот белок также 
экспрессируется в мозге и аорте  [38]. Являясь инги-
битором сериновых протеаз, он может подавлять ак-
тивность нейтрофильного катепсина и химазы тучных 
клеток, а также защищать клетки и ткани от поврежде-
ний, вызванных протеолизом после воспаления, что 
необходимо для поддержания тканевого гомеостаза 
и восстановления внеклеточного матрикса. Альфа-
1-антитрипсин влияет на цитокиновый профиль, ми-
грацию лейкоцитов, активацию и пролиферацию 
Т-лимфоцитов.

Гемопексин  –  это белок плазмы крови, обладаю-
щий наибольшей способностью связывать гем и ши-
роко участвующий в модуляции различных физиоло-
гических и патологических процессов. Основная его 
физиологическая функция заключается в  связывании  
и транспортировке свободного токсичного гема. Не-
давние исследования показали, что гемопексин вы-
полняет функции антиоксиданта, антиапоптотическо-
го агента и модулятора иммунитета, а также регули-
рует механизмы органической защиты, направленные  
на уничтожение повреждающего фактора и восстанов-
ление поврежденной ткани  [39]. Кроме того, данный 
белок участвует в регуляции дифференцировки клеток  
и восстановлении внеклеточного матрикса. В послед-
ние годы был достигнут значительный прогресс в  по-
нимании защитных механизмов гемопексина. Уста-
новлено, что этот белок может служить позитивным 
молекулярным биомаркером при воспалительных  
и онкологических заболеваниях.

Альфа-2-макроглобулин  –  это внеклеточная  
макромолекула, известная прежде всего как ингиби-
тор протеаз широкого спектра действия. Представ-
ляя собой оптимальный субстрат для эндопептидаз 
всех каталитических типов, альфа-2-макроглобулин  
заманивает активные протеазы в свою молекулярную 
ловушку и впоследствии «помечает» их комплекс для 
выведения. Помимо роли регулятора внеклеточного 
протеолиза, он выполняет и другие функции, такие 
как переключение протеолиза на мелкие субстраты, 
содействие миграции клеток и связывание цитокинов, 
факторов роста и поврежденных внеклеточных бел-
ков. Эти функции особенно важны в контексте функ-
ционирования иммунных клеток. К  основным эффек-
там альфа-2-макроглобулина относится связывание  
и участие в обезвреживании медиаторов воспаления 
(интерлейкинов, простагландинов, лизосомальных 
ферментов и  др.). Альфа-2-макроглобулин участвует  
в захвате и обезвреживании патологических иммун-
ных комплексов и соединений, находящихся в крови, 
а также в модуляции иммунных и воспалительных ре-
акций. Альфа-2-макроглобулин проявляет иммуносу-
прессивные свойства, а также защищает от действия 
внешних токсинов и патогенов [40].
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В ветеринарной медицине имеются различные ре-
зультаты исследований БОФ. Так, существуют данные, 
что уровень сывороточного амилоида А в синовиаль-
ной жидкости повышается у лошадей с септическим 
артритом  [41]. Например, измерение концентрации 
СРБ помогает оценить эффективность подобранной 
антибиотикотерапии при бактериальной пневмонии 
у собак и может быть критерием для их отмены [42].  
В одном из исследований установлено, что концентра-
ция сывороточного амилоида А выше у кошек с под-
твержденным диагнозом воспалительных заболева-
ний, таких как инфекции верхних дыхательных путей, 
пневмония, пиометра и инфекционный перитонит, чем  
у здоровых кошек. Также у  кошек с  гипертиреозом 
были повышены уровни других острофазовых по-
казателей (СРБ, альфа-1-кислого гликопротеина 
и гаптоглобина), что подтверждает наличие систем-
ного воспаления  [43]. У  кошек с  воспалительными 
заболеваниями кишечника и мелкоклеточной лим-
фомой желудочно-кишечного тракта концентрация 
гаптоглобина в сыворотке крови была выше, чем 
у  здоровых кошек. У  кошек с  онкологическими за-
болеваниями уровень альфа-1-антитрипсина в сыво-
ротке крови был значительно выше, чем у здоровых, 
но различий между типами опухолей (карцинома, 
саркома, круглоклеточные опухоли) обнаружено  
не было [44].

У коз с контагиозной плевропневмонией степень 
повышения уровня острофазовых белков, таких как 
СРБ, гаптоглобин и альфа-1-антитрипсин, была выше, 
что дает возможность использовать их в качестве диа-
гностического маркера данного заболевания [45].

Основными БОФ, которые демонстрируют высо-
кий ответ при большинстве изученных заболеваний 
и синдромов у свиней, являются СРБ, гаптоглобин, сы-
вороточный амилоид А. Результаты одного из исследо-
ваний показывают, что СРБ может быть кандидатом на 
роль индикатора для назначения антибиотиков свино-
маткам и оценки эффективности лечения [46].

У  крупного рогатого скота сывороточный ами-
лоид  А может быть надежным биомаркером для 
диагностики клинического эндометрита и метри-
та, используемым для контроля лечения и оценки 
репродуктивной функции  [47]. Имеются результаты 
исследования БОФ при инфекциях мочевыводящих 
путей, травматическом ретикулоперитоните и вирус-
ных заболеваниях коров. Установлено значительное 
увеличение сывороточного амилоида  А и  гаптогло-
бина при всех указанных заболеваниях, повышение 
фибриногена при травматическом ретикулоперито-
ните, увеличение альфа-1-кислого гликопротеина 
при инфекциях мочевыводящих путей. При хромоте, 
обусловленной язвами подошвы, выявлено повы-
шение уровня сывороточного амилоида  А при нор-
мальной концентрации гаптоглобина. Кроме того,  
у коров с межпальцевым ламинитом и хромотой, вы-
званными Fusobacterium necrophorum, в сыворотке кро-
ви установлен количественно более высокий уровень 
гаптоглобина и сывороточного амилоида А по сравне-
нию с животными, у которых хромота не была связана  
с поражением F. necrophorum [48].

Среди БОФ особое внимание при воспалении мо-
лочной железы у крупного рогатого скота следует об-
ращать на СРБ, сывороточный амилоид A, гаптоглобин, 
альфа-1-кислый гликопротеин и липополисахарид-

связывающий белок, их концентрация будет увеличи-
ваться с тяжестью течения инфекции, воспаления или 
травмы молочной железы. БОФ в первую очередь важ-
ны для диагностики скрытого мастита у животных, кон-
центрация их будет выше в сыворотке крови в ответ  
на воздействие воспалительных цитокинов. 

При субклиническом мастите наблюдается зна-
чительное повышение уровня сывороточного альбу- 
мина А, молочного альбумина А, гаптоглобина, фибри-
ногена, а также снижение уровня альбумина по сравне-
нию со здоровыми коровами [49, 50]. Кроме того, при 
поражении большего количества долей вымени уста-
новлен более высокий уровень молочного амилоида A  
и гаптоглобина. При клиническом мастите как в молоке, 
так и в сыворотке крови все исследованные БОФ были 
значительно выше нормы. Чувствительность метода 
диагностики мастита при использовании в качестве 
биомаркеров указанных БОФ составила от 79 до 93%, 
а специфичность – от 80 до 100%. При мастите остро-
фазовый иммунный ответ зависит от этиологии, при 
этом грамотрицательные бактерии вызывают более 
выраженную реакцию, чем грамположительные [51]. 

Мастит, вызванный грамотрицательными бактерия-
ми, известен своими тяжелыми клиническими призна-
ками и характеризуется повреждением тканей, что сти-
мулирует активацию СРБ. В  соответствии с  проведен-
ным F. C. Thomas et al. исследованием [52], повышение 
концентрации СРБ наблюдали в образцах молока от ко-
ров с маститом, обусловленным Escherichia coli. Инфек-
ции молочной железы, вызванные микроорганизмами 
Staphylococcus aureus, Streptococcus spp., приводили  
к умеренному повышению концентрации СРБ в моло-
ке. Авторы также сообщали о высокой концентрации 
СРБ в образцах молока, инфицированных Streptococcus 
uberis или Streptococcus dysgalactiae. Уровень СРБ в мо-
локе при мастите, ассоциированном с Mycoplasma spp., 
недостаточно описан в литературе. Данные, представ-
ленные учеными  [51], показывают, что патогены де-
монстрируют умеренную способность стимулировать 
выработку СРБ, что может указывать на отсутствие тя-
желой воспалительной реакции при мастите, вызван-
ном Mycoplasma spp. При заражении молочной железы 
Coagulase-Negative Staphylococci или Enterococcus spp. 
концентрация СРБ была ниже, чем при инфицирова-
нии Mycoplasma. 

Сывороточный амилоид  А вырабатывается вне пе-
чени здоровыми эпителиальными клетками молочной 
железы и при ее воспалении. Данный БОФ является 
наиболее изученным белком в качестве биомаркера 
субклинического мастита при исследовании молока 
жвачных животных, особенно молочных коров. Пре-
имущественно сывороточный амилоид А исследуется 
методом твердофазного иммуноферментного анализа  
с использованием коммерческих наборов. В долях вы-
мени коров с клиническим маститом наблюдается по-
вышенный уровень молочного амилоида А, при этом 
его уровень выше при тяжелой форме течения забо-
левания по сравнению с легкой  [53]. Его содержание  
в сыворотке и молоке коров с субклиническим масти-
том было, соответственно, в 3 и 100 раз выше, чем у здо-
ровых животных [54]. Также показано, что самая высо-
кая концентрация амилоида  А была в  молоке коров  
с маститом, вызванным S. agalactiae и S. uberis (3882,50 
и 2587,75 нг/мл соответственно), в то время как самый 
низкий уровень выявлен в  молоке коров с маститом, 
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инфицированных S.  dysgalactiae (812,00  нг/мл)  [50]. 
Установлено, что средняя концентрация уровня ами-
лоида А в молоке более чем в 10 раз выше при мастите, 
вызванном кишечной палочкой, чем при мастите, обу-
словленном другими патогенами [52]. Имеются публи-
кации, которые демонстрируют, что у коров с масти-
том, вызванным Streptococcus spp., было самое высокое 
содержание сывороточного амилоида А в молоке [55]. 
Концентрация сывороточного амилоида А была ниже 
при инфицировании вымени Klebsiella pneumoniae  
и Enterococcus spp., чем при заражении Streptococcus spp., 
и выше, чем при инфицировании Mycoplasma  spp.  
и S. aureus [56].

Гаптоглобин, обнаруживаемый в молоке, обыч-
но секретируется проницаемыми клетками сосудов 
молочной железы. Доказано, что его концентрация  
в молоке увеличивается при воздействии эндотокси-
на при мастите. Имеются данные, что уровень гапто-
глобина повышается в молоке через 3  ч, а в крови  –  
через 9 ч после воспаления, что указывает на быструю 
и специфическую выработку этого биомаркера мо-
лочной железой. Между тем наблюдали значительные 
различия в средней концентрации гаптоглобина при 
клиническом и субклиническом мастите. Установле-
но, что у коров, инфицированных микроорганизмами, 
ассоциированными с окружающей средой (например, 
E.  coli, K.  pneumoniae или Streptococcus  spp.), уровень 
гаптоглобина выше, чем у животных, инфицирован-
ных другими патогенами [57]. При воспалении вымени, 
вызванном Mycoplasma spp. или S. aureus, содержание 
гаптоглобина в  молоке повышается умеренно. При-
мерно в трети исследуемых образцов уровень данного 
БОФ был ниже предела обнаружения, что потенциаль-
но снижает его ценность как биомаркера мастита [51]. 
Напротив, исследования, проведенные другими уче-
ными, показывают, что профили гаптоглобина, сыво-
роточного амилоида, альфа-1-кислого гликопротеи-
на продемонстрировали значительную корреляцию, 
указывая на возможность использования данных БОФ  
в качестве диагностических маркеров мастита крупно-
го рогатого скота [58].

В долях вымени коров с клиническим маститом 
наблюдали повышенный уровень сывороточного 
амилоида  А и гаптоглобина по сравнению с долями 
вымени здоровых коров. Содержание молочного ами-
лоида А было выше при тяжелом клиническом мастите  
по сравнению с легкой формой. В отличие от клиниче-
ского мастита, на уровень кателицидина и гаптоглоби-
на при субклиническом мастите существенно влияли 
виды выявленных микроорганизмов и степень бакте-
риологической обсемененности. Измерение уровня 
кателицидина, сывороточного амилоида А и гаптогло-
бина в молоке является надежным методом выявления 
коров с субклиническим или клиническим маститом.

В одном из исследований концентрация гаптоглоби-
на, фибриногена, амилоида А, церулоплазмина, ФНО-α, 
ИЛ-1 и ИЛ-6 у  коров с  маститом была статистически 
выше и  может использоваться в  качестве раннего 
индикатора мастита [59].

Имеются данные, что диагностическая ценность сыво-
роточного альфа-1-кислого гликопротеина в дифферен-
циации здоровых коров от животных с маститом была 
обусловлена за счет 62%-й чувствительности и 91%-й спе-
цифичности [60]. В другом исследовании было доказано, 
что альфа-1-кислый гликопротеин вырабатывается аль-

веолярными клетками молочной железы, но основная 
его часть в молоке выделяется лейкоцитами. Те же авторы 
сообщили, что при инфекции молочной железы концен-
трация альфа-1-кислого гликопротеина резко возрастает. 
Уровень альфа-1-кислого гликопротеина в молоке коров 
с субклиническим маститом, вызванным кишечной палоч-
кой, стрептококком или стафилококком, был выше, чем  
у животных без мастита, при этом значение БОФ  
не различалось в зависимости от возбудителя  [61].  
В другом исследовании были выявлены значительные 
различия в концентрации орозомукоида в молоке ко-
ров с маститом, вызванным разными патогенами. Было 
установлено, что реакция в  вымени у коров, подверг-
шихся воздействию липополисахаридов при зараже-
нии микроорганизмами E.  coli или S.  aureus, приводит  
к повышению содержания альфа-1-кислого гликопроте-
ина  [62]. Данных о концентрации альфа-1-кислого гли-
копротеина при мастите, вызванном Mycoplasma  spp., 
достаточно мало, но результаты показывают, что данный 
патоген способен вызывать умеренное повышение уров-
ня альфа-1-кислого гликопротеина [63].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Представленные в обзоре данные показывают 

актуальность дальнейшего изучения БОФ в диагно-
стике воспалительных заболеваний, в особенности 
у сельскохозяйственных животных. Полученный 
массив научных результатов позволит выявить БОФ, 
которые можно использовать в качестве диагно-
стических маркеров при конкретных заболеваниях. 
Например, у лошадей с септическим артритом био-
маркером является повышение уровня сывороточ-
ного амилоида  А. Концентрация СРБ повышается 
у кошек и собак с  пневмонией и воспалительными 
заболеваниями, связанными с инфекциями верх-
них дыхательных путей. Изменение концентрации 
гаптоглобина в сыворотке крови у кошек является 
маркером воспалительных заболеваний кишечни-
ка и мелкоклеточной лимфомы желудочно-кишеч-
ного тракта. В  качестве диагностического маркера 
контагиозной плевропневмонии у коз оценивается 
уровень СРБ, гаптоглобина и альфа-1-антитрипсина. 
У  свиней основными БОФ, которые демонстрируют 
высокий ответ при большинстве изученных бакте-
риальных заболеваний, являются СРБ, гаптоглобин, 
сывороточный амилоид А. У коров при эндометрите 
и метрите могут повышаться такие БОФ, как альфа-1-
антитрипсин, альфа-2-макроглобулин, сывороточный 
амилоид  А. При инфекциях мочевыводящих путей 
значительное увеличение наблюдается в  концентра-
ции сывороточного амилоида А, гаптоглобина, альфа-
1-кислого гликопротеина. При травматическом рети-
кулоперитоните повышение регистрируется в кон-
центрации сывороточного амилоида А, гаптоглобина  
и фибриногена. При мастите у  коров диагностиче-
ским маркером могут выступать такие БОФ, как сы-
вороточный амилоид A, гаптоглобин, альфа-1-кислый 
гликопротеин и липополисахарид-связывающий бе-
лок, концентрация которых будет увеличиваться.

Также возможность исследования БОФ может 
позволить сократить применение антибиотиков, по-
скольку идентификация острофазовых белков помо-
гает отделить бактериальные причины заболевания 
от неинфекционных, спрогнозировать исход болезни  
и эффективность лечения. 
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An overview of clinical features of equine pythiosis 
(Pythium insidiosum)  
Júlia A. Silva Pinheiro
Centro Universitário UNA, Campus Linha Verde, Belo Horizonte, Minas Gerais, Brazil

ABSTRAC T
Pythiosis is a chronic granulomatous disease affecting various animal species, most commonly equines. It occurs in tropical, subtropical, or temperate climates 
and is associated with waterlogged areas, such as swamps and ponds. The causative microorganism parasitizes aquatic plants and produces motile zoospores 
capable of infecting hosts through cutaneous lesions. Pathogenesis is associated with a predominant Th2-type immune response, characterized by the production 
of interleukins such as IL-4, IL-5, and IL-13, as well as intense eosinophilia and granulomatous inflammation, which contributes to the agent’s persistence in 
tissues. Clinically, the disease is characterized by the formation of eosinophilic granulomas containing “kunkers”, necrotic masses composed of hyphae, collagen, 
and inflammatory cells. Various therapeutic approaches have been employed, including the use of antifungals, surgery, and immunotherapy. Surgical removal 
combined with immunotherapy is considered the most effective strategy, although treatment poses challenges due to the agent’s unique characteristics; unlike 
true fungi, its cell wall contains cellulose and β-glucans. This study aims to analyze the biological and infectious aspects of Pythium insidiosum and to characterize 
the immunopathogenesis of equine pythiosis, focusing on the interaction between the etiological agent and the host immune response.
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Обзор клинических проявлений питиоза лошадей  
(Pythium insidiosum)
Júlia A. Silva Pinheiro
Centro Universitário UNA, Campus Linha Verde, Belo Horizonte, Minas Gerais, Brazil

РЕЗЮМЕ
Питиоз  – это хроническое гранулематозное заболевание, поражающее различные виды животных, чаще всего лошадей. Распространено 
в тропическом, субтропическом и умеренном климате, тесно связано с влажной почвой и со стоячей водой – болотами и прудами. Возбудитель обитает 
на водных растениях, образуя подвижные зооспоры, которые проникают в организм хозяина через поврежденную кожу. В основе патогенеза лежит 
преимущественно Th2-тип иммунного ответа, для которого характерны продукция интерлейкинов IL-4, IL-5 и IL-13, а также выраженная эозинофилия 
и гранулематозное воспаление, способствующее длительной персистенции возбудителя в тканях хозяина. Клинически болезнь проявляется 
формированием эозинофильных гранулем, содержащих некротические массы, состоящие из гиф, коллагена и воспалительных клеток. Для терапии 
применяются различные подходы, включающие использование противогрибковых препаратов, хирургическое вмешательство и иммунотерапию. 
Хирургическое иссечение в сочетании с иммунотерапией считается наиболее эффективной стратегией, однако лечение сопряжено с трудностями 
из-за уникальных характеристик возбудителя: в отличие от истинных грибов, его клеточная стенка содержит целлюлозу и β-глюканы. Целью данного 
исследования является анализ биологических и инфекционных аспектов Pythium insidiosum, а  также характеристика иммунопатогенеза питиоза 
у лошадей с акцентом на взаимодействие между этиологическим агентом и иммунным ответом хозяина.

Ключевые слова: обзор, питиоз, иммунопатогенез, иммунотерапия, оомицеты, паразиты
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INTRODUCTION
Equine pythiosis is a granulomatous infectious disease 

caused by the oomycete Pythium insidiosum, widely 
distributed in tropical and subtropical regions, where 
environmental conditions such as high humidity and the 
presence of stagnant water favor the maintenance of the 
agent in the environment [1, 2]. 

The disease mainly affects horses and is considered 
highly relevant in veterinary medicine due to its high 
morbidity and the economic losses associated with 
equine breeding  [3,  4]. According to a review of 967 do-
cumented cases of pythiosis in humans and animals, 
horses are the most frequently affected animal species. In 
addition, approximately 75.2% of non-immunized equine 
cases required surgical intervention, demonstrating the 
substantial clinical and economic burden associated with 
the disease [5].

Unlike true fungi, Pythium insidiosum belongs to 
the oomycete group, presenting distinct biological 
characteristics, such as the production of zoospores 
responsible for infection, in addition to a cell wall 
composition based on cellulose, β-glucans, and 
hydroxypollin [1, 6]. These particularities directly influence 
the pathogenesis and response to treatment, making the 
disease difficult to manage clinically [1].

Pythiosis manifests predominantly in cutaneous form in 
horses, characterized by exuberant granulomatous lesions 
and the presence of necrotic structures called “kunkers”, 
resulting from an intense local inflammatory response [3, 4].

Despite advances in knowledge about the clinical and 
etiological aspects of the disease, there are still significant 
gaps in understanding the immunological mechanisms 
involved in the progression of pythiosis. Evidence indicates 
that the host’s immune response plays a central role in 
pathogenesis, influencing both the persistence of the 
agent and the severity of the lesions [2, 5].

Therefore, this study aims to address the main 
biological and infectious aspects of Pythium insidiosum, 
with emphasis on the immunopathogenesis of equine 
pythiosis, correlating the immune response with clinical 
manifestations and discussing the role of immunotherapy 
as a therapeutic strategy in controlling the disease.

DEVELOPMENT
Equine pythiosis involves a complex interaction 

between the etiological agent, environmental factors, 
and the host’s immune response, which determines the 
evolution and severity of the lesions. Understanding 
these mechanisms is essential for understanding 
the pathogenesis of the disease, as well as its clinical 
manifestations and associated therapeutic difficulties.

In this context, the main biological and infectious 
aspects of Pythium insidiosum, the immunopathogenic 
mechanisms involved in the host response, the correlation 

between immune response and clinical signs, as well as 
immunotherapeutic strategies and implications for disease 
control in horses will be addressed below.

Biological aspects and determinants of infection. 
Infection by Pythium insidiosum occurs predominantly when 
biflagellate zoospores present in contaminated aquatic 
environments come into contact with areas of cutaneous 
discontinuity, including abrasions, traumatic wounds, 
or microlesions. Following adhesion to the host tissue, 
the zoospores undergo encystment and germination, 
producing invasive hyphae capable of penetrating and 
colonizing adjacent tissues. Such environments include 
floodplains, marshes, ponds, wetlands, and areas with dense 
aquatic vegetation, which provide favorable ecological 
conditions for the maintenance of the oomycete life cycle. 
The incidence of infection increases during rainy seasons, 
when elevated humidity and water accumulation enhance 
zoospore production, dispersion, and host exposure [1, 2].

Pythium insidiosum is an aquatic oomycete belonging 
to the kingdom Straminipila, phylogenetically distinct from 
true fungi. Its taxonomic classification reflects important 
structural, biochemical, and reproductive differences 
that directly influence pathogenicity, diagnosis, and 
therapeutic response. Among its most distinctive biological 
characteristics is the production of biflagellate zoospores, 
which display active motility in aqueous environments and 
are capable of chemotactic migration toward damaged 
tissues, where they initiate the infectious process. Its 
distribution is predominantly in tropical and subtropical 
regions, where high temperatures and humidity favor its 
biological cycle and environmental maintenance [2].

From a molecular point of view, the microorganism is 
classified into three main clades based on phylogenetic 
analyses of ITS, IGS regions and mitochondrial genes 
such as COX2 and exo-1,3-β-glucanase. These clades are 
called ATH (Clade  I), BTH (Clade  II) and CTH (Clade  III), 
presenting distinct geographical distribution, with Clade I 
predominating in the Americas, Clade  II in Asia and 
Australia and Clade  III in specific regions of Thailand and 
the United States [7].

Recently, phylogenomic and proteomic analyses, 
including MALDI-ToF, have led to the description of related 
species, such as Pythium periculosum, expanding the 
taxonomic complexity of the genus and reinforcing the 
need for accurate diagnostic methods for differentiation 
between species [7].

Following tissue invasion, Pythium insidiosum develops 
an infiltrative growth pattern characterized by progressive 
extension through the dermis and subcutaneous tissues, 
resulting in extensive local destruction and chronic 
inflammatory reactions, associated with the production of 
lytic enzymes such as enolase and other proteins involved 
in cell adhesion and extracellular matrix degradation. The 
secretion of extracellular enzymes and adhesion-associated 

ВЕТЕРИНАРИЯ СЕГОДНЯ. 2026; 15 (3): 236–240 | VETERINARY SCIENCE TODAY. 2026; 15 (3): 236–240

ОБЗОРЫ | БОЛЕЗНИ ЛОШАДЕЙ REVIEWS | EQUINE DISEASES

mailto:juliapinheiro1306@gmail.com


238

proteins facilitates extracellular matrix degradation, 
tissue penetration, and local dissemination of the 
pathogen, contributing to the development of extensive 
fibrogranulomatous lesions frequently associated with 
necrosis and kunker formation [2, 6].

Immunopathogenesis. The host response to Pythium 
insidiosum infection begins with the recognition of 
pathogen-associated molecular patterns (PAMPs) by 
pattern-recognition receptors (PRRs) expressed on innate 
immune cells, including macrophages, neutrophils, and 
dendritic cells, triggering a local inflammatory response. 
Despite the rapid recruitment of inflammatory cells, innate 
immune mechanisms often fail to completely eliminate 
the pathogen, allowing viable hyphae to persist within 
affected tissues and promoting disease progression [2, 5].

Following the activation of innate immunity, naïve 
CD4+ T  lymphocytes may differentiate into distinct 
effector subsets, particularly T-helper 1 (Th1) and T-helper 2 
(Th2) cells, whose balance plays a fundamental role in 
determining the host response to infectious agents [5, 8]. 
Th1 responses are characterized by the production 
of cytokines such as interferon-gamma (IFN-γ) and 
interleukin-2 (IL-2), which promote macrophage activation, 
stimulate cell-mediated immunity, and enhance the host’s 
ability to eliminate invading pathogens [5, 9].

In contrast, Th2 responses are associated with the 
production of cytokines such as IL-4, IL-5, and IL-13, which 
stimulate humoral immunity, antibody production, and 
eosinophil recruitment, and are commonly associated with 
allergic and antiparasitic responses [5, 8].

In equine pythiosis, the adaptive immune response is 
predominantly polarized toward a Th2 profile, resulting in 

Fig. Skin lesion on a horse limb consistent with pythiosis. An ulcerative, 
granulomatous lesion with a proliferative appearance is observed, with 
irregular and poorly defined borders, associated with the formation 
of exuberant granulation tissue. Serosanguineous exudate and an 
infiltrative appearance are noted (Source: Adapted from Pitiose.com.br) 

Рис. Поражение кожи на конечности лошади, характерное 
для питиоза. Наблюдается язвенное, гранулематозное 
поражение с пролиферативным видом, с неровными и плохо 
очерченными краями, сопровождающееся образованием обильной 
грануляционной ткани. Отмечается серозно-кровянистый 
экссудат и инфильтративный характер поражения 
(источник: Adapted from Pitiose.com.br) 

increased production of IL-4, IL-5, and IL-13, which stimulate 
eosinophil activation and recruitment. This immune 
response is directly associated with eosinophilic 
inflammation, granuloma formation, and the persistence 
of Pythium insidiosum within affected tissues. Although 
it contributes to pathogen containment, it is generally con-
sidered insufficient for complete pathogen elimination [5].

Eosinophilic infiltration represents a hallmark of 
equine pythiosis and plays a central role in disease 
immunopathogenesis. Activated eosinophils release 
cytotoxic granule proteins, reactive oxygen species, and 
pro-inflammatory mediators which, despite contributing 
to the host defense response, are largely responsible for 
extensive tissue damage, necrosis, and the formation of 
characteristic structures known as kunkers [5].

Furthermore, the inability to establish an effective Th1-
mediated immune response limits macrophage activation 
and compromises efficient pathogen elimination. This 
immunological deviation favors immune evasion by the 
pathogen and contributes to its chronic persistence within 
host tissues [4, 5].

Consequently, immunotherapy has been proposed 
as an immunomodulatory strategy aimed at redirecting 
the immune response from a predominantly Th2 profile, 
considered non-protective, toward a more effective Th1-
mediated response. This shift promotes the activation 
of cellular mechanisms involved in infection control and 
enhances the host’s ability to eliminate the infectious 
agent [5, 9].

Correlation between immune response and clinical 
manifestations of equine pythiosis. The marked 
eosinophilic inflammatory response contributes directly 
to the formation of kunkers, which consist of necrotic 
concretions composed of eosinophilic debris, collagen 
fibers, inflammatory cells, and hyphal fragments 
embedded within areas of chronic granulomatous 
inflammation  [2,  4]. The presence of these structures is 
considered a characteristic pathological and clinical feature 
of equine pythiosis.

The clinical signs of equine pythiosis are mainly 
characterized by ulcerative, granulomatous, and 
progressively growing cutaneous and subcutaneous 
lesions, most frequently located on the distal extremities 
of the limbs, as shown in Figure, and in the ventral 
thoracoabdominal region, areas most exposed to 
prolonged contact with water contaminated by zoospores 
of Pythium insidiosum [10].

The lesions have a tumor-like appearance, irregular 
borders, a fistulous tract, and serosanguineous, hemorrhagic, 
or mucopurulent discharge, frequently associated with the 
presence of granular necrotic material, kunkers, considered 
a characteristic finding of the disease [11].

Severe pruritus associated with eosinophilic 
inflammation frequently induces self-trauma and repetitive 
mechanical irritation by the animal, resulting in lesion 
enlargement, delayed healing, and increased susceptibility 
to secondary bacterial contamination.

In advanced or prolonged cases, local invasion may 
extend to deeper anatomical structures, including fascia, 
tendons, muscles, lymphatic vessels, and, less frequently, 
internal organs, significantly worsening prognosis and 
therapeutic outcome [11].

Immunotherapy and strategies for modulating the 
immune response. Treatment of pythiosis in animals is 
highly complex and is often hampered by late diagnosis, 
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which negatively impacts the prognosis. In general, the 
prognosis is directly related to factors such as the duration 
of the disease, the location and extent of the lesions, as 
well as the animal’s overall condition, including nutritional 
status and the host’s immune response [5].

The therapeutic approach of choice, in most cases, 
consists of extensive surgical debridement, provided it 
is technically feasible  [1,  3]. Recent evidence reinforces 
that early surgical intervention, associated with complete 
removal of the affected tissue with pathogen-free 
margins, is crucial for therapeutic success and for reducing 
recurrence rates  [4,  5]. However, the application of this 
technique may be limited depending on the location of the 
lesions, especially in limbs, where there is a higher risk of 
complications such as hemorrhages, requiring the use of 
complementary techniques such as cauterization, vascular 
ligation, and compressive bandages. In these cases, healing 
usually occurs by secondary intention [11].

Regarding drug therapy, several drugs with antifungal 
action have been used, including amphotericin  B, 
itraconazole, fluconazole, ketoconazole, terbinafine, and 
potassium iodide. However, these treatments have limited 
efficacy, especially due to the biological characteristics of 
Pythium insidiosum, which does not have ergosterol in its 
plasma membrane, the main target of most antifungals, 
which compromises the action of these drugs. In addition, 
therapeutic protocols generally require prolonged 
administration and can cause significant adverse effects, 
including nephrotoxicity, making it necessary to monitor 
biochemical parameters such as urea and creatinine [12, 13].

As an alternative, the use of amphotericin B by regional 
intravenous infusion has been described, especially in 
lesions located on limbs. When combined with surgical 
removal, this technique can provide better clinical 
outcomes and a lower incidence of systemic adverse effects 
compared to conventional systemic administration [11].

Owing to the limited efficacy of conventional 
pharmacological therapies against Pythium insidiosum, 
immunotherapy has become an important alternative 
therapeutic approach aimed at enhancing host immune 
mechanisms involved in pathogen clearance. The 
therapeutic rationale of immunotherapy is based on 
modulation of the host immune response, promoting a 
shift from the predominantly non-protective Th2 profile 
toward a more effective Th1-mediated cellular response 
associated with macrophage activation and pathogen 
elimination [1, 5]. Recent studies indicate that this approach 
shows better results when associated with surgical 
intervention [5, 11].

In Brazil, immunotherapy has been used for over two 
decades, with the commercial formulation Pitium-Vac®, 
developed by the Mycological Research Laboratory (LAPEMI-
UFSM) in partnership with EMBRAPA Pantanal, standing out. 
This vaccine is composed of extracts of Pythium insidiosum 
hyphae subjected to sonication, with the aim of inducing 
a more effective immune response against the agent. In 
general, its use occurs in association with other therapeutic 
approaches, such as surgical excision and antibiotic therapy, 
aiming to enhance clinical results [13].

Despite exhibiting variable efficacy, immunotherapy, 
when combined with other therapeutic modalities, has 
demonstrated improved clinical outcomes. Thus, the most 
effective approach currently is based on a combination 
of early surgical intervention, immunotherapy, and 
appropriate clinical management, reinforcing the 

importance of integrated strategies for the control of 
equine pythiosis [5, 11].

Control and prevention strategies. Control of equine 
pythiosis is directly related to the interaction between 
environmental factors and the host’s immune response. 
Exposure to flooded environments, especially in tropical 
regions, represents one of the main risk factors for 
infection [1, 2].

Preventive measures are primarily based on 
environmental and sanitary management practices, 
including minimizing animal exposure to flooded areas, 
implementing measures to reduce prolonged contact 
with stagnant water, and promptly treating traumatic 
skin injuries that may serve as portals of entry for infective 
zoospores [1].

The therapeutic difficulty, associated with the 
predominantly ineffective immune response, reinforces the 
need for strategies based on immunological modulation, 
as well as the development of new therapeutic approaches 
aimed at controlling the disease [4, 5].

In humans, the use of personal protective equipment, 
such as boots, gloves and goggles, is recommended, in 
addition to the adoption of educational measures in endemic 
areas, aiming to reduce the risk of exposure to the agent [1].

Diagnosis. The diagnosis of equine pythiosis 
caused by Pythium insidiosum remains challenging, 
with microbiological culture being the traditional 
method, although it presents low sensitivity, slowness, 
and dependence on adequate sample conditions and 
laboratory expertise.

Immunological methods have been proposed as an 
alternative, but they present important limitations, such as 
difficulty in differentiating active infection from previous 
exposure, low sensitivity in localized forms, and the absence 
of commercially available tests [14].

Currently, molecular methods based on nucleic acids 
represent the most reliable approach, allowing direct 
detection of the agent’s DNA with high sensitivity and 
specificity  [15]. Within this group, polymerase chain 
reaction (PCR) is the main method used, including its 
variants: conventional PCR, nested PCR, multiplex PCR, 
and real-time PCR, which progressively increase diagnostic 
sensitivity, allow genotyping, and reduce the risk of 
contamination [16, 17].

Furthermore, isothermal techniques such as helicase-
dependent amplification and loop-mediated isothermal 
amplification have gained prominence for dispensing with 
a thermocycler, exhibiting good sensitivity, and enabling 
application in resource-limited environments [10, 18, 19].

More recently, next-generation sequencing and 
metagenomic approaches have emerged as advanced 
tools, allowing non-targeted identification of the 
agent even in complex cases, although their use is still 
limited by high cost and the requirement for specialized 
infrastructure [20, 21, 22].

In general, the diagnosis of equine pythiosis is based on 
the integration of clinical, histopathological findings and, 
mainly, molecular methods, which currently represent the 
most reliable standard for confirming the disease.

CONCLUSION
Equine pythiosis represents a highly relevant infectious 

disease in veterinary medicine, especially in endemic 
regions, due to its substantial morbidity and the frequent 
need for prolonged and often invasive therapeutic 
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approaches. Understanding the biological aspects 
of Pythium insidiosum and the immunopathogenic 
mechanisms involved is essential for disease management. 
The predominance of a Th2-polarized immune response, 
characterized by elevated production of IL-4, IL-5, and IL-13 
and marked eosinophilic infiltration, contributes to tissue 
persistence of Pythium insidiosum by failing to activate 
cellular immune mechanisms required for efficient 
pathogen elimination. In this context, immunotherapy 
stands out as a promising strategy by promoting the 
modulation of the immune response to a more effective 
Th1 profile in eliminating the pathogen. Despite this, 
treatment still has limitations, often being prolonged 
and with variable efficacy. Therefore, early diagnosis 
and control of environmental factors are fundamental. 
Key perspectives include the need for further research 
into the immunological mechanisms of the disease, the 
development of new immunotherapeutic approaches, 
and the optimization of therapeutic protocols, aiming for 
greater effectiveness in controlling equine pythiosis.
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Этиология и патогенез лептоспироза: общие 
закономерности и особенности проявления у собак (обзор) 
Д. А. Быковцева, С. В. Щербинин, Т. С. Галкина, К. Н. Груздев
ФГБУ «Федеральный центр охраны здоровья животных» (ФГБУ «ВНИИЗЖ»), ул. Гвардейская, 6, мкр. Юрьевец, г. Владимир, 600901, Россия

РЕЗЮМЕ
Введение. Лептоспироз – инфекционная болезнь, опасная для человека и животных. Ключевым звеном в передаче инфекции человеку являются 
собаки. На территории Российской Федерации для собак актуальны серогруппы Canicola и Icterohaemorrhagiae как наиболее вирулентные, но возможно 
заражение и другими серогруппами Leptospira spp. Тяжесть болезни определяется факторами патогенности лептоспир. Из-за зоонозного характера 
лептоспироза вакцинация собак – элемент санитарно‑эпидемиологического благополучия. Регулярная иммунизация снижает риск заражения людей  
и предотвращает вспышки. При выборе вакцин учитывают ограниченность перекрестной защиты между серогруппами, предпочитая поливалентные 
препараты. Однако существующие вакцины не обеспечивают надежной защиты из-за неактуального состава серогрупп. Персистенция возбудителя 
в организме животных и его выделение в среду снижают эффективность профилактики. Необходим комплексный подход к предотвращению заражения 
собак и передачи патогена человеку.
Цель исследования. Актуализировать и систематизировать данные по лептоспирозу собак, вызываемому Leptospira interrogans.
Материалы и методы. Материалом для аналитического исследования служили научные публикации зарубежных и отечественных авторов, разме-
щенные в библиографических базах данных еLibrary, КиберЛенинка, PubMed, Science Direct, Google Scholar и др.
Результаты. В аналитическом обзоре приведены актуальные данные об эпизоотической и эпидемиологической ситуации по лептоспирозу в Рос-
сийской Федерации, рассмотрены свойства возбудителя, представлена классификация лептоспир, описаны клинические и патолого-анатомические  
признаки болезни. Охарактеризованы применяемые в ветеринарной практике современные методы лабораторной диагностики, лечения и профилак-
тики лептоспироза собак, обозначены актуальные проблемы.
Заключение. Лептоспироз широко распространен среди собак. Лептоспиры способны адаптироваться и персистировать в организме-хозяине,  
вызывая хроническое течение болезни, что угрожает здоровью людей и животных. Сложность патогенеза, многообразие серотипов и внутриклеточная 
персистенция затрудняют элиминацию возбудителя. Современные методы диагностики и лечения требуют совершенствования. Необходимы исследо-
вания для разработки эффективных схем профилактики и терапии, включая новые подходы к специфической профилактике у собак. Таким образом, 
лептоспироз остается актуальной проблемой ветеринарной медицины, требующей комплексного подхода. 

Ключевые слова: обзор, лептоспироз, лептоспиры, спирохеты, собаки
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Etiology and pathogenesis of leptospirosis: general patterns 
and features of manifestation in dogs (review)
Daria A. Bykovtseva, Sergey V. Shcherbinin, Tatyana S. Galkina, Konstantin N. Gruzdev
Federal Centre for Animal Health, ul. Gvardeyskaya, 6, Yur’evets, Vladimir 600901, Russia

ABSTRACT
Introduction. Leptospirosis is an infectious disease hazardous to both humans and animals. Dogs serve as a key link in transmitting the infection to humans. 
Within the Russian Federation, the Canicola and Icterohaemorrhagiae serogroups are of primary relevance for dogs as the most virulent ones, although infection 
with other Leptospira spp. serogroups remains possible. The severity of the disease is determined by the pathogenicity factors of leptospires. Due to the zoonotic 
nature of leptospirosis, canine vaccination is a vital element of sanitary and epidemiological freedom. Regular immunization reduces the risk of human infection 
and prevents outbreaks. When selecting vaccines, the limited cross-protection between serogroups should be considered, with polyvalent products being 
preferred. However, existing vaccines do not provide reliable protection due to outdated serogroup compositions. The persistence of the causative agent within the 
animal host and its shedding into the environment diminish the effectiveness of prevention. A comprehensive approach is required to prevent canine infection and 
subsequent causative agent transmission to humans.
Objective. To update and systemize data on canine leptospirosis caused by Leptospira interrogans.

https://doi.org/10.29326/2304-196X-2026-15-3-241-251
УДК 619:616.98:579.834.115:636.7(048)

ВЕТЕРИНАРИЯ СЕГОДНЯ. 2026; 15 (3): 241–251 | VETERINARY SCIENCE TODAY. 2026; 15 (3): 241–251

https://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.29326/2304-196X-2026-15-3-241-251&domain=pdf&date_stamp=2026-15-09


242

подходу, описанному в монографии  Ю.  А. Малахова 
и соавт.2, где рассмотрены принципы создания и при-
менения инактивированных вакцин, а также схемы 
серологического мониторинга вакцинированных 
животных. Несмотря на ранее разработанные сред-
ства специфической профилактики и проводимые 
мероприятия, лептоспироз остается повсеместно рас-
пространенной болезнью, поражающей многие виды 
животных  [6]. При этом хроническое течение лепто-
спироза было отмечено даже у вакцинированных осо-
бей  [9]. На фоне положительной динамики снижения 
случаев лептоспироза у сельскохозяйственных живот-
ных за последние несколько лет особую актуальность 
в  современных условиях приобретают антропургиче-
ские очаги с  доминирующим источником инфекции  – 
собаками3 [10]. Это обуславливает необходимость раз-
работки актуальных вакцин для оптимизации профи-
лактических мероприятий при лептоспирозе [6]. 

Изучение особенностей течения лептоспироза 
у собак, совершенствование методов его диагности-
ки и профилактики имеет важное значение для сни-
жения экономических потерь, связанных с лечением 
и профилактикой заболевания, а  также для мини-
мизации риска заражения людей  [11]. Современные 
профилактические стратегии базируются на данных  
об эпизоотологии и патогенезе лептоспироза, си-
стематизированных в работах  Г.  Л.  Соболевой и  со-
авт.  [12]. Учитывая зоонозный характер болезни и ее 
способность к широкому распространению, данная 
тема представляет значительный интерес для ветери-
нарной медицины и общественного здравоохранения.

Новизна работы заключается в актуализации сведе-
ний о ситуации по лептоспирозу (среди животных и лю-
дей) в России, что позволит повысить эффективность 

ВВЕДЕНИЕ
Лептоспироз – один из наиболее распространенных 

в мире зоонозов, который из-за высокой летальности 
и тяжести клинического проявления представляет се-
рьезную угрозу для здоровья человека и животных [1]. 
По опубликованным данным, на 2022 г. идентифициро-
вано 68 видов Leptospira, из них по меньшей мере 12 па-
тогенных и 4  сапрофитных вида с  более чем 300  пато-
генными серовариантами лептоспир [2]. Данные цифры 
постоянно растут, регистрируются все новые штаммы, 
серовары, которые объединяются в серогруппы [3].

Ежегодно лептоспирозом заболевают свыше мил-
лиона человек, а  количество смертей может состав-
лять от 20 до 100 тыс.  [4]. Подобные цифры сравнимы  
по ущербу с бешенством – другим смертельно опасным 
зоонозом [5]. Некоторые авторы сравнивают значимость 
лептоспироза для здоровья человека и животных 
с туберкулезом и бруцеллезом [6].

Ключевой этап в разработке профилактических пре-
паратов связан с фундаментальными работами В. В. Ана-
ньина1, заложившими основу для систематизации зна-
ний об этиологии и эпидемиологии лептоспирозов, 
включая патогенность различных серотипов Leptospira 
interrogans. В  последующие десятилетия акцент сме-
стился на создание поливалентных вакцин, учитываю-
щих региональную специфику циркуляции лептоспир. 
Значительный вклад в  изучение этиологической струк-
туры заболевания на юге России внесли исследования 
И.  А.  Болоцкого и  соавт., выявивших доминирующие 
серотипы на Северном Кавказе и обосновавших необхо-
димость адаптации профилактических схем [7].

Впервые вакцинация против лептоспироза инак-
тивированными препаратами была проведена 
в  1916  г.  [8]. Значительный прогресс в профилактике 
лептоспироза достигнут благодаря комплексному 

Materials and methods. Scientific publications by foreign and domestic authors available in bibliographic databases such as eLibrary, CyberLeninka, PubMed, 
Science Direct, Google Scholar, and others served as the material for this analytical study.
Results. This analytical review presents up-to-date data on the epizootic and epidemiological situation regarding leptospirosis in the Russian Federation.  
It examines the properties of the causative agent, presents the classification of leptospires, and describes the clinical and post-mortem lesions of the disease. 
Furthermore, the review characterizes modern methods of laboratory diagnosis, treatment, and prevention of canine leptospirosis currently applied in veterinary 
practice, and outlines existing challenges.
Conclusion. Leptospirosis is widespread in dogs. Leptospires are capable of adapting and persisting in the host organism, causing a chronic course of the 
disease, which poses a threat to human and animal health. The complexity of pathogenesis, the diversity of serotypes and intracellular persistence complicate 
the eradication of the causative agent. Current diagnostic and treatment methods require improvement. Research is needed to develop effective prevention 
and therapy protocols, including new approaches to specific prevention in dogs. Thus, leptospirosis remains a pressing issue in veterinary medicine requiring 
a comprehensive approach. 
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профилактических мер. Также представлены данные 
о клинических проявлениях, патоморфологических 
изменениях и особенностях течения болезни у собак. 
В  исследовании приведены сравнения современных 
методов диагностики (серологических и молекулярно-
биологических), систематизированы рекомендации 
о вакцинопрофилактике.

Целью работы является анализ и систематизация 
накопленных данных по лептоспирозу собак, вызы-
ваемому Leptospira interrogans. Данный обзор раскры-
вает особенности природно-очаговой болезни, явля-
ющейся опасной для здоровья и жизни человека, что 
представляет интерес для создания безопасной для 
человека среды, поскольку животные-компаньоны яв-
ляются одними из главных звеньев в распространении 
важнейших зоонозов. 

ЭПИЗООТИЧЕСКАЯ СИТУАЦИЯ
В  период с  2000 по  2024  г. на территории России 

зарегистрировано более 13 тыс. случаев лептоспиро-
за у людей. С 2012 г. инфекция выявляется во многих 
федеральных округах (в  61 из 89  субъектов Россий-
ской Федерации), в том числе в Донецкой Народной 
Республике и Херсонской области4 [2]. 

На территории Российской Федерации циркули-
руют патогенные лептоспиры, относящиеся к трем 
видам: interrogans, kirschneri, borgpetersenii. Для из-
учения эпизоотологии и этиологии лептоспироза жи-
вотных в России наибольшее значение имеют серо-
группы Pomona, Tarassovi, Hebdomadis, Grippotyphosa, 
Icterohaemorrhagiae, Canicola. Согласно таксономи-
ческой классификации лептоспир, утвержденной 
в  1993  г. Международным подкомитетом, серогруппа 
Hebdomadis дифференцирована на три подгруппы: 
Hebdomadis, Mini и Seiroe. В Российской Федерации 
эпидемиологический надзор фиксирует циркуляцию 
исключительно лептоспир серогруппы Seiroe. В редких 

случаях встречается Australis, но эта серогруппа не полу-
чила широкого распространения в нашей стране [6, 12].

Различные серогруппы возбудителя демонстри-
руют неодинаковую тропность к  теплокровным 
организмам, не ограничиваясь одним хозяином. 
Icterohaemorrhagiae характеризуется широким спек-
тром видового поражения, включая представителей 
крупного и мелкого рогатого скота, а также синан-
тропных и домашних животных; Grippotyphosa цир-
кулирует преимущественно среди парнокопытных 
и представителей семейства кошачьих с  возможно-
стью инфицирования приматов; Pomona отличается 
способностью к  инфицированию широкого спектра 
позвоночных, включая представителей отряда парно-
копытных и хищных; Canicola проявляет выраженную 
тропность к семейству псовых с  возможностью инфи-
цирования представителей крупного рогатого скота 
и парнокопытных; Tarassovi циркулирует в большей 
степени в популяциях крупного рогатого скота и гры-
зунов с  потенциальной патогенностью для человека; 
Hebdomadis демонстрирует способность к  инфици-
рованию преимущественно крупного рогатого скота 
и грызунов, также зарегистрированы случаи зараже-
ния человека и слонов (табл.) [6, 12, 13, 14]. 

В  последнее время в  Российской Федерации уча-
стились случаи заражения людей лептоспирами, в осо-
бенности серогрупп Icterоhaemоrrhagiae, Pomona, 
а  также Grippotyphosa и Canicola  [12,  13,  15,  16]. Ана-
логичная ситуация складывается с инфицированием 
животных Leptospira серогруппы Icterоhaemоrrhagiae 
вследствие постоянных контактов между пере-
носчиками – грызунами и домашними животными.  
Собаки чаще являются носителями лептоспир серова-
ра Canicola, чем Icterоhaemоrrhagiae, а также основным 
источником заражения5  [6,  12,  17,  18]. Синантропные 
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Таблица 
Классификация патогенных лептоспир
Table 
Classification of pathogenic leptospires

Таксономическая принадлежность Серогруппа Восприимчивые виды животных

Leptospira interrogans

Icterohaemorrhagiae Крупный и мелкий рогатый скот, собаки, кошки,  
крысы (серая и черная)

Pomona Свиньи, лошади, полевые мыши, мелкий рогатый скот, приматы, 
змеи, олени

Canicola Собаки, овцы, свиньи, лошади

Hebdomadis Грызуны, крупный рогатый скот, слоны

Leptospira interrogans
Leptospira kirschneri Grippotyphosa Крупный рогатый скот, собаки, кошки, серые полевки

Leptospira kirschneri Autumnalis Ушастые ежи

Leptospira borgpetersenii
Leptospira interrogans Sejroe Крупный рогатый скот

Leptospira borgpetersenii Javanica Землеройки-бурозубки, полевые мыши

Leptospira borgpetersenii Tarassovi Крупный рогатый скот, грызуны, свиньи

4 https://центр-ветеринарии.рф

5 Покровский В. И., Пак С. Г., Брико Н. И., Данилкин Б. К. Инфекционные 
болезни и эпидемиология: учебник. 2-е изд. М.: ГЭОТАР-Медиа; 2007. 
816 с.

ВЕТЕРИНАРИЯ СЕГОДНЯ. 2026; 15 (3): 241–251 | VETERINARY SCIENCE TODAY. 2026; 15 (3): 241–251



244

грызуны выступают главными переносчиками и уча-
ствуют в заражении людей, выделяя лептоспиры в вы-
соких концентрациях (107/мл мочи) через несколько 
месяцев после инфицирования. Полевые мыши и кры-
сы являются бессимптомными носителями Leptospira, 
сохраняющихся в почках животных [19].

Передача возбудителя лептоспироза происходит, 
как правило, алиментарным путем. Также существует 
и вертикальная передача – через плаценту, с молоком 
или при коитусе [20].

БИОЛОГИЧЕСКИЕ СВОЙСТВА ЛЕПТОСПИР
Возбудитель лептоспироза относится к роду 

Leptospira, принадлежит к семейству Leptospiraceae по-
рядку Spirochaetales [1]. Лептоспиры – строгие аэробы, 
грамотрицательные, тонкие, спирально закрученные 
бактерии (спирохеты), с двойной мембраной. Длина 
варьируется от  6 до  15  мкм, диаметр  – 0,1–0,25  мкм.  
Геном представлен двумя кольцевидными хромосо-
мами, размер которых зависит от варианта и состоит 
от 3,9 до 4,6 млн пар нуклеотидов [11]. 

Патогенные штаммы, выделенные от млекопита-
ющих, морфологически скручены более плотно, чем  
сапрофитные и лабораторные штаммы. В  ходе серии 
последовательных пассажей лабораторные штаммы 
способны изменяться. Благодаря наличию тонкой осе-
вой линии, окруженной цитоплазматической спира-
лью, их заостренные концы образуют булавовидные 
петли – так называемые крючки (рис.). С достаточной 
регулярностью встречаются бескрючковые формы 
лептоспир, которые были выращены в  лабораторных 
условиях с дефицитом питательных веществ [21]. 

Ранее было установлено, что ультраструктурные 
особенности лептоспир соответствуют общей органи-
зации клеточной стенки грамотрицательных бактерий:  
наличие наружной мембраны, во внешнем слое которой 
локализован липополисахарид (ЛПС), и пептидоглика-
нового слоя, расположенного в промежуточном пери-
плазматическом пространстве [21]. Пептидогликановый 
слой у этих бактерий связан с цитоплазматической, а не 
с  наружной мембраной, что является уникальным для 
спирохет. Близость расположения цитоплазматической 
мембраны к клеточной стенке у лептоспир напоминает 
строение грамположительных бактерий  [22]. В  состав 
пептидогликана входит дисахарид, трипептид и сшитый 
димер. Доля сшитого димера отличается у различных 
штаммов [23]. ЛПС, входящие в состав внешней мембра-
ны, имеют мозаичную структуру и являются диффузны-
ми барьерами, участвующими в  поглощении питатель-
ных веществ [24]. ЛПС – это эндотоксин, содержащийся 
в  мембранах грамотрицательных бактерий, являющий-

ся основным антигеном и активирующий Toll-подобные 
рецепторы 2-го и 4-го типов (TLR2 и TLR4) в клетках хо-
зяина, которые индуцируют выработку и созревание 
антигенпрезентирующих клеток [25]. Слой ЛПС у спиро-
хет L. interrogans составляет 9,2 нм, а у L. biflexa – 6 нм [21]. 
Лептоспиры, по сравнению с другими грамотрицатель-
ными бактериями, характеризуются низкой эндоток-
сичностью [25].

Описано несколько факторов вирулентности лепто-
спир: О-антигены, Н-антигены, ферменты и экзотокси-
ны [25]. Антигенные эпитопы, на которые формируется 
специфический иммунный ответ, представлены ЛПС, 
а  также липопротеинами, иммуноглобулин-подобны-
ми и эндостатин-подобными белками [23].

Двигательный аппарат реализован посредством 
полярно расположенных периплазматических жгутиков, 
называемых еще эндофлагеллами или локомоторными 
органеллами, при помощи которых лептоспиры прони-
кают сквозь тканевые барьеры. Наличие жгутиков также 
определяет вирулентность данных спирохет [1, 24]. 

Размножение лептоспир осуществляется путем по-
перечного бинарного деления  [25,  26]. Патогенные 
лептоспиры являются медленнорастущими в пита-
тельной среде бактериями. Так, интервал времени 
для их генерации может составлять 20  ч, тогда как 
у  сапрофитных видов он составляет 5  ч  [26,  27]. Спи-
рохеты Leptospira требовательны к условиям и растут 
в обогащенных средах, которые дополнены сыворот-
кой крови кролика или барана, также иногда исполь-
зуется сывороточный альбумин быка  [28]. Для куль-
тивирования лептоспир существуют несколько видов 
специальных питательных сред. Они делятся на сыво-
роточные, полусинтетические и синтетические. Для 
изоляции лептоспир из окружающей среды и клиниче-
ских образцов, а также для получения антигенов могут 
использоваться среды с нормальной кроличьей сыво-
роткой, в которых содержится высокая концентрация 
цианокобаламина (Ферворта – Вольфа, Стюарта, Корт-
хофа, Флетчера, Терских, ВГНКИ). Для изоляции леп-
тоспир и дальнейшего получения биомассы для про-
ведения молекулярно-биологических исследований 
применяются среды, содержащие жирные кислоты 
и альбумин (Эллингхаузена – МакКалоха – Джонсона – 
Харриса (EMJH), Эллиса, альбуминовая среда ГНКИ). 
Также могут использоваться свободные от белка сре-
ды (Шенберга, синтетическая безбелковая среда) [29]. 
В основном лептоспиры культивируют с применением 
специальных сывороточных и синтетических сред при 
рН 7,2–7,4 и температуре 25–35 °C [25].

КЛАССИФИКАЦИЯ ЛЕПТОСПИР
До  1989  г. лептоспиры подразделялись на па-

тогенный вид L.  interrogans и сапрофитный вид 
L.  biflexa  [1,  9,  12]. Сапрофитный – это вид апатоген-
ных лептоспир, которые размножаются в окружаю-
щей среде. Патогенный – это вид лептоспир, которые 
поражают животных и человека, в результате выделения 
их из организма-хозяина способны размножаться 
в окружающей среде  [26]. На тот момент времени, 
пока в распоряжении исследователей находились 
только серологические методы диагностики, все виды 
лептоспир были дифференцированы и объединены 
в  серологические группы (серогруппы) с  бесчислен-
ным количеством серологических вариантов (серо-
варов) внутри серогрупп. При этом есть примечание,  

Рис. Leptospira spp. под объективом темнопольного электронного 
микроскопа [1]

Fig. Leptospira spp. under a dark-field microscope [1]
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что сероварианты  – основная таксономическая еди-
ница, тогда как серогруппы – условное деление лепто-
спир [30].

С  развитием молекулярной диагностики появи-
лась классификация по так называемым геномным 
видам (геномовидам) лептоспир. Опытным путем 
выяснено, что геномовиды не соответствуют двум ви-
дам (L.  interrogans и L.  biflexa), поскольку патогенные 
и апатогенные серовары встречаются в пределах од-
ного и того же вида, поэтому принадлежность к серо-
группе или серовару не позволяла определить вид 
лептоспир. Более того, несколько штаммов опреде-
ленного серовара демонстрировали генетическую 
гетерогенность, а  фенотипические характеристики, 
ранее использовавшиеся для дифференциации двух 
основных видов лептоспир (L.  interrogans и L.  biflexa), 
не позволяли определять геномовиды. Таким образом, 
генотипирование и серотипирование представляют 
собой два различных и плохо коррелируемых между 
собой метода классификации лептоспир [31]. 

На распределение лептоспир на геномовиды также 
повлияло развитие филогенетики. Благодаря этому 
появились новые данные, позволяющие к двум основ-
ным кластерам рода Leptospira, сапрофитам (L. biflexa) 
и патогенам (L.  interrogans), добавить третий кластер 
промежуточных лептоспир, которые происходят 
от общего предка патогенных лептоспир. Промежуточ-
ная группа имеет также название «оппортунистиче-
ская», ее представители обладают патогенностью как 
для человека, так и для животных [32]. Оппортунистиче-
ские спирохеты Leptospira имеют биохимически проме-
жуточную форму между сапрофитными и патогенными 
спирохетами Leptospira  [24]. К  промежуточной группе 
относятся такие представители, как L.  fainei, L.  inadai, 
L. broomii, L. licerasiae Matthias и L. wolffii Slack [32]. 

УСТОЙЧИВОСТЬ ЛЕПТОСПИР К ФАКТОРАМ 
ОКРУЖАЮЩЕЙ СРЕДЫ И ДЕЗИНФЕКТАНТАМ
Лептоспиры способны адаптироваться к  условиям 

окружающей среды, меняя вирулентность [24]. 
Для дезинфекции применяют осветленный раствор 

хлорной извести с 2%-м содержанием активного хлора, 
2%-й горячий раствор едкого натра, 3%-й раствор серно- 
карболовой смеси, 5%-ю эмульсию дезинфекционно-
го (фенольного) креолина, 5%-ю эмульсию нафталана, 
2%-й раствор формальдегида6. Для профилактической 
и вынужденной дезинфекции можно использовать рас-
твор бактерицидного препарата «Агрицид» в  концен-
трации 0,55% при минимальной экспозиции 15 мин [33].

По некоторым данным, возбудитель лептоспироза 
погибает при взаимодействии с хлором даже при низ-
ких концентрациях (0,001 мг/л/мин) [26]. 

Лептоспиры – гидробионты, чувствительные к внеш-
ним факторам среды. Высушивание и солнечное излу-
чение вызывают их гибель за 2 ч. При температуре 45 °C 
бактерии погибают через 45  мин, а  при 70  °C  – за  25–
30  мин. В  естественной среде лептоспиры проявляют 
устойчивость: в  воде выживают до  30  сут, во  влажной 
почве  – до  280  сут, на продуктах питания  – до  2  сут. 

Температура, при которой концентрация бактерий сни-
жается вдвое, равна 32,12–32,91 °C [26].

Природные очаги связаны с  географическим ланд-
шафтом и приурочены к  влажным биотопам. Устой-
чивость возбудителя лептоспироза зависит от ряда 
факторов: pH почвы (оптимальным является нейтраль-
ный показатель), минимального содержания кислых 
солей, отсутствия инсоляции и наличия оптимального 
уровня влажности в  почве  [34]. Но,  несмотря на это, 
L.  interrogans способна выживать до 6  ч под воздей-
ствием УФ-излучения  [35]. Образование биопленок 
путем объединения лептоспир также является одним 
из механизмов сохранения бактерии в  окружающей 
среде [24].

Сапрофитные представители рода Leptospira спо-
собны размножаться при температуре 5–35 °C; в есте-
ственных условиях могут репродуцироваться в почве 
и  воде, не  способны инфицировать млекопитающих, 
но в редких случаях могут быть обнаружены в  моче. 
Патогенные спирохеты Leptospira репродуцируются 
при температуре 20–25  °C  [24]. Лептоспиры могут вы-
живать в крови, смешанной с гепарином, при комнат-
ной температуре до 109 сут [36]. 

Устойчивость патогенных лептоспир к вырабаты-
ваемым иммунными клетками хозяина активным фор-
мам кислорода возникает благодаря наличию фермен-
та каталазы [28]. 

ПАТОГЕНЕЗ И КЛИНИЧЕСКИЕ ПРИЗНАКИ 
ЛЕПТОСПИРОЗА 
Инкубационный период лептоспироза у собак 

в среднем составляет 7–12  сут и может колебаться 
от 3 до 30 сут [37]. Существует панвозрастная воспри-
имчивость у животных, однако щенки и молодые осо-
би характеризуются повышенной чувствительностью 
к  возбудителю. Лептоспиры обладают способностью 
проникать трансдермально через любые повреждения 
кожных покровов: открытые раны, ссадины, царапины, 
а также через слизистые оболочки глаз (конъюнктиву), 
рта, носа и гениталий7. Даже незначительные повреж-
дения эпителия могут стать воротами инфекции8. Это 
связано с  тем, что лептоспиры обладают высокой ин-
вазивностью: характерной штопорообразной формой 
и подвижностью, что позволяет им эффективно преодо-
левать различные барьеры, такие как соединительная 
ткань, а  также способностью вырабатывать протеазы 
и гемолизины для более легкого проникновения сквозь 
ткани  [13,  30,  38]. Инфекционный процесс начинает-
ся с  попадания патогенных лептоспир в кровоток, где 
они прикрепляются к эндотелию сосудов, а затем при 
генерализации процесса адгезируют к  открытым ком-
понентам внеклеточных структур в тканях [17, 30]. ЛПС, 
которые содержатся в клеточной стенке лептоспир, 
оказывают воздействие на нейтрофилы и тромбоциты, 
что способствует их адгезии. Сфингомиелинфосфоди-
эстераза и гемолизины, продуцируемые лептоспирами, 
ослабляя эндотелиальные клеточные барьеры, вызы-
вают острый васкулит, который влечет за собой гемор-
рагический синдром с нарушением микроциркуляции. 
В  дальнейшем возникают отеки и кровоизлияния как 
под кожей, так и в органах-мишенях [17, 39, 40]. 6 Ветеринарные правила осуществления профилактических,  

диагностических, лечебных, ограничительных и иных мероприятий,  
установления и отмены карантина и иных ограничений, направлен-
ных на предотвращение распространения и ликвидацию очагов 
лептоспироза: утв. приказом Минсельхоза России от 10.11.2023  
№ 847. https://docs.cntd.ru/document/1304283686

7 Лептоспирозы людей и животных. Под ред. проф. В. В. Ананьина. М.: 
Медицина; 1971. 352 с.
8 Малахов Ю. А. Лептоспироз животных. М.: Агропромиздат; 1992. 238 с. 
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Патогенные лептоспиры обнаруживаются в крови 
уже через 10 мин у лабораторных животных, которые 
были экспериментально заражены внутрибрюшин-
ным, внутрикожным и  интраорбитальным способом. 
Гематогенно лептоспиры за короткое время достигают 
печени, легких и почек. И уже через час после экспери-
ментального заражения патогенные лептоспиры мож-
но выделить из крови, мозга и других органов [17, 40]. 

В некоторых случаях лептоспироз протекает бес-
симптомно. У собак течение болезни может быть под-
острым, острым и хроническим  [17,  24]. Клинические 
признаки зачастую неспецифичны, включают пораже-
ния пищеварительного и мочевыделительного тракта. 
Однако, являясь мультисистемной болезнью, лепто-
спироз поражает многие другие органы [17, 24, 41]. 

Лептоспиры могут локализоваться в половых путях, 
в частности в яйцеводах и матке, способны проникать 
через гематоплацентарный барьер, а  также прикре-
пляться к  блестящей оболочке млекопитающих жи-
вотных, в  том числе человека. Есть опубликованные 
данные, что лептоспиры поражают молочную железу 
и дренирующие ее лимфатические узлы, а  также что 
они могут локализоваться внутри глазного яблока жи-
вотных, вызывая увеит и слепоту [17, 24].

Достигая органов-мишеней, а именно почек, пато-
генные лептоспиры провоцируют многофакторное 
поражение, которое выражается интерстициальным 
нефритом. Инициируется некроз эндотелиальных кле-
ток и основной мембраны клубочков. В последующем 
в  процесс вовлекаются почечные извитые канальца. 
Спровоцированный инфекционный процесс впослед-
ствии влечет за собой развитие острой почечной не-
достаточности с анурией [25]. При появлении клиниче-
ской картины желтухи или почечной недостаточности 
необходима дифференциальная диагностика [41].

Персистенция лептоспир в органах-мишенях приво-
дит к активации затяжного воспалительного процесса, 
инфильтрации пораженного органа и в  конечном сче-
те – к  отложению коллагена и фибронектина в  интер-
стиции. Несмотря на то что данные процессы изучены 
недостаточно, высказаны предположения, что они об-
уславливают хроническое течение лептоспироза  [42]. 
Хронический лептоспироз описывается реже, его часто 
труднее диагностировать, поскольку признаки могут 
наблюдаться у вакцинированных животных [17]. 

ПАТОЛОГО-АНАТОМИЧЕСКИЕ ИЗМЕНЕНИЯ
Признаками лептоспироза являются острый интер-

стициальный нефрит и гемолитическая желтуха. При 
гистологическом исследовании отмечаются пораже-
ния и легочной ткани, которые характеризуются раз-
личной степенью внутриальвеолярных кровоизлияний 
при отсутствии или небольшом количестве экссудата.  
При патолого-анатомическом исследовании выявляют 
энтерит, панкреатит, миокардит, фиброз и другие изме-
нения паренхиматозных органов в зависимости от тече-
ния болезни и тяжести патогенеза [17, 43].

При проведении гистологических исследований 
почек собак, инфицированных лептоспирами, были 
обнаружены изменения, которые характерны для 
интерстициального нефрита, атрофии почечных клу-
бочков, зернистой дистрофии и десквамации эпите-
лия, а  также избыточное отложение гемосидерина 
в  тканях, что вызвано усиленным распадом эритро-
цитов. На препаратах визуализировалось увеличение 

количества и диаметра почечных клубочков, извитых 
и прямых мочевых канальцев. Наблюдались и другие 
изменения: тромбы в капиллярах миокарда, геморра-
гический гломерулонефрит, ателектаз, выраженное 
полнокровие легочных вен и капилляров межальвео-
лярных перегородок, вакуольная и пигментная дис-
трофия печени [17, 44].

ЛАБОРАТОРНАЯ ДИАГНОСТИКА 
ЛЕПТОСПИРОЗА
Возбудитель лептоспироза можно выделить из та-

ких клинических материалов, как кровь, моча, моло-
ко, спинномозговая жидкость, и из патологического 
материала. Из спинномозговой жидкости  – в  первую 
неделю, из мочи – на второй неделе после начала за-
болевания [36]. 

Диагностика лептоспироза заключается в прове-
дении серологических реакций, направленных на де-
текцию и идентификацию лептоспир, таких как реак-
ция микроагглютинации  (РМА) и иммуноферментный 
анализ  (ИФА), рекомендованных Всемирной органи-
зацией здравоохранения животных [24, 31, 45, 46]. По-
становка РМА является эталонным (референтным) ме-
тодом диагностики лептоспироза  [31]. При этом РМА 
больше подходит для подтверждения отсутствия ин-
фекции перед перемещением животных, а  также для 
подтверждения клинических случаев. Однако для по-
следней цели наиболее эффективен ИФА, кроме того, 
он позволяет оценивать иммунный статус у животных 
после вакцинации, чем не обладает РМА  [46]. Поло-
жительные результаты РМА всегда интерпретируются 
как заболевание или лептоспироносительство, без 
учета давности вакцинации9. Поэтому для точности 
диагноза при низких титрах антител целесообразно 
подтверждать результаты методом полимеразной 
цепной реакции (ПЦР) или выделением возбудителя 
бактериологическим методом. Из-за своей морфоло-
гии и быстрого передвижения лептоспиры не визуали-
зируются в световом микроскопе, поэтому их наличие 
детектируют при помощи темнопольного микроско-
па [21]. Также для обнаружения лептоспир используют 
метод импрегнации серебром по Фонтана – Трибондо 
или Левадити. При таком способе спирохеты Leptospira 
окрашиваются в черно-коричневый цвет и визуали-
зируются на светлом фоне. Минимальный уровень 
обнаружения лептоспир составляет 104 на миллилитр 
крови  [47]. Хотя лептоспиры формально относятся 
к  грамотрицательным бактериям, они слабо окраши-
ваются анилиновыми красителями, что делает их по-
хожими на грамположительные микроорганизмы при 
микроскопическом исследовании. Кристаллический 
фиолетовый может применяться для окрашивания 
биопленки, образованной лептоспирами, для даль-
нейшего измерения оптической плотности с помощью 
спектрофотометра [48]. 

Подбор подходящих диагностических подходов за-
висит от стадии течения заболевания. В  острой фазе 
диагностировать лептоспироз можно с  помощью бак-
териологического метода (культивирования на селек-
тивных питательных средах) или ПЦР  [36]. ПЦР позво-
ляет дифференцировать лептоспиры по сероварам [45].  

9 ГОСТ 25386-91 Животные сельскохозяйственные. Методы 
лабораторной диагностики лептоспироза. https://docs.cntd.ru/
document/1200025477
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Для амплификации ДНК спирохет Leptospira предпо-
чтительна постановка ПЦР с образцами цельной крови, 
в  которой присутствует этилендиаминтетрауксусная 
кислота (ЭДТА) в качестве антикоагулянта, так как гепа-
рин угнетает реакцию ПЦР. Нижнее пороговое значение 
составляет 100 лептоспир в 1 мл крови или мочи. Пато-
генные спирохеты Leptospira можно отличить от сапро-
фитных с помощью праймеров, которые выявляют гены, 
такие как lipL32, ligA, ligB, имеющиеся только у патоген-
ных лептоспир [28]. 

В молекулярной диагностике лептоспироза пред-
почтение отдают LAMP – петлевой изотермической ам-
плификации. Этот метод обладает экспрессностью, так 
как в результате амплификации накапливается 109 ко-
пий целевого фрагмента, а инкубация длится в  тече-
ние часа на водяной бане при температуре 60–65  °C. 
В дальнейшем полученную амплифицированную ДНК 
визуализируют, используя гель-электрофорез. Метод 
LAMP был разработан также с целью выявлений гена 
rrs субъединицы 16S рибосомальной РНК, что позво-
ляет дифференцировать патогенные и сапрофитные 
спирохеты [28].

По мере выработки антител на второй неделе леп-
тоспиры выводятся из кровотока и начинают выде-
ляться вместе с мочой. Во время этой стадии снижает-
ся чувствительность обнаружения ДНК в  крови и по-
вышается в  моче, также возрастает чувствительность 
обнаружения антител [36]. С этим хорошо справляется 
ИФА, который выявляет антитела различных классов, 
что помогает быстрому купированию инфекционного 
процесса [45]. 

При выделении лептоспир их рост происходит 
медленно, генерация может составлять до 20 ч. Посев 
крови на питательную среду проводят на 2–4-е сутки 
и культивируют при температуре 28–30 °C [36]. 

Существуют экспресс-тесты, которые основаны 
на выявлении антител в  образцах сыворотки крови. 
Так как антитела образуются не сразу, такие экспресс-
тесты не способны выявить лептоспиры в  течение 
7–10  дней после манифестации. Экспресс-тесты ИХА 
(иммунохроматографический анализ, тест-полоски 
с антигеном лептоспир) используют для быстрой 
постановки дифференциального диагноза [28].

Для селективного выделения лептоспир из образцов 
окружающей среды можно использовать комбинацию 
противомикробных препаратов, в  состав которой вхо-
дят: сульфаметоксазол, триметоприм, амфотерицин  В, 
фосфомицин, 5-фторурацил. Данная комбинация при до-
бавлении в питательную среду подавляет рост 16 микро-
организмов, при этом не подавляет рост лептоспир [49].

ЛЕЧЕНИЕ И ПРОФИЛАКТИКА ЛЕПТОСПИРОЗА
При заражении патогенными лептоспирами в пер-

вую очередь появляется гуморальный иммунный от-
вет. Защитные антитела, вырабатываемые во время 
инфекции, направлены в основном на ЛПС определен-
ных лептоспир, но не обеспечивают перекрестную за-
щиту против ЛПС других сероваров [17, 31].

Как только у хозяина формируется приобретенный 
иммунный ответ, бактериемия снижается, однако леп-
тоспиры могут локализоваться в виде биопленки вну-
три глазного яблока [17, 50]. 

В  большинстве случаев у собак не происходит 
полного выздоровления после переболевания леп-
тоспирозом, животные становятся бессимптомными 

носителями лептоспир, поскольку спирохеты долго 
персистируют в  извитых почечных канальцах, где  
не синтезируются секреторные  IgA. Образуемый им-
мунитет нестерилен, вследствие чего животное явля-
ется источником возбудителя инфекции для человека 
и других животных [2, 43]. 

Согласно действующим нормативно-правовым ак-
там10, профилактика и борьба с лептоспирозом вклю-
чают: диагностические мероприятия, ограничитель-
ные меры, ликвидацию очагов инфекции, вакцинацию 
восприимчивых животных.

Лечение лептоспироза у  собак охватывает все зве-
нья существующей терапии. Этиологическая терапия 
заключается в  применении антибиотиков, относящих-
ся к  цефалоспоринам, пенициллинам, тетрациклинам 
(в  частности, доксициклин), при этом макролиды (ази-
тромицин) могут быть подходящей альтернативой 
в  случае выделения антибиотикорезистентных штам-
мов лептоспир. Стоит также отметить, что Leptospira spp. 
устойчивы к  хлорамфениколу, метронидазолу, рифам-
пицину или ванкомицину [17, 51, 52]. Несмотря на высо-
кую эффективность антибиотикотерапии при лептоспи-
розе, в некоторых случаях у  пациентов может наблю-
даться реакция Яриша – Герксгеймера в связи с высво-
бождением эндотоксинов при гибели лептоспир  [52]. 
Поддерживающая терапия направлена на восстанов-
ление и функциональную реабилитацию пораженных 
органов. В  тяжелых случаях необходима заместитель-
ная терапия: диализ, восполнение дефицита факторов 
свертывания крови и дотация электролитов [17]. 

Первая иммунизация инактивированными фено-
лом лептоспирами, сформировавшая защитный им-
мунитет у морских свинок, была успешно проведена 
в  1914  г. в  Японии. В  то же время было установлено, 
что возможно проведение пассивной иммунизации 
больных животных с  помощью гипериммунной сыво-
ротки. За последние 100  лет было проведено множе-
ство экспериментальных исследований по инактива-
ции лептоспир, для этого использовали фенол, этанол, 
формалин, а также различные методы: нагревание, за-
мораживание  –  оттаивание, ультрафиолетовое бакте-
рицидное облучение [53]. 

В настоящее время разработан ряд вакцин для про-
филактики лептоспироза у собак. Иммунизация за-
щищает животное от острого течения болезни, но не 
может предотвратить инфицирование, если собака 
подвергается воздействию высокоинвазивного штам-
ма. Защита опосредована антителами, выработанными 
при Т-независимом иммунном ответе на ЛПС лептоспир, 
при котором сразу реагируют В-лимфоциты и начинает 
продуцироваться иммуноглобулин класса М. При этом 
вакцины не способны полностью защитить организм от 
заражения другими серогруппами из-за отсутствия пе-
рекрестной защиты, поэтому информация о  серогруп-
пах лептоспир, которые циркулируют в определенном 
географическом регионе, остается важным фактором 
для разработки вакцины [17, 41, 54]. 

Существуют вакцины, в состав которых входит серо-
группа Australis, однако для нашей страны лептоспиры 

10 Ветеринарные правила осуществления профилактических,  
диагностических, лечебных, ограничительных и иных мероприятий, 
установления и отмены карантина и иных ограничений, направлен-
ных на предотвращение распространения и ликвидацию очагов 
лептоспироза: утв. приказом Минсельхоза России от 10.11.2023  
№ 847. https://docs.cntd.ru/document/1304283686
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данной серогруппы являются менее актуальными. 
Также применяются инактивированные поливалент-
ные вакцины, созданные на основе производствен-
ных штаммов серогрупп Icterohaemorrhagiae, Canicola, 
Pomona и Grippotyphosa с адъювантом11 [18, 55]. 

На основании актуальных рекомендаций Всемир-
ной ветеринарной ассоциации мелких домашних 
животных (WSAVA) и опубликованных данных первая 
вакцинация щенков против лептоспироза проводится 
в возрасте 6–8 нед. с последующей ревакцинацией че-
рез 2–4 нед. Формирование иммунного ответа у щен-
ков имеет свои особенности: пассивный иммунитет, 
полученный от  матери, начинает снижаться к  8–12- 
недельному возрасту, при этом у отдельных особей фор-
мирование активного иммунитета может происходить 
раньше из-за низкого уровня материнских антител [56]. 

В  возрасте 12  мес. проводится ревакцинация, по-
сле которой иммунизация осуществляется ежегодно, 
при этом схема может корректироваться с учетом ре-
гиональных особенностей, эпизоотической ситуации 
и условий содержания животного. В  регионах, стаци-
онарно неблагополучных по лептоспирозу, рекомен-
довано вводить третью дозу вакцины через 3 мес. по-
сле второй дозы, что создает напряженный иммунитет 
продолжительностью не менее 1 года [56, 57].

При создании субъединичных вакцин используют 
компоненты внешней мембраны, такие как ЛПС, по-
верхностные белки, гликопротеины и анатоксины, 
благодаря чему они являются передовым поколением 
препаратов  [23]. Наиболее перспективным в  разра-
ботке эффективного препарата для иммунизации жи-
вотных с обеспечением перекрестной защиты может 
стать белок  А (LigA) наружной мембраны лептоспир, 
который имеет 12–13  иммуноглобулиноподобных по-
вторяющихся доменов, но для этого нужны дальней-
шие исследования [23].

На данный момент ведется производство вакцин 
против лептоспироза собак на основе инактивирован-
ного цельного бактерина, а также разработка экспери-
ментальных образцов вакцин, содержащих рекомби-
нантные белки. Все коммерческие лицензированные 
вакцины, представленные на данный момент и ис-
пользуемые в  ветеринарии против лептоспироза жи-
вотных, основаны на инактивированных цельных леп-
тоспирах. При введении животным такого рода антиге-
на индуцируется выработка антител организма к ЛПС 
лептоспир. Гуморальный иммунный ответ, выработан-
ный у  животных после проведенной вакцинации, так 
же как и иммунный ответ у переболевших животных, 
является специфичным лишь для входящих в состав 
вакцины серовариантов лептоспир. Такие вакцины не 
способны стимулировать выработку перекрестного 
иммунитета у животных и требуют ежегодных повтор-
ных иммунизаций [58]. 

ДНК-вакцины имеют свойство напрямую трансфици-
ровать клетки животных путем введения плазмид, ко-
дирующих эпитопы антигенов. Иммунизация животных 
с помощью ДНК-вакцин может спровоцировать повы-
шенную экспрессию гетерологичного антигена и выра-
ботку клеточного и гуморального иммунного ответа [27]. 

Что касается вакцин, содержащих живые лептоспи-
ры, существует работа, описывающая иммунизацию 
хомяков и свиней живой вакциной против лептоспи-
роза. Доказано, что аттенуированный в лабораторных 
условиях серовар Pomona вызывал защитный иммуни-
тет, который сохранялся 14 мес. Однако дальнейшего 
развития экспериментальная вакцина не получила, 
и на данный момент не существует зарегистрированных 
живых вакцин против возбудителя лептоспироза [53].

Таким образом, проблема лептоспироза продолжа-
ет сохранять высокую актуальность для Российской 
Федерации, а  система диагностики и регистрации 
случаев среди животных, особенно это касается со-
бак, остается несовершенной. У  собак заболевание 
маскируется под иные патологии, что ведет к пропуску 
заболевших и неполному учету. Между тем именно 
достоверные данные о выявленных случаях позво-
ляют определить циркулирующие на территории се-
рогруппы и штаммы Leptospira, без чего невозможно 
создать вакцины с оптимальной антигенной формулой 
и надежной перекрестной защитой. Неполная реги-
страция формирует «слепые зоны» в эпизоотологиче-
ском надзоре, затрудняет прогнозирование вспышек 
и повышает риски зоонозной передачи. Для решения 
проблемы необходимо усилить ветеринарный надзор, 
внедрить улучшенные алгоритмы диагностики (при 
положительном результате РМА проводить ПЦР на 
наличие ДНК возбудителя) и наладить оперативную 
передачу данных в региональные и федеральные ре-
естры  – это позволит актуализировать карту распро-
странения возбудителя лептоспироза, повысить эф-
фективность вакцинопрофилактики и снизить риски 
заражения людей.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Лептоспироз представляет собой зоонозное ин-

фекционное заболевание, вызываемое бактериями 
рода Leptospira. Особую эпидемиологическую значи-
мость представляет трансмиссия возбудителя от собак 
к человеку через различные биотические и абиотиче-
ские факторы передачи. Низкая эффективность суще-
ствующих вакцинных препаратов в  формировании 
иммунного ответа против циркулирующих серогрупп 
патогена актуализирует необходимость создания усо-
вершенствованной вакцины. Такой препарат должен 
обеспечивать поливалентную защиту от эндемичных 
для Российской Федерации штаммов и способствовать 
формированию надежного барьера против широкого 
спектра патогенных вариантов возбудителя. Разра-
ботка подобной вакцины станет значимым вкладом 
в контроль распространения данной инфекции среди 
людей и животных.
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Филогенетический анализ изолятов вируса 
бешенства, выявленных на территории  
Новосибирской области (Российская Федерация)
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РЕЗЮМЕ
Введение. Новосибирская область относится к числу энзоотичных по бешенству субъектов Российской Федерации Сибирского федерального округа, 
лидируя по числу регистрируемых случаев среди других субъектов округа. В то же время изученность генетических особенностей полевых изолятов 
вируса бешенства низкая. 
Цель исследования. Оценить связи эпизоотий бешенства на энзоотичной территории Новосибирской области с  соседними регионами на основе 
анализа генетического разнообразия вариантов вируса бешенства и их пространственного распределения.
Материалы и методы. Секвенирование двух перекрывающихся фрагментов генома, содержащих полноразмерный ген нуклеопротеина N вируса бешенства, 
с  последующей очисткой и нуклеотидным секвенированием по Сэнгеру осуществляли согласно ранее опубликованному протоколу. При выполнении 
филогенетического анализа использовали байесовский подход с применением пакета программ Bayesian Evolutionary Analysis Sampling Trees (BEAST X).
Результаты. Количество зарегистрированных заболеваний животных бешенством после 2012  г. заметно снизилось и не превышало 60  случаев 
в  год. Все изученные изоляты относятся к генетической группе  С. Изоляты классифицируются на два генетических кластера  – C2c (35  изолятов) 
и C2b (18 изолятов). Один из изолятов вируса бешенства выделен в культуре клеток нейробластомы мыши. Представители всех кластеров группы С, 
выявленных в Новосибирской области, раньше обнаруживались также в Казахстане. Наиболее устойчивые связи прослеживаются с  Восточно-
Казахстанской (кластеры С2с, С1b) и Северо-Казахстанской (кластеры C2c, C2b) областями. Результаты филогенетического анализа согласуются 
с  ранними описаниями «лисьего» бешенства и с  результатами эпизоотологического мониторинга на сопредельных территориях Западной Сибири 
и Казахстана в современный период.
Заключение. В настоящее время на территории Новосибирской области персистируют варианты вируса бешенства кластеров C2b и C2c, имеющих 
независимое друг от друга происхождение. 

Ключевые слова: вирус бешенства, филогенетический анализ, генетическая группа С, Новосибирская область
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Phylogenetic analysis of rabies virus isolates recovered 
in the Novosibirsk Oblast (the Russian Federation)
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ABSTRACT
Introduction. The Novosibirsk Oblast is classified as a rabies-endemic region within the Siberian Federal District of the Russian Federation, ranking first in the 
number of reported cases among all constituent territories of the district. However, there is a notable lack of research on the genetic properties of the rabies virus 
field isolates. 
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Objective. This study seeks to assess how rabies outbreaks in the rabies endemic Novosibirsk Oblast are connected with those in the neighbouring regions, by 
analyzing genetic diversity of rabies virus variants and their spatial distribution. 
Materials and methods. Two overlapping genome fragments containing full-size nucleoprotein (N) gene of rabies virus were Sanger-sequenced following 
purification, using a previously established procedure. Phylogenetic analysis was performed using a Bayesian approach as implemented in the Bayesian 
Evolutionary Analysis Sampling Trees (BEAST Х) software package.
Results. The number of registered animal rabies cases after 2012 declined markedly and has not exceeded 60 cases per year. All the studied isolates belong to 
genetic group C. The isolates are classified into two genetic clusters – C2c (35 isolates) and C2b (18 isolates). One of the rabies virus isolates was recovered in mouse 
neuroblastoma cell culture. All group C clusters found in the Novosibirsk Oblast have previously been reported in Kazakhstan as well. The most stable connections 
are observed within the East Kazakhstan (Сlusters C2c, C1b) and North Kazakhstan (Сlusters C2c, C2b) Oblasts. Results of the phylogenetic analysis are consistent 
with earlier descriptions of “fox” rabies and with the findings of epizootiological monitoring in adjacent territories of Western Siberia and Kazakhstan.
Conclusion. At present, two independently derived virus clusters – C2b and C2c – are circulating in the Novosibirsk Oblast. 

Keywords: rabies virus, phylogenetic analysis, genetic group C, the Novosibirsk Oblast
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Новосибирская область была представлена 
в GenBank всего одной полноразмерной последова-
тельностью гена нуклеопротеина (гена  N), принад-
лежащей изоляту RVHN [10].

Относительно недавно опубликована статья, 
в  которой на основе анализа пространственного 
распространения эпизоотий в Новосибирской обла-
сти в очередной раз обосновывалась резервуарная 
роль мелких наземных млекопитающих без каких-
либо вирусологических подтверждений  [13] и без 
учета ранее опубликованных данных  [1]. В  1998  г. 
отмечено проникновение в Новосибирскую область 
енотовидной собаки (Nyctereutes procyonoides), ко-
торая расселилась от западных до восточных гра-
ниц региона, включая правобережье р. Оби [14, 15]. 
Не исключено, что вместе с енотовидной собакой 
в  Новосибирскую область могли распространиться 
варианты вируса бешенства из западных регионов 
Российской Федерации. 

Новосибирская область расположена на юго-
востоке Западно-Сибирской низменности и занима-
ет площадь около 178  тыс.  км2. Здесь преобладают 
лесостепные и степные равнинные ландшафты, на 
леса приходится около 26% территории. Характер 
ландшафтов, состав флоры и фауны резко изменя-
ются в предгорьях Салаирского кряжа на правобе-
режье р.  Оби, далее на востоке преобладают таеж-
ные леса и горный рельеф. Новосибирское водохра-
нилище (Обское море) имеет протяженность около 
200  км  – от слияния р.  Катуни и  Бии в  Алтайском 
крае до г. Новосибирска1. 

ВВЕДЕНИЕ
Новосибирская область относится к числу энзоотич-

ных по бешенству субъектов Российской Федерации 
Сибирского федерального округа, лидируя по числу ре-
гистрируемых случаев среди других субъектов округа. 
Заболевания животных бешенством на протяжении де-
сятилетий регистрируются ежегодно [1, 2, 3]. Наиболее 
неблагополучные по бешенству территории Новоси-
бирской области являются частью Западно-Сибирско-
Казахстанского степного и лесостепного очагового ре-
гиона; участки на правобережье р. Оби отнесены к оча-
говому региону горных областей Южной и Восточной 
Сибири [4]. В настоящее время преобладают эпизоотии 
природного типа, основным резервуаром инфекции 
служит лисица (Vulpes vulpes), в степных районах на юге 
области в распространении бешенства участвует также 
корсак (Vulpes corsac). Бешенство других диких живот-
ных регистрируется значительно реже [5]. 

Бешенство среди лисиц в Новосибирской обла-
сти впервые отмечено в 1957 г. – раньше, чем в дру-
гих районах Сибири, и уже тогда предполагалось, 
что оно проникло в южную часть области из Казах-
стана [6, 7, 8]. В 1958 г. в одном из сельских районов 
описан первый в  Сибири случай заболевания чело-
века в результате заражения от лисицы [9]. Позднее 
благодаря использованию молекулярно-генетиче-
ских методов установлено, что на юге Сибири от 
Урала до Забайкалья, а также на сопредельных тер-
риториях Казахстана, Монголии и Китая распростра-
нен степной (steppe) вариант вируса бешенства (ге-
нетическая группа C) клады Cosmopolitan [10, 11, 12]. 
К настоящему времени для этой обширной террито-
рии накоплены данные о структуре генома большо-
го количества изолятов вируса бешенства, однако  

1 Физико-географическое описание территории Новосибирской 
области.  https://docs.cntd.ru/document/465709672/titles/3P22BOP
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Выделение РНК из головного мозга животных и на-
работку в ОТ-ПЦР двух перекрывающихся фрагментов 
генома, содержащих полноразмерный ген  N вируса 
бешенства, с последующей очисткой и нуклеотидным 
секвенированием по Сэнгеру осуществляли согласно 
ранее опубликованному протоколу [18]. 

Поиск родственных нуклеотидных последова-
тельностей в  GenBank осуществлялся с  помощью он-
лайн-сервиса BLAST (Basic Local Alignment Search Tool, 
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

При выполнении филогенетического анализа ис-
пользовали байесовский подход с применением пакета 
программ Bayesian Evolutionary Analysis Sampling Trees 
(BEAST  X)  [19]. Предварительно с  помощью компью-
терной программы MEGA version  12.1  [20] оценивали 
модель, подходящую для построения филогенетиче-
ского дерева, с  определением байесовского коэффи-
циента (BIC) и скорректированного коэффициента Ака-
ике (AICc). По результатам теста была выбрана модель 
GTR + G + I (ВIC = 21643,362; AICc = 17230,494). Филогене-
тическое дерево, отражающее апостериорную (эмпи-
рическую, posterior) вероятность времени образования 
внутренних (предковых) и терминальных узлов с 95%-м 
доверительным интервалом (95%-й ДИ), конструирова-
ли методом «нестрогих молекулярных часов», устанав-
ливая гетерохронную калибровку до года выделения 
образца, модель случайного начального дерева с  по-
стоянным размером популяции, длину марковской 
цепи Монте-Карло (MCMC) 1  ×  108 c  частотой дискре-
тизации 1 × 105. Апостериорную прогностическую про-
верку проводили для всех таксонов, принадлежащих 
генетической группе С вируса бешенства. 

Достоверность МСМС оценивали в программе 
Tracer при анализе выходных данных BEAST X [21]. 

Дерево аннотировали с помощью утилиты 
TreeAnnotator и установленными параметрами устра-
нения выбросов (burn-in = 10%, 10 000 000 состояний), 
максимальной достоверности клады (MCC) и сохране-
ния заданной длины. 

Визуализацию филогенетического дерева выпол-
няли в программе FigTree v.1.4.5 [22]. 

Для классификации изолятов использован подход, 
предложенный A. A. Deviatkin et al., в котором предлага-
лось разделить группу C на более мелкие таксоны – под-
группы C0, C1 и С2 и кластеры C1a, C1b, C2a, C2b и C2c [11].

Для культивирования полевого изолята вируса бе-
шенства использовали культуру клеток нейробластомы 
мыши N2a из коллекции ФГБУ «ВНИИЗЖ» (г. Владимир). 
Культивирование проводили согласно «Методическим 
указаниям по выделению вируса бешенства в культуре 
клеток нейробластомы мыши»  [23]. Для окрашивания 
применяли антирабический флуоресцирующий имму-
ноглобулин «Флураб» производства ФГБУ  «ВНИИЗЖ» 
(г.  Владимир). Инфекционную активность определяли 
методом титрования вируса в культуре клеток N2a [24].

Для картографирования использовали электрон-
ную ландшафтно-географическую карту Natural Earth 
и программу QGIS  3.2.1. Географические координаты 
точек сбора изолятов вируса бешенства определены 
по расположению ближайших населенных пунктов. 

РЕЗУЛЬТАТЫ
Количество зарегистрированных заболеваний жи-

вотных бешенством после 2012  г. заметно снизилось 
и не превышало 60  случаев в  год. Более половины  

Новосибирская область граничит с энзоотичными 
по бешенству территориями Омской области на за-
паде, с Казахстаном на юго-западе и Алтайским краем 
на юге. Имеются основания полагать, что бешенство 
из Новосибирской области периодически проника-
ло в  соседние регионы, где оно регистрировалось 
с многолетними перерывами: в расположенную север-
нее Томскую область, а на востоке – в Кемеровскую об-
ласть и далее, в Красноярский край и Хакасию [16, 17]. 
В связи с изложенными выше фактами имеются веские 
основания для проведения филогенетического анали-
за изолятов вируса бешенства с этой территории.

Цель  – оценить связи эпизоотий бешенства на эн-
зоотичной территории Новосибирской области с  со-
седними регионами на основе анализа генетического 
разнообразия вариантов вируса бешенства и их про-
странственного распределения. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Статистические данные о бешенстве животных 

в Новосибирской области по годам и видам животных 
за  2008–2025 гг. (n  =  770) получены из ФГБУ  «Центр  
ветеринарии».

Образцы головного мозга от животных (n = 53) полу-
чены в рамках сотрудничества по НИР из Новосибир-
ской испытательной лаборатории ФГБУ «Федеральный 
центр охраны здоровья животных» (ФГБУ «ВНИИЗЖ»). 
Характеристики образцов (названия изолятов, дата 
и место выявления, вид животного и  др.) представ-
лены в  электронном виде в разделе Дополнитель-
ные файлы по адресу https://doi.org/10.29326/2304-
196X-2026-15-3-252-261. 

Наличие РНК вируса бешенства в предоставленных 
образцах определяли с помощью тест-системы для вы-
явления фрагмента генома вируса бешенства методом 
совмещенной обратной транскрипции – полимеразной 
цепной реакции (ОТ-ПЦР) в режиме реального времени 
«Бешенство-С-ОТ-ПЦР» производства ФГБУ  «ВНИИЗЖ» 
(г. Владимир) согласно инструкции по применению.

Рис. 1. Динамика числа зарегистрированных случаев бешенства 
животных в Новосибирской области (всего, в том числе диких) 
и структура заболеваемости бешенством по категориям животных 
(суммарно за 2009–2025 гг., n = 770)

Fig. 1. Trends in the number of reported rabies cases in animals 
in the Novosibirsk Oblast (all animals, including wildlife), 2009–2025, 
and distribution of cases by animal category (cumulative data; n = 770)
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ского анализа по видам животных примерно соответ-
ствовало структуре заболеваемости: дикие животные – 
47,1%, сельскохозяйственные животные  – 35,8%, до-
машние плотоядные – 17,0%. В группе диких животных 
преобладали изоляты от лисиц – 23 (43,4% от общего 
количества изолятов), по  1  изоляту было от  корсака  
и енотовидной собаки (по 1,9%). 

Около 23,0% изолятов собрано в  лесостепи се-
вернее оз.  Чаны и группы других крупных озер  

из них приходилось на диких животных и лишь около 
12% – на домашних плотоядных (рис. 1). Из всех случа-
ев регистрации бешенства среди сельскохозяйствен-
ных животных более 80% приходится на крупный ро-
гатый скот. 

Образцы головного мозга животных, собранные 
в 2023–2025 гг., исследованы с помощью ПЦР; наличие 
вируса бешенства было установлено во всех образцах. 
Распределение изолятов вируса для филогенетиче-

Рис. 2. Филогенетическое дерево, построенное с использованием полноразмерной нуклеотидной последовательности гена N 
вируса бешенства и алгоритма «нестрогих молекулярных часов»
Примечание: Цифрами (от 0 до 1) над ветвями дерева даны значения апостериорной вероятности выделения той или иной группы. Цветом ветвей показана 
скорость фиксации нуклеотидных замен (расшифровка цвета дана на дополнительной шкале). Горизонтальная временная шкала внизу показывает год суще-
ствования последнего общего предка для той или иной группы, в узлах дерева сиреневой полосой показаны 95%-е доверительные интервалы для этого значения. 
Черными ромбами маркированы изучаемые изоляты, черным треугольником – ранее изученный изолят RVHN из Новосибирской области. Розовым шрифтом 
подписаны генетические группы, голубым – генетические подгруппы и кластеры.

Fig. 2. Phylogenetic tree based on the full-length rabies virus N gene nucleotide sequences and the “relaxed molecular clock model”
Note: The numbers (0–1) shown above the branches denote posterior probability values for the corresponding clades. Branch colors reflect the rate of nucleotide substitution 
fixation, with the color legend provided in the adjacent scale. The horizontal time axis at the base of the tree denotes the time to the most recent common ancestor for each 
respective clade; 95% confidence intervals are represented by purple bars at the nodes. The isolates from this study are shown as black diamonds, and the previously characterized 
isolate RVHN from the Novosibirsk Oblast is indicated by a black triangle. Genetic groups are denoted in pink text, whereas genetic subgroups and clusters are represented in blue.
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Arctic и Arctic-like ввиду очень отдаленного генетиче-
ского родства). Таким образом, в  филогенетический 
анализ было включено 206 полноразмерных последо-
вательностей гена N вируса бешенства, из них 194 по-
следовательности относились к представителям гене-
тической группы С, по три изолята – к группам D и E, 
пять изолятов  – к  группе  F. В качестве корня был ис-
пользован изолят RVHK, относящийся к группе Arctic  
[10, 18, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31]. 

В результате филогенетического анализа было по-
строено дерево, представленное на рисунке  2. Для 
лучшей читаемости рисунка группы изолятов, не име-
ющих близкого генетического родства с изучаемыми 
изолятами, были «свернуты». 

Из 53 изучаемых 35 образовывали группы идентич-
ных изолятов (от 2 до 14 в группе). Остальные 18 изо-
лятов были уникальны. Впервые изученные в данном 
исследовании изоляты (обозначены ромбами на ри-
сунке  2) отчетливо распределились на  2  группы, от-
личия между группами составили 2,51–3,18%. В одной 
из групп уровень отличий между изолятами был 0,00–
1,78% (на рисунке  2  – верхняя группа), а  в  другой  – 
0,00–0,67% (нижняя группа). 

Топология филогенетического дерева подтверж-
дает, что все изученные изоляты относятся к генети-
ческой группе  С. При сравнении с  ранее охарактери-
зованными вирусами изучаемые изоляты классифи-
цируются в два генетических кластера  – C2c (35  изо-
лятов) и C2b (18 изолятов). Точки выявления изолятов 
с указанием кластеров представлены на рисунке 3.

К изолятам из Новосибирской области, относя-
щимся к кластеру C2b, генетически близки изоляты 
из Северо-Казахстанской, Карагандинской (выявлены 
в 2021 г.) и Акмолинской (выявлен в 2014 г.) областей 
Казахстана [25]. Внутри кластера они образуют генети-
чески однородную группу с родством между собой не 
менее 99,33%. Предположительно, эта группа возник-
ла относительно недавно, в  2011  г. (2007,8–2013,9  гг., 
учитывая 95%-й  ДИ). Группа поддержана высокой 
оценкой апостериорной вероятности  –  1,0. В  целом 
же кластер C2b возник, предположительно, в  1974  г. 
(1966,4–1982,7 гг.). 

Изоляты, относящиеся к  кластеру C2b, были выяв-
лены в Новосибирской области только в междуречье 
р.  Оби и Иртыша, преимущественно в западной ча-
сти области, но не найдены на правом берегу р. Оби 
(рис. 3). В то же время кластер C2b содержит изоляты, 
выявленные в  Омской области, Алтайском и Красно-
ярском краях, а  также в Алматинской области Казах-
стана, но имеющие более отдаленное родство с ново-
сибирскими изолятами (от 2,14 до 2,88%).

В рамках кластера C2c выделяется группа, поддер-
жанная высоким значением апостериорной вероят-
ности  (1,0), включающая изоляты, выявленные в  Но-
восибирской области, и пять изолятов, выявленных  
в Казахстане в  2021  г. в  Северо-Казахстанской и Вос-
точно-Казахстанской областях. Предположительно, 
эта группа возникла в  2006  г. (1999,1–2013,0  гг.). Изо-
ляты кластера C2c выявлялись от западных до восточ-
ных границ в Новосибирской области (рис. 3). Кроме 
того, в кластере C2c присутствуют изоляты из Омской 
области России и Алматинской области Казахстана, 
но они имеют более отдаленное родство с изолятами 
из Новосибирской области (0,52–1,26%). Предположи-
тельно, кластер C2c возник в 1984 г. (1981,4–1987,0 гг.).

в центральной части Новосибирской области, 26,0% 
происходит из Кулундинской степи, граничащей  
с Павлодарской областью Казахстана и Алтаем. Боль-
шая группа (36,0%) – изоляты с правобережья р. Оби. 
Таким образом, представлены основные неблагопо-
лучные по бешенству природно-климатические зоны.

Для всех изолятов вируса бешенства была опреде-
лена полноразмерная нуклеотидная последователь-
ность гена  N  (1353  н.  о.). Полученные последователь-
ности депонировали в  международную базу данных 
GenBank (номера доступа в GenBank представлены 
в  таблице, размещенной в разделе Дополнитель-
ные файлы по  адресу https://doi.org/10.29326/2304-
196X-2026-15-3-252-261). 

На основе полноразмерной нуклеотидной после-
довательности гена  N был проведен филогенетиче-
ский анализ изолятов вируса бешенства с применени-
ем байесовских филогенетических методов. Согласно 
предварительному анализу, все изученные изоляты 
из Новосибирской области отнесены нами к  генети-
ческой группе  С (степная) вируса бешенства по клас-
сификации, предложенной I.  V.  Kuzmin  et  al.  [10]. По-
этому для филогенетического анализа из базы данных 
GenBank были получены полноразмерные последо-
вательности всех имеющихся изолятов этой группы, 
выявленных на территории РФ с  известным годом 
выявления (за  исключением идентичных или близ-
кородственных, с  генетическим родством более 99%, 
изолятов). Кроме того, поиск с  помощью онлайн-сер-
виса BLAST позволил определить близкородственные 
изоляты, выявленные в Казахстане и Иране, которые 
также были включены в анализ. 

Для наглядного представления группы С среди дру-
гих генетических вариантов вируса бешенства были 
включены по несколько изолятов из других генетиче-
ских групп, чей ареал перекрывается с  территорией 
России (кроме представителей генетических групп 

Рис. 3. Распространение генетических кластеров вируса 
бешенства на территории Новосибирской области
Примечание: Номера на карте соответствуют номерам изолятов (см. раздел 
«Дополнительные файлы»: https://doi.org/10.29326/2304-196X-2026-15-3-252-261). 
Открытые степные и лесостепные пространства показаны светлой заливкой.

Fig. 3. Spatial distribution of rabies virus genetic clusters across 
the Novosibirsk Oblast 
Note: The numbers on the map correspond to the isolate numbers (see the “Supplementary 
Files” section: https://doi.org/10.29326/2304- 196X-2026-15-3-252-261). Steppe and forest-
steppe areas are highlighted with a light background fill.
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Новосибирские изоляты кластера C2c проявляют 
высокое родство и в некоторых случаях идентичность 
между собой, а также с изолятами, выявленными  
в Казахстане, и чуть меньшее родство с  изолятами  
из Омской области. Они распространены на всей 
южной части Новосибирской области. В  междуречье 
Оби и Иртыша представители этого кластера выявле-
ны преимущественно вдоль южной границы Новоси-
бирской области, а  на  юго-востоке отмечены вблизи 
Новосибирска на левом берегу р.  Оби (в том числе 
изолят от енотовидной собаки). Только 12,1% всех 
изолятов кластера C2c выявлено на западе недалеко 
от границ с Омской областью. Опубликованы данные 
о находках изолятов этого кластера в Омской области 
в  2001–2009  гг. и в  Казахстане (в  районе г.  Алма-Аты) 
в 1988 г. [10, 11].

Изоляты из Новосибирской области, относящиеся 
к кластеру C2b, также проявляют высокое родство или 
идентичность между собой и с изолятами из Казахста-
на, но не имеют близких родственников в Омской об-
ласти. Они обнаружены преимущественно в западной 
части Новосибирской области, характеризующейся 
равнинными лесостепными ландшафтами и обили-
ем озер. Ранее описанные находки этого кластера 
на Алтае, в  Омской области и Казахстане относятся 
к 2008–2014 гг., а наиболее ранняя, в восточной части 
Казахстана, датирована 1988 г. Только один изолят об-
наружен севернее 56° с. ш. на стыке лесостепи и тайги. 
В таежной зоне на севере Новосибирской области бе-
шенство в этот период регистрировалось редко. 

Особенности ландшафтного распределения изо-
лятов вируса бешенства, по-видимому, связаны 
с  различиями в численности населения естествен-
ных хозяев вируса бешенства. Основная часть ис-
следованных изолятов от диких животных получе-
на от лисиц (25  из  27) и лишь единичные изоляты  –  
от корсака и енотовидной собаки. Численность лиси-
цы наиболее высока в лесостепи в центральной и юж-
ной частях области и составляет 12–16  тыс. особей. 
Корсак распространен на незначительных по площа-
ди степных территориях, граничащих с Казахстаном, 
и его численность значительно меньше – 2,2–2,7 тыс. 
особей  [32]. Енотовидная собака распространяется  
с запада на восток преимущественно по южной лесо-
степи и на недавно заселенных участках встречается 
спорадически. По данным учетов, ее общая числен-
ность в  области составляет всего около 400  осо-
бей [15]. Распространение всех этих видов в таежную 
зону лимитируется высоким и рыхлым снежным по-
кровом [8]. В совокупности эти данные подтверждают, 
что в качестве основного резервуара вируса бешен-
ства в  Новосибирской области в настоящее время 
является лисица. Изоляты от енотовидной собаки  
и корсака генетически близки к  изолятам от лисиц  
из тех же районов.

Возникновение групп внутри кластеров C2c  
и C2b, объединяющих новосибирские и казахские изо-
ляты, произошло недавно: C2c  – предположительно 
в 2006 г., C2b – в 2011 г. 

Кластер С1b представлен одним изолятом, лока-
лизация которого точно не установлена. Он был вы-
делен в 2001 г. и генетически значительно отличается 
от всех новосибирских изолятов последних лет (бо-
лее чем на 2,37%). О  распространении этого кла-
стера в  Новосибирской области в прошлом ничего  

Средняя скорость фиксации нуклеотидных замен 
для кластера C2c составила 3,11  ×  10–4 (95%-й ДИ, 
2,48–3,83  ×  10–4) замен на сайт в  год, для кластера 
C2b – 3,14 × 10–4 (95%-й ДИ, 2,46–3,87 × 10–4) замен на 
сайт в год.

Один из выявленных в  2025  г. изолятов вируса бе-
шенства, 1051/11/2025/Novosibirsk, выделен в  куль-
туре клеток нейробластомы мыши и прошел 12  по-
следовательных пассажей. В  ходе адаптации вируса  
в культуре клеток наблюдали значительное снижение 
количества фокусов инфицированных клеток в  2-м 
и  3-м пассажах относительно 1-го пассажа с  последу-
ющим увеличением количества фокусов в  дальней-
ших пассажах, что может указывать на гетерогенность 
микропопуляции вируса в конкретном изоляте. В 12-м 
пассаже степень инфицирования монослоя достигла 
около 70%, поэтому 13-й пассаж был проведен с целью 
масштабирования полученного штамма вируса, оцен-
ки его инфекционной активности и депонирования. 
Инфекционная активность полученного штамма ви-
руса бешенства составила 6,12  TCID50/мл. Данный ви-
рус депонирован во Всероссийскую государственную 
коллекцию экзотических типов вируса ящура и других 
патогенов животных ФГБУ «ВНИИЗЖ» (г. Владимир) как 
штамм вируса бешенства «RV/RU/Novosibirsk/1051-11/
Fox/2025». 

ОБС У ЖДЕНИЕ
В статье впервые приведены результаты филогене-

тического анализа представительной выборки (n = 53) 
полных последовательностей гена нуклеопротеина 
вируса бешенства (1353  н.  о.) с  территории одного  
из наиболее неблагополучных субъектов Сибирского 
федерального округа, ранее крайне скудно охарак-
теризованного в этом отношении. На  момент прове-
дения исследования в  GenBank имелась только одна 
опубликованная полноразмерная последователь-
ность гена N изолята вируса бешенства из Новосибир-
ской области  – изолята RVHN, выявленного в  2001  г. 
у человека [10].

В Новосибирской области достоверно подтверж-
дена циркуляция нескольких кластеров степного 
(steppe) варианта вируса бешенства (генетическая 
группа  C), которая входит в  состав генетической кла-
ды Cosmopolitan. Доминирование этой группы вируса 
бешенства было вполне ожидаемым, так как она наи-
более распространена на территории Российской 
Федерации, в том числе в соседних с Новосибирской 
областью степных и лесостепных ландшафтах Омской 
области, Алтайского края и Казахстана [10, 11, 25] и да-
лее на восток – в Хакасии, на юге Красноярского края  
и Забайкалья [11, 16]. Однако генетическое разнообра-
зие в пределах группы С оказалось низким. В Новоси-
бирской области выявлено всего три кластера, встре-
чавшихся с разной частотой: C2c – 64,8%, C2b – 33,3%, 
С1b  –  1,9%. При этом среди изолятов, собранных 
в  2023–2025  гг., обнаружены только первые два; кла-
стер С1b представлен единственным изолятом 2001 г. 
По нашему мнению, относительно низкая генетиче-
ская гетерогенность вирусной популяции объясняет-
ся расположением Новосибирской области на северо-
восточной периферии ареала генетической группы С. 
В  недавно выполненном аналогичном исследовании 
для территории Волгоградской области генетическое 
разнообразие изолятов было значительно выше [26].
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стями России происходит непосредственно через 
государственную границу. Периодические миграции 
лисицы и корсака в  зимнее время из степи в  лесо-
степные районы связаны с колебаниями численно-
сти мышевидных грызунов и возможностей кормо-
добывания из-за состояния снежного покрова  [8]. 
Пойма р.  Иртыша рассматривалась в  качестве пути 
для миграций лисиц и распространения бешенства 
между Павлодарской областью Казахстана и Омской 
областью России  [1,  8]. Из восточной части Казах-
стана имеются возможности для распространения 
вируса бешенства через Алтайский край по обеим 
берегам р.  Оби, для которых характерны своеобраз-
ные ландшафты в виде ленточных сосновых боров. 
Севернее, на правобережье р.  Оби в предгорьях Са-
лаира, распространены всхолмленные лесостепные 
ландшафты, благоприятные для обитания лисицы. 
Кормовая база и условия для ее норения здесь улуч-
шаются за счет присутствия в фауне сурка (Marmota 
kastschenkoi) [32]. По-видимому, так в последнее вре-
мя сформировалась компактная группа изолятов кла-
стера C2c в Новосибирской области на правом бере-
гу р. Оби. В этом направлении возможно дальнейшее 
распространение вируса бешенства, что подтверж-
дается обнаружением генетически близких изолятов 
в сопредельных районах Красноярского края. 

Результаты филогенетического анализа изолятов ви-
руса бешенства из Новосибирской области подтверж-
дают актуальность укрепления межгосударственного 
взаимодействия между соседними странами при орга-
низации мониторинга и противоэпизоотических меро-
приятий, включая проведение барьерной оральной вак-
цинации диких плотоядных. В перспективе следует пред-
усмотреть сбор и генетический анализ изолятов вируса 
бешенства при возобновлении эпизоотий в  Томской 
и Кемеровской областях РФ для установления и блоки-
рования путей заноса бешенства на эти территории. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В Новосибирской области установлена циркуля-

ция вируса бешенства трех кластеров генетической 
группы  C, состоящих в близком генетическом род-
стве с изолятами из Казахстана и соседних субъектов  
Сибирского федерального округа РФ. В  настоящее 
время на территории Новосибирской области перси-
стируют вирусы кластеров C2b и C2c, имеющих неза-
висимое друг от друга происхождение. Для уточнения 
связей эпизоотического процесса на сопредельных 
территориях изучено пространственно-временное 
распределение выявленных генетических вариантов 
вируса бешенства.

не известно. Но описаны изоляты этого кластера, об-
наруженные в  Астраханской (2003  г.)  [33], Оренбург-
ской (1990  г.), Тульской (1988  г.)  [10], Волгоградской 
(2021  г.)  [26] областях, а  также в  Иране (2000  г.)  [27]. 
Кроме того, по результатам анализа нуклеотидных 
последовательностей гена нуклеопротеина длиной 
1110 н. о. установлено его присутствие в Омской об-
ласти в  2008 и  2009  гг., Казахстане и Китае в  2013–
2014 гг. [11]. 

Согласно нашему анализу, кластер возник, предпо-
ложительно, в 1962 г. (1948,9–1975,0 гг.). Изолят RVHN 
наибольшее сходство (99,33%) проявляет внутри кла-
стера C1b с  двумя изолятами (Rb-349 и Rab-6-1), вы-
явленными в Восточно-Казахстанской области в 2013  
и 2021 гг. соответственно [25]. 

Таким образом, представители всех кластеров 
группы  С, выявленных в  Новосибирской области,  
и раньше обнаруживались в Казахстане. Наиболее 
устойчивые связи прослеживаются с Восточно-Казах-
станской (кластеры С2с, С1b) и Северо-Казахстанской 
(кластеры C2c, C2b) областями. Кластер С1b продол-
жает циркулировать преимущественно на террито-
риях, расположенных южнее государственной грани-
цы России. Генетически близкие изоляты кластеров 
C2c, C2b обнаружены в соседних с  Новосибирской 
областью регионах РФ  – в  Омской области, Алтай-
ском и Красноярском краях. Как показывают резуль-
таты нашего анализа, изоляты вируса бешенства, 
выявленные к  востоку от Новосибирской области – 
в  республиках Тыва, Хакасия, на юге Красноярского 
края, в Бурятии и Забайкальском крае, – имеют отно-
сительно отдаленное генетическое родство с  изоля-
тами из Новосибирской области (96,60–98,15%), хотя 
и относятся к кластеру C2a. 

Результаты филогенетического анализа согласу-
ются с ранними описаниями «лисьего» бешенства  
и с результатами эпизоотологического мониторин-
га на сопредельных территориях Западной Сибири  
и Казахстана в современный период. Эпизоотии 
среди лисиц стали регистрироваться здесь с 1957 г.; 
первые заболевания людей бешенством после 
укусов лисиц выявлены в  Новосибирской области  
и Казахстане одновременно – в 1958 г. [6, 9, 34]. Для 
степей Казахстана и юга Западной Сибири харак-
терны сезонные миграции лисиц и корсаков в  ши-
ротном направлении, что при отсутствии естествен-
ных барьеров определяет тесную связь природных 
очагов бешенства на смежных территориях [1, 4, 8]. 
Омская, Новосибирская области и Алтайский край 
имеют протяженную границу с  Павлодарской  
и Восточно-Казахстанской областями Казахстана, 
которые отнесены к зоне повышенного риска по бе-
шенству  [35,  36]. В  2013–2025  гг. в  Казахстане было 
зарегистрировано 985  случаев бешенства у живот-
ных  [36]. Энзоотичность территории и значитель-
ная доля диких и сельскохозяйственных животных  
в структуре заболеваемости свидетельствуют о пре-
обладании эпизоотий природного типа.

Сопоставление пространственного распростране-
ния бешенства в Казахстане [35, 37] с данными по Но-
восибирской области (рис.  3) позволяет обозначить 
основные направления распространения вируса  
бешенства между этими территориями. Очевидно, 
что обмен возбудителем между Павлодарской об-
ластью Казахстана, Новосибирской и Омской обла-
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Разработка тест-системы для выявления генома 
вируса бешенства на основе ПЦР в режиме реального 
времени с использованием эндогенного контроля: 
теоретический дизайн и оптимизация
С. А. Чупин, Е. В. Чернышова, Е. А. Чуфарова
ФГБУ «Федеральный центр охраны здоровья животных» (ФГБУ «ВНИИЗЖ»), ул. Гвардейская, 6, мкр. Юрьевец, г. Владимир, 600901, Россия

РЕЗЮМЕ
Введение. Бешенство в России, несмотря на снизившуюся в последние десять лет инцидентность, остается крайне актуальным заболеванием.  
Полимеразная цепная реакция (ПЦР) в разных вариантах является одним из методов обнаружения и характеристики вируса бешенства в патологическом 
материале. Для обеспечения надежной диагностики при разработке ПЦР должны быть учтены актуальные данные по генетическим особенностям  
изолятов, циркулирующих на определенной территории.
Цель исследования. Выполнение теоретического дизайна и оптимизация тест-системы на основе совмещенной обратной транскрипции – полиме-
разной цепной реакции (С-ОТ-ПЦР) для выявления фрагмента генома вируса бешенства с использованием эндогенного внутреннего контроля. 
Материалы и методы. В работе использованы вакцинный штамм вируса бешенства «РВ-97» и лабораторный фиксированный штамм вируса бешен-
ства «CVS», образцы головного мозга животных разных видов, положительные и отрицательные на вирус бешенства. Дизайн олигонуклеотидов и про-
верку специфичности in silico осуществляли с помощью онлайн-сервиса Primer Blast. Для проведения С-ОТ-ПЦР использованы реактивы НПК «Синтол» 
(Россия).
Результаты. В результате анализа 193 последовательностей гена N изолятов вируса бешенства, циркулирующих на территории России и сопредельных 
государств, был разработан дизайн шести праймеров и двух TaqMan-зондов. Экспериментальным путем из них были выявлены лучшие два праймера 
и зонд для создания тест-системы. В ходе серии экспериментов были оптимизированы такие параметры С-ОТ-ПЦР, как концентрация олигонуклеотидов, 
концентрация ионов магния и температура отжига. Для проведения контроля условий реакции в каждой пробирке была разработана система олиго-
нуклеотидов для амплификации и детекции участка гена бета-актина млекопитающих. Экспериментально продемонстрирована возможность одно-
временного применения двух систем ПЦР в одной пробирке. Анализ 193 последовательностей гена N различных изолятов вируса бешенства показал,  
что разработанные олигонуклеотиды теоретически могут обеспечивать выявление подавляющего большинства вирусов, циркулирующих на террито-
рии Российской Федерации и сопредельных государств. 
Заключение. Разработаны и оптимизированы основные компоненты и условия реакции тест-системы для выявления генома вируса бешенства  
методом С-ОТ-ПЦР с использованием эндогенного внутреннего контроля на основе гена бета-актина млекопитающих.

Ключевые слова: вирус бешенства, тест-система, ПЦР в режиме реального времени, одношаговая ОТ-ПЦР, совмещенная ОТ-ПЦР, эндогенный внутренний 
контроль, бета-актин, молекулярная диагностика бешенства
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Development of a test system for detection of the rabies virus 
genome using real-time PCR with an endogenous control: 
Theoretical design and optimization
Sergei A. Chupin, Elena V. Chernyshova, Ekaterina A. Chufarova
Federal Centre for Animal Health, ul. Gvardeyskaya, 6, Yur’evets, Vladimir 600901, Russia

ABSTRAC T
Introduction. Although rabies incidence in Russia has decreased over the past ten years, it still remains a highly relevant disease. Polymerase chain reaction (PCR) 
in its various modifications is one of the tools for detecting and characterizing rabies virus in pathological samples. To ensure reliable diagnosis, the current data on 
genetic properties of the isolates circulating in particular area should be considered when developing PCR.
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Objective. Providing a theoretical foundation and optimizing the test system based on combined reverse transcription polymerase chain reaction (C-RT-PCR) for 
the detection of a rabies virus genome fragment using endogenous internal control. 
Materials and methods. Rabies virus vaccine strain “RV‑97” and laboratory fixed rabies virus strain “CVS”, brain samples from animals of various species, both 
rabies virus positive and negative, were used in the work. Oligonucleotide design and in silico specificity testing were performed using Primer Blast online tool. 
Syntol reagents (Russia) were used for C-RT-PCR.
Results. As a result of the analysis of 193 N-gene sequences of rabies virus isolates circulating in Russia and neighboring countries, six primers and two TaqMan 
probes were designed. Two primers and a probe, optimal for the development of the test system, were experimentally identified. During a series of experiments, 
C-RT-PCR parameters such as oligonucleotide and magnesium ion concentrations, as well as annealing temperature were optimized. To control the reaction 
conditions in each tube, an oligonucleotide system was developed for the amplification and detection of the mammalian beta-actin gene region. The possibility 
of simultaneous application of two PCR systems in one test tube has been experimentally demonstrated. Analysis of 193 N-gene sequences of various rabies virus 
isolates showed that the developed oligonucleotides can theoretically ensure detection of the vast majority of the viruses circulating in the Russian Federation 
and neighboring countries.
Conclusion. The main components and reaction conditions of the test system for detecting the rabies virus genome by C-RT-PCR using mammalian beta-actin 
gene-based endogenous internal control have been developed and optimized.

Keywords: rabies virus, test system, real-time PCR, combined RT-PCR, one-step RT-PCR, endogenous internal control, beta-actin, rabies molecular diagnosis
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ВВЕДЕНИЕ
Бешенство в  России, несмотря на снизившуюся 

в  последние десять лет инцидентность  [1], остается 
крайне актуальным заболеванием. За шесть лет (с 2020 
по 2025 г.) зафиксировано в среднем в год 1180 случа-
ев заболевания животных бешенством (минимально: 
810 – в 2022 г., максимально: 1579 – в 2020 г.). 

В российских ветеринарных диагностических  
учреждениях в  рутинной диагностике бешенства 
первоначально используется метод флуоресцирую-
щих антител. В  случае получения отрицательных или 
сомнительных результатов прибегают к вспомогатель-
ным методам, таким как биопроба на чувствительных 
животных или в культуре клеток, иммуноферментный 
анализ, реакция иммунопреципитации [2, 3]. 

Всемирная организация здравоохранения живот-
ных (ВОЗЖ) также рекомендует полимеразную цепную 
реакцию (ПЦР) в  классическом варианте и в  режи-
ме реального времени для выявления вирусов рода 
Lyssavirus, а  более узкоспецифичные варианты ПЦР  – 
для сомнительных случаев  [4]. Согласно последним 
данным Международного комитета по таксономии 
вирусов, род Lyssavirus включает 19  видов  [5]. На тер-
ритории РФ выявлялись вирусы только 4 видов: вирус 
классического бешенства (Lyssavirus rabies), лиссави-
рус Иркут (Lyssavirus irkut), лиссавирус западно-кавказ-
ских летучих мышей (Lyssavirus caucasicus) и лиссави-
рус европейских летучих мышей I типа, современное 
название которого  – лиссавирус Гамбург (Lyssavirus 
hamburg)  [6,  7,  8]. Однако подавляющее число случа-
ев заболеваний человека и животных приходится на 
вирус классического бешенства (вирус бешенства). 

Лиссавирусы последних трех видов в природе были 
обнаружены только у летучих мышей, зафиксировано 
менее 10  случаев поражения этими вирусами людей, 
имевших контакт с летучими мышами [9]. Таким обра-
зом, наиболее целесообразным представляется сфо-
кусироваться на разработке тест-системы выявления 
вируса бешенства, а в тех редких случаях, где вовле-
чены летучие мыши, использовать соответствующие 
методы с родоспецифическими праймерами. 

На основании филогенетического анализа изоля-
ты вируса бешенства могут быть объединены в две 
крупные группы: Bat-related и Dog-related  [10,  11,  12]. 
К  группе Bat-related относятся вирусы Нового Све-
та, циркулирующие среди летучих мышей, а  так-
же некоторых наземных хищных, таких как скунсы  
и еноты [13, 14, 15, 16]. К группе Dog-related относятся 
вирусы, циркулирующие по всему миру среди собак,  
а также диких хищных, таких как лисы и енотовидные 
собаки в Европе, лисы на Ближнем Востоке, лисы, ено-
товидные собаки и хорьковые барсуки в Азии, скун-
сы, лисы, койоты и мангусты в Америке и мангусты  
в Африке [13, 15, 17, 18, 19, 20, 21].

Группа Dog-related включает, в свою очередь, шесть 
больших клад: Africa-2, Africa-3, Arctic-related, Asian, 
Cosmopolitan и Indian subcontinent [11].

На территории РФ обнаруживаются вирусы  
бешенства, относящиеся к двум кладам: Arctic-related  
и Cosmopolitan. Клада Arctic-related делится на две 
большие генетические группы: Arctic и Arctic-like  [12]. 
А клада Cosmopolitan делится на множество генетиче-
ских групп; на территории России выявляются пред-
ставители групп C (steppe), D, E, F (Caucasion) [22, 23, 24]. 
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Генетические группы Arctic, Arctic-like,  C, в  свою оче-
редь, делятся на генетические подгруппы и более мел-
кие таксоны [12, 23]. 

Учитывая такое большое генетическое разнообра-
зие, представляется целесообразным использовать 
при разработке методики изоляты клад Arctic-related 
и Cosmopolitan, охватывая все генетические группы 
и входящие в  них подгруппы, которые были выявлены 
на территории России, а также сопредельных государств. 

Актуальные нормативы предъявляют достаточно 
жесткие требования к качеству исследований, про-
водимых методом ПЦР. Применение внутренних кон-
тролей, свидетельствующих об успешном выделении 
нуклеиновой кислоты и наличии приемлемых условий 
реакций в  каждой пробирке, является современным 
стандартом  [25,  26]. Есть различные подходы к  дизай-
ну системы внутреннего контроля. Одним из наиболее 
привлекательных для разработки тест-системы являет-
ся использование параллельной реакции амплифика-
ции и детекции какого-либо гена домашнего хозяйства 
из клеток исследуемого организма, которые в любом 
случае содержатся в тестируемом образце [27]. Такой 
подход позволяет сократить расходы на производство 
внутреннего контрольного образца  (ВКО), исключает 
этап добавления ВКО в  ходе проведения испытаний, 
что в  конечном итоге снижает стоимость набора реа-
гентов и сокращает время исследования. 

Цель исследования  – выполнение теоретическо-
го дизайна и оптимизация тест-системы на основе 
совмещенной обратной транскрипции – полимераз-
ной цепной реакции (С-ОТ-ПЦР) для выявления фраг-
мента генома вируса бешенства с  использованием 
эндогенного внутреннего контроля. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Статистические данные о заболеваемости бешен-

ством животных за 2020–2025  гг. получены из инфор-
мационно-аналитического центра ФГБУ «Федеральный 
центр охраны здоровья животных» (ФГБУ «ВНИИЗЖ»), 
г. Владимир.

В работе использованы вакцинный штамм вируса 
бешенства «РВ-97» и лабораторный фиксированный 
штамм вируса бешенства «CVS» с инфекционной актив-
ностью 6,2 и 7,6 lg ТЦИД50/мл соответственно. 

Материалом для исследования послужили образ-
цы головного мозга животных разных видов, поло-
жительные и отрицательные на вирус бешенства, по-
ступившие для анализа в  референтную лабораторию 
по бешенству и BSE ФГБУ «ВНИИЗЖ» (г. Владимир). 

Выделение РНК проводили с помощью комплекта 
реагентов для выделения РНК/ДНК из клинического 
материала «РИБО-сорб» (ФБУН Центральный НИИ Эпи-
демиологии Роспотребнадзора, Россия) согласно ин-
струкции производителя. 

Олигонуклеотиды синтезированы в НПК  «Синтол» 
(Россия). 

Для С-ОТ-ПЦР использованы реактивы из «Набора 
реагентов для проведения ПЦР, совмещенной с  реак-
цией обратной транскрипции» производства НПК «Син-
тол» (кат. № ОТ-02). 

Выравнивание и анализ нуклеотидных последо-
вательностей осуществляли в программе BioEdit 
Sequence Alignment Editor version 7.2.5  [28] с  по-
мощью алгоритма CLUSTAL с  параметрами по умол-
чанию. Подсчет нуклеотидных отличий  (%) между 

последовательностями производили в  той же про-
грамме с использованием утилиты Sequence Identity 
Matrix. Дизайн олигонуклеотидов и проверку спе-
цифичности in silico осуществляли с  помощью он-
лайн-сервиса Primer Blast1. 

В  качестве отрицательного контрольного образца 
использовали деионизированную воду, свободную 
от нуклеаз, производства НПО «Евроген» (Россия). 

РЕЗУЛЬТАТЫ 
В базе данных GenBank преобладает информация 

о гене  N изолятов вируса бешенства по сравнению 
с другими генами. Кроме того, ген  N является наи-
более консервативным среди всех генов вируса 
бешенства  [29]. Поэтому этот ген был выбран мише-
нью для системы детекции генома вируса бешенства. 
Вирусы бешенства, циркулирующие на территории РФ, 
отличаются большим разнообразием. Анализ ну-
клеотидных последовательностей гена  N изолятов 
вируса бешенства, информация о которых содержится 
в GenBank, показывает, что внутри клады Arctic-related 
нуклеотидные отличия между наименее родствен-
ными изолятами составляют до  9,0%. Внутри клады 
Cosmopolitan отличия составляют до  14,2%. Следова-
тельно, требуется тщательный анализ последователь-
ностей, чтобы подобрать праймеры таким образом, 
чтобы они подходили ко всем изолятам, для которых 
может потребоваться экспертиза на территории  РФ, 
с  минимальным числом несовпадений нуклеотидов. 
Также следовало учитывать изоляты, выявленные 
на территории соседних государств, ввиду возможно-
го заноса вируса в РФ.

Исходя из вышеизложенных требований, для дизай-
на праймеров было получено выравнивание, содер-
жащее, после исключения идентичных и почти иден-
тичных, последовательности полноразмерного гена N 
(1353 н. о.) 190 изолятов вируса бешенства, а именно:

– 85 изолятов группы С (разные подгруппы);
– 33 изолята группы D;
–  6  изолятов группы  E (NEE), включая 3 изолята 

из Эстонии;
– 7 изолятов группы F, включая 4 изолята из Грузии 

и по одному изоляту из Турции и Ирана;
– 33 изолята группы Arctic;
– 10 изолятов группы Arctic-like;
– 12 изолятов из стран Европы и Азии, представляю-

щих группы EE, WE, CE, CA4;
– 4 изолята клады Asian, выявленные в Китае. 
Кроме того, были учтены последовательности 

гена  N трех вакцинных штаммов вируса бешенства, 
использующихся в  России. Характеристика изолятов, 
использованных при дизайне праймеров, представле-
на в таблице 1, размещенной в разделе Дополнитель-
ные файлы по  адресу https://doi.org/10.29326/2304-
196X-2026-15-3-262-272. 

Подбор олигонуклеотидов проводили в соответ-
ствии с принципами, изложенными в работе S. Bustin 
and J.  Huggett  [30]. Поиск консервативных участков 
гена  N осуществляли на выравнивании изолятов ви-
руса бешенства в  программе BioEdit и подбирали 
к  ним олигонуклеотиды с  помощью онлайн-сервиса 
Primer-Blast. В результате было получено 6 праймеров 
(3 прямых и 3 обратных) и 2 TaqMan-зонда (табл. 2). 

1 https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast
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Данные олигонуклеотиды теоретически могут 
сочетаться в  системе ПЦР в  пяти различных комбина-
циях (табл. 3). Эти комбинации были проверены in silico 
на специфичность относительно нуклеотидных по-
следовательностей, представленных в  GenBank, при 
этом потенциальных неспецифических совпадений 
с  гетерологичными последовательностями выявлено 
не было.

Разработанные олигонуклеотиды были синтезиро-
ваны, и каждая комбинация опробована в ПЦР на при-
мере штаммов вируса бешенства «РВ-97» и «CVS». При 
этом была использована программа температурно-
временных режимов, рекомендованная инструкцией 
к  «Набору реагентов для проведения ПЦР, совмещен-
ной с реакцией обратной транскрипции». По результа-
там эксперимента лучшей комбинацией олигонуклео-
тидов, при использовании которой значение Ct было 
наименьшим (23,3 для «CVS» и 27,6 для «РВ-97»), была 
RRTF492_SC, RRTR645_SC, Probe-RRTF577_SC, в то вре-
мя как при использовании других комбинаций значе-
ние Ct было выше (24,1–25,6 для «CVS» и 27,8–28,9 для 
«РВ-97»). Поэтому комбинация № 1 была выбрана для 
дальнейшей работы. Пример графика накопления флу-
оресцентного сигнала показан на рисунке  1. Соответ-
ствие олигонуклеотидов из комбинации №  1 нуклео- 
тидным последовательностям различных изолятов ви-
руса бешенства представлено на рисунке 2.

В ходе серии экспериментов были оптимизированы 
такие параметры С-ОТ-ПЦР, как концентрация олигону-
клеотидов, концентрация ионов магния и температура 
отжига. Оптимизация проводилась с использованием 
двух штаммов вируса бешенства  – «РВ-97» и «CVS»  – 
в  качестве положительных контролей. Оптимальные 
концентрации олигонуклеотидов составили 0,4  мкМ 
для праймеров и 0,8 мкМ для зонда. Оптимальная кон-
центрация ионов магния – 4 мМ. Оптимальная темпе-
ратура отжига – 56 °С. В конечном итоге программа для 
ОТ-ПЦР получила вид:

1) 45 °С – 20 мин;
2) 95 °С – 5 мин;
3) 37 циклов:

а) 95 °С – 15 с;
б) 56 °С – 15 с;
в) 72 °С – 15 с.

Флуоресцентный сигнал считывается по каналу 
FAM на шаге 3(б).

Для проведения контроля условий реакции в каж-
дой пробирке был выбран подход с применением так 

Таблица 2 
Первичная структура праймеров и зондов для разработки тест-системы для выявления генома вируса бешенства 
методом ПЦР в режиме реального времени
Table 2 
Primary structure of primers and probes for the development of the test system for rabies virus RNA detection by real-time PCR

№ Наименование Первичная структура (5’…3’) Положение в гене N Ориентация

1 RRTF492_SC CATTGCAGATAGGATAGAGCA 492–512 прямой

2 RRTR645_SC GGAGAAAAACATGTCGTAGGT 625–645 обратный

3 RRTF796A_SC GAGGAAGAGATAAGAAGRATGT 796–817 прямой

4 RRTF914_SC TTGGTCATGTGTTTAATCTCAT 914–935 прямой

5 RRTR1093_SC CTTTCTCATCTCTGAAGAATCT 1072–1093 обратный

6 RRTR1102_SC CTTGAAGTTCTTTCTCATCTCT 1081–1102 обратный

7 Probe-RRTF577_SC FAM-ATGTGTGCTAATTGGAGTACTATAC-RTQ1 577–601 прямой

8 Probe-RRTF1016_SC FAM-GCATGTGCTCCTCATGAGATGTC-RTQ1 1016–1038 прямой

Таблица 3 
Комбинации праймеров и зондов для разработки тест-системы для выявления 
генома вируса бешенства методом ПЦР в режиме реального времени
Table 3 
Combinations of primers and probes for the development of the test system for rabies 
virus RNA detection by real-time PCR

№ Олигонуклеотиды Размер ампликона

1 RRTF492_SC, RRTR645_SC, Probe-RRTF577_SC 154

2 RRTF796A_SC, RRTR1093_SC, Probe-RRTF1016_SC 297

3 RRTF796A_SC, RRTR1102_SC, Probe-RRTF1016_SC 306

4 RRTF914_SC, RRTR1093_SC, Probe-RRTF1016_SC 179

5 RRTF914_SC, RRTR1102_SC, Probe-RRTF1016_SC 188

Рис. 1. График накопления флуоресцентного сигнала по каналу 
FAM в С-ОТ-ПЦР с олигонуклеотидами RRTF492_SC, RRTR645_SC 
и Probe-RRTF577_SC на примере штаммов вируса бешенства 
и отрицательного контроля (n = 2)

Fig. 1. Fluorescence signal accumulation curve for FAM channel in C-RT-PCR 
with oligonucleotides RRTF492_SC, RRTR645_SC, and Probe-RRTF577_SC 
by the example of rabies virus strains and a negative control (n = 2)
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Рис. 2. Олигонуклеотиды, выбранные для детекции генома вируса бешенства, 
на выравнивании фрагмента гена N изолятов вируса бешенства. Показаны 
только последовательности фрагментов гена N изолятов, которые имеют 
отличия от олигонуклеотидов. Идентичные нуклеотиды изображены 
точками. В описании изолятов присутствует информация: генетическая 
группа, номер доступа в GenBank, название изолята, место выявления, год 
выявления (если известен). А – выравнивание с прямым праймером RRTF492_SC; 
B – выравнивание с обратным праймером RRTR645_SC (для наглядности 
последовательность представлена в обратно-комплементарном виде);  
C – выравнивание с зондом Probe-RRTF577_SC

Fig. 2. Oligonucleotides selected for the detection of the rabies virus genome, aligned 
with the N-gene fragment of the rabies virus isolates. Only sequences of the N-gene 
fragments of the isolates that differ from the oligonucleotides are shown. Identical 
nucleotides are featured as dots. The isolate description line includes the following 
information: genetic group, GenBank accession number, isolate name, site of detection, 
and year of detection (if known). A – alignment with the forward primer RRTF492_SC;  
B  – alignment with the reverse primer RRTR645_SC (for clarity, the sequence is shown 
in reverse-complement format); C  – alignment with Probe‑RRTF577_SC

 A  В

 С

Таблица 4 
Первичная структура праймеров и зондов для разработки тест-системы для выявления генома вируса бешенства методом ПЦР 
в режиме реального времени
Table 4 
Primary structure of primers and probes for the development of the test system for rabies virus RNA detection by real‑time PCR

№ Наименование Первичная структура (5’…3’)
Положение в гене 

бета-актина*
Ориентация

1 ICFHD_SC SATGAAGATCAAGATCATYGC 1056–1076 прямой

2 ICR_SC TTTGCGGTGSACGATGGAG 1186–1204 обратный

3 Probe-IC_SC Cy5-CCAGCAGATGTGGATCAGCAAG-RTQ2 1140–1161 прямой

* нумерация приведена по последовательности гена бета-актина человека NM_001101 (numbering is given according to human beta‑actin gene sequence NM_001101).
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называемого эндогенного контроля (ЭК), когда наряду 
с  целевой параллельно проводится реакция, направ-
ленная на амплификацию и детекцию участка какого-
либо гена домашнего хозяйства, который непременно 
должен находиться в тестируемом образце. В ряде ис-
следований, в том числе направленных на детекцию 
вируса бешенства, в качестве искомого гена домашне-
го хозяйства был выбран ген бета-актина млекопитаю-
щих [31, 32, 33, 34]. 

Одной из характерных особенностей бешенства 
является то, что заболеванию подвержен чрезвы-
чайно широкий круг животных  – все виды млекопи-
тающих  [35]. Поэтому, чтобы увеличить надежность 
методики, следовало взять имеющиеся последова-
тельности гена бета-актина достаточно большого ко-
личества видов млекопитающих из различных отрядов. 
Для анализа была использована информация обо всех 
видах животных, которые чаще всего поступают 
на диагностику, а также имеющиеся в наличии данные 
о животных из других отрядов млекопитающих, с тем 
чтобы быть уверенными, что выбираемые участки 
гена актина действительно консервативны. Были про-
анализированы последовательности гена бета-актина 
15 видов млекопитающих. 

В процессе дизайна олигонуклеотидов для ЭК была 
использована та же методология, что и для вируса 
бешенства, с приблизительно той же температурой 
плавления. Были разработаны только два праймера 
и TaqMan-зонд (табл.  4), так как вариабельность этого 
участка генома у  различных видов млекопитающих 
не позволяла сделать несколько комбинаций для экс-
периментальной проверки. По структуре ген бета- 
актина млекопитающих представляет собой шесть 
экзонов, разделенных пятью интронами  [36]. Дизайн 
прямого праймера для ПЦР ЭК (ICFHD_SC) выполнен та-
ким образом, что 13 нуклеотидов на 5’-конце праймера 
соответствуют концу пятого экзона, а оставшиеся 8 ну-
клеотидов на 3’-конце праймера – началу шестого экзо-
на. Пятый и шестой экзоны гена актина отделены друг 
от друга в геномной ДНК млекопитающих пятым интро-
ном длиной более 100  нуклеотидов. Это препятствует 
амплификации фрагмента с  матрицы геномной ДНК, 
но делает возможным обратную транскрипцию и ПЦР 
с  матрицы зрелой мРНК, в  которой интроны удалены. 
В зонде был использован краситель Cy-5 и соответству-
ющий гаситель, чтобы можно было различить сигналы 
накопления фрагментов генома вируса бешенства и ЭК. 

Специфичность дизайна праймеров была про-
верена с помощью интернет-сервиса Primer-BLAST. 
Проверка показала, что данная система в ряде случа-
ев нацелена также на другие подвиды актина (альфа- 
актин, гамма-актин) и другие виды животных, включая 
беспозвоночных, что можно объяснить, по всей ви-
димости, тем, что данные разновидности гена актина 
являются паралогами  [37]. Последовательность зон-
дов в этих случаях также совпадала с  соответствую-
щими участками генома. Подобная неспецифичность 
в данном случае не искажает результатов исследова-
ния, поскольку цель системы  – подтвердить наличие 

 A  В

 С

Рис. 3. Олигонуклеотиды для системы эндогенного контроля 
на выравнивании фрагмента гена актина различных видов 
млекопитающих. Идентичные нуклеотиды изображены точками. 
В заголовке последовательностей присутствует информация: номер 
доступа в GenBank, биноминальное название вида животного / 
отряд / семейство. А – выравнивание с прямым праймером 
ICFHD_SC; B – выравнивание с обратным праймером ICR_SC 
(для наглядности последовательность представлена в обратно-
комплементарном виде); C – выравнивание с зондом Probe-IC_SC

Fig. 3. Oligonucleotides for the endogenous control system aligned with 
the actin gene fragment of various mammalian species. Identical nucleotides 
are featured as dots. The sequence description lines include the following 
information: GenBank accession number, binomial species name / order /
family. A – alignment with the forward primer ICFHD_SC; B – alignment 
with the reverse primer ICR_SC (for clarity, the sequence is shown 
in reverse‑complement format); C – alignment with Probe‑IC_SC
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надлежащих условий для проведения С-ОТ-ПЦР.  
Наоборот, такая универсальность позволяет предпо-
ложить, что выбранные участки действительно вы-
сококонсервативны и система будет работать даже  
с материалом от животных, геном которых не рассма-
тривали в процессе дизайна олигонуклеотидов. 

Соответствие олигонуклеотидов для системы  
ЭК нуклеотидным последовательностям генов актина 
различных млекопитающих представлено на рисунке 3. 

Работоспособность данной системы была прове-
рена на примере образцов головного мозга лисицы, 
крупного рогатого скота (КРС) и собаки с применением 
той же программы температурно-временных режимов, 
что и для вируса бешенства. Для обеспечения провер-
ки этапа обратной транскрипции образцы РНК были 
обработаны ДНКазой. Была оптимизирована концен-
трация олигонуклеотидов. 

Оптимальными концентрациями были 8  мкМ для 
праймеров и зондов, однако с учетом того, что целе-
вая реакция должна иметь преимущество, решено 
было в дальнейшем использовать праймеры в концен-
трации 4 мкМ и зонд в концентрации 8 мкМ. Оптими-
зация других параметров не проводилась, поскольку 
оптимальные условия уже были найдены для более 
приоритетной целевой реакции.

Была проведена проверка разработанной системы 
ЭК на примере образцов головного мозга 16 различных 
видов млекопитающих, которые поступают в лаборато-
рию для анализа на бешенство (лисица, собака, кошка, 
енотовидная собака, КРС, волк, барсук, хорек, куница, 
норка, мышь, белка, медведь, верблюд, лось, коза), по-
ложительных или отрицательных на вирус бешенства. 
Во всех случаях был получен флуоресцентный сигнал 
по каналу для ЭК, свидетельствующий о  прохождении 
реакции (рис. 4). Таким образом, была подтверждена на-
дежность разработанной системы в  отношении видов 
животных, которые не учитывались (ввиду отсутствия 
данных) при дизайне олигонуклеотидов.

На следующем этапе была испытана совместимость 
разработанной системы ЭК с системой для детекции ви-
руса бешенства (рис. 5). Было показано, что использова-
ние ЭК не снижает чувствительность целевой реакции. 

ОБСУЖДЕНИЕ
На данный момент накоплен достаточно большой 

объем данных по характеристике геномов изолятов 
вируса бешенства, циркулирующих на территории 
РФ. При этом большая их часть получена в последние 
десять лет [23,  24,  38,  39,  40,  41]. Поэтому методы вы-
явления вируса бешенства в  полевом материале тре-
буют учета этой информации. Между тем на данный 
момент единственной работой, в деталях описываю-
щей разработку тест-системы для выявления вируса 
бешенства на основе ПЦР в режиме реального време-
ни, выполненной с учетом генетических особенностей 
российских изолятов, является статья В.  Г.  Дедкова 
и  соавт.  [42], опубликованная в  2016  г. Очевидно, что 
разработка тест-системы, отвечающей современным 
данным, является актуальной задачей. 

Олигонуклеотиды из комбинации, выбранной опыт-
ным путем для дизайна тест-системы, имеют достаточ-
ное соответствие участкам генома изолятов вируса бе-
шенства, выявленных на территории РФ и прилегающих 
государств. Действительно, как видно из рисунка  2A, 
праймер RRTF492_SC подходит по всем позициям 

Рис. 4. График накопления флуоресцентного сигнала по каналу Cy-5 
в С-ОТ-ПЦР с олигонуклеотидами ICFHD_SC, ICR_SC и Probe-IC_SC 
на примере образцов головного мозга от млекопитающих разных 
видов. Цифрами на графике обозначены виды животных: 1 – лисица, 
2 – собака, 3 – кошка, 4 – енотовидная собака, 5 – КРС, 6 – волк, 
7 – барсук, 8 – хорек, 9 – куница, 10 – норка, 11 – мышь, 12 – белка, 
13 – медведь, 14 – верблюд, 15 – лось, 16 – коза, 17 – отрицательный 
контроль (деионизированная вода)

Fig. 4. Fluorescence signal accumulation curve for Cy-5 channel 
in C-RT-PCR with oligonucleotides ICFHD_SC, ICR_SC, and Probe-IC_SC 
using brain samples from mammals of various species. The numbers on 
the curve indicate the animal species: 1 – fox, 2 – dog, 3 – cat, 4 – raccoon 
dog, 5 – cattle, 6 – wolf, 7 – badger, 8 – ferret, 9 – marten, 10 – mink, 11 – 
mouse, 12 – squirrel, 13 – bear, 14 – camel, 15 – elk, 16 – goat, 17 – negative 
control (deionised water)

Рис. 5. График накопления флуоресцентного сигнала по каналам 
FAM (синий цвет) и Cy-5 (фиолетовый цвет) в С-ОТ-ПЦР 
с олигонуклеотидами RRTF492_SC, RRTR645_SC, Probe-RRTF577_SC, 
ICFHD_SC, ICR_SC, Probe-IC_SC на примере образцов головного 
мозга, положительных на вирус бешенства. Цифрами на графике 
обозначены: 1–11 – положительные образцы, 12 – отрицательный 
контроль (образец головного мозга, не содержащий вируса 
бешенства)

Fig. 5. Fluorescence signal accumulation curve for FAM (blue) and Cy-5 
(purple) channels in C-RT-PCR with oligonucleotides RRTF492_SC, 
RRTR645_SC, Probe-RRTF577_SC, ICFHD_SC, ICR_SC, and Probe-IC_SC 
using rabies virus positive-brain samples. The numbers on the curve 
indicate the samples: 1–11 – positive samples, 12 – negative control 
(brain sample free from the rabies virus)
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к 51 изоляту (не представлены на рисунке). Он имеет 
одно так называемое мягкое несовпадение G–T  [43] 
ближе к  5’-концу с  123  изолятами из разных стран,  
по одному несовпадению ближе к 5’-концу с  изолята-
ми клады Asian из Китая, одно несовпадение в середи-
не праймера с  вакцинным штаммом ERA, одно несо-
впадение на 5’-конце с индийским штаммом линии AL2,  
по два несовпадения в  5’-половине с  5  изолятами 
из России и одним из Казахстана. Наиболее критичны 
случаи со штаммом из Казахстана (два  несовпадения 
подряд ближе к  5’-концу), с  3  изолятами из  Франции, 
Германии и Омана из филогенетических групп, не встре-
чающихся на территории России (имеют по два  несо-
впадения, одно из которых в  3’-половине праймера); 
4 изолята генетических линий A2, AL2 и C1a имеют «мяг-
кое» несовпадение в третьей позиции от 3’-конца. 

Как видно из рисунка 2B, праймер RRTR645_SC 
подходит по всем позициям к  156  изолятам (не пред-
ставлены на рисунке). 21  изолят имеет по одному не-
совпадению от этого праймера в 5’-половине; 9  изо-
лятов имеют единичные несовпадения в  3’-половине, 
но ближе к середине праймера – все «мягкие»; 1 изо-
лят из Китая имеет два несовпадения в середине, одно 
из которых «мягкое»; изоляты из Грузии, Турции, Бос-
нии и Азербайджана имеют по одному «мягкому» не-
совпадению на 3’-конце; изолят из Сербии имеет два 
несовпадения через один нуклеотид на 3’-конце, одно 
из которых «мягкое»; наибольшее число несовпаде-
ний у  1  изолята из Тувы: три несовпадения подряд 
в середине праймера.

Как видно из рисунка 2C, зонд Probe-RRTF577_SC 
подходит по всем позициям к  139  изолятам (не пред-
ставлены на рисунке). 12  изолятов имеют по одному 
несовпадению приблизительно в  середине зонда; 
2  изолята имеют по одному несовпадению в  пятой  
позиции от  3’-конца зонда; 34 изолята, относящиеся  
к генетической группе Arctic, и 1 изолят из Сербии имеют 
по два «мягких» несовпадения в середине зонда; 1 изо-
лят из Боснии имеет два «мягких» несовпадения, одно 
из которых находится в пятой позиции от 3’-конца зонда; 
наибольшее число отличий (три несовпадения, все «мяг-
кие») присутствует у изолятов из Китая клады Asian. 

Таким образом, сравнение последовательностей 
олигонуклеотидов, разработанных для детекции 
вируса бешенства, и геномов изолятов вируса бешен-
ства, выявленных в РФ или имеющих потенциал быть  
занесенными на территорию РФ, показало, что данные 
олигонуклеотиды в большинстве случаев подходят 
полностью, в  ряде случаев имеют незначительные 
или «мягкие» несовпадения, в очень небольшом числе 
случаев вызывают сомнения, как, например, с изоля-
тами из Китая и одним изолятом из Тувы. Стоит отме-
тить, что изоляты клады Asian до сих пор еще не были 
обнаружены на территории России и были включены  
в анализ только потому, что Китай граничит с Россией  
и занос потенциально возможен, а изолят из Тувы, с тре-
мя несовпадениями нуклеотидов подряд, представля-
ет собой исключение, по-видимому, редкую мутацию, 
 которая отсутствует у всех других изолятов, в том чис-
ле выявленных на территории Республики Тува. Таким 
образом, теоретический дизайн рассмотренных оли-
гонуклеотидов представляется удовлетворительным 
для разработки тест-системы. Влияние конкретных 
выявленных несовпадений на эффективность ампли-
фикации экспериментально не оценивалось в рамках 

настоящей работы и является одним из ограничений 
исследования.

При дизайне тест-системы нами был применен ме-
тод С-ОТ-ПЦР (также известный как combined RT-PCR, 
одношаговая ОТ-ПЦР, one-step RT-PCR), при котором 
в  одну пробирку с  реакционной смесью сразу до-
бавляют обратную транскриптазу и Taq-полимеразу,  
реакции обратной транскрипции и ПЦР проводят 
последовательно друг за другом в одной пробирке.  
Такой подход снижает риск кросс-контаминации, 
уменьшает время выполнения анализа и снижает 
себестоимость компонентов набора [44, 45]. 

В ранее проводимых исследованиях, где исполь-
зовался подход с применением эндогенного контро-
ля на  основе гена бета-актина млекопитающих при 
разработке ПЦР-методик для выявления лиссави-
русов, количество видов животных, геном которых 
при этом учитывался, было ограничено. Так, в рабо-
те C.  M.  Freuling et  al.  [31] были использованы только 
геномы КРС и овцы, а  в  других работах  [33,  34] хотя  
и был использован больший спектр видов животных 
(овца, летучая мышь, КРС, морская свинка, лошадь,  
человек, мышь и крыса), но все же, с учетом разно- 
образия млекопитающих, недостаточный. 

Как видно из рисунка  3, олигонуклеотиды, разра-
ботанные для детекции фрагмента гена актина млеко-
питающих, почти полностью соответствуют целевым 
последовательностям. Так, прямой праймер ICFHD_SC 
имеет одно несовпадение в середине с геномом лету-
чей мыши большой подковонос; обратный праймер 
ICR_SC имеет одно несовпадение в  середине с  гено-
мом собаки и по одному несовпадению в предпослед-
ней позиции с  геномами домовой мыши и девятипо-
ясного броненосца; зонд Probe-IC_SC имеет по одному 
«мягкому» несовпадению в  крайней 3’-позиции (наи-
менее критичной для TaqMan-зондов) для геномов 
четырех видов млекопитающих и одно несовпадение 
в крайней 5’-позиции для генома китайского ящера.  
Во всех остальных случаях совпадение полное. 

Как было показано в серии экспериментов  
(см., например, рис. 5), в целом сигнал на ЭК срабаты-
вает позже, чем на вирус бешенства, при тестировании 
типичных для анализа полевых образцов. Следова-
тельно, целевая реакция имеет конкурентное преиму-
щество перед контрольной, что важно для обеспече-
ния надлежащей чувствительности анализа. 

Таким образом, при проведении экспертизы  
патологического материала на наличие вируса бешен-
ства с использованием ЭК в каждой пробирке будет  
нарабатываться фрагмент гена актина млекопитаю-
щих, о  чем будет свидетельствовать соответствующий 
флуоресцентный сигнал. Наличие данного сигнала 
должно подтверждать соблюдение необходимых усло-
вий анализа: надлежащее выделение РНК, отсутствие 
ингибиторов обратной транскрипции и ПЦР, удовлет-
ворительное качество химических реактивов, олиго-
нуклеотидов и ферментов для обратной транскрипции  
и ПЦР, приемлемые температурно-временные режимы. 
Отсутствие сигнала свидетельствует о  нарушении од-
ного или нескольких из этих условий, за исключением 
возможных случаев, когда сигнал для ЭК отсутствует, но 
присутствует сигнал для вируса бешенства (положи-
тельный результат на  вирус бешенства), тогда резуль-
таты в данной пробирке считаются валидными, так как 
целевая реакция имеет конкурентное преимущество 
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перед контрольной и может подавлять последнюю.  
При отсутствии же сигналов как по целевой реакции, 
так и по ЭК результат считается невалидным и образец 
подлежит повторному исследованию.

Для дополнительного обеспечения качества анали-
за в тест-системе будут также использованы внешние 
контрольные образцы: положительный контроль-
ный образец, представляющий собой культуральную 
суспензию инактивированного штамма вируса бешен-
ства «РВ-97», и отрицательный контрольный образец, 
представляющий собой деионизированную воду, сво-
бодную от нуклеаз. Данные образцы вносятся в от-
дельные пробирки на этапе выделения РНК и прохо-
дят те же этапы анализа, что и тестируемые образцы. 

В ходе следующего этапа разработки данной тест-
системы будут изучены аспекты валидации, а  именно 
предел обнаружения, чувствительность, специфичность, 
воспроизводимость, повторяемость, правильность, эф-
фективность ПЦР, оценка неопределенности измерения. 
Также будет проведена апробация тест-системы с поле-
выми образцами патологического материала. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Разработаны и оптимизированы основные компо-

ненты и условия реакции тест-системы для выявления 
генома вируса бешенства методом С-ОТ-ПЦР с исполь-
зованием ЭК на основе гена бета-актина млекопи-
тающих. Показано, что использование ЭК позволяет 
контролировать условия проведения всех этапов ис-
следования в  каждой пробирке при использовании 
биоматериала от млекопитающих. 
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Цитокиновый профиль и баланс Th1/Th2-ответа 
в механизмах развития аутоиммунной патологии 
у собак с дирофиляриозом 
И. О. Пивоварова, И. Г. Гламаздин, А. А. Руденко, В. И. Луцай
ФГБОУ ВО «Российский биотехнологический университет (РОСБИОТЕХ)», Волоколамское шоссе, 11, г. Москва, 125080, Россия

РЕЗЮМЕ
Введение. Дирофиляриоз собак – широко распространенный трансмиссивный гельминтоз, при котором иммунный ответ на паразита и его эндосим-
бионта Wolbachia играет ключевую роль в патогенезе, однако механизмы формирования аутоиммунных осложнений изучены недостаточно.
Цель исследования. Изучить цитокиновый профиль, баланс Th1/Th2-ответа и их взаимосвязь с эозинофилией, гиперпродукцией IgE и образованием 
циркулирующих иммунных комплексов (ЦИК) у собак с разной тяжестью дирофиляриоза.
Материалы и методы. В исследование включено 113 собак: 26 клинически здоровых (контроль) и 87 больных дирофиляриозом, разделенных 
на четыре группы по степени тяжести (I–IV). Концентрации ФНО-α, ИЛ-1α, ИЛ-4, ИЛ-6, ИЛ-8, ИНФ-γ и общего IgE определяли методом иммунофер-
ментного анализа. Подсчет эозинофилов проводили в рамках клинического анализа крови. Статистическую обработку выполняли с использованием 
критериев Краскела – Уоллиса и Манна – Уитни.
Результаты. У больных собак выявлен выраженный цитокиновый шторм: уровень ИЛ-4 в группе IV превышал контроль в 4,7 раза (p < 0,001), ИЛ-6 –  
в 4,3 раза, ИЛ-8 – в 7,5 раза, ФНО-α – в 3,3 раза. Соотношение ИЛ-4/ИНФ-γ возрастало с 3,01 в контроле до 3,17–3,58 в группах III–IV, указывая на доминиро-
вание Th2-ответа. Относительное содержание эозинофилов повышалось в группах I–II [до (5,54–6,04)%, p < 0,01] и снижалось в группе IV [до (2,44 ± 0,54)%, 
p < 0,05]. Уровень общего IgE прогрессивно нарастал от (15,20 ± 1,80) Ед/мл в контроле до (92,50 ± 10,60) Ед/мл в группе IV. Общие ЦИК в группе IV дости-
гали (57,31 ± 2,05) Ед/мл [контроль: (28,60 ± 0,87) Ед/мл, p < 0,001]. Корреляционный анализ показал положительную связь ИЛ-4 с IgE (r = 0,78, p < 0,01)  
и общими ЦИК (r = 0,71, p < 0,01).
Заключение. Доминирование Th2-ответа в сочетании с цитокиновым штормом инициирует каскад реакций, включающий гиперпродукцию IgE  
и эозинофилию, и способствует массивному образованию иммунных комплексов, что создает патогенетическую основу для развития аутоиммунной 
патологии при дирофиляриозе собак. 

Ключевые слова: дирофиляриоз, цитокины, Th1/Th2-баланс, аутоиммунная патология, интерлейкины, иммунные комплексы, IgE
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Cytokine profile and Th1/Th2 balance in the mechanisms 
of autoimmune pathology development in dogs with dirofilariasis
Irina O. Pivovarova, Igor G. Glamazdin, Andrey A. Rudenko, Vladimir I. Lutsay
Russian Biotechnological University, Volokolamskoe shosse, 11, Moscow 125080, Russia

ABSTRACT
Introduction. Canine dirofilariasis is a widespread vector-borne helminthiasis in which the immune response to the parasite and its endosymbiont Wolbachia 
plays a key role in pathogenesis; however, the mechanisms underlying the development of autoimmune complications remain insufficiently studied.
Objective. To investigate the cytokine profile, Th1/Th2 balance, and their relationship with eosinophilia, hyperproduction of IgE, and the formation of circulating 
immune complexes (CICs) in dogs with varying severity of dirofilariasis.
Materials and methods. The study included 113 dogs: 26 clinically healthy animals (control group) and 87 dogs diagnosed with dirofilariasis, divided into four groups 
(I–IV) according to disease severity. Concentrations of TNF-α, IL-1α, IL-4, IL-6, IL-8, IFN-γ, and total IgE were determined by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). 
Eosinophil counts were performed as part of the complete blood count. Statistical analysis was carried out using the Kruskal – Wallis and Mann – Whitney U tests.
Results. In diseased dogs, a pronounced cytokine storm was observed: IL-4 levels in group  IV exceeded the control by 4.7-fold (p  <  0.001), IL-6 
by 4.3-fold, IL-8 by 7.5-fold, and TNF-α by 3.3-fold. The IL-4/IFN-γ ratio increased from 3.01 in the control group to 3.17–3.58 in groups III–IV, 
indicating a predominant Th2-type immune response. The relative eosinophil count increased in groups I–II [up to (5.54–6.04)%, p  <  0.01] and 
decreased in groups IV [up to (2.44  ±  0.54)%, p  <  0.05]. Total IgE levels progressively rose from (15.20  ±  1.80)  U/mL in the control group to
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(92.50 ± 10.60) U/mL in group IV. Total CICs in group IV reached (57.31 ± 2.05) U/mL [control: (28.60 ± 0.87) U/mL, p < 0.001].  Correlation analysis revealed 
a positive association between IL-4 and IgE (r = 0.78, p < 0.01) as well as between IL-4 and total CICs (r = 0.71, p < 0.01).
Conclusion. The predominance of the Th2-type immune response, combined with a cytokine storm, triggers a cascade of reactions, including IgE hyperproduction 
and eosinophilia, and promotes massive formation of immune complexes. This creates a pathogenetic basis for the development of autoimmune pathology in 
canine dirofilariasis.

Keywords: dirofilariasis, cytokines, Th1/Th2 balance, autoimmune pathology, interleukins, immune complexes, IgE
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ВВЕДЕНИЕ
Дирофиляриоз собак (canine heartworm disease) пред-

ставляет собой опасное трансмиссивное гельминтозное 
заболевание, этиологическим агентом которого выступа-
ет филяриозная нематода Dirofilaria immitis. Возбудитель 
передается через укусы кровососущих комаров родов 
Aedes, Culex и Anopheles, что определяет широкое геогра-
фическое распространение инвазии в регионах с теплым 
и умеренно континентальным климатом. 

На  сегодняшний день дирофиляриоз регистриру-
ется на всех континентах, а  в  Российской Федерации 
очаги энзоотии охватывают южные и центральные об-
ласти, причем в  последние десятилетия наблюдается 
тенденция к  постепенному расширению ареала за-
болевания в  сторону северных широт, что связывают 
с глобальными климатическими изменениями и увели-
чением популяций переносчиков. 

Патогенез дирофиляриоза традиционно рассма-
тривался сквозь призму механической обструкции: 
взрослые половозрелые гельминты, локализующиеся 
в правых отделах сердца, легочной артерии и ее вет-
вях, вызывают хроническую эндотелиальную травму, 
повышение сосудистого сопротивления и прогресси-
рующую легочную гипертензию. Однако накопленные 
за последние годы экспериментальные и клинические 
данные убедительно свидетельствуют о том, что веду-
щую роль в развитии системных органных поражений 
играют не столько механические факторы, сколько им-
муноопосредованные механизмы, запускаемые про-
дуктами метаболизма и распада паразита [1, 2, 3]. 

В  этом контексте особое внимание исследователей 
приковано к  эндосимбиотической бактерии Wolbachia 
pipientis, облигатному внутриклеточному микроорга-
низму, колонизирующему гонады, гиподерму и дру-
гие ткани филярий. Поверхностный белок Wolbachia 
(WSP) и высвобождаемые бактериальные липопроте-
иды распознаются рецепторами (TLR2 и TLR6) клеток 
врожденного иммунитета хозяина, что приводит к  ак-
тивации NF-сигнального пути и каскадной продукции 
провоспалительных цитокинов, в  частности интер-
лейкина-8 (ИЛ-8), фактора некроза опухоли-α (ФНО-α)  
и интерлейкина-1β (ИЛ-1β)  [4,  5]. Данный процесс при-
обретает клиническое значение при гибели гельминтов, 

когда происходит массивный выброс бактериальных 
антигенов, способный индуцировать системную воспа-
лительную реакцию, сходную с  синдромом системного 
воспалительного ответа. Предполагается, что иммунный 
ответ при хронических филяриозах характеризуется 
классической Th2-поляризацией, что является эволю-
ционно закрепленным механизмом, направленным 
на ограничение воспалительного повреждения тканей 
и обеспечение длительного выживания паразита в ор-
ганизме хозяина. Возможно, данный тип реагирования 
сопровождается повышением продукции интерлейки-
на-4 (ИЛ-4), интерлейкина-5 (ИЛ-5) и интерлейкина-13 
(ИЛ-13), гиперпродукцией иммуноглобулина  Е (IgE), 
эозинофилией периферической крови и тканевой эози- 
нофильной инфильтрацией  [6,  7,  8,  9]. При этом ин-
терлейкин-10 (ИЛ-10), классический противовоспали-
тельный цитокин, секретируемый как регуляторными 
Т-клетками, так и самими активированными макрофага-
ми, играет критическую роль в подавлении эффекторных  
Th1-зависимых реакций, что способствует формирова-
нию иммунологической толерантности и хронизации 
инвазионного процесса. В работах R. Morchón et al. было 
убедительно показано, что у собак с микрофиляриемией, 
то есть при активной продукции личинок половозрелы-
ми самками, экспрессия мРНК ИЛ-4 и ИЛ-10 в циркулиру-
ющих мононуклеарных клетках крови достоверно выше, 
чем у животных с амикрофиляриемической формой ин-
вазии, при которой микрофилярии в крови не обнаружи-
ваются, несмотря на наличие взрослых гельминтов [10]. 

Эти данные указывают на то, что микрофилярии 
или секретируемые ими молекулы активно модули-
руют иммунный ответ в сторону толерантогенного 
Th2-фенотипа, обеспечивая защиту гельминтов как ли-
чиночных, так и взрослых стадий от элиминации. В то же 
время инверсия иммунного баланса возникает в ситуа-
циях, сопровождающихся повреждением или гибелью 
тканей паразита. Спонтанный лизис взрослых D. immitis, 
а  также их быстрая деструкция под влиянием макро-
циклических лактонов или других терапевтических 
агентов обусловливают молниеносное высвобождение 
высокоиммуногенных паразитарных и бактериальных 
антигенов. Этот процесс запускает так называемый ци-
токиновый шторм – острую гиперпродукцию широкого 
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спектра провоспалительных медиаторов, включая 
ФНО-α, ИЛ-6, ИЛ-1β и хемокин CXCL8, что клинически 
проявляется гипертермией, тахипноэ, гипотензией 
и в тяжелых случаях может приводить к тромбоэмбо-
лии легочной артерии с фатальным исходом [11, 12, 13]. 

Таким образом, динамическое равновесие между 
Th2-ассоциированными регуляторными факторами 
и провоспалительными Th1/Th17-эффекторами опре-
деляет не только характер течения инвазии, но и риск 
развития жизнеугрожающих осложнений. Неотъемле-
мой составляющей гуморального иммунного ответа 
при дирофиляриозе является образование цирку-
лирующих иммунных комплексов (ЦИК), состоящих 
из растворимых паразитарных антигенов и специфи-
ческих антител, преимущественно классов IgG и IgM. 

Избыточное накопление ЦИК в  кровотоке при недо-
статочной эффективности системы мононуклеарных фа-
гоцитов ведет к их осаждению на базальных мембранах 
капилляров клубочков почек, синовиальных оболочек 
суставов и эндотелии сосудов. Это инициирует актива-
цию комплемента по классическому пути, привлечение 
нейтрофилов и макрофагов, а также высвобождение ли-
зосомальных ферментов и реактивных форм кислорода, 
что клинически соответствует иммунокомплексному ва-
скулиту, гломерулонефриту и полиартриту [9, 14, 15, 16]. 
Важно отметить, что у ряда собак с хронической инвази-
ей выявляются аутоантитела к фосфатидилсерину и двух-
цепочечной ДНК, это прямо указывает на потерю имму-
нологической толерантности к собственным антигенам 
и формирование аутоиммунного компонента, усугубля-
ющего системные проявления болезни [17]. 

Невзирая на объем исследовательских работ, посвя-
щенных отдельным звеньям иммунопатогенеза дирофи-
ляриоза, комплексный анализ взаимосвязи между ци-
токиновым профилем, соотношением Th1- и Th2-типов 
реагирования, интенсивностью эозинофильного вос-
паления, уровнем общего и специфического IgE, а так-
же концентрацией ЦИК у  собак с  различной степенью 
тяжести инвазии остается недостаточно разработанным. 
В  частности, до сих пор открыты вопросы о том, какие 
именно цитокиновые кластеры являются предикторами 
формирования аутоиммунных нарушений и существует 
ли корреляция между гиперпродукцией IgE и риском 
гломерулопатии у данного вида животных. 

Цель настоящей работы – изучить особенности цито-
кинового профиля и баланса Th1/Th2-ответа во взаимо- 
связи с показателями эозинофильного воспаления, гипер- 
продукции IgE и уровнем ЦИК у собак с дирофиляриозом 
для обоснования роли этих факторов в механизмах раз-
вития аутоиммунной патологии. Достижение поставлен-
ной цели позволит не только углубить фундаментальные 
представления о патогенезе дирофиляриоза, но и разра-
ботать критерии раннего прогнозирования иммуноком-
плексных осложнений, что имеет прямое прикладное 
значение для ветеринарной клинической практики.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Исследование выполнено в формате контроли-

руемого поперечного (кросс-секционного) клинико- 
лабораторного наблюдения в период с 2023 по 2025 г. 
Объектом исследования являлись собаки (n = 113) в воз-
расте от 1 года до 8 лет [средний возраст (4,2 ± 0,3) года] 
различных пород (в  том числе беспородные) и обо-
их полов (54  кобеля, 59  сук), поступившие на кафе-
дру ветеринарной медицины ФГБОУ ВО «Российский  

биотехнологический университет (РОСБИОТЕХ)», а так-
же в  ветеринарные клиники городов Луганска, Донец-
ка, Москвы и Московской области. Все владельцы жи-
вотных подписали информированное добровольное 
согласие на проведение диагностических процедур 
и использование клинических данных в научных целях. 
Исследование одобрено локальным этическим комите-
том университета (протокол № 42 от 15.02.2023). 

Диагноз «дирофиляриоз» устанавливали на осно-
вании комплексного алгоритма, включавшего анализ 
анамнестических данных, физикальное обследование, 
эхокардиографию (ЭхоКГ) с допплеровским картиро-
ванием, лабораторные тесты и визуализационные ме-
тоды. Обязательным этапом являлась детекция микро-
филярий в периферической крови с использованием 
модифицированного теста Кнотта: 1  мл венозной кро-
ви смешивали с 9  мл 2%-го раствора формальдегида, 
центрифугировали при 1500  об/мин в  течение 5  мин, 
осадок окрашивали метиленовым синим и микроскопи-
ровали при увеличении 40×. Кроме того, все животные 
проходили иммунохроматографическое тестирование 
на наличие антигена взрослой D.  immitis с  примене-
нием коммерческого набора VetExpert Heartworm Ag 
(VetExpert, Польша), чувствительность и специфичность 
которого в условиях лаборатории составляли не менее 
95 и 98% соответственно. В контрольную группу (n = 26) 
вошли клинически здоровые собаки, сопоставимые по 
возрасту и полу с основной группой, с отрицательными 
результатами всех вышеперечисленных диагностиче-
ских тестов на дирофиляриоз, а также при отрицатель-
ных результатах паразитологического исследования 
фекалий (метод Фюллеборна) и серологических тестов 
на  дирофиляриоз, лейшманиоз, эрлихиоз, анаплазмоз 
и  боррелиоз (комбинированные иммунохроматогра-
фические тесты SNAP 4Dx Plus, IDEXX Laboratories, США). 
Это позволило минимизировать влияние сопутствую-
щих векторно-трансмиссивных инфекций на  анализи-
руемые иммунологические показатели. 

Группировка больных животных по тяжести течения. 
Больные животные (n  =  87) были стратифицированы 
на четыре группы в  соответствии с  клинико-функцио-
нальной классификацией Американского общества по 
изучению дирофиляриоза (American Heartworm Society, 
AHS, пересмотр 2014  г.), которая учитывает совокуп-
ность клинических признаков, рентгенологических 
и эхокардиографических изменений. В группу I (n = 24) 
были включены собаки с  бессимптомным течением 
либо минимальными транзиторными респираторными 
проявлениями при отсутствии рентгенологических из-
менений. Группа  II (n  =  22)  – животные с умеренными 
респираторными симптомами (кашель, непереноси-
мость физической нагрузки) и рентгенологическими 
признаками умеренной интерстициальной или сосу-
дистой патологии. Группа  III (n  =  23)  – пациенты с вы-
раженной клинической картиной правожелудочковой 
недостаточности, подтвержденной эхокардиографиче-
ской легочной гипертензией (систолическое давление 
в легочной артерии  >  40  мм  рт.  ст.) и кахексией. Груп-
па  IV (n  =  18) представлена животными с кавальным 
синдромом (обструкция tricuspid valve подвижными 
массами гельминтов) либо крайне тяжелым течени-
ем с полиорганной дисфункцией. Важным условием 
включения служило отсутствие сопутствующих инфек-
ционных заболеваний (бруцеллез, лептоспироз, вирус-
ный гепатит, парвовирусный энтерит), онкологических 
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новообразований любой локализации, а также систем-
ных аутоиммунных расстройств, диагностированных ра-
нее. Из выборки также исключались животные, получав-
шие иммуномодулирующую терапию (глюкокортикоиды, 
циклоспорин, неспецифические иммуностимуляторы) 
или противогельминтные препараты с макроцикличе-
скими лактонами в течение трех месяцев, предшество-
вавших исследованию, поскольку это могло исказить 
эндогенные цитокиновые и гуморальные профили. 

Забор, обработка и хранение биологического мате-
риала. Венозную кровь отбирали из латеральной вены 
(v.  saphena lateralis) в утренние часы натощак для ми-
нимизации суточных колебаний цитокинов и липид-
ного фона. Использовались вакуумные системы двух 
типов: пробирки с К2-ЭДТА (Becton Dickinson, США) для 
гематологического анализа и получения цельной кро-
ви для микрофиляриоскопии, а также пробирки без 
антикоагулянта с активатором свертывания для выде-
ления сыворотки. Сыворотку получали путем двукрат-
ного центрифугирования при 1500 g в течение 15 мин 
при +4  °C с  последующим переносом супернатанта 
в стерильные полипропиленовые пробирки (Eppendorf, 
Германия). Аликвоты сыворотки (по  200  мкл) немед-
ленно замораживали при температуре –80 °C с исполь-
зованием ультранизкотемпературного морозильника 
(Thermo Fisher Scientific, США) и хранили в криобанках 
до проведения иммуноферментного анализа, избегая 
повторных циклов размораживания/замораживания. 

Иммуноферментный и гематологический анализ. 
Концентрацию цитокинов в сыворотке крови опре-
деляли методом твердофазного иммуноферментного 
анализа с применением коммерческих наборов для ви-
доспецифичной детекции собак: ФНО-α, интерлейкин-
1α (ИЛ-1α), ИЛ-4, интерлейкин-6 (ИЛ-6), ИЛ-8 
и интерферон-γ (ИНФ-γ) производства Cloud-Clone Corp. 
(Китай) и Wuhan USCN Business  Co., Ltd. (Китай). Спе-
цифичность каждого набора подтверждена производи-
телем методом перекрестных реакций с рекомбинант-
ными белками других видов, внутри- и межсерийный 
коэффициенты вариации не превышали 8 и 12% соот-
ветственно. Оптическую плотность измеряли на план-
шетном ридере Multiskan FC (Thermo Fisher Scientific, 
USA) при длине волны 450  нм с  референс-фильтром 
620 нм. Калибровочные кривые строились с использо-
ванием стандартных образцов, прилагаемых к каждо-
му набору, с  четырехпараметрической логистической 
регрессией. Уровень общего IgE в  сыворотке опреде-
ляли аналогичным иммуноферментным методом с  ис-
пользованием наборов той же группы производителей. 
Содержание ЦИК оценивали двумя методами: общий 

уровень  – преципитацией с полиэтиленгликолем 
(ПЭГ-6000) с последующей турбидиметрией при длине 
волны 450  нм; фракционный состав по молекулярной 
массе  – методом дифференциального преципитиро-
вания с 2, 4 и 7% ПЭГ, что позволяло выделить мелкие 
(2,5–8,5S), средние (8,5–19S) и крупные (> 19S) фракции. 
Абсолютное и относительное количество эозинофилов 
периферической крови определяли на автоматиче-
ском гематологическом анализаторе Mindray BC-5000 
(Mindray Medical, Китай) с дифференцировкой лейкоци-
тарной формулы по 200 клеткам в окрашенных по Рома-
новскому – Гимзе мазках для верификации автоматиче-
ских данных. Референсные интервалы для эозинофилов 
у собак составляли (0,1–1,2) × 109/л [2–8%]. 

Статистическая обработка данных. Все расчеты 
выполнены в среде Statistica 10.0 (StatSoft Inc., США). Про-
верку нормальности распределения количественных 
переменных осуществляли с использованием критерия 
Шапиро  – Уилка, а также визуальной оценкой Q–Q гра-
фиков. Ввиду того что большинство показателей (кон-
центрации цитокинов, IgE, ЦИК) не подчинялись закону 
нормального распределения (p < 0,05), все последующие 
сравнения проводились непараметрическими метода-
ми. Для выявления различий между четырьмя группами 
больных животных применяли ранговый дисперсион-
ный анализ ANOVA Краскела – Уоллиса; при обнаружении 
статистически значимых различий выполняли попарные 
межгрупповые сравнения с использованием U-критерия 
Манна – Уитни с введением поправки Бонферрони для 
контроля семейной ошибки (скорректированный уро-
вень значимости α’ = 0,05 / 6 = 0,0083). Взаимосвязь меж-
ду количественными признаками оценивали с помощью 
коэффициента ранговой корреляции Спирмена (rs). Раз-
личия и корреляции считали статистически значимыми 
при двустороннем уровне p ≤ 0,05. Все количественные 
данные в тексте и таблицах представлены как среднее 
арифметическое и его стандартная ошибка (M ± m).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Цитокиновый профиль сыворотки крови собак 

опытных групп характеризовался значительным по-
вышением как провоспалительных, так и противо-
воспалительных медиаторов относительно контроля, 
причем степень выраженности изменений нарастала 
параллельно тяжести заболевания (табл. 1). 

Уровень ИЛ-4  – ключевого цитокина Th2-ответа  – 
в группе I был выше контрольных значений в 1,6 раза 
(p < 0,001), в группе II – в 1,9 раза, в группе III – в 3,5 раза, 
а  в  группе  IV достигал максимальной кратности 4,7 
(p < 0,001). Подобная динамика полностью согласуется 

Таблица 1  
Концентрация цитокинов в сыворотке крови собак с дирофиляриозом (M ± m)
Table 1 
Serum cytokine levels in dogs with dirofilariasis (M ± m)

Показатель Контроль (n = 26) Группа I (n = 24) Группа II (n = 22) Группа III (n = 23) Группа IV (n = 18)

ФНО-α, пг/мл 5,74 ± 0,19 7,12 ± 0,35* 8,57 ± 0,33* 11,93 ± 0,73* 19,11 ± 1,39*

ИЛ-4, пг/мл 175,42 ± 4,72 282,70 ± 9,06* 326,18 ± 17,50* 616,13 ± 35,84* 823,22 ± 51,08*

ИЛ-6, пг/мл 253,38 ± 7,90 368,91 ± 9,51* 426,36 ± 13,08* 563,69 ± 31,52* 1089,22 ± 66,20*

ИНФ-γ, пг/мл 58,30 ± 2,85 92,95 ± 4,86* 142,72 ± 11,87* 172,17 ± 10,92* 259,83 ± 15,76*

ИЛ-1α, пг/мл 4,65 ± 3,61 2,69 ± 0,10* 5,40 ± 1,56* 5,07 ± 0,28* 8,69 ± 0,91*

ИЛ-8, пг/мл 1,26 ± 0,06 2,07 ± 0,12* 3,63 ± 0,28* 4,71 ± 0,33* 9,39 ± 1,04*

* p < 0,001 по сравнению с контролем (тест Манна – Уитни). 
* p < 0.001 vs. control (Mann – Whitney U test). 
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с данными R.  Morchón et  al., продемонстрировавших 
избирательную гиперэкспрессию мРНК ИЛ-4 и ИЛ-10 
у  микрофиляриемичных собак, что отражает поляри-
зацию иммунного ответа по Th2-типу [10]. Выраженный 
подъем ИЛ-4 именно при тяжелых формах, вероятно, 
обусловлен сочетанным действием антигенов микро-
филярий и взрослых гельминтов, а также молекуляр-
ных паттернов Wolbachia, способных индуцировать 
как Th2-звено (через модуляцию дендритных клеток), 
так и врожденный воспалительный ответ [5].

Содержание ИНФ-γ, традиционно ассоции-
руемого с  Th1-ответом, также существенно воз-
растало во всех группах больных собак, дости-
гая у животных группы  IV (259,83  ±  15,76)  пг/мл 
[контроль  – (58,30  ±  2,85)  пг/мл, p  <  0,001]. 
Этот факт не противоречит концепции  
Th2-доминирования, поскольку повышение ИНФ-γ 
может быть следствием активации NK-клеток и ма-
крофагов под действием ИЛ-12 и ФНО-α в условиях 
массивного выброса антигенов  [6]. Более информа-
тивным индикатором баланса Th1/Th2 служит со-
отношение цитокинов. Расчет коэффициента ИЛ-4/
ИНФ-γ показал его прогрессивный рост с 3,01 в кон-
троле до  3,58 в  группе  III и 3,17 в  группе  IV, тогда 
как соотношение ИНФ-γ/ИЛ-4, напротив, снижалось. 
Таким образом, несмотря на одновременную акти-
вацию обоих звеньев, баланс смещался в сторону 
Th2-ответа, что является характерным признаком 
иммунопатологии при хронических филярио-
зах [6, 10, 18, 19].

Провоспалительные цитокины, участвующие в фор-
мировании цитокинового шторма, также демонстриро-
вали значимый рост. Сывороточная концентрация ИЛ-
6, одного из главных медиаторов острофазного ответа 
и активатора B-клеток, в группе IV превышала контроль-
ную в  4,3  раза (p  <  0,001). ФНО-α, ключевой пироген 
и индуктор апоптоза, увеличился в 3,3 раза (p < 0,001), 
тогда как уровень ИЛ-8  – мощного хемоаттрактанта 
нейтрофилов – в 7,5 раза (p < 0,001). Эти результаты со-
гласуются с данными W.-K. Yoon et al., которые наблюда-
ли многократный подъем ИЛ-6 и С-реактивного белка 
после введения меларсомина, моделирующего гибель 
гельминтов, и подчеркивают роль Wolbachia в поддер-
жании длительной воспалительной реакции  [11]. Вы-
явленная гиперпродукция ИЛ-8 подтверждает, что WSP 
вольбахий напрямую стимулирует нейтрофилы к секре-
ции этого хемокина, что было убедительно показано 
на собачьих нейтрофилах in vitro [4, 20, 21, 22].

Концентрация ИЛ-1α также статистически значи-
мо возрастала в терминальной стадии заболевания, 
в  группе  IV достигая (8,69  ±  0,91)  пг/мл [контроль  – 
(4,65  ±  3,61)  пг/мл], хотя у  здоровых животных отме-
чался значительный разброс, требующий дальнейше-
го изучения. Тем не менее тенденция к росту ИЛ-1α 
вносит дополнительный вклад в провоспалительный 
каскад, способствуя повреждению эндотелия и при-
влечению иммунокомпетентных клеток в  очаги пара-
зитарной инвазии.

Иммунологические последствия описанного цито- 
кинового дисбаланса проявились изменениями 
со  стороны эозинофильного звена, гуморального IgE-
ответа и образования иммунных комплексов (табл. 2). 

Относительное содержание эозинофилов у клини-
чески здоровых собак составило (4,11 ± 0,25)%; в груп-
пе  I значение возрастало до  (6,04  ±  0,52)% [p  <  0,01], 
отражая типичную для гельминтозов эозинофильную 
реакцию, опосредованную ИЛ-5, продукция которого 
стимулируется Th2-клетками  [6]. Однако в  группе  III 
этот показатель снижался до (4,43 ± 0,62)% и становил-
ся достоверно ниже контроля в терминальной груп-
пе  IV [(2,44 ± 0,54)%, p < 0,05]. Аналогичная динамика 
прослеживалась по абсолютному числу эозинофилов: 
увеличение в  группе  I [(0,84  ±  0,22)  ×  109/л, p  <  0,01],  
но снижение в группе IV до (0,32 ± 0,07) × 109/л. Подоб-
ное изменение уровня циркулирующих эозинофилов 
при наиболее тяжелом течении дирофиляриоза объ-
ясняется, вероятно, интенсивной миграцией клеток 
в  ткани (легочные артерии, почечные клубочки), где 
они дегранулируют, выделяя токсические белки и под-
держивая локальное воспаление  [23,  24,  25]. Ранее 
G. Barlozzari et al. также наблюдали нормализацию ко-
личества эозинофилов после элиминации микрофиля-
рий, подтверждая прямую связь паразитемии с уров-
нем циркулирующих эозинофилов [23].

Концентрация общего IgE в  сыворотке крови 
неуклонно повышалась от (15,20  ±  1,80)  Ед/мл в  кон-
троле до  (92,50  ±  10,60)  Ед/мл в  группе  IV (p  <  0,001). 
Увеличение было статистически значимым уже 
в  группе  I [(28,40  ±  3,20)  Ед/мл, p  <  0,001], а  в  груп-
пах  III и  IV достигало 4–6-кратного превышения. Столь 
резкий подъем IgE является прямым следствием 
Th2-поляризации, поскольку ИЛ-4 индуцирует пере-
ключение синтеза B-лимфоцитами на  IgE, что под-
тверждается тесной корреляцией гиперпродукции 
ИЛ-4 с повышенным уровнем общего IgE (r  =  0,78, 
p < 0,01) [6, 22, 26]. Высокий уровень IgE, в свою очередь,

Таблица 2  
Показатели эозинофильного воспаления, IgE и ЦИК у собак с дирофиляриозом (M ± m)
Table 2  
Eosinophilic inflammatory markers, IgE, and CIC levels in dogs with dirofilariasis (M ± m)

Показатель Контроль (n = 26) Группа I (n = 24) Группа II (n = 22) Группа III (n = 23) Группа IV (n = 18)

Эозинофилы, % 4,11 ± 0,25 6,04 ± 0,52** 5,54 ± 0,38** 4,43 ± 0,62 2,44 ± 0,54*

Эозинофилы, 109/л 0,37 ± 0,03 0,84 ± 0,22** 0,57 ± 0,04** 0,68 ± 0,91* 0,32 ± 0,07

Общий IgE, Ед/мл 15,20 ± 1,80 28,40 ± 3,20*** 35,10 ± 4,10*** 68,70 ± 7,30*** 92,50 ± 10,60***

ЦИК общие, Ед/мл 28,60 ± 0,87 29,05 ± 1,00 29,21 ± 0,56 41,10 ± 0,83*** 57,31 ± 2,05***

ЦИК крупные, Ед/мл 9,37 ± 0,30 10,62 ± 0,32** 9,72 ± 0,47 11,73 ± 0,32*** 13,31 ± 0,80***

ЦИК средние, Ед/мл 9,30 ± 0,48 8,32 ± 0,47 7,53 ± 0,41** 9,08 ± 0,38 13,20 ± 1,08***

ЦИК мелкие, Ед/мл 9,92 ± 0,69 10,11 ± 0,73*** 11,87 ± 0,36** 20,28 ± 0,55*** 30,81 ± 1,47***

* p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001 – по сравнению с контролем для всех указанных групп (тест Манна – Уитни).
*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 vs. control for all indicated groups (Mann – Whitney U test).
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способствует сенсибилизации тучных клеток 
и базофилов, запуская реакции гиперчувствитель-
ности немедленного типа, что при персистенции 
паразита создает постоянный провоспалитель-
ный фон и способствует повреждению эндотелия.

Одним из ключевых индикаторов иммуноком-
плексной патологии служит уровень ЦИК. В нашем 
исследовании общие ЦИК в группах I и II практически 
не отличались от контроля, что согласуется с дан-
ными R.  Iatta et  al., не выявивших повышения ЦИК 
у клинически здоровых собак с дирофиляриозом [14]. 
Однако у больных животных из групп  III и IV наблю-
дался резкий подъем показателя до (41,10  ±  0,83) 
и (57,31  ±  2,05)  Ед/мл соответственно (p  <  0,001). 
Примечательно, что наиболее значительный рост 
регистрировался за счет фракции мелких ЦИК 
[(20,28 ± 0,55) Ед/мл в группе III и (30,81 ± 1,47) Ед/мл 
в группе IV], которые обладают наибольшим патоген-
ным потенциалом, легко проникая через базальную 
мембрану сосудов и откладываясь в тканях. Повыше-
ние уровня общих и мелких ЦИК положительно кор-
релировало с концентрацией ИЛ-4 (r = 0,71, p < 0,01) 
и IgE (r  =  0,66, p  <  0,01), что подтверждает патогене-
тическую цепочку: Th2-доминирование приводит 
к гиперпродукции антител, что в итоге способствует 
образованию иммунных комплексов.

Связь между гиперпродукцией IgE, эозинофилией 
и иммунокомплексным повреждением тканей объясня-
ет механизмы аутоиммунизации при дирофиляриозе. 
В  условиях хронической антигенной стимуляции 
и деструкции тканей, вызванной гельминтами и их эн-
досимбионтами, происходит высвобождение скрытых 
аутоантигенов, которые в присутствии избытка ИЛ-4 
и активированных B-клеток становятся мишенями для 
аутоантител. Формирующиеся in situ иммунные ком-
плексы фиксируют комплемент, индуцируя васкулиты 
и гломерулонефриты, что типично для аутоиммунной 
патологии [15, 27]. Выявленная нами корреляционная 
связь между уровнем ИЛ-4 и концентрацией ЦИК (осо-
бенно мелких) позволяет рассматривать соотношение 
ИЛ-4/ИНФ-γ не только как маркер Th-баланса, но и как 
потенциальный предиктор риска развития иммуно-
комплексных осложнений.

Полученные результаты позволяют предложить 
следующую схему иммунопатогенеза: присутствие 
гельминтов и персистенция Wolbachia индуцируют 
мощный провоспалительный ответ с повышением 
ФНО-α, ИЛ-6, ИЛ-1α и ИЛ-8, что составляет осно-
ву цитокинового шторма. Одновременно антигены 
паразита, особенно микрофилярий, стимулируют 
Th2-поляризацию с резким подъемом ИЛ-4, который, 
с одной стороны, ограничивает чрезмерное воспале-
ние (через индукцию ИЛ-10), а с другой – иницииру-
ет гиперпродукцию IgE и эозинофилию. В  условиях 
массивного поступления антигенов при гибели гель-
минтов избыточные антитела формируют иммунные 
комплексы, которые перестают эффективно элимини-
роваться и начинают откладываться в тканях, вызывая 
повреждение по механизму гиперчувствительности 
III типа. Активация комплемента, привлечение нейтро-
филов и дегрануляция эозинофилов в очагах отложе-
ния комплексов создают замкнутый круг воспаления 
и некроза, что способствует высвобождению новых 
порций аутоантигенов и развитию аутоиммунной 
патологии [1, 7, 15, 28].

ВЫВОДЫ
1. У собак с дирофиляриозом регистрируется выра-

женный цитокиновый шторм: в группе IV содержание 
ФНО-α повышено в  3,3  раза, ИЛ-6  – в  4,3  раза, ИЛ-8  – 
в 7,5 раза по сравнению со здоровыми животными.

2.  Соотношение ИЛ-4/ИНФ-γ увеличивается с  3,01 
в  контроле до  3,58 в  группе  III, что свидетельству-
ет о  доминировании Th2-иммунного ответа на фоне 
общей активации цитокиновой сети.

3.  Гиперпродукция ИЛ-4 тесно коррелирует с  по-
вышенным уровнем общего IgE (r  =  0,78, p  <  0,01) 
и, на начальных стадиях, с эозинофилией; при тяжелом 
течении эозинофилы периферической крови снижа-
ются, что указывает на их перераспределение в ткани.

4. В группах III и IV наблюдается многократное уве-
личение общих и особенно мелких ЦИК, положитель-
но связанное с уровнем ИЛ-4 и IgE, что подтверждает 
роль Th2-доминирования и цитокинового шторма 
в индукции иммунокомплексной патологии и создает 
основу для развития аутоиммунных осложнений 
при дирофиляриозе собак.
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РЕЗЮМЕ
Введение. Актуальность данной работы обусловлена ростом антибиотикорезистентности у патогенных клостридий в агропромышленном комплексе 
Уральского федерального округа, что приводит к снижению эффективности терапии, увеличению экономических потерь от инфекционных заболеваний 
и создает угрозу межвидового переноса генов резистентности, подчеркивая необходимость разработки современных инструментов для молекулярного 
мониторинга в рамках реализации национальных стратегий по сдерживанию устойчивости к противомикробным препаратам. 
Цель исследования. Разработка и апробация ПЦР-тест-систем для детекции генов антибиотикорезистентности (tetM/B, ermB/Q, bcrA/B/D/R) 
у Clostridium perfringens и Clostridium difficile. 
Материалы и методы. Исследовали 472 пробы биологического материала (фекалии и раневое отделяемое от животных, корма, объекты окружающей 
среды), отобранные в 2023–2024 гг. на 32 молочно-товарных предприятях региона. Видовую принадлежность выделенных изолятов подтверждали 
методом MALDI-ToF-масс-спектрометрии, а фенотипическую устойчивость к антибиотикам определяли диско-диффузионным методом в соответствии 
со  стандартами EUCAST. С  помощью ПЦР был сформирован банк ДНК, выделенной из поступивших проб биологического материала и изолятов 
клостридий, коллекционных штаммов различных видов спорообразующих анаэробов. 
Результаты. В результате была создана и валидирована эффективная ПЦР-панель для детекции генов антимикробной резистентности у клостридий. 
Скрининг 123 проб, содержащих ДНК целевых патогенов, позволил выявить распространение генов антимикробной резистентности: доминирующим 
у Clostridium difficile являлся ген ermB (95,1%), у Clostridium perfringens – гены ermB (90,0%) и ermQ (67,1%). Ген tetМ обнаруживали в 52,4 и 60,0% проб 
соответственно, гены bcrA/B/D/R  – у  27,1–39,8% изолятов. Фенотипические исследования показали формирование у  клостридий множественной 
лекарственной устойчивости. 
Заключение. Разработанная тест-система стала надежным инструментом для молекулярного мониторинга антимикробной резистентности, 
полученные данные свидетельствуют о  массовой циркуляции клостридий с  генетическим потенциалом резистентности к  клинически значимым 
антибиотикам. 

Ключевые слова: Clostridium perfringens, Clostridium difficile, антибиотикорезистентность, гены резистентности, ПЦР-диагностика, тест-системы
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ABSTRACT
Introduction. The rising prevalence of antibiotic resistance among pathogenic clostridia in the agro-industrial sector of the Ural Federal District highlights the 
need for this study. Emerging resistant strains compromise therapeutic outcomes, exacerbate economic losses attributable to infectious diseases, and pose a 
tangible threat of interspecies antimicrobial resistance gene transfer. These factors collectively necessitate the development of state-of-the-art molecular 
surveillance tools as a part of national antimicrobial resistance mitigation strategies.
Objective. The study was aimed at the development and testing of the PCR test systems for detection of antibiotic resistance genes (tetM/B, ermB/Q, bcrA/B/D/R) 
in Clostridium perfringens and Clostridium difficile.
Materials and methods. During the study 472 biological samples (animal feces, wound discharge, feed, environmental objects) collected on 32 dairy holdings 
located in the region in 2023–2024 were tested. The recovered isolates’ species identity was confirmed by MALDI-ToF mass spectrometry, and the phenotypic 
antibiotic resistance was determined by disc diffusion method in accordance with EUCAST standards. Bank of DNAs extracted with PCR from submitted biological 
samples and Clostridium isolates, strains of various species of spore-forming anaerobes kept at the Microorganism Strain Collection was created.
Results. Effective PCR test-kit for the detection of antibiotic resistance genes in Clostridia spp. was successfully developed and validated. Screening of 123 samples 
containing DNA of the target pathogens revealed a high prevalence of resistance genes: ermB gene (95.1%) was most common in Clostridium difficile, ermB 
(90.0%) and ermQ (67.1%) genes were predominant in Clostridium perfringens. The tetМ gene was detected in 52.4 and 60.0% of samples, respectively, while the 
bcrA/B/D/R genes were detected in 27.1–39.8% of isolates. Phenotypic studies confirmed the emergence of multidrug resistance in Clostridia spp.
Conclusion. The developed test kit has proven to be a reliable and robust tool for molecular antimicrobial resistance surveillance. The data obtained indicate 
a widespread circulation of Clostridium spp. harboring genetic determinants for resistance to clinically significant antibiotics.

Keywords: Clostridium perfringens, Clostridium difficile, antibiotic resistance, resistance genes, PCR diagnosis, test-kits
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Псковскую, Саратовскую, Самарскую, Челябинскую 
области и Республику Мордовию), установлено, что 
наиболее часто в биопробах выявляли Cl.  perfringens 
и Cl.  difficile. Другие патогенные виды клостридий,  
такие как Cl.  septicum, Cl.  sporogenes, Cl.  bifermentans  
и Cl.  butyricum, регистрировали значительно реже. 
Эти данные согласуются с результатами мониторинга 
на территории Свердловской области, где в  2020–
2024  гг. частота обнаружения геномов Cl.  difficile 
и Cl. perfringens достигала 54,0–76,2% [5].

Критическим фактором, осложняющим борьбу 
с  данными инфекциями в  последние десятилетия, 
является рост резистентности к антимикробным пре-
паратам у клостридий. Нерациональное применение 
антимикробных препаратов (АМП) в животноводстве 
привело к селекции резистентных штаммов бактерий, 
что существенно затрудняет лечение и повышает 
риск распространения устойчивости к  антибиоти-
кам  [6]. Многочисленные зарубежные исследования 
выявляли у  изолятов Cl.  perfringens множественную 
лекарственную устойчивость к  таким группам АМП, 
как тетрациклины, сульфаниламиды, макролиды  
и фторхинолоны, с  обнаружением соответствующих 
детерминант резистентности (tet, sul, erm и др.) [7, 8]. 
Резистентность к таким препаратам, как ванкомицин 

ВВЕДЕНИЕ
Патогенные клостридии, вызывающие различные 

инфекционные заболевания у сельскохозяйственных 
животных, представляют серьезную ветеринарную 
и экономическую проблему для агропромышленного 
комплекса. Широкое распространение этих анаэроб-
ных спорообразующих микроорганизмов в  окружа-
ющей среде, их способность к  токсинообразованию 
и высокая контагиозность обусловливают возник-
новение вспышек, ведущих к значительному падежу, 
особенно в  условиях нарушения технологических 
и ветеринарно-санитарных норм  [1,  2]. В  структуре 
клостридиозов крупного рогатого скота наиболь-
шую опасность представляют такие заболевания, как 
эмфизематозный карбункул (Clostridium chauvoei), 
злокачественный отек (Cl.  novyi тип  А, Cl.  septicum, 
Cl. sordellii), а также анаэробные энтеротоксемии, вы-
зываемые различными токсинотипами Cl. perfringens 
(А–Е), столбняк (Cl.  tetani), ботулизм (Cl.  botulinum), 
некротизирующие энтериты, метриты и маститы 
(Cl. perfringens тип А) [3, 4].

В ходе многолетних исследований, охвативших 
14  субъектов Российской Федерации (включая Мо-
сковскую, Тюменскую, Рязанскую, Курскую, Иркутскую, 
Нижегородскую, Кировскую, Тверскую, Белгородскую, 
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и метронидазол, отмечается также у других видов 
клостридий: Cl. difficile и Cl. septicum [4, 9, 10].

Несмотря на большое внимание в  Российской 
Федерации к  проблеме антибиотикорезистентности 
(в  2017  г. распоряжением Правительства РФ утверж-
дена «Стратегия предупреждения распростране-
ния антимикробной резистентности в  Российской  
Федерации на период до 2030 года»1, а в 2024 г. – план 
мероприятий на 2025–2030 гг. по ее реализации2), ин-
формации о  выявлении устойчивости у  анаэробных 
возбудителей болезней сельскохозяйственных жи-
вотных в  доступной литературе представлено недо-
статочно. Причина этого – трудоемкость классических 
бактериологических методов исследования. В  то же 
время современные молекулярно-генетические под-
ходы, в частности ПЦР-детекция генов устойчивости, 
позволяют проводить быстрый и целенаправленный 
анализ. Однако коммерческие ПЦР-тест-системы для 
выявления таких генов у видов клостридий, имеющих 
значение для ветеринарии, на отечественном рынке 
отсутствуют.

Таким образом, существует очевидная научно-
практическая потребность в разработке эффективных  
инструментов для мониторинга антибиотикорези-
стентности у  возбудителей клостридиозов. Свое- 
временная идентификация патогена и определение 
его профиля резистентности являются ключевыми 
элементами для принятия обоснованных решений по 
терапии, контролю вспышек и обеспечению эпизооти-
ческого благополучия в животноводческих хозяйствах.

Целью данной работы являлась разработка, опти-
мизация и практическая апробация тест-системы на 
основе полимеразной цепной реакции (ПЦР) для вы-
явления генов антибиотикорезистентности (tetM, tetB, 
ermB, ermQ, bcrA, bcrB, bcrD, bcrR) у  клостридий двух 
видов: Cl. perfringens и Cl. difficile.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Пробы биоматериала. В  период с  2023 по  2024  г. 

исследовали методом ПЦР 472 пробы биологического 
материала, отобранного от животных из 32  молочно- 
товарных предприятий Уральского федерально-
го округа. В  123  пробах обнаружены Cl.  perfringens 
(n  =  103) и  Cl.  difficile (n  =  70), данные изоляты были  
исследованы на наличие генов резистентности.

Перечень поступивших на исследование образцов: 
сборные пробы фекалий от телят и коров, соскобы 
с раневых поверхностей коров, смывы из носовых хо-
дов, цервико-вагинальные смывы, суставная жидкость, 
кусочки паренхиматозных органов, мышечной ткани 
и плаценты, гомогенат из паренхиматозных органов 
абортированного плода, смывы с  объектов окружаю-
щей среды и оборудования, подстилка, образцы с кор-
мового стола коров, пробы корма и кормового сырья 
(сенаж, монокорм, кормосмесь, зерно кукурузы, пше-
ницы и ячменя, силос кукурузный, белковая добавка, 
клевер, люцерна), пробы почвы. 

Работы с  применением MALDI-ToF-масс-
спектрометрии были выполнены в  лаборатории 
ООО  «Кволити Мед» (г.  Екатеринбург). Всего этим ме-
тодом исследовали 87 проб (фекалии от телят и коров, 

соскобы раневого отделяемого, пробы кормов и кор-
мового сырья, пробы почвы).

Отбор проб биоматериала проводили с использо-
ванием стандартных транспортных систем: для фека-
лий от животных применяли пробирки с транспорт-
ной средой CARY BLAIR (fecalSwab, COPAN, Италия),  
а для раневого отделяемого  – пробирки с транспорт-
ной средой AMIES (ESwab, COPAN, Италия). Получали 
средние пробы кормов, кормового сырья и почвы и по-
мещали их в стерильные полиэтиленовые пакеты для 
транспортировки и бактериологических исследований.

Штаммы бактерий. Коллекционные штаммы микро-
организмов: Escherichia coli ATCC 8739 (Microbiologics, 
США), Clostridium perfringens ATCC 13124 = CCUG 1795 = 
NCTC 8237, Clostridium septicum ATCC 12464  = CCUG 
4855 = NCTC 547.

Питательные среды и растворы: основа колум-
бийского кровяного агара (Bio-Rad Laboratories, США), 
дефибринированная кровь барана (АО «ЭКОлаб», Рос-
сия), магниевая среда, висмут-сульфит агар, агар Пло-
скирева, ГРМ-агар (ФБУН  «Государственный научный 
центр прикладной микробиологии и биотехнологии», 
Россия), агар Сабуро с  2% глюкозы и хлорамфенико-
лом (SIFIN Diagnostics, Германия), агар Мюллера – Хин-
тона (SIFIN Diagnostics, Германия), триптиказо-соевый 
бульон с 20%-м глицерином (Conda, Испания). 

Коллекционные штаммы микроорганизмов: 
Cl.  perfringens ATCC 13124  = CCUG  1795  = NCTC  8237, 
Cl. septicum ATCC 12464 = CCUG 4855 = NCTC 547.

Методы исследований. Бактериологические иссле-
дования проводили в  соответствии с  ГОСТ  26503-85 
«Животные сельскохозяйственные. Методы лабора-
торной диагностики клостридиозов»3. Ферментатив-
ную активность у полученных изолятов определяли 
с  использованием «Набора для идентификации ана-
эробных бактерий АНАЭРОтест  23» (Erba Mannheim, 
Чехия). Видовую идентификацию проводили с помо-
щью MALDI-ToF-масс-спектрометрии на анализаторе 
Vitek  MS (bioMérieux, Франция)  [6]. Чувствительность 
к  антимикробным препаратам определяли стандарт-
ным диско-диффузионным методом [9].

Полученные изоляты сохраняли на криосреде 
для пополнения банка ДНК и дальнейшей поста-
новки ПЦР. В  работе использовали дополнительно 
для измерения оптической плотности по McFarland 
прибор DensiChek (BioMérieux, Франция), прибор 
для приготовления питательных сред Masterclave09 
(AES Chemunex, Франция), автоматический модуль 
для розлива в чашки APSOne (AES Chemunex, Фран-
ция), CO2-инкубатор лабораторный 8000WJ (Thermo 
Scientific, США), инкубатор лабораторный Heratherm 
IMH60 (Thermo Scientific, Германия), автоматический 
анализатор антибиотикограмм ДДМ Adagio (Bio-Rad 
Laboratories, Франция). 

Резистентность к антибиотикам определяли дву-
мя параллельными методами  [9,  10]. Исследование 
проводили на агаре Мюллера  –  Хинтона (Bio-Rad 
Laboratories, Франция) с  использованием стандарт-
ных дисков, импрегнированных антибиотиками (Bio-
Rad Laboratories, Франция). В работе применяли диски 
со следующими препаратами: амоксициллин  /  кла-
вулановая кислота, гентамицин, левофлоксацин, 

1 https://www.garant.ru/products/ipo/prime/doc/71677266
2 https://www.garant.ru/products/ipo/prime/doc/409448585 3 https://base.garant.ru/5916932
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норфлоксацин, ципрофлоксацин, цефепим, цефик-
сим, цефоперазон, цефотаксим, цефподоксим, цеф-
тазидим, цефтриаксон и цефтиофур. Результаты 
антибиотикограммы (диаметры зон задержки роста) 
считывали автоматически с помощью анализатора 
Adagio (Bio-Rad Laboratories, Франция). 

Сформирован банк ДНК, выделенной из посту-
пивших проб биологического материала и изо-
лятов клостридий (Cl.  perfringens), коллекционных 
штаммов различных видов спорообразующих ана-
эробов: Cl. perfringens E № 413, Cl. perfringens D № 222, 
Cl. perfringens А № 307, Cl. perfringens № 213, Cl. perfringens C 
«Октябрь», Cl. perfringens C «Амо», Cl. perfringens B «LD4», 
Cl. perfringens E № 342, Cl. perfringens A (коллекция штам-
мов ФГБУ «Всероссийский государственный Центр ка-
чества и стандартизации лекарственных средств для 
животных и кормов», Россия).

При разработке и оптимизации ПЦР-тест-систем 
для определения генов резистентности к  антибиоти-
кам у бактерий рода Clostridium использованы наибо-
лее изученные и распространенные среди животных 
виды клостридий – Cl. perfringens и Cl. difficile. 

На основании литературных данных были выбраны 
наиболее распространенные генетические детерми-
нанты (tetM/B, ermB/Q, bcrA/B/D/R), отвечающие за рези-
стентность к АМП у изолятов Cl. perfringens и Cl. difficile 
[11, 12, 13, 14, 15]. 

Проведен поиск референтных последовательно-
стей генов антибиотикорезистентности с  использова-
нием баз данных National Center for Biotechnological 
Information (NCBI) и National Database of Antibiotic 
Resistant Organisms (NDARO). Подбор олигонуклеоти-
дов производили с помощью Primer3 web [16] с учетом 
рекомендаций [17] (табл. 1). 

Таблица 1  
Перечень нуклеотидных последовательностей праймеров и меченых зондов
Table 1  
List of nucleotide sequences of primers and labelled probes

Ген Олигонуклеотидные последовательности (5’–3’)
Размер ампликона 

(п. н.)
Референтная последовательность

tetM

Forward: TCATACTGTACTCCGCTCCC

82 NZ_CAEUHQ010000012.1Reverse: TCGAAGTTCCACCGAATCCT

Probe: [FAM]TGGAAGCTGTGCTACAGATAGACCA[BHQ2]

tetB

Forward: AGGTTTTGGAGCGTCAATAATG

100 NG_048319.1Reverse: AAGACCTTCGCCTCTCCCT

Probe: [ROX]ATCCATTTTGGGCGACAGTAGGCTT[BHQ2]

ermB

Forward: AAGGATTCTACAAGCGTACCT

80 CP118266.1 (20,833-21,570)Reverse: CAATTGCTGAATCGAGACTTGA

Probe: [FAM]TTCACCGAACACTAGGGTTGCTCTTG[BHQ1]

ermQ

Forward: ATTTACTCTCTCTAGGTATTCCC

80 NG_047835.1Reverse: AAATTCACCAACTGATATGTGG

Probe: [ROX]TCTTTTTGCGGAACCTTTCTCCATAACT[BHQ2]

bcrA

Forward: CCACCTCCAATCAGTTTAGAAAAGT

111 LN835295.1:71678-72595Reverse: AAGTGTTGGAGAAATCAATCGAGAA

Probe: [FAM]CATTTATCCTTGTCACGAGCAGTCCA[BHQ1]

bcrB

Forward: CCACTAGTAAGCTATATCCCTCCAA

107 LN835295.1:70936-71637Reverse: GCTTCTTTGGATTGTTATGCTAACC

Probe: [ROX]AAGACAGCGTCATATAGCCCACAAAC[BHQ2]

bcrD

Forward: ATGCTTCGCTCATATTAAGTGTGAT

95 LN835295.1:72776-73390Reverse: AATTGTTGAGGGTATTACTGAGTGG

Probe: [FAM]TCATATGTCCTGTGCTGCTGATAGGT[BHQ1]

bcrR

Forward: GCTCCATGATTCCTTTTCAAAACAA

120 LN835295.1:72776-73390Reverse: CTTTCATTTACAGACACTACCCCAA

Probe: [ROX]CAGTTTCGCTATCCCAAGTGCAATCA[BHQ2]
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Полученные в ходе подбора праймеры были прове-
рены на способность образовывать димеры в Multiple 
Primer Analyzer (Thermo Fisher Scientific, США).

Для валидации и оптимизации метода были синтези-
рованы положительные контрольные образцы (табл. 2). 

Для отработки праймерных систем использовали 
экстра-микс для ПЦР HS-taq (2×) (diaGene, Россия), ре-
акционную смесь следующего состава: 12,5  мкл экс-
тра-микса  (2×) [100  мМ Трис-HCl, pH  8,5 (при 25  °С); 
100  мМ KCl; 0,4  мМ каждого дезоксинулкеозидтри-
фосфата; 4  мМ MgCl2; 0,06  ед.  акт./мкл HS-Taq ДНК-

полимеразы; 0,2% Tween  20; стабилизаторы HS-Taq 
ДНК-полимеразы], 0,3 мМ каждого праймера и 0,3 мМ 
гидролизного зонда, 5  мкл исследуемого образца, 
H2O  дистиллированная до конечного объема 25  мкл. 
В качестве положительных контролей применяли син-
тезированные нуклеотиды, идентичные целевой по-
следовательности генов антибиотикорезистентности.

Для определения оптимальных условий реакции 
проводили амплификацию с  градиентом температур 
на этапе отжига праймеров (табл. 3) на приборе CFX96 
Touch (Bio-Rad Laboratories, США).

Таблица 2 
Синтезированные олигонуклеотидные последовательности положительных контрольных образцов 
Table 2  
Synthesized oligonucleotide sequences of positive controls

Ген Олигонуклеотидные последовательности (5’–3’)
Размер ампликона 

(п. н.)

tetM
TCATACTGTACTCCGCTCCCTAATGGAAGCTGTGCTACAG

ATAGACCAATGGAAGCCCAGAAAGGATTCGGTGGAACTTCGA
82

tetB
AGGTTTTGGAGCGTCAATAATGCATATGCAGGAAGACTTA
AATCCATTTTGGGCGACAGTAGGCTTAGAAATAGAACCAG

CAGGGAGAGGCGAAGGTCTT
100

ermB
AAGGATTCTACAAGCGTACCTTGGATATTCACCGAACACTA

GGGTTGCTCTTGCACACTCAAGTCTCGATTCAGCAATTG
80

ermQ
ATTTACTCTCTCTAGGTATTCCCATAAATCTTTTTGCGGAACC

TTTCTCCATAACTAGCCACATATCAGTTGGTGAATTT
80

bcrA
CCACCTCCAATCAGTTTAGAAAAGTAGTCCTCTAAGTTTTCCT

CACTATCATTTATCCTTGTCACGAGCAGTCCATTTCGTGCAAATT
CTCGATTGATTTCTCCAACACTT

111

bcrB
CCACTAGTAAGCTATATCCCTCCAATGTAAAGACA
GCGTCATATAGCCCACAAACGATAAATATACCTGC

CCATGTTACAAGGGTTAGCATAACAATCCAAAGAAGC
107

bcrD
ATGCTTCGCTCATATTAAGTGTGATAAATTCGTC
CACAAGAATCATATGTCCTGTGCTGCTGATAGG

TAGCCACTCAGTAATACCCTCAACAATT
95

bcrR

GCTCCATGATTCCTTTTCAAAACAAACACACATC
AGTTTCGCTATCCCAAGTGCAATCAAAACAATAA
AAACAATCCAATAGATTGCAAGATATATTGGGGT

AGTGTCTGTAAATGAAAG

120

Таблица 3 
Программа амплификации с градиентом температур на этапе отжига праймеров
Table 3 
Amplification program including a temperature gradient at the annealing stage

Стадия Температура Время Цикл

Предварительная денатурация 95 °C 5 мин 1

Денатурация 95 °C 20 сек

40×Отжиг праймеров 64–56 °C 20 сек

Элонгация 72 °C 20 сек*

* считывание уровня флуоресценции на этапе элонгации по соответствующему каналу (fluorescence signals are measured at the end of each elongation stage 
in the relevant fluorescence channel).
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Специфичность праймеров дополнительно оцени-
вали при помощи системы капиллярного электрофо-
реза Qsep100 (BiOptic, Тайвань). 

Выделение ДНК проводили с помощью набора 
Diatom DNA Prep  200 (ООО  «ИзоГен», Россия). ПЦР-
исследования для выявления ДНК клостридий в био-
логическом материале выполняли с  использовани-
ем коммерческой тест-системы «РеалБест-Вет ДНК 
Cl. difficile/Cl. perfringens», а для типирования токсино-
генных штаммов  – коммерческого набора «РеалБест-
Вет ДНК Cl.  difficile tcdA/tcdB/CDT» (АО  «Вектор-Бест», 
Россия). Концентрацию полученных нуклеиновых кис-
лот определяли флуориметрическим методом на при-
боре Qubit 4 (Invitrogen, США) с применением набора 
QuDye BR для количественного определения двухце-
почечной ДНК в диапазоне от 2 до 1000 нг (Lumiprobe, 
Россия).

Дифференциацию между генами резистентности 
проводили за счет использования олигонуклеотид-
ных гидролизных зондов и считывания результатов  
в процессе амплификации по каналам FAM и ROX. Вали-
дацию анализа выполняли с применением ДНК выде-
ленных из биологических проб изолятов Cl. perfringens, 
ДНК коллекционных штаммов и ДНК Cl.  difficile, выде-

ленной из биологических проб с использованием ком-
мерческого набора.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
В ходе выполнения исследования были отработа-

ны и адаптированы протоколы для идентификации 
генов резистентности. Установили, что подобранные 
нами праймеры инициируют амплификацию целевых 
участков генов tetM (82 п. н.), tetB (100 п. н.), ermB, ermQ 
(80 п. н.), bcrA (111 п. н.), bcrB (107 п. н.), bcrD (95 п. н.), 
bcrR (120 п. н.). 

Получены графики амплификации на наличие 
генов резистентности tetM, tetB к тетрациклинам, ermB, 
ermQ – к макролидам и bcrA, bcrB, bcrD, bcrR – к поли-
пептидным антибиотикам у  Cl.  perfringens и Cl.  difficile. 
Образцы считали положительными, если пороговое 
значение Ct по каналам FAM/ROX было ≤ 38 (рис. 1). 

Специфичность разработанных праймеров для 
идентификации генов резистентности оценивали 
при помощи системы капиллярного электрофореза 
Qsep100 (рис. 2).

Результаты ПЦР по выявлению генов резистентно-
сти к антибиотикам у Cl.  difficile и  Cl.  perfringens пред-
ставлены на рисунках 3 и 4.

Рис. 1. График амплификации гена резистентности 
tetB у Cl. perfringens, Cl. difficile в ПЦР в реальном 
времени по каналу флуоресценции ROX

Fig. 1. Real-time PCR amplification curves of tetB resistance 
gene in Clostridium perfringens and Clostridium difficile 
detected via the ROX fluorescence channel

Рис. 2. Капиллярный электрофорез продуктов амплификации генов, 
отвечающих за резистентность к антибиотикам у Cl. perfringens, 
Cl. difficile

Fig. 2. Capillary electrophoresis analysis of PCR amplicons of antimicrobial 
resistance genes from Cl. perfringens and Cl. difficile

Рис. 3. Выявление генов резистентности 
к антибиотикам у изолятов Cl. difficile 
методом ПЦР (n = 103)

Fig. 3. Antibiotic resistance genes detected in Cl. difficile 
isolates with PCR (n = 103)

Рис. 4. Выявление генов резистентности к антибиотикам 
у изолятов Cl. perfringens методом ПЦР (n = 70)

Fig. 4. Antibiotic resistance genes detected in Cl. perfringens 
isolates with PCR (n = 70)
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Из представленных данных видно, что Cl.  difficile 
имеет широкий спектр генов антибиотикорезистент-
ности. Наиболее часто, в 95,1% случаев, обнаруживал-
ся ген ermB, обусловливающий устойчивость к макро-
лидам. Также к этому классу в 34,9% случаев относил-
ся ген ermQ. Были выявлены гены tetM (52,4%) и tetB 
(25,2%), отвечающие за устойчивость к тетрациклинам. 
Устойчивость к  бацитрацину была ассоциирована  
с генами bcrD (39,8%), bcrR (38,8%), bcrA (33,9%) и bcrB 
(32,0%). Полученные данные о  высокой распростра-
ненности и генетическом разнообразии механизмов 
устойчивости у  данного патогена, в частности выяв-
ленные нами гены ermB и tetM, согласуются с результа-
тами других исследований [12, 18, 19, 20]. 

Обнаружение генов bcr у  значительной части изо-
лятов Cl. difficile (32,0–39,8%) может быть обусловлено 
селективным давлением, создаваемым применени-
ем бацитрацина в  лечебных целях при инфекцион-
ных заболеваниях у крупного рогатого скота, а также  
активными механизмами горизонтального переноса 
генетических детерминант устойчивости в  популя-
циях патогена. Устойчивость Cl. difficile к бацитрацину 
опосредована несколькими генетическими механиз-
мами. Прежде всего, это оперон bcrRABD, кодирующий 
АВС-транспортер и ундекапренолкиназу, синтез кото-
рой увеличивается при воздействии антибиотика [21]. 
Кроме того, важную роль играют двухкомпонентная 
регуляторная система DraRS, активирующая экспрес-
сию локуса hex, необходимого для синтеза нового 
гликолипида и  повышающего устойчивость к  баци-
трацину примерно в 4 раза [22], а также протеаза PrsW, 
регулирующая активность внецитоплазматических 
σ-факторов в  ответ на воздействие бацитрацина  [23]. 
Высокая частота детекции генов bcr в исследованных 
изолятах может быть объяснена их локализацией 
на  мобильных генетических элементах, что обеспечи-
вает их эффективное распространение в  популяциях 
Cl. difficile посредством горизонтального переноса [21].

У изолятов Cl.  perfringens также выявлены гены 
резистентности к  макролидам: ermB был обнаружен 
в  90,0% случаев, а  ermQ  – в  67,1%. Наиболее распро-
страненным геном, опосредующим устойчивость к те-
трациклинам, оказался tetM (60,0%), тогда как tetB вы-
являлся реже – в 25,7% проб. Гены, ассоциированные 
с  устойчивостью к  бацитрацину, также присутствова-
ли: bcrD (32,8%), bcrR (30,0%), bcrB (28,5%), bcrA (27,1%).

Проведенный скрининг на наличие генов рези-
стентности у коллекционных штаммов показал присут-
ствие у штаммов Cl. perfringens C «Амо» и Cl. perfringens E 
№  342 гена bcrR, отвечающего за устойчивость к  ба-
цитрацину  – полипептидному антибиотику, синтези-
руемому штаммами бактерии Bacillus subtilis. У одного 
изолята Cl.  perfringens типа  А, полученного из проб  
фекалий от телят, был обнаружен ген ermB, обусловли-
вающий резистентность к эритромицину.

Изоляты Cl.  perfringens были фенотипически устой-
чивы к антибиотикам группы фторхинолонов (ципро-
флоксацин, марбофлоксацин, норфлоксацин, энроф-
локсацин, левофлоксацин), аминогликозидов (гента-
мицин) и пенициллинов (амоксициллин). Генотипиче-
ская характеристика показала, что гены устойчивости 
к эритромицину из группы макролидов присутствова-
ли у изолятов по отдельности или в комбинации. 

Полученные данные о  распространении генов 
антибиотикорезистентности у  Cl.  perfringens согласу-

ются с результатами других авторов. Частота детекции 
генов ermB и tetB у  изолятов Cl. perfringens в  наших ис-
следованиях соответствует показателям, полученным  
зарубежными авторами [12, 15, 21, 22, 23, 24], а уровень 
выявления гена tetB (25–26%) близок к  данным, пред-
ставленным V.  Adams et  al.  [11]. Также ранее в  наших 
научных работах [4, 5] уже была описана устойчивость 
к бацитрацину, обусловленная генами bcr.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В результате выполненной работы разработана  

и апробирована тест-система на основе ПЦР для вы-
явления генов антибиотикорезистентности у клостри-
дий. На основании анализа 472 проб биологического 
материала от животных с  молочно-товарных пред-
приятий Уральского федерального округа отработаны 
и  валидированы протоколы для одновременного вы-
явления восьми ключевых генетических детерминант 
(tetM, tetB, ermB, ermQ, bcrA, bcrB, bcrD, bcrR), ответ-
ственных за устойчивость к  тетрациклинам, макроли-
дам и бацитрацину.

Разработанная тест-система позволила выявить 
высокую распространенность этих генов у изолятов 
Cl.  perfringens (n  =  103) и  Cl.  difficile (n  =  70). Критиче-
скими являются показатели устойчивости к  макро-
лидам; ген ermB у  Cl.  difficile обнаружен в  95,1%  слу-
чаев, у  Cl. perfringens – в 90,0% случаев. Значительная  
частота встречаемости отмечена для генов резистент-
ности к тетрациклинам: у Cl.  difficile (tetМ  до 52,4%)  
и Cl.  perfringens (tetМ до 60,0%); к  бацитрацину:  
у Cl.  difficile (bcrD до 39,8%) и Cl.  perfringens (bcrD  
до 32,8%). Результаты выявления генов резистентно-
сти свидетельствуют о  формировании у  клостридий, 
циркулирующих у  животных, лекарственной устойчи-
вости к антибиотикам разных групп.

Таким образом, в ходе работы на основе ПЦР разра-
ботана тест-система для мониторинга резистентности 
к антибиотикам и получены данные, свидетельствующие 
о  распространении резистентных видов клостридий  
в животноводческих хозяйствах региона. Разработанная 
тест-система может быть использована для совершен-
ствования мер системного контроля распространения 
клостридиозов среди крупного рогатого скота и рацио-
нального применения антимикробных препаратов.
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Микробная этиология язвенных болезней 
копытного рога крупного рогатого скота
А. С. Метлева, Д. Д. Нагибина, В. Ю. Филатов
ФГБОУ ВО «Кузбасский государственный аграрный университет имени В. Н. Полецкова» (Кузбасский ГАУ), ул. Марковцева, 5, г. Кемерово, 650056, Россия

РЕЗЮМЕ 
Введение. Болезни копытного рога крупного рогатого скота с язвенными поражениями мягких тканей, в  том числе пальцевой дерматит, – 
распространенная группа заболеваний во всем мире. Предрасполагающими факторами к их возникновению являются механические травмы, 
позволяющие микроорганизмам проникать в мягкие ткани и вызывать гнойно-язвенные поражения, осложненные некрозом. Эти патологии имеют 
полимикробную причину, но среди возбудителей можно выделить несколько патогенетических групп: инициирующие болезни; осложняющие 
их течение; вторичные. Основной причиной развития инфекционных заболеваний являются анаэробные микроорганизмы Fusobacterium  spp.  
и Clostridium spp. 
Цель исследования. Установление этиологической причины возникновения язвенных болезней копыт крупного рогатого скота. 
Материалы и методы. При проведении исследований применяли микробиологические методы. Животные с язвенными поражениями копытного 
рога были разделены на две группы: с лечением и без лечения (свежевыявленные случаи болезней). 
Результаты. Установлено, что контаминантами при язвенных поражениях копыт у крупного рогатого скота являются: Fusobacterium spp., Clostridium spp., 
Klebsiella pneumoniae, Enterococcus faecalis. Возбудители рода Fusobacterium spp. играют основную роль в развитии заболеваний. Представителей рода 
Clostridium spp. изолируют из глубоких поражений, обеспечивающих им анаэробные условия развития. 
Заключение. Основными контаминантами при язвенных поражениях копыт у крупного рогатого скота являются микроорганизмы рода 
Fusobacterium spp. (100%-я встречаемость), Clostridium spp. (80%), Klebsiella pneumoniae (90%).

Ключевые слова: болезни копыт, крупный рогатый скот, этиология, микроорганизмы
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Microbial etiology of ulcerative hoof disease in cattle
Anastasiya S. Metleva, Darya D. Nagibina, Vyacheslav Yu. Filatov
Kuzbass State Agrarian University named after V. N. Poletskov, ul. Markovtseva, 5, Kemerovo 650056, Russia

ABSTRAC T
Introduction. Ulcerative diseases of the bovine hoof and adjacent soft tissues  – including digital dermatitis  – are widespread globally. Mechanical trauma 
predisposes these tissues to microbial invasion, triggering purulent-ulcerative lesions that frequently progress to tissue necrosis. These conditions are typically 
polymicrobial in nature. However, the associated microorganisms can be classified into three pathogenetic groups: primary, complicating and secondary pathogens. 
Anaerobic bacteria, particularly Fusobacterium spp. and Clostridium spp., play a significant role in the development of infectious hoof diseases in cattle.
Objective. Determination of the etiological cause of ulcerative hoof diseases in cattle.
Materials and methods. Microbiological methods were used for the study. Animals with ulcerative hoof lesions were divided into two groups: animals receiving 
treatment and animals without treatment (newly diagnosed cases).
Results. Detected contaminants associated with ulcerative hoof lesions in cattle included: Fusobacterium spp., Clostridium spp., Klebsiella pneumonia and 
Enterococcus faecalis. Fusobacterium spp. played a major role in the disease progression. Clostridium  spp. were isolated from deep lesions, creating anaerobic 
environment required for their development.
Conclusion. The predominant microorganisms isolated from ulcerative hoof lesions in cattle were Fusobacterium spp., detected in 100% of samples, followed by 
Klebsiella pneumoniae (90%) and Clostridium spp. (80%).
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дерматитом связано с  инфекционным началом, сле-
довательно, большое значение в  сдерживании рас-
пространения этих болезней играет чистота окружа-
ющей среды и стерильность инструментов, которыми 
обрабатывается копытный рог, в  том числе лезвия 
для обрезания копыт  [8]. Авторы придерживаются 
мнения, что пальцевой дерматит  – это полиэтиоло-
гичная группа заболеваний, включающая бактерии 
родов Fusobacterium  spp., в  том числе Fusobacterium 
necrophorum, Porphyromonas  spp., Mycoplasma  spp., 
Campylobacter  spp., Peptostreptococcus  spp., 
Peptococcus spp., Bacteroides spp., Clostridium spp., а так-
же аэробные бактерии, такие как Staphylococcus  spp., 
Streptococcus spp., в том числе Streptococcus dysgalactiae, 
Treponema spp. и Trueperella pyogenes. Спирохеты явля-
ются самой распространенной бактериальной при-
чиной пальцевого дерматита  [3,  6,  9,  10,  11]. Однако 
точное значение этих видов бактерий в  развитии 
воспаления до конца не изучено [7]. Полимикробную 
причину болезней копыт подтверждают V.  Bay et  al., 
утверждающие, что данную группу патологий нельзя 
связывать с отдельными таксонами [12]. 

Наиболее значимыми представителями ми-
крофлоры, вызывающими поражения поверх-
ностных и глубоких зон, являются бактерии рода 
Treponema spp., доминирующие в глубоких слоях эпи-
дермиса. Виды Campylobacter  spp., Fusobacterium  spp., 
Porphyromonas  spp. и  Bacteroides spp. проникают в по-
врежденную эпителиальную ткань и являются ини-
циирующей причиной воспаления на ранних стадиях 
развития болезни. Также с  пальцевым дерматитом 
ассоциируют виды Guggenheimella spp. и Dichelobacter 
nodosus, способные глубоко проникать в мягкие тка-
ни, при этом не обнаруживаясь в поверхностной 
бактериальной биопленке, покрывающей поражения 
мягких тканей. Dichelobacter nodosus в  сочетании с 
Fusobacterium necrophorum и трепонемами вызывает 
межпальцевой дерматит [1, 13, 14].

Учитывая полиэтиологичность пальцевого дерма-
тита, существует необходимость в  определении ос-
новного патогена, а также предрасполагающих к даль-
нейшему развитию болезни видов микроорганизмов 
вторичной и сопутствующей микрофлоры. 

Цель исследования  – установить этиологическую 
причину возникновения язвенных болезней копыт 
крупного рогатого скота. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Материалом для исследования являлись смывы 

с  язвенной поверхности ран на  копытном роге круп-
ного рогатого скота. Морфологические и ростовые 
свойства изолятов бактерий изучали бактериологиче-
скими методами.

ВВЕДЕНИЕ
Язвенные болезни копытного рога у  крупного ро-

гатого скота  – серьезная проблема промышленного 
молочного скотоводства во всем мире: в Великобри-
тании заболеваемость составляет 30,9%; в США – от 13 
до 70%; в Бразилии – 78% (в сезон дождей) и 44% (в су-
хой сезон), так как данная группа патологий зависит от 
времени года. Из них около 80–90% причин хромоты 
у животных связаны с патологиями в области пальцев, 
что, скорее всего, обусловлено большой нагрузкой 
на эту область. В подавляющем большинстве случаев 
(около 75–85%) хромота поражает тазовые конечно-
сти крупного рогатого скота. 

Среди язвенных болезней копытного рога наи-
более часто встречается пальцевой дерматит. Это за-
разное заболевание, поражающее дистальный отдел 
конечностей крупного рогатого скота, которое обыч-
но приводит к клинически явной хромоте и снижению 
репродуктивных качеств животных. Пальцевой дер-
матит, нередко переходящий в  некроз, сопровожда-
ется характерным неприятным запахом. Встречается 
в  12,4% случаев среди воспалительных болезней ко-
пытного рога  [1]. Другие болезни конечностей, такие 
как хронический ламинит, язвенный пододерматит 
и межпальцевая гиперплазия, регистрируются в  7,4–
9,8% случаев [2]. 

Экономические убытки при болезнях копыт скла-
дываются из трех основных составляющих: потери 
в производстве молока – около 40%; затраты, вызван-
ные нарушениями фертильности, – около 30%; расхо-
ды на лечение  – приблизительно  30%, так как болез-
ни копыт развиваются за несколько недель или даже 
месяцев до постановки диагноза и длятся несколько 
недель, а в некоторых случаях и несколько месяцев 
после завершения лечения. Поэтому своевременное 
выявление и лечение язвенных болезней копыт  – ос-
новополагающий фактор успешного и быстрого вы-
здоровления животных, способствующий снижению 
распространенности случаев хромоты в молочных 
стадах [3, 4].

Несмотря на распространенность язвенных бо-
лезней копыт, они остаются патологией неизвестной 
этиологии и эпидемиологии, а отсутствие золотого 
стандарта для диагностики затрудняет своевременное 
обнаружение болезни [5], так как до сих пор не суще-
ствует единого мнения относительно причин возник-
новения и патогенеза этих заболеваний [6, 7].

Этиопатогенез пальцевого дерматита у  крупного 
рогатого скота многофакторен. Предрасполагающи-
ми факторами являются условия содержания живот-
ных (размеры помещения, плотность размещения 
скота, состояние поверхностей для ходьбы и отдыха). 
Но  большинство случаев заболеваний пальцевым 
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Отбор проб (10  шт.) производили стерильным туп-
фером, смоченным в  стерильном физиологическом 
растворе. Образцы поражения были собраны путем 
вращения стерильного аппликатора с хлопковым на-
конечником на поверхности поражения на 360°. В ла-
бораторию пробы доставляли в термоконтейнерах. 

Бактериологический анализ. Культивирование 
и идентификацию анаэробов осуществляли в соответ-
ствии с «Методическими указаниями по лабораторной 
диагностике некробактериоза» (утв. ГУВ Госагропрома 
СССР от  01.06.1987)1 и ГОСТ  26503-85 «Животные сель-
скохозяйственные. Методы лабораторной диагностики 
клостридиозов»2. Изучение морфологических, куль-
туральных и биохимических свойств факультативных 
анаэробов проводили в соответствии с приказом Мин- 
здрава СССР от 22.04.1985 № 535 «Об унификации микро-
биологических (бактериологических) методов исследо-
вания, применяемых в  клинико-диагностических лабо-
раториях лечебно-профилактических учреждений»3. 

В  лаборатории осуществляли прямой посев бакте-
риологической петлей на плотные питательные сре-
ды: Эндо, энтерококкагар, желточно-молочно-солевой 
агар (инкубация при 37 °C в течение 24–48 ч), Сабуро 
(инкубация при 30 °C до 5 сут). 

По 1 мл разведения смыва в физиологическом рас-
творе засевали на среду Вильсона  – Блера и Китта  –  
Тароцци (инкубация при 37  °C в течение 24  ч под ва-
зелиновым маслом) и в 5%-й глюкозный мясо-пептон-
ный бульон (инкубация при 37 °C в течение 24 ч). 

Ростовые и морфологические свойства бактерий. 
По истечении заданного времени посевы просматри-
вали, отмечали рост микроорганизмов на плотных 
и жидких питательных средах. Из среды Китта – Тароцци 
производили посев на глюкозо-кровяной агар Цейсле-
ра (инкубация при 37 °C в течение 24 ч в условиях анаэ-
робиоза). Из 5%-го глюкозного мясо-пептонного буль-
она производили пересев на плотные питательные 

среды Эндо, энтерококкагар, желточно-молочно-соле-
вой агар (в случае отсутствия роста на них при прямом 
посеве из разведения смыва в физиологическом рас-
творе). 

Определение биохимических свойств и иденти-
фикация бактерий. При наличии роста микроорга-
низмов на средах Эндо, энтерококкагаре, желточно- 
молочно-солевом агаре проводили выделение чи-
стой культуры с последующей идентификацией  
на средах Гисса и постановкой идентифицирующих 
тестов (каталаза, оксидаза, индол, метиленовое моло-
ко и др.). Все выросшие колонии окрашивали по Гра-
му с последующей микроскопией.

Статистическую обработку результатов прово-
дили с определением относительных величин в  про-
центах, вычисляемых методом деления количества 
выделенных из каждого органа микроорганизмов на 
общее количество изолятов, умноженное на 100%4.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Первым этапом работы был отбор образцов  

от голштинизированного черно-пестрого скота, со-
державшегося привязным методом на животновод-
ческой ферме в  Кемеровской области. Для прове-
дения анализа были сформированы две группы жи-
вотных (с  лечением и  без) по 5  гол. в каждой. В  обе 
группы входили особи с  заболеваниями копытного 
рога, а также с клиническими симптомами заболева-
ний копыт: хромота, опора ноги на зацеп, гиперемия 
кожи межпальцевой щели, выделение гнойного или 
гнилостного экссудата с неприятным запахом. В пер-
вой группе животные не подвергались лечению, они 
были выявлены в течение недели методом осмотра. 
Животных другой группы в  течение 2–3  нед. лечили 
препаратом для ухода за кожей дистального отдела 
конечностей с  содержанием медного купороса и ок-
сида цинка. 
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Рис. 1. Заболевания копытец у животных, включенных в исследование

Fig. 1. Hoof diseases in animals included in the study
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При отборе проб заднюю больную конечность жи-
вотного фиксировали на перекладине, расчищали ко-
пытный рог ножом. Далее производили осмотр ране-
вой поверхности. В исследование включали животных 
с ранением копытец и пальцевым дерматитом с экссу-
датом различного характера: гнойно-некротическим 
со зловонным запахом, гнойным, катаральным, без 
экссудата (рис. 1). 

Степень заболеваемости оценивали по морфологи-
ческой классификации:

M1  –  ранняя острая стадия заболевания, харак-
теризующаяся мелкими очаговыми поражениями 
с  ограниченной гранулематозной областью диаме-
тром 0,5–4,0 см, которая находится на эпителиальной 
поверхности или до 2 мм под ней;

M2 – острая стадия, характеризующаяся крупными 
язвенными поражениями с  гранулематозной тканью 
диаметром до 7 см и глубиной более чем 2 мм, пора-
жены кожа и/или копытный рог; 

M3 – язва стадии М2 в процессе заживления, покры-
тая коркой, обычно после лечения;

M4  –  хроническая стадия, характеризующаяся ги-
перкератозными поражениями, могут наблюдаться 
пролиферативные явления;

M5 – макроскопически зажившие язвы [1, 5, 6]. 
В  результате бактериологического анализа ото-

бранных проб были выделены и  идентифицирова-
ны такие микроорганизмы, как Fusobacterium  spp., 
Clostridium  spp., Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus 
saprophyticus, Escherichia coli, Enterococcus faecalis, 
Enterococcus faecium.

Следующим этапом данной работы был анализ 
биологических (ростовых, морфологических и био-
химических) свойств выделенных микроорганизмов, 
изучение локализации этих бактерий в пораженных 

участках копытец, течения болезни в зависимости 
от наличия тех или иных патогенов, а также сопостав-
ление полученных результатов с  данными других ис-
следователей.

Микроорганизмы рода Fusobacterium  spp. через 
сутки инкубирования на среде Китта – Тароцци вызы-
вали ее равномерное помутнение; на глюкозо-кровя-
ном агаре Цейслера через сутки регистрировали рост 
круглых блестящих кремовых опалесцирующих коло-
ний диаметром до 3 мм (рис. 2). 

Из выросших колоний микроорганизмов готовили 
микробиологические препараты и  окрашивали их по 
методу Грама. В результате окрашивания обнаруживали 
грамотрицательные палочки с  зернистостью, располо-
женные одиночно, парами или цепочками в виде нитей 
(рис.  3). По ростовым и морфологическим признакам 
лабораторные культуры относили к микроорганизмам 
рода Fusobacterium spp. Бактерии данного рода обнару-
живали во всех отобранных образцах (100%).

Многие авторы уделяют особое внимание роли 
анаэробных бактерий, таких как F. necrophorum, в этио-
логии болезней копыт у  крупного рогатого скота. Су-
ществует мнение, что Fusobacterium spp. могут быть 
главной причиной язвенных поражений копыт, ко-
торые в дальнейшем контаминируются другими оп-
портунистическими патогенами. Язвенные болезни 
копытного рога являются результатом синергети-
ческого действия отдельных бактериальных видов, 
из которых F.  necrophorum выступает индуктором 
в развитии патологии  [15]. F.  necrophorum служит си-
нергистом для других видов патогенных бактерий при 
пальцевых дерматитах  [16]. Инвазия и колонизация 
тканей F.  necrophorum происходит за счет факторов 
вирулентности: эндотоксина, лейкотоксина и секрети-
руемых протеаз [15]. F. necrophorum выступает в роли 

Рис. 2. Морфология колоний Fusobacterium spp. 
на глюкозо-кровяном агаре Цейслера

Fig. 2. Morphology of Fusobacterium spp. colonies 
on Zeisler’s glucose-blood agar 

Рис. 3. Морфология клеток бактерий Fusobacterium spp. 
(окраска по Граму, увеличение 1000×)

Fig. 3. Morphology of Fusobacterium spp. bacteria 
(Gram staining, magnification 1,000×)
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пассивного инфекционного агента, начинающего раз-
множаться в раневой поверхности только при потере 
целостности эпителия [6].

Рост микроорганизмов рода Clostridium spp. изучали 
на среде Вильсона  – Блера. При этом визуализирова-
лось почернение и газообразование, характеризующе-
еся разрывом среды, с появлением прогорклого запаха 
масляной кислоты. В пробах от двух животных в группе 
с лечением клостридии не были обнаружены, таким об-
разом, Clostridium spp. выделены из 80% образцов био-
материала. Данные животные находились в  стадии М3, 
вследствие проводимого лечения раны были наружные, 
неглубокие, без экссудата, раневая поверхность неболь-
шая, подсушенная. Микроорганизмы рода Clostridium spp. 
часто выявляют в  язвенных поражениях копыт, и они 
играют важную роль в этиологии этих поражений [15]. 

Бактерии K.  pneumoniae культивировали на среде 
Эндо, отмечали образование розовых крупных сли-
зистых колоний диаметром более 5  мм, что является 
характерной особенностью их роста. Принадлежность 
этого изолята к виду K. pneumoniae была установлена 
по биохимическим признакам выращенной культуры. 
K. pneumoniae выявлены во всех отобранных образцах, 
за исключением одной пробы от  животного со стади-
ей М1 из группы с  лечением. Wilson-Welder  J.  H. et  al. 
отмечали наличие микроорганизмов рода Klebsiella 
при болезнях копыт у  крупного рогатого скота  [13]. 
Klebsiella spp. и другие грамотрицательные представи-
тели кишечной микрофлоры являются контаминанта-
ми подстилки, почвы и воды. Наличие липополисаха-
ридов в  составе наружного слоя внешней мембраны 
грамотрицательных бактерий способствует развитию 
гиперергической воспалительной реакции  [17]. По 
мнению K.  Yoshida et  al., наличие микроорганизмов 
рода Klebsiella spp. утяжеляет течение воспалительно-
го процесса, в том числе из-за образования биоплен-
ки, что является важной особенностью патогенеза 
болезней, вызванных K.  pneumoniae. Биопленки спо-
собствуют повышению устойчивости к  неблагопри-
ятным факторам окружающей среды, антибиотикам 
и дезинфектантам  [18]. Существует мнение, что E.  coli, 
Staphylococcus spp., Klebsiella oxytoca и бактерии семей-
ства Pasteurellaceae создают условия для колонизации 
и размножения патогенов, непосредственно вызываю-
щих заболевание [19]. 

Из проб, отобранных от животных из группы без ле-
чения, также выделяли S. saprophyticus, E. coli, E. faecalis, 
E.  faecium. В  образцах от  животных с  лечением ука-
занные виды бактерий обнаружены не были. Учиты-
вая отсутствие данных микроорганизмов у животных, 
подвергавшихся лечению, можно предположить, что 
в патогенезе болезни они не играют роли и являются 
секундарной микрофлорой. Hori  K. et  al. предположи-
ли, что многие бактерии, присутствующие в раневой 
поверхности при заболеваниях копыт, могут быть вто-
ричными контаминантами [20]. 

ВЫВОДЫ
1.  Основными контаминантами, изолированны-

ми при язвенных поражениях копыт у  крупного 
рогатого скота, являются микроорганизмы родов 
Fusobacterium spp. и Clostridium spp., а также бактерии 
Klebsiella pneumoniae, Enterococcus faecalis.

2. Учитывая 100%-ю встречаемость Fusobacterium spp. 
в образцах от животных, получавших лечение, и коров 

без лечения, можно предположить основную роль  
фузобактерий в развитии язвенных поражений копыт.

3.  Микроорганизмы рода Clostridium spp. из неглу-
боких поражений с  подсушенной корочкой не изоли-
ровали. Для их развития необходимы более глубокие 
поражения тканей, обеспечивающие им анаэробные 
условия. Соответственно, в глубоких гнойно-экссуда-
тивных поражениях микроорганизмы этого рода вы-
деляли в 100% случаев.

4. При поражениях копыт крупного рогатого скота 
выявлена значительная контаминация язвенной по-
верхности ран Klebsiella pneumoniae (90%). 

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ / REFERENCES
1. Berry S. L., Read D. H., Famula T. R., Mongini A., Döpfer D. Long-term 

observations on the dynamics of bovine digital dermatitis lesions on a 
California dairy after topical treatment with lincomycin HCl. The Veterinary 
Journal. 2012; 193 (3): 654–658. https://doi.org/10.1016/j.tvjl.2012.06.048

2. Wong N. S. T., Malmuthge N., Gellatly D., Nordi W. M., Alexander T. W., 
Ortega Polo R., et al. Characterization of the hoof bacterial communities 
in feedlot cattle affected with digital dermatitis, foot rot or both using 
a surface swab technique. Animal Microbiome. 2024; 6  (1):2. https://doi.
org/10.1186/s42523-023-00277-1

3. Ali S., Avais M., Durrani A. Z., Ashraf K., Bilal M., Nasir A., et al. In vitro 
and in  vivo evaluation of some antimicrobials and disinfectants against 
bacterial pathogens from hoof lesions in  dairy cattle. Iranian Journal 
of Veterinary Research. 2021; 22  (1): 9–14. https://doi.org/10.22099/
ijvr.2020.37776.5493

4.  Espiritu  H.  M., Kwon  S. W., Lee  S.  S., Cho Y.  I. Surveillance of hoof 
disorders in Korean dairy cattle and the correlation of farm condition risk 
factors to their prevalence. BMC Veterinary Research. 2025; 21:169. https://
doi.org/10.1186/s12917-025-04628-9

5. Döpfer D., Koopmans A., Meijer F. A., Szakáll I., Schukken Y. H., Klee W., 
et al. Histological and bacteriological evaluation of digital dermatitis in cattle, 
with special reference to spirochaetes and Campylobacter faecalis. Veterinary 
Record. 1997; 140 (24): 620–623. https://doi.org/10.1136/vr.140.24.620

6. Pyakurel S., Caddey B. J., Dias A. P., De Buck J., Morck D. W., Orsel K. 
Profiling bacterial communities in feedlot cattle affected with bovine foot 
rot and bovine digital dermatitis lesions using 16S rRNA gene sequencing 
and quantitative real-time PCR. BMC Microbiology. 2025; 25:158. https://
doi.org/10.1186/s12866-025-03869-w

7.  Dias  A.  P., De  Buck  J. Detection and quantification of bacterial 
species DNA in bovine digital dermatitis lesions in swabs and fine-needle 
aspiration versus biopsies. Frontiers in Veterinary Science. 2022; 9:1040988. 
https://doi.org/10.3389/fvets.2022.1040988

8.  Gillespie  A.  V., Carter  S.  D., Blowey  R.  W., Staton  G.  J, Evans  N.  J. 
Removal of bovine digital dermatitis-associated treponemes from hoof 
knives after foot-trimming: a disinfection field study. BMC Veterinary 
Research. 2020; 16:330. https://doi.org/10.1186/s12917-020-02552-8

9. Erickson S. E., Jelinski M. D., Booker C. W., Janzen E., Schwartzkopf-
Genswein K. A review of foot-related lameness in feedlot cattle. Canadian 
Journal of Animal Science. 2024; 104 (4): 420–435. https://doi.org/10.1139/
cjas-2024-0047

10.  Garvey  M. Lameness in dairy cow herds: disease aetiology, 
prevention and management. Dairy. 2022; 3  (1): 199–210. https://doi.
org/10.3390/dairy3010016

11. Alsaaod M., Weber J., Jensen T., Brandt S., Gurtner C., Devaux D., et al. 
“Non-healing” claw horn lesions in dairy cows: clinical, histopathological and 
molecular biological characterization of four cases. Frontiers in Veterinary 
Science. 2022; 9:1041215. https://doi.org/10.3389/fvets.2022.1041215

12.  Bay  V., Griffiths  B., Carter  S., Evans  N.  J., Lenzi  L., Bicalho  R.  C., 
Oikonomou  G. 16S  rRNA amplicon sequencing reveals a  polymicrobial 
nature of complicated claw horn disruption lesions and interdigital 
phlegmon in dairy cattle. Scientific Reports. 2018; 8:15529. https://doi.
org/10.1038/s41598-018-33993-9

13. Wilson-Welder J. H., Alt D. P., Nally J. E. Digital dermatitis in cattle: 
current bacterial and immunological findings. Animals. 2015; 5 (4): 1114–
1135. https://doi.org/10.3390/ani5040400

14.  Walker  K.  E., Middleton  J.  R., Gull  T., Payne  C.  A., Adkins  P.  R.  F. 
Bacterial culture and susceptibility of samples taken from septic foot 
lesions of adult beef cattle. Journal of Veterinary Internal Medicine. 2023; 
37 (2): 757–765. https://doi.org/10.1111/jvim.16645

15.  Nazifi  S., Esmailnezhad  Z., Haghkhah  M., Ghadirian  S., Mirzaei  A. 
Acute phase response in lame cattle with interdigital dermatitis. World 
Journal of Microbiology and Biotechnology. 2012; 28 (4): 1791–1796. https://
doi.org/10.1007/s11274-011-0995-9

ВЕТЕРИНАРИЯ СЕГОДНЯ. 2026; 15 (3): 290–295 | VETERINARY SCIENCE TODAY. 2026; 15 (3): 290–295



295

ОРИГИНАЛЬНЫЕ СТАТЬИ | ВЕТЕРИНАРНАЯ МИКРОБИОЛОГИЯ ORIGINAL ARTICLES | VETERINARY MICROBIOLOGY

16.  Dias  A.  P., Orsel  K., Gammariello  C.  S., De  Buck  J. Sequential 
emergence and quantitative dynamics of key bacterial species preceding 
digital dermatitis lesion onset in dairy cattle. Veterinary Microbiology. 2025; 
302:110378. https://doi.org/10.1016/j.vetmic.2025.110378

17. Vidu L., Enea D. N., Mărginean G.-E., Grigoraș Mihai A., Vlăsceanu L.-F. 
Health Challenges for High-Producing Dairy Cows and Buffaloes. In: Bovine 
Medicine – Education and Practice. Ed. by K. R. Petrovski. IntechOpen; 2025. 
https://doi.org/10.5772/intechopen.1012536

18.  Yoshida  K., Matsumoto  T., Tateda  K., Uchida  K., Tsujimoto  S., 
Yamaguchi K. Role of bacterial capsule in local and systemic inflammatory 
responses of mice during pulmonary infection with Klebsiella pneumonia. 
Journal of Medical Microbiology. 2000; 49  (11): 1003–1010. https://doi.
org/10.1099/0022-1317-49-11-1003

19.  Urban-Chmiel  R., Mudroň  P., Abramowicz  B., Kurek  Ł., Stachura  R. 
Lameness in cattle – etiopathogenesis, prevention and treatment. Animals. 
2024; 14 (12):1836. https://doi.org/10.3390/ani14121836

20. Hori K., Taniguchi T., Elpita T., Khemgaew R., Sasaki S., Gotoh Y., et al. 
Comprehensive analyses of the bacterial population in non-healing claw 
lesions of dairy cattle. Animals. 2022; 12 (24):3584. https://doi.org/10.3390/
ani12243584

Поступила в редакцию / Received 15.04.2026
Поступила после рецензирования / Revised 24.06.2026

Принята к публикации / Accepted 17.07.2026

ИНФОРМАЦИЯ ОБ АВТОРАХ / INFORMATION ABOUT THE AUTHORS
Метлева Анастасия Сергеевна, канд. вет. наук, доцент 
кафедры ветеринарной медицины и биотехнологий, 
заведующий лабораторией биохимических, молекулярно-
генетических исследований и селекции сельскохозяйственных 
животных, Кузбасский ГАУ, г.  Кемерово, Россия; https://orcid.
org/0009-0001-5454-8122, zveryski@mail.ru

Нагибина Дарья Дмитриевна, студент, Кузбасский ГАУ, 
г.  Кемерово, Россия; https://orcid.org/0009-0001-3781-0758, 
nagibina.dash@mail.ru

Филатов Вячеслав Юрьевич, аспирант, Кузбасский ГАУ, 
г.  Кемерово, Россия; https://orcid.org/0009-0005-0161-2898, 
veterinaromsk2008@mail.ru

Anastasiya S. Metleva, Cand. Sci. (Veterinary Medicine), 
Associate Professor of the Department of Veterinary Medicine and 
Biotechnology, Head of the Laboratory of Biochemical, Molecular 
Genetic Research and Breeding of Farm Animals, Kuzbass State 
Agrarian University named after V.  N.  Poletskov, Kemerovo, 
Russia; https://orcid.org/0009-0001-5454-8122, zveryski@mail.ru

Darya D. Nagibina, student, Kuzbass State Agrarian University 
named after V.  N.  Poletskov, Kemerovo, Russia; https://orcid.
org/0009-0001-3781-0758, nagibina.dash@mail.ru

Vyacheslav Yu. Filatov, Postgraduate Student, Kuzbass State 
Agrarian University named after V. N. Poletskov, Kemerovo, Russia; 
https://orcid.org/0009-0005-0161-2898, veterinaromsk2008@mail.ru

Вклад авторов: Метлева А. С. – формирование идеи, анализ и интерпретация полученных результатов, составление черно-
вика рукописи, принятие ответственности за все аспекты работы; Нагибина Д. Д. – подготовка рисунков, проведение исследо-
ваний; Филатов В. Ю. – проведение экспериментов, сбор данных.

Contribution of the authors: Metleva A. S. – study concept, study result analysis and interpretation, manuscript drafting, bearing 
responsibility for all study aspects; Nagibina D. D. – drawings preparation, testing; Filatov V. Yu. – experiments, data collection.

ВЕТЕРИНАРИЯ СЕГОДНЯ. 2026; 15 (3): 290–295 | VETERINARY SCIENCE TODAY. 2026; 15 (3): 290–295



296

© Ионина С. В., Гордеева Е. И., 2026

Реактивация культур микобактерий, выделенных 
из биоматериала животных и образцов внешней среды, 
с бактериологической, молекулярно-биологической 
и молекулярно-генетической идентификацией
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РЕЗЮМЕ
Введение. В современной микробиологии сбор и поддержание коллекций микроорганизмов в  рабочем состоянии являются наиболее важными 
направлениями практической деятельности микробиологической лаборатории.
Цель исследования. Осуществление процесса реактивации нежизнеспособных культур микобактерий, выделенных из биоматериала животных 
и образцов внешней среды, на жидких и плотных питательных средах с ростовой добавкой с последующим бактериологическим, молекулярно-
биологическим и молекулярно-генетическим типированием восстановленных патогенов.
Материалы и методы. Процесс реактивации включал в себя посев культур на жидкую среду Middlebrook 7H9 и плотную среду Левенштейна – Йенсена 
с использованием ростовой добавки OADC. Последующую идентификацию микобактерий проводили методом времяпролетной масс-спектрометрии 
и методом гибридизации на микрочипе с помощью тест-системы «МИКО-Биочип» (Россия).
Результаты. Для эксперимента in vitro отобрано 75 образцов культур микобактерий, полученных при обработке биоматериала животных и объектов 
внешней среды и находящихся в некультивируемом состоянии. Реактивировано 46 (61,3%) культур, среди которых идентифицированы Mycobacterium 
tuberculosis (4,3%) и нетуберкулезные микобактерии следующих видов: медленнорастущие патогенные Mycobacterium avium (65,2%) и Mycobacterium 
intracellulare (2,2%); медленнорастущие непатогенные Mycobacterium nonchromogenicum (15,2%) и Mycobacterium monacense (2,2%); быстрорастущие 
патогенные Mycobacterium fortuitum (4,3%) и Mycobacterium abscessus (2,2%), быстрорастущие условно-патогенные Mycobacterium neoaurum (2,2%), 
а также Mycobacterium kyogaense (2,2%). Ведущая роль среди реактивированных культур принадлежала микобактериям III группы нетуберкулезных 
микобактерий согласно классификации Раньона: Mycobacterium avium, Mycobacterium nonchromogenicum, Mycobacterium intracellulare. 
Заключение. Осуществлена реактивация 46 из 75 патогенов полевых изолятов микобактерий в  условиях микробиологической лаборатории, 
позволяющих получить жизнеспособные популяции, что свидетельствует об эффективности использованного метода реактивации. Сохранены 
основные характеристики полученных культур и разнообразие видов микобактерий в коллекции. Результаты проведенных исследований можно 
использовать для оптимизации лабораторной микробиологической диагностики туберкулеза.

Ключевые слова: микобактерии, жизнеспособность культур, добавка OADC, бактериологическая, молекулярно-биологическая и молекулярно- 
генетическая идентификация
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ABSTRACT
Introduction. In modern microbiology, the collection and maintenance of microorganism collections in working order is one of the most important areas of 
practical activity in a microbiological laboratory.
Objective. To carry out reactivation of non-viable mycobacterial cultures isolated from animal biomaterial and environmental samples in liquid and solid nutrient 
media with a growth supplement, followed by bacteriological, molecular biological and molecular genetic typing of the recovered pathogens.
Materials and methods. The reactivation process involved inoculating the cultures in Middlebrook 7H9 liquid medium and Löwenstein – Jensen solid medium 
using OADC growth supplement. Subsequent mycobacteria identification was performed using time-of-flight mass spectrometry and microarray hybridization 
with the MYCO-BIOCHIP (Russia) test system.
Results. For the in vitro experiment, 75 mycobacterial culture samples in a non-culturable state, obtained from processed animal biomaterial and environmental 
specimens, were selected. A total of 46 (61.3%) cultures were reactivated, among which Mycobacterium tuberculosis (4.3%) and non-tuberculous mycobacteria 
of the following species were identified: slow-growing pathogenic Mycobacterium avium (65.2%) and Mycobacterium intracellulare (2.2%); slow-growing non-
pathogenic Mycobacterium nonchromogenicum (15.2%) and Mycobacterium monacense (2.2%); fast-growing pathogenic Mycobacterium fortuitum (4.3%) and 
Mycobacterium abscessus (2.2%), fast-growing opportunistic Mycobacterium neoaurum (2.2%) and Mycobacterium kyogaense (2.2%). Among the reactivated 
cultures, the leading role belonged to group III  non-tuberculous mycobacteria according to Runyon’s classification: Mycobacterium avium, Mycobacterium 
nonchromogenicum, Mycobacterium intracellulare.
Conclusion. Under microbiological laboratory conditions, 46 out of 75 field isolates of mycobacteria were successfully reactivated, yielding viable cultures and 
demonstrating the effectiveness of the reactivation method used. The key characteristics of the obtained cultures and the species diversity of the mycobacterial 
collection were preserved. The results of this study can be used to optimize laboratory microbiological diagnostics of tuberculosis.
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ностью, и  с  температурой хранения) без изменения  
их биохимических, физиологических и производ-
ственно-ценных свойств  [10,  11,  12]. Хранение бакте-
риальных культур в лабораторных условиях достаточ-
но проблематично, так как культивирование большей 
части микроорганизмов затруднено в  искусствен-
ных условиях, кроме того, в цикле развития любых 
бактерий возможна смена периода активного роста  
на период образования неактивных форм, характери-
зующихся снижением активности процесса метабо-
лизма [1, 2]. Такие формы бактерий получили название 
«жизнеспособных, но некультивируемых», сохраняю-
щих при этом структурную целостность в течение дли-
тельного времени. Вследствие изменения метаболи-
ческой активности происходит снижение потенциала 
роста данных культур на стандартных лабораторных 
жидких и плотных питательных средах, что затруд-
няет их дальнейшее культивирование, так как в ходе 
естественного роста микроорганизмов наблюдается 
существенное понижение концентрации питательных 
компонентов среды, приводящее к  уменьшению бак-
териальной популяции [13, 14, 15]. В то же время при 
отсутствии способности роста на питательных средах 
жизнеспособность таких бактерий подтверждается 
наличием специфического окрашивания  [16]. Также 
следует отметить, что для некоторых бактерий суще-
ствуют условия in  vitro, которые ограничивают вос-
произведение, но в то же время позволяют оставаться 
культивируемыми. 

ВВЕДЕНИЕ
В современной микробиологии накопление и под-

держание коллекций микроорганизмов являются наи-
более важными направлениями практической деятель-
ности, так как благодаря этому становится возможным 
детальное исследование возбудителей  [1]. Коллекции 
микроорганизмов возникли благодаря методу выде-
ления чистых культур на искусственных питательных 
средах, который впервые использовал Роберт Кох  [2]. 
Сохранение коллекционного фонда различных пато-
генов в  течение длительного времени без потери их 
биологических свойств является важнейшей задачей, 
так как объединенные в  подобные сообщества культу-
ры позволяют решать фундаментальные и прикладные 
задачи для научных и сельскохозяйственных целей.  
Основной функцией коллекционной деятельности яв-
ляется сохранение патогенов в неизменном и рабочем 
состоянии для использования их в экспериментах, так 
как данный процесс – обязательное условие любой ра-
боты с микроорганизмами [3, 4, 5, 6, 7]. 

Создание и ведение коллекций бактерий требуется 
не только для обеспечения работы микробиологиче-
ской лаборатории, но и для мониторинга инфекций  
и разработки новых подходов в борьбе с ними  [8,  9]. 
Для этого необходимо создать оптимальные условия 
длительного хранения культур бактерий, которые 
позволят максимально сохранить клетки в  жизнеспо-
собном состоянии (жизнеспособность, в частности ми-
кобактерий туберкулеза, связана и с  продолжитель-
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на момент исследования в некультивируемом состоя-
нии. Некультивируемость изучаемых культур оценива-
ли как изменение морфологии колоний и отсутствие 
роста бактериальной массы на поверхности плотной 
питательной среды Левенштейна – Йенсена.

Питательные среды и растворы. Для первона-
чального посева исследуемых культур микобактерий 
использовали жидкую питательную среду Middlebrook 
7H9 (HiMedia Laboratories Pvt. Ltd., Индия). В качестве 
основного ростового стимулятора для реактивации 
патогенов жидкая среда включала ростовую добавку 
для микобактерий OADC (HiMedia Laboratories Pvt. Ltd., 
Индия) в соотношении 1:10. 

Реактивация и культивирование микобактерий. 
В  пробирку с исследуемой культурой микобактерий 
вносили 1  мл жидкой среды. Суспендировали культу-
ру бактериологической лопаткой, полученную суспен-
зию переносили в стерильную пробирку, в  которую 
добавляли ростовую добавку OADC в указанном соот-
ношении. Пробирки помещали в термостат и инкуби-
ровали при 37 °C в течение 14 сут. Затем полученные 
суспензии переносили в  пробирки со  средой Левен-
штейна  – Йенсена с  добавлением ростовой добавки 
OADC в  количестве 10  мкл/мл. Пробирки со средой 
помещали в скошенном положении, под углом 45°,  
в термостат при 37 °C на 7 сут, затем переносили в вер-
тикальные штативы для дальнейшего инкубирова-
ния в течение 35 сут. Посевы просматривали каждый 
день в течение первых 15 сут, затем – 2 раза в неделю.  
Результаты реактивации оценивали по появлению ви-
димых колоний на поверхности плотной питательной 
среды Левенштейна  – Йенсена и способности к уве-
личению бактериальной массы в течение всего срока 
культивирования. 

Идентификация и дифференциация изолятов. Про-
водили микроскопические исследования получен-
ных культур путем окрашивания мазков по методике 
Циля – Нильсена для выявления кислотоустойчивости 
колоний. Оценивали фенотипические (ростовые, мор-
фологические) свойства полученных микроорганиз-
мов. Проводили стандартные биохимические тесты 
для первичной дифференциации возбудителя: опре-
деление наличия или отсутствия пигмента на свету  
и в темноте, роста колоний на плотной среде с добав-
лением салицилата натрия, редукции нитратов, гидро-
лиза твин-802, 3.

Последующую видовую идентификацию полу-
ченных жизнеспособных культур полевых изолятов 
микобактерий осуществляли в бактериологиче-
ской лаборатории ФГБУ  «Новосибирский научно- 
исследовательский институт туберкулеза» Мини-
стерства здравоохранения Российской Федерации 
(ФГБУ  «ННИИТ» Минздрава России) молекулярно-
биологическим методом времяпролетной масс-
спектрометрии на приборе Microflex MALDI-ToF 
(Bruker, Германия) и молекулярно-генетическим мето-
дом гибридизации на микрочипе с использованием 
тест-системы «МИКО-Биочип» (Институт молекуляр-
ной биологии им. В. А. Энгельгардта РАН, Россия). Ме-
тод времяпролетной масс-спектрометрии на приборе 

Для восстановления способности к росту и образо-
ванию колоний у форм с  пониженным уровнем мета-
болической активности целесообразно проведение 
процедуры реактивации, хотя наличие таких форм 
потребует более длительного времени культивирова-
ния, чем указано в  существующих методиках  [17,  18]. 
Несмотря на довольно низкий уровень метаболиче-
ской активности бактерий с пониженной жизнеспо-
собностью, в  них не происходит существенных мор-
фологических и биохимических изменений. Поэтому 
создание оптимальных условий микробиологических 
исследований приводит к реактивации роста таких 
патогенов на различных питательных средах при на-
личии в их составе необходимых питательных или сти-
мулирующих субстратов [19, 20]. 

Считается, что переход бактерий в состояние покоя 
и «некультивируемости» играет важную роль в выжи-
вании микроорганизмов в неблагоприятных условиях. 
Благодаря этому адаптивному механизму бактерии 
могут свести к  минимуму повреждения клеточных 
структур в  стрессовых условиях и сохранять потен-
циал к  реактивации достаточно длительный период 
времени [16]. Необходимо отметить, что при процессе 
реактивации, в  частности микобактерий, существу-
ет ряд серьезных, затрудняющих его осуществление 
проблем, таких как длительная задержка роста, выра-
ботка собственных ингибиторов размножения, а  так-
же потребность в специфических стимуляторах роста 
в процессе реактивации [17]. Понимание механизмов 
перехода бактерий в состояние покоя и возвращения 
к  активному делению требует новых подходов, вклю-
чающих прежде всего разработку соответствующих 
моделей in vitro. Помимо этого, исследование механиз-
мов перехода бактерий в состояние покоя с последую-
щим восстановлением активной регенерации требует 
понимания особенностей данного процесса для раз-
работки соответствующих методик микробиологиче-
ских технологий. Полученные данные могут быть ис-
пользованы для поиска новых эффективных решений 
проблемы сохранения жизнеспособности бактерий 
на основе разработки усовершенствованных методов 
культивирования покоящихся патогенов [16, 17]. 

Актуальность и новизна проведенных исследований 
заключается в изучении способности к  реактивации 
культур полевых изолятов микобактерий, выделенных 
из биоматериала животных и объектов внешней среды 
на территории Западно-Сибирского региона.

Цель исследований  – осуществить процесс реак-
тивации нежизнеспособных культур микобактерий, 
выделенных из биоматериала животных и образцов 
внешней среды, на  жидких и  плотных питательных 
средах с ростовой добавкой, с последующим бактерио- 
логическим, молекулярно-биологическим и молеку-
лярно-генетическим типированием. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Штаммы и изоляты. Материалом для исследова-

ний in vitro являлись 75 образцов культур полевых изо-
лятов микобактерий, полученных при обработке био-
логического материала животных и объектов внеш-
ней среды методом А.  П.  Аликаевой1 и находящихся  
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1 ГОСТ 26072–89 (СТ СЭВ 3457–81) Животные и птица 
сельскохозяйственные. Методы лабораторной диагностики 
туберкулеза. https://docs.cntd.ru/document/1200025492

2 Лабораторная диагностика туберкулеза: рекомендации. Омск; 1988. 66 с. 
3 Holt J. G., Krieg N. R., Sneath P. H. A., Staley J. T., Williams S. T. Bergey’s 
Manual of Determinative Bacteriology. 9th ed. Baltimore: Williams 
&Wilkins; 1994. 787 p.
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ингибирующие вещества, вызывающие торможение 
роста клеток. Действие этих веществ зависит от про-
должительности инкубации некультивируемых клеток 
в жидкой питательной среде, и снижение их ингибиру-
ющей активности происходит при увеличении време-
ни инкубации более 11 сут [17].

В пробирках с жидкой средой Middlebrook  7H9  
и ростовой добавкой OADC через 14  сут инкубиро-
вания наблюдали помутнение среды или появле-
ние осадка на дне пробирки со средой. Дальнейший 
пересев инокулюмов на плотную питательную среду 
Левенштейна  – Йенсена показал появление роста ко-
лоний культур в  46 из 75 пробирок  (61,3%) в  период 
с 7-х по 31-е сут. Отсутствие роста колоний культур ис-
следованных микобактерий во всех пробирках может 
быть объяснено низкой концентрацией возбудителя 
в  инокулюме, а  также присутствием большого объ-
ема субстрата плотной питательной среды, с которой 
производили приготовление бактериальной суспензии 
для дальнейшего посева. Использование плотной пита-
тельной среды Левенштейна  – Йенсена в данном опы-
те как основной обусловлено тем, что в ветеринарной 
практике данная среда является основным стандартом 
микробиологических исследований при туберкулезе. 
Исследования проведены в трех повторностях.

Бактериологическая идентификация. Прямая 
микроскопия мазков реактивированных колоний, 
окрашенных по методике Циля  – Нильсена, выяви-
ла присутствие во всех мазках утолщенных корот-
ких красных зернистых кислотоустойчивых палочек, 
что характерно для нетуберкулезных микобактерий,  
и тонких длинных красных зернистых кислотоустой-
чивых палочек в виде кос (корд-фактор), что является 
признаком патогенных туберкулезных микобактерий. 
Фенотипическая оценка реактивированных культур 
показала наличие в  37  пробирках выпуклых и пло-
ских слизистых колоний бежевого цвета, слившихся 
между собой и расположенных отдельно друг от дру-
га. В  7  пробирках наблюдали рост мелких и крупных 
шероховатых колоний светлого и бежевого цвета, от-
дельных и слившихся между собой. В одной пробирке 
росли слизистые слившиеся колонии желтого цвета, 
еще в одной – слизистые слившиеся колонии оранже-
вого цвета. Биохимические исследования культур вы-
явили следующие характеристики: отсутствие обра-
зования пигмента наблюдали у 45 патогенов, пигмент 
оранжевого цвета в темноте – у одной культуры. Спо-
собность расти в присутствии салицилата натрия про-
явили 44 культуры, у 2 культур данный признак отсут-
ствовал. Нитратредуктазной активностью обладали 
9 культур: у 7 культур указанная характеристика была 
слабо выраженной, у 2 культур – явно положительной; 
у 37 патогенов отмечали отрицательную редукцию ни-
тратов. Отрицательная реакция гидролиза твин-80 на-
блюдалась у 40 культур, положительная – у 6 культур. 

Таким образом, ростовые, морфологические  
и биохимические свойства реактивированных куль-
тур совпадают с первоначальными признаками, ука-
зывающими на их принадлежность к туберкулезным 
и нетуберкулезным микобактериям III и IV групп со-
гласно классификации Раньона, что подтверждает со-
хранение при процессе оживления основных свойств 
микобактерий, выведенных из состояния покоя,  
и эффективность для проведения подобных исследо-
ваний жидкой питательной среды Middlebrook 7H9  

Microflex MALDI-ToF позволяет анализировать белко-
вую фракцию микробной клетки и получать с высокой 
точностью и разрешением уникальные для данного 
вида микроорганизма масс-спектры. Тест-система 
«МИКО-Биочип» представляет собой высокотехноло-
гичный метод молекулярно-генетической диагностики, 
основанный на гибридизации на биологическом микро-
чипе. Этот метод используется для ранней диагностики 
туберкулеза и идентификации видов микобактерий. 

Статистическая обработка результатов была 
проведена с  применением критерия хи-квадрат (ква-
драт Пирсона, χ2) для оценки связи между реактиваци-
ей и патогенностью микобактерий. Также рассчитывали 
экстенсивные показатели: процентное отношение ко-
личества каждого вида реактивированных культур ми-
кобактерий к общему числу реактивированных культур.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБС У ЖДЕНИЕ
Реактивацию культур микобактерий осуществляли 

на базе лаборатории туберкулеза сельскохозяйствен-
ных животных Института экспериментальной ветери-
нарии Сибири и Дальнего Востока ФГБУН «Сибирский 
федеральный научный центр агробиотехнологий Рос-
сийской академии наук» в  2023–2024  гг. В микробио-
логической практике лаборатории существует проце-
дура сохранения культур полевых изолятов, выделен-
ных в различные периоды из образцов биоматериала 
животных (лимфатические узлы и внутренние органы 
животных) и объектов внешней среды (вода с  терри-
торий пастбищ, из  поилок животных, из  водоема до-
ильной площадки и естественных водоемов; навоз  
из коровника и с  доильной площадки, а  также с  тер-
ритории пастбища; почва с  территории пастбищ  
и выпасов; сено, силос и сенаж). Первоначальная 
микробиологическая идентификация данных куль-
тур, проведенная на основании прямой микроскопии, 
морфологических и биохимических свойств, а  также 
при постановке биологической пробы на воспри-
имчивых лабораторных животных (морские свинки  
и кролики), определила наличие среди них патоген-
ных микобактерий и нетуберкулезных микобактерий, 
входящих в III и IV группы согласно классификации  
Раньона  [21]. Наблюдали, что при длительном хране-
нии при температуре 4 °C на плотной питательной сре-
де Левенштейна – Йенсена исследуемые культуры мо-
гут терять способность к дальнейшему росту на плот-
ных питательных средах в  течение всего срока хра-
нения и вследствие этого могут переходить в состо-
яние покоя. При этом отмечали изменение ростовых  
и морфологических свойств культур микобактерий  
и утрату их способности активно расти в виде колоний 
на плотных питательных средах. Из данных патогенов 
отобрали 75  образцов, полученных при обработке 
биологического материала животных (лимфатические 
узлы крупного рогатого скота  – 56  образцов и сви-
ней – 17 образцов) и объектов внешней среды (почва 
с  доильной площадки  – 2  образца), для реактивации 
жизнеспособности полевых изолятов микобактерий. 

На первом этапе сохранившиеся в  75  пробирках  
и суспендированные колонии микобактерий культиви-
ровали в жидкой питательной среде Middlebrook 7H9 
с  добавлением ростовой добавки OADC в  течение 
14  сут. Продолжительность инкубирования вызвана 
тем, что в процессе реактивации некультивируемые 
микобактерии секретируют в  окружающую среду 
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и плотной питательной среды Левенштейна – Йенсена 
с добавлением ростовой добавки OADC. Данные ис-
следований, проведенных Г.  Р.  Деминой и  соавт.  [17],  
по выявлению особенности реактивации «некультиви-
руемых» клеток Mycobacterium tuberculosis также говорят 
о стимулирующем влиянии на их реактивацию и размно-
жение добавок в жидкие питательные среды.

В то же время, согласно литературным данным, 
для осуществления таких экспериментов возможно 
использование и других жидких питательных сред, 
в частности среды Сотона. Также, помимо добавки 
OADC, которая считается стимулятором роста именно 
микобактерий, указывается на возможность исполь-
зования для реактивации и последующего размноже-
ния микобактерий мясо-пептонного бульона в составе 
среды Сотона [17]. 

На базе бактериологической лаборатории 
ФГБУ  «ННИИТ» Минздрава России в  результате про-
ведения молекулярно-биологической и молекулярно- 
генетической идентификации 46  реактивирован-
ных культур штаммов и полевых изолятов установ-
лены следующие виды микобактерий: патогенные 
Mycobacterium tuberculosis (2  культуры; 4,3%), мед-
леннорастущие патогенные нетуберкулезные ми-
кобактерии Mycobacterium avium (30  культур; 65,2%)  

и Mycobacterium intracellulare (1  культура; 2,2%); мед-
леннорастущие непатогенные нетуберкулезные мико-
бактерии Mycobacterium nonchromogenicum (7 культур; 
15,2%) и Mycobacterium monacense (1  культура; 2,2%); 
быстрорастущие патогенные нетуберкулезные мико-
бактерии Mycobacterium fortuitum (2  культуры; 4,3%)  
и Mycobacterium abscessus (1  культура; 2,2%); быстро-
растущие условно-патогенные нетуберкулезные ми-
кобактерии Mycobacterium neoaurum (1 культура; 2,2%),  
а также нетуберкулезные микобактерии Mycobacterium 
kyogaense (1 культура; 2,2%), которые, согласно литера-
турным данным, являются новым видом, относящимся 
к нетуберкулезным быстрорастущим скотохромоген-
ным микобактериям, не входящим ни в одну из групп 
согласно классификации Раньона [22] (табл.). 

Установлено, что основное количество  (38  куль-
тур, 82,6%) из реактивированной популяции при-
надлежало патогенам, входящим в III  группу нету-
беркулезных микобактерий согласно классифика-
ции Раньона: Mycobacterium avium, Mycobacterium 
nonchromogenicum, Mycobacterium intracellulare. 
Остальные составляли патогенные микобактерии 
вида Mycobacterium tuberculosis и нетуберкулезные 
микобактерии IV  группы в соответствии с классифи-
кацией Раньона, такие как Mycobacterium fortuitum,  
Mycobacterium abscessus, Mycobacterium neoaurum,  
Mycobacterium monacense (рис.).

При анализе взаимосвязи между патогенностью 
микобактерий (патогенные и нетуберкулезные мико-
бактерии) и реактивацией значение критерия согласия 
Пирсона составило χ2 = 5,912 (p = 0,016). Как следует из 
рисунка, нетуберкулезных микобактерий при реакти-
вации больше в 2,74 раза, чем патогенных культур, что 
свидетельствует о том, что нетуберкулезные микобак-
терии в большей степени подвержены процессу реак-
тивации.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В результате проведения реактивации 75  некуль-

тивируемых культур полевых изолятов микобактерий 
с  использованием ростовой добавки OADC на  жид-
кой питательной среде Middlebrook  7H9 и плотной 
питательной среде Левенштейна – Йенсена получено  
и осуществлено накопление бактериальной массы 

Рис. Эффективность реактивации типичных и атипичных 
микобактерий (%)

Fig. Reactivation efficiency of typical and atypical mycobacteria (%)
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Реактивированные культуры (n = 46)

Mycobacterium tuberculosis 2 культуры (4,3%)

Mycobacterium avium 30 культур (65,2%)

Mycobacterium intracellulare 1 культура (2,2%)

Mycobacterium nonchromogenicum 7 культур (15,2%)

Mycobacterium fortuitum 2 культуры (4,3%)

Mycobacterium abscessus 1 культура (2,2%)

Mycobacterium neoaurum 1 культура (2,2%)

Mycobacterium kyogaense 1 культура (2,2%)

Mycobacterium monacense 1 культура (2,2%)

Таблица 
Количество видов реактивированных культур микобактерий
Table  
Number of reactivated mycobacterial culture species
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жизнеспособных микобактерий. Реактивировано 
46  изолятов (61,3%), что свидетельствует об  эффек-
тивности данного метода. Жизнеспособные культуры 
включали патогенные (2  культуры) и нетуберкулез-
ные (44  культуры) микобактерии. Метод позволит 
сохранить разнообразие видов в  коллекции микро-
организмов и проводить дальнейшее углубленное 
молекулярно-генетическое типирование воспроиз-
веденных культур. Отмечено сохранение основных 
микробиологических характеристик полученных 
культур, таких как ростовые, морфологические и био-
химические свойства. Реактивация позволила про-
вести молекулярно-биологическую и молекулярно- 
генетическую идентификацию полевых изолятов 
микобактерий, выделенных из биологического мате-
риала и объектов внешней среды на территории За-
падно-Сибирского региона. Результаты проведенных 
исследований можно использовать для оптимизации 
лабораторной микробиологической диагностики ту-
беркулеза, в частности сохранения жизнеспособно-
сти коллекционных культур штаммов и полевых изо-
лятов микобактерий.
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Подходы определения генетической 
последовательности РНК-содержащих вирусов 
из биологического материала с низкой копийностью 
на примере вирусов летучих мышей
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РЕЗЮМЕ 
Введение. Летучие мыши, являясь природным резервуаром множества вирусов, традиционно воспринимаются как источник биологической опас-
ности. Активное развитие центров реабилитации рукокрылых входит в противоречие с их репутацией высокопотенциальных резервуаров зоонозных 
инфекций: концентрация животных в условиях центра без должного контроля способна искусственно усиливать циркуляцию патогенов. Разрешить это 
противоречие можно путем включения в протоколы работы центров предварительного вирусологического скрининга поступающих особей. Выявление 
носителей и их своевременная изоляция (карантин) защитят как остальных животных, так и персонал, а накопленные данные позволят создать систему 
раннего предупреждения о появлении новых генетических вариантов вирусов. 
Цель исследования. Апробация комбинированного подхода к получению полногеномных последовательностей РНК-содержащих вирусов рукокры-
лых в условиях низкой копийности и фрагментации РНК-матрицы, включающего последовательное применение и модификацию методов ампликонно-
го секвенирования и случайного прайминга (SMART-9N).
Материалы и методы. В качестве материала исследования были взяты образцы фекалий летучих мышей, содержащихся в условиях реабилитацион-
ного центра в г. Ростове-на-Дону в 2022–2023 гг. В статье описана последовательность действий от выделения нуклеиновых кислот до обработки и ана-
лиза данных. Также представлены три способа обогащения РНК-матрицы на основе реакции обратной транскрипции и полимеразной цепной реакции.
Результаты. При проведении исследования была разработана праймерная панель для выявления альфа-коронавирусов летучих мышей. В результате 
метагеномного анализа установлено присутствие вирусной РНК Bat bastrovirus (семейство Astroviridae) и разработаны диагностические праймеры для 
подтверждения. Получена полная генетическая последовательность вируса Loanvirus brunaense (семейство Hantaviridae) и 95% нуклеотидной последо-
вательности вируса Alphacoronavirus (семейство Coronaviridae). 
Заключение. Данные о генетических последовательностях вирусов играют важную роль в  различных аспектах науки, медицины, ветеринарии 
и здравоохранения в целом. Результаты данного исследования могут быть использованы для разработки экспресс-диагностических тест-систем 
по обнаружению различных вирусов летучих мышей. 

Ключевые слова: секвенирование нового поколения, NGS, секвенирование, РНК-вирусы, летучие мыши, пробоподготовка 
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Approaches to determining the genetic sequence of RNA viruses 
from low-copy biological material, using bat viruses as a model
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ABSTRAC T
Introduction. Bats are recognized as natural reservoirs for a wide range of viruses and are therefore traditionally viewed as a potential biological hazard. This 
perception, however, conflicts with the growing operation of bat rehabilitation centers, where the concentration of animals – if not accompanied by rigorous

https://doi.org/10.29326/2304-196X-2026-15-3-303-312
УДК 619:578.5:599.4

ВЕТЕРИНАРИЯ СЕГОДНЯ. 2026; 15 (3): 303–312 | VETERINARY SCIENCE TODAY. 2026; 15 (3): 303–312

https://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.29326/2304-196X-2026-15-3-303-312&domain=pdf&date_stamp=2026-15-09


304 ВЕТЕРИНАРИЯ СЕГОДНЯ. 2026; 15 (3): 303–312 | VETERINARY SCIENCE TODAY. 2026; 15 (3): 303–312

virological monitoring – may inadvertently facilitate pathogen transmission. A viable resolution lies in integrating preliminary virological screening into standard 
intake protocols. Early identification of viral carriers and their timely quarantine would not only protect both animal cohorts and center personnel but also generate 
valuable surveillance data to support early warning systems for emerging viral genetic variants.
Objective. To validate a combined methodological approach for reconstructing full-genome sequences of bat-derived RNA viruses under conditions of low viral 
load and fragmented RNA templates. The proposed strategy involves the sequential application and adaptation of amplicon-based sequencing and random 
priming (SMART-9N) techniques.
Materials and methods. Fecal samples were collected from bats housed at a rehabilitation center in Rostov-on-Don between 2022 and 2023. The manuscript 
details the complete workflow, from nucleic acid extraction through to bioinformatic data processing and analysis. Three RNA template enrichment strategies 
based on reverse transcription and PCR are also described and compared.
Results. A primer panel was developed specifically for the detection of bat alphacoronaviruses. Metagenomic analysis further revealed the presence of viral RNA 
corresponding to Bat bastrovirus (family Astroviridae), for which confirmatory diagnostic primers were subsequently designed. Notably, the complete genomic 
sequence of Loanvirus brunaense (family Hantaviridae) was obtained, along with 95% of the nucleotide sequence of an Alphacoronavirus (family Coronaviridae).
Conclusion. Viral genetic sequence data are indispensable across diverse fields, including fundamental science, clinical medicine, veterinary practice, and public 
health. The findings of this study provide a practical foundation for the development of rapid diagnostic test kits aimed at detecting bat-associated viruses.

Keywords: next generation sequencing, NGS, sequencing, RNA viruses, bats, sample preparation
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ВВЕДЕНИЕ
Рукокрылые (Chiroptera)  – одна из самых уязвимых 

и наименее изученных групп млекопитающих в России, 
находящаяся на стыке интересов экологии, ветерина-
рии и эпидемиологии. Летучие мыши признаны уни-
кальными резервуарами для огромного разнообразия 
РНК-содержащих вирусов, многие из которых обла-
дают значительным зоонозным потенциалом  [1,  2,  3].  
Изучение их генетического разнообразия является 
ключом к  пониманию эволюции вирусов, экологии  
инфекционных болезней и прогнозированию пандеми-
ческих угроз [4]. Однако прямая расшифровка вирусных 
геномов из биологических образцов (слюны, фекалий, 
тканей) часто сталкивается с критическим препятстви-
ем – крайне низкой вирусной нагрузкой. Ограниченное 
количество вирусных копий, фрагментированная РНК, 
высокий уровень примесей нуклеиновых кислот хозяи-
на и сложность выделения делают традиционные мето-
ды секвенирования малоэффективными [5, 6]. 

Нарастающая антропогенная активность, приводящая 
к интенсификации контактов с  популяциями рукокры-
лых, формирует прямые предпосылки для межвидовой 
передачи патогенов – как непосредственно человеку, так  
и опосредованно через промежуточных хозяев (домаш-
них животных и сельскохозяйственный скот) [7, 8, 9]. Тем 
не менее механизмы и движущие факторы данного про-
цесса остаются недостаточно изученными, что актуали-
зирует необходимость применения междисциплинарных 
исследовательских подходов [10, 11].

В  последние годы в  России формируются центры 
реабилитации рукокрылых, что обусловлено сово-
купностью социальных, экологических и законода-
тельных факторов. Ключевой причиной является рост 

экологической грамотности населения: благодаря 
просветительской работе ученых и зоозащитников  
летучие мыши все чаще воспринимаются не как вреди-
тели, а как полезные и уязвимые животные, нуждающи-
еся в защите1. Важную роль играет и правовой аспект: 
многие виды рукокрылых на территории страны занесе-
ны в региональные Красные книги, что законодательно 
обязывает оказывать им помощь2. Реабилитационные 
центры для летучих мышей представляют собой специ-
ализированные учреждения, основная цель которых 
заключается в спасении, лечении и последующем воз-
вращении в естественную среду рукокрылых, оказав-
шихся в бедственном положении. Их деятельность носит 
комплексный характер и включает несколько ключевых 
направлений. Прежде всего, это выхаживание осиро-
тевших детенышей, оставшихся без матери вследствие 
разрушения убежищ или гибели взрослых особей  [12].  
Не менее важной задачей является лечение травм, наи-
более распространенными из которых являются повреж-
дения крыльев, полученные при столкновении с окнами, 
нападениях домашних животных или запутывании в садо-
вых сетках. Центры также оказывают помощь истощенным 
и обезвоженным животным, особенно в критические пе-
риоды после спячки или при дефиците кормовой базы, 
занимаются диагностикой и терапией заболеваний. Важ-
нейшим этапом является реабилитация перед выпуском, 
когда животные содержатся в  специальных подготови-
тельных вольерах для восстановления мышечной массы 

1 Сайт Российского отделения Союза охраны летучих мышей.  
https://zmmu.msu.ru/bats/popular/populyar.htm
2 О животном мире: федеральный закон от 24.04.1995 № 52-ФЗ. 
https://www.consultant.ru/document/cons_doc_LAW_6542
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и охотничьих навыков [13, 14]. Роль ветеринарных специ-
алистов в работе таких центров является фундаменталь-
ной и критически важной, хотя их участие может иметь 
разные организационные формы. Крупные и хорошо фи-
нансируемые организации могут иметь в штате ветери-
нара, специализирующегося на экзотических животных 
или дикой природе. Однако более распространенной 
моделью является партнерство с курирующим ветерина-
ром, который осуществляет профессиональный надзор 
на волонтерской или договорной основе. 

Предполагается, что ключевым аспектом в  понима-
нии формирования межвидовой передачи патогенов яв-
ляются уникальные экологические характеристики отря-
да рукокрылых [15]. В отличие от прочих млекопитающих 
сопоставимых размерных классов, эти животные отлича-
ются выраженной мобильностью, сложной социальной 
организацией, исключительной продолжительностью 
жизни и репродуктивной стратегией, сочетающей низ-
кую плодовитость с высокой выживаемостью [16]. Суще-
ственные внутри- и межвидовые вариации в миграцион-
ном поведении, степени колониальности и склонности 
к впадению в  состояние оцепенения с  высокой вероят-
ностью детерминируют формирование специфических 
адаптаций к патогенной нагрузке [17].

Значительную долю среди возникающих зоонозов, 
ассоциированных с  рукокрылыми, составляют РНК-
содержащие вирусы. Эти вирусы обладают высокой из-
менчивостью и быстрой способностью к накоплению 
мутаций, что является следствием низкой точности 
репликации, обеспечиваемой РНК-зависимой РНК-
полимеразой, что позволяет данным возбудителям  
быстро эволюционировать [18, 19].

Осуществление комплексных исследований по выяв-
лению вирусов у рукокрылых сопряжено со значитель-
ными методологическими трудностями. Как отмечено 
в  работах некоторых авторов  [20,  21,  22,  23], к ним отно-
сятся: 1) необходимость сбора долгосрочных временных 
рядов данных для выявления циркулирующих вирусов; 
2)  высокая пространственно-временная вариабельность 
экологических и популяционных параметров (сезонность, 
миграции, плотность популяции), которая затрудняет пла-
нирование репрезентативного отбора проб; 3)  низкая 
распространенность некоторых вирусов в популяции, что 
требует применения целевых схем отбора проб, больших 
объемов выборки и использования специализированных 
молекулярно-диагностических методик.

В данной статье рассматриваются современные 
стратегические подходы, позволяющие преодолеть эти 
барьеры: от целевого обогащения вирусных последова-
тельностей и высокочувствительных протоколов обрат-
ной транскрипции с предварительной амплификацией 
до методов метагеномного секвенирования нового 
поколения и их оптимизации для работы с деградиро-
ванной РНК. На примере вирусов летучих мышей была 
оценена эффективность трех методических подходов 
по критерию покрытия генома, а также исследована 
возможность их комбинации для достижения макси-
мальной полноты сборки. 

Целью данного исследования является апробация 
комбинированного подхода к  получению полногеном-
ных последовательностей РНК-содержащих вирусов ру-
кокрылых в условиях низкой копийности и фрагмента-
ции РНК-матрицы, включающего последовательное 
применение и модификацию методов ампликонного 
секвенирования и случайного прайминга (SMART-9N).

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В качестве материала исследования были взяты 

образцы фекалий летучих мышей. Отбор проб в популя-
ции летучих мышей Ростовской области (Россия) про-
водился с ноября 2022  г. по март 2023  г. в Ростовском 
центре реабилитации летучих мышей (Донской государ-
ственный технический университет, г.  Ростов-на-Дону). 
В исследование были включены летучие мыши четырех 
видов: рыжая вечерница (Nyctalus noctula), двухцветный 
кожан (Vespertilio murinus), нетопырь Куля (Pipistrellus 
kuhlii) и поздний кожан (Eptesicus serotinus). Все летучие 
мыши были первоначально отобраны волонтерами Ро-
стовского центра реабилитации летучих мышей по за-
просам жителей города с ноября 2022 г. по март 2023 г. 
Собранные колонии и отдельные летучие мыши были  
доставлены в центр реабилитации для ветеринарного  
осмотра и ухода. Каждый вид содержался коллективно,  
по 5–20 особей в клетке, что позволяло социализировать 
их во время реабилитации и способствовало спячке. Лету-
чих мышей, находящихся в центре, кормили зофобасами 
и мучными червями. В конце ноября 2022 г. их поместили 
в контролируемую спячку при постоянной температуре 
10 °C, и они оставались в спячке до начала апреля 2023 г. 
В  мае 2023  г. здоровых летучих мышей выпустили в ди-
кую природу, а летучих мышей, нуждающихся в дальней-
шей реабилитации, выпустили позже. Образцы фекалий, 
каждый не менее 0,5  г, собирали из ящиков, в  которых 
содержались зимующие летучие мыши (один раз из каж-
дого ящика). Образцы хранились при минус 80 °C.

Также в данной статье рассмотрены подходы работы 
с положительными на коронавирус и хантавирус образ-
цами, отобранными у особей рыжей вечерницы данной 
выборки в результате первичного скрининга, описанно-
го в предыдущих работах авторов [24, 25]. На рисунке 1 
изображена общая схема реализуемого исследования.

Выделение нуклеиновых кислот. С помощью ват-
ного зонда образцы фекалий массой 20–50  мг поме-
щали в  микропробирки объемом 1,5  мл, добавляли 
500  мкл стерильного фосфатно-солевого буфера и рас-
тирали содержимое до однородности ватным зондом.  
После этого образцы тщательно перемешивали с помо-
щью вортекса. Далее центрифугировали образцы при 
8000  rcf в течение 4  мин; 100  мкл надосадочной жидко-
сти перемещали в новые пробирки объемом 1,5 мл и ис-
пользовали для выделения нуклеиновых кислот соглас-
но рекомендациям производителя набора «РИБО-преп» 
(ФБУН ЦНИИ Эпидемиологии Роспотребнадзора, Россия).

Диагностические праймеры. В  рамках данного ис-
следования были сконструированы две пары прайме-
ров для вложенной полимеразной цепной реакции 
(ПЦР) для выявления вирусов рода Bastrovirus семейства 
Astroviridae  (табл.  1). Подбор осуществлялся на основе 
60  референсных последовательностей бастровирусов 
из базы данных GenBank, обнаруженных среди летучих 
мышей и грызунов.

Подготовка кДНК по методике SMART-9N. Для синте-
за кДНК использовали набор «Обратная транскриптаза 
RNAscribe RT» (ООО  «Биолабмикс», Россия) и 2  прайме-
ра с  одинаковыми свободными участками для следу-
ющего этапа обогащения. Один праймер на 3’-конце 
содержит 9N последовательность [AAGCAGTGGTATC
AACGCAGAGTACNNNNNNNN]. Второй праймер имеет 
три рибонуклеотидных гуанина [GCTAATCATTGCAAGC
AGTGGTATCAACGCAGAGTACATrGrGrG] на 3’-конце  [26]. 
К 10 мкл выделенной РНК добавляли по 1 мкл каждого 
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Таблица 1 
Диагностические праймеры для выявления вирусов вида Bastrovirus рукокрылых
Table 1 
Diagnostic primers for the detection of bat bastroviruses

Название Последовательность 5’–3’ Температура отжига Длина участка

Bastro F1 CACGAGAAGRAYCCCGACCT 58 °C
896 bp

Bastro R1 CCCACGCACCGTTTCAGRTC 57 °C

Bastro F2 (st2) TCAAGGCAGGGCARGGCAT 57 °C
408 bp

Bastro R2 (st2) AACAGGGTGTTGGCCTCGCC 57 °C

Рис. 1. Общая схема применения подходов по выявлению нуклеотидных последовательностей РНК-содержащих вирусов 
с низкой копийностью (черными стрелками показаны пути скрининга по выявлению положительных образцов; зеленые 
стрелки отражают движение работы с положительными образцами)

Fig. 1. Overview of the methodological approaches for detecting nucleotide sequences of low-copy RNA viruses (black arrows indicate 
screening pathways for positive sample identification; green arrows trace the handling and processing workflow for positive samples)
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праймера в  концентрации 10 и  30  рмоль/мкл соответ-
ственно. Полученную смесь поместили в амплифи-
катор с температурным режимом 25 °С – 2 мин, 70 °С – 
3  мин. Во время инкубации подготовили второй микс 
с использованием набора для обратной транскрипции: 
к  4  мкл «5×  ОТ-буфер-mix» добавили 1  мкл «RNAscribe 
RT ревертазы» и 3 мкл воды для ПЦР. После окончания 
инкубации матрицы и праймеров к  полученной смеси 
добавили приготовленный микс из буфера, фермента 
и воды, перемешали и снова поместили в амплифика-
тор с температурным режимом 25 °С – 10 мин, 42 °С – 3 ч, 
85 °С – 5 мин. По завершении программы синтез кДНК 
закончен и полученный продукт можно использовать 
для последующего ПЦР-обогащения.

Для наработки продукта на матрице кДНК при-
меняли метод ПЦР-амплификации с  использованием 
готовой ПЦР-смеси «БиоМастер LR HS-ПЦР (2×)» 
(ООО  «Биолабмикс», Россия). Для приготовления ПЦР-
микса использовали 15  мкл «БиоМастер LR HS-ПЦР 
(2×)» из набора, 4  мкл воды для ПЦР и 1  мкл прайме-
ра [AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT] в  концентрации 
30  рмоль/мкл и 10  мкл матрицы (кДНК, полученной  
по методике SMART-9N) [26]. Протокол амплификации со-
стоял из следующих стадий: 1) предварительный нагрев – 
95  °С, 5  мин; 2)  50  циклов амплификации, включающих 
этапы: денатурации – 94 °С, 15 с; отжига – 62 °С, 45 с; элон-
гации – 68 °С, 4 мин и 30 с; 3) заключительная элонгация – 
68 °С, 15 мин. Синтез праймеров осуществляла компания  

Таблица 2 
Панель праймеров, покрывающая весь геном альфа-коронавируса на основе референса OP919651.1
Table 2 
Primer panel covering the complete genome of Alphacoronavirus based on reference sequence OP919651.1

Пул праймеров 1 (нечетные) Пул праймеров 2 (четные)

Название Последовательность 5’–3’ Название Последовательность 5’–3’

BtCoV_1F TATCTATCTACGGATAGTGCGTCTCA BtCoV_2F GTGGCTGGTGAACCTAAATGCAAT

BtCoV_1R GTGTGGAACCACAATTACACTTAATGAG BtCoV_2R GAGTGRCACCAAGAACAATACTTACG

BtCoV_3F GCCACTTGTGATTCTGTACGTGTT BtCoV_4F CAGGTGCGCTTCTAGCCAGTT

BtCoV_3R CTTTGACACCATAATAGCAAGAGCC BtCoV_4R GACGCCACCCAGCAATTATTCTG

BtCoV_5F CCTGTTGATGAGTCCAAATCTGCTG BtCoV_6F GAGAATCTTGCTCATGGTGGTGG

BtCoV_5R GTTTGCCATTACGTGGTCCAACAA BtCoV_6R GGGTTCTGCTTTGTATACTCTTGC

BtCoV_7F GTACAGGCTGAATTGGTTTCTTATCTG BtCoV_8F GGYGAGCCTAGTGACTCTGAG

BtCoV_7R CAATGACGACTGGTGTTGCTACTA BtCoV_8R GTGCTGCCAAACAACCTTAGTATG

BtCoV_9F CCTGTTGGCGATCCATTATGCG BtCoV_10F CTCACTCAGATTAAGAACGCTTGTG

BtCoV_9R GTAGTACACTTTGAGAGGTCCTTAC BtCoV_10R GTACACGCGGCAGTAAAGATGC

BtCoV_11F GTACTTCTGATGARGCTCGCAC BtCoV_12F GCCCTCCTTGAGTTTGTGCCT

BtCoV_11R GGAGATAGAATTGACCAAACGCTC BtCoV_12R CTTGAACTAAGCCACCAATTGCATC

BtCoV_13F CTCTGGTTGTCACGTTGGTAGTG BtCoV_14F CTATCTCTATGTTGATGATCCCCTTG

BtCoV_13R CATCAAGTAGCACAACACAACACC BtCoV_14R CTGGGATRACTGATAAAGGTACAG

BtCoV_15F GCTGCAGCCCAAATGTACAAAGAG BtCoV_16F GCATGGCTGTAACCAATGGTGTC

BtCoV_15R GGATCTTGTGTACCTATAGGCACC BtCoV_16R GCAATTTGTGAGTCCCATAACAGG

BtCoV_17F GTGTTGTGGGTGTCGTGACTC BtCoV_18F CTACGAGGGAGGTTGTATCACAG

BtCoV_17R GTCATAGTGGGYAGGATGTTACGC BtCoV_18R GTTGAGAACAGAATTCATGTGGGC

BtCoV_19F CTTGTCAGATGATGGTGTTGTTTGC BtCoV_20F GGCTCACCTGATGTGGAAGAC

BtCoV_19R GTATAGTAGCACATGCATAGGATGAC BtCoV_20R CTGGCTTAATAGCACACATGCGC

BtCoV_21F CAGAGGGTCAGCTTTAGACATATTG BtCoV_22F GTACTCGCGATTTTGCYATGCG

BtCoV_21R CAGCCTTCTGGCCTAACAACG BtCoV_22R GGACCTACACCTAGTGTCAAACC

BtCoV_23F CCTACCAAGACTAACGTTAAGTTGC BtCoV_24F GATGGCGATGTCTGCACACTTT

BtCoV_23R CTTCATGRGTAGAAACTGGTACAC BtCoV_24R GTCGCTGACATAGTCATTCACG

BtCoV_25F CCTCATCATATGCGTGTGTTRCAC BtCoV_26F GTCAACACGACGAAATGAGAGTGG

BtCoV_25R CACACCAACATGGAAGCCRTCAC BtCoV_26R CATCATAAGAGGCAGGAGGATCAC

BtCoV_27F CCAGTCCACTACTGGTGGTTG BtCoV_28F GCAAGTGTCCCTTCACACCAC

BtCoV_27R CACCYGTAACAACATCACCACTAG BtCoV_28R GTCTTCATCCACAGTGCCGAG

BtCoV_29F GCTCACTGTTTCTGAAGAGGCC BtCoV_30F GGTGATCACATCTTCTCCATAGTG

BtCoV_29R CTAAACATGACAAGGCCAGGTTCC BtCoV_30R GTGCAGCTACACGAGCAATTAG

BtCoV_31F CYAACCTGTCTAATGATGCTGTTAG BtCoV_32F GCCAATTGGACGTATGTATGGGG

BtCoV_31R CAARATGACATTCCACGAGAARTTC BtCoV_32R CTGTGCCGAGGTAGTAGA AATGC

BtCoV_33F CTTCCTAATGATGCTGTACCWCAG BtCoV_34F CTCCAAACACCGCTGCATTGC

BtCoV_33R GTTGAGGAGCTGGGGATTTCG BtCoV_34R GTGATATAGTAATATCCTTCTTGCACTG
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ООО  «Синтол» (Россия). Используемый амплификатор 
Т100 Thermal Cycler (Bio-Rad Laboratories, США).

Праймерная панель, рассчитанная на основе близкого 
референса альфа-коронавируса летучих мышей. Как уже 
было сказано выше, ранее авторам удалось обнаружить  
с помощью диагностических праймеров фрагмент альфа- 
коронавируса у рыжей вечерницы [24]. Чтобы добиться 
большего охвата генома коронавируса с помощью мето-
да секвенирования нового поколения (next generation 
sequencing, NGS), была разработана панель олигону-
клеотидов на основе максимально близкого референса 
Alphacoronavirus [GenBank OP919651.1] (табл.  2, рис.  2). 
Синтезированные праймеры охватывают фрагменты 
генома коронавируса в пределах 1000  пар оснований 
с  перекрытием четных и нечетных участков. Каждый 
праймер разводили до концентрации 100  мкМ. Форми-
ровали 2  пула праймеров по 1  мкл каждого в соответ-
ствии с таблицей  1. Сформированные пулы разводили 
до рабочей концентрации 10  мкМ. Для амплификации  
целевых фрагментов полноразмерного генома была про-
ведена одноступенчатая ПЦР с обратной транскрипцией 
(ОТ-ПЦР) с использованием набора «БиоМастер  
ОТ-ПЦР-Премиум  (2×)» (ООО  «Биолабмикс», Россия). 
ПЦР-смесь готовили согласно инструкции производите-
ля без учета праймеров и делили поровну на две части.  
В первую смесь добавляли 2,5 мкл пула нечетных прай-
меров, во вторую смесь – 2,5 мкл пула четных праймеров 
в концентрации 10 мкМ. Синтез праймеров осуществля-
ла компания ООО «Биолабмикс» (Россия).

Модификация методики SMART-9N. Для модифика-
ции методики SMART-9N изменения внедрили только 
в  конструкцию праймера, в составе которого присут-
ствует последовательность  9N. Авторами была заме-
нена последовательность 9N на последовательность 
известной части генома коронавируса на краю уже 
известного (отсеквенированного) участка на 5’-конце 
(табл.  3). Таким образом, при синтезе кДНК праймер 
должен селективно присоединяться к геному корона-
вируса и в  процессе синтеза в сторону 5’-конца синте-
зировать матрицу кДНК неизвестного участка. Техни-
чески процесс синтеза и амплификации аналогичен 
описанному в пункте «Подготовка кДНК по методике 
SMART-9N» раздела «Материалы и методы» данной ста-
тьи. Синтез кДНК с  каждым праймером из таблицы  3  
и ПЦР-амплификация проводились в  отдельных про-
бирках, после чего объединялись и готовились для 
NGS-секвенирования. Синтез праймеров осуществляла 
компания ООО «Биолабмикс» (Россия).

Подготовка NGS-библиотек. Для ферментативной 
фрагментации и лигирования адаптера применяли 
наборы FTP  Display и LIB  Display (ООО  «БиоЛинк»,  
Россия). Очистку кДНК проводили с помощью магнит-
ных частиц с использованием VAHTS DNA Clean Beads 
(Vazyme, Китай). Концентрацию конечного библиотеч-
ного пула измеряли с помощью флуорометра Qubit 
(Thermo Fisher Scientific, США) с набором для анализа 
Equalbit 1x dsDNA HS Assay Kit (Vazyme, Китай). Контроль 
готовых библиотек осуществляли путем проведения ко-
личественной ПЦР с использованием набора реактивов 
NEBNext Library Quant Kit for Illumina (New England Biolabs, 
США) и амплификатора CFX 96 (Bio-Rad Laboratories, США). 
Геномные библиотеки были секвенированы на платфор-
ме Illumina MiSeq с  использованием набора реагентов 
MiSeq v3 в течение 600 циклов и на платформе FASTASeq 
(GeneMind, Китай) с  использованием набора реактивов 
FASTASeq 300 Sequencing Kit V2.0.

Биоинформатический анализ. Полученные данные 
секвенатора на первом этапе были подвергнуты таксо-
номической классификации с  использованием инстру-
мента Kraken2 и стандартной референсной базы Viral. Па-
раллельно для реконструкции геномных последователь-
ностей была выполнена сборка de novo с использовани-
ем ассемблера MEGAHIT с  параметрами по умолчанию.  
Аннотация полученных контигов проводилась путем 
поиска гомологичных последовательностей с  исполь-
зованием алгоритма BLASTn и базы данных NT. Иденти-
фицированные в  результате этого анализа референс-
ные геномы были отобраны для следующего этапа.  
Для формирования полногеномной консенсусной 

Рис. 2. Схема праймерной панели для покрытия генома коронавируса 
(голубым цветом отмечены четные участки, зеленым – нечетные)

Fig. 2. Schematic layout of the primer panel for coronavirus genome 
coverage (even-numbered amplicons are shown in blue; odd-numbered 
amplicons are shown in green)

Таблица 3  
Праймеры для модификации методики SMART-9N
Table 3 
Primers for SMART-9N protocol modification

Название Последовательность 5’ – 3’
Позиции праймера

Реф. OP919651.1

CovBat _12570(9N) AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTACTTGGTTACA 12570–12578
CovBat _19269(9N) AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTACGCAGACATC 19269–19277
CovBat _22561(9N) AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTACGGTGTGAAG 22561–22569
CovBat _25024(9N) AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTACATCATTAGA 25024–25032
CovBat _27460(9N) AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTACACAGCAATG 27460–27468
CovBat _28088(9N) AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTACGTCAAACAT 28088–28096
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последовательности данные, полученные в результате сек-
венирования, были картированы на выбранный референс-
ный геном с  использованием программы для выравнива-
ния BWA-MEM, включенной в программный пакет UGENE. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Выявление нуклеотидной последовательности 

с помощью диагностических праймеров. Для прове-
дения первичного скрининга образцов не всегда есть 
возможность применения коммерческих тест-систем, 
поскольку вирусы одного и того же рода и вида могут 
циркулировать у различных животных и при этом иметь 
генетические различия, индивидуальные для опреде-
ленного круга носителей. Диагностические праймеры 
подбираются на консервативные участки вирусного 
генома среди анализируемого круга носителей. На-
пример, в предыдущей работе  [24] авторы использова-
ли диагностические праймеры для выявления вирусов  
семейства Coronaviridae у  рукокрылых методом вложен-
ной ПЦР. Это наиболее эффективный способ выявления 
нуклеотидной последовательности из биоматериала с по-
врежденной матрицей или низкой копийностью анали-
зируемых объектов. К тому же данный подход позволяет 
проводить скрининг более селективно, если на первом 
шаге ПЦР вполне возможно, что праймеры могут компле-
ментарно связываться с матрицей других представителей 
(хозяин, бактерии, насекомые и  др.), то на втором шаге 
увеличивается вероятность обнаружения искомого объ-
екта и возрастает число копий ампликонов, которых ста-
новится достаточно для последующего анализа. 

При попытке получения полногеномной последова-
тельности коронавирусной РНК рукокрылых с  приме-
нением методики SMART-9N для синтеза кДНК в данном 
исследовании этот подход оказался не вполне успешным, 
а сработал больше как метагеномный скрининг. В резуль-
тате уже метагеномного анализа один из образцов, кото-
рый был положительным на коронавирус рукокрылых 
(GenBank PQ439335), содержал в себе порядка сотни ри-
дов нуклеотидных последовательностей, относящихся 
к вирусу семейства Astroviridae, к неклассифицируемым 
бастровирусам рукокрылых (Bat bastrovirus). Бастрови-
русы обнаружены у  летучих мышей, грызунов, птиц, ко-
маров, свиней и людей. Они были впервые выявлены 
в  образцах кала человека на  территории Нидерландов 
в 2016 г. Генетический анализ показал, что они имеют ча-
стичное сходство как с астровирусами, так и с вирусами 
гепатита Е. На сегодняшний день их потенциальная роль 
в развитии болезней у человека не установлена [27]. 

Для подтверждения присутствия в образце РНК  
бастровируса были сконструированы диагностические 
праймеры на основе известных генетических после-
довательностей бастровирусов рукокрылых, выделен-
ных на территории Евразии (табл.  1). Результат вложен-
ной ПЦР оказался положительным. Продукты первого  
и второго шага были объединены и подготовлены для 
NGS-секвенирования, в  результате которого было полу-
чено 711 н. о. Bat bastrovirus (GenBank PX666685). В 2023 г. 
на территории России в Московской области Г.  В.  Рое-
вым и соавт. у рыжей вечерницы также был обнаружен  
бастровирус  [28], что может свидетельствовать о видо-
специфичности вируса к носителю. Авторы оценили сте-
пень зоонозного риска обнаруженного вируса с  помо-
щью машинного обучения и выявили для одного из об-
разцов высокий зоонозный потенциал. Важно отметить, 
что полученная нами последовательность бастровиру-

са охватывает лишь фрагмент ORF1. Для полноценной  
филогенетической классификации этого вируса требу-
ется получение более длинных нуклеотидных последо-
вательностей, что упирается в  те же проблемы низкой  
копийности и фрагментации, которые являются пред-
метом нашего исследования. Несмотря на это, при срав-
нении обнаруженного нами участка гена PX666685 с мо-
сковскими изолятами (OR552430 и OR552431) идентич-
ность нуклеотидных оснований составила 97,19 и 97,33% 
соответственно. Данные о высоком зоонозном потенци-
але референсного изолята указывают на необходимость 
дальнейшего изучения выявленного бастровируса как 
потенциально способного к межвидовой передаче.

Комбинация методологических подходов позволила 
зафиксировать случай коинфекции (одновременного 
носительства двух и более вирусов) у рыжей вечерницы 
(Alphacoronavirus и Bat bastrovirus). Согласно системати-
ческому обзору B. D. Jones et al., анализ 117 исследова-
ний выявил 61 публикацию, в которой описаны случаи 
вирусной коинфекции у 662 особей летучих мышей, что 
подтверждает распространенность этого явления, хотя 
оно чаще фиксируется как побочная находка, а не как 
цель специализированных работ  [29], что и было уста-
новлено в нашем исследовании.

Полногеномная сборка после пробоподготовки 
кДНК по методике SMART-9N. Технология SMART  – 
это механизм переключения на 5’-конце матрицы РНК.  
Метод базируется на способности определенных об-
ратных транскриптаз переключать матрицы и включать 
адаптерные последовательности во время синтеза пер-
вой цепи кДНК [26]. Этот подход основан на случайном 
прайминге для синтеза кДНК и не является селектив-
ным. Зато данный метод вполне приемлем для метаге-
номного/полногеномного секвенирования или первич-
ного скрининга.

Как уже было описано выше, в данном исследовании 
эта методика не подошла для выявления полногеном-
ной последовательности коронавируса рукокрылых. 
Это могло произойти, вероятнее всего, из-за длины 
(32 000 н. о.) и структуры (линейный) его генома, а так-
же количества и состояния матрицы в образце. Но этот 
подход хорошо сработал на примере сегментированно-
го генома хантавируса рукокрылых (Loanvirus brunaense), 
у которого удалось собрать после NGS-секвенирования 
3  полноразмерных кодирующих гена: S-сегмент дли-
ной 1323 н. о. (GenBank PP898197.1), кодирующий белок 
нуклеокапсид; М-сегмент длиной 3427  н.  о. (GenBank 
PP910333.1), кодирующий гликопротеины; L-сегмент 
длиной 6561  н.  о. (GenBank PP910334.1), кодирующий 
РНК-зависимую РНК-полимеразу. Полученные нами ре-
зультаты согласуются с данными I. M. Claro et al., которые 
впервые систематически охарактеризовали эффектив-
ность метода SMART-9N для метагеномного секвениро-
вания РНК-вирусов. Авторы продемонстрировали, что 
данный подход обладает рядом важных преимуществ 
по сравнению с традиционными ампликонными мето-
дами [26]. В контексте нашего исследования эти данные 
имеют прямое значение. Успешная сборка трех полно-
размерных сегментов хантавируса Loanvirus brunaense 
с  использованием протокола SMART-9N подтвержда-
ет, что метод эффективен для сегментированных РНК-
вирусов, в  отличие от коронавируса с длинным не-
сегментированным геномом, где тот же протокол ока-
зался недостаточно эффективным. Геном хантавируса, 
каждый сегмент которого не превышает 6500 н. о., был 
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собран полностью. Это наблюдение также согласуется 
с данными I.  M.  Claro et  al., которые отмечали, что эф-
фективность SMART-9N зависит от длины и структуры 
целевого генома. Таким образом, метод SMART-9N пред-
ставляет собой ценный инструмент для метагеномного 
секвенирования РНК-вирусов, особенно в случаях, ког-
да неизвестен точный вид, вирус имеет сегментирован-
ную структуру генома и требуется получение длинных 
ридов для de novo сборки. В то же время для длинных 
несегментированных геномов, таких как коронавиру-
сы, может потребоваться дополнительная оптимизация 
протокола или комбинация с другими подходами, что 
будет рассмотрено далее в статье.

Праймерная панель, рассчитанная на основе 
близкого референса, на примере альфа-коронавиру-
са летучих мышей. В результате ПЦР-амплификации 
с  праймерной панелью было получено 2  пула ПЦР-
продуктов, которые объединили и подготовили к  NGS. 
При биоинформатической сборке данных секвениро-
вания удалось покрыть более 30% генома альфа-коро-
навируса. Десять  пар праймеров успешно отожглись  
на матрицу, и примерно 10 000 н. о. удалось прочитать, 
используя данный подход. Здесь большое значение 
имеет качество и целостность РНК-цепи. Каждая пара 
праймеров рассчитана примерно на 1000  букв. Такая 
длина наиболее оптимальна для того, чтобы в  даль-
нейшем использовать ферментативную фрагментацию, 
в результате которой возможно получить средний фраг-
мент оптимальной длины, ориентированный на воз-
можности чтения секвенатора и наборов реактивов для 
работы с ним. Если ампликоны будут меньшей длины, 
соответственно, при фрагментации могут получиться 
слишком короткие участки, которые либо удалятся при 
очистке на магнитных частицах, либо возникнут труд-
ности при сборке коротких ридов. Сравнение с  аль-
тернативными подходами показывает, что праймерная 
панель, хотя и является экономически доступным мето-
дом, имеет фундаментальные ограничения. Во-первых, 
ампликонные методы критически зависят от точной 
комплементарности праймеров матрице, и даже еди-
ничные нуклеотидные замены в сайтах посадки могут 
приводить к выпадению ампликонов. Во-вторых, для 
РНК-вирусов с высокой частотой мутаций праймеры не-
обходимо часто обновлять, чтобы они соответствовали 
циркулирующим вариантам  [30]. В  качестве альтерна-
тивы можно использовать более дорогостоящий метод 
гибридизационного захвата (target capture sequencing), 
который содержит зонды, толерантные к нуклеотидным 
несовпадениям. Takemae N. et al. продемонстрировали, 
что при концентрации вирусной РНК <  26  копий/мкл 
target capture sequencing обеспечивает >  70% покры-
тия полноразмерных геномов, что представляет со-
бой примерно 180-кратное увеличение числа ридов  
по сравнению с метагеномным секвенированием  [30]. 
Таким образом, наш результат с низким покрытием 
(лишь 30% генома) при использовании праймерной 
панели является весьма распространенной проблемой 
и иллюстрирует ограничение ампликонных подходов 
в условиях фрагментированной РНК и возможных мута-
ций в праймерных участках.

Модификация методики SMART-9N для большего 
покрытия генома. В поисках новых вариантов для по-
лучения более полной нуклеотидной последовательно-
сти альфа-коронавируса летучих мышей была подготов-
лена кДНК по модифицированной методике протокола 

SMART-9N. Условия ПЦР-амплификации оставались 
неизменны. Все ПЦР-продукты одного образца объ-
единили и аналогичным образом подготовили NGS-
библиотеку. После секвенирования при сборке ридов 
на референс покрытие генома составило уже около 
80%, это примерно 25 000 н. о. 

Оригинальный протокол SMART-9N, разработанный 
I.  M.  Claro et  al., основан на использовании случайного 
9N-праймера, что обеспечивает неселективную амплифи-
кацию всей РНК, присутствующей в образце. Однако, как 
отмечают сами авторы, метод имеет ограничения при ра-
боте с длинными несегментированными геномами: даже 
для SARS-CoV-2 максимальная длина единичного рида со-
ставила 18 500 п. о., что покрывает лишь 60% генома [26]. 
Данные ограничения обусловлены двумя факторами – это 
конкуренция с  клеточной РНК и невозможность направ-
ленной достройки участков в сторону 5’-конца. Предло-
женная нами модификация устраняет оба этих ограниче-
ния. Замена случайного 9N-праймера на специфичный 
праймер, комплементарный уже известному участку гено-
ма коронавируса (на  краю отсеквенированного участка), 
обеспечивает селективную амплификацию и направлен-
ный синтез кДНК в сторону 5’-конца генома, что позволяет 
достраивать неизвестные участки. В  результате чего уда-
лось увеличить покрытие генома с 30% (при использова-
нии только праймерной панели) до 80%. 

Объединение подходов SMART-9N и праймерной 
панели для альфа-коронавируса. После обработки 
результатов сборки альфа-коронавируса при индиви-
дуальном секвенировании каждого из трех подходов 
была подготовлена новая NGS-библиотека, в  которой 
в  равных долях смешали продукты обогащения матри-
цы после протокола SMART-9N, модифицированно-
го SMART-9N и праймерной панели в одну пробирку.  
В результате секвенирования одновременно трех под-
ходов покрытие генома составило уже 95%, что со-
ответствует примерно 26  500  нуклеотидам. Получен-
ное нами покрытие генома после объединения трех 
подходов сопоставимо с результатами A.  Cerro-Monje 
et  al., которые достигли порога >  90% генома после 
объединения ридов из трех повторов  [31]. Однако,  
в  отличие от их подхода, основанного исключительно  
на повторных реакциях секвенирования одного типа, 
нами использована комбинация различных методов 
пробоподготовки (SMART-9N, модифицированный  
SMART-9N и праймерная панель), что позволило  
достичь 95% покрытия без многократного секвениро-
вания одного и того же материала. Стоит отметить, что 
L.  Marcolungo et  al.  [32] также подчеркивают важность 
комбинирования данных из нескольких источников 
(технических трехкратных повторов синтеза кДНК  
и ампликонов) для достижения полной реконструкции 
генома. Эта логика перекликается с  нашим подходом, 
описанным выше. Эти две работы основаны на одном 
принципе: разные эксперименты дают разные наборы 
ампликонов, и их объединение позволяет закрыть про-
белы в геноме, что подтверждает необходимость при-
менения различных комбинаций в подобных условиях.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В ходе исследования были апробированы три подхода 

к получению полногеномных последовательностей РНК-
содержащих вирусов из образцов с низкой копийностью 
и фрагментированной РНК-матрицей (образцы от  руко-
крылых, поступающих в центр реабилитации).
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Основные результаты:
1. С помощью методики SMART-9N в результате мета-

геномного анализа была обнаружена РНК Bat bastrovirus 
рукокрылых (семейство Astroviridae). Сконструированы 
диагностические праймеры для вложенной ПЦР. Вы-
явленный участок гена длиной 711 н. о. задепонирован  
в базу данных GenBank – PX666685. 

2.  Протокол SMART-9N в немодифицированном виде 
показал высокую эффективность для сегментированно-
го генома хантавируса (собраны три полноразмерных 
кодирующих сегмента) и задепонированы в базу данных 
GenBank: PP898197.1, PP910333.1, PP910334.1. 

3. Созданная праймерная панель на основе близкого 
референсного генома альфа-коронавируса позволила 
покрыть лишь 30% целевого генома. Это подтверждает 
известное ограничение ампликонных методов: их эф-
фективность критически зависит от комплементарности 
праймеров матрице и целостности РНК.

4.  Модификация SMART-9N (замена случайного 
9N-праймера на специфичный, комплементарный  
известному участку генома коронавируса) позволила 
увеличить покрытие до 80% за счет селективной ампли-
фикации вирусной РНК и направленного синтеза кДНК 
в сторону 5’-конца.

5.  Комбинация трех подходов (SMART-9N + модифи-
цированный SMART-9N + праймерная панель) в одной 
библиотеке для секвенирования обеспечила покрытие 
95% генома альфа-коронавируса, что на 15% выше луч-
шего индивидуального результата.

В условиях низкой копийности и фрагментации 
РНК-матрицы ни один из апробированных методов 
по отдельности не обеспечивает полного покрытия 
генома альфа-коронавируса. Предложенная страте-
гия комбинации трех подходов позволяет компен-
сировать «слепые зоны» каждого метода и может 
быть рекомендована для секвенирования архивных  
и деградированных образцов, где переотбор матери-
ала невозможен.

Обнаружение в образцах от рукокрылых РНК  
бастровируса с  97%-й идентичностью зоонозному изо-
ляту, а  также коронавируса и хантавируса подтверж-
дает необходимость вирусологического мониторинга 
в  центрах реабилитации рукокрылых. Предложенный 
протокол может быть использован для скрининга  
и полногеномного секвенирования вирусов в подобных 
учреждениях при ограниченных ресурсах. Дальнейшие 
исследования будут направлены на доопределение 
оставшихся 5% генома и разработку специализирован-
ной праймерной панели для бастровируса.
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5. Ключевые слова (5–6 слов, словосочетаний), наиболее точно 
отображающие специфику статьи. 

6. Благодарности (в случае финансирования исследования организацией 
или желания выразить благодарность определенным людям).

7. Для цитирования 

8. Конфликт интересов 

9. Для корреспонденции (фамилия, имя, отчество (полностью),  
ученая степень, научное звание, должность, адрес, электронная почта). 

10. Введение 

11. Материалы и методы 

12. Результаты и обсуждение 

13. Выводы или заключение 

14. Список литературы (ванкуверский стиль – расположение источников 
в порядке их цитирования; количество цитируемых работ в оригинальных 
статьях – около 30, в обзорах – не более 60).

15. Информация об авторах (фамилия, имя, отчество (полностью), ученая 
степень, научное звание, должность, город, страна). 

16. Вклад авторов (необходимо указать вклад авторов в подготовку статьи).

17. К размещению принимаются иллюстрированные материалы (фото, графики) 
хорошей контрастности, с разрешением не ниже 300 точек на дюйм (300 dpi), 
оригиналы прикладываются к статье отдельными файлами в формате .tif или 
.jpg (рисунки, не соответствующие требованиям, будут исключены из статей, 
поскольку достойное их воспроизведение типографским способом невозможно).

Работа должна быть представлена в редакторе WORD, формат DOC, шрифт Times 
New Roman, размер шрифта – 12 пт, межстрочный интервал – одинарный, размер 
полей – по 2 см, отступ в начале абзаца – 1 см, форматирование по ширине. 

Рисунки, таблицы, схемы, графики и пр. должны быть обязательно 
пронумерованы, иметь источники и умещаться в печатное поле страницы. 
Название таблицы – над таблицей; название рисунка/графика – под рисунком/
графиком. Максимальное суммарное количество таблиц и рисунков в одной 
статье должно быть не более 5.

Оригиналы и копии присланных статей не возвращаются. Авторы должны 
гарантировать, что поданный материал не был ранее опубликован. Важным 
условием для принятия статей в журнал «Ветеринария сегодня» является 
выполнение всех вышеперечисленных требований редакции.

«Ветеринария сегодня» –  
это прекрасная возможность  
заявить о себе миру! 
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•	 Журнал основан в 2012 г. на базе 
ФГБУ «Федеральный центр охраны 
здоровья животных». 

•	 Статьи публикуются на двух языках:  
русском и английском. 

•	 Основными направлениями являются 
результаты теоретических и экспери-
ментальных исследований в области ве-
теринарии и ветеринарной микробиоло-
гии, тенденций развития ветеринарной 
науки, обсуждение актуальных вопросов 
в области мониторинга и эпизоотологии 
болезней животных. 

•	 Журнал распространяется по всей тер-
ритории России, а также в крупнейших 
мировых научных центрах.

•	 Мы публикуем статьи как выдающихся, 
так и молодых ученых, специалистов-
практиков, работников ветеринарных 
учреждений для обмена опытом, обеспе-
чения устойчивого ветеринарного бла-
гополучия и новых научных дискуссий. 
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УЧЕБНЫЙ ЦЕНТР ФГБУ «ФЕДЕРАЛЬНЫЙ ЦЕНТР ОХРАНЫ ЗДОРОВЬЯ 
ЖИВОТНЫХ» (ФГБУ «ВНИИЗЖ»)

Федеральное государственное бюджетное учреждение 
«Федеральный центр охраны здоровья животных» осущест-
вляет образовательную деятельность в сфере дополнитель-
ного профессионального образования на основании лицензии 
Федеральной службы по надзору в сфере образования и науки.

Курсы повышения квалификации и подготовка ветеринар-
ных специалистов ведутся по теме «Диагностика, мониторинг 
и профилактика особо опасных болезней животных», при 
этом большое внимание уделяется учебным мероприятиям 
по диагностике и профилактике бешенства животных. 

В рамках образовательной деятельности реализуются сле-
дующие программы:

–  «Лабораторная диагностика бешенства животных 
(метод флуоресцирующих антител, биологическая проба 
на мышах)», объем – 38 академических часов, очная форма 
обучения (г. Владимир); 

– «Обнаружение антител к вирусу бешенства в конкурент-
ном варианте твердофазного иммуноферментного анали-
за», объем – 31 академический час, очная форма обучения 
(г. Владимир);

– «Метод выделения вируса бешенства в культуре кле-
ток», объем – 72 академических часа, очная форма обучения 
(г. Владимир);

– «Обучение лабораторной диагностике бешенства с помощью тест-системы «ВНИИЗЖ-бешенство- 
С-ОТ-ПЦР», объем – 22 академических часа, очная форма обучения (г. Владимир).

Освоение курса предусматривает отбор проб патологического материала и обучение правилам 
их пересылки для лабораторных исследований, пробоподготовку, осуществление диагностических 
исследований, учет результатов реакций, обмен опытом работы. 

Занятия проводят ведущие научные сотрудники ФГБУ «ВНИИЗЖ».
Все учебные программы соответствуют государственным квалификационным требованиям.
По окончании курса слушателям выдаются удостоверения о повышении квалификации.
Организация учебного процесса, включая обеспечение надлежащих условий обучения, осущест-

вляется в соответствии с действующим законодательством в сфере образования, а также внутренними 
нормативными актами учреждения.

Подробную информацию можно получить по тел. +7  (4922)  52-99-62 или электронной почте 
demidova@arriah.ru

РЕФЕРЕНТНАЯ ЛАБОРАТОРИЯ ВОЗЖ ПО ЯЩУРУ
WOAH REFERENCE LABORATORY FOR FOOT AND MOUTH DISEASE

РЕФЕРЕНТНАЯ ЛАБОРАТОРИЯ ВОЗЖ ПО ГРИППУ ПТИЦ
WOAH REFERENCE LABORATORY FOR AVIAN INFLUENZ A

ФГБУ «ФЕДЕРАЛЬНЫЙ ЦЕНТР  
ОХРАНЫ ЗДОРОВЬЯ ЖИВОТНЫХ»
FEDERAL CENTRE FOR ANIMAL HEALTH (ARRIAH)

БАЗОВАЯ ОРГАНИЗАЦИЯ ГОСУДАРСТВ – УЧАСТНИКОВ СНГ ПО ПОВЫШЕНИЮ КВАЛИФИКАЦИИ  
И ПЕРЕПОДГОТОВКЕ КАДРОВ В ОБЛАСТИ ДИАГНОСТИКИ И КОНТРОЛЯ БОЛЕЗНЕЙ ЖИВОТНЫХ
CIS BASE CHAIR FOR ADVANCED TRAINING AND PROFESSIONAL RETRAINING IN THE FIELD OF ANIMAL DISEASE DIAGNOSIS AND CONTROL

РЕФЕРЕНТНАЯ ЛАБОРАТОРИЯ ВОЗЖ ПО БОЛЕЗНИ НЬЮКАСЛА
WOAH REFERENCE LABORATORY FOR NE WCASTLE DISEASE

ЦЕНТР ВОЗЖ ПО СОТРУДНИЧЕСТВУ В ОБЛАСТИ ДИАГНОСТИКИ 
И КОНТРОЛЯ ВИРУСНЫХ БОЛЕЗНЕЙ ЖИВОТНЫХ ДЛЯ СТРАН 
ВОСТОЧНОЙ ЕВРОПЫ, ЦЕНТРАЛЬНОЙ АЗИИ И ЗАКАВКАЗЬЯ
WOAH COLLABORATING CENTRE FOR DIAGNOSIS AND CONTROL OF VIRAL  
ANIMAL DISEASES IN EASTERN EUROPE, CENTRAL ASIA AND TRANSCAUCASIA

РЕФЕРЕНТНЫЙ ЦЕНТР ФАО ПО ЯЩУРУ
FAO REFERENCE CENTRE FOR FOOT-AND-MOUTH DISEASE

РЕФЕРЕНТНЫЙ ЦЕНТР ФАО ПО ЗООНОЗНЫМ КОРОНАВИРУСАМ
FAO REFERENCE CENTRE FOR ZOONOTIC CORONAVIRUSES

tel:+74922529962
mailto:demidova@arriah.ru
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