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в схеме лабораторной диагностики чумы био-
логический метод является обязательным на этапах 
индикации, выделения и накопления бактериальной 
культуры [6, 8]. традиционно освоение биологиче-
ского метода исследования на практических заняти-
ях по подготовке специалистов в рамках учебного 
модуля «микробиология и лабораторный диагноз 
чумы» проводят с использованием вирулентных 
штаммов Y. pestis (I группа патогенности). это по-
зволяет наблюдать клинические проявления чумы 
у зараженных животных, типичные патоморфоло-
гические изменения в подкожной клетчатке и вну-
тренних органах, выделять бактериальную культуру 

путем посева на питательные среды проб паренхи-
матозных органов. 

однако слушатели курсов дополнительного 
профессионального образования зачастую не имеют 
должного опыта выполнения микробиологических 
манипуляций в соответствии с правилами биологи-
ческой безопасности, что повышает риск аварий и/
или лабораторных заражений. это обусловливает не-
обходимость исключения или максимально возмож-
ного сокращения использования в технологических 
процессах вирулентных штаммов микроорганизмов 
в том числе в процессе обучения, согласно концеп-
ции «основы государственной политики в области 
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биологический метод исследования регламентирован при лабораторной диагностике чумы. освоение данного 
метода специалистами в рамках дополнительного профессионального образования связано с использованием на 
практических занятиях вирулентных штаммов Yersinia pestis и вакцинного штамма Y. pestis линии еV, который, 
обеспечивая биобезопасность, не позволяет изучить типичную патоморфологическую картину на биомоделях, а 
также выделить микроорганизмы из внутренних органов. цель. подбор авирулентных штаммов Y. pestis и срав-
нительный анализ способов моделирования с их помощью чумы на биомоделях. материалы и методы. в работе 
использованы штаммы Y. pestis. вирулентность оценивали in vitro (полимеразная цепная реакция) и in vivo (по-
казатель LD50 на белых мышах). результаты и выводы. предложены авирулентные штаммы Y. pestis, перспек-
тивные в качестве учебных для освоения биологического метода лабораторной диагностики чумы, и способ их 
применения для моделирования чумы у биомоделей. предложенный подход позволяет слушателям курсов допол-
нительного профессионального образования освоить в полном объеме биологический метод исследования чумы, 
повышая обеспечение биобезопасности практических занятий и сокращая сроки выделения и накопления чистой 
культуры бактерий.
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Biological method of investigation is specified for the laboratory diagnostics of plague. Mastering of this method by the trainees 
within the frames of further vocational education is associated with the use of avirulent Yersinia pestis strains and vaccine Y. pestis 
strain EV line, which while providing safety does not allow for typical pathomorphological pattern on biomodels, as well as for 
isolation of microorganisms from internal organs. Objective of the study is to select avirulent Yersinia pestis strains and to conduct 
comparative analysis of the simulation techniques for plague on biomodels. Materials and methods. Utilized were Y. pestis strains. 
Virulence was evaluated both, in vitro (polymerase chain reaction) and in vivo (LD50 for white mice). Results and conclusions. Set 
forward have been avirulent Y. pestis strains, prospective in terms of mastering biological method of laboratory diagnostics of plague, 
and means of their application for simulating plague in biomodels. The designed approach allows for exercising biological methods of 
plague investigation to the fullest extent, enhancing biological safety of practical studies and reducing the time line for isolation and 
accumulation of pure bacterial culture. 
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обеспечения химической и биологической безопас-
ности рФ на период до 2025 года и дальнейшую пер-
спективу». снижения риска инфицирования добива-
лись путем использования на практических занятиях 
авирулентных штаммов Y. pestis, LD50 которых для 
белых мышей составляет более 1·106 м.к. [6]. вместе 
с тем, многолетний опыт применения вакцинного 
штамма Y. pestis EV линии нииэг (III группа па-
тогенности, LD50 >109 м.к.) свидетельствует об от-
сутствии типичной клинической и патоморфологи-
ческой картины чумы у лабораторных животных, а 
также о нестабильности выделения чумного микро-
ба из паренхиматозных органов [7]. таким образом, 
применение вакцинного штамма целесообразно с 
позиции обеспечения биобезопасности практиче-
ских занятий, но недостаточно эффективно для мо-
делирования чумы у лабораторных животных и реа-
лизации учебного плана.

цель работы – подобрать авирулентные штаммы 
Y. pestis и провести сравнительный анализ способов 
моделирования с их помощью чумы на лаборатор-
ных животных. 

материалы и методы

в работе использованы 19 штаммов Y. pestis, ото-
бранных по данным паспортов из государственной 
коллекции патогенных бактерий Фкуз роснипчи 
«микроб» как перспективные для учебных целей. 
основными критериями [10] отбора для штаммов 
Y. pestis, планируемых к применению с целью освое-
ния биологического метода лабораторной диагно-
стики чумы, являлись ослабленная вирулентность 
или авирулентность, способность формировать ти-
пичные для чумы патоморфологические изменения 
в организме биопробного животного и стабильность 
выделения бактериальной культуры при посеве ме-
тодом отпечатков проб внутренних органов на плот-
ные питательные среды.

вирулентность штаммов in vitro оценивали по 
наличию генетических детерминант патогенности 
с помощью полимеразной цепной реакции (пцр) с 
использованием коммерческой тест-системы «ген 
Yersinia pestis идентификация – ргФ», вирулентность 
in vivo – по показателю LD50 для морских свинок и 
беспородных белых мышей [2, 6]. белых мышей за-
ражали подкожно в объеме 0,2 мл дозами от 1·109 до 
20 м.к. на каждую дозу брали по шесть белых мы-
шей. заданным требованиям отвечали четыре штам-
ма Y. pestis, вирулентность которых не превышала 
1·108 м.к. в дальнейшем эти штаммы исследовали 
на морских свинках, заражая по 0,5 мл подкожно до-
зами от 1·109 до 1·104 м.к. на каждую дозу брали по 
две морских свинки. за животными наблюдали в те-
чение 14 дней от момента заражения. всех павших и 
умерщвленных лабораторных животных вскрывали, 
регистрировали патоморфологическую картину и 
проводили посев паренхиматозных органов (легких, 
печени, селезенки) на агар хоттингера, рн 7,2, с це-

лью выделения, накопления чистой бактериальной 
культуры и подтверждения ее тождества с использо-
ванной для заражения. 

моделирование инфекционного процесса про-
водили путем заражения лабораторных животных 
авирулентными штаммами Y. pestis в сочетании с: 
1 % раствором FeSO4·7н2о; дефибринированной 
кровью барана. животных заражали внутрибрю-
шинно 1 % раствором препарата железа со взвесью 
испытуемого штамма Y. pestis в объемах 1:1, вводя 
0,5 мл. взвесь использовали в дозах 1·109, 1·108, 
1·107 и 1·106 м.к., заражая по четыре белых мыши. 
аналогично проводили заражение в сочетании с 
дефибринированной кровью барана. за животными 
наблюдали в течение 10 дней. павших животных 
вскрывали, изучали патоморфологическую картину 
и проводили посев паренхиматозных органов на агар 
хоттингера, рн 7,2. посевы инкубировали в течение 
5 дней при температуре (28±1) °C с ежедневным их 
просмотром. выживших животных умерщвляли гу-
манным способом с помощью паров хлороформа, 
вскрывали и изучали, как описано выше. при рабо-
те с животными следовали европейской конвенции 
о защите позвоночных животных, используемых 
для экспериментов или в иных научных целях (ETS 
№ 123, г. страсбург, 18.03.1986).

результаты и обсуждение

проявлению вирулентных свойств возбудителя 
чумы способствуют наличие в геноме трех неконъю-
гативных плазмид (pCad, pFra и pPst) и хромосом-
ного острова высокой патогенности, включающего 
область пигментации рgm. гены, расположенные 
на плазмиде pCad и хромосомном острове высокой 
патогенности, являются основными генетическими 
факторами вирулентности возбудителя чумы.

пцр-анализ штаммов Y. pestis позволил диффе-
ренцировать их на 5 геновариантов (табл. 1) и сде-
лать предположение о сниженной вирулентности 
для 6 штаммов (отсутствие либо рсаd, либо рgm), 
а также об авирулентности для 11 штаммов (отсут-
ствие рсаd и рgm). в результате было отобрано 17 
штаммов для оценки вирулентности in vivo по пока-
зателю LD50 с применением следующих критериев: 
вирулентные штаммы имеют показатель LD50>5–
10 м.к., слабовирулентные – LD50>1·105 м.к., авиру-
лентные – LD50>1·106 м.к. при подкожном зараже-
нии белых мышей [5]. в результате 4 штамма были 
охарактеризованы как вирулентные, 13 – как авиру-
лентные (табл. 1). 

нами установлено, что при заражении штам-
мами Y. pestis м-1813, 100р6(36м5), 780 (к-1) и 707 
«касуга» животные погибали только при дозах 109 и 
108 м.к. при этом у павших животных отмечали ти-
пичные для чумы патоморфологические изменения. 
из всех внутренних органов на питательных средах 
была выделена культура Y. pestis. 

в итоге эти штаммы определены как перспек-
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тивные для моделирования инфекционного процес-
са у белых мышей. учитывая вероятность избира-
тельной чувствительности лабораторных животных 
к Y. pestis был определен показатель LD50 для ото-
бранных штаммов на высоковосприимчивых биомо-
делях – морских свинках. установлено, что штаммы 
для них авирулентны.

моделирование чумы с помощью авирулентных 
штаммов сопровождалось развитием клинических 
симптомов и гибелью животных не ранее 72 ч от 
момента заражения. соответственно появление ви-
димых невооруженным глазом колоний Y. pestis на 
плотных питательных средах при посеве паренхи-
матозных органов регистрировали не ранее 5 сут с 
момента заражения животных. 

вторым этапом исследования был подбор опти-
мального способа искусственного повышения чув-
ствительности лабораторных животных (белых мы-
шей) к авирулентным штаммам возбудителя чумы, 
позволяющего сократить сроки и повысить эффек-
тивность выделения Y. pestis из организма биопроб-
ных животных.

анализ литературы показал, что известны ме-
тоды заражения лабораторных животных штаммами 
Y. pestis в сочетании с веществами, понижающими 
резистентность макроорганизма к чуме (морбитора-
ми): кортизоном, гистамином, новоэмбихином, желт-
ком куриного яйца, холерным экзотоксином и др. [1, 
4, 5]. известны методики внутримозгового заражения 
белых мышей [9], пассажа Y. pestis EV и штаммов со 
сниженной вирулентностью в организме высоковос-
приимчивых монгольских пищух [3] с целью повы-
шения чувствительности к возбудителю чумы. однако 

указанные методы имеют ограниченное практическое 
применение. также известны исследования влияния 
солей железа на вирулентность штаммов возбудителя 
чумы [13]. данный подход является наиболее орга-
ничным, связанным с естественным процессом жиз-
недеятельности возбудителя чумы [11, 12]. 

для моделирования чумы нами использованы 
4 отобранных авирулентных штамма и Y. pestis EV 
линии нииэг. при заражении лабораторных живот-
ных смесью сульфата железа с микробной взвесью 
в дозах 1·109–1·106 м.к. отмечали: а) 100 % гибель 
на третьи сутки после заражения штаммами Y. pestis 
EV линии нииэг, м-1813, 100р6(36м5); б) штамм 
780 (к-1) вызвал гибель всех животных в течение 3 и 
4 сут; в) заражение животных штаммом Y. pestis 707 
«касуга» дозами 1·106 и 1·107 м.к. сопровождалось 
медленным развитием инфекционного процесса и 
отсутствием гибели животных (табл. 2). 

при заражении лабораторных животных сме-
сью дефибринированной крови барана со взвесями 
клеток Y. pestis м-1813 во всех концентрациях отме-
чена гибель биопробных животных уже на вторые и 
третьи сутки. заражение смесью дефибринирован-
ной крови со взвесями Y. pestis 780 (к-1), Y. pestis 
EV лини нииэг и Y. pestis 100р6(36м5) вызыва-
ло гибель в течение 10 сут; со взвесью Y. pestis 707 
«касуга» – не вызвала гибели животных. всех пав-
ших белых мышей вскрывали, регистрировали ти-
пичные для чумы патоморфологические изменения 
подкожной клетчатки и внутренних органов [6]. 

установлено, что заражение штаммами Y. pes-
tis 100р6(36м5), м-1813 и 780 (к-1) в дозах 1·109 
и 1·108 м.к. в комбинации с сульфатом железа обу-

Таблица 1

Показатель вирулентности штаммов Y. pestis

наименование штамма геноварианты
величина LD50, м.к.

белые мыши морские свинки

Y. pestis 835 «рвс» pPst– pFra+ pCad+ рgm+ 2,15·103 -

Y. pestis 400 (290) pPst– pFra+ pCad+ рgm+ 1·104 -

Y. pestis 6483 амо pPst– pFra+ pCad+ рgm+ 4,64·105 -

Y. pestis 471 овсептика pPst– pFra+ pCad+ рgm+ 4,64·105 -

Y. pestis 652 «гризель» pPst– pFra+ pCad+ рgm+ 2,15·106 -

Y. pestis 7896 pPst– pFra+ pCad+ рgm+ 3,16·107 -

Y. pestis м-1815 pPst+ pFra+ pCad+ рgm– 6,81·107 -

Y. pestis м-1814 pPst+ pFra+ pCad+ рgm– 1,47·108 -

Y. pestis 100р6(36м5) pPst+ pFra+ pCad+ рgm– 1,47·108 >109

Y. pestis 780 (к-1) pPst– pFra+ pCad+ рgm– 2,15·108 3·108

Y. pestis м-1813 pPst+ pFra+ pCad+ рgm– 1·108 >109

Y. pestis 22 (22) pPst– pFra+ pCad+ рgm– >109 -

Y. pestis 14/44 pPst+ pFra+ pCad+ рgm– >109 -

Y. pestis 707 касуга pPst+ pFra+ pCad– рgm– 1·109 >109

Y. pestis 521 (2101) pPst+ pFra+ pCad+ рgm– >109 -

Y. pestis км 260 (5) pPst+ pFra+ pCad– рgm+ >109 -

Y. pestis км-130 (3) pPst– pFra+ pCad– рgm– >109 -

примечание :  «-» животных в эксперимент не брали.
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словливало более яркую патоморфологическую кар-
тину в отличие от доз 1·107 и 1·106 м.к. у павших 
животных, зараженных Y. pestis EV линии нииэг 
и 100р6(36м5), отмечались признаки носового кро-
вотечения. на вскрытии у животных, зараженных 
взвесью Y. pestis EV линии нииэг в дозе 1·108 м.к. 
в комбинации с дефибринированной кровью барана, 
отмечено образование очагов некроза в селезенке, а 
с взвесью Y. pestis 100р6(36м5) в дозе 1·108 м.к. – 
очагов некроза в легких.

при посеве паренхиматозных органов лабора-
торных животных, зараженных штаммами Y. pestis 
EV линии нииэг, м-1813, 100р6(36м5), 780 (к-1) 
в комбинации как с сульфатом железа, так и с дефи-
бринированной кровью барана через 24 ч инкубации 
при температуре (28±1) °с отмечали обильный рост 
видимых невооруженным глазом типичных колоний 
возбудителя чумы. при посеве паренхиматозных 

органов лабораторных животных, зараженных сме-
сью дефибринированной крови барана со взвесями 
штаммов Y. pestis EV линии нииэг, 100р6(36м5) и 
780 (к-1) в дозе 1·106 м.к., рост колоний из лимфати-
ческих узлов отсутствовал.

в результате заражения смесями взвесей Y. pestis 
707 «касуга» как с сульфатом железа, так и с дефи-
бринированной кровью в организме лабораторных 
животных не формировались типичные для чумы па-
томорфологические изменения. единичные колонии 
Y. pestis выделяли только при посеве проб печени, 
селезенки и крови при заражающей дозе 1·109 м.к. 

заражение лабораторных животных смесью 1 % 
раствора FeSO4·7H2O с суспензиями клеток штаммов 
возбудителя чумы сокращало сроки развития инфек-
ционного процесса в среднем в два раза, вызывал 
появление типичных, ярко выраженных патомор-
фологических изменений в органах павших живот-

Таблица 2

оценка влияния морбиторов на чувствительность белых мышей к заражению штаммами Y. pestis

срок гибели 
после  

заражения, 
сут

EV линии нииэг м-1813 100р6(36м5) 780 (к-1) 707 «касуга»

заражающая доза, м.к. концентрация взвеси, 
м.к./мл

концентрация взвеси, 
м.к./мл

концентрация взвеси, 
м.к./мл

концентрация взвеси, 
м.к./мл

109 108 107 106 109 108 107 106 109 108 107 106 109 108 107 106 109 108 107 106

результаты заражения в смеси с 1 % раствором FeSO4 ·7H2O

1 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0

2 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0

3 4/4* 4/4 4/4 4/4 4/4 4/4 4/4 4/4 4/4 4/4 4/4 4/4 4/4 4/3 4/1 4/2 4/3 4/1 4/0 4/0

4 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 1/1 3/3 2/1 1/0 3/1 4/0 4/0

5–10 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 1/0 1/0 2/0 4/0 4/0

результаты заражения в смеси с дефибринированной кровью барана

1 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0

2 4/2 4/0 4/0 4/0 4/4 4/1 4/0 4/0 4/2 4/1 4/0 4/0 4/2 4/1 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0

3 2/2 4/1 4/1 4/0 0/0 3/3 4/4 4/4 2/2 3/2 4/1 4/0 2/2 3/2 4/1 4/2 4/0 4/0 4/0 4/0

4 0/0 4/0 3/2 4/4 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 1/1 3/1 4/0 0/0 1/0 3/1 2/0 4/0 4/0 4/0 4/0

5 0/0 3/2 1/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 2/1 4/0 0/0 1/0 2/0 2/0 4/0 4/0 4/0 4/0

6 0/0 1/0 1/1 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 1/0 4/1 0/0 1/0 2/0 2/0 4/0 4/0 4/0 4/0

7 0/0 1/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 1/0 3/0 0/0 1/1 2/0 2/1 4/0 4/0 4/0 4/0

8 0/0 1/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 1/0 3/0 0/0 0/0 2/0 1/0 4/0 4/0 4/0 4/0

9 0/0 1/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 1/0 3/0 0/0 0/0 2/0 1/0 4/0 4/0 4/0 4/0

10 0/0 1/1 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 1/1 3/3 0/0 0/0 2/0 1/0 4/0 4/0 4/0 4/0

результаты заражения взвесями исследуемых штаммов

1 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0

2 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0

3 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0

4 4/0 4/0 4/0 4/0 4/2 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/1 4/1 4/0 4/0

5 4/0 4/0 4/0 4/0 2/0 4/0 4/0 4/0 1/3 4/1 4/0 4/0 4/2 4/0 4/0 4/0 3/0 3/0 4/0 4/0

6 4/0 4/0 4/0 4/0 2/2 4/2 4/0 4/0 1/0 3/1 4/0 4/0 2/1 4/0 4/0 4/0 3/0 3/0 4/0 4/0

7 4/0 4/0 4/0 4/0 0/0 2/1 4/0 4/0 1/1 2/0 4/0 4/0 1/0 4/0 4/0 4/0 3/0 3/0 4/0 4/0

8 4/0 4/0 4/0 4/0 0/0 1/0 4/0 4/0 0/0 2/0 4/0 4/0 1/1 4/0 4/0 4/0 3/0 3/0 4/0 4/0

9 4/0 4/0 4/0 4/0 0/0 1/0 4/0 4/0 0/0 2/0 4/0 4/0 0/0 4/1 4/0 4/0 3/1 3/0 4/0 4/0

10 4/0 4/0 4/0 4/0 0/0 1/0 4/0 4/0 0/0 2/0 4/0 4/0 0/0 3/0 4/0 4/0 2/0 3/0 4/0 4/0

примечание .  числитель – количество животных в опыте; знаменатель – количество павших животных в указанный срок.
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ных, способствовало формированию в течение 24 ч 
(вместо 48 ч) инкубации при температуре (28±1) °с 
на плотной питательной среде видимых невоору-
женным глазом колоний при посеве органов павших 
биопробных животных, что ускорило выделение и 
накопление бактериальной культуры и проведение 
ее идентификации.

в результате проведенных исследований нами 
отобраны два штамма – Y. pestis м-1813 (770 аст) и 
Y. pestis еV линии ниигэ – перспективные в каче-
стве учебных при освоении биологического метода 
лабораторной диагностики чумы. 

несмотря на утрату штаммом Y. pestis м-1813 
(770 аст) области рgm (включая hms и ybt регионы), 
введение сульфата железа обеспечило развитие сеп-
сиса, что ускорило течение инфекционного процесса 
и гибель животного. вероятно, это связано с нали-
чием у возбудителя чумы нескольких систем потре-
бления железа. в случае утраты области рgm с гена-
ми иерсиниабактин-зависимой системы утилизации 
ионов трехвалентного железа происходит включе-
ние дублирующих систем связывания и транспорта 
железа в микробную клетку [14]. при введении де-
фибринированной крови барана, содержащей ионы 
железа в свободном и доступном виде вследствие 
механического повреждения эритроцитов, регистри-
ровали более продолжительное течение инфекцион-
ного процесса до (10 сут) и гибель только части за-
раженных животных. 

таким образом, отобранные авирулентные 
штаммы Y. pestis м-1813 (770 аст) и Y. pestis еV ли-
нии нииэг позволяют в полном объеме овладеть 
биологическим методом лабораторной диагности-
ки чумы, обеспечить биологическую безопасность 
учебного процесса, минимизируя вероятность лабо-
раторного инфицирования обучающихся в процессе 
самостоятельной работы.

оптимальным способом повышения чувстви-
тельности лабораторных животных к заражению 
авирулентными штаммами Y. pestis при моделирова-
нии типичной патоморфологической картины чумы 
и сокращения сроков выделения, накопления и иден-
тификации выделенной бактериальной культуры 
является введение микробной взвеси в сочетании с 
сульфатом железа. 

конфликт интересов. авторы подтверждают 
отсутствие конфликта финансовых/нефинансовых 
интересов, связанных с написанием статьи.
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