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РЕЗЮМЕ
Бактерии рода Campylobacter – одни из основных зоонозных патогенов, вызывающих 

заболевания человека и животных. Кампилобактерии являются микроаэрофилами, 

поэтому для роста им требуется низкая концентрация кислорода (3–5%) и высокая 

концентрация диоксида углерода (3–10%). В качестве источника энергии они ис-

пользуют не углеводы, а аминокислоты. Классические бактериологические методы 

выявления бактерий рода Campylobacter не всегда являются успешными из-за слож-

ности обеспечения оптимальных условий для их роста. В связи с этим разработка 

и внедрение в практику молекулярных методов обнаружения и идентификации 

Campylobacter является актуальной задачей. Была оптимизирована методика каче-

ственного обнаружения генома бактерий Campylobacter spp. посредством полимераз-

ной цепной реакции в режиме реального времени с использованием термоциклера 

CFX-96. Мишенью амплификации был выбран высокоспецифичный участок гена 

16S pРНК, позволяющий определить шесть видов кампилобактерий: C. jejuni, C. coli, 

C. lari, C. upsaliensis, C. helveticus и C. hyointestinalis. Подобрана оптимальная концентра-

ция ионов магния (2,5 мМ) и температура отжига праймеров (58 °С). Было протести-

ровано 18 референтных штаммов различных бактерий. Положительный результат 

был показан только со штаммами, относящимися к роду Campylobacter. Чувствитель-

ность метода составила 40 молекул-мишеней. С использованием данной методики 

исследовали 76 проб сырья животного происхождения. Геном Campylobacter spp. 

был обнаружен в 18 образцах. Полученные результаты показывают, что оптимизи-

рованный вариант полимеразной цепной реакции в режиме реального времени, 

основанный на амплификации гена 16S pРНК, представляет собой специфичный, 

чувствительный, быстрый, воспроизводимый и точный метод для качественного 

обнаружения Campylobacter spp. в пробах сырья животного происхождения.

Ключевые слова: Campylobacter spp., полимеразная цепная реакция в реальном 

времени, сырье животного происхождения. 
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ВВЕДЕНИЕ
Бактерии рода Campylobacter являются возбуди-

телями инфекционных болезней, проявляющихся 
у млекопитающих абортами, временным бесплодием, 
задержанием последа, вагинитами, метритами, рожде-
нием нежизнеспособного молодняка, а у кур – сниже-
нием прироста массы бройлеров, яйценоскости кур-
несушек и падежом цыплят. Кроме того, эти бактерии 
являются одной из основных причин гастроэнтерита 
у людей [9, 15, 19].

По состоянию на 2014  г. род Campylobacter вклю-
чал 26 видов и 9 подвидов [12]. Примерно половина 
из них  – известные патогены млекопитающих, хотя 
заболевание человека в основном связано с C. jejuni 
и C. coli. Имеются данные, свидетельствующие о том, 
что другие Campylobacter  spp., такие как C.  concisus, 
C. upsaliensis, C. hyointestinalis, C. fetus, С. curvas и C. lari, 
могут также вызывать заболевания у людей [8, 21]. За-
болеваемость кампилобактериозом постепенно увели-
чивается, и Campylobacter в настоящее время считается 
ведущей причиной бактериального гастроэнтерита во 
всем мире  [5,  14,  25]. Считается, что около 90% диа-
рейных заболеваний вызваны Campylobacter spp. [23]. 
Ежегодно в странах Европейского союза отмечается 
9,2 млн случаев кампилобактериоза [10] и 1 млн случа-
ев – в США [13]. В 2015 г. в Австралии было зарегистри-
ровано 22 564 случая инфекций, вызванных бактерия-
ми рода Campylobacter [26].

Методы лабораторной диагностики кампилобак-
териоза и  производственного бактериологического 
контроля продуктов животноводства основаны на 
выделении чистой культуры возбудителя из биологи-
ческого материала животных посредством посевов 
на кровяной или эритритный агар с железо-сульфито- 
пируватными добавками. Все этапы инкубации посевов 
Campylobacter spp. осуществляются в микроаэрофиль-
ных условиях. Для видовой дифференцировки кампи-
лобактеры культивируют при различных температур-
ных режимах [1, 2]. 

Рутинное выявление кампилобактерий микробио-
логическим методом с использованием селективного 
обогащения для уменьшения роста фоновой микро-
флоры с  последующей биохимической идентифика-
цией в первую очередь направлены на обнаружение 
C.  jejuni и  C.  coli. Другие патогенные представители 
Campylobacter  spp. имеют дополнительные требова-
ния к условиям культивирования. Например, C. concisus 
является медленно растущим организмом, который 
требует наличия обогащенной водородом атмосферы. 
Если оптимальные условия роста не соблюдаются, то 
выделить искомый микроорганизм на питательной 
среде невозможно  [16]. Недостаточная чувствитель-
ность методов культивирования, медленная скорость 

ВЫЯВЛЕНИЕ БАКТЕРИЙ 

CAMPYLOBACTER SPP. С ИСПОЛЬЗОВАНИЕМ ПОЛИМЕРАЗНОЙ 

ЦЕПНОЙ РЕАКЦИИ В РЕАЛЬНОМ ВРЕМЕНИ 
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роста бактерий и  ошибочная идентификация стан-
дартными фенотипическими методами могут привести 
к ложно отрицательным результатам. Следовательно, 
существует потребность в альтернативных ускоренных, 
чувствительных методах обнаружения Campylobacter, 
к числу которых относится полимеразная цепная ре-
акция в реальном времени (ПЦР-РВ) [18, 20, 22]. 

Ускоренные методы позволяют существенно сокра-
тить (на 24–48 ч) продолжительность исследований. 
Обладая высокой специфичностью, они обеспечивают 
надежное выявление Campylobacter в анализируемом 
материале [11, 27]. 

Целью работы была оптимизация методики выяв-
ления генома Campylobacter spp. посредством  ПЦР-РВ 
в  образцах продуктов животного происхождения 
и биологическом материале от животных.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Выделение ДНК. Бактериальную ДНК выделяли с по-

мощью набора «Сорб-ГМО-А» (ООО «Синтол», Россия) 
в соответствии с инструкцией производителя.

Олигонуклеотиды. Праймеры и зонды, кодирующие 
последовательность гена 16Sр РНК для идентифика-
ции кампилобактерий, используемые в данной работе 
и описанные ранее M. Lund и соавт. [8], были синтези-
рованы ООО «Синтол» (Россия). Первичные структуры 
олигонуклеотидов представлены в таблице 1.

Условия проведения ПЦР-РВ. Для постановки ПЦР ис-
пользовали «Набор реагентов для проведения  ПЦР-РВ» 
производства ООО  «Синтол» (Россия). Реакционную 
смесь собирали из следующих компонентов в расчете 
на одну пробу объемом 25 мкл: 5 мкл ДНК; 10× ПЦР-
буфера; 2,5 мкл 2,5 мМ dNTP; 2,5 мкл 25 мМ MgCl2; по 
0,3 пкМ прямого и обратного праймеров; 0,15 пкМ зон-
да; 2,5 Е SynTaq ДНК-полимеразы.

В качестве положительного контроля использо-
вали ДНК, выделенную из суспензии референтного 
штамма С. jejuni ATCC 29428 с оптической плотностью 
0,5 ед. по стандарту МакФарланда, что соответствует 
1×108  КОЕ/ см3. Суспензию готовили с  применением 
0,9%-го раствора NaCl. В качестве отрицательного кон-
троля использовали бидистиллированную воду.

Амплификацию в режиме реального времени про-
водили на термоциклере CFX-96 (Bio-Rad, США) при 
условиях: прогрев смеси при 50 °С 2 мин; активация 
фермента при 95 °С 10 мин; 45 циклов – 95 °С 15 с, 58 °С 
1 мин. Результаты интерпретировали по наличию или 
отсутствию значения порогового цикла Ct. Пробу счи-
тали положительной при Сt ≤ 40.

Определение аналитической чувствительности 
тест-системы ПЦР-РВ проводили, используя серии 
10-кратных разведений бактериальной ДНК, выде-
ленной из суспензии референтного штамма C.  jejuni 

АТСС 33291 с оптической плотностью 1 ед. по стандар-
ту МакФарланда, что соответствует 3×108 КОЕ/см3. Сус-
пензию готовили с использованием 0,9%-го раствора 
NaCl. Концентрацию микроорганизмов подтверждали 
методом титрования на плотной питательной среде – 
колумбийском агаре (HiMedia, Индия) с добавлением 
5% дефибринированной крови барана. Концентрацию 
выделенной ДНК определяли с использованием спек-
трофотометра Implen NanoPhotometer P-Class P-360 
(Implen, Германия). Разведения ДНК готовили с исполь-
зованием буфера ТЕ в объеме 100 мкл.

Образцы. В  работе использовали 76  образцов сы-
рья животного происхождения, поступивших на ис-
следование в ФГБУ «ВНИИЗЖ» в 2017–2018 гг. Образцы 
представляли следующие группы: птица  – 13  проб; 
полуфабрикаты куриные – 25 проб; молоко коровье 
сырое – 33 пробы; кровь птицы – 4 пробы; смыв с под-
стилки – 1 проба.

Подготовка образцов к исследованию. Навеску про-
дукта массой 10 г или объемом 10 см3, подготовленную 
для исследования, вносили в 90 см3 среды для первич-
ного обогащения Campylobacter (питательный бульон 
Болтона производства ФБУН ГНЦ ПМБ, Оболенск). По-
севы инкубировали в анаэробных условиях при тем-
пературе 37 °С в течение 4–6 ч, затем при температуре 
41,5 °С в течение (44 ± 4) ч. После этапа первичного 
обогащения содержимое посевов перемешивали и из 
средней части отбирали по 250 мкл суспензии в поли-
пропиленовые пробирки типа «Эппендорф» объемом 
1,5 мл и затем исследовали в ПЦР-РВ.

Для оценки специфичности праймеров использо-
вали референтные штаммы, полученные из Американ-
ской коллекции типовых культур (ATCC): Campylobacter 
jejuni ATCC  33291; Campylobacter coli ATCC  43478; 
Campylobacter lary ATCC 35221; Listeria monocytogenes 
ATCC  19115; Listeria innocua ATCC  33090; Listeria 
ivanovii ATCC 19119; Bacillus subtilis ATCC 6633; Bacillus 
cereus ATCC  11778; Enterococcus faecalis ATCC  19433; 
Rodococcus equi ATCC  6939; Pseudomonas aeruginosa 
ATCC 9027; Staphylococcus aureus ATCC 6538 P; Salmonella 
typhimurium ATCC  14028; Escherichia coli ATCC  25922; 
Shigella fl exneri ATCC 12022; Shigella sonnei ATCC 11060; 
Рroteus mirabilis ATCC  29906; Yersinia enterocolitica 
ATCC 9610.

Для роста референтных нецелевых штаммов ис-
пользовали колумбийский агар (HiMedia, Индия) 
и инкубировали при температуре 37 °С в течение 24 ч. 
Референтные штаммы Campylobacter выращивали на 
колумбийском агаре (HiMedia, Индия) с добавлением 
5% дефибринированной крови барана и инкубировали 
при 37 °С в течение 24 ч в микроаэробных условиях 
(СО2 – 10%, О2 – 5%, N2 – 85%) согласно МУК 4.2.2321-08. 
Для достижения данных условий использовали газо-
генерирующие пакеты «Кампилогаз» («ИНКО», Россия).

Для исследования в ПЦР-РВ готовили суспензии ре-
ферентных штаммов с плотностью 0,5 ед. по стандарту 
МакФарланда. Плотность измеряли с использовани-
ем денситометра (BioMerieux, Франция), а также под-
тверждали количеством жизнеспособных бактерий 
методом 10-кратных разведений культур на чашках 
с  колумбийским агаром, с  добавлением для кампи-
лобактерий 5% дефибринированной крови барана 
(HiMedia, Индия).

Статистическая обработка данных. Для статисти-
ческой обработки полученных результатов и постро-

Таблица 1
Нуклеотидные последовательности праймеров и зонда для обнаружения участка 
генома Campylobacter spp.

Наименование Последовательность (5’–3’)

camp2

Forward: CACGTGCTACAATGGCATAT

Reverse: GGCTTCATGCTCTCGAGTT

Probe: FAM-CAGAGAACAATCCGAACTGGGACA-RTQ1
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ения кривой линейной регрессии провели три по-
вторных эксперимента с 10-кратными разведениями 
геномной ДНК. Эффективность амплификации рассчи-
тали по формуле: E = (10slope – 1)×100%, где 10slope – ко-
эффициент наклона. Результаты ПЦР-РВ анализировали 
с помощью программного обеспечения системы v3.1 
(CFX Manager Software).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБС У ЖДЕНИЕ
По результатам анализа литературных данных были 

выбраны последовательности, кодирующие участок 
гена 16S рРНК (табл. 1) [8]. Указанные праймеры иден-
тифицируют четыре вида термофильных кампило-
бактерий: C. jejuni, C. coli, C. lari, C. upsaliensis, которые 
в основном встречаются в организме домашней птицы 
и являются патогенными для человека [4, 17]. Кроме 
того, с помощью данных праймеров идентифицируют 
C. helveticus и C. hyointestinalis, первую из которых обна-
руживают в основном у кошек и собак [6], вторая рас-
пространена среди свиней [7].

Оптимизация ПЦР-РВ для обнаружения бактерий 
Campylobacter spp. включала определение точной 
температуры отжига праймеров и  концентрации 
ионов магния, при которых отмечали наивысшую 
интенсивность ответного флуоресцентного сигнала 
при высокой специфичности. Оптимальная темпера-
тура отжига определяется структурой праймеров [3]. 
В  результате проведенных расчетов по формуле: 
Tm (°C) = 2×(A+T) + 4×(G+C), где Tm – температура от-
жига; А, Т, C, G – нуклеотидные основания, температура 
отжига для прямого и обратного праймеров составила 
58 °С, температура отжига зонда – 72 °С. Для опреде-
ления оптимальной температуры проводили реакции 
ПЦР-РВ в градиенте ±10 °С от вычисленной темпера-
туры отжига праймеров. Наилучшие результаты были 
получены для температуры 58 °С.

При определении концентрации ионов магния ис-
пользовали ПЦР-смеси с концентрациями от 2 до 6 мМ 
с шагом 0,5 мМ. В результате проведенных исследова-
ний была выбрана концентрация 2,5 мМ.

Оптимальные условия, которые показывают наи-
меньшее значение порогового цикла (Сt) с наимень-
шими концентрациями праймеров и зонда, указаны 
в материалах и методах.

Аналитическая чувствительность. Для оценки 
аналитической чувствительности метода использо-
вали ДНК, выделенную из суспензии контрольного 
штамма C. Jejuni АТСС 33291 с оптической плотностью 
1  ед. по стандарту МакФарланда, что соответствует 
3×108 КОЕ/ см3. Концентрация ДНК была измерена с по-
мощью нанофотометра IMPLENP-classP-360 (Германия) 
и составила 12,4 нг/мкл.

В соответствии со средним размером генома раз-
личных исследуемых микроорганизмов 1 нг геномной 
ДНК соответствует как минимум 3×105  клеткам  [24]. 
Таким образом, концентрация ДНК 12,4  нг/мкл соот-
ветствует приблизительно 4×106 бактериальным клет-
кам в 1 мкл. Выделенную ДНК разводили буфером ТЕ 
с шагом 10 и проводили реакцию амплификации в трех 
повторностях со следующими количествами бактери-
альных клеток в образцах: 4×105; 4×104; 4×103; 4×102; 
40; 4; 0,4 (рис. 1).

Для каждого разведения (3 повторности) рассчиты-
вали среднее значение Ct и стандартное отклонение 
(±SD) (табл. 2).

Полученные результаты показали, что участок гена 
16S рРНК был амплифицирован в первых пяти разведе-
ниях вплоть до 4 копий генома Campylobacter. 

Для оценки эффективности методики провели три 
повторных эксперимента и получили значения Ct, ко-
торые использовали для построения регрессионной 
кривой (рис. 2). Было показано, что количества ДНК-
мишени линейно коррелировали со значениями Ct при 
коэффициенте корреляции, равном 0,9986. Используя 
значение угла наклона, полученного при построении 
кривой линейной регрессии, вычислили значение эф-
фективности амплификации E = 92,26%. 

Регрессионный анализ подтверждает линейность 
полученных результатов. Эффективность ампли-
фикации (E  =  92,26%) и  коэффициент корреляции 
(R2  =  0,9986) показывают, что оптимизированная ме-
тодика обеспечивает высокоточное определение 
Campylobacter spp.

Определение специфичности. Чтобы оценить специ-
фичность анализа ПЦР-РВ, проверили на перекрестную 
реактивность ДНК, выделенную из 18 видов бактерий, 
в том числе трех целевых (C. jejuni, C. coli, C. lary) и 15 не-
целевых штаммов (рис. 3).

Значения флуоресценции красителя FAM позволили 
однозначно идентифицировать все штаммы, принадле-
жащие к роду Campylobacter, тогда как флуоресценции 
для нецелевых штаммов не наблюдалось. Эти результа-
ты доказывают, что оптимизированная методика явля-
ется высокоспецифичной. Для успешного применения 
методики крайне важно, чтобы специфичная для видов 
Campylobacter реакция была одинаково эффективной. 
Анализ профилей флуоресценции, полученных при 
исследовании специфичности, показал, что значе-
ния Ct были близкими по значению и не зависели от 
конкретных видов Campylobacter (средние значения 
Ct 21,39 ± 0,74) (рис. 3).

Таким образом, предложенная методика проведе-
ния ПЦР-РВ позволяет специфично определять целе-
вые штаммы рода Campylobacter.

Выявление генома бактерий Campylobacter spp. в сы-
рье животного происхождения. С использованием опти-
мизированной методики ПЦР-РВ исследовали 76 проб 
сырья животного происхождения (табл. 3). 
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Рис. 1. График накопления флуоресцентного сигнала при выявлении 
генома Campylobacter spp. в ПЦР-РВ (n = 3)
Концентрация бактериальных клеток: 
1 – 4×105; 2 – 4×104; 3 – 4×103; 4 – 4×102; 5 – 40; 6 – 4; 7 – 0,4.
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Геном Campylobacter spp. был обнаружен в 18 образ-
цах. Наибольшее количество положительных проб на-
блюдали при исследовании полуфабрикатов куриных 
(44,0%). Также геном кампилобактерий выявили в тушках 
птицы (23,1%), крови птицы (25,0%), сыром молоке (9,1%).  

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В результате проведенных исследований была оп-

тимизирована методика, позволяющая выявлять геном 
Campylobacter spp. при наличии приблизительно 40 мо-
лекул-мишеней в исследуемом образце. Оптимизиро-
ваны условия проведения ПЦР-РВ: подобрана опти-
мальная концентрация магния (2,5 мМ) и температура 
отжига праймеров (58 °С). Установлено, что выбранные 
праймеры обладают высокой специфичностью и  не 
дают ложноположительных реакций. Показано, что 
данная методика обеспечивает точное определение 
Campylobacter spp. (значение R2 выше 0,99) с эффектив-
ностью ПЦР 92,26%.

Методика апробирована в испытаниях 76 образцов 
сырья животного происхождения (образцы куриной 
продукции, молоко коровье сырое, биоматериалы ку-
риные). Результаты исследований позволяют сделать 
заключение о том, что методика является высокоспеци-
фичной, чувствительной и обеспечивает определение 
Campylobacter spp. в исследуемых образцах.

Таким образом, предложенная методика может 
использоваться в качестве экспресс-метода в допол-
нение к  классическим методам, используемым в  ру-
тинном анализе в микробиологических лабораториях. 
Кроме того, данную методику можно применять при 

Рис. 2. График линейной регрессии Ct при тестировании 
10-кратных разведений ДНК Campylobacter spp. в ПЦР-РВ 

Таблица 2
Значения Ct при выявлении генома Campylobacter spp. в ПЦР-РВ (n = 3)

№
п/п

Концентрация
бактериальных

клеток
Конечные ОЕФ

Значение
Ct

Среднее значение
Ct

Стандартное 
отклонение

±SD
Результат

1

4×105

1163 23,34

23,26 0,072

(+) положительный

2 1337 23,24 (+) положительный

3 1269 23,20 (+) положительный

4

4×104

1234 26,62

26,57 0,051

(+) положительный

5 1262 26,59 (+) положительный

6 1286 26,52 (+) положительный

7

4×103

1244 30,03

30,07 0,058

(+) положительный

8 1171 30,05 (+) положительный

9 1096 30,14 (+) положительный

10

4×102

1093 33,40

33,35 0,044

(+) положительный

11 1065 33,32 (+) положительный

12 1216 33,33 (+) положительный

13

40

1011 37,02

36,91 0,226

(+) положительный

14 980 37,06 (+) положительный

15 1004 36,65 (+) положительный

16

4

-0,668 н/о

41,02 0,035

(–) отрицательный

17 549 41,04 (–) отрицательный

18 501 40,99 (–) отрицательный

19

0,4

-0,666 н/о

- -

(–) отрицательный

20 -1,05 н/о (–) отрицательный

21 -3,75 н/о (–) отрицательный

н/о – не обнаружено.
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оценке распространенности Campylobacter spp. в пище-
вой промышленности, а также в сырых и обработанных 
продуктах животного происхождения.

Конфликт интересов. Авторы заявляют об отсут-
ствии конфликта интересов.
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Рис. 3. Определение специфичности ПЦР-РВ при идентификации 
генома Campylobacter spp. 
1 – положительный контроль; 
2 – Campylobacter jejuni ATCC 33291; 
3 – Campylobacter coli ATCC 43478; 
4 – Campylobacter lary АТСС 35221; 
5 – нецелевые штаммы. 

Таблица 3
Выявление генома Campylobacter spp. в образцах сырья животного происхождения 
посредством ПЦР-РВ

Номер 
группы

Наименование
образца

Количество проб

всего положительных %

1 Полуфабрикаты куриные 25 11 44,0

2 Птица 13 3 23,1

3 Молоко коровье сырое 33 3 9,1

4 Кровь птицы 4 1 25,0

5 Смыв с подстилки 1 0 0

Итого 76 18 23,7
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SUMMARY
Bacteria of Campylobacter genus are ones of the main zoonotic pathogens causing human and animal diseases. Campylobacter 

organisms are microaerophiles and, therefore, require low oxygen concentration (3–5%) and high carbon dioxide concentration 

(3–10%) for their growth. They use amino acids rather than carbons as a source of energy. Classical bacteriological methods 

for Campylobacter spp. detection are not always successful due to diffi  culties in creating optimal conditions for their growth.  

Therewith, development and implementation of molecular methods for Campylobacter detection and identifi cation are of 

current importance. Assay for qualitative Campylobacter spp. detection with real-time polymerase chain reaction using CFX-96 

thermocycler was optimized. Highly specifi c segment of 16S rRNA gene allowing identifi cation of 6 Campylobacter species: 

C. jejuni, C. coli, C. lari, C. upsaliensis, C. helveticus и C. hyointestinalis was selected as an amplifi cation target.  Optimal magnesium 

ion concentration (2.5 мМ) and primer annealing temperature (58 °С) were determined. Eighteen reference strains of various 

bacteria were tested. Only tests of Campylobacter genus strains gave positive results. The method sensitivity was 40 target 

molecules. The said method was used for testing 76 samples of raw materials of animal origin. Campylobacter spp. genome 

was detected in 18 samples. Obtained results showed that the optimized variant of real-time polymerase chain reaction based 

on 16S rRNA gene amplifi cation was a specifi c, sensitive, rapid, reproducible and accurate method for qualitative detection of 

Campylobacter spp. in samples of raw animal materials. 

Key words: Campylobacter spp., real-time polymerase chain reaction, raw animal materials. 
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INTRODUCTION
Bacteria of Campylobacter genus are agents of infec-

tious diseases that manifest themselves as abortions, 
temporal infertility, retention of placenta, vaginitis, met-
ritis, unviable young animals in mammals as well as de-
creased gain weights in broilers and decreased egg pro-
duction in hens and chick mortality in chickens. Moreover, 
these bacteria are a major cause of gastroenteritis in hu-
mans [9, 15, 19].

As at 2014, Campylobacter genus included 26 species 
and 9 subspecies  [12]. Approximately a half of them is 
known pathogens of mammals but human diseases are 
mainly associated with C.  jejuni and C. coli. There is evi-
dence that other Campylobacter spp., such as C. concisus, 
C. upsaliensis, C. hyointestinalis, C. fetus, С. curvas and C. lari 
can also cause diseases in humans [8, 21]. Campylobac-
teriosis incidence is gradually increasing and currently 
Campylobacter is considered to be a major cause of bac-
terial gastroenteritis worldwide [5, 14, 25]. About 90% diar-

rheic diseases are considered to be caused by Campylobac-
ter spp. [23]. Annually, 9.2 mln campylobacteriosis cases 
are reported in the European Union member states [10] 
and 1 mln campylobacteriosis cases are reported in the 
USA [13]. In Australia 22,564 cases associated with Campy-
lobacter spp. infection were reported in 2015 [26].

Methods of laboratory campylobacteriosis diagnosis 
and in-process bacteriological control of animal products 
are based on the isolation of pure culture of the agent from 
animal biological materials by inoculations in blood and 
Erythrit agar with ferrum-sulfi te-piruvate additives. All 
stages of Campylobacter spp.-inoculated media incubation 
are performed in microaerophilic atmosphere. Campylo-
bacter organisms are cultivated at diff erent temperatures 
for species diff erentiation [1, 2]. 

Routine Campylobacter spp. detection with the me-
thod including selective enrichment for inhibiting 
growth of competing microfl ora followed by biochemical 

DETECTION OF 
CAMPYLOBACTER SPP. WITH REAL-TIME POLYMERASE 

CHAIN REACTION 
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identifi cation is mainly aimed at C. jejuni and C. coli de-
tection. Other pathogens of Campylobacter spp. require 
additional conditions for their cultivation. For example, 
C. concisus is a slow-growing organism that requires hy-
drogen-enriched atmosphere. It is impossible to isolate 
target organism when the optimal growth conditions 
are not met  [16]. Insuffi  cient sensitivity of the cultiva-
tion methods, slow bacterium growth rate and incorrect 
identifi cation with standard phenotypic methods could 
lead to false-negative results. Consequently, alternative 
rapid sensitive Campylobacter detection methods inclu-
ding real-time polymerase chain reaction (rtPCR) are re-
quired [18, 20, 22]. 

Accelerated methods significantly reduce test time 
(by 24–48 hours). Being highly specifi c, they enable reli-
able Campylobacter detection in tested materials [11, 27]. 

The study was aimed at optimization of the method 
for Campylobacter spp. genome detection in samples of 
animal products and raw animal materials with rtPCR.

MATERIALS AND METHODS
DNA extraction. Bacterial DNA was extracted with “Sorb-

GMO-А” kit (ООО “Sintol”, Russia) in accordance with the 
manufacturer’s instruction. 

Oligonucleotides. Primers and probes coding for 
16S rRNA gene sequence for Campylobacter spp. identi-
fi cation used in the study and previously described by 
M. Lund et al.  [8], were synthesized by the ООО “Sintol” 
(Russia). Oligonucleotide primary structures are presented 
in Table 1.

rtPCR conditions. rtPCR reagent kit produced by the 
OOO “Sintol” (Russia) was used. The reaction mixture was 
prepared from the following components as per sample 
(25 μl): 5 μl of DNA; 10× PCR-buff er; 2.5 μl of 2.5 мМ dNTP; 
2.5 μl of 25 мМ MgCl2; 0.3 pM forward primer and 0.3 pM  
reverse primer; 0.15 pM probe; 2.5 U of SynTaq DNA-poly-
merase.

DNA extracted from reference С. jejuni strain suspen-
sion (ATCC 29428) with optical density of 0.5 McFarland 
units (i.e. 1×108 CFU/cm3) was used as a positive control. 
The suspension was prepared using 0.9% NaCl solution. 
Double-distilled water was used as a negative control.

Real-time amplifi cation was carried out using CFX-96 
thermocycler (Bio-Rad, USA) under the following condi-
tions: mixture heating at 50 °С for 2 minutes; enzyme ac-
tivation at 95 °С for 10 minutes; 45 cycles – at 95 °С for 
15 s, at 58 °С for 1 min. The results were interpreted based 
on cycle threshold (Ct) value. The sample was considered 
positive when Сt ≤ 40.

Analytical sensitivity of rtPCR test system was determined 
using  series of 10-fold dilutions of bacterial DNA extracted 
from reference C. jejuni strain suspension (АТСС 33291) 
with optical density of 1 McFarland unit that was equi-
valent to 3×108 CFU/cm3. The suspension was prepared 
using 0.9% NaCl solution. Microorganism concentration 
was confi rmed by titration onto solid nutrient medium, 
Columbia agar (HiMedia, India) supplemented with 5% 
defi brinated ram blood. Concentration of the extracted 
DNA was determined with Implen NanoPhotometer  
P-Class P-360 spectrophotometer (Implen, Germany). 
DNA dilutions were prepared using 100 μl of TE buff er. 

Samples. Seventy-six samples of raw animal materi-
als submitted for testing to the FGBI “ARRIAH” in 2017–
2018 were used. The samples were classifi ed into three 
groups: poultry – 13 samples; chicken meat preparations – 

25 samples; raw cow milk – 33 samples, poultry blood – 
4 samples; litter swabs – 1 sample.

Preparation of samples for testing. A sample weight (10 g 
or 10 cm3) prepared for testing was added to 90 cm3 of me-
dium for Campylobacter initial enrichment (Bolton nutrient 
broth, produced by the FBIS “State Research Centre for Ap-
plied Microbiology and Biotechnology”, Obolensk). Inocu-
lated medium was incubated in anaerobic atmosphere at 
37 °С for 4–6 hours, and then at 41.5 °С for (44 ± 4) hours. 
After initial enrichment completion, the inoculated me-
dium was mixed and 250 μl of the suspension was taken 
from its middle part and transferred to 1.5 ml Eppendorf 
polypropylene tubes, and then tested with rtPCR.

The following reference strains obtained from the 
American Type Culture Collection (ATCC) were used for 
testing primers for their specifi city: Campylobacter jejuni 
ATCC 33291; Campylobacter coli ATCC 43478; Campylobac-
ter lary ATCC 35221; Listeria monocytogenes ATCC 19115; 
Listeria innocua ATCC 33090; Listeria ivanovii ATCC 19119; 
Bacillus subtilis ATCC 6633; Bacillus cereus ATCC 11778; Ente-
rococcus faecalis ATCC 19433; Rodococcus equi ATCC 6939; 
Pseudomonas aeruginosa ATCC  9027; Staphylococcus 
 aureus ATCC 6538 P; Salmonella typhimurium ATCC 14028; 
Escherichia coli ATCC 25922; Shigella fl exneri ATCC 12022; 
Shigella sonnei ATCC 11060; Рroteus mirabilis ATCC 29906; 
Yersinia enterocolitica ATCC 9610.

The non-target reference strains were grown in Co-
lumbian agar (HiMedia, India) and incubated at 37 °С for 
24 hours. Reference Campylobacter strains were grown in 
Columbian agar (HiMedia, India) supplemented with 5% 
defi brinated ram blood and incubated at 37 °С for 24 hours 
in microaerobic atmosphere (СО2 – 10%, О2 – 5%, N2 – 85%) 
according to the Methodical Guidelines (MG) 4.2.2321-08. 
Kampilogas gas generation bags (INKO, Russia) were used 
for creating these conditions.

Reference strains suspensions (density  – 0.5  McFar-
land units) were used for tests with rtPCR. Density was 
measured with densitometer (BioMerieux, France) and 
confi rmed by counting viable bacteria with method of 
10-fold culture dilutions in plates containing Columbian 
agar (HiMedia, India) supplemented with 5% defi brinated 
ram blood for Campylobacter organisms.

Statistical data processing. Three replicate tests using 
10-fold dilutions of genomic DNA were carried out for sta-
tistical processing of obtained results and linear regression 
curve plotting. Amplifi cation eff ectiveness was calculated 
according to the following formula: E = (10slope – 1)×100%, 
where 10slope – slope coeffi  cient. rtPCR results were ana-
lyzed with v3.1 system software (CFX Manager Software). 

RESULTS AND DISCUSSION
Sequences coding for 16S  rRNA gene segment 

were selected based on the results of literature data 

Table 1
Nucleotide sequences of primers and probe for Campylobacter spp. 
genome segment detection 

Description Sequence (5’–3’)

camp2

Forward: CACGTGCTACAATGGCATAT

Reverse: GGCTTCATGCTCTCGAGTT

Probe: FAM-CAGAGAACAATCCGAACTGGGACA-RTQ1
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 analysis  (Table 1) [8]. The said primers identify four species 
of  thermophilic Campylobacter organisms: C. jejuni, C. coli, 
C. lari, C. upsaliensis, that mainly occur in poultry and are 

pathogenic for humans [4, 17]. Moreover, these primers 
are used for C. helveticus and C. hyointestinalis identifi ca-
tion, the fi rst one mainly occurs in cats and dogs [6], the 
second one – in pigs [7].

Optimization of rtPCR for Campylobacter spp. detec-
tion included determination of primer annealing tem-
perature and magnesium ion concentration for which the 
hi ghest responsive fl uorescent signal intensity was ob-
served with high specifi city. Optimal annealing tempera-
ture was determined based on the primer structure [3]. 
Based on calculations made according to the formula: 
Tm (°C) = 2×(A+T) + 4×(G+C), where Tm – annealing tem-
perature; А, Т, C, G – nucleotide bases, annealing tempe-
rature for forward and reverse primers was 58 °С, probe 
annealing temperature was 72 °С. rtPCRs were carried out 
at calculated primer annealing temperature using a  gra-
dient of ±10 °С. The best results were obtained when the 
temperature was 58 °С.

PCR mixtures with concentrations of 2–6 мМ and gradi-
ent of 0.5 мМ were used for determination magnesium ion 
concentrations. The concentration of 2.5 мМ was selected 
based on the test results.  

Optimal conditions under which Ct value was the least 
at minimum primer and probe concentrations are de-
scribed in Materials and Methods.  

Fig. 1. Graph of fl uorescent signal accumulation in case of 
Campylobacter spp. genome detection with rtPCR (n = 3)
Bacterial cell concentrations: 
1 – 4×105; 2 – 4×104; 3 – 4×103; 4 – 4×102; 5 – 40; 6 – 4; 7 – 0.4. 

Table 2
Ct value when Campylobacter spp. genome was detected with rtPCR (n = 3)

No.
Bacterial cell 

concentration
Final RFU Ct value

Mean
Ct value

Standard deviation,
±SD

Result

1

4×105

1,163 23.34

23.26 0.072

(+) positive

2 1,337 23.24 (+) positive

3 1,269 23.20 (+) positive

4

4×104

1,234 26.62

26.57 0.051

(+) positive

5 1,262 26.59 (+) positive

6 1,286 26.52 (+) positive

7

4×103

1,244 30.03

30.07 0.058

(+) positive

8 1,171 30,05 (+) positive

9 1,096 30.14 (+) positive

10

4×102

1,093 33.40

33.35 0.044

(+) positive

11 1,065 33.32 (+) positive

12 1,216 33.33 (+) positive

13

40

1,011 37.02

36.91 0.226

(+) positive

14 980 37.06 (+) positive

15 1,004 36.65 (+) positive

16

4

-0.668 n/d

41.02 0.035

(–) negative

17 549 41.04 (–) negative

18 501 40.99 (–) negative

19

0.4

-0.666 n/d

- -

(–) negative

20 -1.05 n/d (–) negative

21 -3.75 n/d (–) negative

n/d – not detected.
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Analytical sensitivity. DNA extracted from control 
C.   jejuni strain suspension (АТСС  33291) with opti-
cal density of 1 McFarland unit that was equivalent to 
3×108 CFU/ cm3 was used for testing the method for its 
analytical sensitivity. DNA concentration was determined 
with IMPLENP-class P-360 nanophotometer (Germany) 
and was 12.4  ng/ μl.

Considering the middle size of genomes of diff erent 
tested microorganisms, one ng of genomic DNA corre-
sponds to at least 3×105 cells [24]. Thus, DNA concentra-
tion of 12.4 ng/μl corresponds to approximately 4×106 bac-
terial cells in 1 μl.  Extracted DNA was diluted with TE buff er 
using gradient of 10 and amplifi cation reaction was carried 
out in triplicate using the following bacterial cell concen-
trations in the samples: 4×105; 4×104; 4×103; 4×102; 40; 4; 
0.4 (Fig. 1).

Mean Ct value and standard deviation (±SD) were cal-
culated for each dilution (3 replicates) (Table 2). 

Obtained results showed that 16S rRNA gene fragment 
was amplifi ed in the fi rst fi ve dilutions. 

Three replicate tests were performed to assess the 
method performance and Ct values were derived to plot 
regression curve (Fig. 2). Quantities of target DNA were 
found to linearly correlate to Ct values at correlation co-
effi  cient of 0.9986. Slope angle value derived by plotting 
linear regression curve was used to determine amplifi ca-
tion eff ectiveness and was E = 92.26%. 

Regression analysis indicates linearity of obtained 
results. Amplification effectiveness (E  =  92.26%) and 
correlation coefficient (R2 = 0.9986) show that the opti-
mized assay enables highly accurate Campylobacter spp. 
detection.

Determination of specifi city. DNA isolated from 18 bacte-
rium species including three target (C. jejuni, C. coli, C. lari) 
and 15 non-target strains were tested for its cross reactivity 
to determine rtPCR assay specifi city (Fig. 3).

FAM fl uorescence values enabled unambiguous iden-
tifi cation of all strains belonging to Campylobacter genus 
whereas no fl uorescence was observed for non-target 
strains. The results proved that the optimized method was 
highly specifi c. Equal eff ectiveness of all reactions specifi c 
for Campylobacter species is crucial for successful method 
application. Analysis of fl uorescence profi les derived du-
ring specifi city tests showed that Ct values were similar 
and did not depend on particular Campylobacter species 
(mean Ct value was 21.39 ± 0.74) (Fig. 3).

Thus, proposed rtPCR assay enables highly specific 
identifi cation of target strains of Campylobacter genus. 

Detection of Campylobacter spp. genome in raw animal 
materials. Seventy-six (76) samples of raw animal materi-
als were tested with the optimized rtPCR assay (Table 3). 

Campylobacter spp. genome was detected in 18 sam-
ples. The highest number of positive samples (44.0%) were 
detected in chicken meat preparations. Campylobacter 
genome was also detected in poultry carcasses (23.1%), 
poultry blood (2.0%), raw cow milk (9.1%).  

CONCLUSION
The assay enabling detection of Campylobacter spp. 

genome in case of presence of approximately 40 target 
molecules was optimized based on the performed tests. 
The following rtPCR conditions were optimized: optimal 
magnesium concentration (2.5 мМ) and primer annealing 
temperature (58 °С) were selected. Selected primers were 
found to be highly specifi c and give no false positive reac-

tions. The assay was shown to enable accurate detection of 
Campylobacter spp. (R2 value > 0.99) with PCR eff ectiveness 
of 92.26%.

The assay was approved for use under laboratory con-
ditions upon testing 76 samples of raw animal materials 
 (chi cken products, raw cow milk, chicken biomaterials). 

Fig.3. Specifi city of rtPCR for Campylobacter spp. genome identifi cation
1 – positive control; 
2 – Campylobacter jejuni ATCC 33291; 
3 – Campylobacter coli ATCC 43478; 
4 – Campylobacter lary АТСС 35221; 
5 – non-target strains. 

Fig. 2. Linear regression graphs of Ct when 10-fold dilutions 
of Campylobacter spp. DNA were tested with rtPCR 

Table 3
Campylobacter spp. genome detection in raw animal material samples with rtPCR assay

Group 
No.

Sample name
Number of samples

total positives %

1 Chicken meat preparations 25 11 44.0

2 Poultry 13 3 23.1

3 Raw cow milk 33 3 9.1

4 Poultry blood 4 1 25.0

5 Litter swabs 1 0 0

Total 76 18 23.7
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The test results suggest that the method is highly specifi c, 
sensitive and is able to detect Campylobacter spp. in tested 
samples. 

Thus, proposed assay can be used as a rapid method in 
addition to classical methods applied for routine analy sis 
at microbiological laboratories.  Moreover, the said me-
thod can be used for assessment of Campylobacter spp. oc-
currence in food industry as well as in raw and processed 
products of animal origin. 
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ВВЕДЕНИЕ
Среди микроорганизмов, вызывающих пищевые 

токсикозы, значительная роль принадлежит токсиген-
ным стафилококкам  [13–16]. Стафилококки впервые 
выделены Луи Пастером в 1880 г. из гноя фурункула че-
ловека. Различают сапрофитные, условно-патогенные 
и  патогенные виды. Сапрофитные виды содержатся 
в воздухе, почве, воде, на поверхности растений. Ус-
ловно-патогенные и патогенные обитают в организме 
людей и животных: на коже и слизистых оболочках [1].

Чаще всего источником инфекции на пищевом про-
изводстве являются люди со стафилококковыми за-
болеваниями кожных покровов и дыхательных путей. 
Помимо больных, переносчиками могут быть и здоро-
вые люди, у которых стафилококки выделяются с по-
верхности слизистых оболочек, кожных покровов, из 
фекалий [1, 6, 15]. 

Стафилококки, в том числе энтеротоксигенные, вы-
деляют от многих сельскохозяйственных животных, 
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чаще при наличии у них каких-либо патологических 
процессов, например маститов. Стафилококки нередко 
обнаруживают в смывах с оборудования и инвентаря 
предприятий общественного питания и пищевой про-
мышленности, особенно при их неудовлетворитель-
ном санитарном состоянии [6, 11, 15].

В связи с  широким распространением стафило-
кокков в природе велика вероятность контаминиро-
вания ими различных продуктов питания  [6,  11,  15]. 
Наиболее частыми причинами стафилококковых 
токсикозов являются молоко и  молочные продукты. 
Первостепенное санитарно-гигиеническое значение 
имеет Staphylococcus aureus (золотистый стафило-
кокк) [1, 6, 7, 11, 15].

В техническом регламенте Таможенного союза 
033/2013 «О безопасности молока и  молочной про-
дукции» допустимый уровень содержания S.  aureus 
в продуктах переработки молока при выпуске их в об-
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ращение колеблется в достаточно широких пределах. 
Так, в пастеризованном молоке, сливках, сметане, кис-
ломолочных и  сухих молочных продуктах бактерии 
S. aureus должны отсутствовать в объеме 1 см3; в тво-
роге, творожных продуктах, масле сливочном – в 0,1 г; 
в твердых сырах и сырных продуктах – в 0,001 г [12].

В отличие от нормативных документов Российской 
Федерации, международные стандарты контролируют 
наличие не S. aureus, а коагулазоположительных стафи-
лококков. Так, в Регламенте Комиссии (ЕС) № 1441/2007 
от 05.12.2007 г. установлены критерии безопасности 
пищевых продуктов, готовых к употреблению, а также 
гигиенические показатели технологического процесса 
производства молока и молочных продуктов. Данный 
документ допускает наличие в молочных продуктах не 
более 10 клеток коагулазоположительных стафилокок-
ков в 1 г продукта [10].

В настоящее время выделение S.  aureus в  молоке 
и молочной продукции в Российской Федерации про-
водят согласно ГОСТ 30347-2016 «Молоко и молочная 
продукция. Методы определения Staphylococcus aureus», 
в котором в качестве селективных сред используют агар 
Байрд-Паркера, желточно-солевой или молочно-соле-
вой агары. На желточно-солевом агаре колонии микро-
организмов имеют форму плоских дисков диаметром 
2–4 мм белого, желтого, кремового, лимонного, золоти-
стого цвета с ровными краями; вокруг колоний образу-
ется радужное кольцо и зона помутнения среды. На ага-
ре Байрд-Паркера наблюдают рост черных блестящих 
выпуклых колоний диаметром 1–1,5 мм, окруженных 
зоной просветления среды шириной 1–3 мм [3].

При выявлении характерного роста колоний на 
плотных питательных средах проводят дальнейшее 
подтверждение принадлежности выделенных микро-
организмов к коагулазоположительным стафилокок-
кам, а именно к S. aureus. Для этого проводят окраску 
по Граму, определяют способность микроорганизмов 
образовывать каталазу, коагулировать плазму крови 
кролика, образовывать ацетоин и  ферментировать 
мальтозу в аэробных условиях [2, 3].

Бактерии S. aureus – грамположительные кокки, об-
разующие каталазу, способные коагулировать плаз-
му крови, образовывать ацетоин и  ферментировать 
мальтозу. Основными показателями вирулентности 
стафилококков являются гемолитическая активность, 
выработка фермента плазмокоагулазы и некротоксич-
ность [1, 3, 6, 11].

Определение гемотоксина выполняется путем пря-
мого посева культуры на кровяной мясо-пептонный 
агар (МПА), содержащий 5–10% дефибринированной 
кроличьей или бараньей крови. Определение плазмо-
коагулазы осуществляется путем внесения культуры 
стафилококка в пробирку с 5%-й цитратной плазмой 
крови кролика [3]. 

Определение некротоксина проводится путем вну-
трикожного введения кролику 0,2 см3 взвеси суточной 
агаровой культуры стафилококка в физиологическом 
растворе с концентрацией 2 млрд клеток. Наблюдение 
за животным ведется в течение 24–48 ч [1, 5, 6, 11].

На сегодняшний день для медицины и науки в целом 
большой проблемой является быстрое формирование 
резистентности к применяемым антибактериальным 
препаратам среди различных микроорганизмов. Боль-
шинство ученых считает, что одной из причин развития 
антибиотикорезистентности у людей является попада-

ние в организм устойчивых штаммов микроорганизмов 
с продуктами животного происхождения, что, в свою 
очередь, может вызвать развитие резистентности у ми-
кроорганизмов, циркулирующих в организме человека. 
Как результат – снижение или потеря терапевтической 
эффективности антимикробных средств, применяемых 
в медицине [4].

Цель данной работы – выявление наличия бактерий 
S. aureus в молоке и молочной продукции, произведен-
ной на территории Республики Крым, изучение биоло-
гических свойств выделенных изолятов.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Исследования по выделению бактерий S. aureus из 

молока и молочной продукции проводили на базе лабо-
ратории безопасности пищевых продуктов лаборатор-
но-диагностического центра филиала ФГБУ  «ВНИИЗЖ» 
в Республике Крым. 

Объект испытаний. В качестве объекта испытаний 
использовали образцы готовой молочной продукции, 
поступившие в 2016–2018 гг. в лабораторно-диагности-
ческий центр филиала ФГБУ «ВНИИЗЖ» как от террито-
риального управления Россельхознадзора по Респуб-
лике Крым и г. Севастополь в соответствии с планами 
мониторинговых исследований, так и от индивидуаль-
ных заказчиков.

Контрольные штаммы: S.  aureus АТСС  25923, 
S. aureus subsp. aureus АТСС 6538.

Питательные среды. Для определения S.  aureus 
в  образцах молочной продукции в  соответствии 
с  ГОСТ  30347-2016 использовали солевой бульон 
и желточно-солевой агар (ФБУН ГНЦ ПМБ, Оболенск).

Для идентификации выделенных культур применя-
ли набор красителей для окрашивания мазков по Гра-
му, 3%-й раствор перекиси водорода, плазму кроликов 
(АО «НПО «Микроген», Москва), набор для приготовле-
ния среды Кларка (ООО «НИЦФ», Санкт-Петербург), сре-
ду Гисса (ФБУН ГНЦ ПМБ, Оболенск), мальтозу.

Определение S. aureus в молочных продуктах по ГОСТ 
30347-2016. Навеску продукта или его соответствующие 
разведения в объеме 1 см3 засевали в пробирки с не-
обходимым объемом солевого бульона. Посевы поме-
щали в термостат с температурой (37 ± 1) °С и инкуби-
ровали в течение (24 ± 1) ч. Далее проводили пересев 
на чашки Петри с желточно-солевым агаром. Посевы 
помещали в термостат с температурой (37 ± 1) °С и ин-
кубировали в  течение 24–48  ч. Результаты посевов 
оценивали визуально по характеру образовавшихся 
колоний на поверхности желточно-солевого агара. 
Плоские колонии в форме дисков, с ровными краями, 
белого, желтого, золотистого цвета, вокруг которых 
образовывались радужное кольцо и зона помутнения 
среды, свидетельствовали о принадлежности микроор-
ганизмов к коагулазоположительным стафилококкам.

Для дальнейшей дифференциации изолированные 
колонии с  характерным ростом пересевали на по-
верхность скошенного агара с целью получения су-
точных культур. После чего выполняли окрашивание 
по Граму, определяли способности микроорганизмов 
образовывать каталазу и коагулировать плазму крови 
кролика.

Принадлежность выявленных коагулазоположи-
тельных стафилококков к  S.  aureus определяли по 
способностям образования ацетоина и ферментации 
мальтозы.
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Изоляты, образующие на желточно-солевом агаре 
плоские колонии в форме дисков, с ровными краями, 
белого, желтого, золотистого цвета, вокруг которых 
формируется радужное кольцо и  зона помутнения 
среды; при микроскопии которых обнаруживаются 
грамположительные кокки; образующие каталазу; 
способные коагулировать плазму крови; образующие 
ацетоин и ферментирующие мальтозу в аэробных усло-
виях, идентифицировали как S. aureus.

Наличие гемолитической активности регистрирова-
ли визуально по наличию зоны просветления вокруг 
колонии на 5%-м кровяном агаре. Результат оценивали 
через (48 ± 1) ч.

Биохимические свойства выделенных культур опре-
деляли с использованием автоматического микробио-
логического анализатора Vitek 2 Compact (Biomerieux, 
Франция).

Определение антибиотикорезистентности. Чув-
ствительность изолятов S.  aureus к  антимикробным 
препаратам определяли на триптон-соевом ага-
ре (TSA) диско-диффузионным методом согласно   
МУК 4.2. 1890-04. Оценку результатов проводили по на-
личию зон задержки роста микроорганизмов вокруг 
дисков. Диаметр зон задержки роста с учетом диа метра 
диска с антибиотиком измеряли при помощи линейки 
с точностью до 1 мм. Интерпретацию результатов осу-
ществляли в соответствии с МУК 4.2.1890-04 [8].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБС У ЖДЕНИЕ
В период с 2016 по 2018 г. в лаборатории безопасно-

сти пищевых продуктов лабораторно-диагностическо-
го центра филиала ФГБУ «ВНИИЗЖ» в Республике Крым 
были проведены исследования 168 проб готовой мо-
лочной продукции на наличие бактерий S. aureus, вы-
делено 7 изолятов (табл. 1). 

Было установлено, что контаминированы данны-
ми бактериями следующие группы продуктов: масло 
сливочное (20%), сметана (9,09%), творог и творожные 
продукты (4,55%), молоко питьевое пастеризованное 
в потребительской таре (4,35%) и продукты кисломо-
лочные со сроком годности более 72 ч (2,63%). Полу-
ченные данные могут свидетельствовать о неудовле-
творительном санитарном состоянии производства 
молочной продукции. 

Следующим этапом работы было изучение биологи-
ческих свойств полученных изолятов, а именно: окраши-
вание по Граму, каталазная и лецитиназная активность, 
реакция плазмокоагуляции, определение гемолитиче-
ских свойств. Результаты представлены в таблице 2.

Как следует из таблицы 2, все выделенные изоляты – 
грамположительные кокки, способны образовывать 
каталазу, коагулировать плазму крови кролика, обла-
дают лецитиназной активностью, вызывают β-гемолиз 
на 5%-м кровяном агаре (рис. 1), что подтверждает их 
принадлежность к S. aureus.

Дальнейшим этапом работы было изучение био-
химических свойств полученных изолятов. Результаты 
исследований представлены в таблице 3.

Из таблицы 3 следует, что 100% полученных изоля-
тов растут при высокой концентрации NaCl, фермен-

Таблица 1
Количество образцов готовой молочной продукции, контаминированной S. aureus

Номер 
группы

Продукция
Количество 

исследований

Выявление S. aureus

Количество %

1
Молоко питьевое 
пастеризованное 
в потребительской таре

46 2 4,35

2
Сливки питьевые 
пастеризованные

2 0 0

3
Продукты кисломолочные со 
сроком годности более 72 ч

38 1 2,63

4 Сметана 11 1 9,09

5 Творог, творожные продукты 44 2 4,55

6 Сыр 3 0 0

7 Масло сливочное 5 1 20

8 Спред 1 0 0

9 Мороженое 18 0 0

Всего 168 7 4,17

Таблица 2 
Биологические свойства изолятов S. aureus

Изолят S. aureus Окраска по Граму
Реакция 

плазмокоагуляции
Гемолиз эритроцитов

Образование 
каталазы

Наличие лецитиназы

1 Г+ +++ β-гемолиз + +

2 Г+ ++++ β-гемолиз + +

3 Г+ ++++ β-гемолиз + +

4 Г+ ++++ β-гемолиз + +

5 Г+ +++ β-гемолиз + +

6 Г+ ++++ β-гемолиз + +

7 Г+ ++++ β-гемолиз + +

«++++» – положительная реакция, характеризующаяся появлением плотного сгустка в реакции 

с 5%-й плазмой крови кролика;

«+++» – положительная реакция, характеризующаяся появлением сгустка с небольшим отсеком в реакции с 5%-й плазмой крови кролика.
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тируют D-галактозу, D-мальтозу, D-маннит, D-маннозу, 
сахарозу, D-трегалозу и  не расщепляют D-рафинозу 
и D-ксилозу. Всем изучаемым изолятам свойственно 
наличие ферментов фосфатаза, лецитиназа и  отсут-
ствие фермента бета-глюкуронидаза. Фермент уреаза 
присутствует у 28,6% изолятов. В соответствии с данны-
ми определителя бактерий Берджи их можно отнести 
к S. aureus [9]. 

В отличие от данных определителя 42,9% изолятов 
ферментируют лактозу, а 28,6% – салицин. Фермент арги-
ниндегидролаза 2, согласно определителю Берджи, дол-
жен присутствовать у всех изолятов, однако его наличие 
установлено лишь у 57,1% изучаемых культур. Данные не-
соответствия, по нашему мнению, можно отнести к биоло-
гическим особенностям выделенных микроорганизмов. 

Рис. 1. β-гемолитическая активность изолята 
S. aureus № 242/18 Крым  на 5%-м кровяном агаре 

Таблица 3
Биохимические свойства изолятов S. aureus

№ п/п Наименование теста
Изоляты S. aureus Согласно определителю 

Берджи1 2 3 4 5 6 7

1 Аргининдегидролаза 2 – – + + + + – +

2 Фосфатаза + + + + + + + +

3 Бета-глюкуронидаза – – – – – – – –

4 Лецитиназа + + + + + + + +
5 Уреаза + + + + + – – +/–

6 D-галактоза + + + + + + + +

7 Лактоза + – – – – + + +

8 D-мальтоза + + + + + + + +

9 Рост при 6,5% NaCl + + + + + + + +

10 D-маннит + + + + + + + +

11 D-манноза + + + + + + + +

12 D-рафиноза – – – – – – – –

13 Салицин + – – – – + – –

14 Сахароза + + + + + + + +

15 D-трегалоза + + + + + + + +

16 D-ксилоза – – – – – – – –

17 Фосфатидилинозитфосфолипаза С - – – – – – – *

18 Аргининдегидролаза 1 + + + + + + + *

19 Бета-галактозидаза – + + + + + – *

20 Альфа-глюкозидаза – – – – + + – *

21 Ala-Phe-Pro-ариламидаза – – – – – – – *

22 Циклодекстрин – – – – – – – *

23 L-аспартатариламидаза – – – – – – – *

24 Бета-галактопиранозидаза – – – – – – – *

25 Альфа-маннозидаза – – – – – – – *

26 Лейцинариламидаза – – – – – – – *

27 L-пролинариламидаза – – – – – – – *

28 Альфа-галактозидаза – – – – – – – *

29 L-пирролидонил-ариломидаза + + + + + + + *
30 Аланинариламидаза – – – – + – – *
31 Тирозинариламидаза – – – – – – – *
32 D-сорбит – – – – – + – *

33 D-рибоза + + + + + + – *

34 L-лактат, подщелачивание + + + + + + + *

35 N-ацетил-D-глюкозамин + + + + + + + *

36 Метил-В-D-глюкопиранозид + + + + + + – *

37 Пуллулан – – – – – – – *

«+» – положительная реакция; «–» – отрицательная реакция; 

«+/–» – может присутствовать как положительная, так и отрицательная реакция; «*» – нет данных.
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Всем изучаемым изолятам свойственно наличие 
ферментов: аргининдегидролаза 1, L-пирролидонил-
ариломидаза, L-лактат. У 71,4% микроорганизмов при-
сутствует фермент бета-галактозидаза, у 28,6% – альфа-
глюкозидаза, у 14,3% – аланинариламидаза. 

85,7% изолятов расщепляют D-рибозу, метил-В-D-
глюкопиранозид; 14,3%  – D-сорбит. Все изучаемые 
бактерии (100%) расщепляют N-ацетил-D-глюкозамин 
и не разлагают циклодекстрин и пуллулан.

Ферменты фосфатидилинозитфосфолипаза С, Ala-Phe-
Pro-ариламидаза, L-аспартатариламидаза, бета-галакто-
пиранозидаза, альфа-маннозидаза, лейцинариламидаза, 

L-пролинариламидаза, альфа-галактозидаза, тирозин-
ариламидаза у полученных изолятов не обнаружены.

Широкое распространение устойчивых форм пато-
генных микроорганизмов и снижение эффективности 
ряда антибиотиков в  настоящее время является од-
ной из основных проблем медицины и ветеринарии. 
S. aureus – одна из первых бактерий, у которой была об-
наружена резистентность к ранее действующим анти-
биотикам. Устойчивость к метициллину, сопряженная 
с устойчивостью к классу β-лактамных антибиотиков, 
дала название метициллин-резистентным стафилокок-
кам (MRSA) [4, 5].

Таблица 4
Антибиотикорезистентность изолятов S. aureus

Антибиотик

Диаметры зон подавления роста в соответствии 
с МУК 4.2.1890-04 [8], мм

Изоляты, количество (%)

Р ≤ П Ч ≥ Р ≤ П Ч ≥

β-лактамные препараты

Бензилпенициллин 8 – 9 7 (100)

Оксациллин 10 11–12 13 7 (100)

Имипенем 13 14–17 18 7 (100)

Меропенем 12 13–19 20 7 (100)

Тикарциллин 11 12–16 17 7 (100)

Макролиды

Эритромицин 13 14–22 23 2 (28,6) 5 (71,4)

Фторхинолоны

Ципрофлоксацин 15 16–20 21 7 (100)

Офлоксацин 12 13–15 16 7 (100)

Энрофлоксацин 13 14–16 17 7(100)

Аминогликозиды

Гентамицин 12 13–14 15 7 (100)

Амикацин 14 15–16 17 7 (100)

Канамицин 13 14–17 18 2 (28,6) 5 (71,4)

Стрептомицин 12 13–16 17 2 (28,6) 5 (71,4)

Гликопептиды

Ванкомицин 14 – 15 1 (14,3) 6 (85,7)

Тетрациклины

Доксициклин 12 13–15 16 7 (100)

Тетрациклин 14 15–18 19 7 (100)

Рифампицин

Рифампицин 16 17–19 20 7 (100)

Цефалоспорины

Цефотаксим 14 15–18 19 7 (100)

Цефтриаксон 13 14–17 18 7 (100)

Цефтазидим 12 14–16 18 4 (57,1) 3 (42,9)

Другие

Левомицетин 12 13–17 18 7 (100)

Триметоприм 13 14–16 17 7 (100)
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Сейчас метициллин в клинической практике и в ла-
бораторной диагностике не применяется, вместо него 
используют оксациллин, соответственно появился 
термин «оксациллинорезистентность», являющийся 
полным синонимом термина «метициллинорезистент-
ность» [4, 5].

В соответствии с  МУК 4.2.1890-04 определение 
чувствительности Staphylococcus  spp. к β-лактамным 
антибактериальным препаратам должно включать вы-
полнение двух тестов определения чувствительности: 
к бензилпенициллину и оксациллину [8].

Заключительным этапом работы было определение 
антибиотикорезистентности полученных изолятов. 
В соответствие с применяемой методикой микроор-
ганизмы оценивали как чувствительные (Ч), резистен-
тные (Р) и промежуточные (П). Полученные результаты 
представлены в таблице 4.

Для исследования были выбраны следующие груп-
пы антибиотиков: макролиды, фторхинолоны, амино-
гликозиды, гликопептиды, тетрациклины, рифампицин, 
β-лактамные препараты, цефалоспорины, левомице-
тин – всего двадцать два препарата.

Все выделенные культуры S. aureus проявили  100%-ю 
чувствительность к бензилпенициллину, оксациллину, 
имипенему, тикарциллину, меропенему, ципрофлок-
сацину, офлоксацину, гентамицину, амикацину, докси-
циклину, тетрациклину, рифампицину, левомицетину, 
цефотаксиму, цефтриаксону, триметоприму. Чувстви-
тельность к ванкомицину выявлена у 85,7% изолятов, 
к эритромицину и канамицину – у 71,4%, к цефтазиди-
му – у 42,9%.

Промежуточную резистентность к  канамицину 
и  эритромицину зафиксировали у  28,6% изучаемых 
культур, к цефтазидиму – у 57,1%, к стрептомицину – 
у 71,4% изолятов.

Все выделенные культуры S.  aureus оказались на 
100% резистентными к энрофлоксацину. У 28,6% изо-
лятов выявлена резистентность по отношению к стреп-
томицину, 14,3% изолятов оказались резистентными 
к ванкомицину.

Среди полученных изолятов метициллин-резистент-
ных (оксациллинорезистентных) стафилококков не вы-
явлено.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В период с 2016 по 2018 г. в лаборатории безопас-

ности пищевых продуктов филиала ФГБУ «ВНИИЗЖ» 
в Республике Крым проведены исследования 168 проб 
готовой молочной продукции на наличие бактерий 
S. aureus. Получено 7 изолятов S. aureus.

Установлено, что наиболее контаминированы дан-
ными бактериями следующие группы продуктов: масло 
сливочное (20%), сметана (9,09%), творог и творожные 
продукты (4,55%), молоко питьевое пастеризованное 
в потребительской таре (4,35%).

Изучены основные культуральные и биохимические 
свойства полученных изолятов. Установлено, что по 
способности ферментировать лактозу (4 изолята), по 
способности расщеплять салицин (2 изолята), по при-

сутствию фермента аргининдегидролаза 2 (3 изолята) 
выделенные микроорганизмы отличаются от данных 
определителя бактерий Берджи.

Определена резистентность изучаемых культур по 
отношению к 22 антибиотикам. Большинство получен-
ных изолятов были чувствительны ко всем использо-
ванным антибиотикам, при этом все изучаемые изоля-
ты оказались устойчивы к энрофлоксацину.

Полученные изоляты не обладали метициллиноре-
зистентностью (оксациллинорезистентностью) и явля-
лись чувствительными к другим β-лактамным антибио-
тикам.

Конфликт интересов. Автор заявляет об отсут-
ствии конфликта интересов.
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SUMMARY
Staphylococci are one of the causes of food poisoning in many countries of the world. Intoxication occurs due to staphylococcal 

exotoxins entering the human body. One of the main sources of staphylococcal toxins is milk and dairy products contaminated with 

pathogenic staphylococci. Staphylococcus aureus has the greatest sanitary and hygienic importance. In 2016–2018 168 samples 

of ready-to-eat dairy products were tested for Staphylococcus aureus in the Food Safety Laboratory of the FGBI “ARRIAH” in the 

Republic of Crimea. The tests were performed according to GOST 30347-2016 “Milk and dairy products. Methods of Staphylococcus 

aureus detection”. Biochemical properties of the recovered isolates were studied using Vitek 2 Compact analyzer. It was established 

that the following groups of products are contaminated with Staphylococcus aureus to the greatest extent: butter (20%), sour 

cream (9.09%), curd and curd products (4.55%), pasteurized milk in the consumer packaging (4.35%). The basic biological cha-

racteristics of the isolates have been studied and their antimicrobial resistance has been determined. All the isolated  Staphylococcus 

aureus cultures demonstrated a 100% sensitivity to benzylpenicillin, oxacillin, imipenem, ticarcillin, meropenem, ciprofl oxacin, 

ofl oxacin, gentamicin, amikacin, doxycycline, tetracycline, rifampin, chloramphenicol, cefotaxime, ceftriaxone, trimethoprim and 

were 100% resistant to enrofl oxacin. Resistance to streptomycin was determined in 28.6% of isolates, and 14.3% of isolates were 

resistant to vancomycin. Methicillin-resistant staphylococci were not detected among the bacteria.

Key words: foodborne toxicosis, Staphylococcus aureus, milk and dairy products, antimicrobial resistance.
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INTRODUCTION
Among microorganisms causing foodborne toxicosis, a 

signifi cant role belongs to toxigenic staphylococci [13–16]. 
Staphylococci were fi rst isolated by Louis Pasteur in 1880 
from the pus of a human abscess. There are saprophytic, 
opportunistic and pathogenic species. Saprophytic spe-
cies are found in air, soil, water, on the surface of plants. 
Opportunistic and pathogenic species are observed in hu-
mans and animals: on the skin and mucous membranes [1].

Most often, the source of infection in the food industry is 
people with staphylococcal diseases of the skin and respira-
tory tract. Besides diseased people, healthy people in whom 
staphylococci are secreted from the surface of the mucous 
membranes, skin, and feces can also be carriers [1, 6, 15]. 

Staphylococci, including the enterotoxigenic ones, are 
isolated from many farm animals, more often if they de-
monstrate some pathological processes, for example, mas-
titis. Staphylococci are often detected in swabs from the 
equipment and tools of public catering and food industry 

establishments, especially when they are in poor sanitary 
condition [6, 11, 15].

Due to the wide distribution of staphylococci in na-
ture, there is a high probability of contamination of va-
rious food products by them [6, 11, 15]. The most com-
mon causes of staphylococcal toxicosis are milk and dairy 
products. Staphylococcus aureus is of primary hygiene 
signifi cance [1, 6, 7, 11, 15].

In the Customs Union Technical R 033/2013 “On safe-
ty of milk and dairy products”, the admissible level of 
S.  aureus content in processed products, when marketed, 
varies widely. So, in pasteurized milk, cream, sour cream, 
sour-milk and dry milk products, bacteria S. aureus should 
be absent in a volume of 1 cm3; in cottage cheese, curd 
pro ducts, butter – in 0.1 g; in hard cheeses and cheese 
products – in 0.001 g [12].

Unlike the regulatory documents of the Russian Fede-
ration, international standards control the presence of 
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coagulase-positive staphylococci and not of S.  aureus. 
Thus, Commission Regulation (EU) No.  1441/2007 of 
05/05/2007 establishes the safety criteria for ready-to-eat 
foods, as well as hygienic indicators of the technological 
process for production of milk and dairy products. This 
document allows the presence of no more than 10 cells 
of coagulase-positive staphylococci per 1 g of product in 
dairy products [10].

Currently, S. aureus is isolated from milk and dairy pro-
ducts in the Russian Federation according to GOST 30347-
2016 “Milk and dairy products. Methods for determina-
tion of Staphylococcus aureus”, in which Baird-Parker agar, 
yolk-salt or milk-salt agar are used as selective media. On 
yolk-salt agar, colonies of microorganisms have the form 
of fl at discs with a diameter of 2–4 mm and white, yellow, 
cream, lemon, golden color with smooth edges; around 
the colonies a rainbow ring and a hazy zone are formed. 
On Baird-Parker agar, growth of black shiny convex colo-
nies, 1–1.5 mm diameter, surrounded by a clear zone of 
1–3 mm wide, is observed [3].

When detecting the typical growth of colonies on solid 
nutrient media, further confi rmation that isolated micro-
organisms belong to coagulase-positive staphylococci, 
namely S. aureus, is carried out. For this purpose Gram 
staining is performed, the ability of microorganisms to 
form catalase, coagulate rabbit blood plasma, form ace-
toin and ferment maltose under aerobic conditions is de-
termined [2, 3].

S. aureus bacteria are gram-positive catalase-for ming 
cocci, capable of coagulating blood plasma, forming 
acetoin and fermenting maltose. The main indicators 
of staphylococcal virulence are hemolytic activity, 
plasmocoagulase enzyme production and necrotoxi-
city [1, 3, 6, 11].

The determination of hemotoxin is carried out by direct 
culture inoculation on blood meat-peptone agar (MPA) 
containing 5–10% defi brinated rabbit or mutton blood. 
Determination of plasmocoagulase is carried out by ad-
ding a staphylococcus culture into a test tube with 5% 
rabbit citrate plasma [3].

Necrotoxin determination of is carried out by intra-
dermal injection of 0.2  cm3 suspension of daily agar 
staphylococcus culture in saline with a concentration of 
2 billion cells to a rabbit. The animal is observed for 24–
48 hours [1, 5, 6, 11].

Today, in medicine and science as a whole, the big 
problem is the rapid formation of resistance to antibio-
tics used against various microorganisms. Most scientists 
believe that one of the reasons for development of an-
timicrobial resistance in humans is ingestion of resistant 
microorga nism strains with animal products, which, in 
turn, can cause development of resistance in microorga-
nisms circulating in the human body. As a result, decrease 
or loss in the therapeutic effi  cacy of antimicrobial agents 
used in human medicine is observed [4].

The purpose of this work is to identify the presence of 
S. aureus bacteria in milk and dairy products produced in 
the Republic of Crimea and to study the biological proper-
ties of the recovered isolates.

MATERIALS AND METHODS
Studies on isolation of S. aureus bacteria from milk and 

dairy products were carried out on the basis of the food 
safety laboratory of the Laboratory Diagnostic Center of 
the FGBI “ARRIAH” Branch in the Republic of Crimea.

Test object. Samples of ready-to-eat dairy products 
delivered to the Laboratory Diagnostic Center of the 
FGBI “ARRIAH” Branch in the Republic of Crimea both from 
the Rosselkhoznadzor Territorial Administration in the Re-
public of Crimea and the city of Sevastopol were used as 
the test object in accordance with the plans for monitoring 
studies, and from individual customers.

Control strains: S. aureus ATCC 25923, S. aureus subsp. 
aureus ATCC 6538.

Nutrient media. To determine S. aureus in samples of 
dairy products in accordance with GOST 30347-2016, salt 
broth and yolk-salt agar were used (FBUN SSC PMB, Obo-
lensk). 

To identify the recovered cultures, we used a set of dyes 
for staining Gram smears, a 3% solution of hydrogen pe-
roxide, rabbit plasma (NPO Mikrogen JSC, Moscow), a set 
for preparation of Clark’s medium (NITsF LLC, St. Petersburg), 
Wednesday Gissa (FBUN SSC PMB, Obolensk), maltose.

Determination of S. aureus in dairy products according 
to GOST 30347-2016. A sample of the product or its cor-
responding dilution in a volume of 1 cm3 was inoculated 
in test tubes with the corresponding volume of salt broth. 
The inoculations were placed in a thermostat with a tem-
perature of (37 ± 1) °С and incubated for (24 ± 1) h. Next, re-
inoculation on Petri dishes with egg yolk-salt agar was per-
formed. The inoculations were placed in a thermostat with 
a temperature of (37 ± 1) °С and incubated for 24–48 hours. 
The inoculation results were evaluated visually by the ap-
pearance of the colonies formed on the surface of yolk-salt 
agar. Flat disc-shaped colonies, with smooth edges, white, 
yellow, golden in color, around which a rainbow ring and a 
hazy zone formed, indicated that microorganisms belong 
to coagulase-positive staphylococci. 

For further diff erentiation, isolated colonies with typi-
cal growth were subcultured onto the surface of slant agar 
in order to obtain one-day cultures. After that, Gram stai-
ning was performed, the ability of microorganisms to form 
catalase and the ability to coagulate rabbit blood plasma 
were determined.

Belonging of the identifi ed coagulase-positive staphy-
lococci to S. aureus was determined by the ability to form 
acetoin and the ability to ferment maltose.

Isolates forming fl at disc-shaped colonies on egg yolk-
salt agar with smooth edges, white, yellow, golden in color, 
around which a rainbow ring and a turbidity zone form; 
microscopy of which reveals gram-positive cocci; catalase 
forming; able to coagulate blood plasma; forming acetoin 
and fermenting maltose under aerobic conditions, were 
identifi ed as S. aureus. Presence of hemolytic activity was 
assessed visually by the presence of the clear zone around 
the colony on 5% blood agar. The results were evaluated 
after (48 ± 1) h.

Biochemical properties of the recovered cultures were 
determined using a Vitek 2 Compact automatic microbio-
logical analyzer (Biomerieux, France).

Determination of antimicrobial resistance. The sensiti-
vity of S. aureus isolates to antimicrobial agents was de-
termined on tryptone soy agar (TSA) by the disk diff usion 
method according to Methodical guidelines 4.2.1890-04. 
Evaluation of the results was carried out by the presence 
of inhibition zones around the disks. The diameter of inhi-
bition zones, taking into account the diameter of the disk 
with the antibiotic, was measured using a ruler with an 
accuracy of 1 mm. The results were interpreted in accord-
ance with MUK 4.2.1890-04 [8].
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RESULTS AND DISCUSSION
In the period from 2016 to 2018, 168 samples of ready-

to-eat dairy products were tested for S. aureus in the Food 
Safety Laboratory of the Laboratory and Diagnosis Center 
of the All-Russian Scientifi c Research Institute of Health 
and Nutrition Branch in the Republic of Crimea, 7 isolates 
were recovered (Table 1).

It was found that the following product groups were 
contaminated with these bacteria: butter (20%), sour cream 
(9.09%), cottage cheese and curd products (4.55%), pasteu-
rized milk in consumer containers (4.35%) and fermented 
dairy products with a shelf life of more than 72  hours 
(2.63%). The obtained data may indicate an unsatisfactory 
sanitary conditions for production of dairy products.

The next stage was the study of biological properties of 
the obtained isolates, namely: Gram staining, catalase and 
lecithinase activity, plasma coagulation reaction, determi-
nation of hemolytic properties. The results are presented 
in Table 2.

As follows from Table 2, all the recovered isolates, gram-
positive cocci, are able to form catalase, have lecithinase 
activity, are able to coagulate rabbit blood plasma, and 
cause β-hemolysis on 5% blood agar (Fig. 1), which con-
fi rms their belonging to S. aureus.

The next stage was to study biochemical characteristics 
of the isolates. The results are demonstrated in Table 3.

From table 3 it follows that 100% of the recovered 
isolates grow at a high concentration of NaCl, ferment 
D-galactose, D-maltose, D-mannitol, D-mannose, sucrose, 
D-trehalose and do not cleave D-raffi  nose and D-xylose. 
All studied isolates are characterized by the presence of 
enzymes phosphatase, lecithinase and absence of the en-
zyme beta-glucuronidase. The urease enzyme is present in 
28.6% of the isolates. In accordance with Burgey’s Manual 
they can be attributed to S. aureus [9].

In contrast to the Manual data, 42.9% of the isolates 
ferment lactose, and 28.6% – salicin. The enzyme arginine 
dihydrolase 2, according to Bergey’s Manual, should be 
present in all isolates, however, its presence is observed 
only in 57.1% of the tested cultures. In our opinion, these 
discrepancies can be attributed to the biological charac-
teristics of the isolated microorganisms.

Presence of enzymes is characteristic of all the tested 
isolates: arginine dihydrolase  1, L-pyrrolidonyl-arylomi-
dase, L-lactate. Beta-galactosidase enzyme is present in 
71.4% of microorganisms, alpha-glucosidase in 28.6%, and 
alaninarylamidase in 14.3%.

85.7% of the isolates cleave D-ribose, methyl-B-D-glu-
copyranoside; 14.3% – D-sorbitol. All the tested bacteria 
(100%) cleave N-acetyl-D-glucosamine and do not decom-
pose cyclodextrin and pullulan.

Table 1
Number of samples of ready-to-eat dairy products 
contaminated with S. aureus

Group 
number

Products
Number 
of tests

S. aureus detection

Number %

1 Pasteurized drinking milk
in consumer packaging

46 2 4.35

2 Pasteurized cream 2 0 0

3
Sour milk products with a shelf 
life of more than 72 hours

38 1 2.63

4 Sour cream 11 1 9.09

5 Curd, curd products 44 2 4.55

6 Cheese 3 0 0

7 Butter 5 1 20

8 Spread 1 0 0

9 Ice cream 18 0 0

Total 168 7 4.17

Table 2 
Biological characteristics of S. aureus isolates

S. aureus isolate Gram staining
Plasma coagulation 

reaction
RBC hemolysis Catalase formation

Presence 
of lecithinase

1 G+ +++ β-hemolysis + +

2 G+ ++++ β-hemolysis + +

3 G+ ++++ β-hemolysis + +

4 G+ ++++ β-hemolysis + +

5 G+ +++ β-hemolysis + +

6 G+ ++++ β-hemolysis + +

7 G+ ++++ β-hemolysis + +

«++++» – positive reaction, characterized by appearance of a dense clot in the reaction with 5% rabbit blood plasma; 

«+++» – positive reaction, characterized by the appearance of a clot with a small partition in the reaction with 5% rabbit blood plasma.

Fig. 1. β-hemolytic activity of the isolate 
S. aureus  No. 242/18 Crimea on 5% blood agar 
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Table 3
Biochemical characteristics of S. aureus isolates

No. Test
S. aureus isolates

According to Bergey’s manual

1 2 3 4 5 6 7

1 Arginine dihydrolase 2 – – + + + + – +

2 Phosphatase + + + + + + + +

3 Beta glucuronidase – – – – – – – –

4 Lecithinase + + + + + + + +

5 Urease + + + + + – – +/–

6 D-galactose + + + + + + + +

7 Lactose + – – – – + + +

8 D-maltose + + + + + + + +

9 Growth at 6.5% NaCl + + + + + + + +

10 D-mannitol + + + + + + + +

11 D-mannose + + + + + + + +

12 D-melitose – – – – – – – –

13 Salicin + – – – – + – –

14 Sucrose + + + + + + + +

15 D-trehalose + + + + + + + +

16 D-xylose – – – – – – – –

17 Phosphatidylinositol phospholipase С - – – – – – – *

18 Arginine dihydrolase 1 + + + + + + + *

19 Beta galactosidase – + + + + + – *

20 Alpha glucosidase – – – – + + – *

21 Ala-Phe-Pro-arylamidase – – – – – – – *

22 Cyclodextrin – – – – – – – *

23 L-aspartate amylidase – – – – – – – *

24 Beta galactopyranosidase – – – – – – – *

25 Alpha mannosidase – – – – – – – *

26 Leucinarilamidase – – – – – – – *

27 L-prolinarylamidase – – – – – – – *

28 Alpha galactosidase – – – – – – – *

29 L-pyrrolidonyl arylomidase + + + + + + + *

30 Alaninarylamidase – – – – + – – *

31 Tyrosinarylamidase – – – – – – – *

32 D-sorbitol – – – – – + – *

33 D-ribose + + + + + + – *

34 L-lactate, alkalization + + + + + + + *

35 N-Acetyl-D-Glucosamine + + + + + + + *

36 Methyl-B-D-glucopyranoside + + + + + + – *

37 Pullulan – – – – – – – *

«+» – positive reaction; 

«–» – negative reaction; 

«+/–» – both positive and negative reactions may be present; 

«*» – no data available.
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Phosphatidylinositol phospholipase C, Ala-Phe-Pro-
arylamidase, L-aspartate arylamidase, beta-galactopyra-
nosidase, alpha-mannosidase, leucinarylamidase, L-pro-
linerylamidase, alpha-galactosidase, tyrosinarylamidase 
enzymes are not found in the recovered isolates.

Wide spread of the resistant forms of pathogenic mi-
croorganisms and the decrease in the eff ectiveness of 
several antibiotics are currently one of the main problems 
of medicine and veterinary medicine. S. aureus is one of 
the fi rst bacteria in which resistance to previously active 
antibiotics was found. Resistance to methicillin, coupled 
with resistance to the class of β-lactam antibiotics, gave 
the name methicillin-resistant staphylococci (MRSA) [4, 5].

Now methicillin is not used in clinical practice and in 
laboratory diagnostics, oxacillin is used instead, and the 
term “oxacillin resistance” has appeared, which is a com-
plete synonym for the term “methicillin resistance” [4, 5].

In accordance with Methodical Guidlines 4.2. 1890-04
determination of Staphylococcus  spp. sensitivity to 
β-lactam antibacterial drugs should include performance 
of two sensitivity tests: to benzylpenicillin and oxacillin [8].

The fi nal stage of the work was determination of antimi-
crobial resistance of the obtained isolates. In accordance 
with the methodology used, microorganisms were evalu-
ated as sensitive (S), resistant (R) and intermediate (I). The 
results are presented in Table 4.

Table 4
Antimicrobial resistance of S. aureus isolates

Antibiotic

Inhibition zone diameter Methodical Guidance 4.2.1890-04 [8], 
mm

Number of isolates (%)

R ≤ I S ≥ R ≤ I S ≥

β- lactam preparations

Benzylpenicillin 8 – 9 7 (100)

Oxacillin 10 11–12 13 7 (100)

Imipenem 13 14–17 18 7 (100)

Meropenem 12 13–19 20 7 (100)

Ticarcillin 11 12–16 17 7 (100)

Macrolides

Erythromycin 13 14–22 23 2 (28.6) 5 (71.4)

Fluoroquinolones

Ciprofl oxacin 15 16–20 21 7 (100)

Ofl oxacin 12 13–15 16 7 (100)

Enrofl oxacin 13 14–16 17 7(100)

Aminoglycosides

Gentamicin 12 13–14 15 7 (100)

Amikacin 14 15–16 17 7 (100)

Kanamycin 13 14–17 18 2 (28.6) 5 (71.4)

Streptomycin 12 13–16 17 2 (28.6) 5 (71.4)

Glycopeptides

Vancomycin 14 – 15 1 (14.3) 6 (85.7)

Tetracyclines

Doxycycline 12 13–15 16 7 (100)

Tetracycline 14 15–18 19 7 (100)

Rifampicin

Rifampicin 16 17–19 20 7 (100)

Cephalosporins

Cefotaxime 14 15–18 19 7 (100)

Ceftriaxone 13 14–17 18 7 (100)

Ceftazidime 12 14–16 18 4 (57.1) 3 (42.9)

Other

Chloramphenicol 12 13–17 18 7 (100)

Trimethoprim 13 14–16 17 7 (100)
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The following antibiotic groups were selected for the 
test: macrolides, fluoroquinolones, aminoglycosides, 
glycopeptides, tetracyclines, rifampicin, β-lactam drugs, 
cephalosporins, chloramphenicol – only twenty-two drugs.

All isolated cultures of S. aureus showed 100% sensitivi-
ty to benzylpenicillin, oxacillin, imipenem, ticarcillin, mero-
penem, ciprofloxacin, ofloxacin, gentamicin, amikacin, 
doxycycline, tetracycline, rifampicin, levomycetacitimeti-
son, and cefot. Sensitivity to vancomycin was detec ted 
in 85.7% of isolates, to erythromycin and kanamycin – in 
71.4%, to ceftazidime – in 42.9%. Intermediate resistance 
to kanamycin and erythromycin was observed in 28.6% of 
the tested cultures, to ceftazidime – in 57.1%, to strepto-
mycin – in 71.4% of isolates.

All isolated cultures of S. aureus were 100% resistant 
to enrofl oxacin. 28.6% of the isolates showed resistance 
to streptomycin, 14.3% of the isolates were resistant to 
vancomycin.

Methicillin-resistant (oxacillin-resistant) staphylococci 
were not detected in the recovered isolates. 

CONCLUSION
In the period from 2016 to 2018, 168 samples of ready-

to-eat dairy products were tested for S. aureus bacteria in 
the Food Safety laboratory of the FGBI “ARRIAH” branch 
in the Republic of Crimea. Seven S. aureus isolates were 
detected.

The following product groups were found to be most 
contaminated with these bacteria: butter (20%), sour 
cream (9.09%), curd and curd products (4.55%), pasteu-
rized milk in consumer packaging (4.35%).

The basic cultural and biochemical properties of the de-
tected isolates were studied. It has been established that 
the isolated microorganisms diff er in the ability to ferment 
lactose (4 isolates), the ability to cleave salicin (2 isolates), 
and the presence of the enzyme arginine dihydrolase 2 
(3 isolates) from the data of the Bergey’s Manual.

The resistance of the tested cultures to 22 antibiotics 
was determined. Most of the isolates were sensitive to all 
antibiotics used, while all the tested isolates were resistant 
to enrofl oxacin.

The recovered isolates did not possess methicillin re-
sistance (oxacillin resistance) and were sensitive to other 
β-lactam antibiotics.

Confl ict of interest. The author declares no confl ict of 
interest.
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РЕЗЮМЕ
Сальмонеллы продолжают быть основной причиной пищевых кишечных инфекций во 

многих странах мира. По официальным данным, 47% вспышек инфекций в мире относится 

к сальмонеллезам, при этом существенная роль фактора передачи инфекции человеку через 

пищевые продукты принадлежит куриному мясу (34%). С начала 90-х гг. прошлого века 

при массовом применении антибиотиков стали появляться штаммы Salmonella, устойчивые 

к целому ряду противомикробных препаратов, которые в настоящее время представляют 

серьезную проблему для общественного здравоохранения. Резистентные штаммы, перси-

стирующие у животных, могут передаваться людям по пищевой цепочке через продукты 

питания. Представлены результаты изучения морфологических, биохимических, серо-

логических свойств изолятов бактерий рода Salmonella, выделенных из сырья животного 

происхождения: говядины, свинины, мяса птицы, жира-сырца, субпродуктов цыплят-брой-

леров, продуктов убоя свиней. В 2018 г. лабораторией микробиологических исследований 

ФГБУ «ВНИИЗЖ» всего проведено 1204 исследования сырья животного происхождения на 

наличие бактерий рода Salmonella и выделено 45 изолятов сальмонелл. Выделение бактерий 

рода Salmonella проводили в соответствии с ГОСТ 31659-2012 (ISO 6579:2002). Наибольшее ко-

личество изолятов сальмонелл (56%) было выделено из мяса птицы. Все изученные изоляты 

сальмонелл по биохимическим свойствам были типичными: образовывали сероводород, 

сбраживали глюкозу и маннит с образованием газа и кислоты, не утилизировали сахарозу, 

лактозу и мочевину; реакция на индол была отрицательна. Установлено, что выделенные 

изоляты сальмонелл относятся к серогруппам О
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Частота выделения сальмонелл 

группы В составила 8,9%, группы С – 51,1%, группы Д – 40,0%. Среди сальмонелл груп-

пы В чаще встречались S. derby (4,4%) и S. typhimurium (2,2%); группы С – S. infantis (29,0%), 

S. virchow (17,8%); группы Д – S. enteritidis (40,0%). Отмечены единичные случаи выявления 

S. reading (2,2 %) и S. oranienburg (4,4 %). Все изоляты бактерий рода Salmonella, выделен-

ные из сырья животного происхождения, проявили чувствительность к ципрофлоксацину, 

левомицетину, амоксициллину, амикацину, азитромицину, меропенему, гентамицину, цеф-

триаксону, канамицину; были менее чувствительны к цефотаксиму, ампициллину, лево-

флоксацину и слабочувствительны к налидиксовой кислоте, доксициклину, стрептомицину, 

тетрациклину. Явление полирезистентности характерно для 44,4% выделенных изолятов 

сальмонелл.

Ключевые слова: сальмонеллы, зоонозы, серовар, изоляты, сырье животного 

происхождения, хромогенные питательные среды, антибиотикочувствительность. 
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СЕРОЛОГИЧЕСКИЕ СВОЙСТВА 

И АНТИБИОТИКОРЕЗИСТЕНТНОСТЬ ИЗОЛЯТОВ БАКТЕРИЙ РОДА SALMONELLA, 

ВЫДЕЛЕННЫХ ИЗ СЫРЬЯ ЖИВОТНОГО ПРОИСХОЖДЕНИЯ 
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SUMMARY
Salmonella continues to be the primary cause of foodborne intestinal infections in many 

countries around the world. According to the offi  cial data, 47% of the infection outbreaks in the 

world are associated with salmonellosis, while chicken meat (34%) plays a signifi cant role in the 

infection transmission to humans through food. Since the early 90’s of the last century, with the 

massive use of antibiotics, Salmonella strains resistant to a number of antimicrobials began to 

appear and currently pose a serious public health problem. Resistant strains persistent in animals 

can be transmitted to humans through the food chain.  The paper presents results of studies 

of morphological, biochemical, serological properties of Salmonella bacteria recovered from 

animal raw material: beef, pork, poultry meat, tallow, off al derived from broiler chickens and pig 

slaughter products. In 2018 the FGBI “ARRIAH” Microbiological Laboratory performed 1,204 tests 

of animal raw material for Salmonella bacteria and recovered 45 Salmonella isolates. Salmonella 

bacteria were isolated in accordance with GOST 31659-2012 (ISO 6579:2002). Most Salmonella 

isolates (56%) were recovered from poultry meat. Biological properties of all the studied 

isolates were quite typical: they formed hydrogen sulfi de, fermented glucose and mannitol 

with the formation of gas and acid, did not utilize sucrose, lactose and urea; reaction to indole 

was negative. It was established that the recovered Salmonella isolates belong to serogroups 
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. The frequency of recovering Salmonella group B was 8.9%, group C – 51.1%, 

group D – 40.0%. Among Salmonella group B, S. derby (4.4%) and S. typhimurium (2.2%) were 

more common; group C – S. infantis (29.0%), S. virchow (17.8%); group D – S. enteritidis (40.0%). 

Isolated cases of S. reading (2.2%) and S. oranienburg (4.4%) were observed. All Salmonella 

isolates recovered from raw material of animal origin demonstrated sensitivity to ciprofl oxacin, 

chloramphenicol, amoxicillin, amikacin, azithromycin, meropenem, gentamicin, ceftriaxone, 

kanamycin; were less sensitive to cefotaxime, ampicillin, levofl oxacin and had low sensitivity 

to nalidixic acid, doxycycline, streptomycin, tetracycline. The phenomenon of multiresistance is 

characteristic of 44.4% of the isolated Salmonella isolates.

Key words: Salmonella, zoonoses, serovar, isolates, raw materials of animal origin, 

chromogenic nutrient media, antimicrobial sensitivity.
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ВВЕДЕНИЕ
В настоящее время сальмонеллез широко распро-

странен во многих странах мира, занимает большой 
удельный вес среди инфекционных болезней и пред-
ставляет собой большую ветеринарную и медицинскую 
проблему в связи с опасностью заражения человека от 
больных животных и через пищевые продукты. Саль-
монеллезы (Salmonellosis)  – это инфекционные забо-
левания, вызываемые многочисленными серотипами 
бактерий рода Salmonella, характеризуются разно-
образными клиническими проявлениями от бессим-
птомного носительства и легких форм гастроэнтеритов 
до тяжелых генерализованных форм болезни, протека-
ющих с резко выраженной интоксикацией и длитель-
ной лихорадкой [1, 2].

Филогенетический анализ позволяет отнес-
ти сальмонеллы к  семейству энтеробактерий 
(Enterobacteriacea) класса γ-Proteobacteria, роду саль-
монелл (Salmonella), который состоит из микроорга-
низмов, родственных по фенотипическим и  геноти-
пическим свойствам. На основании анализа генома 
по современной классификации выделяют два вида – 
S. bongori и S. enterica. Вид S. bongori малочислен и со-
стоит всего из 10 редко встречающихся сероваров (се-
ротипов); S. enterica включает около 2500 сероваров. 
В  пределах каждого серовара сальмонеллы подраз-
деляются на биовары, фаговары. При этом ежегодно 
в референтных национальных центрах выделяют но-
вые серотипы сальмонелл (40–60 в год) и исследуют 
их эпидемиологию [4, 18].

Различия генома сероваров сальмонелл состав-
ляют 3,8–4,6%, а аминокислотного состава экспресс- 
прогрессирующих полипептидов – 0,7–1,3%. Поэтому 
серовары сальмонелл можно рассматривать как клоны, 
которые начали дивергировать от общего предшес-
твенника 25–40 млн лет тому назад [4, 13].

Сальмонеллы – факультативные внутриклеточные 
паразиты, которые могут внедряться в разные типы 
клеток, выживать во внутриклеточной среде, избегая 
природных механизмов уничтожения фагоцитиро-
ванных микробов, и распространяться по организму 
внутри циркулирующих клеток. Будучи захваченными 
фагоцитами (нейтрофилами и макрофагами), сальмо-
неллы демонстрируют способность выживать и  раз-
множаться внутри этих клеток, находясь в особых ваку-
олях. У большинства сероваров сальмонелл плазмиды 
вирулентности не обнаружены, однако у наиболее важ-
ных с точки зрения здравоохранения сероваров (в том 
числе у Typhimurium, Enteritidis и Choleraesuis) плазмиды 
вирулентности имеются [13].

У сальмонелл есть факторы адгезии, колонизации 
и  инвазии. Они имеют эндотоксин, а  S.  typhimurium 
и некоторые другие серотипы могут синтезировать два 
типа экзотоксинов: термолабильные и термостабиль-
ные энтеротоксины типа LT и ST, шигаподобные цито-
токсины. Особенностью токсинов является внутрикле-
точная локализация и выделение после разрушения 
бактериальных клеток [6].

Адгезия возбудителя происходит при участии фим-
брий и пилей, присутствующих на внешней мембране 
бактерий. В  геноме сальмонелл закодирован набор 
белков кислотного шока, которые важны для выжи-
вания при низких значениях рН, чтобы сальмонеллы 
сохраняли жизнеспособность в кислой среде желудка, 
до того, как достигнут участков желудочно-кишечно-
го тракта, пригодных для колонизации. Сальмонеллы 

вызывают у человека три формы пищевой токсикоин-
фекции: гастроэнтерическую, холероподобную и грип-
поподобную. Так, человек является единственным при-
родным хозяином и резервуаром для сероваров Typhi 
и Paratyphi A. У людей указанные серовары вызывают 
системные инфекции – брюшной тиф и паратиф. Серо-
вары Gallinarum и Pullorum выделяют от птиц; серовар 
Dublin вызывает тяжелую системную инфекцию у круп-
ного рогатого скота и может вызвать болезнь у чело-
века. Аналогичная ситуация с сероварами Choleraesuis 
и  Typhisuis, выделяемыми от свиней, и  с сероваром 
Abortusovis – возбудителем сальмонеллеза овец. Фак-
торы, способствующие установлению носительства, 
изучены мало, однако наблюдается их зависимость 
от серовара. Из числа не леченных антибиотиками 
случаев брюшного тифа 10% заболевших выделяют 
S. typhi с фекалиями в течение 1–3 мес. и 2–5% пациен-
тов становятся хроническими носителями сальмонелл. 
Нетифоидные серовары персистируют в желудочно-
кишечном тракте теплокровных в среднем 1,5–3 мес., 
и лишь в 0,1% случаев устанавливается носительство. 
Характерной особенностью вспышек, эпидемиологи-
чески связанных с продукцией птицеводства, является 
принадлежность возбудителя к «птичьим» сероварам 
Pullorum и Gallinarum [8, 13].

Особую обеспокоенность вызывает тот факт, что 
у птицы сальмонеллез чаще протекает в скрытой фор-
ме. Но мясо и другие продукты, полученные от зара-
женной птицы, являются источником сальмонелл и мо-
гут представлять опасность для здоровья человека [5].

По данным Референс-центра по сальмонеллезам 
и глобального десятилетнего мониторинга ВОЗ за пи-
щевыми инфекциями, 47% вспышек инфекций в мире 
относится к сальмонеллезам, при этом существенная 
роль фактора передачи инфекции человеку через пи-
щевые продукты принадлежит куриному мясу (34%). 
В Российской Федерации к инкриминированным во 
вспышках сальмонеллеза человека пищевым продук-
там относятся: мясо и мясопродукты – 63%, куриное 
мясо – 28%, яйцо – 5,5%. Из общего числа выделенных 
от животных штаммов сальмонелл в 49,6% случаев они 
обнаруживаются у птиц [12].

Сальмонеллы продолжают быть основной причиной 
пищевых кишечных инфекций во многих странах мира. 
Только в США 1,4 млн человек ежегодно заболевают 
сальмонеллезом, из них около 400 случаев – со смер-
тельным исходом [10].

Анализ данных, опубликованных Всемирной орга-
низацией здравоохранения о  выявлении возбудите-
лей этой острой кишечной инфекции в 2009–2011 гг., 
показал, что в разных регионах земного шара (Европа, 
Северная и Южная Америка, Азия, Африка, Океания) 
наиболее часто причиной заболевания людей являются 
S. enteritidis, S. typhimurium, S. virchow, S. panama. Сведе-
ния за 2012–2013 гг. подтвердили такую тенденцию [7].

По данным Референс-центра по мониторингу за 
сальмонеллезами, в этиологической структуре саль-
монеллезов у  людей и  животных продолжают доми-
нировать S.  enteritidis  – 80,6% от числа сальмонелл, 
выделенных у людей, и 26,8% – у животных. В 2011 г., 
в отличие от 2010 г., в серовариантном пейзаже саль-
монелл, выделенных из пищевых продуктов, ведущее 
положение занимала S. typhimurium (31,9%). Доля изо-
лятов S. infantis, выделенных из продуктов питания, до-
статочно значима и составляет 14,6% [15].

ОРИГИНАЛЬНЫЕ СТАТЬИ | ВЕТЕРИНАРНАЯ МИКРОБИОЛОГИЯ ORIGINAL ARTICLES | VETERINARY MICROBIOLOGY



27ВЕТЕРИНАРИЯ СЕГОДНЯ, ДЕКАБРЬ №4 (31) 2019 | VETERINARY SCIENCE TODAY, DECEMBER №4 (31) 2019

В этиологической структуре сальмонеллезов живот-
ных в Российской Федерации ведущая роль принадле-
жит S. enteritidis (35,9%), S. typhimurium (13,7%), S. dublin 
(11,2%), S. choleraesuis (10,1%), S. gallinarum и S. pullorum 
(8,0%). Отмечена общность выявлений S.  enteritidis 
у крупного рогатого скота, свиней, птицы и человека, 
S. typhimurium – у крупного рогатого скота и свиней, 
S. choleraesuis – у свиней и человека [8].

Мясо, молоко, яйца – главные пищевые продукты, 
через которые передается возбудитель сальмонеллеза. 
Особенностью зараженных сальмонеллами продуктов 
является отсутствие изменений, воспринимаемых ор-
ганолептически: вид, цвет, запах, вкус – остаются без 
изменений [17].

В Российской Федерации отсутствие бактерий 
рода Salmonella в  сырье животного происхождения 
регламентируется техническим регламентом Тамо-
женного союза «О безопасности пищевой продукции»  
(ТР ТС 021/2011), контроль безопасности мяса птицы 
и продуктов, из него изготовленных, осуществляется 
в соответствии с СанПиНом 2.3.2.1078-01. Согласно это-
му нормативному документу в мясе (25 г из глубоких 
слоев), а также в мясе птицы механической обвалки 
и другой мясной продукции наличие сальмонелл не 
допускается [11, 14, 16].

С начала 90-х гг. XX в. при массовом применении 
антибиотиков стали появляться штаммы Salmonella, 
устойчивые к  целому ряду противомикробных пре-
паратов, которые в  настоящее время представляют 
серьезную проблему для общественного здравоохра-
нения. Резистентные штаммы, персистирующие у жи-
вотных, могут передаваться людям по пищевой цепоч-
ке через продукты питания [3].

Цель работы: изучение биологических свойств изо-
лятов бактерий рода Salmonella, выделенных из сырья 
животного происхождения в лаборатории микробио-
логических исследований ФГБУ «ВНИИЗЖ» за 2018 г.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Исследуемым сырьем животного происхождения 

являлись говядина, свинина, мясо птицы, жир-сырец, 
субпродукты цыплят-бройлеров, побочные продукты 
убоя свиней. Общее количество образцов составило 
1204 пробы, из которых выделено 45 изолятов.

Выделение бактерий рода Salmonella осуществляли 
согласно ГОСТ 31659-2012 (ISO 6579:2002) «Продукты 
пищевые. Метод выявления бактерий рода Salmonella».

К навеске продукта массой 25 г добавляли 225 см3 за-
буференной пептонной воды, гомогенизировали 1 мин 
и инкубировали при (37 ± 1) °С в течение (18 ± 1) ч. По-
сле этапа первичного обогащения по 1 см3 суспензии 
вносили в 10 мл среды Раппапорта-Вассилиадиса (RVS) 
и селенитовой среды. Посевы инкубировали при тем-
пературе (41,5 ± 1) °С на протяжении (24 ± 1) ч. Далее 
проводили посев на поверхность двух сред: ксилозо-
лизин-дезоксихолатного (XLD) и висмут-сульфитного 
(ВСА) агаров.

Культуральные свойства изолятов изучали на пи-
тательном бульоне (ГРМ-бульон), питательном агаре 
(ГРМ-агар), среде Эндо, полужидком агаре. Посевы 
инкубировали при (37 ± 1) °С на протяжении (24 ± 1) ч.

Тинкториальные свойства изолятов бактерий рода 
Salmonella устанавливали путем микроскопии мазков 
суточных культур, окрашенных по Граму. Увеличение 
иммерсионного объектива составляло 100/1,25.

Для проведения биохимической и серологической 
идентификации, определения антибиотикорезистент-
ности использовали чистые культуры бактерий рода 
Salmonella, полученные при инкубации типичных ко-
лоний на скошенном ГРМ-агаре.

Биохимическую идентификацию проводили со-
гласно ГОСТ 31659-2012 (ISO 6579:2002) «Продукты пи-
щевые. Метод выявления бактерий рода Salmonella» 
и ГОСТ 54354-2011 «Мясо и мясные продукты. Общие 
требования и методы микробиологического анализа» 
с применением полужидких сред Гисса с глюкозой, лак-
тозой, маннитом, сахарозой, мальтозой, ксилозой. До-
полнительно использовали хромогенные питательные 
среды: Рамбах-агар и агар для определения колиформ 
усиленной селективности.

Способность разлагать мочевину определяли пу-
тем посева штрихом на поверхность агара Кристенсе-
на, для обнаружения индола в пробирки, содержащие 
питательный бульон с L-триптофаном, бактериологи-
ческой петлей вносили исследуемые культуры. В про-
бирки с бульонной суточной культурой добавляли 1 см3 

реактива Ковача. Не позднее чем через 5 мин после 
этого учитывали реакцию среды по цвету образовав-
шегося кольца.

Серогрупповую и серовариантную принадлежность 
полученных изолятов определяли в реакции агглюти-
нации на предметном стекле, используя сальмонеллез-
ную поливалентную сыворотку ABCDE и монорецеп-
торные О- и Н-агглютинирующие сыворотки. 

Антибиотикорезистентность изолятов бактерий 
рода Salmonella определяли диско-диффузионным 
методом с помощью бумажных дисков производства 
ФБУН НИИ эпидемиологии и микробиологии им. Пас-
тера (Санкт-Петербург) согласно МУК 4.2.1890-04 [9].

Чувствительность определяли к следующим препа-
ратам: азитромицин, меропенем, канамицин, налидик-
совая кислота, стрептомицин, тетрациклин, амикацин, 
левофлоксацин, амоксициллин, ампициллин, гентами-
цин, доксициклин, цефтриаксон, цефотаксим, левоми-
цетин, ципрофлоксацин.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБС У ЖДЕНИЕ
При проведении исследований в 2018 г. из 1204 об-

разцов сырья животного происхождения всего выделено 
45 изолятов сальмонелл. Наибольшее количество изоля-
тов выделено из мяса птицы, говядины и свинины (рис. 1).
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Рис. 1. Выявляемость бактерий рода Salmonella 
в различном сырье животного происхождения в 2018 г. 
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Рис. 3. Серовариантная принадлежность 45 изолятов бактерий 
рода Salmonella, выделенных из сырья животного происхождения 

При исследовании морфологических свойств 
бактерий рода Salmonella было установлено, что это 
мелкие, прямые грамотрицательные палочки с закруг-
ленными краями. Все изоляты проявляли сходные 
культуральные и  биохимические свойства: на пита-
тельном агаре образовывали гладкие выпуклые по-
лупрозрачные округлые колонии диаметром 1–3 мм, 
в  пробирках с  питательным бульоном наблюдали 
равномерное помутнение среды и осадок серо-бело-
го цвета. 

На полужидком питательном агаре все культуры 
проявляли подвижность в виде диффузного роста по 
всему столбику агара, на XLD-агаре колонии имели чер-
ный центр и слегка прозрачную зону розоватого цвета 
вокруг колонии, на среде Эндо – круглые, прозрачные, 
слегка розоватые колонии, на висмут-сульфит агаре – 
черные округлые колонии с металлическим блеском 
и прокрашиванием среды под колониями. На Рамбах-
агаре колонии сальмонелл были окрашены в красно-
малиновый цвет. 

Колонии всех полученных изолятов на хромогенном 
агаре при определении колиформ усиленной селек-
тивности были бесцветными, что означает отсутствие 
у бактерий рода Salmonella фермента β-галактозидазы. 

Изоляты сальмонелл по биохимическим свойствам 
были типичными: образовывали сероводород, сбражи-
вали глюкозу и маннит с образованием газа и кислоты, 
не утилизировали сахарозу, лактозу и мочевину; реак-
ция на индол отрицательна. 

По результатам реакции агглютинации наибольшее 
количество изолятов относится к группе О7. Кроме того, 
в исследуемых образцах присутствовали сальмонеллы 
групп О9, О5, О4 (рис. 2).

Частота выделения сальмонелл группы В состави-
ла 8,9%, группы  С  – 51,1%, группы  Д  – 40,0%. Среди 
сальмонелл группы В чаще встречались S. derby (4,4%) 
и  S.  typhimurium (2,2%); группы С – S.  infantis (29,0%), 
S. virchow (17,8%); группы Д – S. enteritidis (40,0%). От-
мечены единичные случаи выявления S. reading (2,2 %) 
и S. oranienburg (4,4 %) (рис. 3).

Для оценки антибиотикочувствительности изо-
лятов измеряли диаметр зон задержки роста микро-
организмов вокруг дисков с  антибиотиками. При 
измерении учитывали диаметр самого диска. По 
результатам измерений диаметра зон распределяли 
штаммы на чувствительные, промежуточные и устой-
чивые (табл.).

Выделенные изоляты проявили высокую чувстви-
тельность к меропенему (100%), азитромицину (97,8%), 
цефтриаксону (97,7%), амикацину (95,6%), гентамицину 
(95,6%), ципрофлоксацину, амоксициллину и левомице-
тину (по 93,3%). Наиболее резистентными сальмонеллы 
оказались к налидиксовой кислоте (82,0%), тетрацикли-
ну (55,6%), доксициклину (53,3%) (рис. 4).

В результате проведенных исследований было 
установлено, что для 44,4% выделенных изолятов 
сальмонелл характерно явление полирезистентнос-
ти. Среди изолятов S. infantis 92,3% были устойчивы 
одновременно к двум группам антибиотиков: фтор-
хинолонам (налидиксовая кислота) и тетрациклинам 
(тетрациклин). Все изученные изоляты S. virchow ре-
зистентны к  цефалоспоринам (цефотаксиму), пени-
циллинам (ампициллину) и аминогликозидам (стреп-
томицину). Высокая устойчивость отмечена у 76,9% 
изолятов S.  infantis к  аминогликозидам (стрептоми-
цину) и у 87,5% изолятов S. virchow к фторхинолонам 
(налидиксовая кислота).

Среди изолятов S. enteritidis 88,9% устойчивы к фтор-
хинолонам (налидиксовой кислоте) и 27,8% – к тетра-
циклинам (доксициклин, тетрациклин).

Среди прочих изолятов сальмонелл 66,6% устойчи-
вы к тетрациклинам (доксициклин) и аминогликозидам 
(стрептомицину).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Для оценки микробиологической безопасности 

сырья животного происхождения было проведено 
1204 исследования на наличие бактерий рода Salmonella, 
в результате выделено 45 изолятов сальмонелл.

Морфологические, культуральные и биохимические 
свойства были идентичны для всех изолятов и типичны 
для бактерий рода Salmonella.

При определении серогрупповой принадлежности 
изолятов установлено, что наибольшее их количество 
относится к группе О7. Также в исследуемых образцах 
сырья животного происхождения были определены 
сальмонеллы групп О9, О5, О4. Преобладали серотипы: 
S. enteritidis (40,0%) и S. infantis (29,0%).

Все изоляты бактерий рода Salmonella, выделен-
ные из сырья животного происхождения, проявили 
чувствительность к ципрофлоксацину, левомицетину, 
амоксициллину, амикацину, азитромицину, меропе-
нему, гентамицину, цефтриаксону, канамицину, менее 
чувствительны были к  цефотаксиму, ампициллину, 

Рис. 2. Серогрупповая идентификация 45 изолятов 
бактерий рода Salmonella, выделенных из сырья 
животного происхождения 
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 левофлоксацину и слабочувствительны к налидиксо-
вой кислоте, доксициклину, стрептомицину, тетраци-
клину. Выделенные изоляты проявили высокую чув-
ствительность к  меропенему (100%), азитромицину 
(97,8%), цефтриаксону (97,7%), амикацину (95,6%), ген-
тамицину (95,6%), ципрофлоксацину, амоксициллину 
и  левомицетину (по  93,3%). Наиболее резистентны-
ми сальмонеллы оказались к налидиксовой кислоте 
(82,2%), доксициклину (53,3%), тетрациклину (55,6%). 
Явление полирезистентности характерно для 44,4% 
выделенных изолятов сальмонелл.

Конфликт интересов. Авторы заявляют об отсут-
ствии конфликта интересов.
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Антибиотик
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сальмонелл n = 6

Р П Ч Р П Ч Р П Ч Р П Ч Р П Ч
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CULTURAL PROPERTIES 

OF BOVINE RESPIRATORY SYNCYTIAL VIRUS STRAIN AB1908

КУЛЬТУРАЛЬНЫЕ СВОЙСТВА 

ВИРУСА РЕСПИРАТОРНО-СИНЦИТИАЛЬНОЙ ИНФЕКЦИИ КРУПНОГО РОГАТОГО 

СКОТА ШТАММА «АБ 1908» 

SUMMARY
Cattle respiratory diseases are some of the most spread pathologies that can cause eco-

nomic damage, resulting from fi nancial losses and costs of treatment and diagnostics. One 

of the major factors contributing to respiratory pathology development is bovine respira-

tory syncytial infection. The analysis of serological testing, performed by the FGBI “ARRIAH” 

Reference Laboratory for Cattle Diseases in 2017–2018, showed that respiratory syncytial 

virus seroprevalence in animals of dairy farms is 60%. Herewith, it was noted that the most 

susceptible animals to this infection are calves under one year of age. The eff ectiveness of 

bovine respiratory syncytial infection control measures depends on timely diagnosis; that is 

why reliable and accurate diagnostic tools are needed, including optimal techniques of virus 

isolation from pathological material. For successful virus isolation from clinical samples, it is 

necessary to adhere strictly to optimal parameters of this agent cultivation. This paper pre-

sents data on study of bovine respiratory syncytial virus strain AB 1908 cultural properties. The 

tests performed showed that a continuous bovine turbinate (BT) cell line, continuous bovine 

fetal trachea (FBT) cell line and continuous bovine calf kidney (RBT) cell line are sensitive 

for cultivation of this agent and can be used to prepare viral suspension, needed for further 

research. Virus titre in BT cell culture was 4.33 ± 0.16 – 4.66 ± 0.12 lg TCID
50

/ cm3, in RBT 

cell culture – 4.33 ± 0.33 – 4.7 ± 0.36 lg TCID
50

/cm3 and in FBT cell culture – 4.13 ± 0.20 – 

4.78 ± 0.17 lg TCID
50

/cm3. The following virus cultivation optimal parameters were also de-

termined during this study: the age of the culture for virus inoculation should be 1–2 days 

and multiplicity of inoculation should be 0.1 TCID
50

/cell.

Key words: bovine respiratory syncytial virus, AB 1908 strain, cell culture, cultivation, virus 

titre, infectivity. 

РЕЗЮМЕ
Респираторные заболевания крупного рогатого скота являются одними из наиболее рас-

пространенных патологий, а также важным фактором, обуславливающим экономиче-

ский ущерб, связанный с финансовыми потерями и затратами на лечение и диагностику 

заболеваний. Одну из ведущих позиций в развитии респираторной патологии занимает 

респираторно-синцитиальная инфекция крупного рогатого скота. Анализ результатов 

серологических исследований, проведенных в референтной лаборатории болезней КРС 

ФГБУ «ВНИИЗЖ» в 2017–2018 гг., показал, что серопревалентность животных к респира-

торно-синцитиальной инфекции в молочных хозяйствах составила 60%. При этом было 

отмечено, что наиболее восприимчивыми животными к данной инфекции являются теля-

та в возрасте до одного года. Эффективность мер борьбы с респираторно-синцитиальной 

инфекцией крупного рогатого скота зависит от своевременной постановки диагноза, для 

этого необходимы надежные и точные средства диагностики, в том числе оптимальные 

методы выделения вируса из патологического материала. Для успешного выделения 

вируса из клинических образцов необходимо точно соблюдать оптимальные параметры 

культивирования данного возбудителя. В  статье представлены данные по  изучению 

культуральных свойств вируса респираторно-синцитиальной инфекции крупного рогато-

го скота штамма «АБ 1908». В результате проведенных исследований было установлено, 

что перевиваемая культура клеток слизистой носовых перегородок крупного рогатого 

скота (BT), перевиваемая линия клеток трахеи эмбриона коровы (FBT) и перевиваемая 

линия клеток почки теленка (RBT) являются чувствительными системами для культи-

вирования данного возбудителя и могут быть использованы для получения вирусной 

суспензии с целью дальнейших научных исследований. Титр вируса в культуре клеток ВТ 

был на уровне 4,33 ± 0,16 – 4,66 ± 0,12 lg ТЦД
50

/см3, в культуре клеток RBT – 4,33 ± 0,33 – 

4,7 ± 0,36 lg ТЦД
50

/см3 и в культуре клеток FBT –4,13 ± 0,20 – 4,78 ± 0,17 lg ТЦД
50

/см3. 

Также в ходе проделанной работы были определены оптимальные параметры культиви-

рования возбудителя в данных чувствительных культурах клеток: возраст культуры для 

инфицирования вирусом – 1–2 сут, множественность заражения – 0,1 ТЦД
50

/кл.

Ключевые слова: респираторно-синцитиальный вирус крупного рогатого скота, 

штамм «АБ 1908», культура клеток, культивирование, титр вируса, инфекционная 

активность. 
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Целью настоящей работы явилось изучение куль-
туральных свойств вируса РСИ КРС штамма «АБ 1908» 
и степени его накопления в различных системах куль-
тивирования.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В опытах использовали штамм «АБ  1908», адапти-

рованный к перевиваемой культуре клеток слизистой 
носовых перегородок КРС (ВТ, АТСС, США). 

Для проведения исследований были выбраны: 
перевиваемая линия клеток слизистой носовых пере-
городок эмбриона КРС  (FBN), перевиваемая культу-
ра клеток слизистой носовых перегородок КРС (BT), 
перевиваемая культура клеток почки макаки-резуса 
(МА-104), перевиваемая линия клеток почки теленка 
(RBT) [2], перевиваемая линия клеток трахеи эмбриона 
коровы (FBT), первично трипсинизированная культура 
клеток почки барана (ПБ). Чувствительность культуры 
клеток к вирусу РСИ КРС определяли методом после-
довательных пассажей. С  этой целью монослойную 
культуру клеток без признаков дегенерации, после от-
мывки монослоя раствором Хенкса, заражали вирусом 
РСИ КРС с предварительной адсорбцией на клетках. 
После 60-минутного контакта вируса с  клетками за-
ливали поддерживающую среду ПСП с 10%-м содер-
жанием сыворотки крови КРС и культивировали при 
температуре (37 ± 0,5) °С. Инфицированную культуру 
ежедневно просматривали под микроскопом на нали-
чие характерных морфологических изменений клеток.

Инфекционную активность вируса РСИ КРС опреде-
ляли в культуре клеток ВТ методом микротитрования 
стандартным способом. Заключительный учет резуль-
татов титрования вируса проводили через 6–7 сут ин-
кубирования при условии сохранения целостности 
монослоя клеток в контрольных лунках. 

Расчет инфекционной активности проводили по ме-
тоду Рида и Менча и выражали в lg ТЦД50/см3. Геном виру-
са РСИ КРС выявляли с помощью полимеразной цепной 
реакции с обратной транскрипцией (ОТ-ПЦР), используя 
коммерческий набор «Рибо-Сорб», (AmpliSens, Россия).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБС У ЖДЕНИЕ
Для изучения культуральных свойств вируса 

РСИ КРС штамма «АБ 1908» было проведено 5 после-
довательных пассажей в различных культурах клеток. 
Результаты исследований приведены в таблице 1.

Из представленных в таблице 1 данных видно, что 
уровень накопления вируса РСИ КРС штамм «АБ 1908» 
в различных клеточных системах был неодинаков.

Культивирование вируса в  культурах клеток ПБ 
и FBN привело к постепенному снижению его активно-
сти, при проведении 2–3 пассажей титр вируса находил-
ся в пределах от 2,68 ± 0,13 до 1,13 ± 0,08 lg ТЦД50/ см3. 
Время культивирования составляло 7 сут.

При культивировании вируса в  культуре клеток 
MA-104 наблюдали минимальное накопление вируса 
только на уровне 1-го пассажа (1,05 ± 0,30 lg ТЦД50/см3). 
Далее вирус не регистрировали. 

Высокое накопление вируса РСИ  КРС штамма 
«АБ 1908» было отмечено в культурах клеток BT, RBT и FBT 
уже с 1-го пассажа. Титр вируса в данных системах был 
в пределах 4,33 ± 0,16 – 4,66 ± 0,12, 4,33 ± 0,33 – 4,7 ± 0,36, 
4,13 ± 0,20 – 4,78 ± 0,17 lg ТЦД50/ см3 соответственно.

В ходе исследований было отмечено, что цитопа-
тическое действие (ЦПД) вируса РСИ КРС в культурах 

ВВЕДЕНИЕ
Значимую часть экономического ущерба, связанно-

го со снижением скорости развития и роста больных 
животных, затратами на лечение, а также диагностиче-
скими и профилактическими мероприятиями, состав-
ляют респираторные заболевания крупного рогатого 
скота (КРС) [4]. Одну из ведущих позиций в развитии 
респираторной патологии занимает респираторно-
синцитиальная вирусная инфекция крупного рогатого 
скота.

Респираторно-синцитиальная инфекция крупного 
рогатого скота (РСИ КРС) – это контагиозное респира-
торное заболевание, которое наносит огромный ущерб 
животноводству по всему миру, в том числе и в России. 
РСИ  КРС характеризуется катаральной бронхопнев-
монией, отеком легкого, слизистыми выделениями 
из носа, угнетением общего состояния животного 
и отсутствием аппетита. Наиболее восприимчивыми 
являются телята первого года жизни [1, 6, 7]. Соглас-
но данным, опубликованным на официальном сайте 
Россельхознадзора, серопревалентность животных 
к РСИ КРС составила 78,9% от общего числа исследо-
ванных проб. В период с 2017 по 2018 г. циркуляцию 
вируса РСИ КРС отмечали в молочных хозяйствах, не 
практикующих вакцинацию. По результатам исследо-
ваний, проведенных в референтной лаборатории бо-
лезней КРС ФГБУ «ВНИИЗЖ», количество выявленных 
положительных проб в этих хозяйствах составило 60%. 
На основании вышеизложенного можно заключить, 
что изучение биологических свойств вируса РСИ КРС, 
а также разработка средств диагностики и профилакти-
ки данного заболевания являются актуальной задачей.

Эффективность мер борьбы с РСИ КРС зависит от 
точности и быстроты диагностики. Диагноз ставят на 
основании эпизоотических данных, клинических при-
знаков, патологоанатомического вскрытия и подтвер-
ждают лабораторными исследованиями. При постанов-
ке диагноза необходимо исключить такие заболевания, 
как инфекционный ринотрахеит (ИРТ), вирусную диа-
рею (ВД  КРС), парагрипп-3 (ПГ-3), рота- и  коронави-
русные инфекции КРС [6, 7]. Для диагностики РСИ КРС 
используют иммуноферментный анализ (ИФА), поли-
меразную цепную реакцию (ПЦР) и выделение вируса 
в культуре клеток.

До настоящего времени в России основным спосо-
бом диагностики РСИ КРС является выделение вируса 
из проб биологического материала в культуре клеток 
с последующей идентификацией его в реакции нейтра-
лизации. По данным отечественных авторов, чувстви-
тельными к вирусу РСИ КРС считаются такие культуры 
клеток, как диплоидные культуры клеток легкого (Л5Э) 
и почки эмбриона (П5Э) коровы, перевиваемые линии 
почки эмбриона овцы (FLK), почки теленка (Т-1, ПТ) 
и первично трипсинизированная культура клеток лег-
кого эмбриона коровы (ЛЭК) [3, 5]. Выделение вируса 
РСИ КРС затруднено ввиду его чрезвычайной лабиль-
ности и  возможно только на ранней стадии инфек-
ции; вероятность выделения снижается с появлением 
признаков заболевания. Из-за сложности выделения 
и  культивирования также затруднено получение до-
статочного количества вирусного материала с высокой 
инфекционной активностью. 

В связи с этим актуальным является изучение куль-
туральных свойств возбудителя с целью выбора наибо-
лее технологичных приемов конструирования средств 
диагностики и профилактики данного заболевания.
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клеток было различным (рис. 1–6). Так, в культуре ВТ 
к 5-му пассажу через 2–3 сут культивирования наблю-
дали округление клеток, к 4–5-м сут – слияние клеточ-
ных мембран, а к 5–6-м сут – образование синцитиев, 
фрагментацию, разрыв монослоя и отделение клеток 
от стекла (рис. 1–2).

В культурах клеток FBT и RBT наблюдали схожую кар-
тину ЦПД вируса: образование нечетких  симпластов 
и конгломератов (рис. 3–6). В данных клеточных линиях 
к 5-му пассажу на 2–3 сут культивирования отмечали 
деформацию отдельных клеток, к 3–5-м сут – образо-
вание выраженных локализованных очагов поражения 

Таблица 1 
Репродукция вируса РСИ КРС штамма «АБ 1908» в культурах клеток (n = 3)

Культура клеток Номер пассажа Время культивирования, сут
Титр инфекционной активности,

lg ТЦД
50

/см3

Наличие генома вируса 
в ОТ-ПЦР

BT

1 10 4,33 ± 0,16 +

2 7 4,63 ± 0,13 +

3 5–6 4,66 ± 0,12 +

4 5 4,66 ± 0,12 +

5 5 4,50 ± 0,25 +

RBT

1 10 4,33 ± 0,33 +

2 7 4,36 ± 011 +

3 5–6 4,66 ± 0,33 +

4 5 4,70 ± 0,36 +

5 6 4,66 ± 0,33 +

FBT

1 10 4,25 ± 0,10 +

2 7 4,33 ± 0,80 +

3 5–6 4,78 ± 0,05 +

4 5 4,13 ± 0,20 +

5 6 4,78 ± 0,17 +

ПБ

1 7 2,68 ± 0,13 +

2 7 2,05 ± 0,14 +

3 7 1,67 ± 0,10 +

4 7 н/о +

5 7 н/о –

FBN

1 7 1,26 ± 0,03 +

2 7 1,13 ± 0,08 +

3 7 н/о –

MA-104
1 7 1,05 ± 0,30 +

2 7 н/о –

н/о – не обнаружено.

Рис. 1. Монослой незараженной культуры клеток BT 
на 6-е сут (увеличение ×400)

Рис. 2. Клетки монослоя BT после инфицирования 
вирусом РСИ КРС через 6 сут (увеличение ×400)
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Как видно из данных, представленных в таблице 2, 
максимальное накопление вируса в  культуре кле-
ток BT отмечали при посевной концентрации 100–
200 тыс./см3. Титр вируса в данной культуре составлял 
4,25 ± 0,44 lg ТЦД50/см3. Наибольшая активность вируса 
в культурах клеток RBT и FBT была при посевной кон-
центрации 200–300 тыс./см3 – 3,78 ± 0,13 – 4,25 ± 0,25 

и 3,62 ± 0,13 – 4,54 ± 0,24 lg ТЦД50/см3 соответственно.
Таким образом, оптимальной посевной концентра-

цией для клеток BT является 100 тыс./см3, для RBT и FBT – 
200–300 тыс./см3.

На следующем этапе работы изучали влияние воз-
раста культуры на инфекционную активность вируса 
РСИ КРС штамма «АБ 1908». С этой целью были выбраны 
культуры клеток с наибольшим уровнем накопления 
вируса (BT, RBT, FBT). Результаты проведенных иссле-
дований представлены в таблице 3.

Как видно из таблицы  3, в  сформировавшемся 
к  1–2-м  сут монослое культур клеток ВТ, RBT и  FBT 
вирус РСИ КРС штамма «АБ 1908» репродуцировался 
в титрах 4,75 ± 0,06; 4,50 ± 0,25 и 4,63 ± 0,05 lg ТЦД50/ см3 

клеток, к 6–7-м сут – образование симпластов и кон-
гломератов.

Нужно отметить, что из всех испытанных культур 
клеток наиболее подходящими для репродукции ви-
руса РСИ  КРС оказались клеточные системы BT, FBT 
и RBT гомологичного происхождения. Культуры клеток 
ВТ и FBT произошли из тканей дыхательной системы 
и являются явно пермиссивными. Клеточная линия RBT, 
полученная из почки КРС, также оказалась чувстви-
тельной к изучаемому вирусу.

Следующим этапом работы являлось определение 
посевной концентрации клеток BT, FBT и RBT, которая 
наиболее подходит для максимальной репродукции 
вируса (табл. 2). Для этого использовали посевную кон-
центрацию клеток в диапазоне от 100 до 400 тыс./ см3. 
Культуры клеток выращивали в  течение 1  сут при 
(37 ± 0,5)  °С, множественность заражения составила 
0,1 ТЦД50/кл. Активность вируса учитывали по лизису 
клеток в  суспензии исследуемой культуры, а  также 
методом титрования в культуре клеток ВТ. Результаты 
представлены в таблице 2.

Рис. 3. Монослой незараженной культуры клеток RBT 
на 6-е сут (увеличение ×400) 

Рис. 4. Клетки монослоя RBT после инфицирования 
вирусом РСИ КРС через 6 сут (увеличение ×400) 

Рис. 6. Клетки монослоя FBT после инфицирования 
вирусом РСИ КРС через 6 сут (увеличение ×400) 

Рис. 5. Монослой незараженной культуры клеток FBT 
на 6-е сут (увеличение ×400)

Таблица 2 
Влияние посевной концентрации клеток BT, FBT и RBT на репродукцию вируса РСИ КРС штамма «АБ 1908» (n = 3)

Посевная концентрация 
клеток, тыс./см3

Время культивирования, 
сут

Титр вируса, lg ТЦД
50

/см3

BT FBT RBT

100 6 4,25 ± 0,44 3,33 ± 0,23 3,33 ± 0,33

200 5 4,25 ± 0,25 3,62 ± 0,13 3,78 ± 0,13

300 5 3,78 ± 0,33 4,54 ± 0,24 4,25 ± 0,25

400 6 2,70 ± 0,10 3,33 ± 0,30 3,16 ± 0,16
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КРС, используя для этого суточные культуры клеток BT, 
FBT и RBT. Вирус культивировали в течение 1–6 сут. Ин-
тенсивность размножения вируса учитывали по ЦПД 
на клетки, его активность определяли методом титро-
вания в культуре клеток BT. 

Установлено, что наиболее высокий выход вируса 
в культурах клеток BT, FBT и RBT происходит при его 
репродукции в течение 4–6 сут, о чем свидетельствуют 
данные, представленные в таблице 5. При этом мак-
симальный уровень накопления вируса составил от 
3,33 ± 0,23 до 4,75 ± 0,25 lg ТЦД50/см3. При культивиро-
вании вируса в течение 1–3 сут титр вируса был в диа-
пазоне от 2,00 ± 0,16 до 2,70 ± 0,10 lg ТЦД50/см3. 

Для получения опытных образцов культурального 
вируса РСИ КРС было проведено три последовательных 
пассажа по оптимизированной схеме культивирова-
ния: клеточная система – BT, FBT или RBT, возраст куль-
туры – 1 сут.; посевная концентрация – 100 тыс. кл./ см3 
для BT, 200–300  тыс. кл./см3 для FBT и RBT; множествен-
ность заражения – 0,1 ТЦД50/кл; время сбора вирусного 
материала – 6 сут.

На 1-м пассаже ЦПД вируса в культуре BT проявля-
лось в виде округления клеток к 3–4-м сут культиви-
рования, слияние клеточных мембран с образованием 
симпластов происходило к 4–6-м сут, возникновение 
конгломератов и синцитиев – к 6–7-м сут. В культурах 
клеток FBT и RBT к 6-м сут отмечалось разрыхление 
монослоя и частичное отслоение клеток в суспензию. 
При этом титр инфекционной активности составил 
3,78 ± 0,33; 3,33 ± 0,13 и 3,63 ± 0,33 lg ТЦД50/см3 для куль-
тур клеток BT, FBT и RBT соответственно. На 2-м пассаже 
картина ЦПД вируса практически не изменилась. Одна-
ко к 3-му пассажу происходило образование конгломе-
ратов и синцитиев к 4–6-м сут во всех исследуемых кле-
точных системах. Результаты представлены в таблице 6.

Таким образом, представленные культуры кле-
ток являются чувствительными биологическими 

соответственно. А при инокуляции вируса в 3–4-суточ-
ные культуры репродукция вируса снижалась и  со-
ставила в  среднем 3,66  ±  0,29  (ВТ); 3,60  ±  0,16  (RBT) 
и 3,53 ± 0,13 lg ТЦД50/см3 (FBT). Снижение инфекцион-
ной активности вируса может быть связано со сниже-
нием процессов обмена веществ клеток с  внешней 
средой, которые протекают активнее на начальной 
стадии роста монослоя. Таким образом, наиболее оп-
тимальным возрастом культур клеток ВТ, RBT и FBT для 
инокуляции вируса является 1–2 сут.

При исследовании культуральных свойств вируса 
важным является определение множественности за-
ражения. Исходя из этого, следующим этапом работы 
стало определение влияния множественности зараже-
ния на цитопатическую активность вируса в культурах 
клеток BT, RBT и FBT. Для этого использовали дозы зара-
жения 0,001; 0,01 и 0,1 ТЦД50/кл. Инкубацию вируса пре-
кращали при 90%-м разрушении клеток и отслоении их 
от стекла. Цитопатическую активность проверяли мето-
дом микротитрования в культуре клеток BT. Результаты 
представлены в таблице 4.

Как видно из таблицы  4, цитопатическая актив-
ность вируса при множественности заражения 
0,1 ТЦД50/кл составила 4,33 ± 0,10 ТЦД50/кл в культуре 
клеток BT, 4,54 ± 0,10 ТЦД50/кл в культуре клеток RBT, 
4,33 ± 0,33 ТЦД50/кл в культуре клеток FBT. При более 
низких дозах заражения (0,01 и 0,001 ТЦД50/кл) инфек-
ционная активность вируса уменьшалась и составила 
3,16 ± 0,16 – 4,16 ± 0,16 lg ТЦД50/см3, а время проявления 
ЦПД увеличивалось от 6 до 10 сут. 

Таким образом, оптимальная доза заражения куль-
тур клеток вирусом равна 0,1  ТЦД50/кл. Заражение 
культур клеток малой концентрацией вируса (0,001 
и 0,01 ТЦД50/кл) замедляет процесс репродукции ви-
руса и снижает его цитопатическую активность.

На следующем этапе работы изучали влияние вре-
мени культивирования на репродукцию вируса РСИ 

Таблица 3 
Влияние возраста культуры клеток на инфекционную активность вируса 
РСИ КРС штамма «АБ 1908» (n = 3)

Возраст культуры, 
сут

Время культивирования, 
сут

Титр вируса, lg ТЦД
50

/см3

BT RBT FBT

1 6 4,75 ± 0,06 4,25 ± 0,11 4,50 ± 0,17

2 7 4,25 ± 0,11 4,50 ± 0,25 4,63 ± 0,05

3 10 4,00 ± 0,25 4,00 ± 0,22 3,83 ± 0,15

4 10 3,33 ± 0,33 3,21 ± 0,11 3,23 ± 0,11
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Таблица 4
Определение влияния множественности заражения на активность вируса 
РСИ КРС штамма «АБ 1908» (n = 3)

Доза заражения, 
ТЦД

50
/кл

Время культивирования, 
сут

Титр вируса, lg ТЦД
50

/см3

BT RBT FBT

0,001 7–10 3,63 ± 0,20 3,33 ± 0,30 3,16 ± 0,16

0,01 6–8 4,16 ± 0,16 4,00 ± 0,25 4,00 ± 0,19

0,1 5–6 4,33 ± 0,10 4,54 ± 0,10 4,33 ± 0,33
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системами для вируса РСИ КРС штамма «АБ  1908», 
титр вируса в  культуре клеток ВТ был на уровне 
3,78 ± 0,33 – 4,75 ± 0,06 lg ТЦД50/см3, в культуре клеток 
RBT – 3,63 ± 0,33 – 4,65 ± 0,25 lg ТЦД50/см3 и в культуре 
клеток FBT – 3,33 ± 0,13 – 4,67 ± 0,17 lg ТЦД50/см3.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
При изучении культуральных свойств вируса РСИ 

КРС штамма «АБ  1908» установлено, что чувстви-
тельными биологическими системами для его ре-
продукции являются культуры клеток BT, RBT и  FBT 
гомологичного происхождения. Культуры клеток 
МА-104, ПБ и  FBN оказались непригодными для ре-
продукции вируса РСИ КРС штамма «АБ  1908». Ви-
рус в  культуре клеток ВТ накапливался в  пределах 
4,33 ± 0,16 – 4,66 ± 0,12 lg ТЦД50/см3, в культуре клеток 
RBT – 4,33 ± 0,33 – 4,7 ± 0,36  lg ТЦД50/см3 и культуре 
клеток FBT –4,13 ± 0,20 – 4,78 ± 0,17 lg ТЦД50/ см3. Опти-
мальными условиями культивирования вируса РСИ КРС 
штамма «АБ 1908» в изучаемых клеточных линиях яв-
лялось: посевная концентрация 100 тыс./см3 – для BT, 
200–300 тыс./см3 – для FBT и RBT; время выращивания 
культур клеток  – 1–2  сут, множественность зараже-
ния – 0,1 ТЦД50/кл, время сбора вирусного материала – 
 6–7-е сут культивирования.
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Таблица 6
Инфекционная активность вируса РСИ КРС штамма «АБ 1908» 
на различных пассажах (n = 3)

Номер 
пассажа

Культура 
клеток

Время проявления 
ЦПД, сут

Инфекционная 
активность, 
lg ТЦД

50
/см3

1

BT 4 3,78 ± 0,33

FBT 5 3,33 ± 0,13

RBT 5 3,63 ± 0,33

2

BT 4 4,0 ± 0,25

FBT 5 3,63 ± 0,12

RBT 5 3,75 ± 0,25

3

BT 4 4,75 ± 0,06

FBT 6 4,67 ± 0,17

RBT 6 4,65 ± 0,25

Таблица 5 
Влияние времени культивирования на репродукцию вируса РСИ КРС (n = 3)

Время культивирования, 
сут

Возраст культуры, сут
Титр вируса, lg ТЦД

50
/см3

BT FBT RBT

1

1

2,23 ± 0,10 2,00 ± 0,16 2,16 ± 0,16

2 2,54 ± 0,08 2,23 ± 0,10 2,22 ± 0,11

3 2,70 ± 0,10 2,33 ± 0,33 2,54 ± 0,24

4 3,78 ± 0,33 3,33 ± 0,23 3,33 ± 0,33

5 4,25 ± 0,44 3,62 ± 0,13 3,78 ± 0,13

6 4,75 ± 0,25 4,54 ± 0,24 4,25 ± 0,25
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ASSESSMENT OF EFFICACY 

AND SAFETY OF INACTIVATED RABIES VACCINES BASED ON “ARRIAH” STRAIN 

AND FORMULATED WITH DIFFERENT ADJUVANTS IN CATTLE 

ОЦЕНКА ЭФФЕКТИВНОСТИ 

И БЕЗОПАСНОСТИ ПРИМЕНЕНИЯ ДЛЯ КРУПНОГО РОГАТОГО СКОТА 

ИНАКТИВИРОВАННЫХ АНТИРАБИЧЕСКИХ ВАКЦИН ИЗ ШТАММА «ВНИИЗЖ» 

С ИСПОЛЬЗОВАНИЕМ РАЗНЫХ АДЪЮВАНТОВ

SUMMARY
Rabies cases are still reported in various mammal species in the Russian Federation. Wild 

carnivores contacting with domestic and farm animals and transmitting the pathogen 

to them are the main source and natural reservoirs of rabies. The highest level of rabies 

incidence in livestock is observed among cattle. Thus, 158 new outbreaks were reported 

in the Russian Federation in 2017 where the virus was identifi ed in cattle. Rabies specifi c 

prophylaxis as well as assessment of its effi  cacy based on the level of accumulated anti-

rabies virus neutralizing antibodies currently occupy one of the leading positions in the 

modern system of veterinary and sanitary measures against rabies. The paper presents 

the study results confi rming effi  cacy and safety of three inactivated rabies vaccines based 

on the “ARRIAH” strain and intended for rabies prevention in cattle. The adsorbed and two 

emulsion rabies vaccines, formulated with diff erent adjuvants demonstrated innocuity 

and safety, and induced post-vaccination immunity in all immunized animals at day 21 

post inoculation. The mean titers of anti-rabies antibodies were as follows: for inactivated 

adsorbed vaccine – 4.02 ± 0.76 IU/cm3; for inactivated emulsion vaccines – 16.30 ± 2.03 

and 20.73 ± 3.39 IU/cm3. As compared with the adsorbed vaccine, the emulsion vaccines 

formulated with Montanide ISA 206 and ISA 70 adjuvants induce stronger immunity.

Key words: rabies, post-vaccination immunity, anti-rabies virus-neutralizing 

antibodies, inactivated adsorbed and emulsion vaccines against rabies, cattle.

РЕЗЮМЕ
На территории Российской Федерации продолжают регистрировать случаи бешен-

ства среди разных видов млекопитающих. Источником и резервуаром природного 

бешенства являются дикие плотоядные, которые при контакте передают возбуди-

тель домашним и сельскохозяйственным животным. Наибольшее количество слу-

чаев инфицирования вирусом бешенства в группе сельскохозяйственных живот-

ных отмечают среди крупного рогатого скота. Так, в 2017 г. в Российской Федерации 

зафиксировано 158 новых очагов инфекции, в которых вирус был выявлен именно 

у крупного рогатого скота. В современных условиях в системе ветеринарно-сани-

тарных мероприятий против бешенства одно из ведущих мест занимает специфи-

ческая профилактика, а также оценка ее эффективности по уровню накопления 

антирабических вируснейтрализующих антител. В статье приведены результаты 

исследований по изучению иммунобиологических свойств трех инактивирован-

ных антирабических вакцин из штамма «ВНИИЗЖ», которые предназначены для 

профилактики бешенства крупного рогатого скота. Показано, что сорбированная 

и две эмульсионные вакцины против бешенства, разработанные с применени-

ем различных адъювантов (гель гидрата окиси алюминия, Montanide ISA 206 

и Montanide ISA 70), являются авирулентными и безвредными при тестировании 

на белых мышах и крупном рогатом скоте. Все экспериментальные антирабиче-

ские вакцины, изготовленные из штамма «ВНИИЗЖ», стимулируют формиро-

вание поствакцинального иммунитета у всех привитых животных уже на 21 сут 

после введения. Средние значения титра антирабических антител составили: для 

инактивированной сорбированной – 4,02 ± 0,76 МЕ/см3; для инактивированных 

эмульсионных – 16,30 ± 2,03 и 20,73 ± 3,39 МЕ/см3. По сравнению с сорбирован-

ной вакциной эмульсионные препараты на основе адъювантов Montanide ISA 206 

и ISA 70 индуцируют более напряженный иммунитет.

Ключевые слова: бешенство, поствакцинальный иммунитет, антирабические 

вируснейтрализующие антитела, инактивированная сорбированная 

и эмульсионная вакцины против бешенства, крупный рогатый скот.
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Целью данной работы было изучение эффективно-
сти и безопасности применения для КРС антирабичес-
ких инактивированных вакцин из штамма «ВНИИЗЖ» 
с использованием различных адъювантов.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Вакцины. Экспериментальные серии антирабиче-

ских вакцин получали на основе вируса бешенства 
штамма «ВНИИЗЖ», репродуцированного в суспензи-
онной клеточной сублинии из почки новорожденного 
сирийского хомячка (ВНК-21/2-17b). Инактивацию ви-
руса бешенства проводили с использованием раствора 
аминоэтилэтиленимина (АЭЭИ). Для очистки суспензии 
инактивированного антигена вируса от балластных 
белков применяли раствор полигексаметиленгуани-
дина (ПГМГ). В качестве адъюванта использовали ГОА 
(ФГБУ «ВНИИЗЖ», Россия) и ряд масляных адъювантов 
Montanide (SEPPIC, Франция). Характеристика опытных 
образцов вакцин представлена в таблице 1.

Животные. Для изучения поствакцинального имму-
нитета использовали 45 голов КРС черно-пестрой по-
роды массой 250–300 кг в возрасте 9–12 месяцев. 

Оценку авирулентности и  безвредности антира-
бических вакцин проводили на белых мышах массой 
10–12 г в количестве 90 особей.

Все эксперименты на животных проводились в стро-
гом соответствии с межгосударственными стандартами 
по содержанию и уходу за лабораторными животными 
ГОСТ 33216-2014 и ГОСТ 33215-2014, принятыми Меж-
государственным советом по стандартизации, метро-
логии и сертификации, а также согласно требованиям 
Директивы 2010/63/EU Европейского парламента и Со-
вета Европейского союза от 22.09.2012 по охране жи-
вотных, используемых в научных целях.

Определение титра инфекционной активности 
вируса бешенства. Инфекционную активность ви-
руса бешенства определяли с помощью высокочув-
ствительной монослойной клеточной линии нейро-
бластомы мыши (N2а) с последующим окрашиванием 
антирабическим иммуноглобулином, меченным флуо-
ресцеинизотиоцианатом (ФИТЦ). Значения титра ви-
руса вычисляли с  применением метода Спирмана-
Кербера [15].

Иммунизация животных. Для проведения иссле-
дования КРС разделили на три группы по 10  голов 
в каждой. Животных первой группы иммунизировали 
инактивированной сорбированной вакциной подкож-
но в прививной дозе 5 см3, второй – инактивированной 
эмульсионной вакциной, полученной с применением 
адъюванта Montanide ISA 206, в дозе 2 см3, третьей – 
инактивированной эмульсионной вакциной, изготов-
ленной с использованием адъюванта Montanide ISA 70, 

ВВЕДЕНИЕ
Бешенство (Rabies) является остро протекающим ви-

русным заболеванием млекопитающих, которое харак-
теризуется поражением центральной нервной систе-
мы, энцефаломиелитами, параличами с неизбежным 
летальным исходом. В соответствии с классификацией 
Международного комитета по таксономии вирусов 
возбудитель принадлежит к порядку Mononegavirales, 
семейству Rhabdoviridae, роду Lyssavirus [16].

Ежегодно в  мире от бешенства погибает более 
50 тысяч человек и свыше миллиона животных. В насто-
ящее время Российская Федерация остается страной, 
неблагополучной по данному заболеванию. На терри-
тории государства продолжают регистрировать случаи 
бешенства среди разных видов млекопитающих, в том 
числе крупного рогатого скота (КРС), мелкого рогатого 
скота, свиней, лошадей, собак, кошек, диких плотояд-
ных животных и т. д. [13]. Источником и резервуаром 
природного бешенства являются дикие плотоядные, 
которые при контакте передают возбудитель домаш-
ним и сельскохозяйственным животным [6]. Наиболь-
шее количество случаев инфицирования вирусом 
бешенства в группе сельскохозяйственных животных 
отмечают среди КРС [13]. Так, в 2017 г. в РФ зафиксиро-
вано 158 новых очагов инфекции, в которых вирус был 
выявлен именно у КРС [14].

В современных условиях в  системе ветеринарно-
санитарных мероприятий против бешенства одно из 
ведущих мест занимает специфическая профилактика, 
а также оценка ее эффективности по уровню накопле-
ния антирабических вируснейтрализующих антител 
(ВНА) [4, 10, 12]. Правильное и своевременное прове-
дение вакцинации позволяет сдерживать распростра-
нение болезни и  существенно снижать возможные 
экономические потери. Для профилактики бешенства 
применяют как живые, так и инактивированные вакци-
ны [2, 7, 9, 11]. Основным способом борьбы с инфекцией 
в природе считается оральная антирабическая вакцина-
ция, эффективность и надежность которой при правиль-
ном осуществлении не вызывает сомнений [3, 4].

Для профилактики и предотвращения распростра-
нения вируса бешенства среди домашних и сельско-
хозяйственных животных применяют культуральные 
инактивированные вакцины из различных штаммов 
вируса [2, 4, 9]. При разработке антирабических вакцин 
особое внимание уделяют их безопасности и эффектив-
ности. Для формирования напряженного и продолжи-
тельного иммунитета у привитых животных в качестве 
неспецифических стимуляторов иммуногенеза ис-
пользуют широкий спектр адъювантов, в  частности 
гель гидрата окиси алюминия (ГОА) – при изготовлении 
сорбированных вакцин, масляные адъюванты – при 
производстве эмульсионных препаратов [1, 8].

Таблица 1
Антирабические вакцины на основе разных адъювантов, разработанные для иммунизации КРС

Номер 
образца

Тип вакцины Адъювант Соотношение адъювант/антиген Тип эмульсии

1 инактивированная сорбированная ГОА 90/10 –

2 инактивированная эмульсионная Montanide ISA 206 50/50 W/O/W

3 инактивированная эмульсионная Montanide ISA 70 70/30 W/O

W/O – вода/масло (обратная эмульсия);
W/O/W – вода/масло/вода (множественная эмульсия).
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в дозе 2 см3. Все представленные вакцинные препараты 
вводили однократно в цельном виде (табл. 2).

Определение количества антирабических ВНА. Ос-
новным методом оценки напряженности поствакци-
нального антирабического иммунитета у  животных, 
рекомендованным МЭБ, является реакция нейтрали-
зации в монослойной культуре клеток ВНК-21/2-17b 
(FAVN – fl uorescent antibody virus neutralization). FAVN 
проводили согласно Руководству МЭБ по диагностиче-
ским тестам и вакцинам для наземных животных, зна-
чения титра антирабических ВНА выражали в МЕ/ см3. 
В соответствии с международными требованиями за-
щитным является уровень ВНА против вируса бешен-
ства ≥ 0,5 МЕ/см3 [12, 17]. Сыворотки крови исследовали 
до вакцинации КРС и на 21 сут после нее. 

Оценка авирулентности антигена вируса бешен-
ства в культуре клеток. Полноту инактивации вируса 
бешенства контролировали инокуляцией в монослой-
ную перевиваемую культуру клеток ВНК-21/2-17b в те-
чение трех последовательных пассажей. Суспензию 
инактивированного вируса бешенства вносили в су-
точную культуру клеток ВНК-21/2-17b и инкубировали 
при температуре (37,0 ± 0,5)  °С в течение 1 часа. По-
сле экспозиции монослой омывали средой Игла МЕМ 
и вносили на поверхность клеток поддерживающую 
среду с 2% фетальной сыворотки КРС. Культуру клеток 
выдерживали при температуре (37,0 ± 0,5) °С в течение 
4 сут. Далее проводили инкубирование монослоя с ан-
тирабическим иммуноглобулином, меченным ФИТЦ, 
и оценивали наличие или отсутствие специфического 
для вируса бешенства флуоресцентного свечения. В ка-
честве положительного контроля использовали лио-
фильно высушенную суспензию неинактивированного 
вируса бешенства штамма «ВНИИЗЖ» с титром инфек-
ционной активности 7,00 lg TCID50/см3. Отрицательным 
контролем служила лиофильно высушенная суспен-
зия инактивированного вируса бешенства. Матери-
ал считается авирулентным, если ни в одном из трех 
последовательных пассажей не обнаружено наличие 
флуоресцентного свечения, специфичного для вируса 
бешенства.

Оценка авирулентности антирабических вакцин на 
белых мышах. Сорбированную вакцину против бешен-
ства разбавляли физиологическим раствором в 4 раза, 
полученную суспензию вводили интрацеребрально по 
0,03 см3 15 белым мышам. 

Эмульсионные вакцины перед введением разруша-
ли до выделения антигенной фазы. Для этого их под-

вергали 2–3-кратному замораживанию и оттаиванию, 
затем центрифугировали в течение 30 мин при 1000 g. 
Осевший на дне пробирки антиген использовали для 
испытаний путем интрацеребрального введения жи-
вотным в  объеме 0,03  см3 (по 15  особей на каждую 
вакцину). За животными вели наблюдение в течение 
21 сут. Вакцина считается авирулентной, если все жи-
вотные в течение всего срока наблюдения оставались 
клинически здоровыми – без проявления признаков, 
характерных для бешенства.

Оценка безвредности вакцины на белых мышах. 
Вакцинные препараты вводили 45 белым мышам (по 
15 особей на каждый образец вакцин) внутрибрюшин-
но в дозе 0,05 см3 и наблюдали за клиническим состо-
янием животных в течение 21 сут. Вакцина признается 
безвредной, если все животные по итогам наблюдения 
остаются клинически здоровыми (без развития некро-
тических процессов на месте введения препаратов).

Оценка безвредности вакцины на КРС. Вакцины 
вводили 15 животным (по 5 голов на каждый образец) 
в мышцы шеи в тройной дозе (для сорбированной – 
15 см3, для эмульсионных – по 6 см3). За клиническим 
состоянием животных наблюдали на протяжении 14 сут. 
Вакцину считали безвредной при условии, если все жи-
вотные на протяжении всего срока наблюдения оста-
вались клинически здоровыми – без формирования 
некроза в области инокуляции.

Статистическая обработка данных. Исследова-
ния проводили в  трех повторениях. Статистическая 
обработка данных заключалась в определении сред-
них арифметических значений титра антирабических 
антител и  достоверности статистической разницы 
между средними величинами в соответствии с методом 
Стьюдента-Фишера [5]. Построение диаграмм прово-
дили с использованием пакета прикладных программ 
StatSoft (версия 6.0) и Microsoft Excel 2010.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБС У ЖДЕНИЕ
На первом этапе работы проводили анализ полу-

ченного антигена вируса бешенства на авирулентность 
в монослойной культуре клеток ВНК-21/2-17b. По ито-
гам исследования ни в одном из трех последователь-
ных пассажей наличия специфического для вируса бе-
шенства флуоресцентного свечения не выявлено, что 
свидетельствует о проведении полной инактивации 
антигена. При этом в лунках с положительным контро-
лем отмечали явные признаки репродукции возбуди-
теля бешенства. Монослой в лунках с отрицательным 

Таблица 2
Иммунизация КРС инактивированными антирабическими вакцинами на основе штамма «ВНИИЗЖ» 
с применением разных адъювантов

Номер 
образца

Наименование вакцины
Номер животных Прививная доза, см3 Способ введения

тип адъювант

1
инактивированная 

сорбированная
ГОА 1–10 5 подкожно

2
инактивированная 

эмульсионная
Montanide ISA 206 11–20 2 внутримышечно

3
инактивированная 

эмульсионная
Montanide ISA 70 21–30 2 внутримышечно
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здоровыми, без проявления признаков бешенства 
и без формирования некроза тканей на месте введения, 
поэтому изготовленные вакцины признаны авирулент-
ными и безвредными.

Следующий этап работы был посвящен изучению 
поствакцинального иммунитета у КРС в ответ на введе-
ние антирабических вакцин, изготовленных на основе 
штамма «ВНИИЗЖ» с разными адъювантами. Сыворотки 

контролем не был подвержен воздействию вируса 
бешенства, специфическое флуоресцентное свечение 
отсутствовало.

На следующем этапе исследования оценивали ави-
рулентность и безвредность трех предложенных вари-
антов антирабических вакцин на белых мышах и КРС. 
Все животные, которым был введен препарат, в тече-
ние всего срока наблюдения оставались клинически 

Таблица 3
Оценка степени поствакцинального иммунитета КРС против бешенства в реакции нейтрализации после введения 
инактивированных антирабических вакцин с применением разных адъювантов (n

исследований
 = 3, p < 0,005)

Номер 
образца

Характеристика антирабической вакцины
Номер

животного
Титр антирабических ВНА на 21 сут 

после иммунизации, МЕ/см3

тип адъювант

1 инактивированная сорбированная ГОА

1 3,40 ± 0,15

2 5,90 ± 0,12

3 4,50 ± 0,21

4 2,60 ± 0,14

5 3,40 ± 0,15

6 2,00 ± 0,13

7 2,60 ± 0,18

8 4,50 ± 0,11

9 5,90 ± 0,12

10 3,40 ± 0,09

M ± m 4,02 ± 0,79*

2 инактивированная эмульсионная Montanide ISA 206

11 4,50 ± 0,20

12 17,80 ± 0,15

13 15,90 ± 0,24

14 23,40 ± 0,21

15 7,80 ± 0,14

16 13,50 ± 0,11

17 5,90 ± 0,08

18 13,50 ± 0,17

19 17,80 ± 0,18

20 17,80 ± 0,07

M ± m 16,30 ± 2,03*

3 инактивированная эмульсионная Montanide ISA 70

21 23,40 ± 0,22

22 17,80 ± 0,14

23 23,40 ± 0,19

24 15,90 ± 0,22

25 17,80 ± 0,23

26 10,30 ± 0,14

27 23,40 ± 0,14

28 23,40 ± 0,10

29 13,50 ± 0,18

30 30,80 ± 0,22

M ± m 20,73 ± 3,39*

* Расчет M ± m проводили при анализе значений титра ВНА, находящихся в пределах нормального распределения в интервале ( x–2σ; x+2σ). 
Для животных из группы 1 исключение составило значение 2,0 МЕ/см3, из группы 2 – 4,5; 5,9; 7,8 МЕ/см3, из группы 3 – 10,3 и 13,5 МЕ/см3.
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крови, полученные до вакцинации животных всех трех 
групп и спустя 21 сут после нее, исследовали методом 
FAVN (табл. 3, рис. 1–3). Результаты исследования пока-
зали, что сыворотки крови, отобранные до вакцинации, 
не содержали антител против вируса бешенства.

Из приведенных в  таблице  3 данных следует, что 
инактивированные антирабические вакцины из штамма 
«ВНИИЗЖ» на 21 сут стимулировали выработку высокого 
уровня антител у привитых животных. После иммуниза-
ции сорбированной вакциной титры ВНА против вируса 
бешенства у 30% КРС составили 2,0–2,6 МЕ/см3, у 30% – 
3,4 МЕ/см3, и у 40% – 4,5–5,9 МЕ/см3. После введения 
эмульсионной вакцины на основе адъюванта Montanide 
ISA 206 у 30% животных титры антирабических антител 
были равны 4,5–7,8 МЕ/см3, еще у 30% – 13,5–15,9 МЕ/ см3, 
у остальных 40% – 17,8–23,4 МЕ/см3. Иммунизация вак-
цинным препаратом на основе адъюванта Montanide 
ISA 70 индуцировала у 20% животных выработку ВНА 
с титрами 10,3–13,5 МЕ/см3, у 30% – 15,9–17,8 МЕ/см3 и у 
50% КРС – 23,4–30,8 МЕ/см3. Средние значения титра ан-
тирабических антител составили 4,02 ± 0,76; 16,30 ± 2,03; 
20,73 ± 3,39 МЕ/см3 для вакцин № 1, 2, 3 соответствен-
но. Следовательно, все экспериментальные антираби-
ческие вакцины, изготовленные из штамма «ВНИИЗЖ», 
стимулируют у КРС формирование поствакцинального 
иммунитета уже на 21 сут после инокуляции. 

При проведении сравнительного анализа получен-
ных результатов следует отметить, что эмульсионные 
антирабические вакцины вызывали формирование 
более напряженного иммунитета по сравнению с ис-
пользованием сорбированного препарата. Так, сред-
нее значение титра ВНА во 2-й группе животных было 
в 4,05 раза выше, а в 3-й группе в 5,16 раза выше, чем 
в 1-й группе КРС, привитого сорбированной вакциной.

Сравнивая средние значения титров антирабиче-
ских антител у  КРС, иммунизированных двумя пред-
ставленными эмульсионными вакцинами на основе 
ISA 70 и ISA 206, выявили, что различие между ними 
менее значительное, чем с сорбированной, и состав-
ляет 4,43 МЕ/см3, или 1,27 раза в пользу препарата на 
основе ISA 70, что можно объяснить особенностями 
взаимодействия антигена вируса бешенства с выбран-
ными адъювантами.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Проведены исследования по изучению иммунобио-

логических свойств трех инактивированных антираби-
ческих вакцин из штамма «ВНИИЗЖ», изготовленных 
с применением разных адъювантов: ГОА, Montanide 
ISA 206 и ISA 70. Выявлено, что полученные антирабиче-
ские вакцины являются авирулентными и безвредными 
при тестировании на белых мышах и КРС.

Проведена оценка поствакцинального иммунитета 
КРС после введения предложенных инактивированных 
антирабических вакцин. Выявлено, что на 21 сут после 
введения препаратов, полученных с  применением 
адъювантов ГОА, Montanide ISA 206 и ISA 70, средние 
значения титров ВНА составили 4,02; 16,30; 20,73 МЕ/
см3 соответственно. 

Экспериментальные антирабические эмульсионные 
вакцины индуцируют выработку более высокого уров-
ня ВНА у КРС по сравнению с сорбированной вакци-
ной. Среднее значение титра ВНА в группе животных, 
которых иммунизировали эмульсионной вакциной на 
основе адъюванта Montanide ISA 206, было в 4,05 раза 

Рис. 3. Поствакцинальный иммунитет у КРС на 21 сут 
после введения инактивированной эмульсионной 
антирабической вакцины с использованием 
адъюванта Montanide ISA 70
(по данным реакции нейтрализации FAVN) 

Рис. 1. Поствакцинальный иммунитет у КРС на 21 сут 
после введения инактивированной сорбированной 
антирабической вакцины
(по данным реакции нейтрализации FAVN)

Рис. 2. Поствакцинальный иммунитет у КРС на 21 сут 
после введения инактивированной эмульсионной 
антирабической вакцины с использованием 
адъюванта Montanide ISA 206
(по данным реакции нейтрализации FAVN) 
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выше, а в группе КРС, вакцинированного препаратом 
на основе адъюванта Montanide ISA 70, – в 5,16 раза 
выше по сравнению с животными, привитыми сорби-
рованной вакциной. Эмульсионная вакцина на основе 
масляного адъюванта ISA 70 показала более высокие 
результаты по уровню ВНА, чем при использовании 
других экспериментальных вакцин.

Полученные результаты исследований подтвердили, 
что разработанные антирабические препараты для им-
мунизации КРС безопасны и эффективны.

Конфликт интересов. Авторы заявляют об отсут-
ствии конфликта интересов.
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РЕЗЮМЕ
В настоящее время зарегистрировано большое количество различных групп заболеваний 

сельскохозяйственных животных, в которых наследственность играет значимую роль. Напри-

мер, у крупного рогатого скота выявлено свыше 500 генетически обусловленных морфологи-

ческих и функциональных нарушений, причем для 150 известны конкретные мутации. Реа-

лизация генетического материала крупного рогатого скота сопровождается распространением 

различных заболеваний, обусловленных мутациями, возникающими у выдающихся предста-

вителей пород. В результате насыщения популяций летальными мутациями возникла необхо-

димость более широкого использования молекулярно-генетических методов для выявления 

моногенных наследственных заболеваний. Для решения данной задачи перспективно при-

менение технологии пиросеквенирования ДНК, наиболее удобной для экспресс-диагностики 

однонуклеотидных мутаций в геноме крупного рогатого скота, расположенных в областях 

с известной нуклеотидной последовательностью. С использованием пиросеквенирования 

в ФГБУ «ВГНКИ» были разработаны, валидированы и утверждены методики идентифика-

ции наиболее распространенных значимых мутаций крупного рогатого скота голштинской, 

симментальской, бурой швицкой и абердин-ангусской пород, ассоциированных с дефицитом 

адгезии лейкоцитов, комплексным пороком позвоночника, дефицитом уридин-монофосфат 

синтетазы, цитруллинемией, спинальной мышечной атрофией, спинальной демиелиниза-

цией, гаплотипом 2 бурой швицкой породы, синдромом Вивера, с дупликацией развития, 

α-маннозидозом, карликовостью, субфертильностью быков, тромбоцитопатией, синдро-

мом арахномелии, дефицит-цинк-подобным синдромом. Данные методики предназначены 

для исследования спермопродукции в племенных центрах страны, научных лабораториях, 

работающих в области биотехнологии и репродукции животных, центрах воспроизводства 

продуктивных животных. Внедрение предложенных генетических тестов для исследования 

на наличие мутантных аллелей и ограничение использования носителей мутаций в племен-

ной работе позволит минимизировать распространение наследственных заболеваний и тем 

самым улучшить отечественный генофонд крупного рогатого скота.

Ключевые слова: пиросеквенирование, наследственные заболевания, генетические 

аномалии, полиморфизм, крупный рогатый скот. 
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МЕТОД ПИРОСЕКВЕНИРОВАНИЯ: 

ВОЗМОЖНОСТИ И ОГРАНИЧЕНИЯ ПРИ ДИАГНОСТИКЕ НАСЛЕДСТВЕННЫХ 

ЗАБОЛЕВАНИЙ КРУПНОГО РОГАТОГО СКОТА 

PYROSEQUENCING: 

ITS POTENTIAL AND LIMITATIONS IN DIAGNOSIS OF INHERITED DISEASES IN CATTLE 

SUMMARY
A large number of diff erent groups of livestock diseases in which heredity plays a signifi cant role 

are currently reported. In particular, more than 500 genetically determined morphological and 

functional disorders have been detected in cattle; for 150 of them, specifi c mutations are known. 

The sale of bovine genetic materials is associated with the spread of various diseases caused 

by mutations that occur in the prominent representatives of breeds. The abundance of lethal 

mutations in the populations requires a broader application of molecular diagnostic methods 

for detection of monogenic hereditary diseases. DNA pyrosequencing, being the most convenient 

technique for the rapid diagnosis of single nucleotide mutations in the bovine genome that are 

located in the regions with known nucleotide sequence, has a potential for meeting this need. 

Pyrosequencing-based methods for identifi cation of the most common signifi cant mutations in 

Holstein, Simmental, Brown Swiss and Aberdeen Angus cattle were developed, validated and 

approved at the FGBU “VGNKI”. Such mutations are associated with leukocyte adhesion defi -

ciency, complex vertebral malformation, uridine monophosphate synthetase defi ciency, citrul-

linemia, spinal muscular atrophy, spinal cord demyelination, Brown Swiss haplotype 2, Weaver 

syndrome, developmental duplications, α-mannosidosis, dwarfi sm, bovine male subfertility, 

trombocytopathya, arachnomelia syndrome, hypozincemia-like syndrome. These methods are 

intended to test semen in the breeding centres, scientifi c laboratories working in the fi eld of 

biotechnology and animal reproduction, livestock reproduction centres. The use of the proposed 

genetic tests to detect mutant alleles, as well as reduced use of mutation-bearing animals in 

stock breeding will allow minimizing the occurrence of inherited diseases and thus improving 

the gene pool of cattle in the country.

Key words: pyrosequencing, inherited diseases, genetic abnormalities, polymorphism, cattle.
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однонуклеотидных полиморфизмов достаточно про-
вести секвенирование небольшого фрагмента ДНК, 
использование секвенирования методом Сэнгера или 
высокопроизводительных систем генетического ана-
лиза не всегда целесообразно. 

Для задач массового скрининга на наличие извест-
ных полиморфизмов, обуславливающих различные 
моногенные наследственные заболевания КРС, наибо-
лее удобен метод пиросеквенирования. С его помощью 
возможно определение нуклеотидных последователь-
ностей коротких фрагментов в области генетических 
полиморфизмов и  выявление известных точечных 
мутаций (однонуклеотидные замены, делеции/встав-
ки одного–трех нуклеотидов) путем сравнения с рефе-
ренсной последовательностью ДНК. С использованием 
технологии пиросеквенирования в ФГБУ «ВГНКИ» были 
разработаны методики идентификации наиболее рас-
пространенных значимых мутаций КРС голштинской, 
бурой швицкой, абердин-ангусской и симментальской 
пород. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Для исследования был использован биологический 

материал (замороженная сперма, венозная кровь) от 
быков голштинской, бурой швицкой, абердин-ангус-
ской и симментальской пород как отечественной, так 
и зарубежной селекции. 

Выделение ДНК из венозной крови осуществляли 
сорбционным методом с использованием набора «ДНК-
сорб-С-М» (ФБУН ЦНИИЭ Роспотребнадзора) согласно 
инструкции производителя. Выделение ДНК из замо-
роженной спермы осуществляли с использованием на-
бора «ДНК-сорб-С-М» с модификациями ФГБУ «ВГНКИ». 

Дизайн праймеров для ПЦР и секвенирования про-
водили с использованием программного обеспечения 
PyroMark Assay Design Software. Для проведения ПЦР 
был использован ДНК-амплификатор «Терцик» («ДНК-
Технология», Россия). Пиросеквенирование проводи-
ли на системе генетического анализа PyroMark Q96 MD 
(Qiagen, Германия) с использованием набора реаген-
тов PyroMark Gold Q96 Reagents (50×96) производства 
Qiagen. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБС У ЖДЕНИЕ
С использованием технологии пиросеквенирова-

ния были разработаны методики выявления мутаций, 
ассоциированных с  наиболее распространенными 
моногенными наследственными заболеваниями КРС 
(табл. 1). 

На первом этапе работы был проведен анализ ну-
клеотидных последовательностей генов-мишеней, 
представленных в  базах данных OMIA, NCBI  [10,  11] 
и  литературных источниках  [4,  7,  8]. Выбраны участ-
ки генома, ассоциированные с конкретными наслед-
ственными заболеваниями. С помощью программного 
обеспечения PyroMark Assay Design Software выбраны 
олигонуклеотидные праймеры, позволяющие ампли-
фицировать соответствующие фрагменты генов в об-
ласти мутации, а также праймеры для секвенирования. 

В зависимости от нуклеотидной последовательно-
сти исследуемого фрагмента возможно проведение 
секвенирования в двух направлениях: прямой анализ 
(forward analysis) и обратный анализ (reverse analysis). 
В первом случае обратный праймер для амплифика-
ции должен быть связан на 5’-конце с  биотином, во 

ВВЕДЕНИЕ
В настоящее время интенсивное использование ми-

рового генофонда и биотехнологий репродукции (ис-
кусственное осеменение, трансплантация эмбрионов) 
позволили значительно повысить генетический по-
тенциал продуктивности животных за счет получения 
потомства производителей – лидеров породы. Однако 
при таком интенсивном потоке селекции по желаемым 
продуктивным признакам в породах крупного рогато-
го скота (КРС) стали накапливаться мутации, связанные 
с разнообразными патологиями [3, 6]. При этом снижа-
ются воспроизводительная способность и  плодови-
тость, жизнеспособность новорожденных и молодня-
ка, продолжительность хозяйственного использования 
животных, что влечет за собой значительный экономи-
ческий ущерб. Поэтому актуальной является разработ-
ка методик для своевременного выявления скрытых 
мутаций у животных-производителей и выбраковки 
спермодоз по наличию генетических аномалий. Выявле-
ние животных – носителей мутаций, ассоциированных 
с различными заболеваниями, возможно только с по-
мощью молекулярно-генетических методов. 

Моногенные наследственные заболевания, как пра-
вило, фенотипически могут быть выявлены только у ре-
цессивных гомозиготных носителей на позднем пост-
эмбриональном развитии или в раннем постнатальном 
периоде. Такие носители часто нежизнеспособны. 
У гетерозиготных носителей мутации фенотипически 
не проявляются. ДНК-тестирование ремонтного молод-
няка в раннем возрасте позволит выявить скрытых но-
сителей и не допустить распространения наследствен-
ных заболеваний в популяциях КРС. Нежелательные 
аллели в популяции можно будет исключить за одно 
поколение и значительно ускорить процесс селекции. 

У КРС выявлено свыше 500 генетически обусловлен-
ных морфологических и функциональных нарушений, 
причем для 150 известны конкретные мутации [9, 11]. 
Среди шести широко распространенных пород наи-
большее число таких отклонений зафиксировано 
в голштинской породе, далее следуют фризская, черно-
пестрая, симментальская, швицкая и айрширская по-
роды (соответственно 45, 32, 26, 24, 20 и 19 аномалий). 
Генетическая природа большей части наследственных 
заболеваний КРС связана с точечными мутациями, как 
правило, это однонуклеотидные замены (SNP) в опре-
деленных участках генов. Для выявления однонуклео-
тидных полиморфизмов генома используется широкий 
спектр молекулярно-биологических методов с приме-
нением полимеразной цепной реакции (ПЦР) [1]. К наи-
более распространенным методам можно отнести ана-
лиз полиморфизма длин рестрикционных фрагментов, 
аллель-специфическую ПЦР, различные варианты ПЦР 
в  режиме реального времени, гибридизацию с  ис-
пользованием ДНК-чипов, масс-спектрометрический 
анализ и методы секвенирования ДНК. Однако только 
секвенирование, являясь прямым методом опреде-
ления нуклеотидной последовательности, позволяет 
однозначно интерпретировать полученный резуль-
тат – нуклеотидную последовательность области поли-
морфизма и нуклеотидный полиморфизм в гомо- или 
гетерозиготном состоянии.

Выбор метода детекции генетического полиморфиз-
ма зависит как от задач, поставленных перед лаборато-
рией, в т. ч. от планируемого количества исследований, 
так и от нуклеотидной последовательности анализи-
руемой области генома. Поскольку для определения 
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втором – с биотином должен быть связан прямой прай-
мер (табл. 2). 

Подготовка ПЦР-продукта к пиросеквенированию 
включает инкубацию ампликона с частицами сефарозы, 
покрытыми стрептавидином, щелочную денатурацию 
для получения одноцепочечной ДНК, серию последо-
вательных отмывок с помощью вакуумно-фильтраци-
онной системы, а также отжиг секвенирующего прай-
мера в области анализируемого генетического локуса. 

Секвенирование ПЦР-продукта проводят с исполь-
зованием системы генетического анализа PyroMark 
Q96 MD. Реакция пиросеквенирования протекает 
в присутствии набора ферментов (ДНК-полимераза, 
люцифераза, АТФ-сульфурилаза, апираза), субстратов 
(люциферин, аденозин-5-фосфосульфат) и дезоксину-
клеотидов.

При последовательном добавлении в реакционную 
смесь дезоксинуклеотида, в случае его комплементар-
ности матрице, ДНК-полимераза катализирует вклю-
чение нуклеотида в растущую цепь ДНК, что сопрово-
ждается высвобождением пирофосфата в количестве, 
эквимолярном количеству встроившихся нуклеоти-
дов. АТФ-сульфурилаза в  присутствии аденозин-5-
фосфосульфата превращает пирофосфат в АТФ. Полу-
ченная АТФ запускает реакцию окисления люцеферина 
в  оксилюцеферин, в  результате чего происходит об-
разование видимого света в  количестве, пропорци-
ональном количеству АТФ. Хемилюминесцентный 
сигнал детектируется и отображается в виде пиков на 
пирограмме. Высота каждого пика пропорциональна 
количеству нуклеотидов, включенных в матрицу. До-
бавление нуклеотидов в реакционную смесь осущест-

Таблица 1
Характеристики мутаций, выявляемых с использованием технологии пиросеквенирования ДНК

Порода Аббревиатура Заболевание Полиморфизм Ген Локализация

голштинская

CVM
комплексный порок 

позвоночника
538G>T SLC35A3 хромосома 3

BLAD дефицит адгезии лейкоцитов 383А>G ITGB2 хромосома 1

DUMPS
дефицит уридин-монофосфат 

синтетазы
1213C>T UMPS хромосома 1

CIT цитруллинемия 256C>T ASS хромосома 11

бурая швицкая

SMA спинальная мышечная атрофия 562G>A KDSR хромосома 24

SDM спинальная демиелинизация 560G>A SPAST хромосома 11

W синдром Вивера 1703G>A PNPLA8 хромосома 4

BH2 гаплотип 2 бурой швицкой 757T>C TUBD1 хромосома 19

абердин-ангусская

DD дупликация развития 932T>C NHLRC2 хромосома 26

МА α-маннозидоз 961T>C MAN2B1 хромосома 7

DW карликовость 2032C>T PRKG2 хромосома 6

симментальская

BMS субфертильность быков 483C>A TMEM95 хромосома 19

TP тромбоцитопатия 701A>G RASGRP2 хромосома 29

ZDL
дефицит-цинк-подобный 

синдром
702G>A PLD4 хромосома 21

AS синдром арахномиелии
1224_1225delCA

(делеция)
MOCS1 хромосома 23

ОРИГИНАЛЬНЫЕ СТАТЬИ  | БОЛЕЗНИ КРС ORIGINAL ARTICLES | BOVINE DISEASES

Таблица 2
Способы проведения амплификации фрагментов, содержащих полиморфный 
генетический локус

Заболевание
Размер 

ампликона, п. н.
Тип анализа

Биотинилирован-
ный праймер

CVM 90 reverse analysis прямой

BLAD 122 forward analysis обратный

DUMPS 115 reverse analysis прямой

CIT 146 forward analysis обратный

SMA 140 forward analysis обратный

SDM 97 reverse analysis прямой

W 96 reverse analysis прямой

BH2 86 forward analysis обратный

DD 84 forward analysis обратный

МА 103 forward analysis обратный

DW 210 forward analysis обратный

BMS 136 forward analysis обратный

TP 170 reverse analysis прямой

ZDL 183 reverse analysis прямой

AS 105 reverse analysis прямой
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В данной работе были установлены следующие крите-
рии оценки качества пирограмм:

1) анализируемая последовательность должна со-
держать установленное количество невариабельных 
референсных нуклеотидов. Анализируемая последо-
вательность – это короткий фрагмент последователь-
ности ДНК, содержащий один или несколько поли-
морфизмов, которые необходимо проанализировать. 
Референсные пики используются во время анализа для 
оценки высоты пиков в области полиморфизма и как 
внутренний контроль при оценке качества. Например, 
на рисунке  2 референсными являются нуклеотиды 
в позициях 2–4, 8–10;

2) отсутствие фонового сигнала в пустых позициях 
на пирограмме, автоматически созданных програм-
мой. Пустые позиции служат показателями неспеци-
фического нуклеотидного встраивания. На рисунке 2 
нуклеотиды в позициях 1 и 7 отсутствуют в целевой 
нуклеотидной последовательности, не встраиваются 
в синтезируемую цепь, соответственно уровень сигна-
ла равен нулю;

3) отсутствие фонового сигнала в переменных пози-
циях (область мутации, на рисунке 2 выделена цветом); 

4) достаточная интенсивность сигнала целевых и ре-
ференсных пиков, высота единичного пика должна со-
ставлять не менее 30 относительных световых единиц 
RLU (величина, используемая в пиросеквенировании 
для определения высоты пиков на пирограмме). На 
рисунке 2а указана высота пика в 281 RLU.

На основании относительной высоты целевых пиков 
в переменной позиции на пирограмме определяется 
генотип по исследуемому генетическому локусу и вы-
дается заключение о генотипе животного. Варианты 
определяемого генотипа: гомозигота по частому алле-
лю (нормальный генотип), гетерозигота, гомозигота по 
редкому аллелю (мутантный генотип). 

Например, при идентификации мутации BMS резуль-
тат интерпретируется следующим образом (рис. 1): 

– С/С – нормальный генотип (гомозигота по нормаль-
ному аллелю, мутация не выявлена); 

– С/А – животное является носителем мутации в гене 
TMEM95, ассоциированной с  субфертильностью бы-
ков (BMS) (гетерозигота, присутствуют одна мутантная 
и одна нормальная копии генов);

– А/А – мутантный генотип (гомозигота по мутантно-
му аллелю).

С помощью разработанных методик на основе ме-
тода пиросеквенирования для мониторинга частоты 

вляется последовательно в соответствии с заданной 
нуклеотидной последовательностью [5]. На заключи-
тельной стадии пиросеквенирования проводится ана-
лиз полученных данных. 

Поскольку объектом исследования являются оха-
рактеризованные полиморфные локусы в геноме КРС 
и положение однонуклеотидной мутации известно, су-
ществует возможность для автоматической обработки 
результата программным обеспечением генетического 
анализатора PyroMark Q96 MD. На рисунке 1 представ-
лены референсные пирограммы для каждого из вари-
антов анализируемого полиморфизма в гене TMEM95. 
Мутация в этом гене ассоциирована с субфертильно-
стью быков симментальской породы (BMS).

Пример интерпретации результатов пиросеквени-
рования представлен на рисунке 2. Анализ области по-
лиморфизма осуществляется автоматически программ-
ным обеспечением на основании относительных высот 
сигналов в полиморфной области (по отношению к сиг-
налам, соответствующим референсным нуклеотидам). 
Достоверность прочтения пиков определяется про-
граммой SNP-RUN.

Для анализа аллельного состояния полиморфизмов 
используют только пирограммы надлежащего качества. 

Рис. 1. Референсные пирограммы для идентификации мутации 
BMS (прямой анализ)
а – нормальный генотип; 
б – гетерозигота (носитель); 
в – гомозигота по мутантному аллелю.

Рис. 2. Пирограммы, полученные при исследовании идентификации мутации BMS (прямой анализ)
а – нормальный генотип;
б – гетерозигота (носитель мутации) 
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встречаемости однонуклеотидных полимофризмов 
выявили среди быков: голштинской породы – 2% носи-
телей мутаций, ассоциированных с комплексным поро-
ком позвоночника, и 0,5% носителей дефицита адгезии 
лейкоцитов; симментальской породы – 2% носителей 
синдрома арахномиелии, 5% носителей субфертильно-
сти быков и 7% – тромбоцитопатии; абердин-ангусской 
породы – 7,5% носителей дупликации развития; бурой 
швицкой породы – 5% носителей спинальной мышеч-
ной атрофии. 

Таким образом, метод пиросеквенирования облада-
ет рядом преимуществ. Он эффективен для быстрого 
определения большого числа коротких последователь-
ностей ДНК, выявления единичных мутаций нуклеоти-
дов, ресеквенирования и т. д. Система генетического 
анализа PyroMark Q96 MD позволяет определить ко-
роткую последовательность ДНК до 96 образцов за не-
большой промежуток времени. Простые химические 
реакции и надежная система детекции исключают не-
обходимость использования в данном методе гелей, 
электрофореза и  специфических флуоресцентных 
меток, что значительно упрощает пробоподготовку. 
При этом значительно снижается время и стоимость 
исследования в  сравнении с  капиллярным электро-
форезом [2].

Кроме того, анализ полученных при пиросекве-
нировании данных прост и понятен. Он заключается 
в сравнении полученного на выходе графика с пред-
ложенной программным обеспечением референсной 
пирограммой. 

Перечисленные особенности делают метод пиро-
секвенирования наиболее удобным для экспресс-диа-
гностики однонуклеотидных мутаций в  геноме КРС, 
расположенных в областях с известной нуклеотидной 
последовательностью. 

Однако следует отметить и недостатки метода. В свя-
зи с тем, что длина фрагментов ДНК для пиросеквени-
рования должна быть не более 200 п. н., данный метод 
не подходит для диагностики мутаций, обусловленных 
протяженными делециями или вставками. Поэтому для 
выявления носителей брахиспинального синдрома, 
остеопетроза и множественного артрогрипоза среди 
КРС голштинской и  абердин-ангусской пород нами 
были разработаны методики на основе метода ПЦР 
с электрофоретической детекцией. Указанные заболе-
вания обусловлены протяженными делециями (более 
2000 п. н.).

Пиросеквенирование не позволяет точно опреде-
лить в  последовательности ДНК число одинаковых 
нуклеотидов при их количестве более 6 подряд. Так, 
например, мутация, ассоциированная с  арахномие-
лией и артрогрипозом у КРС бурой швицкой породы 
(SАA), представляет собой инсерцию одного нуклеоти-
да гуанина (c.363–364insG) в определенном положении 
гена SOUX после последовательности из 7 нуклеотидов 
гуанина [GGGGGGG]. Поэтому для определения такого 
однонуклеотидного полиморфизма необходимо про-
вести секвенирование фрагмента ДНК в области мута-
ции методом Сэнгера.

Следует отметить, что использование пиросекве-
нирования для определения точечных мутаций за-
висит от состава нуклеотидной последовательности 
в области полиморфизма. Возникают ситуации, когда 
определить генотип по исследуемому генетическому 
локусу (нормальный генотип или носитель) не пред-

ставляется возможным. Так, например, на рисунке 3 
представлены референсные пирограммы для иден-
тификации тромбоцитопатии (ТР) у КРС симменталь-
ской породы. Заболевание развивается при замене 
аденина на гуанин в 701-м положении гена RASGRP2 
в 29-й хромосоме. При использовании прямого ана-
лиза корректно определить варианты полиморфиз-
ма (рис. 3а и 3б) на основании относительной высоты 
целевых пиков в переменной позиции весьма про-
блематично. 

В данном случае для упрощения интерпретации ре-
зультатов было изменено направление секвенирова-
ния. При использовании обратного анализа установить 
варианты полиморфизма не вызывает затруднений 
(рис. 4). 

Рис. 3. Референсные пирограммы для идентификации мутации ТР 
(прямой анализ)
а – нормальный генотип; 
б – гетерозигота (носитель); 
в – гомозигота по мутантному аллелю.
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Рис. 4. Референсные пирограммы для идентификации мутации ТР 
(обратный анализ)
а – нормальный генотип; 
б – гетерозигота (носитель); 
в – гомозигота по мутантному аллелю.
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Проблема контроля генетических дефектов у круп-

ного рогатого скота в  условиях глобализации и  ком-
мерциализации племенного дела стала важной ча-
стью отечественной профилактической ветеринарии 
и корректирующей селекции. Дальнейшее повышение 
генетического потенциала животных в  стране может 
быть обеспечено, например, введением обязательных 
проверок быков-производителей на соответствующие 
породе моногенные наследственные заболевания и за-
писью в племенные каталоги носителей данной мутации.

Метод пиросеквенирования дает возможность про-
водить массовый скрининг на наличие известных по-
лиморфизмов, приводящих к различным моногенным 
наследственным заболеваниям у  КРС. Он позволяет 
определять нуклеотидные последовательности корот-
ких фрагментов в области генетических полиморфиз-
мов и выявлять известные точечные мутации. Внедре-
ние предложенных ФГБУ «ВГНКИ» генетических тестов 
с  использованием технологии пиросеквенирования 
для идентификации мутаций КРС голштинской, бурой 
швицкой, абердин-ангусской и симментальской пород, 
ассоциированных с наиболее распространенными на-
следственными заболеваниями, увеличение числа диа-
гностических центров для такого рода деятельности, ин-
формирование фермеров о проблеме и возможностях 
ее решения позволит минимизировать распростране-
ние наследственных заболеваний и тем самым улучшить 
отечественный генофонд крупного рогатого скота.

Конфликт интересов. Авторы заявляют об отсут-
ствии конфликта интересов.
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АНАЛИЗ ГЕНЕТИЧЕСКИХ СВОЙСТВ 

ИЗОЛЯТА ВИРУСА ГРИППА A/CHICKEN/CHELYABINSK/30/2019 H9N2, 

ВЫДЕЛЕННОГО НА ТЕРРИТОРИИ ЧЕЛЯБИНСКОЙ ОБЛАСТИ 

РЕЗЮМЕ
В работе представлены данные по изучению генетических свойств изолята вируса гриппа 

А/chicken/Chelyabinsk/30/2019 H9N2, выделенного в феврале 2019 г. из патологического 

материала (внутренних органов кур), поступившего из птицехозяйства Челябинской об-

ласти. В результате вирусологических исследований определили подтип выделенного 

вируса – Н9N2. При секвенировании участка гена гемагглютинина установлена амино-

кислотная последовательность сайта нарезания RSSR/GLF, характерная для низкови-

рулентного вируса гриппа птиц. Филогенетический анализ полученных нуклеотидных 

последовательностей фрагмента гена гемагглютинина (1–1539 п. н. открытой рамки 

считывания) показал принадлежность изолята А/chicken/Chelyabinsk/30/2019 H9N2 

к генетической группе G1 низковирулентного вируса гриппа А/Н9, представители кото-

рой широко распространены в странах Ближнего Востока и Средней Азии. Определена 

полная нуклеотидная последовательность генома исследуемого патогена. В результа-

те сравнительного анализа всех геномных сегментов с использованием базы данных 

GenBank установлено высокое родство (более 99%) вируса А/chicken/Chelyabinsk/30/2019 

H9N2 с  изолятами вируса гриппа А/Н9, циркулировавшими на территории Израиля 

в  2006–2012 гг. Согласно анализу предсказанной аминокислотной последовательности 

изучаемого изолята выявлены позиции некоторых молекулярных маркеров, опре-

деляющие биологические свойства вируса. Большинство аминокислотных позиций 

гемагглютинина (по нумерации последовательности подтипа Н3) предполагают срод-

ство к АСА2-3Gal-рецепторам эпителиальных клеток птиц. Выявлены аминокислотные 

замены на участке рецептор-связывающего домена в сравнении с изолятами вируса 

гриппа A/ H9N2, выделенными на территории России в 2018 г. Первичная структура 

генома изолята A/chicken/Chelyabinsk/30/2019 H9N2 имеет очень высокий уровень ге-

нетического сходства по всем генам с изолятом вируса гриппа A/chicken/Israel/215/2007 

H9N2, использовавшимся в качестве вакцинного штамма.

Ключевые слова: грипп птиц, H9N2, генетический анализ, аминокислотные замены. 

Н. Г. Зиняков1, О. С. Осипова2, П. Б. Акшалова3, В. Ю. Сосипаторова4, А. В. Андриясов5, Д. Б. Андрейчук6, И. А. Чвала7 
1 Старший научный сотрудник, кандидат биологических наук, ФГБУ «ВНИИЗЖ», г. Владимир, Россия, e-mail: zinyakov@arriah.ru; ORCID ID 0000-0002-3015-5594 
2 Ветеринарный врач, ФГБУ «ВНИИЗЖ», г. Владимир, Россия, e-mail: osipova@arriah.ru; ORCID ID 0000-0002-3176-157х
3 Аспирант, ФГБУ «ВНИИЗЖ», г. Владимир, Россия, e-mail: akshalova@arriah.ru; ORCID ID 0000-0003-1520-1887
4 Младший научный сотрудник, кандидат биологических наук, ФГБУ «ВНИИЗЖ», г. Владимир, Россия, e-mail: sosipatorova@arriah.ru; ORCID ID 0000-0001-9376-4728
5 Ведущий научный сотрудник, кандидат биологических наук, ФГБУ «ВНИИЗЖ», г. Владимир, Россия, e-mail: andriyasov_av@arriah.ru; ORCID ID 0000-0001-6314-2119
6 Заведующий лабораторией, кандидат биологических наук, ФГБУ «ВНИИЗЖ», г. Владимир, Россия, e-mail: andreychuk@arriah.ru; ORCID ID 0000-0002-1681-5795
7 Заместитель директора по НИР и мониторингу, кандидат ветеринарных наук, ФГБУ «ВНИИЗЖ», г. Владимир, Россия, e-mail: chvala@arriah.ru; ORCID ID 0000-0002-1659-3256

УДК 619:578.832.1:636.52/58:578.5

DOI: 10.29326/2304-196X-2019-4-31-49-53

ANALYSIS OF GENETIC CHARACTERISTICS OF INFLUENZA VIRUS 

A/CHICKEN/CHELYABINSK/30/2019 H9N2 ISOLATED IN CHELYABINSK OBLAST

SUMMARY
The paper presents data on the study of genetic characteristics of the infl uenza virus A/chicken/

Chelyabinsk/30/2019 H9N2 isolated from pathological material (chicken internal organs) in 

February 2019 and received from the poultry farm in the Chelyabinsk Oblast. The H9N2 subtype 

of the isolated virus was identifi ed based on virological analysis. Sequencing of the hemagglutinin 

gene segment revealed that the amino acid sequence at the cleavage site was RSSR/GLF, which 

is characteristic of a low virulent avian infl uenza virus. Phylogenetic analysis of the obtained 

nucleotide sequences of the hemagglutinin gene fragment (1–1539 bp open reading frame) 

showed that the A/chicken/Chelyabinsk/30/2019 H9N2 isolate belongs to the G1 genetic group of 

the low virulent infl uenza virus A/H9, the representatives of which are widely spread in the Middle 

Eastern and Central Asian countries. The complete nucleotide genome sequence of the studied 

pathogen was determined. The comparative analysis of all genomic segments using the GenBank 

database revealed a close relationship (over 99%) between the A/chicken/Chelyabinsk/30/2019 

H9N2 virus and the A/H9 infl uenza virus isolates circulating in Israel in 2006–2012. According to 

the analysis of the predicted amino acid sequence of the studied isolate, the positions of some 

molecular markers that determine the biological properties of the virus have been identifi ed. Most 

amino acid positions of hemagglutinin (according to H3 subtype sequence numbering) suggest 

affi  nity for the ACA2-3Gal-receptors of avian epithelial cells. Amino acid substitutions were detected 

at the site within the receptor-binding domain as compared to the A/H9N2 infl uenza virus isolates 

obtained in Russia in 2018. The primary structure of the A/chicken/Chelyabinsk/30/2019 H9N2 

isolate demonstrates a very high level of genetic similarity to the infl uenza virus isolate A/chicken/

Israel/215/2007 H9N2 used as a vaccine strain.

Key words: avian infl uenza, H9N2, genetic analysis, amino acid substitutions.

N. G. Zinyakov1, О. S. Osipova2, P. B. Akshalova3, V. Yu. Sosipatorova4, А. V. Andriyasov5, D. B. Andreychuk6, I. А. Chvala7 
1 Senior Researcher, Candidate of Science (Biology), FGBI “ARRIAH”, Vladimir, Russia, e-mail: zinyakov@arriah.ru; ORCID ID 0000-0002-3015-5594 
2 Veterinarian, FGBI “ARRIAH”, Vladimir, Russia, e-mail: osipova@arriah.ru; ORCID ID 0000-0002-3176-157х
3 Post-Graduate Student, FGBI “ARRIAH”, Vladimir, Russia, e-mail: akshalova@arriah.ru; ORCID ID 0000-0003-1520-1887
4 Junior Researcher, Candidate of Science (Biology), FGBI “ARRIAH”, Vladimir, Russia, e-mail: sosipatorova@arriah.ru; ORCID ID 0000-0001-9376-4728
5 Leading Researcher, Candidate of Science (Biology), FGBI “ARRIAH”, Vladimir, Russia, e-mail: andriyasov_av@arriah.ru; ORCID ID 0000-0001-6314-2119
6 Head of Laboratory, Candidate of Science (Biology), FGBI “ARRIAH”, Vladimir, Russia, e-mail: andreychuk@arriah.ru; ORCID ID 0000-0002-1681-5795
7 Deputy Director for Research and Monitoring, Candidate of Science (Veterinary Medicine), FGBI “ARRIAH”, Vladimir, Russia, e-mail: chvala@arriah.ru; ORCID ID 0000-0002-1659-3256

 UDC 619:578.832.1:636.52/58:578.5 

ОРИГИНАЛЬНЫЕ СТАТЬИ  | БОЛЕЗНИ ПТИЦ 

ORIGINAL ARTICLES | AVIAN DISEASES



50 ВЕТЕРИНАРИЯ СЕГОДНЯ, ДЕКАБРЬ №4 (31) 2019 | VETERINARY SCIENCE TODAY, DECEMBER №4 (31) 2019

ВВЕДЕНИЕ
Вирус гриппа птиц (ВГП) относится к  семейству 

Orthomyxoviridae, включающему согласно междуна-
родной классификации International Committee on 
Taxonomy of Viruses (ICTV) релиз Master Species List 2018b.
v2 семь родов: Alphainfl uenzavirus (A), Betainfl uenzavirus 
(B), Gammainfluenzavirus (C), Deltainfluenzavirus (D), 
Quaranjavirus, Thogovirus, Isavirus. Вирус гриппа типа А 
по строению поверхностных гликопротеинов класси-
фицируют на 16 подтипов по гемагглютинину и 9 под-
типов по нейраминидазе [4, 11]. 

Вирусы гриппа, выделенные от птиц, по признаку 
вирулентности можно разделить на две обширные 
группы. Высоковирулентные вирусы, вызывающие 
острую генерализованную болезнь со смертностью 
в стаде до 100%, относятся к подтипам Н5 и Н7. Вирусы 
остальных подтипов, как правило, вызывают легкое, 
преимущественно респираторное или бессимптомное 
заболевание и классифицируются как низковирулент-
ные [1]. Однако при нарушении условий содержания 
птиц и  наличии ассоциированных заболеваний воз-
можно развитие клинически выраженной болезни, 
приводящей к снижению продуктивности, санитарной 
выбраковке больных птиц из стада, повышенному от-
ходу молодняка. 

Вирусы подтипа Н9N2 широко распространены 
в Китае, Юго-Восточной Азии, Пакистане, Южной Корее, 
Иране, Израиле, Индии, Африке как у дикой, так и у до-
машней птицы [2, 3, 5, 7–9, 12, 14]. Согласно литератур-
ным данным, вирусы подтипа Н9 образуют несколько 
генетических групп: G1, Y280 и Y439 [1, 8, 10, 13]. Изо-
ляты вируса гриппа из группы G1 являются эндемичны-
ми для стран Ближнего Востока и Средней Азии [8, 12]. 
В Российской Федерации грипп птиц подтипа Н9N2 был 
выявлен в Амурской области в 2012 г., на Дальнем Вос-
токе в Приморском крае в 2018 г., на территории Челя-
бинской области в 2019 г. В последнее время вирусы 
гриппа птиц подтипа Н9N2 широко распространены 
среди домашней птицы, представляют собой реальную 
угрозу для мировой птицеводческой отрасли и потен-
циальную опасность для человека [1].

Учитывая актуальные литературные данные [1, 2, 6], 
значительный интерес представляет изучение ге-
нетических свойств выделенного в  2019  г. на тер-
ритории Челябинской области изолята А/chicken/
Chelyabinsk/30/2019 H9N2, что стало целью данного 
исследования. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Вирусовыделение проводили в  10-суточных сво-

бодных от патогенной микрофлоры эмбрионах кур 
(СПФ-КЭ). Из биологического материала готовили 
10–20%-ю суспензию на фосфатно-буферном растворе 
(рН 7,2–7,4) и вводили ее в аллантоисную полость КЭ 
в объеме 0,2 см3. От эмбрионов, погибших через 24 ч 
инкубации и более, отбирали экстраэмбриональную 
жидкость (ЭЭЖ) с целью проведения последующих ис-
следований.

Выделение РНК. Выделение суммарной РНК осущест-
вляли с  помощью набора «РИБО-сорб» (кат.  №  K2-1-
Et-100) согласно инструкции производителя. 

Обратная транскрипция и  полимеразная цеп-
ная реакция в режиме реального времени (ОТ-ПЦР-РВ). 
 ОТ-ПЦР-РВ проводили в одну стадию с использовани-
ем набора OneStep RT-PCR Kit (Qiagen, кат. № 210212) 
и  25  мМ раствора MgCl2 (Promega, в  наборе 

с кат. № M8296) и систем праймеров на ген M и ген Н 
подтипа Н9. Собирали смесь объемом 25 мкл: 9 мкл 
деионизованной воды, 5 мкл 5× буфера для ОТ-ПЦР, 
1,25 мкл 25 мМ раствора MgCl2, 1 мкл раствора дНТФ 
10 мМ, по 1 мкл раствора прямого и обратного прайме-
ров с концентрацией 10 пмоль/мкл, 0,75 мкл раствора 
флуоресцентного зонда с концентрацией 10 пмоль/мкл, 
1 мкл смеси ферментов обратной транскриптазы и по-
лимеразы, 5 мкл раствора суммарной РНК. Обратную 
транскрипцию проводили 30 мин при 50 °С. Собственно 
для амплификации применяли следующие температур-
но-временные параметры: 95 °С – 10 мин (активация 
полимеразы), далее 40 циклов, каждый из которых со-
стоит из трех шагов: 95 °С – 10 с, 50 °С – 35 с, 72 °С – 10 с.

Обратная транскрипция и  полимеразная цепная 
реакция (ОТ-ПЦР). Классическую ОТ-ПЦР проводили 
в  одну стадию с  использованием набора OneStep 
 RT-PCR Kit (Qiagen, кат. № 210212) и 25 мМ раствора 
MgCl2 (Promega, в наборе с кат. № M8296) и системы 
праймеров на ген Н подтипа Н9. Собирали смесь объ-
емом 25 мкл, содержащую 9,75 мкл деионизованной 
воды, 5  мкл 5× буфера для ОТ-ПЦР, 1,25  мкл 25  мМ 
раствора MgCl2, 1 мкл раствора дНТФ 10 мМ, по 1 мкл 
раствора прямого и обратного праймеров с концентра-
цией 10 пмоль/мкл, 1 мкл смеси ферментов обратной 
транскриптазы и полимеразы, 5 мкл раствора суммар-
ной РНК. Обратную транскрипцию проводили 30 мин 
при 50 °С. Собственно для амплификации применяли 
следующие температурно-временные параметры: 
95 °С – 10 мин (активация полимеразы), далее 40 ци-
клов, каждый из которых состоит из трех шагов: 95 °С – 
50 с, 55 °С – 50 с, 72 °С – 60 с.

Идентификация выделенного вируса. Идентифика-
цию вируса проводили в  реакции торможения гем-
агглютинации (РТГА) с  референтными сыворотками 
против ВГП подтипов Н1–Н16 (IZISVe, Италия) по HA 
и  в  реакции нейраминидазной активности (РТНА) 
с референтными сыворотками против ВГП подтипов 
N1–N9 (IZISVe, Италия) по NA. Реакции проводили со-
гласно рекомендациям МЭБ и общепринятым методи-
кам [4, 15, 16]. 

Секвенирование. Определение нуклеотидных по-
следовательностей фрагмента гена  HA осуществля-
ли на автоматическом секвенаторе ABI  Prism  3100 
с  использованием наборов BigDye Terminator Cycle 
Sequencing kit (Applied Biosystems) согласно инструк-
ции производителя. Полногеномное секвенирование 
осуществляли с помощью генетического анализатора 
MySeq (Illumina) согласно инструкции производителя. 
Для приготовления библиотек использовали коммер-
ческие наборы Nextera XT, Nextera XT Index Kit (Illumina).

Нуклеотидные последовательности. В работе ис-
пользованы нуклеотидные последовательности изоля-
тов и штаммов ВГП подтипа Н9, опубликованные в базе 
данных GenBank электронного ресурса NCBI (www.ncbi.
nlm.nih.gov/nucleotide/) и на платформе EpiFlu (https://
www.gisaid.org/). 

Анализ нуклеотидных и соответствующих им ами-
нокислотных последовательностей проводили с  по-
мощью программы BioEdit версия  7.0.5.3. Выравни-
вание последовательностей проводили с  помощью 
программы множественного выравнивания ClustalW. 
Построение филогенетического дерева осуществляли 
с помощью алгоритма NJ в реализации пакета MEGA 
версия 6.06. 
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державшие ОРС, ближайших его соседей по филоге-
нетическому древу, выделенных в Израиле (A/chicken/
Israel/215/2007), России (A/chicken/Siberia/03/2018, 
A/chicken/Amur_Russia/17/2018), Египте (A/chicken/
Egypt/D7099/2013), Ливане (A/quail/Lebanon/273/2010). 
Было установлено, что выделенный вирус A/chicken/
Chelyabinsk/30/2019 имеет очень высокий уровень 
генетической идентичности по всем генам с изолятом 
A/ chicken/Israel/215/2007 Н9N2 (табл.).

Высокий уровень генетического сходства по всем 
сегментам генома у изолятов A/chicken/Siberia/03/2018, 
A/chicken/Amur_Russia/17/2018, A/chicken/Chelya-
binsk/30/2019 указывает на отсутствие реассортации 
с вирусами гриппа других подтипов, ранее обнаружен-
ных на территории Российской Федерации.

Проведенный анализ аминокислотной по-
следовательности белка  HA изолята A/chicken/
Chelyabinsk/30/2019 H9N2 показал наличие аминокис-
лот G225LIG228 (по нумерации H3-подтипа) в рецептор-
связывающей части вирусного протеина (рис. 2).

Для аминокислотной композиции G225LIG228 пред-
полагается сродство к  рецепторам птиц АСА2-3Gal 
и  отсутствие взаимодействия с  рецепторами мле-
копитающих группы АСA2-6Gal  [17]. Таким образом, 
преимущественными носителями вируса A/chicken/
Chelyabinsk/30/2019 Н9N2 должны быть птицы. Однако 
существуют работы, показывающие, что замена Q226L 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБС У ЖДЕНИЕ
В феврале 2019 г. в рамках выполнения программы 

государственного эпизоотологического мониторин-
га в  референтной лаборатории вирусных болезней 
птиц (ФГБУ «ВНИИЗЖ») были проведены исследования 
20  проб внутренних органов, полученных из птице-
комплекса Челябинской области. Суспензии проб па-
тологического материала инокулировали 10-суточным 
СПФ-КЭ. Гибели эмбрионов в течение 72 ч инкубации 
не отмечали. Гемагглютинирующая активность была об-
наружена в 14 пробах ЭЭЖ, отобранных от зараженных 
СПФ-КЭ. Из остальных 6 проб биологического матери-
ала вирус в течение двух последовательных пассажей 
в СПФ-КЭ выделен не был.

Идентификация в РТГА со специфическими сыворот-
ками H1–H16 и в РТНА с использованием референтных 
сывороток N1–N8 показала принадлежность выделен-
ного инфекционного агента к подтипу H9N2. 

В результате постановки ОТ-ПЦР-РВ в полученных 
пробах был выявлен генетический материал вируса 
гриппа птиц типа  А и  идентифицирован подтип  Н9. 
ВГП подтипов Н5, Н7 в исследованных пробах не выяв-
лен. Согласно результатам секвенирования фрагмента 
гена НА была подтверждена принадлежность изолятов 
к подтипу Н9 (наличие сайта нарезания RSSR/GLF). 

Для дальнейшего изучения был выбран изолят 
А/ chicken/Chelyabinsk/30/2019 H9N2 с наивысшей ге-
магглютинирующей активностью (титр в реакции ге-
магглютинации составил 1:256).

В результате анализа нуклеотидной последова-
тельности гена  HA выделенного вируса А/chicken/
Chelyabinsk/30/2019 H9N2 было установлено родство 
с группой изолятов, выявленных ранее на территории 
Израиля. Для филогенетического анализа был исполь-
зован фрагмент нуклеотидной последовательности 
гена гемагглютинина (1–1539 п. н. открытой рамки счи-
тывания (ОРС)). В результате анализа было установлено, 
что выделенный вирус A/chicken/Chelyabinsk/30/2019 
относится к генетической группе G1 (рис. 1).

Дальнейшая характеристика вируса была основана 
на результатах ранее выполненной работы по струк-
турированию вирусов подтипа H9N2, выделенных на 
территории Израиля [8]. Проведенный анализ показал, 
что вирус A/chicken/Chelyabinsk/30/2019 H9N2 входит 
в обширную группу, основу которой составляют изоля-
ты вируса H9N2 клады IV. В данную кладу вошли вирусы, 
выделенные на территории Израиля, Иордании и Ли-
вана в период с 2006 по 2012 г. [12]. Вирус A/chicken/
Israel/215/2007 был взят для сравнения в  качестве 
основного, как наиболее охарактеризованный ранее 
и использовавшийся в качестве вакцинного штамма [8].

Принимая во внимание, что вирусы низковирулент-
ного гриппа в природе могут длительное время цир-
кулировать среди дикой птицы, не вызывая эпизоотий, 
актуальным является полногеномное секвенирование 
подобных изолятов. Основной целью полногеномно-
го секвенирования вирусов гриппа является глубокий 
анализ вирусного генома по разным параметрам, вклю-
чая проверку возможного антигенного шифта у вновь 
выделенного вируса, наличие значимых аминокислот-
ных замен в структуре вирусных протеинов, установле-
ние вероятных родительских форм и географического 
региона происхождения вируса. 

Для сравнительного анализа были использованы 
доступные нуклеотидные последовательности, со-
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Рис. 1. Филогенетическое древо, построенное методом NJ 
по нуклеотидной последовательности фрагмента гена HA 
(1–1539 п. н. ОРС) вируса гриппа птиц подтипа H9 
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способствует взаимодействию вируса гриппа с рецеп-
торами клеток дыхательных путей человека [18]. 

Отдельно стоит отметить уже сформировавшуюся 
гетерогенность рецепторной части вирусного гемаг-
глютинина среди изолятов вируса гриппа птиц подтипа 
H9N2, выделенных на территории России. Анализ ами-
нокислотной последовательности белка  НА изолята 
A/ chicken/Chelyabinsk/30/2019 H9N2 выявил аминокис-
лотные замены на участке рецептор-связующего домена 
позиции 160, 181, 226, 227 (по нумерации Н3) (рис. 2). 

Анализ предсказанной аминокислотной последо-
вательности продемонстрировал высокое сходство 
(до 100%) вирусов A/chicken/Chelyabinsk/30/2019 и ра-
нее описанного A/chicken/Israel/215/2007 по остальным 
вирусным генам. Крайне малое число значимых нуклео-
тидных замен и отсутствие отличий по ключевым мар-
керам между изолятами A/chicken/Chelyabinsk/30/2019 
и A/chicken/Israel/215/2007 позволяет сделать вывод 
о  сходных биологических свойствах сравниваемых 
вирусов. 

Выявленное высокое генетическое сходство 
вируса A/chicken/Chelyabinsk/30/2019 с  ранее вы-
явленными A/chicken/Siberia/03/2018 и  A/chicken/
Amur_Russia/17/2018 позволяет предположить, что 
занос вируса на территорию Российской Федерации 
произошел из небольшого географического ареала. 
Для сравнения можно ознакомиться с доступной ин-
формацией по изолятам вируса гриппа подтипа H9N2, 
выделенным на территории Народной Республики Бан-
гладеш [7]. Согласно приведенным данным, генетиче-
ская гетерогенность среди вирусов группы G1 из Бан-
гладеш значительно больше. Так, по гену HA различие 
между изолятами 2016 и 2017 гг. достигает 3%. В пользу 
единственного источника заноса вируса генетической 
группы G1 на территорию Российской Федерации 
также указывает географическая удаленность очагов 
выявления вирусов A/chicken/Siberia/03/2018 (Ново-
сибирская область), A/chicken/Amur_Russia/17/2018 
(Амурская область) и  A/chicken/Chelyabinsk/30/2019 
(Челябинская область). К сожалению, установить ис-
точник заноса крайне затруднительно в связи с низ-

кой патогенностью вирусов подтипа H9N2 для дикой 
и домашней птицы, когда возможно длительное бес-
симптомное носительство. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В результате проведенных исследований было 

установлено, что вирус A/chicken/Chelyabinsk/30/2019 
принадлежит к  генетической группе  G1 подтипа  Н9. 
Полногеномное секвенирование позволило установить 
отсутствие реассортации геномных сегментов относи-
тельно ранее выявленных на территории Российской 
Федерации вирусов подтипа H9N2 генетической груп-
пы G1. Установлено высокое сходство выявленного ви-
руса с вирусом A/chicken/Israel/215/2007. Анализ молеку-
лярных маркеров вируса свидетельствует об адаптации 
вируса A/chicken/Chelyabinsk/30/2019 к популяции птиц. 

Конфликт интересов. Авторы заявляют об отсут-
ствии конфликта интересов.
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СОСТОЯНИЕ СИСТЕМЫ УТИЛИЗАЦИИ 

И УНИЧТОЖЕНИЯ БИОЛОГИЧЕСКИХ ОТХОДОВ ЖИВОТНОГО ПРОИСХОЖДЕНИЯ 

В СУБЪЕКТАХ РОССИЙСКОЙ ФЕДЕРАЦИИ

РЕЗЮМЕ
В процессе хозяйственной деятельности организаций всех форм собственности, зани-

мающихся производством, транспортировкой, заготовкой и переработкой продуктов 

и сырья животного происхождения, а также личных подсобных хозяйств граждан об-

разуется довольно значительное количество биоотходов, которые являются источника-

ми биологического загрязнения окружающей среды, способствуют сохранению очагов 

инфекционных заболеваний и создают реальную угрозу здоровью населения и сельско-

хозяйственных животных. Объекты утилизации или уничтожения биологических отхо-

дов требуют постоянного наблюдения и надзора, поскольку ухудшение эпизоотичес кой 

обстановки в них может привести к возникновению и распространению болезней со 

значительными экологическими, экономическими и социальными последствиями. 

Чтобы объективно отразить сложившуюся реальную картину ветеринарно-санитар-

ного состояния мест утилизации и уничтожения биоотходов в субъектах Российской 

Федерации и сформировать целостное представление о рассматриваемой проблеме 

в стране, были проведены сбор информации и анализ данных, полученных от сотруд-

ников органов исполнительной власти субъектов Российской Федерации в   области 

ветеринарии. Рассмотрены такие показатели, как количество, форма собственности, 

ветеринарно-санитарное состояние, расположение и обеспеченность местами утили-

зации и уничтожения биоотходов животного происхождения, по состоянию на 2018 г. 

При проведении исследования выявлено, что в стране зарегистрировано 20 808 мест 

утилизации и уничтожения биологических отходов, из них основная часть приходится 

на скотомогильники (в т. ч. сибиреязвенные). В большинстве случаев скотомогильни-

ки (в т. ч. сибиреязвенные) не соответствуют ветеринарно-санитарным требованиям 

и являются бесхозными. Проведенный анализ свидетельствует о том, что в Российской 

Федерации сложилась напряженная ситуация в сфере обращения с биологическими 

отходами животного происхождения.

Ключевые слова: утилизация, уничтожение, биологические отходы, места утилизации 

и уничтожения биологических отходов, скотомогильники, сибиреязвенные 

скотомогильники, трупосжигательные печи, ветеринарно-санитарные утилизационные 

заводы, ветеринарно-санитарное состояние.
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SUMMARY
Organizations of all forms of ownership engaged in the production, transportation, procure-

ment and processing of animal products and raw materials, as well as backyards, produce 

a signifi cant amount of biological waste in the course of their activity. This waste is the 

source of environmental pollution, it contributes to the maintenance of infectious disease 

outbreaks and poses a real threat to public and livestock health. Facilities for biological waste 

rendering and disposal require constant monitoring and supervision, because the improper 

management of these facilities can lead to disease occurrence and spread with signifi cant 

environmental, economic and social implications. In order to objectively refl ect the real state 

of waste rendering and disposal facilities in the Subjects of the Russian Federation and to 

form a holistic view of the problem in the country, the analysis of data, collected from the 

veterinary executive authorities of the Subjects of the Russian Federation, were analyzed. 

Such parameters as quantity, form of ownership, veterinary and sanitary condition, location 

and availability of animal waste rendering and disposal facilities were considered as of 2018. 

The study revealed 20,808 animal waste rendering and disposal facilities registered in the 

country, the majority of them being represented by animal burial sites (including anthrax). 

In most cases, animal burial sites (including anthrax) do not meet veterinary and sanitary 

requirements and are unattended. The analysis reveals tension in the fi eld of animal waste 

management in the Russian Federation.

Key words: rendering, waste disposal, biological waste, biological waste rendering and 

disposal facilities, animal burial sites, anthrax animal burial sites, incineration furnaces, 

veterinary and sanitary rendering plants, veterinary and sanitary condition. 
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ВВЕДЕНИЕ
Ежегодно в стране в результате хозяйственной дея-

тельности организаций различных форм собственно-
сти (СПК, ОАО, ЗАО, ИП и др.), занимающихся производ-
ством, транспортировкой, заготовкой и переработкой 
продуктов и сырья животного происхождения, и лич-
ных подсобных хозяйств граждан образуется довольно 
значительное количество биоотходов, среди которых 
трупы животных и птиц, в т. ч. лабораторных; аборти-
рованные и мертворожденные плоды; ветеринарные 
конфискаты (мясо, рыба, другая продукция животного 
происхождения), выявленные после ветеринарно-са-
нитарной экспертизы (на хладобойнях, мясо- и рыбопе-
рерабатывающих предприятиях, рынках, в организаци-
ях торговли, убойных пунктах и др. объектах), и другие 
отходы, получаемые при переработке пищевого и не-
пищевого сырья животного происхождения [1, 2, 5, 6]. 
Биоотходы являются источниками загрязнения окру-
жающей среды, способствуют сохранению очагов ин-
фекционных заболеваний и создают реальную угрозу 
здоровью населения и сельскохозяйственных живот-
ных [5, 6]. В связи с этим объекты утилизации или унич-
тожения биоотходов требуют постоянного наблюде-
ния и надзора, поскольку ухудшение эпизоотической 
обстановки в них может привести к возникновению 
и распространению болезней со значительными эко-
логическими, экономическими и социальными послед-
ствиями [3, 4].

На сегодняшний день официальная информация, 
касающаяся данной проблемы, носит фрагментарный 
и  ограниченный характер, что не позволяет объек-
тивно отразить сложившуюся реальную картину ве-
теринарно-санитарного состояния мест утилизации 
и уничтожения биоотходов в субъектах и сформиро-
вать целостное представление о  рассматриваемой 
проблеме в стране.

Вследствие этого целью работы явился выбор пока-
зателей, наиболее достоверно характеризующих состо-
яние объектов, осуществляющих утилизацию и уничто-
жение биологических отходов, а также сбор и оценка 
информации о ситуации в стране в 2018 г.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В целях проведения исследования специалистами 

ФГБУ «ВНИИЗЖ» была разработана форма для сбора 
первичных данных, включающая такие показатели, 
как количество, вид, форма собственности, ветери-
нарно-санитарное состояние, результаты обследова-
ния и обеспеченность субъекта местами утилизации 
и  уничтожения биоотходов. Также был организован 
единовременный и  одномоментный сбор информа-
ции по указанной форме за период с  01.01.2018 по 
01.01.2019. Первичные данные, полученные от сотруд-
ников органов исполнительной власти 85 субъектов 
РФ в области ветеринарии, были внесены в систему 
оперативной отчетности «Ассоль.Экспресс» и проана-
лизированы.

В исследовании использовались общепринятые 
методы анализа данных: обобщение и формализация 
информации, метод сравнительного анализа, методы 
описательной статистики. Обработка числовых данных 
проводилась с  использованием программного обе-
спечения анализа данных STATISTICA 10 (StatSoft, Inc.). 
С целью визуализации полученных данных в виде карт 
использовали географическую информационную си-
стему ArcGIS 10.6.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБС У ЖДЕНИЕ
Организация системы утилизации и уничтоже-

ния биологических отходов в Российской Федерации
Утилизация и уничтожение биологических отходов 

в  РФ регламентируется «Ветеринарно-санитарными 
правилами сбора, утилизации и уничтожения биоло-
гических отходов», утвержденными 4 декабря 1995 г. 
№ 13-7-2/469 [1].

В данных правилах описан алгоритм действий по 
сбору, утилизации и уничтожению биоотходов как для 
владельцев животных, независимо от способа ведения 
хозяйства, так и для организаций и предприятий всех 
форм собственности, занятых производством, транс-
портировкой, хранением, заготовкой и переработкой 
продуктов и сырья животного происхождения.

Согласно ветеринарно-санитарным правилам, био-
отходы утилизируют путем переработки на ветеринар-
но-санитарных утилизационных заводах (цехах), сжи-
гают в  трупосжигательных печах и  обеззараживают 
в биотермических ямах. 

Следует отметить, что уничтожение биоотходов пу-
тем захоронения в землю категорически запрещено. 
Однако в исключительных случаях, при массовой гибе-
ли животных от стихийного бедствия и невозможности 
их транспортировки для утилизации, сжигания и обез-
зараживания в биотермических ямах, допускается за-
хоронение биоотходов в землю по решению главного 
государственного ветеринарного инспектора субъекта 
РФ. Также запрещен сброс биоотходов в водоемы, реки, 
болота, бытовые мусорные контейнеры и вывоз их на 
свалки и полигоны для захоронения [1].

Количественное, видовое распределение и фор-
ма собственности мест утилизации и уничтоже-
ния биологических отходов

Одной из основных задач в деятельности государ-
ственной ветеринарной службы субъекта РФ является 
проведение ветеринарного надзора и контроля за под-
надзорными объектами. Одной из категории поднад-
зорных объектов являются места утилизации и унич-
тожения биоотходов (МУУБО), т. к. они являются одной 
из составляющих обеспечения эпизоотического благо-
получия территорий субъектов РФ. В связи с этим был 
проведен анализ состояния МУУБО в стране.

По результатам проведенного анализа следует, что 
на территории  РФ по состоянию на 01.01.2019 заре-
гистрировано 20  808 МУУБО. Основное количество 
 МУУБО представлено скотомогильниками и составляет 
68% от их общего количества. Наименьшее число при-
ходится на ветеринарно-санитарные утилизационные 
заводы (0,3%), и почти в равных долях представлено 
количество сибиреязвенных скотомогильников (15%) 
и трупосжигательных печей (16,7%) (рис. 1).

В стране расположено 14  109  скотомогильников, 
которые зарегистрированы почти во всех субъектах 
страны, за исключением г. Москвы, г. Санкт-Петербурга, 
Республики Марий Эл, Республики Адыгеи, Мага-
данской области и  Чукотского автономного округа. 
Около половины скотомогильников (40%) сосредото-
чено в Приволжском федеральном округе. В 40 субъ-
ектах страны данный показатель варьирует в диапа-
зоне от 11 до 200 ед., а для 15 субъектов не превышает 
10 ед. (рис. 2). Единичное количество скотомогильников 
зарегистрировано в  Чувашской Республике, Респуб-
лике Ингушетии, Курской области и г. Севастополе.

Сибиреязвенные скотомогильники зарегистриро-
ваны на территории 61 субъекта страны в количестве 
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Рис. 1. Общее количество мест утилизации и уничтожения биологических отходов в РФ 
(по состоянию на 2018 г.)

3193 ед., половина из них сосредоточена в таких субъ-
ектах, как Удмуртская Республика (101), Кемеровская 
(103), Тверская (145), Нижегородская (231) области, 
республики Мордовия (251), Якутия (285) и Татарстан 
(808). Для трети субъектов (33) данный показатель не 
превышает 20 ед. 

Следует отметить, что в настоящее время в стране 
остро стоит вопрос с наличием собственника у ското-
могильников (в т. ч. сибиреязвенных), так как 7970 ско-

томогильников и 1499 сибиреязвенных скотомогиль-
ников являются бесхозными. А значит, с определенной 
долей уверенности можно предположить, что указан-
ные скотомогильники (в т.  ч. сибиреязвенные) нахо-
дятся в  ненадлежащем ветеринарно-санитарном со-
стоянии, и не исключается вероятность выноса из них 
возбудителей различных инфекционных болезней жи-
вотных во внешнюю среду, что в свою очередь создает 
реальные угрозы для здоровья населения и животных. 
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Рис. 2. Количественное распределение мест утилизации и уничтожения 
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Количество трупосжигательных печей (в т. ч. инси-
нераторов и кремационных печей) в стране составляет 
3436 ед., расположены они почти во всех субъектах РФ, 
за исключением Карачаево-Черкесской Республики, 
Республики Татарстан и Самарской области. Основное 
количество (40%) трупосжигательных печей находится 
в диапазоне от 11 до 30 ед. (рис. 2). Можно отметить 
регионы со значительным количеством (более 100 ед.) 
трупосжигательных печей, которые расположены в Ле-
нинградской (112 ед.), Владимирской (140 ед.), Москов-
ской (141 ед.), Вологодской (167 ед.) областях, Удмурт-
ской Республике (173  ед.), Ставропольском (191  ед.) 
и Краснодарском (438 ед.) краях.

Также в стране насчитывается 70 ветеринарно-сани-
тарных утилизационных заводов/цехов, которые рас-
положены на территории 33 субъектов РФ (рис. 2), при 
этом основная доля их сконцентрирована в Централь-
ном, Северо-Западном и Дальневосточном федераль-
ных округах, в то время как на территории Северо-Кав-
казского федерального округа не зарегистрировано 
ни одного. Наибольшее их количество отмечается на 
территории Сахалинской (12 ед.), Ленинградской (9 ед.), 
Новгородской (5 ед.) и Белгородской (4 ед.) областей, 
в остальных субъектах РФ в основном зарегистриро-
вано по одному ветеринарно-санитарному утилизаци-
онному заводу/цеху. 

Обеспеченность местами утилизации и уничто-
жения биологических отходов

Обеспеченность субъектов страны МУУБО определя-
ется исходя из объемов биоотходов животного проис-
хождения, образующихся на их территории в результате 
хозяйственной деятельности населения и хозяйствующих 
субъектов. Каждый вид МУУБО обладает определенным 
потенциалом и предназначен для утилизации и уничто-
жения определенных категорий биоотходов. Исходя из 
этого, целесообразно проводить оценку обеспеченности 
субъектов страны в разрезе отдельных видов объектов 
утилизации и уничтожения биологических отходов.

Из результатов проведенного анализа следует, что 
для большинства субъектов РФ отмечается благопри-
ятная ситуация в  отношении обеспеченности ското-
могильниками, а именно для 64 субъектов (75%) обес-
печенность составила 100%. Однако в 21 субъекте РФ 
существует дополнительная потребность в данных объ-
ектах, а показатель обеспеченности варьирует в диа-
пазоне от 3 до 93% (рис. 3). 

Проведенный анализ показал, что более половины 
субъектов страны (47) в полном объеме (100%) обес-
печены трупосжигательными печами (в т.  ч. инсине-
раторами, кремационными печами), а для оставшихся 
38 субъектов РФ обеспеченность находится в диапа-
зоне от 1 до 97%. Наибольшая потребность в данных 
объектах выявлена в субъектах Сибирского (35%) и Се-
веро-Кавказского (68%) федеральных округов. 

Согласно данным, полученным в ходе проведения 
оценки обеспеченности субъектов РФ ветеринарно-
санитарными утилизационными заводами, выявлено, 
что на территории 53 субъектов они отсутствуют, но по-
требность в данных предприятиях существует только 
в 22 субъектах РФ (рис. 3). Для остальных 32 субъектов 
страны отмечается обеспеченность ветеринарно-сани-
тарными утилизационными заводами в полном объеме 
(100%), за исключением Амурской, Свердловской об-
ластей и Приморского края, где обеспеченность соста-
вила менее 50%.

При выявлении в  субъектах низкой обеспечен-
ности МУУБО различных видов требуется скорейшая 
коррекция ситуации по данному вопросу. Поскольку 
создаются все условия и предпосылки для несанкци-
онированного захоронения биоотходов, данный про-
цесс становится неконтролируемым со стороны вете-
ринарных служб субъектов РФ, что в конечном итоге 
препятствует стабильности и улучшению эпизоотичес-
кой ситуации на вверенных им территориях.

Контроль ветеринарно-санитарного состояния 
мест уничтожения биологических отходов

На следующем этапе исследования провели анализ 
ситуации в субъектах страны по уровню проведения 
государственными ветеринарными службами ветери-
нарно-санитарного обследования скотомогильников 
в отчетном периоде. Из полученных данных следует, 
что в  большинстве регионов обследованию подвер-
гались все зарегистрированные скотомогильники. Ис-
ключение составили 15 субъектов РФ, в которых госу-
дарственными ветеринарными службами контрольные 
мероприятия были проведены не в  полном объеме, 
а именно 912 скотомогильников не были обследова-
ны. Значительное количество необследованных ско-
томогильников отмечается в Алтайском (95 ед.), Перм-
ском (199 ед.) краях, Тамбовской (100 ед.), Калужской 
(155 ед.) областях и Республике Дагестан (242 ед.). Для 
оставшихся 10 субъектов количество необследованных 

Рис. 3. Уровень обеспеченности субъектов РФ местами утилизации и уничтожения 
биологических отходов (по состоянию на 2018 г.)
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скотомогильников находится в диапазоне от 1 до 23 ед. 
Основная масса всех необследованных скотомогильни-
ков находится на праве хозяйственного ведения у ор-
ганизаций различных форм собственности (СПК, ОАО, 
ИП и т. д.) (рис. 4).

Что касается сибиреязвенных скотомогильников, 
то следует отметить, что 315 единиц не были охваче-
ны контрольными мероприятиями в таких субъектах, 
как Республика Саха (Якутия) (237 ед.), Пермский край 
(54 ед.), Липецкая область (17 ед.), Еврейская автоном-
ная область (6 ед.) и Алтайский край (1 ед.). В большин-
стве случаев обследованию не подвергались бесхоз-
ные сибиреязвенные скотомогильники (рис. 4).

В любом случае, независимо от количества необсле-
дованных скотомогильников, а также их вида, можно 
предположить, что их ветеринарно-санитарное состоя-
ние можно считать неудовлетворительным, что создает 
потенциальную угрозу для эпизоотического благополу-
чия на определенных территориях, в особенности это 
относится к сибиреязвенным захоронениям.

Ветеринарно-санитарное состояние ското мо-
гильников

В процессе утилизации и уничтожения биоотходов 
животного происхождения возникает опасность рас-
пространения инфекционного агента и контаминации 
окружающей среды. В  первую очередь это связано 
с тем, что в скотомогильниках обеззараживание био-
отходов происходит в течение достаточно длительного 
времени. Однако наибольшую опасность представляют 
объекты утилизации, которые находятся в неудовлет-
ворительном ветеринарно-санитарном состоянии.

Поэтому была проведена оценка ситуации в субъ-
ектах страны по такому показателю, как удельный вес 
числа скотомогильников, не соответствующих ветери-
нарно-санитарным нормам. По результатам анализа 
выявлено, что около 60% (8329  ед.) скотомогильни-
ков в стране не соответствуют ветеринарно-санитар-
ным требованиям. Располагаются они на территории 
65 субъектов РФ, при этом в половине регионов зна-

чение по данному показателю находится в пределах от 
80 до 100% (рис. 5). Основная масса (72%) скотомогиль-
ников, не соответствующих ветеринарно-санитарным 
требованиям, являются бесхозными. 

Подобная ситуация отмечается и  с санитарным 
состоянием сибиреязвенных скотомогильников. Так, 
из 61 субъекта страны, где имеются указанные ското-
могильники, только в 23 регионах все они находятся 
в удовлетворительном санитарном состоянии. Крити-
ческая ситуация отмечается для 11 субъектов РФ, где 
все имеющиеся сибиреязвенные скотомогильники не 
соответствуют ветеринарно-санитарным требованиям. 
В остальных субъектах удельный вес числа сибиреяз-
венных скотомогильников, не соответствующих вете-
ринарно-санитарным требованиям, колеблется от 2 до 
99%.

Расположение скотомогильников относительно 
гидрографических объектов

В ветеринарном законодательстве определены ве-
теринарно-санитарные нормы, запрещающие разме-
щение скотомогильников в водоохранной зоне и зоне 
подтопления/затопления. Однако в некоторых субъек-
тах РФ исполнение ветеринарного законодательства 
в данном вопросе осуществляется не в полном объеме. 
А именно: в стране зарегистрировано 26 скотомогиль-
ников, которые расположены в водоохранной зоне на 
территории Республики Хакасии (1 ед.), Камчатского 
края (2  ед.), Тамбовской области  (5  ед.), Республики 
Татарстан (7 ед.) и Кабардино-Балкарской Республики 
(11 ед.). Количество расположенных в водоохранной 
зоне сибиреязвенных скотомогильников составляет 
45 ед., и зарегистрированы они на территории Новго-
родской (1 ед.), Ивановской (2 ед.), Кировской (2 ед.), 
Челябинской (2 ед.), Нижегородской (5 ед.) областей, 
Кабардино-Балкарской Республики (5 ед.) и Республи-
ки Татарстан (28 ед.), при этом собственник/балансо-
держатель установлен не у всех (табл.).

Скотомогильники, попадающие в  зоны затопле-
ния, зарегистрированы в Республике Бурятии (1 ед.), 

Рис. 4. Количество обследованных и необследованных скотомогильников 
(в т. ч. сибиреязвенных) в РФ (по состоянию на 2018 г.)
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Алтайском крае (3 ед.) и Республике Дагестан (14 ед.), 
общее их количество составляет 18 ед., из них 4 ско-
томогильника являются бесхозными. Кроме того, все 
скотомогильники данной категории, расположенные 
в Республике Дагестан, являются действующими и не 
соответствуют ветеринарно-санитарным требовани-
ям. Также зарегистрировано 15  попадающих в  зону 
затопления сибиреязвенных скотомогильников, рас-
положенных на территории Еврейской автономной 
области (1 ед.), Республики Бурятии (1 ед.), Алтайского 

края (1  ед.), Ивановской области (2  ед.), Кабардино-
Балкарской Республики (2 ед.), Республики Марий Эл 
(3 ед.) и Нижегородской области (5 ед.), при этом треть 
из них являются бесхозными (табл.). Также в некоторых 
субъектах РФ не исполняются ветеринарно-санитар-
ные требования в части размещения скотомогильни-
ков относительно гидрографических объектов. Около 
сотни скотомогильников (в т. ч. сибиреязвенных) рас-
положены на территории водоохранной зоны и зоны 
затопления.

Рис. 5. Уровень ветеринарно-санитарного состояния скотомогильников 
(в т. ч. сибиреязвенных) в РФ (по состоянию на 2018 г.)
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Таблица
Количество скотомогильников (в т. ч. сибиреязвенных), расположенных  в зоне затопления и водоохранной зоне на территории 
субъектов РФ (по состоянию на 2018 г.)
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Количество мест 
уничтожения 
биоотходов, 

которые 
попадают 

в водоохранную 
зону

скотомогильники 0 5 0 0 11 0 0 7 0 0 0 1 2 0 0 26

бесхозные 
скотомогильники

0 0 0 0 11 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 11

сибиреязвенные 
скотомогильники

2 0 1 0 5 2 5 28 0 2 0 0 0 0 0 45

бесхозные
сибиреязвенные 
скотомогильники

2 0 1 0 1 1 0 0 0 2 0 0 0 0 0 7

Количество мест 
уничтожения 
биоотходов, 

которые 
попадают в зоны 

затопления

скотомогильники 0 0 0 14 0 0 0 0 0 0 3 0 0 0 1 18

бесхозные 
скотомогильники

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3 0 0 0 1 4

сибиреязвенные 
скотомогильники

1 0 0 0 2 0 5 0 3 0 1 0 0 1 1 14

бесхозные
сибиреязвенные 
скотомогильники

1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 1 1 5



60 ВЕТЕРИНАРИЯ СЕГОДНЯ, ДЕКАБРЬ №4 (31) 2019 | VETERINARY SCIENCE TODAY, DECEMBER №4 (31) 2019

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
Объекты утилизации и уничтожения биологических 

отходов являются источниками загрязнения окружаю-
щей среды, в том числе подземных и поверхностных 
вод, способствуют сохранению очагов инфекционных 
заболеваний животных, что, в свою очередь, создает 
реальные угрозы здоровью человека и животных. 

Наиболее значимыми показателями для харак-
теристики состояния объектов, осуществляющих 
утилизацию и  уничтожение биоотходов, выбраны: 
количественное, видовое распределение и  форма 
собственности мест утилизации и уничтожения биоло-
гических отходов; обеспеченность местами утилизации 
и уничтожения биологических отходов; контроль ве-
теринарно-санитарного состояния мест уничтожения 
биологических отходов; ветеринарно-санитарное со-
стояние скотомогильников и расположение скотомо-
гильников относительно гидрографических объектов, 
т. к. именно данные показатели связаны с потенциаль-
ными угрозами для эпизоотического благополучия 
в случае реализации неблагоприятных сценариев.

Результаты анализа показывают, что в субъектах РФ 
отмечается напряженная ситуация в  сфере обраще-
ния, утилизации и уничтожения биоотходов. В первую 
очередь это связано с тем, что более половины ското-
могильников (в т. ч. сибиреязвенных) не соответству-
ют ветеринарно-санитарным требованиям. При этом 
ситуация усугубляется тем, что значительная часть 
скотомогильников (в т. ч. сибиреязвенных) не имеет 
собственника/балансодержателя. В связи с этим в на-
стоящие время возникает необходимость в усовершен-
ствовании существующей системы оценки состояния 
мест утилизации и уничтожения биологических отхо-
дов животного происхождения в  субъектах РФ. Мо-
дернизация данной системы оценки в первую очередь 
должна включать в себя разработку единых форм учета 
для скотомогильников, сибиреязвенных скотомогиль-
ников, трупосжигательных печей (в т. ч. инсинераторов 
и  кремационных печей) и  ветеринарно-санитарных 
утилизационных заводов и  создание единых прове-
рочных листов (чек-листов, списков контрольных во-
просов) с  целью использования их ветеринарными 
службами субъектов РФ в проведении плановых прове-
рок в отношении объектов утилизации и уничтожения 
биологических отходов.

Конфликт интересов. Авторы заявляют об отсут-
ствии конфликта интересов.
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STRUCTURE AND STAFF 
MOVEMENT  WITHIN STATE VETERINARY SERVICE 

OF RUSSIAN FEDERATION 

SUMMARY
Major resources for any organization are human resources which condition the com-

pany’s performance. The article presents the analysis of quantitative and qualitative 

indicators of the number, structure and movement of staff  of the state veterinary 

service of the Russian Federation in 2018. All indicators were examined at diff erent 

organizational levels of the veterinary service: the country’s veterinary service as a 

whole, at the level of the executive veterinary bodies of Russian subjects (including 

the state veterinary surveillance divisions), establishments for control and preven-

tion and those for laboratory analysis and diagnosis. The work deals with the staff  

structure of the country’s state veterinary service categorized by education, length of 

service, age and gender. To study the movement of staff  of the state veterinary service 

connected to recruitment and retirement of specialists, we calculated and analyzed a 

number of parameters: employee turnover rate for recruitment, employee turnover 

rate for leaving, total staff  turnover rate, staff  replacement rate. In 2018 the Russian 

state veterinary service comprised around 52,304 veterinary specialists, the majority 

of them (81%) being employed at establishments for control and prevention. The 

core of veterinary specialists is represented by employees with a university degree 

(75%), work experience of more than 10 years (55%), belonging to age group of 

36–50 years (43%), female (62%). The results of analysis of human resources of the 

veterinary service allow us to determine the weak points of personnel policy and work 

out measures to deal with them if the need arises.

Key words: veterinary service, organizational levels of veterinary service, veterinary 

specialist, staff  structure, staff  movement. 

РЕЗЮМЕ
Главными ресурсами любой организации являются трудовые ресурсы, от дея-

тельности которых зависит эффективность работы данной организации. В статье 

представлен анализ количественных и качественных показателей, характеризу-

ющих численный состав, структуру и движение кадров государственной ветери-

нарной службы Российской Федерации в 2018 г. Все показатели рассматривали 

на разных уровнях организации ветеринарной службы: в целом по ветеринар-

ной службе страны, на уровне органов исполнительной власти субъектов РФ 

в области ветеринарии (в том числе в подразделениях госветнадзора), в учреж-

дениях лечебно-профилактического звена и учреждениях лабораторно-диа-

гностического профиля. В работе рассмотрена структура ветеринарных кадров 

государственной ветеринарной службы страны по образованию, стажу работы, 

возрасту, гендерному признаку. Для изучения движения кадрового потенциала 

государственной ветеринарной службы в связи с приемом и выбытием специ-

алистов были рассчитаны и проанализированы ряд показателей: коэффициент 

оборота кадров по приему, коэффициент оборота кадров по выбытию, коэф-

фициент общего оборота кадров, коэффициент восполнения кадров. В 2018 г. 

в госветслужбе РФ насчитывалось порядка 52 304 ветеринарных специалистов, 

большая часть которых (81%) трудоустроена в учреждения лечебно-профи-

лактического звена. Основной состав ветеринарных специалистов представлен 

сотрудниками с высшим образованием (75%), со стажем работы более 10 лет 

(55%), возрастной категории 36–50 лет (43%), женского пола (62%). Результаты 

анализа кадрового потенциала ветеринарной службы позволяют определить 

слабые стороны кадровой политики и выработать мероприятия по их коррек-

тировке в случае необходимости.

Ключевые слова: ветеринарная служба, уровни организации ветеринарной 

службы, ветеринарный специалист, структура кадров, движение кадров. 
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ВВЕДЕНИЕ
Среди всей совокупности ресурсов любой организа-

ции важное место занимают трудовые ресурсы, от ка-
чества, эффективности, квалификации и опыта работы 
которых зависят результаты ее деятельности. Часть 
трудовых ресурсов, имеющих специальную подготов-
ку и образование, составляют кадры организации или 
в целом отдельной отрасли, к которой также относится 
и государственная ветеринарная служба Российской 
Федерации [5, 8]. 

Важными задачами анализа трудовых ресурсов 
государственной ветеринарной службы РФ являются 
определение показателей, связанных с численностью, 
составом, структурой, квалификацией и  движением 
ветеринарных кадров.

Данные показатели рассматривали в разрезе кате-
горий персонала в зависимости от характера выполня-
емых ими функций: 

– ветеринарные специалисты, работающие в учреж-
дениях лечебно-профилактического звена (СББЖ, ве-
теринарные центры, ветеринарные лечебницы, вете-
ринарные участки и т. п.);

– ветеринарные специалисты, работающие в учреж-
дениях лабораторно-диагностического профиля (ве-
теринарно-диагностические лаборатории различного 
уровня);

– ветеринарные специалисты, работающие в органах 
исполнительной власти субъектов РФ в области вете-
ринарии, внутри которых выделено подразделение 
по осуществлению государственного ветеринарного 
надзора.

Состав и количественные соотношения отдельных 
групп и категорий сотрудников описывает структура 
кадров [4, 8, 11]. Структуру кадров государственной 
ветеринарной службы рассматривали по следующим 
категориям:

– уровень организации государственной ветеринар-
ной службы;

– образование;
– стаж работы;
– возраст;
– гендерный признак.
Поскольку официальная и доступная информация 

по кадровым ресурсам госветслужбы РФ носит до-
статочно ограниченный характер, то задачей данного 
исследования явился выбор наиболее значимых пока-
зателей, их сбор и комплексный анализ, позволивший 
оценить многие количественные и качественные пока-
затели трудовых ресурсов. Кроме того, впервые про-
анализировано движение кадров в государственной 
ветеринарной службе страны.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Практической основой для анализа трудовых ресур-

сов государственной ветеринарной службы РФ послу-
жили сведения, предоставленные органами исполни-
тельной власти субъектов РФ в области ветеринарии за 
2018 г. по разработанной в ФГБУ «ВНИИЗЖ» форме для 
сбора первичных данных. Информация поступила от 
84 субъектов РФ, кроме Забайкальского края, по кото-
рому были использованы доступные данные за 2017 г. 

Методологической и теоретической основой для ис-
следования явились публикации современных авторов, 
посвященные проблемам анализа трудовых ресурсов.

В работе использовали аналитический метод; ме-
тод сравнительного анализа, сводки и  группировки, 
описательной статистики; экономико-математические 
расчеты. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБС У ЖДЕНИЕ
Одними из основных характеристик персонала 

организации являются его численность и структура. 
В государственной ветеринарной службе РФ в 2018 г. 
всего насчитывалось 52 304 ветеринарных специали-
ста (табл. 1). 

Как видно из представленного материала, основное 
количество ветспециалистов (81,2%) работает в учреж-
дениях лечебно-профилактического звена, то есть там, 
где проводятся первичные ветеринарные мероприя-
тия по предупреждению и ликвидации заболеваний 
животных. Значительную долю (15,3%) составляют со-
трудники учреждений лабораторно-диагностического 
профиля. В органах исполнительной власти субъектов 
РФ в области ветеринарии занято 3,5% ветспециали-
стов, из них ¾ являются специалистами, осуществляю-
щими региональный государственный ветеринарный 
надзор. 

Наряду с  количественным обеспечением ветери-
нарной службы интерес представляет качественный 
состав ветспециалистов, оцениваемый по образова-
нию, стажу работы в  учреждениях государственной 
ветеринарной службы, возрасту, полу [2, 4, 7].

Структура кадров по образованию. Деятель-
ность государственной ветеринарной службы требует 
от специалистов наличия определенных знаний, опыта 
и квалификации.

Удельный вес ветспециалистов с  высшим образо-
ванием составляет около 75%, со средним образова-
нием – около 25%, что позитивным образом характе-
ризует квалификационный уровень ветеринарных 
специалистов государственной ветеринарной службы 
РФ. Следует отметить, что в штате государственной ве-
теринарной службы насчитывается 679 ветеринарных 
специалистов, имеющих ученую степень кандидата или 
доктора наук. 

Структура кадров по стажу работу в  госвет-
службе РФ. Для анализа распределения ветеринарных 
кадров по данному показателю были выделены четы-
ре группы ветспециалистов в зависимости от стажа их 
работы в учреждениях государственной ветеринарной 
службы (рис. 1).

На всех уровнях организации ветеринарной служ-
бы наименьший удельный вес в структуре кадров (от 5 
до 7%) занимают специалисты со стажем работы менее 
одного года, большая же часть персонала (от 47 до 56%) 
работает в данной структуре более 10 лет. Значительную 
долю (от 23 до 36%) составляют ветеринарные кадры, 

ОРИГИНАЛЬНЫЕ СТАТЬИ  | ОБЩИЕ ВОПРОСЫ ORIGINAL ARTICLES | GENERAL ISSUES

Таблица 1 
Численность ветспециалистов государственной ветеринарной службы РФ

Организационная структура госветслужбы
Количество 

ветспециалистов, чел.

Всего в госветслужбе РФ, в том числе: 52 304 (100%)

– в органе исполнительной власти субъектов РФ,
из них специалисты Госветнадзора

1840 (3,5%)
1292 (2,5%)

– в учреждениях лечебно-профилактического звена 42 478 (81,2%)

– в учреждениях лабораторно-диагностического профиля 7986 (15,3%)
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показательным является представление возрастной 
структуры специалистов госветслужбы с разбивкой на 
группы (рис. 2).

При исследовании возрастной структуры трудовых 
ресурсов были выделены 4 возрастные категории, име-
ющие, на наш взгляд, свои профессиональные особен-
ности: молодые (до 35 лет), зрелые кадры (36–50 лет), 
кадры предпенсионного возраста (51–54/59 лет) и пен-
сионного возраста (55/60 лет и старше).

На основании приведенных данных можно сделать 
вывод, что как в целом, так и на каждом уровне орга-
низации госветслужбы РФ преобладают специалисты 
в возрасте от 36 до 50 лет. Именно на эти годы прихо-
дится пик трудовой активности человека. Специалистов 
данного возраста отличает большая продуктивность 
труда, высокий трудовой потенциал и хорошая ориен-
тация в профессии, что влияет на качество работы. 

имеющие стаж работы от 5 до 10 лет. Так как стаж работы 
оказывает значительное влияние на профессиональные 
качества ветеринарных специалистов, то можно сделать 
вывод, что государственная ветеринарная служба РФ 
укомплектована опытными сотрудниками. Также про-
должительный стаж работы в госветслужбе бóльшей 
части ветеринарных специалистов характеризует ста-
бильность кадров в данной структуре и в определенной 
степени – удовлетворенность условиями труда [3, 12]. 
По мнению некоторых исследователей, работник при-
обретает тем большую ценность для организации, чем 
дольше он в ней работает [8].

Структура кадров по возрасту. Традиционным 
показателем статистики трудовых ресурсов является 
средний возраст специалистов. Однако данный показа-
тель, представляющий собой усредненное значение, не 
является достаточно информативным. Поэтому более 

Рис. 1. Распределение кадров по стажу работы в учреждениях госветслужбы РФ, %

Рис. 2. Распределение ветеринарных кадров госветслужбы по возрасту, %
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Значительный удельный вес в госветслужбе состав-
ляют ветспециалисты в возрасте до 35 лет. Это свиде-
тельствует о том, что ветеринарная служба привлекает 
молодые кадры, поскольку работники этого возраста 
работоспособны, энергичны и обладают высоким по-
тенциалом для повышения своего уровня квалифика-
ции и профессиональной подготовки. 

Примерно равные части составляет персонал вет-
специалистов (в целом по ветслужбе РФ) в возрастном 
промежутке до 35 лет (26%) и пенсионного возраста 
(25%). То есть значительная доля ветеринарных специ-
алистов приходится также и на старшую возрастную 
группу. Специалисты пенсионного возраста, как пра-
вило, имеют высокий уровень квалификации, знаний, 
опыта, которые они продолжают применять на своих 
рабочих местах. В то же время высокая доля ветспе-
циалистов пенсионного возраста в составе персонала 
организации может снизить восприимчивость к раз-
личного рода инновациям. Данные, приведенные 
исследовательским центром портала Superjob, под-
тверждают, что «работодатели чаще склонны видеть 
в  сотрудниках старшего возраста положительные, 
а не отрицательные черты»  [10]. Во многих зарубеж-
ных странах также отмечается высокий процент людей, 
которые продолжают трудовую деятельность после 
65 лет [9, 14].

Структура кадров по гендерному признаку. 
 Одним из показателей оценки трудовых ресурсов яв-
ляется разделение состава организации по гендерному 
признаку. Для ветеринарной службы этот показатель 
носит чисто информационный характер, так как по за-
конодательству дополнительные льготы ветспециали-
стам по половому признаку не предоставляются. 

В целом в государственной ветеринарной службе 
РФ женщины-ветспециалисты в структуре персонала 
занимают значительную долю – 62%, следовательно, 
доля мужчин составляет 38%.

Соотношение в пользу мужчин присутствует только 
на уровне органов управления ветеринарией субъек-
тов РФ, где они составляют 57%, а среди сотрудников 
госветнадзора – 59%. На всех остальных уровнях ор-
ганизации ветслужбы наблюдается преобладание спе-
циалистов женского пола. Женщины явно доминируют 
в учреждениях лабораторно-диагностического секто-
ра, где их доля составляет 89%. Возможно, это связано 
с тем, что работа в лабораториях требует бóльшей усид-
чивости и скрупулезности, а эта черта более свойствен-
на специалистам женского пола. Причиной также могут 
быть более комфортные условия труда по сравнению 
с условиями работы в хозяйствах.

Движение трудовых ресурсов государственной 
ветеринарной службы. Численность сотрудников 
любой организации в течение определенного времени 
изменяется. Это связано с приемом на работу новых со-
трудников и увольнением работающих. Процесс изме-
нения численности сотрудников представляет собой 
движение рабочей силы, которое характеризуется ря-
дом показателей: коэффициентом оборота по приему 
кадров, коэффициентом оборота по выбытию кадров, 
коэффициентом полного оборота кадров, коэффици-
ентом восполнения кадров и др. [1, 4, 6, 13]. 

Коэффициент оборота по приему кадров позволя-
ет определить удельный вес принятых сотрудников 
к среднесписочному числу работающих сотрудников 
(табл. 2).

Данные таблицы свидетельствуют о том, что удель-
ный вес принятых в течение года ветеринарных специ-
алистов на всех уровнях организации ветеринарной 
службы, кроме учреждений лабораторно-диагностиче-
ского профиля, составил 9%. В учреждениях лаборатор-
но-диагностического профиля доля таких сотрудников 
несколько выше и составила 12% от списочного состава 
ветспециалистов. В среднем по госветслужбе коэффици-
ент оборота по приему кадров в 2018 г. равен 10%.

Удельный вес выбывших за год сотрудников к сред-
несписочному числу работающих сотрудников позво-
ляет определить коэффициент оборота кадров по вы-
бытию (табл. 2). 

По результатам расчета видно, что коэффициенты 
оборота по выбытию на разных уровнях организации 
ветеринарной службы РФ мало отличаются друг от 
друга, что говорит о том, что процесс выбытия ветспе-
циалистов практически равномерен, то есть нет мас-
штабного сокращения кадров ни на одном из уровней 
организации ветеринарной службы. В среднем по стра-
не доля уволившихся за год ветспециалистов составила 
11% от общего числа ветеринарных специалистов гос-
ветслужбы РФ. Причинами выбытия специалистов мо-
гут быть как субъективные, так и объективные факторы.

Для анализа движения кадров целесообразно рас-
сматривать коэффициенты оборота по приему и выбы-
тию параллельно. Из таблицы 2 видно, что как в целом 
по ветеринарной службе, так и на каждом из уровней 
ее организации данные коэффициенты невысокие 
и имеют несущественные различия между собой. О не-
значительной потере численности ветспециалистов 
госветнадзора и учреждений лечебно-профилактиче-
ского звена говорит факт превышения коэффициента 
оборота по выбытию над коэффициентом оборота по 
приему. О положительной тенденции свидетельствует 
соотношение данных коэффициентов в учреждениях 
лабораторно-диагностического профиля, которое го-
ворит о приросте численности специалистов на дан-
ном уровне ветеринарной службы. Это может быть 
следствием открытия дополнительных вакансий суще-
ствующих направлений деятельности или открытием 
новых структурных подразделений. 

Общую оценку степени изменения кадрового соста-
ва как за счет вновь принятых на работу, так и за счет 
уволившихся по различным причинам дает коэффи-
циент общего оборота кадров. Он равен отношению 
суммы числа принятых и уволенных к среднесписоч-
ной численности сотрудников (табл. 3). Чем меньше 
значение данного коэффициента, тем более стабилен 
и постоянен должен быть состав кадров.
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Таблица 2
Обороты ветспециалистов госветслужбы РФ по приему и выбытию, % 

Уровень организации госветслужбы
Коэффициент, %

по приему по выбытию

Всего в госветслужбе РФ, в том числе: 10 11

– в органе исполнительной власти субъектов РФ
(из них специалисты госветнадзора)

9 (9) 9 (10)

– в учреждениях лечебно-профилактического звена 9 11

– в учреждениях лабораторно-диагностического профиля 12 9
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этого направления в кадровой политике. По данным 
ветеринарных служб субъектов РФ, за период с 2008 
по 2018  г. более 2890  человек получили ветеринар-
ное образование в вузах по целевому приему, но из 
них трудоустроились в учреждения государственной 
ветеринарной службы только порядка 1470 человек, 
что свидетельствует о  необходимости проведения 
(заинтересованными структурами) более глубокой 
оценки эффективности целевого обучения по специ-
альности «ветеринария». Таким образом, только около 
половины молодых специалистов, окончивших вузы 
по целевому приему по специальности «ветеринария», 
возвращаются в учреждения государственной ветери-
нарной службы. Вероятно, применяемых мер социаль-
ной поддержки на уровне субъектов РФ недостаточно. 
Поэтому необходимо предпринять совместные усилия 
региональных и федеральных властей, чтобы повысить 
престижность и привлекательность профессии ветери-
нарного врача.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Анализ сведений, предоставленных органами испол-

нительной власти субъектов РФ в области ветеринарии, 
позволил выделить наиболее значимые показатели для 
оценки трудовых ресурсов в государственной ветери-
нарной службе на разных уровнях ее организации: об-
разование, стаж работы, возраст, гендерный признак, 
движение кадрового потенциала. Анализируя значения 
показателей численности, структуры и движения кадров 
ветспециалистов в 2018 г., можно судить о том, что гос-
ветслужба РФ укомплектована ветеринарными специ-
алистами на 90% от штатной численности. При этом 
число уволившихся за год ветеринарных специалистов 
превысило число принятых на работу, что говорит о не-
полном замещении в ветслужбе выбывших специали-
стов (коэффициент восполнения равен 0,91) и отчасти 
свидетельствует о незначительных негативных тенден-
циях на некоторых уровнях организации ветеринарной 
службы. Однако их значения не являются критическими, 
а требуют более пристального внимания для выявления 
явных или скрытых проблем и принятия необходимых 
управленческих решений в дальнейшем.

Основная масса ветспециалистов работает в учреж-
дениях лечебно-профилактического звена (81%), что 
обусловлено направлением деятельности государ-
ственной ветеринарной службы. Распределение трудо-
вых ресурсов по уровню образования показывает, что 
преобладают ветспециалисты с высшим образованием 
(75%). Характер распределения по возрастному призна-

Сравнивая данные таблицы 3, можно сделать вывод 
о том, что уровень стабильности кадров на разных уров-
нях организации ветеринарной службы существенно не 
отличается между собой. Более постоянный состав вете-
ринарных специалистов заметен среди сотрудников ор-
гана исполнительной власти. Менее постоянный состав 
ветеринарных кадров – в учреждениях лабораторно-ди-
агностического профиля. Данный факт может косвенно 
указывать на возможные проблемы, связанные с орга-
низацией труда, оплатой труда, социальной поддержкой 
ветспециалистов и т. п. Чтобы определить истинные при-
чины, необходимо проводить более детальный анализ 
влияющих на данную ситуацию факторов. 

Важным показателем, характеризующим движение 
кадров, является коэффициент восполнения (замеще-
ния) кадров, который рассчитывается как отношение 
числа принятых к числу уволенных специалистов за 
год (табл. 3).

Коэффициент восполнения характеризует процесс 
восполнения уволившихся из организации по различ-
ным причинам работников вновь принятыми. Для ор-
ганизации целесообразно, чтобы данный коэффициент 
был больше 1. Однако в динамике значение коэффици-
ента восполнения кадров, близкое к 1, не всегда имеет 
положительную тенденцию. Он может иметь такое зна-
чение и в случае отсутствия смены персонала, которое 
ведет к «застою» кадров и может в будущем создать 
проблемы (например, «старение» кадров, если в штате 
большой процент сотрудников имеет предпенсионный 
или пенсионный возраст). 

Так, коэффициент восполнения в целом по государ-
ственной ветеринарной службе в 2018 г. составил 0,91% 
(за год выбыло на 486 человек больше, чем принято на 
работу). Такая ситуация, когда коэффициент замещения 
меньше 1, характерна для большинства уровней орга-
низации ветеринарной службы: органа исполнитель-
ной власти в области ветеринарии, подразделения гос-
ветнадзора и учреждений лечебно-профилактического 
звена. Следовательно, на данных уровнях организации 
может иметь место нехватка персонала, увеличение ко-
личества вакантных должностей. Однако значение ко-
эффициента восполнения меньше 1 может свидетель-
ствовать и о сокращении должностей (ставок) в случае 
уменьшения задач госветслужбы. 

В учреждениях лабораторно-диагностического про-
филя, где коэффициент восполнения составил 1,27, про-
исходит полное возмещение убыли ветспециалистов 
в связи с их увольнением. Тем не менее, согласно отчет-
ным данным, в учреждениях лабораторно-диагности-
ческого звена наблюдается недоукомплектованность 
ветеринарными специалистами на 12%, а в целом по 
госветслужбе – в среднем на 10%. 

Потребность в  персонале должна быть увязана 
с  перспективами развития организации, поскольку 
процесс привлечения квалифицированных работни-
ков длительный. Он связан с подготовкой, переподго-
товкой, инвестициями, анализом внутреннего и внеш-
него рынка труда [8].

Обеспечение притока ветеринарных специалистов 
в ветеринарные службы субъектов РФ с целью устра-
нения дефицита кадров и  поддержания их на долж-
ном уровне может быть реализовано посредством 
процедуры целевого приема абитуриентов в вузы по 
специальности «ветеринария». Данный механизм ре-
ализован в 53 субъектах, что подтверждает важность 
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Таблица 3
Общий оборот и восполнение ветеринарных кадров государственной 
ветеринарной службы РФ 

Уровень организации госветслужбы
Коэффициент 

общего 
оборота, %

Коэффициент 
восполне-

ния,%

Всего в госветслужбе РФ, в том числе: 21 0,91

– в органе исполнительной власти субъектов РФ 
(из них специалисты госветнадзора)

18 (19) 0,95 (0,89)

– в учреждениях лечебно-профилактического звена 20 0,86

– в учреждениях лабораторно-диагностического профиля 21 1,27
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ку говорит о высокой укомплектованности ветеринар-
ной службы специалистами в возрасте от 36 до 50 лет, 
которые уже обладают достаточным опытом работы 
и еще имеют высокий профессиональный потенциал. 
В структуре трудовых ресурсов госветслужбы практиче-
ски равны доли молодых специалистов до 35 лет (26%) 
и специалистов пенсионного возраста (25%), что свиде-
тельствует о рациональной политике в области подбора 
кадров. В гендерной структуре наблюдается превыше-
ние доли женщин (62%) над долей мужчин в общей чис-
ленности ветеринарных специалистов государственной 
ветеринарной службы. Наибольший удельный вес жен-
щин преобладает в учреждениях лабораторно-диагно-
стического сектора (89%). Наличие в госветслужбе свы-
ше 50% ветспециалистов с длительным стажем работы 
(более 10 лет) свидетельствует об укомплектованности 
ветеринарной службы страны опытными и квалифици-
рованными кадрами, что играет важную роль в обеспе-
чении эпизоотического благополучия на территории РФ.

Проведенный расчет и  комплексный анализ кад-
ровых коэффициентов дает представление о количе-
ственном, структурном, качественном состоянии штата 
ветеринарных специалистов, а также их движении на 
разных уровнях организации государственной ветери-
нарной службы в 2018 г. Для более глубокого анализа 
кадровых ресурсов необходимо проследить данные 
показатели в динамике за несколько лет. Это даст воз-
можность выявить тенденцию их изменения и позволит, 
в случае необходимости, разработать мероприятия по 
совершенствованию кадровой политики в  государ-
ственной ветеринарной службе РФ.

Анализ рассмотренных показателей кадрового со-
става госветслужбы РФ и сделанные выводы являются 
дополнительной информационной базой для принятия 
определенных управленческих решений, связанных 
с организацией труда и позволяющих провести более 
детальный анализ влияющих на конкретную ситуацию 
факторов, с  целью обеспечения качественной рабо-
ты государственной ветеринарной службы на разных 
уровнях ее организации.

Конфликт интересов. Авторы заявляют об отсут-
ствии конфликта интересов.

СПИСОК ЛИТЕРАТ УРЫ
1. Алиев И. М., Горелов Н. А., Ильина Л. О. Экономика труда: учебник 

для бакалавров. – М.: Юрайт, 2013. – 671 с.
2. Анализ движения трудовых ресурсов коммерческого пред-

приятия / Научно-популярный портал Bukvi.ru. – URL: http://bukvi.ru/
ekonomika/analiz/analiz-dvizheniya-trudovyx-resursov-kommercheskogo-
predpriyatiya.html (дата обращения: 06.08.19). 

3. Артемова Я. В. Исследование отношения сотрудника к компании 
в контексте лояльности и стажа работы // Актуальные вопросы совре-
менной психологии: материалы Междунар. науч. конф. (г. Челябинск, 
20–23 марта 2011 г.). – Челябинск: Два комсомольца, 2011. – С. 5–7.

4. Веснин В. Р. Практический менеджмент персонала: пособие по 
кадровой работе. – М.: Юристъ, 2001. – 496 с. 

5. Кадровый потенциал государственной ветеринарной службы 
субъектов Российской Федерации / М. А. Шибаев, И. М. Клиновицкая, 
А. С. Оганесян [и др.] // Ветеринария сегодня. – 2018. – № 4. – С. 53–62; 
DOI: 10.29326/2304-196X-2018-4-27-53-62.

6. Когденко В. Г. Экономический анализ. – 2-е изд., перераб. и доп. – 
М.: Юнити-Дана, 2011. – 399 с.

7. Нестеров А. К. Анализ трудовых ресурсов // Энциклопедия Не-
стеровых.  – URL:  http://odiplom.ru/lab/analiz-trudovyh-resursov.html 
(дата обращения: 28.08.19).

8. Спивак В. А. Организационное поведение и управление персо-
налом: учебное пособие. – СПб.: Питер, 2000. – 412 с.

9. Тарлецкая Л. В. Страны ОЭСР в международной статистике труда // 
Мировая экономика и международные отношения. – 2010. – № 1. – С. 47–53. 

10. Только 7% работодателей не обращают внимания на воз-
раст соискателя  / Исследовательский центр портала Superjob.ru.  – 
URL:  https://www.superjob.ru/research/articles/111652/tolko-7/ (дата 
обращения: 30.07.19).

11. Третьякова Е. П. Оценка трудового потенциала организации // 
Менеджмент в России и за рубежом. – 2009. – № 1. – С. 136–144.

12. Харский  К.  В. Благонадежность и  лояльность персонала.  – 
СПб.: Питер, 2003. – 495 с.

13. Экономическая статистика: учебник / под ред. Ю. Н. Иванова. – 
2-е изд., доп. – М.: ИНФРА-М, 2002. – 480 с. 

14. FVE Survey of the veterinary profession in Europe / Federation of 
Veterinarians of Europe. – April 2015. – URL: https://www.fve.org/cms/wp-
content/uploads/FVE-Survey-ALL-280416_AMENDED-April-2016.pdf (дата 
обращения: 20.08.19).

REFERENCES
1. Aliev  I.  M., Gorelov  N.  A., Ilyina  L.  O. Economics of Labour: text-

book for bachelor students [Ekonomika truda: uchebnik dlya bakalavrov]. 
М.: Yurait, 2013 (in Russian).

2. Analysis of movement of human resources of a commercial estab-
lishment [Analiz dvizheniya trudovykh resursov kommercheskogo predpri-
yatiya]. Popular science portal – Bukvi.ru. URL: http://bukvi.ru/ekonomika/
analiz/analiz-dvizheniya-trudovyx-resursov-kommercheskogo-predpriya-
tiya.html (data of access: 06.08.19) (in Russian).

3. Artemova Ya. V. Study of the employee’s attitude to the company 
in the context of loyalty and length of service [Issledovaniye otnosheniya 
sotrudnika k kompanii v kontekste loyalnosti i stazha raboty]. Aktual’nye vo-
prosy sovremennoj psihologii: materialy Mezhdunar. nauch. konf. (Chelyabinsk, 
March 20–23, 2011). Chelyabinsk: Dva komsomoltsa, 2011; 5–7 (in Russian).

4. Vesnin V.  R. Practical personnel management: textbook for per-
sonnel management [Praktichesky menegement personala: posobiye po 
kadrovoy rabote]. М.: Yurist, 2001 (in Russian). 

5. Human resources of the state veterinary service of the subjects 
of the Russian Federation [Kadrovyi potenzial gosudarstvennoy veterinar-
noy sluzhby subyektov Rossiyskoy Federatsii]. М. А. Shibayev, I. М. Klino-
vitskaya, А. S. Oganesyan [et al.]. Veterinary Science Today. 2018; 4: 53–62; 
DOI: 10.29326/2304-196X-2018-4-27-53-62.

6. Kogdenko V. G. Economic analysis [Ekonomichesky analiz]. 2nd edi-
tion, revised and enlarged. М.: Uniti-Dana, 2011 (in Russian).

7. Nesterov А. К. Analysis of human resources [Analiz trudovykh resur-
sov]. Nesterov Encyclopedia [Enciklopedia Nesterovykh]. URL: http://odiplom.
ru/lab/analiz-trudovyh-resursov.html (data of access: 28.08.19) (in Russian).

8. Spivak V. А. Organizational behavior and personnel management: 
textbook [Organizationnoye povedenie i upravleniye personalom]. St. Pe-
tersburg: Piter, 2000 (in Russian).

9. Tarletskaya L. V. OECD countries in international labour statistics 
[Strany OESR v mezhdunarodnoj statistike truda]. Mirovaya ekonomika i 
mezhdunarodnye otnosheniya. 2010; 1: 47–53 (in Russian). 

10. Only 7% of employers do not pay attention to employee’s age 
[Tol’ko 7% rabotodatelej ne obrashchayut vnimaniya na vozrast soiskatelya]. 
Research centre of Superjob.ru portal. URL:  https://www.superjob.ru/re-
search/articles/111652/tolko-7/ (data of access: 30.07.19) (in Russian).

11. Tretyakova Е. P. Evaluation of human resources of an organiza-
tion [Otsenka trudovogo potential organizatii]. Management in Russia and 
Abroad. 2009; 1: 136–144 (in Russian).

12. Kharsky К. V. Personnel reliability and loyalty [Blagonadezhnost’ i 
loyalnost’ personala]. St. Petersburg: Piter, 2003 (in Russian).

13. Economic statistics [Ekonomicheskaya statistika]: textbook. ed. by 
Yu. N. Ivanov. 2nd edition, enlarged edition.  М.: INFRA-М, 2002 (in Russian). 

14. FVE Survey of the veterinary profession in Europe. Federation of 
Ve terinarians of Europe. April 2015. URL:  https://www.fve.org/cms/wp- 
content/uploads/FVE-Survey-ALL-280416_AMENDED-April-2016.pdf (data 
of access: 20.08.19).

Поступила 18.10.19
Принята в печать 13.11.19

ОРИГИНАЛЬНЫЕ СТАТЬИ  | ОБЩИЕ ВОПРОСЫ ORIGINAL ARTICLES | GENERAL ISSUES



67ВЕТЕРИНАРИЯ СЕГОДНЯ, ДЕКАБРЬ №4 (31) 2019 | VETERINARY SCIENCE TODAY, DECEMBER №4 (31) 2019

11 ноября 2019 года, 
Ташкент, Узбекистан
Животноводство традиционно является основным 

видом деятельности для многих семей в Центральной 
Азии. Охрана здоровья животных позволяет избежать 
серьезных негативных социально-экономических по-
следствий. Две встречи ФАО, состоявшиеся в Ташкенте 
в ноябре 2019 г., направлены на улучшение здоровья 
животных.

Учитывая трансграничный характер большинства 
болезней животных и заболеваний, вызываемых про-
дуктами животного происхождения, необходимо соз-
дание платформы для регулярных встреч представи-
телей органов по охране здоровья животных стран 
Центральной Азии с целью обмена информацией и об-
суждений, определения приоритетов и согласования 
основных вопросов и совместных действий. Пришло 
время для создания Центрально-Азиатской сети по ох-
ране здоровья животных, подобной успешно действую-
щим в других субрегионах, чтобы заполнить имеющий-
ся пробел в этой сфере для Казахстана, Кыргызстана, 
Таджикистана, Туркменистана и Узбекистана.

Данная сеть, созданная в рамках ташкентской встре-
чи 14–15 ноября, также позволит странам совместно 
определять приоритеты, выявлять проблемы и разра-
ботать общий план действий для их решения. Платфор-
ма предлагает более широкие рамки для специалистов 
в области ветеринарной медицины, эпидемиологии, 
эпиднадзора и диагностики с целью формирования 
обширных технических знаний, компетенций и лидер-
ских качеств, необходимых для координации действий 
по управлению рисками трансграничных болезней жи-
вотных и зоонозов.

В рамках сети будут обсуждаться такие вопросы, как 
международное регулирование животноводства, осу-
ществление надзора и контроля за инфекционными за-
болеваниями, торговля и экономические последствия 
торговых ограничений. В долгосрочной перспективе 
новая сеть должна внести свой вклад в гармонизацию 
мер политики и подходов, улучшение обмена инфор-
мацией и целенаправленное обучение кадров, а также 
стандартизацию лабораторных процедур и рабочих 
процессов.

На начальном этапе сотрудничества страны избрали 
в качестве основного объекта пристального внимания 
региональной сети бруцеллез, поскольку заболевание 
является источником серьезных экономических и со-
циальных последствий для беднейших стран.

НОВОСТИ NEWS

СОЗДАНИЕ ЦЕНТРАЛЬНО-
АЗИАТСКОЙ СЕТИ 
ПО ОХРАНЕ ЗДОРОВЬЯ 
ЖИВОТНЫХ
ОРГАНИЗОВАННЫЕ ФАО В ТАШКЕНТЕ МЕРОПРИЯТИЯ НАПРАВЛЕНЫ 

НА ОКАЗАНИЕ ПОДДЕРЖКИ В БОРЬБЕ С БРУЦЕЛЛЕЗОМ И СОЗДАНИЕ 

ТЕХНИЧЕСКОЙ СЕТИ ПО ОХРАНЕ ЗДОРОВЬЯ ЖИВОТНЫХ

Продовольственная и сельскохозяйственная 
организация ООН (ФАО)
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Бруцеллез является распространенным во всем 
мире инфекционным заболеванием, вызываемым 
бактериями, которые могут передаваться людям при 
контакте с инфицированными животными, такими как 
овцы, крупный рогатый скот, козы, свиньи и  собаки, 
или продуктами животного происхождения, такими 
как сырое и недоваренное мясо и непастеризованное 
молоко. Даже охотники подвергаются риску заражения, 
так как могут вдохнуть опасные бактерии при разделке 
дичи.

На семинаре, состоявшемся 11–13 ноября и посвя-
щенном борьбе с бруцеллезом в Центральной Азии, 
были представлены инструменты для осуществления 
последовательной борьбы с этой болезнью, что являет-
ся первоочередной задачей для всех пяти стран.

«В нашем быстро меняющемся мире, где болезни жи-
вотных стремительно распространяются, невзирая на 
границы, обмен информацией и сотрудничество между 
соседними странами и торговыми партнерами необхо-
димы для предотвращения распространения эпиде-
мий, что ведет к уменьшению их социального и эконо-
мического ущерба», – отметил эксперт ФАО по охране 
здоровья животных Даниэль Бельтран-Алькрудо.

На семинаре были представлены Пошаговый подход 
к осуществлению последовательной борьбы с бруцел-
лезом (SAPCB) и Инструмент по поэтапному искорене-
нию бруцеллеза (STEB), разработанные совместно ФАО 
и Центрами по контролю и профилактике заболеваний 
США (CDC). Последний будет использоваться странами 
для проведения оценок, направленных на выявление 
пробелов и определение последующих шагов в дея-
тельности по профилактике и борьбе с бруцеллезом 
в каждой из пяти стран-участниц, а также положит на-
чало развитию региональной координационной сети.

«Пошаговый подход был успешно реализован в от-
ношении других основных болезней животных. Кон-

троль над болезнью – масштабная задача, требующая 
многих лет непрерывных усилий. Поэтому сначала 
она кажется непосильной. Пошаговый подход, позво-
ляющий разбить процесс на более короткие, мелкие 
управляемые последовательные этапы, поможет стра-
нам постепенно добиться эффективной профилактики, 
контроля и ликвидации бруцеллеза и одновременно 
отслеживать прогресс в этом направлении», – добавил 
Бельтран-Алькрудо.

Важно также определить базовые возможности 
стран в области борьбы с болезнями животных. Для 
этой цели каждая страна-бенефициар будет оценивать-
ся с привлечением внешних экспертов и использовани-
ем двух дополнительных инструментов, разработанных 
ФАО: Инструмента оценки надзора (SET) и Инструмента 
картирования лабораторий (LMT).

ССЫЛКИ:
Семинар по Пошаговому управлению бруцеллезом 
в Центральной Азии
www.fao.org/europe/event/detail-events/ru/c/1242826/ 

Создание Центрально-Азиатской сети по охране 
здоровья животных (CAAHN)
www.fao.org/europe/event/detail-events/ru/c/1238324/ 

Раздел об охране здоровья животных на сайте ФАО
www.fao.org/animal-health/ru/ 

Инструмент оценки надзора ФАО (SET) 
(на английском языке)
www.fao.org/emergencies/resources/documents/
resources-detail/en/c/1129356/ 

Инструмент картирования лабораторий (LMT) 
(на  английском языке)  
www.fao.org/3/a-i5439e.pdf
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ФГБУ «ФЕДЕРАЛЬНЫЙ ЦЕНТР ОХРАНЫ ЗДОРОВЬЯ ЖИВОТНЫХ» 
(ФГБУ «ВНИИЗЖ»)

FGBI "FEDERAL CENTRE FOR ANIMAL HEALTH" (FGBI "ARRIAH")

Региональная референтная лаборатория МЭБ по ящуру
OIE Regional Reference Laboratory for Foot and Mouth Disease 

Референтная лаборатория МЭБ по высокопатогенному и низкопатогенному 
гриппу птиц и ньюкаслской болезни

The OIE Reference Laboratory for Highly Pathogenic Avian Infl uenza and Low Pathogenic 
Avian Infl uenza (Poultry) and Newcastle Disease

ОСНОВНЫМ НАПРАВЛЕНИЕМ ДЕЯТЕ ЛЬНОС ТИ 
ИСПЫТАТЕ ЛЬНОГО ЦЕНТРА ФГБУ «ВНИИЗЖ» 
ЯВЛЯЕТС Я:
проведение независимых испытаний пище-
вой продукции, продовольственного сырья 
и кормов для животных по показателям ка-
чества и безопасности, определяющим сте-
пень соответствия их нормам и требованиям 
действующих Технических регламентов (ТР) 
Таможенного союза (ТС), ГОСТов, СанПиНа 
и других нормативных документов (НД) Та-
моженного союза и Российской  Федерации.  

ИСПЫТАТЕ ЛЬНЫЙ ЦЕНТР ФГБУ «ВНИИЗЖ» 
ПРОВОДИТ ИСПЫТАНИЯ ПРОДУКЦИИ 
ПО С ЛЕДУЮЩИМ НАПРАВЛЕНИЯМ 
(ОБЛАС ТЬ АККРЕДИТАЦИИ):

Пищевые продукты 
и продовольственное сырье 

1. Хлебобулочные и макаронные изделия.
2. Продукция сахарной промышленности 

(сахар-песок, сахар-рафинад).
3. Изделия кондитерские сахаристые.
4. Продукция винодельческой 

промышленности.
5. Продукция производства 

безалкогольных напитков.
6. Вода питьевая.
7. Мясо, субпродукты охлажденные, замо-

роженные, мясные и растительные мясосо-
держащие консервы, мясные  полуфабрикаты.

8. Продукция молочной и маслосыродель-
ной промышленности.

9. Пищевая масложировая продукция.
10. Непищевая масложировая продукция 

(глицерин натуральный дистиллированный, 
мыло хозяйственное).

11. Соковая продукция из фруктов 
и овощей.

12. Зерно и продукты его переработки. 
13. Продукты рыбной промышленности.
13. Мед, продукция пчеловодства.
14. Пищевые концентраты и крахмал.
15. Растительные масла, продукты перера-

ботки растительных масел.
16. Овощи.

Корма
1. Корма растительного происхождения.
2. Зерно злаковых, бобовых и масличных 

культур на кормовые цели.
3. Кормовые продукты перерабатываю щей 

промышленности: жмыхи, шроты,  отруби, 
жом сушеный.

4. Корма животного происхождения, жир 
кормовой.

5. Кормовые добавки минерального 
 происхождения.

6. Комбикорма, премиксы, белково-
витаминные добавки.

По вопросам проведения исследований 
обращаться по тел. 8(4922)52-99-22


