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Цель. Эспериментальное воспроизведение ВГЕ-инфекции на домашних карликовых 
свиньях (минипигах) и сравнительный анализ вирусологических и иммунологических 
характеристик экспериментальной инфекции. Материалы и методы. Минипиги породы 
Визенау (2 самки и 4 самца возрастом 50 — 60 дней и весом 5 — 10 кг) были инфицирова­
ны штаммом ВГЕ генотипа 3, выделенным из фекалий свиней в Белгородской обл. в 2013 г. 
Вирус вводили в виде 10% осветленного фекального экстракта (800 мкл). В течение 49 
дней эксперимента у животных брали кровь (еженедельно) и фекалии ежедневно. Анти- 
ВГЕ IgG определяли в образцах сыворотки крови с помощью тест-системы ДС-ИФА- 
ANTI-HEV-G (Диагностические системы), РНК ВГЕ в образцах фекальных экстрактов и 
в сыворотке крови — в ОТ-ПЦР. Результаты. Минипиги породы Визенау оказались вос-
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приимчивы к заражению ВГЕ генотипа 3, у всех животных после введения вируса раз­
вилась инфекция, сопровождавшаяся присутствием РНК ВГЕ в фекалиях на протяжении 
двух недель и сероконверсией по анти-ВГЕ. Сравнительный анализ вирусологических 
характеристик экспериментальной ВГЕ-инфекции у миниатюрных и стандартных свиней 
показал, что у минипигов продолжительность инфекции короче, а сероконверсия по 
анти-ВГЕ происходит раньше. Заключение. Восприимчивость к ВГЕ генотипа 3 и меньший 
вес делают карликовых свиней удобной альтернативой обычным домашним свиньям и 
приматам для моделирования ВГЕ-инфекции in vivo.
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Aim. Experimental reproduction of HEV-infection in mini-pigs and comparative analysis of 
virological and immunological characteristics of experimental infection. Materials and methods. 
Wiesenauer minipigs (2 females and 4 males, age 50 — 60 days, weight 5 — 10 kg) were infected 
by HEV genotype 3 strain isolated from swine feces in Belgorod region in 2013. The virus was 
administered as a 10% clarified feces extract (800 pi). Blood (weekly) and feces (daily) were sam­
pled from the animals for 49 days. Anti-HEV IgG were determined in sera samples using DS-EIA- 
ANTI-HEV-G (Diagnostic Systems) system, HEV RNA in samples of feces extracts and blood 
sera — RT-PCR. Results. Wiesenauer minipigs were sensitive to HEV genotype 3 infection, infec­
tion developed in all the animals after administration of the virus, that was accompanied by the 
presence o f HEV RNA in feces for 2 weeks and seroconversion by anti-HEV. Comparative analy­
sis of virological characteristics of experimental HEV-infection in mini- and standard pigs has 
shown, that the duration of the infection in mini-pigs is shorter, and seroconversion by anti-HEV 
occurs earlier. Conclusion. Sensitivity to HEV genotype 3 and lower weight make mini-pigs a 
comfortable alternative to standard swine and primates for modelling HEV infection in vivo.
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В В Е Д Е Н И Е
Инфекция, вызванная вирусом гепатита Е (ВГЕ), представляет серьезную 

проблему здравоохранения. По оценкам ВОЗ, ежегодно регистрируется до 20 
миллионов случаев гепатита Е (ГЕ) и около 70 000 смертей, вызванных этой 
инфекцией [12]. ВГЕ относится к семейству Hepeviridae, представляет собой 
мелкий безоболочечный вирус диаметром 30 — 32 нм с геномом, представлен­
ным одноцепочечной РНК позитивной полярности длиной около 7200 ну­
клеотидов.

Эпидемиологические особенности распространения ВГЕ-инфекции во 
многом зависят от генотипа (ГТ) вируса. ГТ1 иГТ2 инфицируют только чело­
века и вызывают эпидемии в эндемичных регионах (преимущественно странах 
тропического пояса), при этом источником инфекции на эндемичных терри­
ториях являются инфицированные лица [12]. ГТЗ и ГТ4 способны инфици­
ровать как человека, так и животных (свиньи, олени), при этом с ГТЗ связано
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подавляющее большинство случаев автохтонного ГЕ в развитых странах, в том 
числе в России. По-видимому, инфекция ВГЕ ГТЗ и ГТ4 является зоонозом и 
может иметь широкой спектр клинических проявлений от бессимптомной 
инфекции до острого гепатита, а также хронической инфекции у пациентов с 
иммуносупрессией [2, 4, 5].

Успешные эксперименты по заражению приматов и свиней ВГЕ были 
проведены еще в начале 1990-х годов. Было установлено, что свиньи воспри­
имчивы к ВГЕ ГТЗ и ГТ4, но не к ГТ1 и ГТ2, а приматы восприимчивы ко всем 
генотипам вируса [9,14]. С помощью моделирования ВГЕ-инфекции на сви­
ньях изучали возможные факторы передачи данной инфекции, а также лока­
лизацию репликации ВГЕ [3, 6].

Открытие ВГЕ кроликов, близкого к патогенному для человека ГТЗ, по­
зволило использовать этих животных в качестве экспериментальной модели 
ВГЕ-инфекции. В экспериментах была продемонстрирована ограниченная 
восприимчивость кроликов, помимо кроличьих штаммов, к штаммам ВГЕ 
ГТ4, выделенных от людей [10]. Также в экспериментах была продемонстри­
рована восприимчивость приматов к кроличьему ВГЕ [7]. С помощью кроли­
чьей модели ВГЕ-инфекции были изучены протективные свойства китайской 
вакцины против ГЕ [8]. Тем не менее, данные о восприимчивости кроликов к 
ВГЕ ГТЗ, основной причине автохтонного ГЕ в индустриальных странах, от­
сутствуют. Таким образом, наиболее часто применяемой в исследованиях 
животной моделью ВГЕ-инфекции являются домашние свиньи стандартных 
размеров, что затрудняет экспериментальную работу.

Целью данного исследования являлось экспериментальное воспроизведе­
ние ВГЕ-инфекции на домашних карликовых свиньях (минипигах) и срав­
нительный анализ вирусологических и иммунологических характеристик 
экспериментальной инфекции на карликовых и стандартных породах жи­
вотных.
М А Т Е Р И А Л Ы  И М Е Т О Д Ы

В эксперименте использовались минипиги породы Визенау в количестве 
6 голов (2 самки и 4 самца) возрастом 50 — 60 дней и весом 5 — 10 кг. Все жи­
вотные содержались в индивидуальных вольерах со свободным доступом к 
корму и воде.

До начала экспериментов все животные по результатам предварительного 
скрининга не имели антител к ВГЕ (анти-ВГЕ IgG) в сыворотке крови и были 
отрицательны по РНК ВГЕ в фекалиях.

Все процедуры с животными в исследовании проведены в соответствии с 
правилами проведения работ с использованием экспериментальных животных.

Для инфицирования использовали штамм ВГЕ ГТЗ, выделенный из фека­
лий свиней в Белгородской области в 2013 г. Генотипическая принадлежность 
штамма была подтверждена секвенированием фрагмента вирусного генома, 
кодирующего открытую рамку считывания 2 (ОРС2 ВГЕ). Вирус вводили 
животным в виде 10% осветленного фекального экстракта, пропущенного 
через стерилизующий фильтр 0,22 мкм.

Всем 6 животным вводили внутривенно, в плюсневую вену, по 800 мкл сте­
рилизованного фекального экстракта, содержащего ВГЕ ГТЗ. Животные наблю­
дались в течение 49 дней после заражения. На протяжении эксперимента у всех 
животных брали образцы крови (еженедельно) и фекалий (ежедневно). Кровь 
брали из передненаружной плюсневой вены, расположенной на наружной по­
верхности голени. В образцах фекалий определяли РНК ВГЕ, в образцах сыво-
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ротки крови также определяли РНК ВГЕ и анти-ВГЕ, а также уровень активности 
биохимических маркеров функционального состояния печени — аланинамино- 
трансферазы (АЛТ), аспартатаминотрансферазы (ACT), лакгатдегидрогеназы 
(ЛДГ), гамма-глютамилтранспептидазы (ГГТП), общего билирубина.

Анти-ВГЕ IgG определяли в образцах сыворотки крови свиней с помощью 
коммерческой тест-системы ДС-ИФА-АНТИ-HEV-G (производство НПО 
«Диагностические системы») с применением видоспецифичного конъюгата 
(козьи антитела к IgG свиньи, меченные пероксидазой хрена (производство 
Pierce).

РНК ВГЕ в образцах фекальных экстрактов и сыворотки крови животных 
определяли в полимеразной цепной реакции, совмещенной с обратной транс­
крипцией (ОТ-ПЦР) с вырожденными праймерами к ОРС2 ВГЕ. Выделение 
вирусной РНК из образцов проводили по принципу обратимого связывания 
нуклеиновых кислот на поверхности магнитных частиц с помощью набора 
для выделения ДНК/РНК MP@Si02 («Sileks», Россия) в соответствии с ин­
струкцией производителя. Для амплификации использовали следующие 
олигонуклеотиды: внешняя пара праймеров — 5’-aaytatgcmcagtaccgggttg-3’ 
(прямой) и 5’-cccttatcctgctgagcattctc-3’ (обратный), внутренняя пара праймеров 
— 5’-gtyatgytytgcatacatggct-3’ (прямой) и 5’-agccgacgaaatyaattctgtc-3’(o6paTHbrft).

Первый раунд ПЦР проводили совместно с ОТ, условия реакции были 
следующими: 42°С — 1 час, затем 5 мин. — 94°С (денатурация и инактивация 
фермента обратной транскриптазы), затем 35 циклов: 94°С — 30 сек., 45°С — 
30 сек., 72°С — 45 сек., финальная элонгация — 72°С — 7 мин. Условия для 
второго раунда ПЦР — 35 циклов: 94°С — 30 сек., 45°С — 30 сек., 72°С — 45 
сек., финальная элонгация — 72°С — 7 мин. Полученные продукты ПЦР, со­
ответствующие ВГЕ, определяли в 1,5% агарозном геле вТВЕ. Величина про­
дукта амплификации для ВГЕ составляла 350 пар оснований.
Р Е З У Л Ь Т А Т Ы  И О Б С У Ж Д Е Н И Е

Экспериментальное заражение ВГЕ карликовых свиней (минипигов) бы­
ло удачным. У всех шести животных после внутривенного введения 800 мкл 
стерилизованного фекального экстракта, содержащего ВГЕ ГТЗ, наблюдалось 
выделение ВГЕ с фекалиями и сероконверсия по анти-ВГЕ. РНК ВГЕ появ­
лялась в фекалиях, начиная с 6 дня после заражения и выявлялась до 18 дня 
после заражения включительно (рис.). Анти-ВГЕ появлялись в сыворотке 
крови, начиная с 12 дня после заражения, и сохранялись до окончания пе­
риода наблюдения. Для подтверждения идентичности штамма, выделенного 
от свиней в ходе экспериментальной инфекции, штамму ВГЕ, использован­
ному для заражения животных, сравнивали последовательности участка ОРС2 
вирусного генома, выделенные из иноколума и от инфицированных животных. 
Степень сходства нуклеотидных последовательностей составила более 99%, 
что подтвердило идентичность ВГЕ ГТЗ, использованного для заражения 
минипигов, вирусу, выделенному от животных в ходе эксперимента.

На протяжении экспериментальной ВГЕ-инфекции у минипигов не на­
блюдали повышение уровней активности печеночных ферментов, у всех шести 
животных уровень АЛТ, ACT, Г Г Т П , ЛДГ и билирубина оставался стабильным 
и не отличался достоверно от исходного, регистрируемого до заражения (рис.). 
Клинические симптомы заболевания у животных отсутствовали, изменений 
в поведении животных и снижения массы тела не наблюдали.

Результаты анализа вирусологических характеристик экспериментальной 
ВГЕ-инфекции в сравнении с данными, полученными другими исследовате-
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■ АЛЕ (Е/л) -о- ACT (Е/л) -*■ ГГТП (Е/л) —  ЛДГ (Е/л) * Билирубин общий (мкмоль/л)

Экспериментальная инфекция ВГЕ ГТЗ у карликовых домашних свиней. Обобщенные данные для 
шести животных. Планки погрешностей соответствуют предельным значениям индивидуальных по­
казателей.

лями на животных миниатюрных и стандартных пород, приведены в табл. При 
внутривенном заражении ВГЕ ГТЗ у стандартных свиней выделение вируса с 
фекалиями начинается раньше и продолжается дольше по сравнению с ми- 
нипигами. Сероконверсия по анти-ВГЕ у миниатюрных свиней наступает 
несколько раньше, чем у животных стандартных пород.

Целью данного исследования являлась отработка удобной и адекватной 
модели ВГЕ-инфекции in vivo для дальнейших испытаний кандидатных вак­
цинных препаратов против ГЕ. Стандартной экспериментальной моделью для 
ВГЕ-инфекции являются приматы и домашние свиньи, воспроизводимость 
этой инфекции на грызунах (крысах и мышах) оказались невысокой. Значение 
кроликов как модели ВГЕ-инфекции ограничено из-за отсутствия данных по 
восприимчивости этих животных к ВГЕ ГТЗ.
Различия в параметрах экспериментальной инфекции ВГЕ 
ГТЗ у миниатюрных и стандартных свиней при внутривенном 
заражении

Дни (среднее, минимум- 
максимум)

Миниатюрные 
свиньи,порода 

Визенау

Миниатюрные 
свиньи, порода 

Бама [14]
Стандартные 

свиньи [4]

До начала выявления 
РНК ВГЕ в фекалиях

6,6 (6-7) 7 3,2
(2 ,0 - 4,3)

П родолжительность 
выявления РНК ВГЕ 
в фекалиях

12,5(12-13) 10 39,9
(27,7-52,1)

Сероконверсия по 
анти-ВГЕ относитель-

7,3 (6-12) 7 12,5
(10,4-14,6)

но первого появления 
РНК ВГЕ в фекалиях

Нами отработана модель 
ВГЕ-инфекции на карлико­
вых свиньях (минипигах) 
породы Визенау, эти живот­
ные оказались восприимчивы 
к заражению ВГЕ. Перед за­
ражением животные были 
проверены на маркеры ВГЕ- 
инфекции, поскольку ВГЕ 
ГТЗ широко распространен 
среди поголовья домашних 
синей на территории России 
[1]. В ходе эксперимента у
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всех животных после введения ВГЕ ГТЗ развилась инфекция, сопровождав­
шаяся выделением вируса с фекалиями и сероконверсией по анти-ВГЕ.

Описанные ранее эксперименты по заражению свиней ВГЕ ГТЗ и ГТ4 
проводились на домашний свиньях стандартных размеров. Тот факт, что ми­
ниатюрные свиньи относятся к тому же биологическому виду (Sus scrofa 
domesticus), что и обычные домашние свиньи, а также сообщение о наличии 
естественной инфекции ВГЕ ГТЗ у карликовых свиней [11] позволяют пред­
полагать, что миниатюрные свиньи, имеющие массу тела до 10 кг, послу­
жат более удобной моделью ВГЕ-инфекции, чем домашний свиньи стандарт­
ных размеров. Первое сообщение об экспериментальном воспроизведении 
ВГЕ-инфекции на миниатюрных свиньях появилось в 2016 году. Tang Z.-M. 
et al. в эксперименте на миниатюрных свиньях породы Бама при зараже­
нии ВГЕ ГТЗ получили результаты, аналогичные нашим [13]. Описанные 
в этой работе сроки развития и продолжительность экспериментальной 
инфекции, а также сроки сероконверсии совпадают с наблюдавшимися 
нами.

Сравнительный анализ вирусологических характеристик эксперименталь­
ной ВГЕ-инфекции у миниатюрных и стандартных свиней показал, что у 
минипигов продолжительность инфекции короче, а сероконверсия по анти- 
ВГЕ происходит раньше. Тем не менее, в целом динамика инфекции у ми­
ниатюрных свиней сходна с наблюдаемой у стандартных животных.

Таким образом, восприимчивость к ВГЕ ГТЗ и меньший вес делают кар­
ликовых свиней удобной альтернативой обычным домашним свиньям и при­
матам для моделирования ВГЕ-инфекции in vivo. Пригодность кроликов для 
экспериментального воспроизведения ВГЕ-инфекции представляется огра­
ниченной.

Проект осуществлен при финансовой поддержке Министерства образования и науки 
Российской Федерации, уникальный идентификатор проекта RFMEFI60414X0064.
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М.А.Макарова, Л.В.Сужаева, Л.А.Кафтырева

ДЕТИ РАННЕГО ВОЗРАСТА С ДИСБИОЗОМ КИШЕЧНИКА КАК НОСИТЕЛИ 
ЭНТЕРОАГГРЕГАТИВНЫХ ESCHERICHIA COLI

НИИ эпидемиологии и микробиологии им. Пастера, Санкт-Петербург

Цель. Изучение распространенности диареегенных Е.соНэнтероаггрегативной группы 
у детей с дисбиозом кишечника. Материалы и методы. Методом ПЦР были изучены фак­
торы вирулентности у 511 штаммов Е. coli, выделенных при бактериологическом иссле­
довании проб фекалий 393 детей в возрасте до 2 лет. Чувствительность к антибиотикам 
определяли диско-диффузионным методом, интерпретация результатов — согласно кли­
ническим рекомендациям «Определение чувствительности микроорганизмов к анти­
микробным препаратам» 2015 г. Результаты. Идентифицированы 23 штамма энтероаггре- 
гативных E.coli (EAggEC). Все штаммы содержали ген aaf, кодирующий аггрега- 
тивно-адгезивные фимбрии и четыре других гена (aggR, ast, аар, aatA) в различных 
комбинациях, кодирующие факторы вирулентности EAggEC. 19 штаммов (87%) были 
нечувствительны к антимикробным препаратам. Резистентность к цефалоспоринам рас­
ширенного спектра была обусловлена продукцией бета-лактамазой расширенного спектра 
(БЛРС) генетического семейства СТХ-М и цефалоспориназой А тр С . Заключение. 
Результаты исследования показали, что 6 % детей с дисбиозами кишечника являются 
носителями EAggEC, что свидетельствует о необходимости детекции штаммов EAggEC 
— новой группы диареегенных Е. coli не только у пациентов с диарейным синдромом, но 
и при дисбиозе кишечника.
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Ключевые слова: энтероаггрегативные Escherichia coli (EAggEC), факторы вирулентности, 
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YOUNG AGE CHILDREN WITH INTESTINE DYSBIOSIS AS CARRIERS OF EN- 
TEROAGGREGATIVE ESCHERICHIA COLI
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Aim. Study the prevalence o f diarrhea-genic E. coli o f the enteroaggregative group in children 
with intestine dysbiosis. Materials and methods. PCR method was used to study virulence factors 
in 511 strains of E. coli isolated during bacteriologic study of feces samples from 393 children aged
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