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Рецензируемый «Журнал микробиологии, эпидемиологии и иммунобиологии»  
рассматривает актуальные проблемы мировой науки и обеспечивает синтез новейших 

результатов исследований в области микробиологии, вирусологии, эпидемиологии,   
вакцинологии, иммунобиологии, профилактики и контроля инфекционных заболеваний.
Междисциплинарный подход дает возможность интеграции передовых научных знаний  
смежных специальностей, широкого видения проблем фундаментальной и прикладной  
инфектологии, а также комплексного подхода к созданию биомедицинских технологий.
К публикации принимаются научные труды российских и зарубежных исследователей,  

лекции, а также методические материалы и законодательные документы в области  
сохранения эпидемиологического благополучия населения.

Журнал входит в базу данных SCOPUS и рекомендованный ВАК «Перечень  
рецензируемых научных изданий, в которых должны быть опубликованы основные  

научные результаты диссертаций на соискание ученой степени кандидата наук,  
на соискание ученой степени доктора наук» по специальностям:

1.5.10. Вирусология (медицинские и биологические науки);
1.5.11. Микробиология (медицинские и биологические науки);
3.2.2. Эпидемиология (медицинские и биологические науки);

3.2.7. Аллергология и иммунология (медицинские и биологические науки).
В соответствии с рекомендациями ВАК (письмо ВАК от 06.12.2022 № 02-1198),  

журнал относится к категории К1 как издание, входящее в базы данных SCOPUS и RSCI.
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Genomic diversity and analysis of resistance determinants  
of Salmonella enterica subspecies enterica serotype  
Kentucky isolated in Russia
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Abstract
Introduction. Salmonella Kentucky sequence type ST198 is one of the epidemiologically significant non-typhoidal 
Salmonella clones worldwide and is characterized by the presence of highly resistant strains and the ability to 
adapt to different animal hosts and environmental conditions.
The aim of this study was to analyze S. Kentucky strains isolated from various sources in Russia in terms of their 
phylogenetic position within the global diversity of the pathogen and their genetic characteristics.
Materials and methods. We examined 55 strains of S. Kentucky by whole-genome sequencing, which were 
isolated from 2010 to 2022 from various sources (clinical strains, food, as well as from farm animals, feed and 
environmental samples). Whole genome sequencing was performed using Illumina platforms. Phylogenetic 
analysis based on nucleotide variation analysis included an additional 390 S. Kentucky strains.
Results. Most of the Russian strains (n = 50) belonged to the ST198 sequence type, four strains were ST314 
and one strain was ST152. Of the 50 Russian sequence-type ST198 strains, 44 belonged to the international 
monophyletic MDR lineage S. Kentucky ST198, and belonged to four separate sublineages, six strains occupying 
a basal position in relation to the MDR lineage. A total of 320 genes and mutations responsible for resistance to 
antimicrobial agents were identified. The most common were point mutations in the QRDR region. In most cases, 
Russian strains were characterized by the presence of variants of the SGI1-K genomic island. Moreover, the 
putative structure of SGI1 was correlated with the phylogenetic clustering of S. Kentucky sublineages.
Conclusions. The results of the study made it possible to assess the population structure of Russian S. Kentucky 
ST198 strains on a global scale and determine the genetic determinants of antibiotic resistance, including the 
structure of the SGI1 genomic island.

Keywords: Salmonella enterica, Salmonella Kentucky, ST198, SGI1, antibiotic resistance, whole genome 
sequencing
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Геномное разнообразие и анализ детерминант  
резистентности Salmonella enterica подвид enterica  
серовар Kentucky, изолированных в России
Кулешов К.В.1 , Павлова А.С.1, Кремлева А.A.2, Карпенко А.Е.1,  
Михайлова Ю.В.1, Крутова Н.Е.1, Лисицына М.Р.1, Попова К.Р.1,  
Веселова О.А.1, Подколзин А.Т.1, Акимкин В.Г.1

1Центральный научно-исследовательский институт эпидемиологии Роспотребнадзора, Москва, Россия;
2Федеральный центр охраны здоровья животных, Москва, Россия

Аннотация
Введение. Salmonella Kentucky сиквенс-типа ST198 относится к одному из эпидемиологически значимых 
клонов нетифоидных сальмонелл во всём мире и характеризуется наличием высокорезистентных штам-
мов, а также возможностью адаптации к различным животным-хозяевам и условиям окружающей среды.
Цель работы — исследование штаммов S. Kentucky, выделенных из различных источников на территории 
России, в аспекте их филогенетического положения в масштабах глобального разнообразия патогена и 
определение их генетических особенностей.
Материалы и методы. Методом полногеномного секвенирования исследовано 55 штаммов S. Kentucky, 
которые были изолированы в 2010–2022 гг. из различных источников (клинические штаммы, пищевые 
продукты, а также от животных, кормов и объектов окружающей среды). Полногеномное секвенирование 
проводили с использованием платформ «Illumina». Филогенетический анализ на основе анализа нуклео-
тидных вариаций, дополнительно включал 390 штаммов S. Kentucky.
Результаты. Бóльшая часть российских штаммов (n = 50) относилась к ST198, 4 штамма — к ST314,  
1 штамм — к ST152. Из 50 российских штаммов ST198 44 принадлежали к международной монофилитиче-
ской MDR-линии S. Kentucky ST198 и относились к 4 отдельным сублиниям, 6 штаммов занимали базаль-
ное положение по отношению к MDR-линии. Всего было выявлено 320 генов и мутаций, ответственных 
за резистентность к противомикробным препаратам. Наиболее часто встречались точечные мутации в 
области QRDR. В большинстве случаев для российских штаммов было характерно присутствие вариантов 
геномного острова SGI1-K. При этом гипотетическая структура SGI1 соотносилась с филогенетической 
кластеризацией сублиний S. Kentucky.
Выводы. Результаты исследования позволили оценить популяционную структуру российских штаммов  
S. Kentucky ST198 в мировом масштабе и определить генетические детерминанты антибиотикорезистент-
ности, включая структуру геномного острова SGI1.

Ключевые слова: Salmonella enterica, Salmonella Kentucky, ST198, SGI1, антибиотикорезистентность, 
полногеномное секвенирование
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Introduction
One of the epidemiologically significant serotypes 

of nontyphoidal salmonellae is the Salmonella enteri-
ca subspecies enterica serotype Kentucky (hereinafter 
referred to as S. Kentucky). A number of studies have 
described cases of isolation of strains producing ex-
tended-spectrum β-lactamases (ESBLs), and in some 
cases even resistant to carbapenems. S. Kentucky is 
considered one of the target serotypes for monitoring 
prevalence in poultry production [1]. 

Various studies in recent years have shed light 
on the emergence, drivers, and potential threats of  
S. Kentucky, in particular the sequence type (ST) 
ST198, which readily adapts to the selection pressure 
exerted by antibiotic use under various environmen-
tal conditions. This Salmonella serotype has evolved 
from no resistance before 1990 to an increase in the 
prevalence of ciprofloxacin-resistant isolates in the 
early 21st century (from 55% in 2007 to 88% in 2017 
[2, 3]). In the first years of this decade, studies record 
the accumulation of genetic elements responsible for 
resistance to a wide range of antimicrobial drugs [2]. 
The intensive use of antibiotics in animal husbandry 
and medicine is one of the primary causes of this phe-
nomenon. Globalization of trade and travel opportuni-
ties create favorable conditions for the spread of resis-
tant bacterial clones internationally. In Europe, human 
infection with the strain S. Kentucky ST198 multi-
drug-resistant (MDR) strain was previously mainly 
associated with travel to North Africa or Southeast 
Asia, with Egypt being the most likely source of these 
bacterial isolates [2, 4, 5].

It is shown that all MDR strains of S. Kentucky 
ST198 belong to a single genetic lineage that has ac-
cumulated antimicrobial resistance determinants since 
the early 1990s. [5]. The different determinants of 
chromosomal resistance since the mid-1990s are asso-
ciated with Salmonella genomic island 1 (SGI1) inte-
gration. SGI1 is a 43,000 bp genomic island originally 
described in S. Typhimurium DT104 [6] and encodes 
resistance to a variety of antimicrobial drugs, includ-
ing amoxicillin, gentamicin, and sulfonamides [7]. The 
insertion of SGI1 was followed by cumulative muta-
tions in the gyrA and parC genes, leading to resistance 
to nalidixic acid and then to ciprofloxacin in 2002. It is 
assumed that it is due to the peculiarities of genetic or-
ganization — chromosome-integrated resistance – that 
explains the clonal success of this MDR lineage and 
its rapid and wide spread worldwide [5, 8]. Previous 
studies have demonstrated that the acquisition of SGI1 
compared to the acquisition of resistance plasmids does 
not require the cost of adaptation (bacterial fitness) 
during growth under nutrient-limited conditions [9], 
which may directly affect the effective spread of antibi-
otic-resistant strains and makes it necessary to closely 
monitor the trends and dynamics of circulation of this 
pathogen not only regionally but also globally.

Existing studies based on whole genome se-
quencing data and population structure analysis have 
provi ded a useful basis for understanding the ongo-
ing evolution of the MDR lineage of S. Kentucky 
ST198 [5]. MDR-lineage strains were mainly found 
in Egypt until 2005 and then rapidly spread through-
out Africa and the Middle East [4]. Another cause for 
concern is the expanding range of sources of detec-
tion of MDR-lineage strains of S. Kentucky ST198. 
Initially, they were detected in autochthonous poul-
try, but later in various animals and food products 
(Salmonella-contaminated spices in France and the 
USA, turkey flocks in Germany and Poland, and wild  
animals) [4, 10–12].

According to salmonellosis monitoring data,  
S. Ken tucky is not among the ten dominant serotypes 
of salmonellae in Russia. The cases of salmonella de-
tection from various sources do not exceed 0.3% during 
the last year1, which corresponds to several dozens of 
strains per year. At the same time, according to pub-
lished data, this serotype was not an etiologic agent of 
cases of group morbidity from 2019 to the present [13], 
and information about the isolation of strains of S. Ken-
tucky ST198 in Russia is limited to single cases [14]. At 
the same time, the question of the population structure 
of Russian strains and their genetic characteristics in 
comparison with strains circulating in other regions of 
the world remains open.

The aim of this study is to analyze S. Kentucky 
strains isolated from various sources in Russia in terms 
of their phylogenetic position in the scale of global 
pathogen diversity and determination of their genetic 
features.

Materials and methods

Selection of isolates and microbiological studies

Between 2010 and 2022, 55 strains of S. Kentucky 
isolated on the territory of the regions of the Russian 
Federation from various sources were studied.

Microbiological analysis of Salmonella strains
Prior to total DNA extraction for whole genomic 

sequencing, bacterial culture was sieved to single col-
onies and serotype confirmation was performed using 
polyclonal (PETSAL) and monoclonal (Sifin) sera.

Whole-genome sequencing
Total DNA from 7 × 109 CFU was extracted using 

the Ribo Prep kit (AmpliSens). Genomic libraries for 
whole genome sequencing of each Salmonella strain 
were prepared from 70 ng of total DNA using the Nex-
teraXT kit (Illumina). Massively parallel sequencing 

1 Information bulletins of the reference Center for Monitoring of 
Salmonellosis No. 35–26. 

 URL: https://www.epid-oki.ru/otchety.html
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was performed on MiSeq, Hiseq, and NextSeq (Illumi-
na) platforms.

Processing of whole genome sequencing data  
and de novo assembly of genomes

Removal of adapters and low quality nucleotide 
reads was performed using the BBTools package2. De 
novo assembly of contigs for each of the strains was 
performed using the SKESA assembler [15]. The num-
ber of nucleotide reads and assembly quality were 
considered sufficient for further analysis under the fol-
lowing conditions: (1) an average of more than 30-fold 
sequencing depth was achieved by reverse mapping the 
original nucleotide reads to the assembled contigs; (2) 
the requirements for the metrics of the obtained con-
tigs were met3: total contig length from 4 to 5.8 million 
bp, N50 more than 20,000 bp, number of contigs less 
than 600, proportion of "N" nucleotides less than 3%, 
and percentage of contigs belonging to the Salmonella 
genus more than 70%. At the final stage of assembly 
validation, the obtained contigs were used to confirm 
the belonging of the sequenced strain to the serotype  
S. Kentucky using the SISTR [16] and SeqSero [17].

Phylogenetic analysis
The total collection of genomes for phylogenetic 

analysis included 445 genomes of S. Kentucky strains, 
including 55 strains of Russian origin (GenBank acces-
sion numbers SAMN42109132–SAMN42109186) and 
390 strains sequenced in previous studies [5, 9, 18, 19]. 
Bioinformatic analysis was based on the search for in-
formative single nucleotide polymorphisms (SNPs) by 
mapping the nucleotide reads of each of the sequenced 
bacterial isolates to the reference genome of S. Ken-
tucky (NCBI accession number: CP028357) using the 
SnapperDB software pipeline [20]. The analysis was 
performed with the following parameters: minimum 
consensus depth — 10x, minimum read mapping quali-
ty to account for variation — 30x, minimum major vari-
ant fraction — 90%, minimum required genome-wide 
average coverage — 30x. The resulting SNP profiles 
were converted to alignment format. Subsequent phy-
logenetic tree reconstruction and removal of SNPs lo-
cated in recombination regions were performed in the 
Gubbins v. 3.2.1 program [21]. Bootstrap analysis with 
1000 repetitions was performed to confirm the tree to-
pology. Phylogenetic sublineages (genetically homoge-
neous groups of SNP profiles) were determined using 
the Fastbaps program with the parameters "optimize.
baps". As a result, the clusters identified at the first level 
of clustering were used [22].

2 BBTools. URL: https://jgi.doe.gov/data-and-tools/software-
tools/bbtools/ (дата обращения 12.12.2023)

3 EnteroBase. Quality Assessment evaluation. URL: https://
enterobase.readthedocs.io/en/latest/pipelines/backend-pipeline-
qaevaluation.html (дата обращения 12.12.2023).

Determination of sequencing type, genetic 
determinants of antibiotic resistance  

and plasmid replicons

ST based on 7 housekeeping genes were deter-
mined using mlst program4. Antibiotic resistance genes 
and point mutations were searched using AMRFinder-
Plus v. 3.10.40 with the parameters "-I 0.9 -c 0.6 -O 
Salmonella" (minimum percentage of identity — 90%, 
minimum overlap — 60% with filtering of results spe-
cific to the Salmonella genus) [23]. Plasmid type deter-
minations were performed using the MOB-suite v. 3.0.0 
program [24].

SGI1 analysis
We determined the presence and analyzed the 

putative structure of the SGI1 island by mapping the 
short nucleotide reads of each genome to the SGI1-K 
reference sequence (NCBI database access number 
AY463797.8). In the comparison set, we also included 
the genomes of S. Kentucky, which were characterized 
by different SGI1-K island variants, as well as other de-
rived SGI1-K island variants, SGI1-P and SGI-Q [5].  

Results
According to the results of the analysis, the majority 

of strains (n = 50) belonged to ST198 (90.9%), 4 (7.3%) 
strains were represented by ST314 and only 1 (1.8%) 
strain was ST152. Strains with these STs belonged to 
separate phylogenetic lineages with a high level of ge-
netic divergence at the level of core SNP indicating the 
polyphyletic nature of this serotype, i.e., the ancestral 
strains of these STs evolutionarily acquired the same 
O-antigens through convergent evolution (Fig. 1, a) 
[25]. Since the majority of the Russian strains belonged 
to the ST198 genotype, further analysis focused on the 
detailed analysis of this group. For comparison, we 
used the previously sequenced genomes of S. Kentucky 
ST198 that are deposited in international databases (n = 
390). These strains were characterized by a wide time-
frame (1937–2022), geographic range of strain isolation  
(5 continents), and belonged to diverse sources (human, 
food, animal and environmental).

Phylogenetic analysis of 440 ST198 strains al-
lowed us to identify 13 sublineages (BAPS genetic 
clusters) represented by more than 1 strain. At the same 
time, 9 sublineages belonged to the international mono-
phyletic MDR lineage of S. Kentucky ST198, and 4 oc-
cupied a basal position relative to it (Fig. 1, b). The bas-
al clades of each sublineage of the international MDR 
clone included strains isolated in African countries, 
supporting the hypothesis of the origin of the MDR lin-
eage S. Kentucky ST198 on the African continent and 
subsequent spread throughout the world.

4 mlst: scan contig files against traditional PubMLST typing 
schemes. URL: https://github.com/tseemann/mlst (дата обраще-
ния 12.12.2023).
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Fig. 1. Мaximum likelihood phylogenetic tree.
а — tree reconstructed based on SNPs of 173 S. Kentucky strains of sequence types ST314, ST152, and ST198. Strains belonging  

to individual sequence types belong to separate phylogenetic lineages with a high level of genetic divergence; 
b — maximum likelihood phylogenetic tree reconstructed based on SNPs of 445 S. Kentucky sequence-type ST198 strains. The genome of 
strain 98K (accession number SRR6898532), isolated in the USA in 1937 from chicken, was used as an outgroup. The clade shown in red 
indicates the MDR lineage S. Kentucky ST198, which includes nine sublineages SLK1-SLK9, identified in the Fastbaps program. The date 
of MDR lineage origin (1989 year) is indicated according to J. Hawkey et al., 2019 [5]. The outer sectors of different colors represent the 

geographic regions in which the strains were isolated. Gray sectors on the tree highlight 50 strains of S. Kentucky ST198 isolated in Russia.

а | a б | b

Of the 50 Russian ST198 strains, 44 strains be-
longed to the international monophyletic MDR lineage 
S. Kentucky ST198 and belonged to 4 separate sublin-
eages (SLK-1, SLK-2, SLK-4, SLK-7), while 6 strains 
belonged to the SLK-11 sublineage and occupied a bas-
al position in relation to the MDR lineage of S. Ken-
tucky ST198 (Fig. 1, b). The largest number of Russian 
strains of S. Kentucky (n = 25) belonged to the SLK-2 
subline, the smallest – to the SLK-7 sublineage (n = 2). 
Note that the SLK-4 sublineage was mainly represented 
by strains from Europe.

Phylogenetic analysis and geographical region of 
isolation of S. Kentucky strains in Russia did not reveal 
any correlations. At the same time, Russian strains of 
the SLK-2 sublineage are characterized by predominant 
isolation in the North Asian part of Russia (Omsk and 
Irkutsk regions, Republic of Buryatia, Krasnoyarsk and 
Altai krais), while for the SLK-11 sublineage – in Euro-
pean Russia (Moscow and Tula regions), and strains be-
longing to sublineages SLK-1, SLK-7 and SLK-4 were 
found in both territories.

Analysis of genetic clustering of Russian strains 
of S. Kentucky at the level of differences within 5 SNPs 
allowed us to identify 6 t5-SNP clusters that belonged 
to 3 sublineages (Fig. 2). Two t5-clusters were asso-
ciated with the SLK-2 sublineage. One of the t5-clus-
ters included 8 strains that were isolated from differ-

ent sources (human, environmental and food) during 
2019–2020. The second cluster included 2 strains iso-
lated from humans in 2022.

Russian strains of S. Kentucky SLK-1 sublin-
eage strains also included 2 separate t5-SNP clusters, 
to which 14 strains belonged. The first cluster included 
12 strains isolated from the environment of the poultry 
farm and turkey during the enzootic of salmonellosis 
in poultry, thus confirming the clonal relationship of 
salmonella cases detected at the poultry farm. The sec-
ond cluster included 2 sporadic strains from humans in 
2018 and 2019.

SLK-11 sublineage was characterized by 2 t5-SNP 
clusters: 1 cluster was for strains isolated from turkey 
feed in 2020 and the other cluster was for strains isolat-
ed from turkey litter at the poultry farm in 2022.

Genetic determinants of S. Kentucky ST198 antibiotic 
resistance and plasmid diversity 

All ST198 strains isolated in Russia contained 
genes or mutations responsible for antibiotic resistance. 
Moreover, 62% of the strains contained a total of 6–11 
resistance genes. A total of 320 genes and mutations 
responsible for antimicrobial resistance were identified 
among the 50 strains. The most frequent point muta-
tions were in the QRDR region determining resistance 
to quinolones, namely in the gyrA (S83F) genes — 
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13.8% and parC (S80I) — 13.8%. The tetA tetracycline 
resistance gene was found in 11.9% of strains. The 
blaTEM-1, aac(3)-Id and aadA7 genes were present in 5% 
of strains. 

When analyzing various combinations of gene-
tic determinants of resistance, 14 combinations were 
found. The most frequent (26%) was the combination 
gyrA(S83F, D87Y)-parC(S80I)-blaTEM-1-sul1-aac(3)-
Id-aadA7-tet(A), gyrA(S83F, D87N)-parC(S80I)-sul1-
tet(A) and gyrA(S83F, D87N)-parC(S80I)-dfrA14-sul1-
sul2-aph(6)-Id-aph(3'')-Ib-tet(A) combinations ranked 
2nd and 3rd in frequency of occurrence (8% each).

The nature of the set of identified resistance genes 
and mutations was reasonably consistent with the phy-
logenetic clustering of the strains studied. All strains of 
SLK-2 sublineage were characterized by the presence 
of 3 chromosomal mutations (gyrA (S83F, D87N) and 
parC(S80I)), and the genes dfrA14, sul1, sul2, aph(6)-
Id, aph(3'')-Ib and tetA were found in the majority of 
strains. At the same time, bla and aadA genes were ab-
sent in the group of SLK-2 strains after 2015 in com-
parison with others.

Russian strains of SLK-1 also carried 2 mutations 
in the QRDR region, gyrA(S83F) and parC(S80I), but 

Fig. 2. Genetic diversity and population structure of Russian strains of S. Kentucky ST198 (n = 50). 
Maximum likelihood phylogenetic tree reconstructed based on SNP alignment of 51 S. Kentucky sequence-type ST198 strains. The genome 

of the S. Kentucky strain 93-6429 (short read archive accession number SRR6898537), isolated from a human in 1993 in Indonesia, was 
used as an outgroup. Individual clades on the phylogenetic tree correspond to the identified sublineages of Russian S. Kentucky isolates. The 
diagram shows isolate information: geographic region of isolation, source of strain, the epidemiological situation (outbreak/sporadic), identified 

genetic clusters at the level of differences in 5 SNPs (t5-SNP clusters), as well as information about the presence or the absence of genetic 
determinants of antibiotic resistance and plasmid replicons.
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differed from SLK-2 by a mutation in the gyrA(D87Y) 
gene. All strains carried the same set of resistance genes 
blaTEM-1-sul1-sul1-aac(3)-Id-aadA7-tet(A).

The 2 strains of SLK-7 sublineage, like SLK-
2, were characterized by similar mutations in the  
gyrA(S83F, D87N) and parC(S80I) genes. At the same 
time, strain SLK_5298 included the entire set of genes 
characteristic of the SGI1-K genomic island (blaTEM-

1-sul1-aac(3)-Id-aph(6)-Id-aph(3'')-Id-aph(3'')-Ib-
aadA7-tet(A)) [19], and strain SLK_10077 was charac-
terized by the absence of resistance genes.

SLK-4 sublineage strains were characterized by 
set of mutations in gyrA(S83F, D87G) and parC(S80I). 
Moreover, 2 strains (SLK_10358 and SLK_4955) car-
ried the blaCTX-M-14 gene, in addition to other genes en-
coding antibiotic resistance.

In comparison with the other strains, only the plas-
mid-mediated resistance gene qnrB19 was detected in 
representatives of the SLK-11 sublineage. No muta-
tions in the QRDR-region and other resistance genes 
were detected.

Analysis of plasmid diversity allowed us to deter-
mine the presence of 13 known types of plasmid incom-
patibility among sequenced Russian isolates. Col156, 
rep_cluster_2335 and rep_cluster_2350 were the most 
frequent. The greatest diversity of plasmids was char-
acteristic of SLK-2 sublineage strains, which, in addi-
tion to the above-mentioned plasmids, included IncX, 
Inc-gamma and ColpVC groups. 

SGI1 genomic island analysis 
The presence of SGI1 island genes in the se-

quenced genomes was considered as evidence of SGI1 
embedding into the bacterial chromosome, namely in 
the region from the 3'-end of the trmE gene to the 5'-
end of the yidY gene. The results of SGI1-K reference 
sequence overlap analysis for Russian S. Kentucky 
strains are presented in Fig. 3.

The main differences in SGI1-K variants consist 
in the variation not only in the composition of the is-
land genes, but also in the set of transposons. In par-
ticular, the reference SGI1-K carries a set of 5 trans-
posons Int4-Tn21-Tn1721-Tn5393-Tn3, while the pre-
viously described SGI1-K variant in strain 08-KS6 is 
characterized by the absence of transposon Tn5393 and 
shortened variants of transposon Tn1721 (Int4-Tn21-
∆Tn1721-Tn3), strain 08-5707 has a shortened Tn5393 
transposon (Int4-Tn21-Tn1721-∆Tn5393-Tn3), and 
strain 07-1511 has only 3 transposons (Tn1721-Tn21-
Tn3) with region inversion.

The SLK-11 sublineage strains were characterized 
by the absence of both SGI1 island genes and mobile 
genetic elements Int4, Tn21, Tn1721, and Tn3, which 
are characteristic of SGI1-K, indicating the absence of 
SGI1 island integration into the chromosome.

For strains of SLK-2 sublineage, the SGI1-K ref-
erence sequence overlap ranged from 19% to 61%. At 

the same time, most strains were characterized by the ab-
sence of the main part of the backbone genes in the range 
from the S005 gene to the resG gene and the presence 
of transposons Int4, Tn21, Tn1721 carrying resistance 
genes. SLK_7836, SLK_7843 and SLK_7842 strains, 
which lacked mobile elements, were also characterized 
by the absence of antibiotic resistance genes. SLK_6643 
strain was characterized by a similar pattern of reference 
sequence overlap with SGI1-K. In turn, SLK_5116 and 
SLK_4223 strains were similar to the SGI1-K 08-5707 
variant with a deletion of the bark traG-resG genes and 
a set of Int4-Tn21-Tn1721-Tn3 mobile elements.

All SLK-1 sublineage strains had a similar com-
position of SGI1 island genes and 90% overlap of the 
SGI1-K reference sequence. The set of mobile ele-
ments, including Int4-Tn21-Tn1721-Tn3, was similar 
to the SGI1-K variant described previously in strain 
08-KS6.

In the SLK-7 sublineage, strain SLK_10077 was 
characterized by 60% percent overlap of the reference 
sequence due to the presence of island genes and ab-
sence of mobile elements, which correlated with the 
absence of resistance genes in the contig analysis. At 
the same time, the nucleotide reads of strain SLK_5298 
overlapped the reference sequence SGI1-K by 100%.

SLK-4 sublineage strains were characterized by dif-
ferent variants of SGI1. For example, strain SLK_10358 
(61% overlap) was characterized by the presence of all 
island genes, while only transposon Tn5393 was pres-
ent among mobile elements. SLK_4955 (87% overlap) 
and SLK_1731 (85% overlap) strains were character-
ized by a similar set of Int4-Tn21-Tn1721-Tn539 trans-
posons. However, SLK_1731 lacked the SGI1 island 
genes (S025-resG).

Discussion
The epidemiologic significance of S. Kentucky se-

rotype is due to its potential for spread, adaptability to 
various environmental conditions, and genetic mecha-
nisms, including chromosomal and plasmid-mediated, 
which allow resistance to a wide range of antimicro-
bial drugs to be realized. Along with a high proportion 
of strains resistant to ciprofloxacin, cases of combined 
resistance to ciprofloxacin and cefotaxime (III genera-
tion cephalosporins) have been registered. In particular, 
strains with combined resistance were registered on the 
island of Malta and belonged to bacterial isolates pro-
ducing ESBL [26]. S. Kentucky strains with genes for 
ESBL (CTX-M-1, -M-14, -M-15, -M-104), cephalo-
sporinase AmpC beta-lactamases (CMY-2 and -4), and 
carbapenemases (VIM-2, OXA-48, NDM-1) localized 
not only on plasmids but also in the SGI1 chromosom-
al region [4, 5, 19, 26–29]. Although salmonellosis is 
considered a strictly zoonotic infection, there have been 
suggestions of the spread of some epidemic clones of 
S. Kentucky from human to human and that humans are 
a reservoir [18].
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To date, there are 10 different STs of S. Kentucky, 
3 of which (ST198, ST152, and ST314) are the most 
frequent [30]. In certain cases, different representation 
of these STs has been noted, both territorially (interna-
tional differences) and in relation to the sources of Sal-
monella isolation [31, 32]. However, the predominance 
of ST198 and ST152 in humans and poultry has been 
noted [33]. In our study, more than 90% of the strains 
associated with different isolation sources were ST198 
and ST152 was represented by a single strain, which is 
consistent with international data.

The use of whole genome sequencing is the gold 
standard and universal tool for genomic surveillance 
of socially important pathogens [34, 35]. The possi-
bility of hierarchical clustering of phylogenetically 
significant markers of a certain pathogen at different 
levels of detail and comparison with sequences de-
posited in international databases not only provides 
valuable information on evolutionary trends and as-
sessment of pathogen spreading factors on a global 
scale, but also makes it possible to determine clonal 
and familial relationships between strains for epide-

miological investigation of outbreak and sporadic 
morbidity [36–38]. 

According to the phylogenetic analysis, the major-
ity of ST198 strains circulating in Russia belonged to 
4 major sublineages of the international monophyletic 
MDR lineage of S. Kentucky ST198, which includes 
strains with MDR phenotype to antimicrobials [5].  
A majority of Russian strains belonged to phylogenetic 
sublineages SLK-1 and SLK-2. At the same time, the 
long period of isolation of strains from different sourc-
es belonging to these two sublineages may indicate the 
presence of two established and genetically distinct 
subpopulations of the MDR-lineage of S. Kentucky 
ST198 on the territory of Russia. It is interesting to note 
that the character of phylogenetic clustering into sepa-
rate sublineages coincided with a certain combination 
of 3 mutations in the gyrA and parC genes, determining 
resistance to quinolones, which allows us to use them 
as markers for differentiation of Russian S. Kentucky 
ST198 strains into the main phylogenetic sublineages. 

Two strains of the SLK-4 sublineage, SLK_10358 
(Irkutsk, sporadic case in 2022) and SLK_4955 (a re-

Fig. 3. The degree and nature of overlap of the reference sequence SGI1-K (NCBI accession number AY463797.8)  
with short nucleotide reads of each of the compared genomes. 

The order of strains in the diagram corresponds to the order of strains in the phylogenetic tree in Fig. 2.



310 311ЖУРНАЛ МИКРОБИОЛОГИИ, ЭПИДЕМИОЛОГИИ И ИММУНОБИОЛОГИИ. 2024; 101(3) 
DOI: https://doi.org/10.36233/0372-9311-488

ОРИГИНАЛЬНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ

presentative strain from a salmonellosis outbreak in 
Izhevsk in 2015), were representatives of the phylo-
genetic sublineage that has been associated with the 
S. Kentucky population established since 2005 in Euro-
pean countries [18]. The peculiarity of these ciproflox-
acin-resistant S. Kentucky strains is the presence of the 
blaCTX-M-14 gene integrated into the chromosome, encod-
ing ESBL [18]. This gene was also detected in Russian 
strains of SLK-4 sublineage. Cases of isolation of such 
strains may indicate single and independent cases of 
introduction of strains of S. Kentucky blaCTX-M-14 from 
the territory of the EU countries, but this assumption 
requires investigation of an expanded sample of strains. 

The data obtained, based on the identification of 
genetically similar strains, using a clustering approach 
at a level not exceeding 5 nucleotide variations between 
strains (t5-SNP cluster), revealed 6 groups of clonally 
related strains within 3 sublineages of Russian S. Ken-
tucky ST198 strains. The size of the groups varied from 
2 to 11 strains. In most cases, the identified t5 clusters 
were associated with the circulation of a particular clone 
of S. Kentucky ST198 in a limited area and in a relatively 
short period of time (not more than 1 year): in an epizo-
otic outbreak of salmonellosis at a turkey poultry farm 
in Tula region (2012); detection of salmonella strains in 
turkey litter at a poultry farm in Moscow region (2022); 
in mixed feed for turkeys in the Moscow region (2022); 
and in 2 independent cases of salmonellosis in humans 
in Angarsk and Irkutsk in 2022. At the same time, our 
studies demonstrate the possibility of the existence of la-
tent circulation of a certain clone of S. Kentucky ST198 
with strains detected in 2019 and 2020 in Omsk (n = 7) 
and Irkutsk (n = 1), which were associated with sporad-
ic cases of salmonellosis and isolation of salmonellae 
from environmental objects and from food products, 
thus indicating a probable epidemiologic linkage.

The approach used in our study to analyze the 
structure of the SGI1 genomic island allowed us to 
indirectly assess its composition and demonstrate the 
sensitivity of this genomic region to genetic rearrange-
ments caused by the activity of transpositional ele-
ments [5, 9, 19]. These rearrangements can lead to the 
deletion of some or all genes within SGI1 [5]. In most 
cases, Russian strains are characterized by the presence 
of SGI1-K variants. Nevertheless, in a number of ge-
nomes, the detected set of transposons differed from the 
existing SGI1 variants, which probably indicates the 
presence of a new variant of the genomic island. High 
variation of this island was also observed in previous 
studies, where almost every strain was characterized by 
a different SGI1 structure. In addition to large deletions 
of the SGI1 island, some strains had inversions of all or 
part of the segment including resistance genes, as well 
as transposon rearrangements [5].

The analysis of SGI1 organization and phyloge-
netic clustering of strains based on the analysis of SNP 
profiles generally correlated with each other for differ-

ent SLK sublineages. However, in SLK-2 strains be-
longing to the same t5-SNP cluster, the SGI1 structure 
showed differences in set of transposons. Such discrep-
ancies may indicate a high rate of genetic rearrange-
ments of the SGI1 region in clonally related strains and 
explain the difference in antibiotic resistance gene set.

The presence of SGI1 correlated with the detected 
antibiotic resistance gene set. Most strains (86%) were 
characterized by the presence of aadA7, blaTEM-1, sul1 
and tetA genes, which are known to be associated with 
SGI1 in S. Kentucky ST198 strains [19]. 

Collectively, the antimicrobial resistance genes 
identified were responsible for resistance to various 
classes of antibiotics, including aminoglycosides, 
β-lactams, phenicols, quinolones, sulfonamides and 
tetracyclines. Based on the data obtained, there is still 
uncertainty about the association of certain resistance 
genes with the detected plasmid type due to the lack 
of completed genome assembly. However, the data ob-
tained on the diversity of plasmid types indicate their 
ability to transfer resistance genes. It has been shown 
that the small ColRNAI plasmids, rep_cluster_2335 
and rep_cluster_2350 can successfully carry a diverse 
range of resistance genes, such as blaCTX-M-15, blaSHV-11, 
blaTEM-1B, blaOXA-1, ac(3)-IIa, strB, strA, aadA16, qn-
rB66, oqxA and oqxB [39–42]. 

Conclusion
Despite the relatively small sample of strains, 

we were able not only to come closer to understand-
ing the population structure of Russian S. Kentucky 
ST198 strains on a global scale, but also to conduct a 
detailed study of the genetic determinants of antibiotic 
resistance, including the structure of the SGI1 genomic 
island. The findings provide a basis for understanding 
and tracking the ongoing evolution of the MDR lineage, 
which is a globally distributed clone capable of rapid 
expansion and accumulation of antimicrobial resistance 
determinants. Our data demonstrate instances of circu-
lating clonally related S. Kentucky ST198 strains in dif-
ferent sources, which indicates the need to develop an 
integrated approach to salmonellosis surveillance based 
on the One Health concept. 
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Abstract
Introduction. Campylobacteriosis is among the leading causes of acute gastrointestinal infections. The severity 
of campylobacteriosis and the development of long-term complications may be influenced by the genotype of the 
pathogen, whose biological properties can affect immune response parameters.
The aim of the study was to identify common genotypes of epidemic clones of Campylobacter pathogens and to 
investigate characteristics of the immune response and severity of the disease.
Materials and methods. The study included 203 patients aged from 1 month to 17 years with campylobacteriosis 
who underwent treatment at the clinic of the Federal State Budgetary Institution "DNKCIB FMBA" in 2019–2021. 
The diagnosis was confirmed using polymerase chain reaction method. Patient samples were also analyzed 
using culture-based methods. Total DNA was extracted using the QIAamp DNA Mini Kit. Genetic determinants 
encoding virulence factors and MLST typing were performed using the ResFinder program. The immune status 
of patients was assessed on days 1 and 7 of the illness. Immunological investigation included measurement of 
serum immunoglobulin concentrations (IgA, IgM, IgG), C-reactive protein, and cytokines (IL-1β, IL-1, IL-2, IL-4, 
IL-5, IL-6, IL- 7, IL-8, IL-10, TNF-α, and IFN-γ).
Results. When analyzing the frequency of detection of Campylobacter sequence types in children with clinical 
intestinal infections, it was found that the profile of isolated isolates is most similar to those from countries of North 
America (USA and Canada), Northern Europe (Great Britain, Holland ) and Scandinavia (Denmark, Sweden, 
Finland). Identification of a pathogen with the flgE+, cdtA+, cdtC+ genotype was accompanied by a statistically 
significant increase in the level of IL-8 and a decrease in the content of IgA in the peripheral blood serum, which 
reflected the low efficiency of the immune response during infection with Campylobacter and predetermined the 
severe course of the infectious process during the disease.
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Аннотация
Введение. Кампилобактерии входят в число ведущих возбудителей острых кишечных инфекций. Тяжесть 
кампилобактериоза и формирование отдалённых осложнений могут быть обусловлены генотипом возбу-
дителя, биологические свойства которого оказывают влияние на параметры иммунного ответа. 
Целью исследования явились обнаружение наиболее распространённых генотипов эпидемических кло-
нов возбудителей кампилобактериоза и оценка характера иммунного ответа и тяжести заболевания.
Материалы и методы. В исследование включены 203 пациента в возрасте от 1 мес до 17 лет c кампи-
лобактериозом, проходивших лечение в 2019–2021 гг. в клинике ДНКЦИБ ФМБА. Подтверждение диа-
гноза осуществляли методом полимеразной цепной реакции. Пробы пациентов также исследовали куль-
туральным методом. Тотальную ДНК выделяли с использованием набoра «QIAamp DNA Mini Kit». Поиск 
генетических детерминант, кодирующих факторы вирулентности, и MLST-типирование проводили в програм-
ме «ResFinder». Иммунный статус пациентов изучали на 1-й и 7-й дни заболевания. Иммунологическое 
исследование включало oпределение кoнцентрaции сывoрoтoчных иммунoглoбулинoв клaссoв A, М, G, 
С-реактивного белка, интерлейкинов-1β, -1, -2, -4, -5, -6, -7, -8, -10, фактора некроза опухоли-α и интерфе-
рона-γ. 
Результаты. При анализе распространённости сиквенс-типов кампилобактерий, выявленных у детей с 
клиникой кишечной инфекции, установлено, что наиболее схожим является профиль выделяемых изоля-
тов в странах Северной Америки (США и Канада), Северной Европы (Великобритании, Голландия) и Скан-
динавии (Дания, Швеция, Финляндия). Выявление возбудителя с генотипом flgE+, cdtА+, cdtC+ сопровожда-
лось статистически значимым повышением уровня интерлейкина-8, понижением содержания IgA в сыво-
ротке периферической крови, что отражало низкую эффективность иммунного ответа при инфицировании 
кампилобактериями и предопределяло тяжёлое течение инфекционного процесса при заболевании. 
Заключение. Учитывая высокую значимость кампилобактериоза и наличие связи между генотипом воз-
будителя и особенностями иммунного реагирования, целесообразно дальнейшее изучение генотипового 
состава циркулирующих возбудителей для оценки риска развития тяжёлых форм заболевания и форми-
рования отдалённых осложнений заболевания.

Ключевые слова: кампилобактериоз, цитокины, полногеномное секвенирование ДНК, иммунологиче-
ский статус
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Introduction
Campylobacter spp. are one of the leading caus-

ative agents of acute intestinal infections (AII) in de-
veloped countries, exceeding in some regions the fre-
quency of salmonellosis and escherichiosis registration. 
They are the cause of one third of cases of “travelers' 
diarrhea” among residents of industrial countries vis-
iting regions with high levels of Campylobacter spp. 
circulation [1]. According to the latest WHO data, cam-
pylobacteriosis is one of the most common foodborne 
infectious diseases. Campylobacteriosis is being reg-
istered in all age groups, more often in children aged 
1 to 5 years. Relative increase in disease cases is ob-
served in older children and young people (compared 
to other age categories). Thermophilic Campylobacter 
species (TC) C. jejuni And C. coli [2] are of greatest 
importance in human infectious pathology, as they are 
characterized by a variety of genetic determinants that 
influence the pathogenetic and clinical features of the 
disease.

Unlike other pathogens of acute intestinal infec-
tions of a bacterial nature, thermophilic Campylobacter 
spp. are considered one of the most difficult micro-
organisms to cultivate, requiring special conditions 
and equipment. The isolation of a pure culture of the 
pathogen from stool samples for  campylobacteriosis 
laboratory diagnosis is challenging due to their massive 
concomitant microbial contamination. In this regard, in-
formation on the incidence of this infection is fragmen-
tary and does not provide a complete picture of its real 
spread [3, 4]. In recent years, the use of molecular re-
search methods was considered not as an alternative, but 
as a mandatory addition to regulated diagnostic schemes 
for acute intestinal infections, allowing for the rapid and 
effective identification of pathogens of acute intestinal 
infections, including thermophilic Campylobacter spp. 
At the same time, it does not imply species identification 
and determination of sensitivity to antimicrobial drugs.

It is known that most Campylobacter spp. are re-
sistant to the action of bile [5] and have the ability to 
colonize all parts of the intestine causing inflammation, 
edema, hyperplasia of the mucous membrane and ero-
sions [6] . The pathogenic properties of campylobac-
teria are largely determined by their mobility, ability 
to adhere, invade and produce toxins. The flagella of 
campylobacteria determine their motility and move-
ment along the epithelium [7, 8]. Adhesion and pene-
tration of enterocytes contributes to the destruction of 
the intestinal mucosa, a pronounced inflammatory re-
action and the development of hemorrhagic colitis [9]. 
Severe forms of campylobacteriosis are associated with 
the production of heat-stable and/or heat-labile entero-
toxins and/or endotoxin (cell wall lipopolysaccharide), 
which affect the absorption of fluid and electrolytes, de-
termining the development of diarrhea [10].

Campilobacter spp. genotyping methods are very 
important for epidemiological analysis allowing to 

identify “epidemic clones” — virulent strains capable 
of widespread distribution [11]. The study of the domi-
nant genotypes of Campylobacter spp. can significant-
ly supplement epidemiological monitoring, providing 
important information about the sources of infection, 
current transmission factors, and also assess the extent 
of the spread of resistance to antibacterial drugs [12]. It 
also cannot be ruled out that determining the genotype of 
the causative agent of campylobacteriosis may help clar-
ify the prognosis of the severity of the infectious process 
and select the optimal drug therapy regimen [13].

Many researchers suggest that clinical manifes-
tations of campylobacteriosis are largely due to the 
body's immune response [14]. Immunopathological 
reactions also predetermine numerous post-infectious 
complications, in particular, the development of Guil-
lain–Barré syndrome, reactive arthritis and irritable 
bowel syndrome [15]. The variety of clinical forms 
and complications of campylobacteriosis determines 
special interest in the study of its pathogenesis, in-
cluding the characteristics of the body’s immune re-
sponse to this disease [16, 17]. At the same time, the 
severity of the infectious process and the formation 
of long-term complications can be determined by the 
genotype of the pathogen, the biological properties 
of which influence the parameters of the immune re-
sponse [18]. That is why the features of the spread 
of epidemic clones, the association of the pathogen 
geno type with the severity of the disease and the im-
mune response are of undoubted interest.

The purpose of this study was to detect the most 
common genotypes of epidemic campylobacteria 
clones and assess the nature of the immune response 
and the severity of the disease, taking into account the 
genotypic characteristics of pathogen.

Materials and methods
The study included 203 patients aged from 1 

month to 17 years (mean age 4.8 ± 1.2 years) with a 
diagnosis of the underlying disease campylobacteriosis, 
treated in 2019–2021 at the PRCID clinic. The study 
was carried out with voluntary informed consent from 
the legal representatives of minor patients. The docu-
mentation and design of the study were approved at a 
meeting of the Local Ethics Committee at the FMBA 
(Protocol No. 11 of 03/05/2019).

To assess the severity of campylobacteriosis, the 
Clarke scale was used based on a score of the severity 
and duration of fever, diarrhea syndrome, vomiting and 
the general condition of the patient (Table 1). A score 
of more than 16 points corresponded to the severe form 
of campylobacteriosis.

The diagnosis of campylobacteriosis was con-
firmed based on the results of studies of stool samples 
using the polymerase chain reaction method with hy-
bridization-fluorescence detection using the AmpliSens 
AII screen-FL reagent kit (Central Research Institute 
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of Epidemiology of Rospotrebnadzor) for the detec-
tion and differentiation of DNA (RNA) of microor-
ganisms of the genus Shigella spp./EIEC, Salmonella   
spp., Campylobacter spp. (thermophilic), Adenovirus 
(group F), Rotavirus (group A), Norovirus (genotype 2) 
and Astrovirus. Samples in which fluorescence levels 
were consistent with genetic determinants of thermo-
philic Campylobacter spp. were studied by the cultural 
method according to the Guidelines “Microbiological 
diagnosis of campylobacteriosis” No. 01/15702-8-34. 
To isolate Campylobacter strains spp., the following 
nutrient media were used: Columbia agar containing 
sheep blood (Sredoff LLC) and charcoal agar with a se-
lective additive (Oxoid). Inoculation on nutrient media 
was carried out using cellulose acetate filters (Sartori-
us) with a pore diameter of 0.45 μm. Campylobacter 
cultivation was carried out under microaerophilic con-
ditions at 42ºC for 48 hours using CO2GEN gas-gener-
ating packages (ThermoFisher).

For species identification, traditional routine tests 
were used based on the determination of key pheno-
typic characters: cell morphology and relation to Gram 
staining, cytochrome oxidase and catalase production, 
hydrolysis of sodium hippurate and indoxyl acetate, as 
well as MALDI-TOF mass spectrometry (Bruker Dal-
tonik MALDI Biotyper).

Total DNA from bacterial strains was isolat-
ed using the QIAam p kit DNA Mini Kit (Qiagen). 
Whole-genome DNA sequencing was performed us-
ing the MiSeq (Illumina) and DNBSEQ-G50 (MGI) 
sequencing platforms with read lengths of 2×300 and 
2×100. Raw readings were processed by Trim Galore 
v.0.6.7 program to remove adapter sequences and trim 
for quality. Processing quality control was carried 
out using the FastQC v.0.11.9 program. The genomes 
were assembled de novo using SPAdes assembler 
v.3.13.1 software. The assembly results were evaluat-
ed in QUAST v.5.2.0 program. The search for genetic 

determinants encoding virulence factors and MLST 
typing were carried out using the online resource plat-
form Center for Genomic Epidemiology1.

The study of immune status was carried out on the 
1st and 7th days of the disease. The immunological study 
included the quantitation of serum immunoglobulins 
(Ig) classes A, M, G, C-reactive protein, cytokines: in-
terleukin (IL) -1β, -1, -2, -4, -5, -6, -7, -8, -10, tumor 
necrosis factor-α and interferon γ. The concentration 
of serum IgA, IgM, IgG and cytokines was assessed 
using an enzyme-linked immunosorbent assay (Vec-
tor-Best-Baltika). Fecal calprotectin (a non-inva-
sive marker of neutrophilic intestinal inflammation) 
in stool samples was determined using a sandwich 
version of an enzyme-linked immunosorbent assay 
(R-Biopharm AG).

Statistical processing of the obtained data was 
carried out using the Statistica program for Windows 
v.10" (StatSoft). Quantitative indicators were assessed 
by compliance with the normal distribution using the 
Shapiro–Wilk criteria (for the number of subjects less 
than 50) and the Kolmogorov–Smirnov criterion (for 
the number of subjects more than 50). Quantitative in-
dicators with a normal distribution were combined in-
to variation series, in which arithmetic means (M) and 
standard deviations (SD) were calculated. Sets of quan-
titative indicators, the distribution of which differed 
from normal, were described using the values of the 
median and the lower and upper quartiles Me [Q1; Q3 ].  
When comparing average values in normally distribut-
ed sets of quantitative data, the Student t-test was used; 
when comparing independent sets in cases where there 
were no signs of normal distribution of data, the Mann–
Whitney U test was used.

1 Center for Genomic Epidemiology. 
 URL: http://www.genomicepidemiology.org/services

Table 1. Clarke scale for assessing the severity of acute intestinal infections in children

Severity criterion
Severity of disease manifestations

1 point 2 points 3 points

Number of bowel movements per day 2–4 5–7 > 8

Duration of diarrhea, days 1–4 5–7 > 8

Number of vomiting episodes per day 1–3 4–6 > 7

Duration of vomiting, days 2 3–5 > 6

Increase in body temperature, ºС 37,1–38,2 38,3–38,7 > 38,8

Duration of fever, days 1–2 3–4 > 5

Changes general state Agitation or refusal to play Lethargy or apathy Convulsions or а loss  
of consciousness

Duration of conservation pathological 
behavioral symptoms, days 1–2 3–4  > 5
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Results

Clinical and laboratory data

The average severity of campylobacteriosis on 
the Clark scale was 12.6 ± 1.6 points. The severity of 
campylobacteriosis was assessed as moderate in 156 
(76.85%) children, severe in 35 (17.24%), and mild in 
12 (5.91%). Changes in the hemogram on the 1st day 
were characterized by neutrophilic leukocytosis in the 
range of 15–35 × 10 9 cells/l and acceleration of ESR in 
the range of 20–40 mm/h. During repeated studies on 
the 7th day, 16 (7.88%) patients still had minor devia-
tions of hemogram parameters from normal values. An 
increase in the level of C-reactive protein was detected 
in 70.44% of patients. A strong positive correlation was 
established between the severity of campylobacteriosis, 
the total level of leukocytes (r = 0.56; p = 0.047) and 
C-reactive protein (r = 0.63; p = 0.016). Analysis of the 
levels of fecal calprotectin revealed a tendency towards 
its lower content in the blood serum of patients with a 
moderate form of the disease, compared to the severe 
form — 120.59 ± 47.21 and 242.80 ± 105.99 μg/g, re-
spectively (p > 0.05).

Immunological status of patients  
with campylobacteriosis

The study of cytokine status showed that the level 
of interferon-γ and tumor necrosis factor-α were with-
in the reference values and did not differ significantly 
in patients with different degrees of campylobacterio-
sis severity. The most significant results were obtained 
when analyzing the pro-inflammatory cytokines IL-1β, 
-6, -8 and regulatory IL-10 (Fig. 1).

On the 1st day of the disease, an increase in the 
level of IL-1β was detected in patients with moderate 
and severe forms of campylobacteriosis, IL-6 — only 
in patients with severe forms. The concentrations of 
these cytokines decreased by the 7th day of the disease, 
but only IL-6 levels reached normal reference values. 
Despite the fact that the level of IL-8 in a significant 
proportion of patients (44.1%) on the 1st day was with-
in the reference values, there was a statistically signi-
ficant increase in this indicator in patients with severe 
campylobacteriosis compared with the rest children  
(p = 0.002). An increase in this marker on the 1st day of 
the disease was one of the most significant predictors of 
severe campylobacteriosis (OR = 7.6 ± 1.7; p <0.001). 
A strong correlation was found between the level of  
IL-8 and the severity of campylobacteriosis  
(r = 0.781; p = 0.006). By the 7th day of the disease, 
this indicator decreased in all patients, but in severe 
cases of campylobacteriosis remained significantly 
higher than normal.

The regulatory cytokine IL-10 in all patients on 
the 1st day of the disease did not exceed the reference 
values. At the same time, on the 7th day, this indicator 
significantly exceeded reference level in patients with 

severe campylobacteriosis, which can be explained by a 
compensatory reaction of the body aimed at preventing 
the development of allergic and autoimmune processes.

A study of the concentrations of Ig, IgM and IgG 
on the 1st day of the disease showed that, regardless of 
the severity of the infection, they were within the ref-
erence values. By day 7, there was an increase in the 
average level of immunoglobulins, statistically signifi-
cant for IgA and IgM (p = 0.003 and p = 0.021, respec-
tively). Both classes of immunoglobulins are produced 
during the acute period of the immune response, which 
appear in the blood upon first contact with infection.

Thermotolerant Campylobacter spp. were isolated 
by cultural method in 48 out of 203 studied stool sam-
ples from 28 children with gastroenteric and 20 with 
enterocolitic variants of campylobacteriosis, of which 6 
(12.50%) had a mild disease, 30 (62.50%) had a moder-
ate course and 12 ( 25.00%) — severe disease. Species 
identification revealed that 32 strains belonged to the 
species C. jejuni, 16 strains belonged to C. coli.

Frequency of detection of campylobacter  
virulence genes

Key virulence genes responsible for cheiotaxis, 
adhesion and colonization, invasion, morphogenesis of 
flagella and capsule, production of toxins and sidero-
phores were present in all isolated strains of C. jejuni 
and C. coli (Table 2).

Analysis of genetic determinants of pathogenicity 
showed that genes associated with motility (flaA, flaB, 
flhA, flhB, flgB, flgE, fliM, fliY), adhesion (cadF, dnaJ, 
jlpA, pldA, racR, virB11), colonization (cheA, cheB, 
cheR, cheW, cheY, cheZ), invasion (iamA, ciaB, ceu 
E), synthesis of toxins (cdtA, cdtB, cdtC, wlaN), cap-
sule (kpsM) and siderophores (cfrA, Fur) without sta-
tistically significant differences were found in C. jejuni 
and C. coli strains.

The prevalence of genes encoding flagellin syn-
thesis, according to the total data, ranged from 62.50% 
(flaB) to 100% (flaA, flgB, fliM, fliY). Analysis of the 
results of detection of genes associated with adhesion 
showed that all strains contained the dna J gene. No 
statistical differences in the presence of genetic deter-
minants encoding the ability to chemotaxis were detect-
ed. All strains were characterized by the presence of the 
cdtB gene, responsible for the production of a cytolethal 
toxin involved in the suppression of the proliferation of 
enterocytes with their subsequent death. Invasion-asso-
ciated genes iamA, ciaB, ceuE were identified in 91.67, 
87.50, 83.33% of Campylobacter strains spp., respec-
tively. Analysis of the presence of genetic virulence de-
terminants encoding the synthesis of the capsule and 
siderophores did not reveal significant differences in 
the strains of C. jejuni and C. coli.

Campylobacter spp. characterized by virulence 
genotype flgE+, cdtA+ and cdtC+ was found in 83.3% of 
patients with severe campylobacteriosis. According to 
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Fig. 1. Concentration of cytokines in the blood serum of children with moderate and severe forms of campylobacteriosis  
on days 1 and 7 of the disease (n = 42).

Here and in Fig. 2: * p < 0.05, ** p < 0.001. Reference values are highlighted by a frame.

Fig. 2. Dynamics of the level of serum immunoglobulins in children with campylobacteriosis (n = 46).
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Table 2. Frequency of detection of virulence genes in Campylobacter strains spp.

Genes and factors 
virulence

C. jejuni (n = 32) C. coli (n = 16)
p

Total (n = 48)

n % n % n %

Mobility

flaA 32 100,00 16 100,00 0,05 48 100,00

flaB 16 50,00 14 87,50 0,011 30 62,50

flhA 28 87,50 12 75,00 0,05 40 83,33

flhB 30 93,75 14 87,50 0,05 44 91,67

flgB 32 100,00 16 100,00 0,05 48 100,00

flgE 25 78,13 16 100,00 0,05 41 85,42

fliM 32 100,00 16 100,00 0,05 48 100,00

fliY 32 100,00 16 100,00 0,05 48 100,00

Adhesion

cadF 29 90,63 12 75,00 0,05 41 85,42

dnaJ 32 100,00 16 100,00 0,05 48 100,00

jlpA 20 62,50 7 43,75 0,05 27 56,25

pldA 22 68,75 7 43,75 0,05 29 60,42

racR 28 87,50 12 75,00 0,05 40 83,33

virB11 11 34,38 5 31,25 0,05 16 33,33

Chemotaxis

cheA 30 93,75 16 100,00 0,05 46 95,83

cheB 31 96,88 13 81,25 0,05 44 91,67

cheR 24 75,00 12 75,00 0,05 36 75,00

cheW 30 93,75 10 62,50 0,0062 40 83,33

cheY 31 96,88 15 93,75 0,05 46 95,83

cheZ 28 87,50 9 56,25 0,015 37 77,08

Infestation

iamA 29 90,63 15 93,75 0,05 44 91,67

ciaB 29 90,63 13 81,25 0,05 42 87,50

ceuE 24 75,00 16 100,00 0,05 40 83,33

Toxins

cdtA 20 62,50 10 55,56 0,05 30 62,50

cdtB 32 100,00 16 100,00 0,05 48 100,00

cdtC 21 65,63 12 75,00 0,05 33 68,75

wlaN 4 12,50 2 12,50 0,05 6 12,50

Capsule

kpsM 29 90,63 13 81,25 0,05 42 87,50

Siderophores

cfrA 27 84,38 11 68,75 0,05 38 79,17

Fur 30 93,75 14 87,50 0,05 44 91,67
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multivariate analysis, this genotype increases the like-
lihood of severe campylobacteriosis by 12.57 [3.159; 
50.019] times (p < 0.001).

Sequence types Campylobacters and their 
geographical distribution

Phylogenetic analysis showed that some strains 
classified as C. jejuni formed a separate genetically dis-
tinct group. In 8 strains, some alleles belonging to the 
C. jejuni taxonomic cluster were also found in C. coli 
and vice versa, caused by the genetic mosaic occurring 
within the genus.

A comparison of the diversity of constitutional 
genes in C. coli and C. jejuni was performed. Among 
32 C. jejuni strains, multilocus sequencing typing 
(MLST) revealed 18 different MLST sequence types, 
which were sorted into 12 different complexes. The 
geographical distribution of the identified genotypes in 
other regions of the world is presented in Table. 3.

When matching sequence types of Campylobac-
ters isolated from patients with data from international 
databases, the similar sequence types were shown to be 
most common in North America ( USA and Canada), 
Northern Europe (Great Britain, Holland) and Scandi-
navia (Denmark, Sweden, Finland). Among 16 C. coli  
strains, 10 different types of MLST sequences were de-
tected. Various types of sequences are maximally rep-
resented in Great Britain, Holland and Luxembourg. 
The nature of the geographical distribution of isolated  
C. jejuni and C. coli in patients in the study had a num-
ber of similarities, in particular, the dominance of se-
quence types, most common in Northern Europe, was 
noted. Close socio-economic ties and geographic prox-
imity of the countries represented create the prerequi-
sites for the multiple routes of the pathogen transmis-
sion, which probably explains such a distribution.

Discussion
Contradictions and lack of consistency in data on 

the forms of the disease and severity are associated with 
the pathogenic potential of the pathogen and differences 
in the immune response. Previous studies have demon-
strated the high conservation of flagellar genes, which 
are critical virulence factors [19, 20] ensuring the colo-
nization and survival of campylobacteria [21]. Flagella 
are necessary to resist intestinal motility, which might 
otherwise displace the microorganism from the gastro-
intestinal tract [22]. The flagellar filament consists of 
the protein flagellin, which is encoded by two adjacent 
genes: flaA and flaB. In the works of L. Koolman et al. 
flaB-negative campylobacters have been shown to ex-
hibit partial motility and can remain viable [23]. How-
ever, in a number of other studies there was evidence 
that the absence of flaB reduced the colonization abil-
ity and virulence of the pathogen [24]. It is also worth 
noting that the absence of flaB was significantly more 
often detected in C. jejuni isolates compared to C. coli.

Genes flaA and flaB involved in the assembly of 
flagella, according to L. Koolman et al., are critical for 
invasion [25]. Not a single strain that lacked both genes 
simultaneously was isolated in this study, which partial-
ly confirms this hypothesis.

When analyzing the frequency of detection of vir-
ulence genes, attention was drawn to the rare detection 
of the virB11 and wlaN genes. The virB11 gene en-
codes proteins responsible for adhesion to enterocytes 
[25]. According to D. Bacon et al., identification of the 
vir B11 gene led to a sharp increase in the ability of 
adhesion compared to wild-type strains [26]. Similarly, 
the wlaN gene that encodes a b-1,3-galactosyltransfer-
ase involved in cell wall synthesis, greatly increases 
the ability of campylobacters to attach to the surface of 
the intestinal epithelium [27]. Apparently, the frequent 
detection of isolates that do not contain these genes in-
dicates their auxiliary role, and their absence does not 
lead to a significant decrease in virulence.

Gene wla is considered in a number of publica-
tions as a key trigger of immunopathological reactions, 
in particular, triggering the development of autoim-
mune polyradiculopathies [28]. Its low prevalence in 
the study group may partly explain the lack of a large 
number of reports of confirmed cases of Guillain–
Barré syndrome in children after campylobacteriosis 
in Russia.

The catalase gene kat A was detected in 78% of 
isolates. This gene helps protect Campylobacter spp. 
against oxidative stress, increases survival within mac-
rophages. At the same time, the presence of this gene 
leads to increased resistance to antibacterial drugs [29]. 
Iron uptake genes (cfrA and fur) were also present in the 
majority of isolates (79.17 and 91.67%,  respectively).

In the group with severe campylobacteriosis, the 
IgA level was statistically significantly lower than in 
moderate campylobacteriosis (p = 0.239). It cannot 
be excluded that IgA deficiency negatively affects the 
course of the disease due to insufficient neutralization 
of pathogen toxins. An increase in the level of IgG, 
which makes up 75–80% of antibodies in plasma, pro-
viding long-term humoral protection against re-infec-
tion, was observed only in patients with severe campy-
lobacteriosis (p = 0.039). Obviously, in these patients, 
the elimination of Campylobacter from the body was 
delayed, which led to a longer and more massive stim-
ulation of the immune response by pathogen antigens. 
Another predictor of severe campylobacteriosis was an 
increase in the level of IL-8. IL-8 is considered as a key 
trigger of nonspecific immune defense, being a chemo-
attractant affecting mainly neutrophils and monocytes 
[14]. An assessment of the dynamics of IL-8 levels 
also demonstrated undoubted prognostic significance. 
Long-term persistence of an increase in this marker 
acted as an unfavorable prognostic factor and was of-
ten observed during a protracted course of the disease. 
It was noteworthy that the pathogen genotype flgE+,  
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cdtA+, cdtC+ was more often detected in severe campy-
lobacteriosis in the presence of significant deviations 
in the parameters of the immune response, which may 
be an additional prerequisite for the severe course of 
the disease. Analysis of the immunological parameters 
of the course of campylobacteriosis with the causative 
agent genotype flgE+, cdtA+, cdtC+ revealed statistically 
significant differences in the level of IL-8 (0.013) and 
IgA (p = 0.021) on the 1st day of the disease compared 
to patients, in which other genotypes of pathogens were 
detected.

Conclusion
Thus, when analyzing the frequency of detec-

tion of campylobacter sequence-types in children with 
clinical intestinal infections, it was found that the pro-
file of isolated isolates is most similar to those from 
countries of North America (USA and Canada), North-
ern Europe (Great Britain, Holland) and Scandinavia  
(Denmark, Sweden, Finland). Children with C. coli and 
C. jejuni infections with genotype flgE+, cdtA+, cdtC+, 
had a number of clinical differences during the infec-
tious process from patients with other genotypes of the 
pathogen. Identification of Campilobacter spp. with the 
genotype flgE+, cdtA+, cdtC+ on the 1st day of the dis-
ease is accompanied by a more frequent increase in the 
level of IL-8 and a decrease in the content of IgA in the 
peripheral blood serum, which may indicate insufficient 
efficiency of the immune response when infected with 
campylobacters of this genotype. It cannot be exclud-
ed that the identified features of the immune response 
during infection with campylobacters with genotypes 
flgE+, cdtA+, cdtC+ underlie the long-term persistence 
of disease symptoms and an increase in the severity of 
the disease. Considering the high social and clinical 
significance of campylobacteriosis, it is advisable to 
further study the genotypic composition of circulating 
pathogens to assess the risk of developing severe forms 
of the disease and the formation of its long-term com-
plications.
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Changes in the etiological structure of severe acute respiratory  
viral infections in children and adults under the influence  
of the COVID-19 pandemic
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Abstract
Introduction. The traditional surveillance system for influenza and ARVI provides a general description 
of epidemics, but does not provide information on the age-related characteristics of the etiology and clinical 
peculiarities of severe acute respiratory diseases (SARI) in hospitalized patients.
Aim. To monitor the etiology of SARI in hospitalized children and adults, assessing the impact of the COVID-19 
pandemic on this process.
Materials and methods. Standardized clinical and laboratory monitoring of SARI among 18,458 hospitalized 
patients was carried out in hospitals in three cities of Russia with weekly PCR detection of 11 types of pathogens.
Results. According to the investigation of hospitalized patients with SARI for the period from 2018 to 2023, the 
viral etiology of respiratory diseases was deciphered in 58.3% of cases. Weekly monitoring showed a change 
in the etiological mosaic of SARI pathogens during the SARS-CoV-2 pandemic with a sharp decrease in the 
frequency of detection of influenza and respiratory syncytial virus (RSV) during the 2020–2021 season against 
the background of a significant increase of metapneumovirus and rhinovirus infections in children. During the 
2022-2023 season an increase in the proportion of RSV infection in children under 6 years of age (up to 36.2%) 
was noted against the background of a significant decrease in the frequency of SARS-CoV-2. In the intensive 
care units (ICU), RSV infection was most often in children during the post-pandemic period (up to 30.1–53.6% of 
positive cases, p < 0.001); in adults, SARS-CoV-2 was mostly detected (76,5–100% of cases, p < 0.001).
Conclusion. Hospital surveillance data significantly complements the epidemiological information obtained 
in the traditional surveillance system. Monitoring of infections has shown a continuously changing etiological 
infrastructure of SARI, with the disappearance of influenza and RSV during the COVID-19 pandemic and their 
return to circulation in the post-pandemic period. 

Keywords: influenza, parainfluenza, SARS-CoV-2, COVID-19, respiratory syncytial virus, rhinoviruses, 
adenoviruses, metapneumovirus, etiology, surveillance, hospital
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Изменения этиологической структуры тяжёлых острых 
респираторных вирусных инфекций у детей и взрослых  
под влиянием пандемии СOVID-19
Соминина А.А.1 , Даниленко Д.М.1, Комиссаров А.Б.1, Писарева М.М.1,  
Мусаева Т.Д.1, Столяров К.А.1, Афанасьева О.И.1, Тимонина В.C.2,  
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Аннотация
Введение. Традиционная система надзора за гриппом и острыми респираторными вирусными инфекци-
ями даёт общую характеристику эпидемий, но не обеспечивает получение информации по возрастным 
особенностям этиологии и клиники тяжёлых острых респираторных заболеваний (ТОРИ) у госпитализи-
рованных больных
Цель работы — провести мониторинг этиологии ТОРИ у госпитализированных детей и взрослых с оцен-
кой влияния на этот процесс пандемии COVID-19. 
Материалы и методы. Стандартизованный клинико-лабораторный мониторинг ТОРИ среди 18 458 госпи-
тализированных больных проведён в стационарах 3 городов России с еженедельной детекцией 11 типов 
возбудителей с помощью полимеразной цепной реакции. 
Результаты. По данным обследования госпитализированных больных с ТОРИ за 2018–2023 гг. вирусная 
этиология респираторных заболеваний была расшифрована в 58,3% случаев. Еженедельный мониторинг 
показал изменение этиологической мозаики возбудителей ТОРИ в период пандемии COVID-19 с резким 
снижением частоты детекции вирусов гриппа и респираторно-синцитиального вируса (РСВ) в сезон 2020–
2021 гг. на фоне достоверного роста у детей метапневмовирусной и риновирусной инфекций. В сезон 
2022–2023 гг. отмечен рост удельного веса РСВ-инфекции у детей в возрасте до 6 лет (до 36,2%) на фоне 
достоверного снижения частоты COVID-19. В отделениях реанимации и интенсивной терапии у детей в 
постпандемический период чаще всего (до 30,1–53,6% от числа положительных случаев, p < 0,001) выяв-
ляли РСВ-инфекцию, у взрослых — SARS-CoV-2 (76,5–100% случаев, p < 0,001). 
Заключение. Данные Госпитального надзора существенно дополняют эпидемиологическую информацию, 
получаемую в традиционной системе надзора. Мониторинг инфекций показал непрерывно меняющуюся 
этиологическую инфраструктуру ТОРИ с исчезновением гриппа и РСВ в период пандемии COVID-19 и их 
возвращением в циркуляцию в постпандемический период. 

Ключевые слова: грипп, парагрипп, SARS-CoV-2, COVID-19, респираторно-синцитиальный вирус, ри-
новирусы, аденовирусы, метапневмовирус, этиология, надзор, стационар

Этическое утверждение. Исследование проводилось при добровольном информированном согласии паци-
ентов или их законных представителей. Протоколы исследования одобрены Этическим комитетом НИИ гриппа 
им. А.А. Смородинцева (протоколы № 194 от 12.12.2022, № 178 от 10.01.2022, № 161 от 14.12.2020, № 149 от 
18.12.2019, № 136 от 21.12.2018, № 3120 от 18.12.2017).
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Introduction
Although progress has been made in influenza and 

acute respiratory disease surveillance and prepared-
ness for the upcoming influenza pandemic through im-
proved methods for specific detection and monitoring 
of acute respiratory viral infections (ARVI), vaccina-
tion of target populations, development and validation 
of platform technologies for rapid vaccine release, ex-
pansion of vaccine production capacity, and improved 
collaboration among countries in the World Health Or-
ganization (WHO) system with the development of the 
Global influenza strategy1, many problems and unre-
solved issues remain in this area, specifically in the area 
of epidemiology and prevention. The existing system 
of traditional surveillance of influenza and acute re-
spiratory infections has only statistical information on 
the total number of diseases and hospitalizations with 
these infections, as well as deciphering their etiology in 
general among the surveyed groups, but does not pro-
vide information on the clinical features and severity 
of diseases depending on their etiology, age of patients 
and other individual characteristics. At the same time, 
in recent years, new data on the role of co-morbidities 
in influenza, as well as the long-term consequences of 
severe acute respiratory infections (SARI) of differ-
ent etiologies (heart attacks, strokes, exacerbations of 
chronic obstructive pulmonary disease, diabetes, etc.) 
have been emerging [1–3]. This determines the need for 
further improvement of surveillance of influenza and 
other acute respiratory infections. 

The importance of personalized clinical and epi-
demiological surveillance became evident during the 

1 World Health Organization. Global influenza strategy 2019–
2030. Geneva; 2019. URL: https://www.who.int/publications/i/
item/9789241515320 (date of access: 16.04.2024).

development of the latest influenza pandemic caused 
by the emergence of a new reassortant with the anti-
genic formula A(H1N1)pdm09 in 2009. To this end, in 
Russia, starting in 2010, a pilot project began to investi-
gate the possibilities of Signal (sentinel) surveillance of 
SARI and influenza-like illnesses and acute respiratory 
infections [4], and since 2012 — in-depth Hospital Sur-
veillance (HS) for influenza and other acute respiratory 
infections as part of the Global Influenza Hospital Sur-
veillance Network [5–9]. This system, currently used 
for scientific purposes in more than 20 countries in the 
Northern and Southern Hemispheres, makes it possi-
ble to study the etiology of severe influenza, identify 
risk groups in need of priority protection, determine the 
age-specific etiology of SARI with the identification 
of dominant pathogens, dangerous combinations with 
comorbidities leading to hospitalization, and assess the 
severity of the epidemic/pandemic. 

In the HS system, for each patient included in the 
study, an anonymized card is filled in, containing the 
hospital code, patient number, information on gender, 
age, chronic diseases, influenza and COVID-19 vacci-
nation status, bad habits, previous hospitalizations, as 
well as criteria for the severity of the course of infec-
tion (need for oxygen support, hyperthermia, transfer 
to the intensive care unit (ICU), etc.), disease outcome 
and laboratory diagnosis data. It should be noted that all 
participants of the system use unified standardized case 
definitions and patient records, which allows compar-
ing the features of SARI according to uniform criteria 
in different countries of the world. The main feature is 
diagnosis using polymerase chain reaction (PCR) for 
respiratory infectious agent viruses of all patients in-
cluded in the study, and sequencing and antigenic anal-
ysis for a number of samples from patients. Analysis of 
the antigenic and genetic structure of influenza viruses 

Благодарность. Авторы статьи выражают благодарность экс-директору Екатеринбургского НИИ вирусных 
инфекций к.м.н. А.В. Алимову за участие в организации работ по госпитальному надзору в Екатеринбурге 
(2018–2020 гг.), а также м.н.с М.Ю. Бакаеву и м.н.с. В.В. Гончару за контроль правильности заполнения Индиви-
дуальных карт больных и ввод данных ПЦР-диагностики в электронную базу данных НИИ гриппа им. А.А. Смо-
родинцева.
Источник финансирования: Министерство здравоохранения Российской Федерации (темы НИР Государст-
венного задания: 1. Разработка и апробация методики госпитального надзора за гриппом и другими ОРВИ в 
целях выявления факторов риска формирования тяжёлых форм острых респираторных инфекций в условиях 
крупного мегаполиса (2018–2020), Рег. № НИОКТР AAAA-A18-118022790102-7; 2. Формирование комплексной 
системы надзора за гриппом и другими ОРВИ на основе совершенствования инфраструктуры клинико-эпиде-
миологического анализа, молекулярной диагностики и генетической характеристики возбудителей (2021–2023) 
Рег. № НИОКТР 121051900143-7 при поддержке со стороны Фонда по эпидемиологии Франции («Fondation 
pur l’epidemiologie de la grippe», France), Уведомления: № Engt: 00079655 от 13.11.2017; № Engt: 00090223  
от 21.11.2018; № Engt: 00100527 от 22.11.2019; № Engt: 00111470 от 25.11.2020; № 00123945/EF-2021-19956  
от 29.12.2021).
Конфликт интересов. Авторы декларируют отсутствие явных и потенциальных конфликтов интересов, свя-
занных с публикацией настоящей статьи.
Для цитирования: Соминина А.А., Даниленко Д.М., Комиссаров А.Б., Писарева М.М., Мусаева Т.Д., Столя-
ров К.А., Афанасьева О.И., Тимонина В.C., Венев Е.В., Леванюк Т.П., Смородинцева Е.А., Курская О.Г., Шесто-
палов А.М., Леленкова Е.В., Семенов А.В., Лиознов Д.А. Изменения этиологической структуры тяжёлых острых 
респираторных вирусных инфекций у детей и взрослых под влиянием пандемии СOVID-19. Журнал микробио-
логии, эпидемиологии и иммунобиологии. 2024;101(3):327–341.
DOI: https://doi.org/10.36233/0372-9311-532
EDN: https://www.elibrary.ru/jmtwkj



330 331JOURNAL OF MICROBIOLOGY, EPIDEMIOLOGY AND IMMUNOBIOLOGY. 2024; 101(3) 
DOI: https://doi.org/10.36233/0372-9311-532

ORIGINAL RESEARCHES

can determine whether viruses circulating in a parti-
cular season match the strains included in the vaccine. 

The spread of the COVID-19 pandemic has led to 
a marked shift in the pattern of circulating influenza and 
acute respiratory viruses among hospitalized patients of 
different age groups with SARI. Therefore, the aim of 
the study was to monitor the etiology of SARI in hospi-
talized children and adults, assessing the impact of the 
COVID-19 pandemic on this process. 

Materials and methods

Study design

Clinical and laboratory monitoring of influenza, 
COVID-19 and other acute respiratory viral infections 
among hospitalized patients in the HS was conducted 
in 9 hospitals in St. Petersburg, Novosibirsk and Yekat-
erinburg in accordance with the Standard Protocols for 
Children Under 5 Years of Age and for Patients 5 Years 
of Age and Older used in the HS. In addition to the ba-
sic parameters (sex, age, hospitalization period, etiolo-
gy according to PCR data, vaccination history, diagno-
sis at admission and discharge, concomitant pathology, 
smoking, disease outcome, etc.), physicians assessed 
the severity of the disease. The study was conducted ac-
cording to the principles of Good Clinical Practice after 
approval by the Local Ethics Committees. Through-
out all 5 seasons (from 2018–2019 to 2022–2023), the 
screening survey started from week 40 and the main HS 
surveys started on the week when the first 3 laborato-
ry-confirmed cases of influenza were detected by PCR 
in the city hospitals. Surveys were completed at the end 
of the influenza epidemic season, usually in week 18-
20, when no more cases of SARI with laboratory-con-
firmed influenza were identified in the wards of all hos-
pitals included in the study. The duration of the study 
averaged 6-7 months. The results of the examination of 
patients were submitted by physicians into Individual 
patient charts and sent via the Internet to the Electronic 
Database at the A.A. Smorodintsev Research Institute 
of Influenza, where they (after control of completeness 
and accuracy of filling) were stored throughout the pe-
riod of work with the possibility of automated output of 
the requested data.

To be included in the study, patients had to have a 
combination of the following symptoms: 1 or more of 
4 systemic symptoms: fever, weakness, headache, my-
algia, and 1 or more of 3 respiratory symptoms: cough, 
sore throat, rapid breathing. The duration of the disease 
at the time of inclusion in the study should have been 
no more than 7 days from the onset of registration of 
symptoms, the duration of hospitalization — no more 
than 48 h. The study was conducted with the volun-
tary informed consent of the patients or their legal rep-
resentatives. The study protocols were approved by 
the  Ethics Committee of the Smorodintsev Research 
Institute of Influenza (protocols No. 194, dated De-

cember 12, 2022; No. 178, dated January 10, 2022;  
No. 161, dated December 14, 2020; No. 149, dated De-
cember 18, 2019; No. 136, dated December 21, 2018;  
No. 3120, dated December 18, 2017). 

Criteria for exclusion from the study: the patient is 
not a resident of the city, duration of illness more than 
7 days, duration of hospitalization less than 24 hours, 
patient's belonging to a specialized medical or social 
institution, lack of patient's consent to participate in the 
study, inability to communicate with the patient.

Collection and statistical analysis of data
Data collection, their subsequent correction, sys-

tematization of initial information and analysis of the 
obtained results were carried out by specialists of the 
A.A. Smorodintsev Research Institute of Influenza us-
ing the Individual patient records entered by physicians 
in the Electronic Database of HS. 

Statistical processing of the results was carried out 
using the Statistica v. 10 program: descriptive statistics, 
nonparametric criteria. When assessing quantitative in-
dicators, the median was counted as the center of dis-
tribution, and the first (Q1) and third (Q3) quartiles were 
counted as variation indicators. The results of quali-
tative traits were expressed in absolute numbers with 
indicating percentages. Comparison of nominal data 
between groups was performed using Pearson's χ2 test. 
When the number of expected observations in any cell 
of the quadratic table was less than 10, Fisher's exact 
test was used to assess the significance level of differ-
ences. Differences were considered statistically signi-
ficant at p ≤ 0.05. 

PCR diagnostics
For laboratory diagnosis, nasopharyngeal and 

oropharyngeal swabs were taken from each patient 
aged ≥ 14 years, and nasal and pharyngeal swabs were 
taken from children younger than 14 years. Laborato-
ry testing for influenza viruses and other ARI patho-
gens was performed by PCR within the first 48 h of 
hospitalization. For clinical specimens, velour swabs 
(Copan) were used, which were immersed in universal 
transport medium UTM-330C (Copan) for mycoplas-
mas, chlamydia and viruses. RNA was isolated from 
clinical samples using AmpliSens RIBO-prep (Inter-
LabService) or QIAGEN RNeasy Mini (Qiagen) kits. 
RNA reverse transcription was performed with the Re-
verta-L kit (InterLabService) or QIAGEN OneStep RT-
PCR (Qiagen). AmpliSens Influenza virus A/B-FL kits 
(InterLabservice) were used to test for influenza A and 
B; influenza A-positive samples were used to subtype 
influenza viruses A(H1N1)pdm09 and A(H3N2) using 
AmpliSense Influenza virus A/H1-swine-FL kits (Inter-
Labservice) and AmpliSens Influenza A subtyping-FL 
kit (InterLabservice). All samples were also tested for 
the presence of other ARVI pathogens (human respi-
ratory syncytial virus, metapneumovirus, parainfluenza 
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virus types 1–4, coronavirus, rhinovirus, adenoviruses, 
bocavirus) and examined using the AmpliSens ARVI-
screen-FL kit (InterLabservice). Specific sequences of 
influenza B virus of the Yamagata or Victoria lineages 
were determined in all influenza B-positive samples us-
ing the QIAGEN OneStep RT-PCR Kit (Qiagen) with 
WHO-recommended primers and probes. Real-time 
PCR was performed on a Rotor-Gene 6000 (Corbett 
Research) or the CFX96 Touch™ Real-Time PCR De-
tection System (Bio-Rad). 

Results

Age distribution of patients

Over a 5-year period, starting from the 2018–2019 
season, 18,458 patients hospitalized in ARVI wards 
with primary diagnoses of influenza, acute respiratory 
viral infection, pneumonia, acute bronchitis, and other 
manifestations of acute respiratory infections of vary-
ing severity were examined in 3 infectious diseases 
hospitals for adults and 6 multidisciplinary hospitals for 
children in St. Petersburg, Novosibirsk and Yekaterin-
burg. Analysis of the age distribution of the hospitalized 
(on average) showed a significant proportion of chil-

dren (73.8%), including those aged ≤ 2 years (39.7%),  
3–6 years (18.5%), 7–14 years (15.6%). The frequency 
of hospitalization of patients aged 15–64 years aver-
aged 19.7% for the whole period, including patients 
aged 65 years and older — 6.5% (Table 1). 

The frequency of hospitalization of children 
of the 0–2 years age group was significantly higher  
(p < 0.001) than patients of all other age groups in 
general during the study period, and also significant-
ly higher in 2018–2019 and 2020–2023. In the period 
from October 2019 to September 2020, when the first 
wave of the pandemic developed in Russia, the age dis-
tribution of patients hospitalized in wards with acute 
respiratory infections changed: the frequency of hos-
pitalization in the group 15–64 years increased to 37% 
against the background of a decrease in hospitaliza-
tion of children aged ≤ 2 years to 29.3% (p < 0.001). 
In 2021–2022, there was an increase in the frequency 
of hospitalization of patients aged 65 years and older 
compared with the frequency of hospitalization in other 
years (p < 0.000; Figure 1). 

Etiology of ARVI
The viral etiology of diseases was deciphered in 

58.3% of cases on average over the entire period (57.8–
59.1%; p = 0.95). In our observations, the frequency of 
cumulative detection of non-influenza acute respiratory 
infections during the entire period and in the last 3 sea-
sons was significantly higher (p < 0.0001) than cases 
of laboratory-confirmed influenza and SARS-CoV-2. 
Interestingly, the ratio of patients hospitalized with 
laboratory-confirmed influenza and other acute respi-
ratory infections was similar before the pandemic in 
2018–2019 and 2019–2020 (0.95 and 1.2, respectively; 
p = 0.275), but changed dramatically in the following  
3 years due to the spread of SARS-CoV-2. Thus, in 
2020–2021, influenza virus was practically eliminat-
ed from circulation and was detected in the HS system 
in only 0.1% of cases, although other SARI pathogens 

Table 1. Age distribution of the admitted patients included in 
the study

Age, years Number of patients Median age,  
years (Q1; Q3)

0–2 7321 11* (5; 23)

3–6 3418 4,25 (3,5; 5,33) 

7–17 2880 10,33 (8,42; 12,5) 

18–64 3645 31,66 (21,5; 45,8) 

≥ 65 1194 75,75 (70,0; 83,7)

Total 18458 4,75 (1,5; 21,7)

Note. *For children of group 0–2 years, age indicated in months.

Fig. 1. Age distribution of patients with influenza, COVID-19 and other acute respiratory infections included in the study.
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Fig. 2. Changes in the frequency of laboratory-confirmed cases of influenza, ARVI (total) and COVID-19 among hospitalized 
patients over a 5-year period.

(excluding RSV) were detected with the same, or even 
higher frequency (89.0%). 

In the post-pandemic period, the detection rate 
of influenza viruses among hospitalized persons be-
gan to increase (to 11.7–22.3%), but never reached the 
pre-pandemic level and remained significantly lower  
(p < 0.001) compared to ARVI (4.3 and 2.9 times in the 
2021–2022 and 2022–2023 seasons). The frequency of 
SARS-CoV-2 detection peaked (38.4%) in the 2021–
2022 season with a decrease to 11.4% in the latter sea-
son (Figure 2).

Analysis of diseases caused by different  
types/subtypes of influenza virus

In the 2018–2019 and 2019–2020 seasons, in-
fluenza A(H1N1)pdm09 virus was the main etiologic 
agent, causing 53.2% and 44.0% of influenza illness-
es, respectively, and co-circulating with influenza 
A(H3N2) virus (45.1%) in 2018-2019 and with influ-
enza B Victoria virus (48.6%) in 2019–2020. Few ca-
ses of Yamagata influenza B lineage were reported at 

the end of the 2018–2019 (9 cases) and 2019–2020  
(2 cases) seasons, while the remaining influenza B cas-
es were detected only with Victoria lineage viruses. In 
the 2020–2021 season, with the start of the active phase 
of the COVID-19 pandemic in Russia, no influenza cas-
es were registered among hospitalized patients, except 
for 2 cases in Yekaterinburg, when trace amounts of in-
fluenza B virus RNA were detected in patients, which 
did not allow its subtyping to be performed. 

The 2021–2022 season was characterized by an 
unusually early onset of influenza A(H3N2) virus cir-
culation: the first influenza cases among hospitalized 
patients were detected as early as week 41 of 2021, 
and the number of influenza cases peaked in week 48. 
The epidemic was mono-ethiologic (97.0%) and was 
caused by influenza A(H3N2) virus. Only at the end of 
the season, sporadic cases of influenza B were detect-
ed. Against the background of the increased number of 
hospitalizations with COVID-19, the total number of 
influenza cases among hospitalized patients became 
significantly lower (p < 0.001) by 4.0 and 5.5 times 
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compared to the 2018–2019 and 2019–2020 seasons, 
respectively. The last influenza epidemic season was 
characterized by a cardinal change of the pathogen 
with the return of influenza virus subtype A(H1N1)
pdm09 and influenza B viruses of the Victoria lineage  
(Table 2, Fig. 3). 

Thus, a feature of the last 2 epidemics was an ear-
lier onset of influenza virus circulation (by 6–9 weeks 
compared with the epidemics of the pre-pandemic peri-
od) with peak PCR detection of viruses in hospitalized 
patients as early as the 48th and 50th weeks of the year 
(compared with 5–7 weeks of the following year in the 
pre-pandemic seasons) (Fig. 3).

Monitoring the etiology of non-influenza acute 
respiratory diseases

A study of the structure of respiratory morbidity of 
non-influenza etiology, whose incidence among hospi-
talized patients was significantly higher than that of in-
fluenza (38.2% vs. 21.7% of the number of patients ex-
amined; p < 0.0001), showed that in the pre-pandemic 
period the most significant (p < 0.0001) pathogen was 
RSV, which caused the greatest number of hospitaliza-
tions (up to 26.8% in children aged ≤ 2 years). Rhino-
viruses were the next most important (up to 16.6% in 
this age group). The role of the other pathogens was 
generally relatively minor. 

The emerging COVID-19 pandemic has funda-
mentally changed the etiologic picture: in the 2020-
2021 season, RSV (as well as influenza viruses) prac-
tically disappeared from circulation, and only isolated 
cases of this infection were registered among hospital-
ized patients. Of particular interest is the sharply in-
creased (6–12 times) importance of metapneumovirus 
infection (p < 0.000), the pathogen of which belongs to 
the same family as RSV (Pneumoviridae). In the next 
season (2021–2022), there were practically no cases 
of metapneumovirus infection, but RSV reappeared in 
the circulation, which became even more active in the 
2022–2023 season, reaching the indicators characteris-
tic of the pre-pandemic period (Fig. 4).

Age-specific etiologies of the most important 
respiratory infections

Analysis of the total annual data on the role of the 
main pathogens in the hospitalization of patients de-
pending on age showed that in all these years, except 
for two seasons of active spread of SARS-CoV-2, RSV 
affected predominantly children of younger age groups 
0–2 and 3–6 years (up to 16.5–26.8% of patients), but 
was rarely registered in age groups 7 years and older  
(p < 0.0001). The age range for rhinovirus infection 
was significantly wider, covering all pediatric age 
groups. The frequency of rhinovirus detection in hos-
pitalized children in the 0–2 year age group ranged 
from 10.1 to 16.6% and was significantly higher than 
in adult patients aged 18–64 and ≥ 65 years in all years  
(p < 0.001). Differences between rhinovirus detection 
rates in hospitalized children aged 0–2 and 3–6 years 
were not significant. Interestingly, in the 2020–2021 
season, when RSV circulation decreased dramatical-
ly, there was a significant increase in the frequency of 
rhinovirus detection compared to the previous two sea-
sons (p < 0.001). In the last season compared to 2021–
2022, there was a trend of increasing frequency of RSV  
(p < 0.001) and rhinovirus infection (p < 0.001) 
against the background of decreasing significance of 
COVID-19 (p < 0.001). 

In contrast to RSV and rhinovirus infection, 
COVID-19 as a cause of hospitalization was reported 
significantly less frequently in children than in adults  
(p < 0.001). At the beginning of the pandemic (2019–
2020 season), no COVID-19 cases were reported 
among hospitalized children under 17 years of age; in 
the following season, the detection rate of the virus in 
children across age groups was also low, ranging from 
0.8% to 2.4% of those examined in this age group (with 
a detection rate of 52.1–66.7% in adults). In the 2021–
2022 season, the detection rate of SARS-CoV-2 among 
hospitalized children increased to 6.8–13.6%. These 
differences became less pronounced in the latter sea-
son due to a decrease in SARS-CoV-2 detection among 
both children and adults. The detection rate of SARS-

Table 2. The role of influenza viruses A(H1N1)pdm09, A(H3N2) and B) in the development of acute respiratory diseases 
requiring hospitalization over 5 consecutive seasons

Season Number  
of patients

Influenza cases Percentage of PCR-positive influenza cases by type/subtype

number % А(H1N1)
pdm09 A(H3N2) A not subtyped В

2018–2019 3057 1108 36,2 53,2 45,1 0,4 1,3

2019–2020 4044 1420 35,1 44,0 5,4 2,0 48,6

2020–2021 2519 2 0,1 0,0 0,0 0,0 –

2021–2022 4131 270 6,5 0,0 97,0 0,4 2,6

2022–2023 4707 657 14,0 42,8 0,3 18,7 38,2

Total 18458 3457 18,7 43,3 24,3 4,5 27,9
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CoV-2 in adult patients aged 18–64 and ≥65 years was 
significantly higher compared with other age groups 
in all seasons (p < 0.001), but the differences between 
the detection rates of SARS-CoV-2 in the 18–64 and 
≥ 65 age groups were only significant in the 2022–2023 
season, when the percentage of hospitalizations among 
adults aged 18–64 years decreased 3.5-fold (p < 0.001; 
Figure 5). 

Etiology of respiratory disease in intensive care units
During the entire period, 1112 (6.0%) of the total 

18,458 hospitalized patients included in the study were 
referred to the ICU. Influenza viruses, SARS-CoV-2 
or other ARI pathogens were detected in 668 patients. 
Children under 6 years of age were most frequently 
hospitalized in ICU in 517 (77.4%) cases during the 
whole period, children aged 7–17 years in 86 (12.9%) 
cases, and adults were the least frequently hospitalized 
in ICU in 65 cases (9.7% of the total number of patients 
in ICU (the differences are significant, p < 0.001). 

In young children (0–6 years of age), RSV in-
fection was most frequently diagnosed in all sea-
sons except 2020–2021, when SARS-CoV-2 spread 
widely (28.9–47.7% of all PCR-positive cases in the 
ICU). In the 2020–2021 season, the RSV detection 
rate dropped to 3.6% against the background of a 

2–5-fold increased role compared with previous years 
of metapneumovirus infection (up to 28.4%), seasonal 
coronavirus infection (up to 14.2%), bocaviruses (up 
to 11.2%), and rhinoviruses (up to 20.9%) (p < 0.001). 
In the next 2 seasons, the incidence of RSV and rhi-
noviruses increased to 28.9–41.7% and 45.4–18.7%, 
respectively, while COVID-19 was diagnosed in only 
0.5–7.2% of cases in this group. The role of influen-
za viruses varied by season: during the pre-pandem-
ic period, influenza A(H1N1)pdm09 virus was more 
frequently reported in children aged ≤ 6 years (11.9–
16.4% of cases), influenza A(H3N2) virus was detect-
ed in 0.9–7.3%, and influenza B virus in up to 9.2% of 
cases. In the 2020–2021 season, diseases of influenza 
etiology among children were not registered in ICU, 
and their detection rate in the postpandemic period in 
ICU did not exceed 4.1%.

In school-aged children 7–17 years of age, the 
leading causes of hospitalization in the ICU were in-
fluenza A(H1N1)pdm09 viruses, 66.7 and 25.0% in 
the 2018–2019 and 2022–2023 seasons, influenza 
A(H3N2) viruses, 12.5 and 30.0% in the 2019–2020 
and 2021–2022 seasons, and influenza B viruses, 50.0 
and 19.4% in the 2018–2019 and 2019–2020 seasons, 
while metapneumovirus (24.0%), seasonal coronavirus 
(14.0%), and rhinoviruses (30.2%) were most frequent-

Table 3. Age-related peculiarities of the etiology of the most significant respiratory infections

Season
Age, years

0–2 3–6 7–17 18–64 65+

RSV

2018–2019 26,8 16,5 4,8 2,2 4,9

2019–2020 25,7 13,6 3,3 1,0 2,3

2020–2021 1,7 1,2 0,3 0,0 0,0

2021–2022 13,4 6,9 3,6 1,2 1,3

2022–2023 24,1 12,1 3,8 1,3 2,3

Rhinovirus

2018–2019 10,1 11,3 7,4 4,3 2,9

2019–2020 10,2 8,3 5,1 3,8 1,5

2020–2021 16,6 14,6 14,6 2,3 1,1

2021–2022 13,8 13 6,5 2,6 0,8

2022–2023 14,2 13,7 12,2 5,2 2,9

SARS-CoV-2

2018–2019 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

2019–2020 0,0 0,0 0,0 5,3 15,2

2020–2021 1,2 0,8 2,4 52,1 66,7

2021–2022 10,6 6,8 13,6 50,7 53,6

2022–2023 4,7 1,5 4,0 13,5 34,6
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ly detected in the 2020–2021 season. COVID-19 cases 
were most frequently (32.0%) detected in schoolchil-
dren in the 2021–2022 season, with a decrease to 8.4% 
in the following season due to the increased role of in-
fluenza and RSV viruses.

A different picture was observed in adult patients. 
If in the pre-pandemic period, influenza B viruses 
were the main cause of hospitalization in SARI, then, 
starting from the season 2019–2020, SARS-CoV-2 vi-
rus became the main cause of hospitalization in ICU 
(60–100% of cases). The role of other pathogens in the 
development of SARI in adults was insignificant.

A comparative analysis of disease etiology in 
patients admitted on general acute respiratory (GAR) 
and ICU wards showed that young children had the 
highest incidence of RSV diagnoses in ICU in all sea-
sons except pandemic season 2020–2021, exceeding 
diagnosis incidence in GAR by 8.1–13.2%. In the 
2021–2022 season, an excess of rhinovirus infection 
diagnosis was observed in ICU compared to GAR. 
In children 7–17 years of age, during the seasons of 
active circulation of influenza A(H1N1)pdm09 virus 
(2018–2019 and 2022–2023), this pathogen was diag-
nosed more frequently in ICU compared to GAR. In 
adult patients, the main differences concerned SARS-
CoV-2, the detection rate of which was distinctly high-
er in ICU than in GAR. Differences in other infections 
were insignificant (Fig. 6). 

Discussion
Over a 5-year period, all 18,458 patients hospital-

ized in infectious diseases hospitals in 3 major Russian 
cities (St. Petersburg, Novosibirsk, and Yekaterinburg) 

were examined by PCR to determine the role of influ-
enza viruses A(H1N1)pdm09, A(H3N2), Victoria and 
Yamagata B lineages, SARS-CoV-2, as well as other 
pathogens such as RSV, rhinoviruses, metapneumovi-
ruses, coronaviruses, adenoviruses, parainfluenza vi-
ruses, bocaviruses, in the development of SARI requir-
ing hospitalization, and to determine age-specific etio-
logy of disease. Weekly monitoring of influenza cases 
among the examined patients showed an alternation of 
dominant pathogens: A(H1N1)pdm09 and A(H3N2) in 
the 2018–2019 season, A(H1N1)pdm09 and B in the 
2019–2020 season, A(H3N2) in the 2021–2022 sea-
son, A(H1N1)pdm09 and B in the 2022–2023 season. 
Among influenza B viruses, strains of the Victoria lin-
eage predominated in all seasons. The last cases of in-
fluenza B lineage Yamagata in our study among hospi-
talized patients were reported at the end of 2019–2020 
season. In 2020–2021 season (developed SARS-CoV-2 
pandemic), there were almost no cases of influenza A 
and B among the hospitalized patients studied. In the 
2022–2023 season, the data obtained on the monitor-
ing of influenza etiology among hospitalized patients 
clearly correlated with the results of traditional sur-
veillance in Russia [10], while in North America and 
Western Europe, influenza A(H3N2) viruses were most 
prevalent [11, 12]. Such differences determine the ne-
cessity to formulate its own strategy of strain selection 
for vaccines in Russia (taking into account WHO rec-
ommendations) in order to improve the effectiveness of 
vaccine prophylaxis, as it is carried out at the national 
level in other highly developed countries, for example, 
the National Immunization Advisory Committee Tech-
nical Working Group in China [13].

Table 4. Comparison of the etiology of SARI in children 0–6 years old hospitalized in general wards for ARVI  
and in intensive care units (ICU) over a 5-year observation period

Сезон
Season

A(H1N1)
pdm09 A(H3N2) B Para-

influenza
Adeno-

virus RSV Metapneumo-
virus

Corona-
virus 

Boca-
virus

Rhino-
virus SARS-CoV-2

All patients 

2018–2019 23,1 13,5 0,4 3,9 3,3 27,1 8,9 4,1 3,6 12,1 0,0

2019–2020 22,7 2,0 15,2 5,5 5,7 26,2 3,7 3,3 3,8 11,8 0,0

2020–2021 0,0 0,0 0,1 16,9 5,3 2,0 29,8 14,8 9,0 20,7 1,3

2021–2022 0,0 11,4 0,3 12,3 6,9 20,1 0,4 4,6 3,7 23,5 16,6

2022–2023 9,1 0,1 6,3 7,2 4,4 28,5 6,1 7,1 6,6 19,5 5,2

ICU patients  

2018–2019 16,4 7,3 1,8 9,1 3,6 38,2 5,5 3,6 7,3 7,3 0,0

2019–2020 11,9 0,9 9,2 2,8 0,9 47,7 5,5 3,7 4,6 12,8 0,0

2020–2021 0,0 0,0 0,0 11,2 6,0 3,0 28,4 14,2 11,2 20,9 5,2

2021–2022 0,0 4,1 0,0 3,1 3,1 28,9 0,0 5,2 3,1 45,4 7,2

2022–2023 2,7 0,0 3,2 9,1 3,7 41,7 7,0 5,9 7,5 18,7 0,5
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Table 5. Comparison of the etiology of SARI in children 7–7 years old hospitalized in general wards for ARVI  
and in intensive care units (ICU) over a 5-year observation period

Season A(H1N1)
pdm09 A(H3N2) B Para-

influenza
Adeno-

virus RSV Metapneumo-
virus

Corona-
virus 

Boca-
virus

Rhino-
virus SARS-CoV-2

All patients 

2018–2019 35,3 28,4 1,0 2,5 2,0 7,8 4,9 4,4 1,5 12,3 0,0

2019–2020 21,8 5,9 45,7 3,1 5,9 5,5 2,4 0,0 1,0 8,7 0,0

2020–2021 0,0 0,0 0,0 14,5 5,6 0,6 24,0 14,0 6,1 30,2 5,0

2021–2022 0,0 34,9 0,8 5,4 3,3 5,0 0,0 2,9 0,4 15,4 32,0

2022–2023 15,4 0,2 21,2 3,9 5,8 8,1 6,0 5,1 0,4 25,7 8,4

ICU patients  

2018–2019 66,7 0,0 0,0 0,0 0,0 11,1 0,0 11,1 0,0 11,1 0,0

2019–2020 12,5 12,5 50,0 0,0 12,5 0,0 0,0 0,0 0,0 12,5 0,0

2020–2021 0,0 0,0 0,0 5,9 5,9 0,0 23,5 29,4 0,0 35,3 0,0

2021–2022 0,0 30,0 0,0 5,0 0,0 10,0 0,0 10,0 0,0 20,0 25,0

2022–2023 25,0 0,0 19,4 0,0 5,6 13,9 8,3 2,8 2,8 19,4 2,8

Table 6. Comparison of the etiology of SARI in patients 18+ years hospitalized in general wards for ARVI  
and in intensive care units (ICU) over a 5-year observation period

Season A(H1N1)
pdm09 A(H3N2) B Para-

influenza
Adeno-

virus RSV Metapneumo-
virus

Corona-
virus 

Boca-
virus

Rhino-
virus SARS-CoV-2

All patients 

2018–2019 31,0 45,2 1,2 3,3 1,6 4,5 2,7 3,1 0,0 7,4 0,0

2019–2020 25,3 3,4 38,6 3,3 3,3 2,1 1,3 3,2 0,4 7,0 11,9

2020–2021 0,0 0,0 0,0 4,7 0,5 0,0 5,7 5,2 0,5 2,8 80,6

2021–2022 0,0 2,5 0,2 0,3 0,3 2,2 0,9 1,2 0,3 3,0 89,1

2022–2023 5,9 0,0 4,7 3,7 2,5 4,7 5,0 3,1 0,0 11,5 58,9

ICU patients  

2018–2019 0,0 0,0 50,0 50,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

2019–2020 10,0 0,0 20,0 0,0 0,0 0,0 10,0 0,0 0,0 0,0 60,0

2020–2021 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 100,0

2021–2022 0,0 0,0 0,0 0,0 4,2 4,2 0,0 0,0 0,0 0,0 91,7

2022–2023 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 6,3 0,0 0,0 12,5 81,3

Interesting data were obtained by monitoring the 
expanded etiologic infrastructure of respiratory infec-
tions. It is generally believed that the sharp decline in 
the activity of influenza and RSV viruses in the early 
years of the pandemic caused by SARS-CoV-2 was due 
to the wide implementation of anti-epidemic measures 
[14]. Without denying this, it should be noted that ac-
cording to our more extensive studies, against the back-
ground of suppression of these infections in the season 
2020-2021, the role of such pathogens as seasonal coro-
naviruses, parainfluenza viruses and, especially, metap-
neumoviruses in the development of SARI increased 

significantly, despite the anti-epidemic measures. In the 
following seasons, the frequency of RSV and influenza 
virus detections began to recover, and the importance 
of metapneumovirus infection in the hospitalization of 
patients decreased to the usually reported rates. These 
data support the earlier assumption that there is inter-
ference between individual pathogen species at the 
population level [15], which was previously observed 
only during the development of influenza pandemics. 
Thus, it is known that the subtype of seasonal influen-
za A(H1N1) in 2009–2010 was completely displaced 
by the newly emerged reassortant of human, swine and 
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avian influenza viruses — variant A(H1N1)pdm09, in 
1957–1958 the A(H1N1) subtype was displaced by the 
"Asian" influenza A(H2N2) virus, and in the 1968–
1969 season, the A(H2N2) influenza virus subtype was 
completely displaced by the newly emerged pandemic 
A(H3N2) strain of the "Hong Kong influenza" virus. 
The mechanisms of this phenomenon need to be further 
investigated. Obviously, the results of the HS signifi-
cantly complement the data of the existing traditional 
surveillance system, allowing to analyze the etiology 
of SARI requiring hospitalization, which is not only 
of theoretical interest, but also important for practical-
ly significant calculations of socio-economic damage 
from costly hospitalization of patients. It is known that 
the system of traditional surveillance allows determin-
ing the start/end of the epidemic on the basis of com-
parison of the actual level of morbidity with threshold 
values (base lines) calculated from archival materials 
of non-epidemic morbidity for the previous 5 seasons. 
Furthermore, these data allow estimating the intensity 
of the epidemic based on the average statistical data for 
the previous years [16–20]. At the same time, the WHO 
guidelines have recently set new tasks: they point out 
the need to define such indicators "as the severity of 
the disease". It is stated that "the severity of the dis-
ease depends on the host organism, such as the presence 
of concomitant medical conditions that predispose the 
individual to develop severe disease, history of pre-
ventive vaccination (e.g., influenza and pneumococcal 
disease), the age of the individual, and the availability 
of medical care". HS opens up new possibilities for de-
fining these indicators, which will be reflected in the 
following publications.

Summary
Peculiarities of etiology of severe acute respira-

tory infections in children and adults were determined 
with assessment of the impact of the COVID-19 pan-
demic on the etiologic infrastructure of diseases. 

Weekly monitoring showed a change in the etio-
logic mosaic of SARI pathogens during the COVID-19 
pandemic, with a sharp decrease in the detection rate of 
influenza and RSV viruses and its gradual recovery in 
the post-pandemic period.

Age-specific etiologic features of SARI in ICU 
have been established. Severe forms of diseases in 
children in ICU in the post-pandemic period were 
most often associated with respiratory syncytial infec-
tion, while in adults the main pathogen of SARI was  
SARS-CoV-2.

Conclusion
HS data significantly complement epidemiologic 

information obtained in the traditional surveillance sys-
tem, which determines the feasibility of its introduction 
into clinical and epidemiologic practice. Monitoring of 
infections showed a continuously changing etiologic 

infrastructure of SARI, with the disappearance of in-
fluenza and RSV during the COVID-19 pandemic and 
their return to circulation in the post-pandemic period.
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Abstract
Introduction. Fluoroquinolones remain the key second-line anti-tuberculosis drugs. 
The aim of the study was the molecular characterization of fluoroquinolone-resistant Mycobacterium tuberculosis 
strains from newly diagnosed tuberculosis patients in the Northwest of the Russian Federation.
Materials and methods. The retrospective study collection included M. tuberculosis isolates isolated in 2015–
2019 from previously untreated tuberculosis patients. Susceptibility to antituberculosis drugs (including the 
fluoroquinolone ofloxacin) was determined using the BACTEC MGIT960 or absolute concentration method. 
Mutations in the gyrA gene as a marker of resistance to fluoroquinolones, were detected by real-time PCR. 
Beijing genotype and its subtypes were detected by PCR and real-time PCR methods. Non-Beijing strains were 
spoligotyped.
Results and discussion. Phenotypic resistance to ofloxacin was detected in 6.7% (40/599) of strains and in 
17.4% (40/230) of MDR strains. 34 of 40 (85%) ofloxacin-resistant strains belonged to the Beijing genotype.  
18 (45%) strains were assigned to the Russian epidemic subtype Beijing B0/W148 and 12 (30%) to Beijing 
Central Asian/Russian. The remaining 6 ofloxacin-resistant strains belonged to the Euro-American phylogenetic 
lineage. Mutations in the gyrA gene were found in 97.5% (39/40) of strains. The most common were mutations in 
codon 94 (69.2%, 27/39). The Asp94Gly substitution was identified in 57.5% (23/40) of ofloxacin-resistant strains 
and was dominant among Beijing (19/34) and non-Beijing (4/6) strains. The second most common substitution 
was Ala90Val (25%, 10/40). More than half of the ofloxacin-resistant strains, Beijing B0/W148 (10/18) and Central 
Asian/Russian (7/12), carried the Asp94Gly mutation.
Conclusion. In the Northwest of Russia in 2016-2019, primary resistance of M. tuberculosis to fluoroquinolones 
was 6.7% in the total collection and 17.4% of MDR strains, and was mainly caused by the gyrA Asp94Gly and 
Ala90Val mutations. Beijing B0/W148 genotype was characterized by the largest proportion of fluoroquinolone-
resistant strains.

Keywords: Mycobacterium tuberculosis, gyrA, drug resistance, fluoroquinolones, ofloxacin, Beijing genotype, 
Central-Asian/Russian, B0/W148
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Молекулярная характеристика фторхинолон-устойчивых 
штаммов Mycobacterium tuberculosis от впервые выявленных 
больных туберкулёзом на северо-западе России
Вязовая А.А.1 , Соловьева Н.С.2, Герасимова А.А.1, Журавлев В.Ю.2, Мокроусов И.В.1
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Аннотация
Введение. Фторхинолоны остаются ключевыми противотуберкулёзными препаратами 2-го ряда. 
Цель исследования — молекулярная характеристика фторхинолон-устойчивых штаммов Mycobacterium 
tuberculosis от впервые выявленных больных туберкулёзом на северо-западе России.
Материалы и методы. Ретроспективная коллекция исследования включала изоляты M. tuberculosis, 
выделенные в 2015–2019 гг. от ранее не леченных больных туберкулёзом, проживающих в различных 
областях северо-запада России. Чувствительность к противотуберкулёзным препаратам (в том числе к 
фторхинолону офлоксацину) определяли с применением BACTEC MGIT960 или метода абсолютных кон-
центраций. Мутации в гене gyrA как маркере устойчивости к фторхинолонам выявляли методом ПЦР в 
реальном времени. Принадлежность к генотипу Beijing и его субтипам устанавливали методами ПЦР и 
ПЦР в реальном времени. Штаммы других генотипов (не-Beijing) сполиготипировали.
Результаты и обсуждение. Фенотипическая устойчивость к офлоксацину установлена у 6,7% (40/599) 
штаммов и у 17,4% (40/230) штаммов с множественной лекарственной устойчивостью. К генотипу Beijing 
принадлежали 34 (85%) из 40 устойчивых к офлоксацину штаммов, 18 (45%) штаммов были отнесены 
к российскому эпидемическому субтипу Beijing B0/W148-кластер и 12 (30%) — к Beijing Central Asian/
Russian. Остальные 6 офлоксацин-устойчивых штаммов принадлежали к евро-американской филоге-
нетической линии. Мутации в gyrA обнаружены у 97,5% (39/40) штаммов, наиболее часто — в кодоне 
94 (69,2%; 27/39). Замена Asp94Gly была выявлена в 57,5% (23/40) офлоксацин-устойчивых штаммов и 
доминировала среди штаммов как Beijing (19/34), так и не-Beijing (4/6). Второй по частоте была замена 
Ala90Val (25%; 10/40). Более половины офлоксацин-устойчивых штаммов Beijing B0/W148 (10/18) и Central 
Asian/Russian (7/12) несли мутацию Asp94Gly.
Заключение. На северо-западе России в 2016–2019 гг. первичная резистентность M. tuberculosis к фтор-
хинолонам составляла 6,7% в общей популяции возбудителя туберкулёза и 17,4% у штаммов с множе-
ственной лекарственной устойчивостью и была обусловлена преимущественно мутациями gyrA Asp94Gly 
и Ala90Val. Наибольшая доля фторхинолон-резистентных штаммов M. tuberculosis была у генотипа Beijing 
B0/W148.

Ключевые слова: Mycobacterium tuberculosis, gyrA, лекарственная устойчивость, фторхинолоны, 
офлоксацин, генотип Beijing, Central-Asian/Russian, B0/W148
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Introduction
The decline in tuberculosis (TB) incidence in Rus-

sia (from 57.7 per 100,000 of the population in 2015 to 
31.1 in 2022) is accompanied by the continued spread 
of drug-resistant, primarily multidrug-resistant strains 
of Mycobacterium tuberculosis. The share of multidrug 
resistance (MDR) among first-time diagnosed patients 
(primary MDR) increased from 27.5% in 2016 to 34% 
in 2022.1 

The World Health Organization’s (WHO) classic 
long-standing definition of MDR is that strains that are 
simultaneously resistant to two key first-line antibiot-
ics: isoniazid and rifampicin. Treatment of MDR-TB 
requires the use of 2nd-line drugs, to which mycobac-
teria has also become resistant. In addition to MDR-
TB, in 2006, WHO introduced the definition of broad 
(extensive resistance to fluoroquinolones and injectable 
antibiotics; XDR) and pre-broad (extensive resistance 
to either fluoroquinolones or injectable antibiotics; pre-
XDR) drug resistance in 2006 [1]. The declining role 
of injectable antibiotics and the wider use of newer 
drugs has led to a modification of the definition of XDR 
and pre-XDR TB, which is recommended by WHO for 
use in clinical and surveillance purposes from January 
2021. According to the new classification, TB caused by 
MDR strains of M. tuberculosis resistant to any of the 
fluoroquinolones was designated as pre-XDR-TB2. Pre-
XDR strains with extensive resistance to bedaquiline or 
linezolid are defined as XDR-TB. 

Thus, fluoroquinolones (previously ofloxacin, cur-
rently levofloxacin and the new generation fluoroquino-
lone moxifloxacin) have retained their importance in 
the treatment of MDR-TB. The development of resis-
tance has implications for treatment outcomes: a study 
in Arkhangelsk in 2005-2008 showed that adverse out-
comes were more likely among patients with acquired 
resistance to capreomycin (100% vs. 25.9%), ofloxacin 
(83.6% vs. 22.7%) or XDR (100% vs. 24.4%) [2].

The target of fluoroquinolones is the DNA-gy-
rase enzyme, which is necessary for replication and 
transcription of M. tuberculosis in the cell [3]. Resis-
tance to fluoroquinolones in 90% of cases is associated 
with mutations in the gyrA and gyrB genes encoding 
DNA-gyrase. Mutations in the hotspot of the gyrA 
gene (the region determining resistance to quinolones, 
codons 88-94) represent the main mechanism of resis-
tance, while mutations in the gyrB gene are much less 
common and the role of several of them in resistance to 
fluoroquinolones is not always obvious [4, 5]. The most 
common mutations in gyrA are Ala90Val, Asp94 (Gly, 

1 National Medical Research Center for Phthisiopulmonology and 
Infectious Diseases. URL: https://nmrc.ru/for_specialists/main-
directions/tuberculosis

2 World Health Organization.  Meeting report of the WHO expert 
consultation on the definition of extensivey drug-resistant 
tuberculosis // Geneva: World Health Organization; 2021. 

 URL: https://www.who.int/publications/i/item/9789240018662

Ala, His, Asn or Tyr) and Ser91Pro, and the Gly88Cys 
mutation is less common [6–12]. 

Ofloxacin is currently not used for TB therapy, 
and a substantial proportion of strains phenotypically 
resistant to ofloxacin are sensitive to moxifloxacin. At 
the same time, the rapid development of drug resistance 
to ofloxacin and, as a result, a significant decrease in 
therapeutic efficacy led to a policy rejection of the use 
of this drug in the treatment of TB. In recent years, the 
WHO recommendations, as well as the Russian guide-
lines [13], have been significantly amended in terms of 
drug susceptibility testing of M. tuberculosis by bacte-
riological methods — ofloxacin, cycloserine, para-ami-
nosalicylic acid were excluded from the list of drugs to 
which testing is recommended. 

At the same time, the molecular mechanism of 
resistance to all fluoroquinolones is mediated by mu-
tations in DNA-gyrase genes, and the new WHO cat-
alog of resistance mutations to antituberculosis drugs 
contains a list of proven resistance mutations in gyrA 
in relation to the new generation fluoroquinolone — 
moxifloxacin [14]. At the same time, a number of muta-
tions are defined as leading to a high level of resistance 
to moxifloxacin: gyrA Gly88Cys, Asp94Asn, Asp94Gly, 
Asp94His, Asp94Tyr. 

In northwest Russia, the first study of ofloxacin-re-
sistant M. tuberculosis strains aimed at investigating the 
variability of the gyrA and gyrB genes was conducted 
in 2008 and was mainly based on strains isolated from 
previously treated TB patients (85.4%) [15]. Analysis 
of such a sample does not provide a reliable answer to 
the question regarding which strains are currently ac-
tively circulating; such an analysis requires a cohort of 
newly diagnosed patients.

M. tuberculosis is characterized by a clonal popu-
lation structure consisting of large phylogenetic lineag-
es, smaller genotypes and genetically compact clusters 
of closely related strains. Some genotypes or their sub-
types are characterized by association with drug re-
sistance, increased transmissibility or hypervirulence, 
which determines their clinical significance and the 
need for more careful monitoring of their spread. Rus-
sia is characterized by the dominance of the Beijing 
genotype in the general population, especially strong 
among resistant strains. An earlier study of ofloxa-
cin-resistant strains in northwestern Russia showed 
that 73% of strains from previously treated patients 
and 71% of strains from newly diagnosed patients be-
longed to the Beijing genotype [16]. A mutation in the 
gyrA gene was found in 89% of Beijing strains and 
69% of strains of other genotypes. This dominance 
of Beijing strains among those resistant to ofloxacin 
is significantly higher than the share of the Beijing 
genotype in northwestern Russia: 52–56% [16, 17] in 
the general population; 34% among sensitive strains 
in St. Petersburg [17]. The authors of the 2008 study 
concluded that, similar to the spread of MDR-TB, the 
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spread of fluoroquinolone-resistant TB in Russia may 
be due to the predominance of the Beijing genotype in 
the M. tuberculosis population [15].

In another study in northwestern Russia [18], the 
Beijing genotype was detected in 70.8% of isolates 
with a low level of ofloxacin resistance, 84.6% of iso-
lates with a high level of resistance, and 50% of sensi-
tive strains; the proportion of Beijing was significantly 
higher among strains highly resistant to ofloxacin com-
pared to sensitive strains (p = 0.03). However, it is pos-
sible that the association of Beijing with high levels of 
ofloxacin resistance is not so much a matter of Beijing 
dominance among MDR strains.

In 2006, in various regions of northwestern Rus-
sia, the proportion of M. tuberculosis strains resistant 
to ofloxacin ranged from 1.1–1.6% among newly di-
agnosed TB patients and 4.1–10.3% among previously 
treated patients [15]. Analysis of the drug susceptibility 
pattern of M. tuberculosis among newly diagnosed TB 
patients in northwest Russia for 2010–2021 showed a 
rapid (2.5-fold) increase in drug resistance to rifampi-
cin in combination with fluoroquinolones (from 2.4%; 
95% confidence interval (CI) 2.2–2.6 to 6.1%; 95% CI 
5.6–6.6) [19].

Due to the spread of MDR-TB and the use of se-
cond-line drugs, it is important for clinical practice to 
test the sensitivity of the pathogen to fluoroquinolones 
other than isoniazid and rifampicin. 

Given the increasing proportion of MDR strains of 
M. tuberculosis isolated from newly diagnosed patients 
in Russia, it was relevant to study the distribution of 
mutations in genes that cause resistance to fluoroquino-
lones in the modern period.

The aim of the present study was the molecular 
characterization of a retrospective collection of oflo-
xacin-resistant M. tuberculosis strains from newly di-
agnosed TB patients in northwestern Russia.

Materials and methods
The study collection included 599 M. tuberculosis 

isolates from the working collection of the bacteriolog-
ical laboratory of the St. Petersburg Research Institute 
of Phthisiopulmonology, which was isolated in 2015–
2019 from previously untrea ted TB patients living in 
various regions of northwest Russia.

Cultivation and determination of drug sensitivity 
of M. tuberculosis to the main antituberculosis drugs 
were performed using the standard indirect method of 
absolute concentrations on dense nutrient media and 
with the modified proportion method on liquid medi-
um in a system with automated growth detection for 
antituberculosis drugs BACTEC MGIT960 (Becton 
Dickinson). The critical drug concentrations used were  
1.0 µg/mL for streptomycin, 0.1 µg/mL for isoniazid, 
5.0 µg/mL for ethambutol, 1, 0 μg/mL for rifampicin, 
100 μg/mL for pyrazinamide, 1.0 μg/mL for amikacin, 
2.5 μg/mL for capreomycin, 2.0 μg/mL for ofloxacin, 

and 5 μg/mL for ethionamide3.
DNA was isolated from pure cultures of M. tuber-

culosis as described previously [15]. To determine ge-
notypic resistance to fluoroquinolones, multiplex PCR 
was used (Amplitub-MLU-RV and Amplitub-FQ-RV 
(Syntol) kits). 

Belonging to the Beijing genotype and its sub-
types B0/W148, Central Asian/Russian, CAO, Beijing 
1071-32-cluster, 14717-15-cluster was determined by 
PCR and real-time PCR methods to identify specific 
markers [20]. Strains of other genetic groups (non-Bei-
jing) were spoligotyped [21]. The obtained spoligotype 
profiles were compared with the SITVIT2 international 
database4 and the SIT (Spoligotype International Type) 
number was determined. 

Statistical analysis was performed using Med-
Calc5. Differences between groups were determined by 
the χ2 criterion; differences were considered statistically 
significant at p < 0.05.

Results and discussion
Drug sensitivity assessment of 599 M. tuberculo-

sis strains isolated from newly diagnosed TB patients 
showed that 292 (48.7%) strains were sensitive to all 
1st-line antituberculosis drugs (streptomycin, isonia-
zid, rifampicin, ethambutol), 230 (38.4%) isolates had 
MDR. Phenotypic resistance to ofloxacin was estab-
lished in 6.7% (40/599) of strains in the general sample 
and in 17.4% (40/230) of MDR strains of M. tuberculo-
sis. According to the new WHO definition, all 40 oflo-
xacin-resistant strains were pre-XDR (Table 1).

Genotyping showed that in the total collection of 
M. tuberculosis strains, the share of the Beijing geno-
type was 57.8% (346/599). The remaining 253 strains 
belonged to different genetic families of the Euro-Ame-
rican phylogenetic lineage of M. tuberculosis (another 
name is lineage 4), predominantly T (31.6%; 80/253), 
LAM (Latin American Mediterranean) (25.3%; 64), Ural 
(22.9%; 58), and Haarlem (9.9%; 25). The Central Asian/
Russian (including the CAO subtype) and B0/W148  
clusters of the Beijing genotype included 34.2% 
(205/599) and 17.4% (104) of strains, respectively.

Ofloxacin-resistant strains were predominantly 
(85%; 34/40) of the Beijing genotype. At the same 
time, 18 (45%) strains were assigned to the best known 
Russian epidemic subtype Beijing B0/W148-cluster,  
12 (30%) to Beijing Central Asian/Russian. Of the 
latter, 2 strains represented the CAO subtype, which 
is more characteristic of Central Asia and quite rare 
in Russia [20, 22]. All Beijing strains had the SIT1 
spoligotype, 1 strain belonged to the ancient sublin-

3 Order of the Ministry of Health of Russia dated December 29, 
2014 No. 951 “On approval of methodological recommendations 
to improve the diagnosis and treatment of respiratory 
tuberculosis.”

4 SITVIT2. URL: http://www.pasteur-guadeloupe.fr:8081/SITVIT2
5 MedCalc. URL: http://www.medcalc.org/calc/odds_ratio.php
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eage (cluster 1071-32), and the others to the modern 
sublineage of the Beijing genotype. We also identified 
4 strains of genotype LAM and 2 strains with spoligo-
types SIT53 and SIT251, which belong to group T ac-
cording to the SITVIT2 database. Taking into account 
the heterogeneity and polyphyletic nature of both the 
T group as a whole and the SIT53 spoligotype [23, 
24], it is more appropriate to define these strains as 
L4-unclassified.

Mutations in the gyrA gene were detected in 
97.5% (39/40) of M. tuberculosis strains (Table 2). 
The most frequent mutations were found in codon 94 
(69.2%; 27/39); they were represented by 3 variants 
of single-nucleotide polymorphisms, among which the 
Asp94Gly substitution was detected in 57.5% (23/40) 
of ofloxacin-resistant strains and was dominant among 
both Beijing (19/34) and non-Beijing (4/6) strains. The 
second most frequent substitution was Ala90Val (25%, 
10/40) which was established in 23.5% (8/34) of Bei-
jing strains and 33.3% (2/6) of non-Beijing strains. 
Cumulatively, M. tuberculosis strains with Asp94Gly 
and Ala90Val mutations in the gyrA gene accounted for 

82.5% (33/40). The simultaneous presence of 2 muta-
tions in a single strain was not detected.

When analyzing the polymorphism of the gyrA 
gene, it should be taken into account that not all muta-
tions, even in codons adjacent to hotspots, contribute to 
resistance. The most well-known phylogenetic substi-
tution is a mutation in gyrA95, which was proposed as 
an evolutionary marker back in 1997 for the very first 
scheme of dividing M. tuberculosis species into major 
genetic groups [25]. Currently, as a modern source of 
information on the significance of resistance mutations 
(or lack thereof), one can refer to the WHO Mutation 
Catalog, the second edition of which was published in 
2023. [14]. The enumeration of this codon gyrA95 in 
the same row with mutations in the hotspot of the gyrA 
gene [7, 26] creates an erroneous impression of its cor-
relation with resistance to fluoroquinolones.

Analysis of ofloxacin-resistant strains of different 
genotypes revealed all variants of the detected muta-
tions in the gyrA gene in strains of the Beijing Central 
Asian/Russian subtype. More than a half of ofloxa-
cin-resistant strains Beijing B0/W148 (10/18) and Cen-

Table 1. Spoligoprofiles of 40 ofloxacin-resistant M. tuberculosis strains

SIT, family 43-spoligoprofile Number of 
strains gurA mutation

SIT1 Beijing  34 19 — Asp94Gly
8 — Ala90Val
3 — Asp94Ala
2 — Ser91Pro

1 — no 

SIT42 LAM  2 1 — Ala90Val
1 — Asp94Gly

SIT252 LAM  1 Asp94Gly

SIT4 LAM*  1 Asp94Gly

SIT53  
L4-unclassified

 1 Asp94Gly

SIT251  
L4-unclassified

 1 Ala90Val

Note. *Strain SIT4 belongs to the LAM genotype based on 24-MIRU-VNTR typing and clustering with reference profiles from the  
MIRU-VNTRplus.org database.

Table 2. Mutations in the gyrA gene in ofloxacin-resistant M. tuberculosis strains

gyrA mutation All strains Beijing, all Beijing B0/W148 Beijing Central 
Asian/Russian* Beijing, other** non-Beijing 

n 40 34 18 12 4 6

Ala90Val 10 (25%) 8 5 2 1 2

Ser91Pro 2 (5%) 2 1 1   

Asp94Gly 23 (57,5%) 19 10 7 2 4

Asp94Ala 3 (7,5%) 3 1 1 1  

Asp94Tyr 1 (2,5%)   1   

Not detected 1 (2,5%) 1 1

Note. *2 Beijing Central Asian/Russian strains belonged to the CAO subtype and had Ala90Val and Ser91Pro mutations. **1 strain belonged 
to the 1071-32 cluster of the ancient sublineage of the Beijing genotype and had the Ala90Val mutation.
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tral Asian/Russian (7/12) had the Asp94Gly mutation. 
No significant differences in the mutation spectrum de-
pending on the M. tuberculosis genotype were found.

In the studied sample of 40 patients from whom 
ofloxacin-resistant M. tuberculosis strains were iso-
lated, clinical forms of infiltrative and disseminated 
pulmonary TB prevailed (16 and 14 patients, respec-
tively; Table 3). Comparison of clinical forms of the 
disease and genotype of strains did not reveal statisti-
cally significant differences. The proportion of dissem-
inated pulmonary TB was higher in patients infected 
with Central Asian/Russian strains (41.7%; 5/12) than 
with B0/W148 (27.8%; 5/18; p = 0.4). The proportion 
of patients with infiltrative pulmonary TB was higher in 
the B0/W148 group (55.6%; 10/18) than Central Asian/
Russian (33.3%; 4/12; p = 0.2). It is possible that statis-
tically insignificant differences between groups are due 
to small sample size or different reactivity of patient’s 
body.

We compared our results with previous Russian 
studies [7, 8, 15, 26, 27]. As in our study, gyrA mu-
tations 94Gly, 90Val, 94Ala were the most frequent, 
regardless of the region of Russia. In the second edi-
tion of the WHO Catalog [15] published in 2023 for the 
new fluoroquinolone moxifloxacin, the most frequent 
of these gyrA mutations, Asp94Gly, was identified to 
be leading with high confidence to a high level of re-
sistance to moxifloxacin, along with gyrA Gly88Cys, 
Asp94Asn, Asp94His, and Asp94Tyr. Other mutations 
in gyrA and gyrB have been identified to be resulting in 
low levels of resistance to moxifloxacin.

Mutations in gyrB, which are not included in the 
test system used in this study, are generally rare [8, 
15] or have not been detected at all in some local col-
lections [26], although, for example, found in 10% of 
ofloxacin-resistant strains in the Leningrad region [18]. 
Some ofloxacin-resistant strains do not carry mutations 
in gyrA or gyrB [15, 18]. Their resistance to ofloxacin 
can be hypothetically explained by a mutation in anoth-
er target gene or active efflux [28, 29].

The reverse situation, namely multiple mutations 
in the same strain, was not observed in the studied 
sample, but was described earlier in other Russian stu-
dies. For example, in a study of a collection of strains 
from different regions of Russia, 4 isolates carried gyrA  

Asp94Gly and gyrB Asn538Asp mutations simulta-
neously, 1 Beijing B0/W148 strain had gyrA (Ala-
90Val-Ser91Pro, Asp94Asn) and gyrB (Ala543Val) mu-
tations simultaneously [7]. There is no correlation be-
tween the level of phenotypic resistance and the type of 
mutation or the presence of more than 1 mutation. In the 
Leningrad region in 2011. 54.3% of isolates with a low 
level (2 μg/mL) and 76.9% of isolates with a high level  
(10 μg/mL) of ofloxacin resistance had mutations in 
gyrA [18]. Two isolates with low levels of ofloxacin re-
sistance had mutations in gyrA and gyrB genes simulta-
neously, and major mutations in gyrA codons 94 and 90 
were found among strains with both high and low  levels 
of resistance [18]. This contradicts the statement in the 
WHO Catalog [14] that “multiple genetically linked 
mutations with low levels of resistance to moxifloxa-
cin have an additive effect and should be considered 
as conferring high levels of resistance”. Hypothetically, 
multiple mutations could arise due to mutator (hyper-
mutable) alleles of DNA repair genes in such strains, 
similar to the situation with rifampicin resistance and 
multiple mutant alleles of rpoB [30].

An interesting result of a previous study in north-
western Russia was the detection of a high proportion 
of heteroresistant isolates, i.e., those with both mutant 
alleles and wild-type gyrA or gyrB alleles [15]. How-
ever, this current study did not detect such cases, i.e., 
strains with already persistently acquired resistance to 
ofloxacin are actively spreading at present.

Conclusion
The widespread use in the past of phenotypic 

drug resistance testing based on absolute concentration 
method data may have led to false results, which further 
increases the importance and necessity of genetic typ-
ing. The new version of the guidelines [13] includes ad-
ditional provisions that prioritize the proportion method 
over the absolute concentration method in phenotypic 
susceptibility testing of M. tuberculosis clinical isolates 
to antituberculosis drugs. Critical concentrations for 
rifampicin (0.5 mg/L instead of 1 mg/L), levofloxacin 
(1.0 mg/L instead of 1.5 mg/L), moxifloxacin (0.25 and 
1 mg/L instead of 0.5 and 2.0 mg/L) were changed ac-
cording to WHO recommendations. This complicates 
retrospective comparison of phenotypic drug suscepti-

Table 3. Distribution of clinical forms of the disease among strain genotypes

Clinical forms of tuberculosis Total B0/W148-cluster Central Asian/
Russian Beijing, other non-Beijing 

n 40 18 12 4 6

Disseminated 14 5 5 4

Infiltrative 16 10 4 1 1

Fibrous-cavernous 6 2 2 1 1

Cavernous 2 1  1  

Focal 2  1 1  
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bility data and further strengthens the role of molecular 
genetic studies aimed at establishing genetic markers 
of resistance.

In the studied sample of M. tuberculosis strains 
from different regions of northwestern Russia collected 
in 2015-2019, primary resistance to fluoroquinolones 
amounted to 6.7% in the general population and 17.4% 
in MDR strains and was mainly due to Asp94Gly and 
Ala90Val mutations in the gyrA gene. The largest propor-
tion of fluoroquinolone-resistant M. tuberculosis strains 
was represented by the Beijing B0/W148 geno type.

In the population of M. tuberculosis in northwest-
ern Russia, resistance to fluoroquinolones is currently 
forming against the background of already existing 
MDR, and strains with Asp94Gly and Ala90Val muta-
tions in the gyrA gene play a major role in the spread 
of pre-SDR-TB. It is advisable to detect mutations in 
genes associated with resistance of M. tuberculosis to 
antituberculosis drugs and monitor the circulation of 
these genotypes to evaluate their epidemiologic signifi-
cance.
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Detection and type identification of non-polio enteroviruses  
in children against the background of acute intestinal  
infections of various etiologies: 2018–2023
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Abstract
Introduction. Enteroviruses (EV) are characterized by: species and type diversity, polymorphism of clinical 
manifestations, a tendency to epidemic spread, and are often the cause of disease outbreaks, which determines 
the relevance of monitoring EV strains in various clinical forms of infection, including in conditions of anti-epidemic 
measures.
The aim of the study: to characterize the prevalence and diversity of non-polio enteroviruses (NPEV) types in 
children with acute intestinal infection (AII) in the period 2018–2023, including the COVID-19 pandemic.
Materials and methods. The RT-PCR method was used to study 7302 samples of feces from children hospitalized 
with a diagnosis of AII in the infectious diseases hospital of Nizhny Novgorod. Genotyping of EV strains was 
carried out using fragment Sanger sequencing of the genome region encoding capsid protein 1 (VP1) and the 
online resource BLAST.
Results. EVs were found in 5.0 ± 0.3% (1.7–7.8%), both in mono- and mixed infections with other enteric viruses. 
The long-term dynamics of the frequency of EV detection and the incidence of EV infection in children in the 
Nizhny Novgorod region was characterized by a sharp decrease in indicators in 2020 against the backdrop of 
the introduction of anti-epidemic measures. When genotyping 299 strains, 41 types of NPEV of 4 species were 
identified. The spectrum included the main pathogens of exanthema and neuroinfections and rare types found in 
“minor” or intestinal forms of infection. During the study period, a redistribution of NPEV species was established. 
Before the pandemic, the ratio of Enterovirus A : Enterovirus B : Enterovirus C species was as follows —  
41.0 : 46.7 : 12.3%; during the 2020 pandemic season the ratio was 0.0 : 37.5 : 62.5%; after the lifting of restrictive 
measures — 47 : 29 : 23%, which may be due to the different effectiveness of the restrictive measures on the 
mechanisms of transmission of EVs of different types.
Conclusion. The genetic diversity of NPEVs detected in children with AII complements information on the typical 
composition of the territorial enterovirus population. In children with AII, when the airborne transmission of SARS-
CoV-2 was blocked, there was a decrease in the frequency of detection of viruses of the Enterovirus B type, the 
absence of detection of Enterovirus A and the constant presence of Enterovirus C.

Keywords: Non-polio enteroviruses, genotyping, AII
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Обнаружение и типовая идентификация неполиомиелитных 
энтеровирусов у детей на фоне острых кишечных инфекций 
различной этиологии: 2018–2023 гг.
Селиванова С.Г. , Зверев В.В., Пономарева Н.В., Леонов А.В., Кашников А.Ю.,  
Епифанова Н.В., Полянина А.В., Новикова Н.А.
Нижегородский научно-исследовательский институт эпидемиологии и микробиологии  
имени академика И.Н. Блохиной Роспотребнадзора, Нижний Новгород, Россия

Аннотация
Введение. Энтеровирусы (ЭВ) характеризуются видовым и типовым разнообразием, полиморфизмом 
клинических проявлений, склонностью к эпидемическому распространению, часто являются причиной 
вспышек заболеваний, что определяет актуальность мониторинга штаммов ЭВ при разных клинических 
формах инфекции, в том числе в условиях проведения противоэпидемических мероприятий.
Цель исследования — характеристика распространённости и типового разнообразия неполиомиелитных 
ЭВ (НПЭВ) у детей с острой кишечной инфекцией (ОКИ) в период 2018–2023 гг., включающий пандемию 
COVID-19.
Материалы и методы. Методом ОТ-ПЦР исследовано 7302 образца фекалий детей, госпитализирован-
ных с диагнозом ОКИ в инфекционный стационар Нижнего Новгорода. Генотипирование штаммов ЭВ про-
водили методом фрагментного секвенирования по Сэнгеру области генома, кодирующей капсидный белок 
1 (VP1), и онлайн-ресурса BLAST. 
Результаты. ЭВ обнаружены в 5,0 ± 0,3% (1,7–7,8%) случаев как в моноинфекции, так и в сочетании с ви-
русами кишечной группы. Многолетняя динамика частоты обнаружения ЭВ и заболеваемости ЭВ-инфек-
цией детей в Нижегородской области характеризовалась резким снижением показателей в 2020 г. на фоне 
введения противоэпидемических мероприятий. При генотипировании 299 штаммов идентифицирован 41 
тип НПЭВ 4 видов. Спектр включал основных возбудителей экзантемных и нейроинфекций и редкие типы, 
встречающиеся при «малой» или кишечной формах инфекции. В изучаемый период установлено пере-
распределение видов НПЭВ. До пандемии соотношение видов Enterovirus А : Enterovirus В : Enterovirus С  
было следующим — 41,0 : 46,7 : 12,3%; в сезон пандемии 2020 г. — 0,0 : 37,5 : 62,5%; после снятия огра-
ничительных мер — 47 : 29 : 23%, что может быть связано с различной эффективностью влияния ограни-
чительных мероприятий на механизмы передачи ЭВ разных видов.
Заключение. Генетическое разнообразие НПЭВ, выявляемых у детей с ОКИ, дополняет информацию о ти-
повом составе территориальной ЭВ-популяции. У детей с ОКИ в условиях блокировки аспирационного ме-
ханизма передачи SARS-CoV-2 наблюдалось снижение частоты обнаружения вирусов вида Enterovirus B,  
отсутствие выявления Enterovirus А и постоянное присутствие Enterovirus С.

Ключевые слова: неполиомиелитные энтеровирусы, генотипирование, острая кишечная инфекция
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Introduction
Enteroviruses (Picornavirales: Picornaviridae: 

Enterovirus; EVs) are small in size (30 nm diameter), 
non-enveloped, icosahedral (pseudo T = 3) capsid (+)
RNA-containing viruses. An important role in human 
infectious pathology is played by non-polio EVs (NPE-
Vs), represented by more than 100 types belonging to 
4 species: Enterovirus A, Enterovirus B, Enterovirus C, 
Enterovirus D1. In most cases, infection with NPEV is 
asymptomatic, but these viral agents can also be associa-
ted with central nervous system damage, myocarditis, 
neonatal sepsis, and other serious diseases [1–4]. It is 
important to note that NPEVs of different species and 
types can cause the same clinical syndromes, and the 
intestinal form of EV infection (EVI) can accompany 
infection with any type of EV [5]. 

EVs play an important role in the epidemic up-
surges and outbreaks that have been reported in ma-
ny countries. For example, a large-scale outbreak of 
EV-D68-respiratory disease with neurologic syndrome 
was recorded in 2014 in the United States and Europe 
[6, 7]; furthermore, periodic outbreaks of oral and ex-
tremity exanthema (EB-A71 infection) in the Asia-Pa-
cific region [8] and serous meningitis (EVM) in  Europe, 
the United States and Russia (CMV3, ESNO30) are  
also registered [9–11]. 

The diversity of clinical symptoms of varying se-
verity, the risk of emergence and wide spread of epi-
demic variants of the virus among the population de-
termine the relevance of worldwide studies aimed at 
molecular genetic monitoring of circulating EV strains2 
[12]. In Russia, monitoring the circulation of NPEV is 
an integral part of epidemiologic surveillance of EVI3, 
which allows predicting epidemic outbreaks and the 
formation of foci of infection, and making timely ma-
nagement decisions. 

Previously, we have shown the importance of ex-
amination of children with acute intestinal infection 
(AII) for molecular monitoring of EV circulation. An-
nual detection and a diverse type landscape of NPE-
Vs, including not only Enterovirus A and Enterovirus 
B (pathogens of herpangina, exanthema, serous men-
ingitis, etc.), but also latently circulating Enterovirus 
C NPEVs (mainly minor forms of infection, acute re-
spiratory viral infections, AII), allow us to additionally 
obtain data expanding information on the specifics of 
circulation of EVs of different species [13, 14]. 

1 Picornaviridae Home Page. URL: https://picornaviridae.
com/ensavirinae/enterovirus/enterovirus.htm (date of access: 
13.03.2024). 

2 WHO. Enterovirus Surveillance Guidelines — guidelines for 
enterovirus surveillance in support of the polio eradication. 
Regional Office for Europe: World Health Organization. 2015. 
URL: https://iris.who.int/handle/10665/344375 (date of access: 
13.03.2024).

3 “Epidemiological surveillance and prevention of enterovirus 
(nepolio) infection for 2023-2027” Program. URL: https://fcgie.
ru/page,3,koord_tsentr.html  (date of access: 13.03.2024). 

In 2019, a disease (COVID-19) caused by a no-
vel coronavirus (SARS-CoV-2) was reported in Wuhan, 
China, which spread very rapidly around the world. In 
March 2020, WHO declared a pandemic of the dis-
ease and the need to introduce anti-epidemic measures 
aimed at reducing the activity of spread of the virus 
transmitted by airborne and household contact4. The 
widespread introduction of the emergency regime has 
affected the incidence not only of COVID-19, but also 
of other infectious diseases, mainly viral in nature. For 
example, in Oslo (Norway) in 2020–2021, the number 
of hospitalizations of children with acute bronchiolitis, 
viral pneumonia, gastroenteritis and viral infections of 
the central nervous system decreased by 90, 89, 74 and 
78%, respectively, compared to previous years [15]. 
Japanese researchers reported that the number of pa-
tients with influenza, respiratory syncytial virus, human 
metapneumovirus and Mycoplasma pneumoniae with 
respiratory symptoms decreased dramatically by more 
than 98% during the restrictive measures [16]. Other 
studies have also reported a decrease in the incidence 
of various infections of viral etiology in children during 
the COVID-19 pandemic, including a decrease in the 
detection rate of enteric viruses (rotaviruses by 87% 
and noroviruses by 40%) [17]. 

In Russia during the year 2020, against the back-
ground of unprecedented anti-epidemic and preventive 
measures aimed at combating the COVID-19 pandemic, 
a significant decrease in the incidence of EVI/EVM was 
observed. In 2021 and 2022, there was a gradual increase 
in incidence and the rates returned to the average annual 
level before the pandemic (2010–2019) [18]. 

The aim of this study is to characterize the prev-
alence and type diversity of NPEV in children with 
AII in the period of 2018–2023, which includes the 
COVID-19 pandemic. 

Materials and methods 
In this study, 7302 fecal samples of children 

aged 0–17 years hospitalized with a diagnosis of AII 
(A08.4 — viral intestinal infection unspecified, ICD-
10) in a pediatric infectious disease hospital in Nizhny 
Novgorod in 2018-2023 were examined for the pres-
ence of EV and viruses — causative agents of acute 
gastroenteritis (rotaviruses, noroviruses, adenoviruses, 
astroviruses). 

Voluntary informed consent was obtained from 
all participants or their legal representatives. The study 
protocol was approved by the local Ethical Committee 
of the Academician I.N. Blokhina Nizhniy Novgorod 
Scientific Research Institute of Epidemiology and Mi-
crobiology (protocol No. 5 of 24.03.2020).

4 WHO. Transmission of SARS-CoV-2: implications for infection 
prevention precautions. URL: https://www.who.int/news-room/
commentaries/detail/transmission-of-sars-cov-2-implications-
for-infection-prevention-precautions (date of access: 13.03.2024).
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RNA of entero-, rota-, noro-, astroviruses and 
DNA of adenoviruses from fecal samples were isolated 
using the RIBO-prep reagent kit, for reverse transcrip-
tion we used the REVERTA-L kit (Central Research 
Institute of Epidemiology). Detection of RNA of EV 
and enteric viruses was performed using AmpliSens 
Enterovirus-FL and AmpliSens Viro-Screen-FL test 
systems (Central Research Institute of Epidemiology) 
according to the manufacturer’s instructions. 

Samples containing EV RNA were used to deter-
mine the virus type. For the same purpose, 123 EV-con-
taining fecal samples of children with AII provided by 
the CDC in the Nizhny Novgorod region in 2018–2023 
were additionally investigated.

The EV type was determined by partial sequenc-
ing of the gene encoding capsid protein 1 (VP1). The 
375 bp fragments of the EV genome were amplified 
according to the recommendations [19]. The nucleo-
tide sequences of cDNA fragments were determined in 
automatic analyzers GenomeLab™ GeXP (Beckman 
Coulter) and Nanofor-05 (Institute of Analytical Instru-
mentation, Russian Academy of Sciences) using DTCS 
Quick Start Kit (Beckman Coulter) and GenSek (Syn-
tol) reagent kits.

To identify closely related EV strains, the nucle-
otide sequences of VP1 gene fragments were analyzed 
using the online resource BLAST5. 

Statistical processing of the results was carried out 
using the generally accepted method of calculating the 
mean error (m) and Student’s mean and probability (t) 
using an online calculator6. 

The multi-year dynamics of the incidence of EVI 
in children under the age of 17 in the Nizhny Novgorod 
region was analyzed on the basis of official statistics 
(Form No. 1 of statistical reporting “Information on 
infectious and parasitic diseases”) for the years 2018–
2023.

Results

Detection of enteroviruses in children  
with acute intestinal infection

A total of 7302 children hospitalized with a diag-
nosis of AII in 2018–2023 were examined for the pres-
ence of EV RNA in feces. The detection of EVs was 
performed as part of the etiologic interpretation of the 
disease. Enteric viruses (rotaviruses, noroviruses, astro-
viruses, and group F adenoviruses) and EVs combined 
were detected in 46.9% of cases (3424/7302), with EVs 
detected both as mono-infection (2.7%; 195/7302) and 
in combination with viruses that were pathogens of 
acute gastroenteritis (2.3%; 169/7302).

5  BLAST. URL: https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi (date of 
access: 13.03.2024).

6 Medical statistics. URL: https://medstatistic.ru/calculators/
averagestudent.html (дата обращения 13.03.2024).

EVs were detected in 364 (5.0 ± 0.3%) cases. In 
different years of the observed period, the frequency 
of EV detection in children with AII ranged from 1.7-
7.8%. In the period before the COVID-19 pandemic, 
EVs were significantly more frequently detected in 
2018 (7.5 ± 0.7%; 120/1607; p = 0.009). Their detec-
tion rate decreased in 2019 and reached a minimum in 
2020 (1.7 ± 0.3%, 24/1427; p = 0.0000001), when pan-
demic-related restrictive anti-epidemic measures were 
implemented. In 2021, after the partial lifting of the 
lockdown and when the mask regime was relaxed, the 
rate of EV detection in children with AII increased sig-
nificantly (4.1 ± 0.5%; 58/1417; p = 0.00004) and pea-
ked in 2022 (7.8 ± 0.9%; 65/832; p = 0.002136). Fig. 1  
shows that the dynamics of the frequency of EV detec-
tion until 2023 repeats the dynamics of the incidence of 
all forms of EVI in children in the Nizhny Novgorod 
region. Both dynamics have a pronounced decrease in 
rates in 2020 and an increase in 2021–2022. Howev-
er, in 2023, the increase in the incidence of EVI con-
tinued, and the frequency of EV detection in children 
with AII significantly decreased (3.7 ± 0.9%; 18/493; 
p = 0.000001) compared to 2022. Comparison of the 
incidence rates of EVI and EVM in the analyzed time 
period revealed that the increase in the incidence rate 
in 2023 was due to non-meningeal forms of infection 
(in 2022 — 31.820/0000; in 2023 — 42.380/0000). The in-
cidence of EVM remained approximately the same (in 
2022, 13.520/0000; in 2023, 12.420/0000).

The monthly frequency of EV detection in dif-
ferent age groups of children with AII in 2018–2022 
was analyzed. It was found that in 2018 and 2019 the 
dynamics of changes in the frequency of EV detection 
was homogeneous. A similar pattern was observed 

Fig. 1. Dynamics of the frequency of detection of NPEV (%) 
and incidence of EVI (per 100 thousand children under the 

age of 17 years) in the Nizhny Novgorod region in the period 
2018–2023.
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when comparing the seasons of 2021 and 2022, which 
made it possible to single out the combined seasons of 
2018–2019 (pre-pandemic) and 2021–2022 (pande mic, 
cancellation of the lockdown) for comparison. The anal-
ysis showed that before the pandemic, EVs were de-
tected in children with intestinal infection year-round, 
starting in April and ending in January–February of the 
following year. Peaks were recorded in May (10.0%; 
22/221) and September (15.8%; 38/241). In 2020, EV 
detection peaked in September (5.7%; 7/123). During 
the 2021–2022 pandemic season, after phasing out re-
strictive measures, EVs in children with AII were de-
tected from June through December, with a peak detec-
tion rate in July (10.8%; 34/315). In the 2023 season, 
EVs were more frequently detected in August (8.2%; 
6/73) (Fig. 2). 

Children of all ages are susceptible to NPEV in-
fection. At the same time, the frequency of EV detec-
tion in patients with AII differed in different age groups 
during the study period (Fig. 3). Thus, prior to the 
COVID-19 pandemic, EVs were significantly more fre-
quently detected in children under 3 years of age (7.3 ± 
0.6%; 120/1644; p = 0.006739), whereas in 2021-2022, 
EVs were most frequently detected in children aged 3-7 
years (6.8 ± 0.9%; 53/778; p = 0.044991) compared to 
children older than 7 years. In 2020 and 2023, against 
a background of low detection rates of EVs in children 
with AII, no significant group differences were found, 
with no EVs detected in children over 7 years of age 
in the 2023 season, despite the fact that the number of 
children aged 7-17 years examined in 2022 and 2023 
differed little (169 and 118, respectively).

It was of scientific and practical interest to study 
the peculiarities of the type composition of EVs found 
in children with AII before the COVID-19 pandemic, 
during the pandemic and after its end.

Analysis of the diversity of NPEV types  
in children with AII

In order to study the diversity of EV types detect-
ed in hospitalized children diagnosed with AII, 299 
typed strains were analyzed. All strains were identified 
as NPEVs.

A total of 41 types of NPEV identified in 2018-
2023 were defined. Fig. 4, a shows that a number of 
NPEV types were identified in a single or small number 
of cases (n = 64: KA3, KA7, KA8, EV-A76, EV-A90, 
KV1, KV2, KV3, KV4, E1, E2, E3, E6, E7, E13, E14, 
E18, E21, E24, E25, KA19, KA20, KA21, KA24, 
EV-C99, EV-C116, EV-D68), while other types were 
detected relatively frequently (n = 135: KA2, KA5, 
KA10, EVA71, KA9, KV5, E9, E11, E30, KA22), 4 
viruses were prevalent (n = 100: KA4, KA6, KA16, 
KA1). The detected viruses belonged to 4 species: En-
terovirus A (44.5%; 133/299), Enterovirus B (35.1%; 
105/299); Enterovirus C (20.1%; 60/299); Enterovirus 
D (0.3%; 1/299).

Twelve types of Enterovirus A species were iden-
tified among the NPEVs, with KA4 (18.8%; 25/133), 
KA6 (14.3%; 19/133), and KA16 (15%; 20/133) virus-
es being detected more frequently. Enterovirus B spe-
cies included 20 types of NPEVs, dominated by virus-
es KA9 (11.4%; 12/105), KV5 (15.2%; 16/105), E11 
(14.3%; 15/105), and E30 (13.3%; 14/105). Eight types 
of Enterovirus C NPEVs were identified, with KA1 vi-
rus being the most frequently detected (60%; 36/60). 
RNA of EV-D68 was detected in feces in one case. 

The spectrum of NPEV types in different seasons 
of the study period was analyzed (Fig. 4, b). Thus, 
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before the COVID-19 pandemic, Enterovirus A was 
dominated by EV-A71 (13.3%; 14/105), which was 
subsequently undetected, and was replaced by virus 
KA16 (13.6%; 18/132). In 2023, KA4 (16.7%; 9/54) 
and KA10 (20.4%; 11/54) viruses were dominant. 
KA2, KA5 and KA6 viruses were detected relatively 
frequently. It is indicative that in 2020, in the conditions 
of strict anti-epidemic measures, representatives of En-
terovirus A were not identified.

In 2018–2019, among Enterovirus B, KV5 (10.5%; 
11/105), E30 (9.5%; 10/105) and E9 (5.7%; 6/105) vi-
ruses were detected more frequently than  others; in the 
2020 season, E9, E14 and E24 viruses were detected in 
single cases, whereas after the partial lifting of restric-
tive measures, KA9 (6.8%; 9/132) and E11 (10.6%; 
14/132) viruses were detected. In 2023, KV5 virus 

(9.3%; 5/54) resumed circulation and E30 virus (5.6%; 
3/54) was detected, while other EVM pathogens (E6 
and E11 viruses) were not detected in the feces of chil-
dren with AII. 

Among Enterovirus C EVs, KA1 virus dominat-
ed both before the pandemic and during the pandemic 
(during the restrictive measures and after the lockdown 
was lifted). It is worth noting that in 2021–2022, its 
share in the type structure of NPEVs detected in chil-
dren with AII amounted to 16% (21/132).

We analyzed the distribution of NPEV types in 
different seasons of the study period. Fig. 5 shows that 
before the COVID-19 pandemic, Enterovirus A (41.0 ± 
4.8%; 43/105) and Enterovirus B (46.7 ± 4.9%; 49/105) 
were detected in approximately equal proportions and 
statistically significantly predominated over Enterovi-

Fig. 4. Diversity of NPEV types identified in children with AII in 2018–2023 (а), before the pandemic (2018–2019),  
during the pandemic (2021–2022) and after its end (2023) (b).
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rus C (12.3 ± 3.2%; 13/105; p = 0.000001), while af-
ter the lockdown was lifted (2021–2022), Enterovirus 
A (47.0 ± 4.3%; 62/132; p ≤ 0.002142) was more fre-
quently detected. During the period of the severe re-
strictive measures due the pandemic (2020), no EVs 
of Enterovirus A species were detected, and the major 
proportion among identified NPEVs belonged to En-
terovirus C species (62.5 ± 17.1%; 5/8). In 2023, the 
distribution of NPEV species did not differ significantly 
from that in 2021–2022 and was characterized by a sig-
nificant predominance of Enterovirus A.

Thus, during the period under study, children 
with AII showed a change in the frequency of detec-
tion of different types of NPEVs due to the change of 
the dominant type: before the pandemic — Enterovi-
rus B (46.7%), Enterovirus A (41.0%), Enterovirus C 
(12.3%); during the pandemic season, during the period 
of strict restrictions (2020), Enterovirus C (62.5%) and 
Enterovirus B (37.5%) were detected; after the lock-
down was lifted, Enterovirus A (47.0%), Enterovirus B 
(28.8%), Enterovirus C (23.5%), Enterovirus D (0.7%); 
in 2023, Enterovirus A (51.8%), Enterovirus B (27.8%), 
and Enterovirus C (20.4%) were detected.

Discussion
Many types of EVs are prone to epidemic spread, 

which determines the need to monitor their circula-
tion. For this purpose, detection and type identifica-
tion of NPEVs are performed in patients with differ-
ent clinical presentation of the disease. In the present 
study, detection and type identification of EVs were 
performed in children hospitalized with AII in one of 
the infectious diseases hospitals of Nizhny Novgorod, 
as part of the etiological deciphering of the disease 
during the period including the time of the COVID-19 
pandemic.

In 2018–2023, EVs both in mono-infection and in 
combination with other enteric viruses were detected 
in an average of 5.0% of cases. At the same time, be-
fore the pandemic (2018–2019), the frequency of EV 
detection was 6.4%, which is comparable to the data 
for 2006–2011, when in children hospitalized with 
AII in the same infectious disease hospital in Nizhny 
Novgorod, NPEVs were detected in 7.6 ± 0.3% of cases 
[14]. According to the data of foreign authors, EVs in 
children with AII before the COVID-19 pandemic were 
detected in the range of 3.3–11.0% [20–22]. 

The analysis of the incidence of all forms of EVI 
in the Nizhny Novgorod region and the frequency of 
EV detection in children diagnosed with AII showed 
that in 2018–2022 the dynamics of the frequency of 
EV detection repeated the dynamics of EVI incidence, 
and in 2020 in both cases a sharp decline in the stud-
ied indicators was observed. The incidence of EVI in 
children under 17 years of age in the Nizhny Novgorod 
region decreased by 22.7 times (according to offi-
cial statistics), the frequency of EV detection — by  
4.5 times. In 2020, in connection with the COVID-19 
pandemic, anti-epidemic measures (mask regime, ban 
on mass events, self-isolation regime, quarantine, hy-
giene awareness, movement restrictions) were intro-
duced in the Nizhny Novgorod region, as well as in the 
country as a whole, aimed at preventing the spread of 
SARS-CoV-2 due to the airborne transmission. At this 
time, the incidence of EVI in children under 17 years of 
age in the Nizhny Novgorod region decreased to 2.16 
per 100,000, and the frequency of NPEV detection in 
children with AII reached a minimum (1.7%). These 
data indicate an effect of restrictive anti-epidemic mea-
sures on the activity of EV circulation, which can be 
transmitted via  different mechanisms and routes, and, 
accordingly, the impact on the EVI incidence.
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In 2021–2022, against the background of a marked 
increase in the incidence of all forms of EVI, the fre-
quency of EV detection in children with AII increased, 
averaging 5.5% (4.1–7.8%). The gradual increase in the 
detection rate correlates with the results of a study con-
ducted in the Republic of Belarus in 2020–2022, where 
NPEVs in children with AII were identified in a total of 
3% of cases, and the annual detection rate also tended 
to increase (1.1–3.7%) [23]. However, after the pan-
demic in 2023, against the background of an increase in 
the incidence of all forms of EVI, the frequency of EV 
detection in children with the symptoms of AII signifi-
cantly decreased by 2.1 times (7.8-3.7%). 

EVs were detected in fecal samples during the sea-
sonal summer-autumn rise in the incidence of EVI in all 
age groups of children hospitalized with AII. However, 
the peak months and the dominant age group of their 
detection varied in different years of the study period. 
Before the pandemic, the highest EV detection rates 
were recorded in May and September, predominantly 
in the age group of children under 3 years of age, while 
after the cancellation of the lockdown — in July, in the 
age group of 3–7 years (organized preschool children). 
It is noteworthy that in 2023 there were no cases of EV 
detection in children with AII in the age group older 
than 7 years, which is characterized by a high incidence 
of EV causing neurological forms of infection (KV5, 
E6, E30) [24]. The decrease in the frequency of EV de-
tection in children hospitalized with AII in 2023 and the 
absence of cases of their detection in the age group old-
er than 7 years may be associated, among other things, 
with the emergence in the general EV population of 
new epidemically significant EV variants causing spe-
cific clinical forms of EVI.

During 2018–2023, we identified 41 types of 
NPEV in children with a clinic of AII. The spectrum of 
EB types included widespread pathogens of exanthemal 
forms of infection and neuroinfections (in 2018 — KV5, 
E9, E30, EV-A71; in 2019 — KA6, KA4, EV-A71, E6; 
in 2021 — KA6, KA9, E11; in 2022 — KA6, KA5, 
KA16, KA9, E11; in 2023 — KA6, KA10, E30), which 
reflects the type composition of the Nizhny Novgorod 
EV population. Thus, in the Volga Federal District, 
including the Nizhny Novgorod region, during the 
pre-pandemic period, viruses E6, E30, KA6, EV-A71 
circulated widely [25]; in 2021, KA6 was dominant, 
KA10 and KA9 were identified7.

In addition to EVs, which are the etiologic cause 
of various symptomatic diseases, the types found, as 
a rule, in minor or intestinal forms of infection (KA3, 
E1, E2, E3, KA20, KA21, KA22, KA24, EV-C116) 
and types rarely detected in Russia (EV-A76, EV-A90, 
EV-C99) were identified in children with AII. The iden-

7 Informative electronic bulletin. 2022. № 9. С 3–16. URL: 
https://nniiem.ru/file/publicat/2022/nniiem-inf-byulleten-evi-za-
2021-n9.pdf (date of access: 27.02.2024).

tification of rarely occurring types of NPEV in fecal 
samples of children with intestinal infection has com-
pleted the characterization of the type composition of 
the EV population in Nizhny Novgorod. The impor-
tance of screening of children with AII to detect rare 
types of NPEVs is also indicated by the results of a 
study conducted in Mozambique in 2014–2018 [26]. 

EVs detected in children with AII were of 4 types: 
Enterovirus A (44.5%), Enterovirus B (35.1%), Entero-
virus C (20.1%), Enterovirus D (0.3%). Meanwhile,  
27 types were identified before the COVID-19 pande-
mic, 5 types were identified during the 2020 pandemic, 
24 after the lifting of restrictive measures during the 
pandemic, and 20 after the pandemic. The number of 
NPEV types detected in children with diarrheal disease 
at different time periods in different territories can vary 
considerably. In our previous study, 22 types of Entero-
virus A (38.6%), Enterovirus B (38.6%), and Enterovirus 
C (20.8%) were identified during the typing of EVs de-
tected in children with AII in 2006–2011 [14]. Accord-
ing to the data of foreign authors, in children examined 
in cases of AII, Enterovirus B and Enterovirus C types 
of NPEVs were detected more often. Thus, in India,  
23 types of EVs, mainly of Enterovirus B species 
(73.68%; 28/38), were identified during the examination 
of 305 children with AII in 2011–2012 [27]. In North-
ern Brazil, in 2010–2011, 19 types of EV were identified 
in 175 children with symptoms of acute gastroenteritis, 
with 11 types (61.1%; 22/36) belonging to the Enterovi-
rus B species [28]. In contrast, in North America in 2012, 
only 8 types of Enterovirus A and Enterovirus B were 
identified in children with acute gastroenteritis, and En-
terovirus C was not detected in children with AII [21].

Analysis of the relative species distribution of 
NPEVs identified in children with AII in 2018–2023 
showed that the ratio of EV species changed over time. 
For example, prior to the COVID-19 pandemic, Entero-
virus A and Enterovirus B species EVs were predomi-
nantly identified, in approximately equal proportions. 
During the pandemic (2020), during the period of strict 
restrictive anti-epidemic measures, Enterovirus C EVs 
were predominantly identified (Coxsackie A1 predomi-
nated), Enterovirus B in isolated cases, and none of the 
Enterovirus A types were identified. The latter resumed 
their circulation after the relaxation of restrictive mea-
sures and the end of the pandemic and dominated the 
spectrum of viruses detected. A significant decrease in 
the incidence of oral and extremity exanthema and her-
pangina, the main pathogens of which are EV-A71 and 
CA16, during the pandemic was observed in studies 
conducted in China [29, 30], which, according to the 
authors, indicates the prevention of EV transmission by 
aspiration and contact mechanisms due to the applica-
tion of anti-epidemic measures. Our study shows differ-
ences in the effectiveness of restrictive measures aimed 
at blocking the airborne transmission of  SARS-CoV-2 
on the frequency of detection of different types of 
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EVs in children with acute respiratory tract infections, 
which, most likely, is a consequence of their realization 
of different transmission mechanisms. 

Conclusion
The data of 6-year monitoring of NPEVs in chil-

dren with AII demonstrate their genetic diversity, rep-
resented by at least 41 virus types of Enterovirus A–D 
species. The spectrum of types includes the main caus-
ative agents of serous meningitis, oral and extremity 
exanthema, herpangina, exanthema, myocarditis and 
rare types occurring in minor or intestinal forms of in-
fection, which complements the characterization of the 
territorial EV-population. 

The results of the study demonstrate a pronounced 
effect of the influence of the complex of anti-epidemic 
measures carried out during the COVID-19 pandemic 
on the incidence of EVI and the activity of circulation 
of NPEV of different types. In children with AII under 
the conditions of blocking the aspiration mechanism 
of SARS-CoV-2 transmission, there was a decrease in 
the frequency of detection of Enterovirus B, absence 
of Enterovirus A and constant presence of Enterovirus 
C in feces.
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Development of a technique for molecular typing of Bacillus anthracis 
strains using new VNTR and INDEL markers
Grigorii A. Pechkovskii1 , Evgeny I. Eremenko1, Alla G. Ryazanova1,  
Sergey V. Pisarenko1, Nikolay A. Shapakov1, Lyudmila Yu. Aksenova1,  
Olga V. Semenova1, Lyudmila D. Timchenko2, Alexander N. Kulichenko1

1Stavropol Plague Control Research Institute, Stavropol, Russia;
2North-Caucasus Federal University, Stavropol, Russia

Abstract
Introduction. Bacillus anthracis, the pathogen of a particularly dangerous zoonotic disease known as anthrax, 
requires strict epidemiological control and is characterized by high genetic homogeneity, which necessitates the 
development of genotyping methods.
The aim of the study were to to find and characterize the VNTR and INDEL loci of B. anthracis and to develop on 
their basis a genotyping technique by PCR with electrophoretic detection of the results.
Materials and methods. Marker search and phylogenetic analysis were performed on a sample of 388 genomes 
of B. anthracis strains, 322 from the GenBank collection (RefSeq) and 66 from the collection of the Stavropol Anti-
Plague Institute of Rospotrebnadzor. Phylogenetic analysis was performed on the basis of SNP crustal alignment 
using the Parsnp program. The search for markers was carried out using the Mauve program and author's scripts 
in Python. PCR was performed using a ScreenMix-HS kit (CJSC "Eurogen", Russia).
Results. Genomic variations of B. anthracis strains (SNP — 25,664, SNR — 14,387, VNTR — 693, INDEL — 
14,667) were found, bioinformatic analysis of which revealed nine new VNTR and six INDEL molecular markers 
most suitable for genotyping. The genetic (allelic) variants of the markers are described. Primers were selected 
for the found markers and a PCR protocol with detection by electrophoresis in agarose gel was developed. When 
typing using VNTR markers was applied, the strains were divided into nine clusters: A.Br.Ames, A.Br.001/002, A.Br.
Aust94, A.Br.005/006, A.Br.008/009 (Tsiankovskii), A.Br.008/009 (STI), A.Br.008/009 (A.Br.125), A.Br.008/009 
(strain 228/269), B.Br.001/002. When typing using INDEL markers, the strains were divided into six clusters: 
A.Br.Ames, A.Br.001/002, A.Br.Aust94, A.Br.008/009(Tsiankovskii), B.Br.001/002(B.Br.014), as well as a cluster 
comprising several genetic lineages: A.Br.008/009 (STI), A.Br.008/009 (A.Br.125), A.Br.005/006 и B.Br.001/002. 
Conclusion. The use of the developed methodology for the identification of variable VNTR and INDEL loci makes 
it possible to reliably determine the phylogenetic position of B. anthracis strains and is promising for use in the 
epidemiological investigation of anthrax outbreaks.

Keywords: genotyping, VNTR, INDEL, Bacillus anthracis, whole genome sequencing, phylogenetic analysis
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Разработка методики молекулярного типирования  
штаммов Bacillus anthracis с использованием новых  
VNTR- и INDEL-маркеров
Печковский Г.А.1 , Еременко Е.И.1, Рязанова А.Г.1, Писаренко С.В.1, Шапаков Н.А.1,  
Аксенова Л.Ю.1, Семенова О.В.1, Тимченко Л.Д.2, Куличенко А.Н.1

1Ставропольский противочумный институт Роспотребнадзора, Ставрополь, Россия;
2Северо-Кавказский федеральный университет, Ставрополь, Россия

Аннотация
Введение. Bacillus anthracis — возбудитель особо опасного зооноза сибирской язвы — отличается высо-
кой генетической однородностью, что вызывает необходимость совершенствования методов генотипиро-
вания.
Целями исследования были поиск, описание VNTR- и INDEL-локусов B. anthracis и разработка на их осно-
ве методики генотипирования посредством полимеразной цепной реакции (ПЦР) с электрофоретической 
детекцией результатов.
Материалы и методы. Поиск VNTR- и INDEL-маркеров и филогенетический анализ выполняли на выбор-
ке из 388 геномов штаммов B. anthracis: 322 из GenBank (RefSeq) и 66 — из коллекции Ставропольского 
противочумного института. Филогенетический анализ проводили на основе SNP корового выравнивания с 
помощью программы «Parsnp». Поиск маркеров осуществляли с использованием программы «Mauve» и 
авторских скриптов на языке Python. ПЦР выполняли с помощью набора «ScreenMix-HS». 
Результаты. Найдены геномные вариации штаммов B. anthracis (SNP — 25 664, SNR — 14 387, VNTR — 
693, INDEL — 14 667), биоинформатический анализ которых позволил выявить 9 новых VNTR и 6 INDEL 
молекулярных маркеров, наиболее подходящих для генотипирования. Описаны генетические (аллель-
ные) варианты маркеров. Для найденных маркеров подобраны праймеры и разработан протокол ПЦР c 
детекцией методом электрофореза в агарозном геле. В результате кластеризации при типировании с ис-
пользованием VNTR-маркеров штаммы разделялись на 9 кластеров: A.Br.Ames, A.Br.001/002, A.Br.Aust94, 
A.Br.005/006, A.Br.008/009 (Tsiankovskii), A.Br.008/009 (STI), A.Br.008/009 (A.Br.125), A.Br.008/009 (штамм 
228/269), B.Br.001/002. При типировании с применением INDEL-маркеров штаммы разделялись на 6 кла-
стеров: A.Br.Ames, A.Br.001/002, A.Br.Aust94, A.Br.008/009 (Tsiankovskii), B.Br.001/002(B.Br.014), а также 
кластер, включающий представителей нескольких генетических групп: A.Br.008/009 (STI), A.Br.008/009 
(A.Br.125), A.Br.005/006 и B.Br.001/002. 
Заключение. Использование разработанной методики идентификации вариабельных VNTR- и INDEL-ло-
кусов позволяет достоверно определять филогенетическое положение штаммов B. anthracis и перспектив-
но для применения в процессе эпидемиологического расследования вспышек сибирской язвы.

Ключевые слова: генотипирование, VNTR, INDEL Bacillus anthracis, полногеномное секвенирование, 
филогенетический анализ
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Introduction
Bacillus anthracis is a spore-forming Gram-pos-

itive bacillus, the pathogen of anthrax, a particularly 
dangerous infection with a global distribution area. In 
early studies, attempts to determine the genetic vari-
ability of B. anthracis were unsuccessful, indicating 
the high genetic monomorphism of this species [1]. 
The first genetic marker suitable for differentiation of 
B. anthracis strains was tandem repeats in the chromo-
somal locus vrrA, which are sequentially repeated iden-
tical DNA fragments (variable number tandem repeats, 
VNTR) [2]. Allelic variants of vrrA with the number 
of repeats from 2 to 6 allowed all strains to be divided 
into 5 groups [2, 3]. The marker was included in the 
first typing scheme by MLVA8 (Multiple loci VNTR 
analysis, MLVA) consisting of 6 chromosomal and 2 
plasmid VNTR loci. VNTR loci in general differ from 
other variable regions in the fact they have a high fre-
quency of variability and a larger number of variants, as 
well as the manifestation of the homoplasy effect, i.e. 
independent or parallel mutations in different genetic 
lineages [4]. Therefore, genotyping based on the analy-
sis of VNTR loci makes it difficult to study intraspecific 
evolution, but this method is convenient for epidemio-
logic investigation of anthrax outbreaks. Active search-
es for B. anthracis loci with tandem repeats led to the 
discovery of 32 VNTR markers in 6 MLVA genotyping 
schemes [5–10].

In order to study genetic diversity, a genotyping 
method based on the analysis of canonical SNPs (canS-
NP typing) with the identification of 12 major genetic 
lineages was developed and tested on a large selection 
of strains [8]. The canonical lineages most accurately 
reflect the evolutionary groups of B. anthracis; there-
fore, they are best suited to describe the distribution of 
anthrax strains in the world. Subsequently, large-scale 
phylogenetic studies were performed with detailed de-
scriptions, creation of a nomenclature of names and re-
lationships of genetic clusters. Subclusters of canonical 
lineages were assigned numbers or trivial names [11, 
12]. In particular, the canonical lineage A.Br.008/009 
includes the Tsiankovskii and STI subclusters, which 
are widely represented in the Commonwealth of Inde-
pendent States. 

In 2019, an anthrax outbreak occurred in the Re-
public of Dagestan with isolates that clustered into a 
separate phylogenetic group A.Br.125 belonging to the 
STI subcluster. 

The canonical lineage B.Br.001/002 contains the 
Siberia and Europe clusters, making up B.Br.014, as 
well as the Asia and B.Br.018 clusters.

Taking into account the established and newly 
identified designations of genetic lineages and groups, 
we used the following order in the subsequent descrip-
tion. The canonical lineage is indicated first, followed by 
a new subgroup or cluster within it with an established 
designation, if identified. For example, most strains of 

the main lineage A, isolated in Russia, are designated 
as A.Br.008/009 (Tsiankovskii) or A.Br.008/009 (STI).

Molecular markers also include INDELs (inser-
tion/deletion), which are non-repeat variable regions 
that exist predominantly as two genetic variants: with 
deletion or with insertion.

For Francisella tularensis, an INDEL typing 
scheme was developed, including 38 INDEL loci. The 
study showed that the use of such markers increases the 
accuracy of typing [13]. Genotyping methods based on 
INDEL-locus analysis have also been developed for 
Helicobacter pylori, Burkholderia pseudomallei, Vib-
rio cholerae, Yersinia pseudotuberculosis and proved 
to be of high resolution and reliable in determining the 
phylogenetic position of strains [14-17]. Currently, the 
INDEL genotyping system for B. anthracis has not 
been developed.

The objectives of the study were to find and char-
acterize VNTR and INDEL loci of B. anthracis and to 
develop on their basis a genotyping technique by PCR 
with electrophoretic detection of the results.

Materials and methods
Marker search and phylogenetic analysis were 

performed on a sample of 388 genomes of B. an-
thracis strains: 322 from the GenBank collection 
(RefSeq), 66 from the collection of pathogenic mi-
croorganism genomes of the Stavropol Anti-Plague 
Institute, described earlier [12]. Genome num-
bers are given in Appendix 1 on the journal website 
(https://doi.org/10.36233/0372-9311-487-s1). Geno-
mic sequences of B. anthracis strains from the collec-
tion of the Stavropol Anti-Plague Institute have been 
deposited in the “National Interactive Catalog of Patho-
genic Microorganisms and Biotoxins” (State Scientific 
Center for Applied Microbiology and Biotechnology).

Markers were searched with the help of an algo-
rithm (Pipeline) consisting of pairwise alignment of 
complete genomes to a reference sequence using the 
Mauve program and subsequently, with the help of the 
author’s scripts in the Python language, extraction of 
genetic variants from the alignments, merging and their 
analysis.

Marker verification and determination of marker 
lengths were performed in the BLASTn program using 
flanking sequences or specific primers.

In order to compare phylogenetic groups with 
genetic markers, a phylogenetic tree was constructed 
on the basis of core SNP alignment using the Pars-
np program from the Harvest suit package with the 
reference genome of B. anthracis Ames Ancestor 
(GCF_000008445.1). Positions with the unknown N 
nucleotide were removed from the core SNPs. The 
SNPs from the VCF file were then converted to a  
FASTA file. The phylogenetic tree was constructed in 
the MEGA XI program using the maximum likelihood 
method with the Tamura-Nei substitution model [18].
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Comparison of the lengths of genetic variants of 
markers with phylogenetic dendrogram and data visu-
alization were performed in R language environment 
with ggtree and ggplot2 libraries.

Primers were designed using the Primer-BLAST 
program and synthesized at the Stavropol Plague Institute.

Sample preparation of B. anthracis cultures was 
carried out according to MG 1.3.2569-09 “Organization 
of laboratories using nucleic acid amplification methods 
when working with material containing microorganisms 
of pathogenicity groups I-IV”. DNA extraction of B. an-
thracis was performed using the DNA-Sorb-B kit (ILC). 

A representative phylogenetic sample of se-
quenced strains was used for verification of data ob-
tained by PCR with electrophoretic detection. PCR was 
performed using the ScreenMix-HS kit (Eurogen). The 
amount of primers in the reaction was equal to 0.3 μM. 
The following thermocycling mode was used: the first 
stage (activation) — 95ºС, 5 min — 1 cycle, the second 

stage — denaturation 95ºС, 20 s, annealing 60ºС, 20 s, 
elongation 72ºС, 60 s — 40 cycles, the third stage (final 
elongation) — 72ºС, 5 min — 1 cycle. Electrophoresis 
was performed in 2% agarose gel using a 100 bp molec-
ular weight marker (SibEnzyme).

Clustering of data obtained from PCR results with 
electrophoretic detection was performed using the sin-
gle (Nearest Point Algorithm) method in Python with 
the scipy library.

Results and discussion
The study included two main stages. The first 

stage involved the search and description of marker lo-
ci, and the second stage involved experimental confir-
mation and validation of the typing technique using the 
found markers.

The algorithm resulted in the following genomic 
variations: SNP — 25,664, SNR — 14,387, VNTR — 
693, INDEL — 14,667. 

Fig. 1. Comparison of the phylogenetic tree and selected markers B. anthracis (some strains with repeated marker patterns 
were removed).
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The search for markers among all found variations 
was performed stepwise with filtering according to a 
number of criteria. The difference in the size of variants 
of variable loci should be at least 15 bp. We selected 
mainly such loci with at least one genetic variant in the 
set of B. anthracis strains from the collection of patho-
genic microorganisms of the Stavropol Anti-Plague 
Institute that was different from the variants of other 
strains. Variable loci already described were excluded. 
Using the criteria, 537 variable regions were found.

Following this, the frequency of allelic variants 
of loci of strains in certain genetic lineages was inves-
tigated by comparing the lengths of genetic variants 
of markers with the phylogenetic dendrogram based 
on SNPs of the bovine genome (Fig. 1). Most of the 
variant loci were found in only 1 strain or a minimal 
number of strains. A significant group consisted of vari-
ants sharing the major genetic lineages A, B, and C, 
including the previously found INDEL indE1 of 38 bp 
in length. [19], which is logical since these are the most 
evolutionarily distant genetic lineages.

Fifty-six VNTR and INDEL loci were selected 
(Table 1). The most phylogenetically significant and 
optimal for electrophoresis were selected from them. 
Thus, as a result, 9 VNTR markers and 6 INDEL mark-
ers most suitable for genotyping were selected (Fig. 1). 
The peculiarity of the INDELs found lies in the repeats 
flanking the INDELs, with one of the repeats being in-
cluded in the deletion and the other not. For this reason, 
we can assume the formation of a complex structure 
between DNA strands during replication, which may 
cause the polymerase complex to mistakenly double 
the DNA strand by excising part of the sequence. In 
this case, reverse INDEL insertion is impossible, which 
likely reduces the effects of homoplasy.

The indels indS1 (FAD-binding oxidore-

ductase gene), indS2 (hypothetical protein gene 
WP_000829051.1), and indS6 (cell surface protein 
gene) localized in the protein-coding genes are ge-
nomic variations without a shift of reading frame. 
IndS4 loca lizes in the region between the GBAA_
RS02140 (ABC transporter ATP-binding protein) and 
GBAA_RS02145 (ABC-F family ATP-binding cassette 
domain-containing protein) genes. IndS5 localizes in 
the region between the genes GBAA_RS03470 (hypo-
thetical protein) and GBAA_RS03475 (alanine:cation 
symporter family protein). Indel indS3 shifts the read-
ing frame of the gene encoding the SPFH/Band 7/PHB 
domain protein.

The indel indS1 genetic variant with deletion is 
characteristic of the A.Br.008/009 (Tsiankovskii) clus-
ter. The indel indS2 is unusual in that there are 3 ge-
netic variants of this locus: an insertion and 2 deletion 
variants. The difference between the two deletions is 
a shift of 9 nucleotide pairs. One variant is character-
istic of the Siberia and Europe canSNP subgroups of 
the B.Br.001/002 group, the other is characteristic of 
strains of the B.Br.Kruger group. The indS3 locus vari-
ant with deletion is found in strains of the A.Br.Aust94 
group, except for strain 9080-G isolated in Georgia and 
Kanchipuram strain from India. Variants indS4, indS5, 
indS6 with deletion are found in A.Br.004, A.Br.001 
and A.Br.Ames clusters, respectively.

The number of allelic variants of the selected VN-
TR markers varies from 2 to 6 with repeat lengths rang-
ing from 30 bp to 196 bp (Fig. 1). The vrrS1 locus has a 
425-bp variant found in A.Br.008/009 and A.Br.WNA, 
as well as one unique 337-bp variant specific to strain 
228/269. Genetic variants of the vrrS2 locus are found 
in the A.Br.008/009 and A.Br.Aust94 groups. Two VN-
TR markers, vrrrS3 and vrrS4, were found on the pXO2 
plasmid. Separate genetic variants of vrrS3 are found in 

Table 1. Description of the identified molecular B. anthracis markers

Marker 
Coordinates of the locus in the genome 

according to the Ames Ancestor reference 
strain (GCF_000008445.1)

Replicon The number of the allele variant  
(the length of the genetic variant, bp)

indS1 1276500–1276764 Chromosome 1 (265, 266), 2 (241)

indS2 1904893–1905267 Chromosome 1 (373–375), 2 (312)

indS3 1944246–1944531 Chromosome 1 (286), 2 (253)

indS4 402388–402715 Chromosome 1 (328), 2 (423–424)

indS5 655408–655662 Chromosome 1 (255), 2 (272, 284–285)

indS6 4691499–4691775 Chromosome 1 (277), 2 (388–389)

vrrS1 1721221–1721733 Chromosome 1 (513), 2 (425)

vrrS2 4489063–4489484 Chromosome 1 (422), 2 (381), 3 (299,307), 4 (217), 5 (258) 6 (338–340)

vrrS3 8316–8860 pXO2 1 (544–546), 2 (301–302), 3 (464), 4 (383) 

vrrS4 8916–9269 pXO2 1 (354–355), 2 (263–264), 3 (444), 4 (534), 5 (174)

vrrS5 3155556–3155727 Chromosome 1 (172), 2 (142)

vrrS6 1092722–1092959 Chromosome 1 (238), 2 (198), 3 (318–319), 4 (398), 5 (278)

vrrS7 5088417–5088723 Chromosome 1 (306–307), 2 (190), 3 (229), 4 (385), 5 (346), 6 (268)  (385)
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Marker 
Coordinates of the locus in the genome 

according to the Ames Ancestor reference 
strain (GCF_000008445.1)

Replicon The number of the allele variant  
(the length of the genetic variant, bp)

vrrS8 5031546–5031803 Chromosome 1 (258, 263–265), 2 (354, 359–366)

vrrS9 3742896–3743541 Chromosome 1 (646), 2 (450)

indNS1 130607–131099 pXO1 1 (454, 456), 2 (494–495)

indNS2 596340–596832 Chromosome 1 (352), 2 (492–493)

indNS3 122138–122690 pXO1 1 (551–555), 2 (485, 487)

indNS4 77192–77540 pXO1 1 (330), 2 (349), 3 (619)

indNS5 482012–482157 Chromosome 1 (146,149), 2 (504)

indNS6 385564–385837 Chromosome 1 (271–276), 2 (305–308)

indNS7 1372136–1372298 Chromosome 1 (163), 2 (181)

indNS8 2559203–2559485 Chromosome 1 (282–284), 2 (335–336)

indNS9 3855034–3855252 Chromosome 1 (219), 2 (231), 3 (239–241)

indNS10 4303573–4303825 Chromosome 1 (253), 2 (310–311)

indNS11 4965875–4966088 Chromosome 1 (214), 2 (321)

indNS12 1209302–1209701 Chromosome 1 (253), 2 (399–401)

indNS13 2728738–2729257 Chromosome 1 (229), 2 (519–520)

indNS14 486258–486638 Chromosome 1 (285), 2 (381)

indNS15 1287411–1287701 Chromosome 1 (201), 2 (291)

indNS16 910496–910796 Chromosome 1 (301), 2 (490,491)

indNS17 2533966–2534193 Chromosome 1 (228), 2 (634–636)

indNS18 2593388–2593616 Chromosome 1 (228–230), 2 (283)

indNS19 3352013–3354229 Chromosome 1 (193,194), 2 (2124), 3 (2207, 2215–2218, 2223)

indNS20 3829833–3830053 Chromosome 1 (220–221), 2 (251)

indNS21 4811428–4811664 Chromosome 1 (236–237), 2 (600, 602)

indNS22 29253–29436 pXO1 1 (184), 2 (269)

indNS24 1146673–1147101 Chromosome 1 (256), 2 (270–272), 3 (427–430)

indNS25 2224848–2225376 Chromosome 1 (270), 2 (418), 3 (529–530, 537)

indNS26 2687438–2687847 Chromosome 1 (240–241), 2 (410,408–410), 3 (429) 4 (580)

indNS27 3304833–3305473 pXO1 1 (245, 257), 2 (640–641)

vrrNS1 226241–226786 Chromosome 1 (545–547), 2 (694, 697–699), 3 (845–847),  
4 (997–998), 5 (1146), 6 (1296–1298)

vrrNS2 1333990–1334961 Chromosome 1 (343), 2 (554, 552), 3 (700), 4 (758, 762–763),  
5 (779), 6 (971–974), 7 (1182–1183), 8 (1393)

vrrNS3 2014690–2015095 Chromosome 1 (277), 2 (364), 3 (406, 409), 4 (535)

vrrNS4 4233686–4234066 Chromosome 1 (237), 2 (273, 279), 3 (306, 309, 322), 4 (381), 5 (417), 6 (345)

vrrNS5 4351696–4351908 Chromosome 1 (213), 2 (231)

vrrNS6 4598742–4598948 Chromosome 1 (195, 207), 2 (171, 183)

vrrNS7 811781–812154 Chromosome 1 (284), 2 (302), 3 (320), 4 (374), 5 (428), 6 (482)

vrrNS8 1395847–1396186 Chromosome 1 (340), 2 (385)

vrrNS9 1238148–1238579 Chromosome 1 (361, 366), 2 (398), 3 (430–433), 4 (465), 5 (498)

vrrNS10 2264930–2265251 Chromosome 1 (244), 2 (283), 3 (322), 4 (361), 5 (439), 6 (517)

vrrNS11 4352078–4352327 Chromosome 1 (220), 2 (235), 3 (250, 251), 4 (264–266), 5 (295), 6 (310)

vrrNS12 4927425–4927645 Chromosome 1 (181), 2 (221)

vrrNS13 4769700–4770199 Chromosome 1 (499–501), 2 (352–353)

vrrNS15 1151194–1151463 Chromosome 1 (148), 2 (269–270), 3 (291), 4 (392–393, 396), 5 (514, 520)

vrrNS16 2006677–2007157 Chromosome 1 (481), 2 (433, 435–436), 3 (526), 4 (301), 5 (345–347),  
6 (390–391), 7 (255–257)

End of the Table 1
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A.Br.008/009 (Tsiankovskii), B.Br.KrugerB and main 
lineage B, respectively. The vrrS4 locus separates the 
strains into lineages A and B. The 142 bp allelic vari-
ant vrrS5 is found simultaneously in strains of lineage 
B, A.Br.WNA and A.Br.003/004 groups. The vrrS6 
variants are characteristic of part of the strains of the 
A.Br.008/009 group, the A.Br.004 cluster and lineage 
B. The vrrrS7 307 bp genetic variant is specific for the 
A.Br.Ames group. The 258 bp vrrS8 variant is specific 
to the A.Br.Ames and A.Br.001/002 groups. The 646 bp 
vrrS9 genetic variant is specific for A.Br.Ames strains 
isolated in North America.

Variable loci can be grouped according to their be-
longing to certain genetic clusters. For example, vari-
ants of indels indS3, indNS27, and VNTR - vrrNS7 
have similar belonging to the A.Br.Aust94 group. In-
dels indS4 and indNS11 are characteristic of A.Br.004, 
indNS17 and vrrS9 are characteristic of A.Br.Ames 
strains isolated in North America. Variants indNS5, 
indNS9, indNS10 are found in strains of the A.Br.Ames 
and A.Br.001/002 groups.

For the major lineage B, the characteristic lo-
ci are indNS1, indNS12, indNS19, indNS2, indNS3, 
indNS13, indNS14, and vrrNS12. Characteristic lo-
ci for both lineages B and C are indNS18, indNS21, 
indNS4, indNS6, indNS7 and indNS8. 

Some of the unselected markers could also be 
used for typing. For example, vrrNS1 has high vari-
ability but a long repeat of 150 bp and a large length 
difference between the minimum and maximum genetic 
variant, which is difficult for electrophoretic detection 
by PCR. The VNTR of vrrrNS15 is variable within the 
A.Br.008/009 group. The tandem repeats vrrNS16, vr-
rNS2, vrrNS4 do not have strict specificity.

The primers were selected for the found markers 

(Table 2) and a PCR protocol with detection of the 
results by agarose gel electrophoresis was developed 
(Fig. 2, Fig. 3). The selected markers had a nucleotide 
sequence length sufficient for reliable determination of 
genetic variants of loci (Table 3). 

Some strains lack the pXO2 plasmid, and accord-
ingly, they also lack the vrrS3 and vrrS4 loci. 

As a result of clustering based on the INDEL 
typing, strains were divided into 6 clusters: A.Br.
Ames, A.Br.001/002, A.Br.Aust94, A.Br.008/009 
(Tsian kovskii), B.Br.001/002 (B.Br.014), as well as 
a cluster including representatives of several genetic 
groups: A.Br.008/009 (STI), A.Br.008/009 (A.Br.125), 
A.Br.005/006 and B.Br.001/002. The cluster is singled 
out as a separate group because no specific INDEL 
markers have been identified for the strains of these lin-
eages (Fig. 4). 

As a result of clustering based on VNTR-typing, 
strains were divided into 9 clusters: A.Br.Ames, A.Br.001 
/002, A.Br.Aust94, A.Br.005/006, A.Br.008/009 (Tsian-
kovskii), A.Br.008/009 (STI), A.Br.008/009 (A.Br.125), 
A.Br.008/009 (strain 228/269), B.Br.001/002 (Fig. 4). 
Strain 228/269 is a member of the A.Br.008/009 (Tsian-
kovskii) group. 

The discriminatory power determined using the 
Hanter–Gaston diversity index [20] was 0.7 for canSNP 
typing, and 0.79 and 0.84 for typing based on the anal-
ysis of new VNTR and INDEL markers, respectively.

Conclusion 
Thus, as a result of genome analysis of 388 B. an-

thracis strains, variable regions were identified and 
characterized. New VNTR- and INDEL-markers were 
found and their binding to clusters of global phylogeny 
was studied. The developed protocol for marker iden-

Table 2. Primers to VNTR and INDEL loci B. anthracis

Name Forward primer Reverse prime

indS  1 T A TTGGGCAGCAGCATTTGG ATGAGTTGTACGGGACGCAA

indS2 TGGAGGGGTTGTTCAAGCG GCGTAACTCGGAGACCATGTA

indS3 AGCAACAGAAAAATGGGGCG AATCGCTCTTGCTTCCCCTT

indS4 AGAAGGAACAAAAGGAAAAGTAGAG CAACATGCTCGCCCTTCAAT

indS5 GGTCTATACGGCACACTCCA GCTTCCAATATTCCCCCTCC

indS6 AGCCCCTTCTTTCGGTGTAT CGATGAAGATGTAAGACAGCCC

vrrS1 TCGTCCTGGAGCATCTTTCA CCAAATCGCCCCTAGACCAA

vrrS2 GTTGTTTCATACGTCTATCCCCTTC GTCCTTTTGGACAGCCTCTCTT

vrrS3 ACTGTAGTTGTCCCTACCCTT AGAAGTACAGGTGGGACAGGA

vrrS4 TTTCCTTGCGATGCTTCAGT TGCTGGTATAGAGCCATCTGC

vrrS5 AGCAATGTTTAATTCACCATCAAGT GTACGCTTTAGTCGGAGACGG

vrrS6 AGGAAGCAGGTTAGCGTTGT GCGCTATGTGGCGTCTTTTC

vrrS7 AGGAACACTGGTTCAGCCTAT AGCAGGATCGCTTGCTAGAT

vrrS8 CTGCAATTGCCTTCGCCTTT GCGAAAAAGAGAAAGCGCTAC

vrrS9 ATGAAGGTGTGACATGCCGT GTGAAGCTGTAATTGTGGCGT
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Fig. 2. Results of PCR 
reaction of INDEL loci with 

detection by electrophoresis. 
The font colors of the strains 
correspond to the canonical 
lineages according to Fig. 1.

Fig. 3. Results of PCR 
reaction of VNTR loci with 

detection by electrophoresis. 
The font colors of the strains 
correspond to the canonical 
lineages according to Fig. 1.

Table 3. Lengths of INDEL and VNTR loci according to phylogenetic groups

Markers

Phylogenetic groups

A.Br. 
Ames

A.Br. 
001/002

A.Br. 
Aust94

A.Br. 
005/006

A.Br. 
008/00 
(STI)

A.Br. 
008/00 

(A.Br.125)

A.Br. 
008/00  

Tsiankovskii

A.Br. 
008/009 

(228-269)
B.Br. 

001/002
B.Br. 

001/002 
(B.Br.014)

indS1 265 265 265 265 265 241 241 265 265 265

indS2 375 375 375 375 375 375 375 375 375 312

indS3 286 286 253 286 286 286 286 286 286 286

indS4 328 328 328 424 424 424 424 424 424 424

indS5 255 255 285 285 285 285 285 285 285 285

indS6 277 388 388 388 388 388 388 388 388 388

vrrS1 513 513 513 513 425 425 425 337 513 513

vrrS2 422 422 340 422 422 422 422 422 299 299

vrrS3 545 545 545 545 545 545 464 464 383 383

vrrS4 354 354 354 354 354 354 354 354 444 444

vrrS5 172 172 172 172 172 172 172 172 142 142

vrrS6 238 238 238 318 318 318 318 318 278 278

vrrS7 307 346 346 346 346 346 346 346 346 346

vrrS8 258 258 360 360 360 264 360 360 360 360

vrrS9 450 450 450 450 450 450 450 450 450 450
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tification by PCR with electrophoretic visualization 
of the results allows reliable determination of allelic 
variants of markers. The found 9 VNTR markers and  
6 INDEL markers allow to divide B. anthracis strains 
into 6 and 9 genetic groups when typing with separate 
analysis of these markers and into 10 groups when an-
alyzing them together. The genotyping technique based 
on the analysis of new VNTR- and INDEL-markers 
is recommended to be used jointly or separately as an 
addition to the existing genotyping schemes. The use 
of the developed methodology for the identification of 
variable VNTR- and INDEL-loci allows reliable deter-
mination of the phylogenetic position of B. anthracis 
strains and is promising for use in the epidemiologic 
investigation of anthrax outbreaks.
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Влияние Yersinia pestis с различным плазмидным составом  
на мембрану эритроцитов в крови морских свинок 
Клюева С.Н. , Бугоркова С.А., Ерохин П.С., Гончарова А.Ю., Кравцов А.Л.
Российский противочумный институт «Микроб» Роспотребнадзора, Саратов, Россия

Аннотация
Введение. Эритроциты участвуют в развитии и реализации вакцинального и инфекционного процессов 
при чуме. Изменения их поверхностной архитектуры могут стать информативными критериями для докли-
нической оценки противочумных вакцин.
Цель работы — методом атомно-силовой микроскопии охарактеризовать состояние мембраны эритроци-
тов крови морских свинок в ответ на подкожное введение вакцинного штамма Yersinia pestis EV НИИЭГ и 
его изогенных производных.
Материалы и методы. Для иммунизации животных использовали Y. pestis EV НИИЭГ (рYТ+, pYV+, рYP+) и 
его изогенные производные Y. pestis KM216 (рYТ–, pYV–, рYP+), Y. pestis КМ217 (рYТ–, pYV+, рYP–), Y. pestis 
КМ218 (рYТ–, pYV–, рYP–). Анализ мембраны эритроцитов проводили на сканирующем зондовом микроско-
пе «Solver P47-PRO» («NT-MDT»). 
Результаты. Наиболее выраженные изменения поверхностной архитектоники мембраны эритроцитов 
морских свинок установлены в течение первых 3 сут формирования иммунного ответа в отношении штам-
ма Y. pestis EV НИИЭГ и его изогенного варианта Y. pestis КМ217, в геноме которого сохранена плазмида 
pYV, взятых в дозе 5 × 108 КОЕ. Регистрировали значимое (р < 0,05) повышение доли трансформиро-
ванных форм клеток (43,67 ± 3,63 и 37,83 ± 7,03% против 4,08 ± 0,86% в контроле), среднеквадратичной 
шероховатости (319 ± 8 и 312 ± 7 нм против 70 ± 6 нм в контроле), модуля Юнга (125,73 ± 4,48 и 113,8 ± 
5,41 кПа против 53,03 ± 1,47 кПа в контроле). К 21-м суткам величина указанных показателей снижалась 
в среднем в 2,7; 2,0 и 1,5 раза соответственно, что указывало на восстановление мембраны эритроцитов. 
Заключение. Установлена зависимость формирования изменений и скорость их восстановления в мем-
бране эритроцитов от плазмидного состава штаммов Y. pestis. Полученные данные способствуют пони-
манию процессов взаимодействия Y. pestis с мембраной эритроцитов и могут быть использованы как до-
полнительные характеристики при разработке новых критериев доклинической оценки средств специфи-
ческой профилактики чумы.

Ключевые слова: Yersinia pestis, плазмиды рYТ, pYV, рYP, атомно-силовая микроскопия, эритроциты; 
морские свинки, трансформированные формы, среднеквадратичная шероховатость поверхности эри-
троцитов, модуль Юнга
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Abstract
Introduction. Based on data on the role of blood erythrocytes in the development and implementation of 
the vaccine and infectious processes in plague, it was of interest to evaluate changes in erythrocyte surface 
architecture from the position of searching for informative criteria for the preclinical evaluation of anti-plague 
vaccines.
Aim — using atomic force microscopy to characterize the state of the blood erythrocyte membrane of guinea 
pigs in response to subcutaneous administration of the vaccine strain Yersinia pestis EV NIIEG and its isogenic 
derivatives.
Materials and methods. For immunization of animals strain Y. pestis EV NIIEG (pYT+, pYV+, pYP+) and its 
isogenic derivatives Y. pestis KM216 (pYT–, pYV–, pYP+), Y. pestis KM217 (pYT–, pYV+, pYP–), Y. pestis KM218 
(pYT–, pYV–, pYP–) were used. Analysis of the erythrocyte membrane was carried out using a Solver P47-PRO 
scanning probe microscope (NT-MDT, Russia).
Results. The most pronounced changes in the surface architectonics of the membrane of guinea pig erythrocytes 
were established during the first three days of the formation of the immune response to the Y. pestis EV strain NIIEG 
and its isogenic variant Y. pestis KM217, in the genome of which the pYV plasmid is preserved, administered at a 
dose of 5 × 108 CFU. A significant increase (p < 0.05) in the proportion of transformed cell forms (43.67 ± 3.63% 
and 37.83 ± 7.03% versus 4.08 ± 0.86% in the control group), root mean square roughness (319 ± 8 nm and 312 ± 
7 nm versus 70 ± 6 nm in the control group), Young's modulus (125.73 ± 4.48 kPa and 113.8 ± 5.41 kPa versus 
53.03 ± 1.47 kPa in the control group). By the 21st day, the value of these indicators decreased by an average of 
2.7, 2.0 and 1.5 times, respectively, indicating restoration of the erythrocyte membrane.
Conclusion. The dependence of the changes in the erythrocyte membrane and the rate of their restoration on the 
plasmid composition of Y. pestis strains has been established. The data obtained contribute to the understanding 
of the processes of interaction of Y. pestis with the erythrocyte membrane and can be used as additional charac-
teristics in the development of new criteria for preclinical evaluation of plague candidate vaccines.

Keywords: Yersinia pestis, plasmids pYT, pYV, pYP, atomic force microscopy, guinea pig; red blood cells, 
transformed forms, root mean square roughness of the erythrocyte surface, Young's modulus
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Введение
В настоящее время сохраняется необходимость 

как в совершенствовании имеющихся средств им-
мунопрофилактики чумы, так и в разработке эф-
фективных и безопасных новых препаратов, в том 
числе вакцин нового поколения, созданных на ос-
нове авирулентных штаммов Yersinia pestis с чёт-
ко контролируемыми генетическими дефектами 
[1, 2]. Наиболее сложной является доклиническая 
оценка вакцин, поскольку от информативности и 
адекватности используемых методов исследова-
ния на этом этапе будет зависеть качество готового 
препарата.

Основным индикатором, отражающим любые 
сдвиги в состоянии организма, является кровь, в 
составе которой одной из активно тестируемых 
клеточных групп являются эритроциты [3]. Эри-
троциты наряду с лейкоцитами и тромбоцитами 
включены в категорию защитных клеток, способ-
ных убивать бактерии, и являются участниками и 

регуляторами реакций воспаления и врождённого 
иммунитета [4]. Эритроцитарные мембраны пред-
ставляют собой твердоупругий белковый каркас, 
ячейки которого заполнены липидным бислоем [5]. 
Белковый каркас обладает высокой эластичностью 
и обусловливает вязкоупругие свойства интактных 
мембран. Плазмолемма эритроцитов содержит не 
менее 100 различных белков, формирующих ци-
тоскелетный каркас, который придает эритроциту 
характерную двояковогнутую форму. Доказано, что 
отличие формы эритроцитов от нормальной двоя-
ковогнутой является показателем патологического 
процесса [6]. Изучена роль эритроцитов крови че-
ловека в процессах модуляции пролиферации и вы-
живания Т-клеток посредством усиления секреции 
ряда цитокинов, индукции рецепторов интерлей-
кина-2 и регуляции соотношения CD4+/CD8+ [7–9]. 
Именно поэтому представляет интерес изучение 
поверхностной структуры эритроцита, являюще-
гося своеобразной клеточной тест-системой при 
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различных физиологических, постинфекционных и 
поствакцинальных процессах. 

Наиболее эффективным методом изучения 
состояния поверхностных мембран является атом-
но-силовая микроскопия (АСМ) [10, 11], применяе-
мая для оценки таких трехмерных параметров, как 
толщина (высота), объём, среднеквадратичная ше-
роховатость поверхности, позволяющих характери-
зовать функциональное состояние клеток. Анализ 
силовых кривых по результатам АСМ направлен 
на количественное определение механических па-
раметров: деформации, жесткости, модуля Юнга 
(МЮ) (важный количественный параметр, от кото-
рого существенно зависят реологические свойства 
крови, её текучесть по капиллярному руслу) [6, 12].

Экспериментально показано, что от плазмид-
ного профиля изогенных производных вакцинного 
штамма чумного микроба зависит их иммуноген-
ность [13], поэтому для поиска информативных 
критериев доклинической оценки живых чумных 
вакцин представляет интерес детализация процес-
сов взаимодействия штаммов с различным плаз-
мидным составом с эритроцитами крови.

Цель работы — методом АСМ охарактеризо-
вать состояние мембраны эритроцитов в крови мор-
ских свинок в ответ на подкожное введение вакцин-
ного штамма Y. pestis EV НИИЭГ и его изогенных 
производных.

Материалы и методы
Исследования проводили с вакцинным штам-

мом Y. pestis EV НИИЭГ (рYТ+, pYV+, рYP+) и его 
изогенными производными Y. pestis KM 216 (рYТ–, 
pYV–, рYP+), Y. pestis КМ 217 (рYТ–, pYV+, рYP–),  
Y. pestis КМ 218 (рYТ–, pYV–, рYP–), полученными 
из Государственной коллекции патогенных бак-
терий при Российском противочумном институте 
«Микроб». Штаммы Y. pestis выращивали на ага-
ре LB (рН 7,2) в течение 48 ч при 28ºС. Животных 
иммунизировали указанными штаммами Y. pestis в 
концентрациях 5 × 108 КОЕ и 5 × 105 КОЕ. 

В качестве биомодели были выбраны морские 
свинки массой 35–400 г, полученные из питомника 
при Российском противочумном институте «Ми-
кроб». Из животных (50 особей) были сформи-
рованы 8 опытных групп по 6 особей в каждой и 
контрольная группа — интактные морские свинки  
(2 особи). Все манипуляции с животными проводи-
ли в соответствии с законодательством Российской 
Федерации1 и международными принципами2. Про-
грамма экспериментальной работы с животными 

1 Приказ Минздрава России от 01.04.2016 № 199Н «Об утверж-
дении Правил надлежащей лабораторной практики».

2 Директива Европейского парламента и Совета Европейского 
Союза от 22.09.2010 № 2010/63/EU о защите животных, ис-
пользующихся в научных целях.

одобрена Комиссией по биоэтике при Российском 
противочумном институте «Микроб» (протокол  
№ 3 от 15.04.2022). 

На 1, 3 и 21-е сутки после иммунизации у мор-
ских свинок забирали кровь из ушной вены. Оцен-
ку состояния клеток проводили с помощью микро-
скопа «Olympus CX41» («Olympus») и цифровой 
камеры «VZ-C31S» («VideoZavr») в программе 
«VideoZavr v. 1.5». Подсчёт эритроцитов с характе-
ристикой морфологии выполняли в 5 полях зрения, 
учитывая не менее 800 клеток.

Для АСМ кровь животных собирали в пробир-
ки с 2,5% раствором глутаральдегида в соотноше-
нии 1 : 3 и фиксировали в течение 2,5 ч в соответ-
ствии с методическими указаниями МУ 1.3.3103-13 
«Организация работы лабораторий, использующих 
методы электронной и атомно-силовой микроско-
пии при исследовании культур микроорганизмов 
I–IV групп патогенности». Эритроциты осаждали 
центрифугированием при 1500 оборотах в течение 
5 мин. Клетки дважды отмывали фосфатным буфе-
ром рН 7,4 при тех же условиях центрифугирования. 
Полученную взвесь клеток путём десятикратного 
разведения дистиллированной водой доводили до 
концентрации 3 × 106 клеток/л. Контроль абсолютно-
го количества клеток в конечной пробе осуществля-
ли подсчётом эритроцитов в камере Горяева, приме-
няя световую микроскопию (увеличение ×400). 

Анализ проб осуществляли на сканирую-
щем зондовом микроскопе «Solver P47-PRO»  
(«NT-MDT») [10] в режиме прерывистого и непре-
рывного контакта с использованием кремниевых кан-
тилеверов «NSG01» («NT-MDT»; резонансная часто-
та 120 кГц, константа жесткости 5,5 Н/м) и «CSG10» 
(«NT-MDT»; резонансная частота 20 кГц, константа 
жесткости 0,1 Н/м) соответственно. Для обработки 
АСМ-изображений использовали программу «Nova» 
(«NT-MDT»), позволяющую редактировать полу-
ченные АСМ-изображения, а также представлять их 
в трехмерном формате. На полях сканирования от 
15 × 15 до 50 × 50 мкм2 анализу подвергали поверх-
ность отдельно лежащих эритроцитов. Визуализация 
результатов измерения состояла в представлении ре-
льефа в виде топографической карты и трёхмерных 
изображений. На топографических картах проводи-
ли сечения, вдоль которых строили профиль поверх-
ности и выполняли расчёт среднеквадратичной ше-
роховатости мембран эритроцитов (Rq).

На каждом препарате в случайном порядке 
выбирали 10 эритроцитов, на мембране которых  
в 9 точках исследовали упругость мембраны с по-
строением графика силовых кривых и с дальней-
шим вычислением среднего арифметического зна-
чения МЮ по каждой сканированной клетке. МЮ 
применяли для оценки жёсткости мембран эритро-
цитов на основе модели Герца, описывающей упру-
гую деформацию двух контактирующих тел [12]:
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F = 4/3 × E × R0,5 × h1,5,

где F — сила, действующая на образец; E — МЮ;  
R — радиус зонда; h — глубина прогиба мембраны. 
С учётом радиуса закругления кантилеверов, кото-
рые использовали в данном исследовании, выводи-
ли формулу определения МЮ (кПа):

E = 3/4 × F/R0,5 × h1,5.
Статистическую обработку полученных ре-

зультатов осуществляли с помощью стандартно-
го пакета программ «Microsoft Office Excel 2016», 
«Statistica v. 10.0» («StatSoft Inc.»). Взаимосвязь 
между переменными определяли с помощью ранго-
вого корреляционного анализа по Спирмену. Корре-
ляционную связь считали сильной при коэффици-
енте корреляции r = 0,7–1,0, умеренной (средней) 
силы — при r = 0,3–0,7, слабой — при r = 0–0,3, 
характер связи (прямая, обратная) определяли по 
знаку (+; –) перед значением. Корреляционную 
связь считали достоверной при р ˂ 0,05. Достовер-
ность различий сравниваемых величин оценивали 
с помощью парного t-критерия Стьюдента. Данные 
представляли в виде М ± m, где М — среднее ариф-
метическое значение, m — ошибка среднего ариф-
метического.

Результаты
Эритроциты интактных морских свинок при 

наблюдении в световом микроскопе в стандарт-
ном режиме светлого поля представляли собой 
оптически контрастные объекты округлой формы 
(рис. 1, а). В ответ на иммунизацию морских сви-
нок штаммами Y. pestis в крови происходило изме-

нение формы и размеров эритроцитов, появлялись 
эритроциты трансформированной формы (эхиноци-
ты (рис. 1, б), сфероциты, кодоциты). 

Методом АСМ установлено, что в крови ин-
тактных морских свинок абсолютное большинство 
эритроцитов (до 96%) было представлено двояко-
вогнутыми дискоцитами (рис. 2, а), с гладкой по-
верхностью, с утолщениями по краям (тор) и цен-
тральной впадиной (пеллор). Средний диаметр 
клетки составлял 6,0 ± 0,2 мкм, что укладывается 
в диапазон значений диаметра нормальных эри-
троцитов у данного вида лабораторных животных 
(4,3–7,0 мкм) [14]. По данным АСМ, высота тора 
дискоцитов не превышала 1,3 ± 0,1 мкм, а глубина 
впадины — 0,47 ± 0,04 мкм (рис. 3, а).

Атипичные формы клеток, которые появля-
лись в результате воздействия штаммов Y. pestis, — 
это эхиноциты (рис. 2, б, в), сфероциты (рис. 2, б), 
кодоциты (рис. 2, г) и плоские клетки. Анализ ги-
стограмм нормальных эритроцитов и трансформи-
рованных форм (ТФ) показал, что у неизменённых 
форм типичный двояковогнутый профиль клетки 
на кривой сечения представлен двумя равномер-
ными синусоидами (рис. 3, а), в то время как у ТФ 
были выявлены выраженные изменения структу-
ры мембранной поверхности. Любое нарушение 
в рельефе эритроцита отражалось на изменении 
профиля клетки, представленного в гистограммах 
(рис. 3, б–г).

Среди изменённых форм эритроцитов боль-
шинство (65,2 ± 2,6%) приходилось на долю эхино-
цитов с единичными и множественными выростами 
толщиной 220 ± 30 нм, равномерно распределённы-
ми на поверхности клетки (рис. 3, б). На долю ко-

Рис. 1. Эритроциты морской свинки (световая микроскопия без окраски).
а — эритроциты интактной морской свинки (× 400); б — эритроциты морской свинки, иммунизированной Y. pestis EV НИИЭГ (× 1000): 

1 — дискоцит; 2 — эхиноцит.
Fig. 1. Guinea pig erythrocytes (light microscopy without staining).

а — intact guinea pig erythrocytes (× 400); b — guinea pig erythrocytes immunized with Y. pestis EV NIIEG (× 1000): 1 — discocyte;  
2 — echinocytе.

a | a

1
2

б | b
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Рис. 2. Трёхмерные АСМ-изображения эритроцитов морской свинки, иммунизированной Y. pestis EV НИИЭГ.
а — дискоциты, 20 × 20 мкм2; б: 1 — эхиноцит, 2 — сфероцит, 15 × 15 мкм2; в: 1 — кодоцит, 2 — эхиноцит, 3 — дискоцит, 25 × 25 мкм2; 

г — кодоцит, 15 × 15 мкм2. 
Fig. 2. 3D AFM images of erythrocytes from a guinea pig immunized with Y. pestis EV NIIEG.

а — discocytes, 20 × 20 µm2; b: 1 — echinocyte, 2 — spherocyte, 15 × 15 µm2; c: 1 — codocyte, 2 — echinocyte,  
3 — discocyte, 25 × 25 µm2; d — codocyte, 15 × 15 µm2.

доцитов (в середине клетки находится не пэллор, а 
выпуклость или мишень — утолщение, в котором 
скапливается гемоглобин) и сфероцитов (эритроци-
ты, имеющие неправильную, сферическую форму) 
приходилось 32,4 ± 1,2%. Диаметр мишени кодоци-
тов не превышал 3,0 ± 0,5 мкм, что составляет поч-
ти 40% диаметра клетки (рис. 3, в). Высота мишене-
видной структуры составляла 0,70 ± 0,01 мкм, что 
в 1,7 раза меньше высоты остальной части клетки 
(1,2 ± 0,1 мкм). Профиль сфероцита имел вид купо-
ла высотой 2,5 ± 0,2 мкм и диаметром 6,0 ± 0,3 мкм 
(рис. 3, г). Плоские клетки, на долю которых прихо-
дилось всего 2,0 ± 0,5%, представляли собой диски 
с гладкой ровной поверхностью диаметром 7,5 ± 
0,5 мкм и толщиной 0,40 ± 0,05 мкм, без углубления 
в центре.

Анализ результатов АСМ эритроцитов в опыт-
ных группах позволил количественно сравнить сте-
пень и характер воздействия вакцинного штамма 
Y. pestis EV и его изогенных производных на по-
верхностную структуру эритроцитов в крови мор-
ских свинок (табл. 1). Наиболее значимые разли-
чия, характеризующиеся повышением (в среднем в 
8,6 раза) ТФ эритроцитов по сравнению с контролем  
(р < 0,05), установлены в течение первых 3 сут в 
отношении штаммов Y. pestis EV НИИЭГ и Y. pestis 
КМ 217, общим для которых является наличие в со-
ставе плазмиды pYV (45 мДа), с наличием которой 

связывают клеточную адгезию, аутоагглютинацию, 
поверхностную агглютинацию, а также синтез бел-
ков наружной мембраны, в том числе V- и W-анти-
генов и других белков, действие которых направле-
но на подавление фагоцитарной активности клеток 
иммунной системы, а следовательно, обеспече-
ние лучшей приживаемости вакцинных штаммов.  
К 21-м суткам количество ТФ эритроцитов в этих 
группах достоверно снижалось в среднем в 2,8 раза  
(р < 0,05) по сравнению с 1-ми сутками, но продол-
жало в среднем в 3 раза превышать аналогичный 
показатель в группе интактного контроля. Следует 
отметить влияние дозы Y. pestis EV НИИЭГ на коли-
чество ТФ эритроцитов на 3-и сутки иммуногенеза. 
Так, применение Y. pestis EV НИИЭГ в высокой до-
зе (5 × 108 КОЕ) вызывало увеличение ТФ в 1,5 раза 
(р < 0,05) больше, чем на введение низкой дозы  
(5 × 105 КОЕ). Количество ТФ в ответ на иммуни-
зацию Y. pestis KM 216 — штаммом, в составе ко-
торого имелась лишь одна плазмида pYP, детерми-
нирующая синтез бактериоцина (пестицин 1) и ак-
тиватора плазминогена, впрочем, как и на введение 
штамма Y. pestis KM 218, лишённого всех 3 ключе-
вых плазмид чумного микроба, увеличивалось на 
1-е и 3-и сутки в среднем в 3,6 раза по сравнению 
с аналогичным показателем в интактном контроле, 
но на 21-е сутки достоверного отличия по этому по-
казателю от интактного контроля не выявлено. 
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Рис. 3. Профили различных форм эритроцитов морской свинки, иммунизированной Y. pestis КМ 217.
а — дискоцит; б — эхиноцит; в — кодоцит; г — сфероцит.

Fig. 3. Profiles of various forms of erythrocytes from a guinea pig immunized with Y. pestis KM 217.
а — discocyte; b — echinocyte; c — codocyte; d — spherocyte.

Таблица 1. Количество трансформированных форм эритроцитов в ответ на иммунизацию морских свинок штаммами 
Y. pestis с различной изогенной структурой по данным АСМ
Table 1. The number of transformed forms of erythrocytes in response to immunization of guinea pigs with Y. pestis strains 
with different isogenic structures according to AFM data

Штамм
Strain

Группа
Group

Иммунизирующая  
доза, КОЕ

Immunizing dose, CFU

Количество клеток, % | Number of cells, %

1-е сутки | 1st day 3-и сутки | 3rd day 21-е сутки | 21st day

Y. pestis EV НИИЭГ 1 5 × 105 28,71 ± 6,24* 28,09 ± 3,83*# 11,43 ± 1,47*°

2 5 × 108 37,5 ± 5,07* 43,67 ± 3,63*# 15,15 ± 2,02*3

Y. pestis KM 216 3 5 × 105 13,57 ± 4,13* 17,66 ± 3,48* 8,0 ± 2,12

4 5 × 108 18,33 ± 4,26* 20,77 ± 4,54* 9,17 ± 3,29 

Y. pestis КМ 217 5 5 × 105 34,45 ± 5,23* 35,47 ± 6,85* 10,65 ± 2,56*°

6 5 × 108 36,15 ± 6,07* 37,83 ± 7,03* 14,58 ± 4,84*°

Y. pestis КМ 218 7 5 × 105 11,89 ± 3,71* 16,71 ± 2,72* 6,29 ± 2,87 

8 5 × 108 16,85 ± 2,74* 19,65 ± 3,27* 9,09 ± 2,3 

Контроль | Control 9 – 4,08 ± 0,86

Примечание. Здесь и в табл. 2: *р < 0,05 по сравнению с контролем; #р < 0,05 различия между дозами; °р < 0,05 по сравнению с 1-ми 
сутками.
Note. Here and in the Table 2: *р < 0.05 compared with control; #р < 0.05 differences between doses; °р < 0.05 compared with 1st day.
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В дальнейших исследованиях с целью харак-
теристики клеточной поверхности был использо-
ван параметр функциональных изменений рельефа 
эритроцита — Rq [10]. В течение первых 3 сут по-
казатель Rq мембран эритроцитов всех иммунных 
морских свинок достоверно превышал (р < 0,05) 
соответствующее значение в контроле (табл. 2). 
Наиболее значимые различия в значениях Rq уста-
новлены в отношении Y. pestis EV НИИЭГ (рYТ+, 
pYV+, рYP+) и Y. pestis КМ 217 (pYV+) в зависимо-
сти от дозы во все сроки иммунного ответа. Так, 
при использовании вышеперечисленных штаммов 
в высокой дозе (5 × 108 КОЕ) величина Rq в сред-
нем в 1,7 раза превышала (р < 0,05) соответству-
ющие величины при низкой дозе (5 × 105 КОЕ).  
На 21-е сутки зарегистрировано статистически 
значимое снижение показателя Rq при иммуни-
зации животных штаммами Y. pestis EV НИИ-
ЭГ (рYТ+, pYV+, рYP+), Y. pestis KM 216 (рYP+),  
Y. pestis КМ 217 (pYV+) в обеих дозах по сравне-
нию с аналогичными показателями на 1-е сутки 
иммунного ответа (р < 0,05). 

Деформационную способность эритроци-
тов морских свинок оценивали с помощью МЮ. 
Средние значения МЮ во всех опытных группах 
на протяжении с 3-х по 21-е сутки превосходили 
контрольный показатель (табл. 2). Наибольшие зна-
чения МЮ регистрировали на 3-и сутки иммуно-
генеза при иммунизации Y. pestis EV НИИЭГ, осо-
бенно при инокуляции вакцинного штамма в дозе  
5 × 108 КОЕ по сравнению с 1-ми сутками и контролем  
(р < 0,05). В случае применения штамма Y. pestis 
КМ 216 (pYP+) в дозе 5 × 105 КОЕ к 21-м суткам 
иммуногенеза величина МЮ достоверно превыша-
ла значения 1-х суток (р < 0,05). При использова-

нии бесплазмидного штамма Y. pestis КМ 218 (7-я 
и 8-я группы) показатель МЮ оставался на уровне 
1-х суток. И, наоборот, при иммунизации морских 
свинок штаммами Y. pestis EV НИИЭГ, содержа-
щего 3-и основные плазмиды (1-я и 2-я группы) и  
Y. pestis КМ 217 (pYV+) (5-я и 6-я группы), величина 
МЮ достоверно снижалась (р < 0,05) по сравнению 
с показателями, установленными в 1-е сутки. 

Далее был проведён корреляционный анализ 
зависимости параметров, характеризующих по-
верхностную архитектонику мембраны эритроци-
тов (ТФ, Rq, МЮ), от плазмидного состава штам-
мов Y. pestis. В результате выявлена прямая умерен-
ной силы связь между показателем Rq и наличием у 
штамма Y. pestis плазмиды pYV и/или pYP (r = 0,5; 
р = 0,04).

Обсуждение
В результате проведённого исследования на-

глядно продемонстрировано вовлечение эритро-
цитов крови морских свинок в процессы взаимо-
действия со штаммами Y. pestis, характер которого 
зависел от их плазмидного состава. Результатом 
такого взаимодействия было формирование ряда 
структурных преобразований мембраны клетки 
макроорганизма и, следовательно, изменение её 
функции. По нашим данным, большинство транс-
формированных форм эритроцитов составляли эхи-
ноциты (65,2 ± 2,6%), а также кодоциты и сферо-
циты (32,4 ± 1,2%). Всего 2,0 ± 0,5% эритроцитов 
приходилось на долю плоских клеток, которые, по 
данным литературы [15], вероятнее всего, являются 
разновидностью молодых форм эритроцитов.

Основные изменения поверхностной архитек-
тоники эритроцитов происходили в течение первых 

Таблица 2. Динамика изменения АСМ-параметров поверхности эритроцитов морских свинок в ответ на иммунизацию 
морских свинок штаммами Y. pestis с различной изогенной структурой по данным АСМ
Table 2. Dynamics of changes in AFM parameters of the surface of guinea pig erythrocytes in response to immunization  
of guinea pigs with Y. pestis strains with different isogenic structures according to AFM data

Группа
Group

Штамм
Strain

Иммуни-
зирующая 
доза, КОЕ
Immunizing 
dose, CFU

АСМ-параметры | AFM parameters

1-е сутки | 1st day 3-и сутки | 3rd day 21-е сутки | 21st day

Rq, нм
Rq, nm

МЮ, кПа
MU, kPa

Rq, нм
Rq, nm

МЮ, кПа
MU, kPa

Rq, нм
Rq, nm

МЮ, кПа
MU, kPa

Контроль | Control – 70 ± 6 53,03 ± 1,47 72 ± 6 54,03 ± 1,79 68 ± 6 52,03 ± 1,62

1 Y. pestis 
EV НИИЭГ

Y. pestis 
EV NIIEG

5 × 105 131 ± 7*# 95,25 ± 2,86*# 137 ± 6*# 125.00 ± 3,75*#° 111 ± 7*#° 61,14 ± 2,46#° 

2 5 × 108 319 ± 8*# 125,73 ± 4,48*# 183 ± 7*#° 142,58 ± 5,98*#° 150 ± 8*#° 77,92 ± 3,73*#°

3 Y. pestis 
KM 216

5 × 105 129 ± 8* 62,28 ± 2,87 179 ± 9*° 70,02 ± 2,76* 101 ± 8*° 80,27 ± 2,76*°

4 5 × 108 153 ± 9* 72,11 ± 2,16* 203 ± 9*° 80,08 ± 3,73* 110 ± 9*° 76,98 ± 3,82* 

5 Y. pestis 
КМ 217 

5 × 105 228 ± 7*# 101,13 ± 3,04* 201 ± 7*#° 76,14 ± 2,28*° 88 ± 5*#° 80,60 ± 2,42*°

6 5 × 108 312 ± 7*# 113,80 ± 5,41* 280 ± 8*#° 81,61 ± 2,45*° 164 ± 6*#° 84,41 ± 2,53*°

7 Y. pestis 
КМ 218

5 × 105 90 ± 5 65,80 ± 1,98* 101 ± 4* 71,22 ± 2,32* 71 ± 5# 68,52 ± 2,29*

8 5 × 108 110 ± 10* 74,70 ± 2,24* 111 ± 6* 80,37 ± 2,47*° 104 ± 6*# 77,55 ± 2,51*
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3 сут после введения вакцинного штамма и его изо-
генных производных, что укладывается в рамки, 
предусмотренные развитием нестерильной фазы 
иммунитета, сопряжённой с активным размножени-
ем бактерий в месте введения, регионарных лимфа-
тических узлах и во внутренних органах (селезёнка, 
печень, лёгкие) [16]). Степень выраженности этих 
изменений зависела от плазмидного состава штам-
мов, взятых в исследование, и их иммунизирующей 
дозы. Эти данные согласуются с ранее полученной 
информацией о различной способности вакцинного 
штамма Y. pestis EV НИИЭГ и его изогенных про-
изводных индуцировать на 1-е сутки иммуногене-
за секреторную дегрануляцию нейтрофилов крови 
морских свинок с высвобождением во внеклеточное 
пространство лейкоцитарной эластазы [17], которая, 
вызывая деструкцию белкового каркаса эритроцитов 
[18], может индуцировать появление в крови боль-
шого количества эхиноцитов и других морфологи-
чески изменённых форм эритроцитов [19].

В первые 3 сут иммунного ответа максимальное 
количество трансформированных эритроцитов об-
наружено в ответ на иммунизацию полноценным по 
плазмидному составу штаммом Y. pestis EV  НИИЭГ 
(рYТ+, pYV+, рYP+) и моноплазмидным штаммом  
Y. pestis КМ 217, содержащим плазмиду pYV, коди-
рующую белки системы секреции III типа (T3SS), 
эффекторные белки Yops (YopE, YopH, YopM, YopP, 
YopT, YopO) и регуляторные белки [20]. С одной 
стороны, эффекторные белки Yops эффективно ак-
тивируют патогенные виды иерсиний для подавле-
ния врождённого иммунного ответа хозяина путём 
регуляции запрограммированной гибели клеток, а 
также для ингибирования фагоцитоза и продукции 
ряда провоспалительных цитокинов [21], нарушая 
актиновый цитоскелет клеток хозяина, а с другой — 
поверхностно расположенные белки внешней мем-
браны (Yops), кодируемые плазмидой pYV Y. pestis, 
являются наиболее перспективными мишенями для 
иммунопрофилактики и иммунотерапии чумы [22].

Известно, что плазмида pYV является генети-
ческим элементом, имеющим решающее значение 
для патогенности, ответственна за мощную инвази-
онную способность возбудителя чумы Y. pestis и его 
геморрагические свойства [23]. Попадая в кровь, 
штамм Y. pestis EV НИИЭГ вступает во взаимодей-
ствие с эритроцитами крови. Так, ранее в экспери-
ментах как in vivo, так и in vitro была обнаружена 
способность штаммов Y. pestis, независимо от их 
фенотипа, сопряжённого с пигментацией (Pgm+/ 
Pgm–), и плазмидного профиля, проникать внутрь 
эритроцитов человека и мыши и разрушать их мем-
брану [24]. Кроме того, штамм Y. pestis EV НИИЭГ 
обладает выраженными адгезивными свойствами к 
эритроцитам человека в результате гидрофобных 
взаимодействий, которые обусловлены поверхност-
ными структурами микробных клеток, относящи-

мися к липопротеидам [25], что обусловливает его 
влияние на мембрану клетки. 

Наименьшее количество трансформированных 
эритроцитов обнаружено в ответ на иммунизацию 
моноплазмидным штаммом Y. pestis КМ216, содер-
жащим только плазмиду пестициногенности рYP, 
и бесплазмидным штаммом Y. pestis КМ 218, что 
сопряжено с их низкой иммуногенностью на фо-
не слабой приживаемости в макроорганизме [13]. 
К тому же штаммы чумного микроба, отличающи-
еся по плазмидному профилю, в частности, отсут-
ствию плазмид (pYP, pYV), обладают низкой адге-
зивной активностью к эритроцитам и легко погло-
щаются фагоцитами при введении лабораторным 
животным [26].

В нашем исследовании выявлено изменение 
прогиба мембраны эритроцита при взаимодействии 
клеток с Y. pestis, обусловленное изменением упру-
гих свойств мембраны, имеющим место в 1-е сут-
ки иммуногенеза, и постепенно проходящее к 21-м 
суткам наблюдения [27]. Изменение величины про-
гиба мембраны сопряжено с нарушением её формы, 
когда уменьшается островершинность края эритро-
цита, пропадает линейный участок между центром 
эритроцита и его краем, координаты максимума на 
срезе мембраны становятся размытыми, а если про-
гиб исчезает полностью, то поверхность мембраны 
становится выпуклой, что сказывается на процес-
сах микроциркуляции в тканях.

Ещё одним параметром, используемым для 
анализа АСМ-изображений поверхности клеток, 
является шероховатость, показывающая отклоне-
ние рельефа клеточной поверхности от среднего 
значения. Наиболее выраженное воздействие на 
величину среднеквадратичной шероховатости по-
верхности (Rq) эритроцитов в крови морских сви-
нок оказывал штамм Y. pestis EV НИИЭГ (рYТ+, 
pYV+, рYP+) и его изогенный вариант Y. pestis КМ 
217 (pYV+) при применении в высокой дозе (5 × 108 
КОЕ). Согласно результатам ряда исследований, по-
вышение величины Rq обусловлено образованием 
выпячиваний интегральных белков из липидного 
бислоя мембраны эритроцита [28, 29], косвенным 
свидетельством чего является активация процессов 
перекисного окисления липидов [30]. В этой связи 
выявленная корреляционная связь между наличием 
плазмиды pYV и pYP у изученных штаммов чумного 
микроба и показателем Rq, по-видимому, объясняет-
ся повышенной адгезивной способностью штаммов, 
содержащих pYV и pYP [26], и укладывается в ранее 
описанную динамику изменения поверхностной ар-
хитектоники эритроцитов на живые вакцины в раз-
личные сроки после иммунизации биомодели [3].

Установленное нами достоверное повышение 
МЮ на 3-и сутки иммуногенеза под влиянием пол-
ноплазмидного штамма Y. pestis EV НИИЭГ является 
свидетельством снижения эластичности и вязкости 
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клеточной мембраны и повышения её жёсткости [31].  
Однако на момент формирования иммунного ответа 
в стерильной фазе иммунитета (21-е сутки) этот по-
казатель существенно снижался, что указывает на 
восстановление параметров клеточной мембраны 
эритроцитов (повышение эластичности и увеличе-
ние вязкости при одновременном снижении жёстко-
сти клеточной мембраны эритроцита).

Происходящие в первые 3 сут после имму-
низации полноплазмидным вакцинным штаммом 
Y. pes tis EV структурные изменения в мембране 
эритроцитов морских свинок сопряжены с высокой 
способностью этого штамма приживаться в клетках 
и тканях макроорганизма, следствием чего являет-
ся его высокая иммуногенность. Это согласуется с 
результатами исследования сравнительной иммуно-
генности вакцинного штамма Y. pestis EV НИИЭГ 
и его изогенных производных, продемонстрировав-
шего прямую зависимость этого показателя от на-
личия рYТ, pYV и рYP [13].

Таким образом, полученные данные, иллю-
стрирующие динамику изменения поверхностной 
архитектоники мембраны эритроцитов в процессе 
иммуногенеза в ответ на вакцинный штамм чумно-
го микроба и его изогенные производные, не только 
способствуют пониманию отдельных этапов вза-
имодействия микро- и макроорганизма, но могут 
быть использованы как дополнительные характери-
стики при разработке новых информативных кри-
териев доклинической оценки средств специфиче-
ской профилактики чумы.
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Аннотация
Введение. Вакцинация могла бы стать наиболее эффективным способом контроля геморрагической ли-
хорадки с почечным синдромом (ГЛПС), которая занимает ведущее место среди зоонозов и одно из пер-
вых мест среди природно-очаговых заболеваний человека. В связи с этим актуальны разработка эффек-
тивного вакцинного препарата, а также поиск новых нетоксичных и эффективных адъювантов, которые 
могут способствовать усилению и пролонгированию иммунного ответа, снижению концентрации антигена 
и уменьшению кратности введения препаратов.
Цель исследования — определить зависимость иммуногенной активности экспериментального хантави-
русного препарата на основе вируса Пуумала (ХП) от дозы антигена как в нативном виде, так и в сочета-
нии с углеводными адъювантами. 
Материалы и методы. Исследован иммуноадъювантный эффект Ac3-ЛПС Shigella sonnei и S. flexneri 1B 
и эмульсии наноэмульгированного сквалена Sepivac SWE (SWE) в составе ХП в оптимальной и минималь-
ной дозах по индукции нейтрализующих антител после 3-кратной иммунизации (0, 14, 182-й день) морских 
свинок (Cavia porcellus). Различия в иммуногенной активности ХП оценивали в реакции нейтрализации по 
50% подавлению фокусобразующих единиц в культуре клеток Vero E6. 
Результаты. Статистически значимое повышение уровня нейтрализующих антител отмечали уже после  
1 иммунизации как для ХП в оптимальной дозе, так и для его комбинации с адъювантами. Наиболее выра-
женный иммуноадъювантный эффект проявили Ac3-ЛПС S. sonnei и SWE, в концентрации 50 и 100 мкг/до-
зу соответственно. Иммуноадъювантный эффект, обусловленный комбинацией ХП с Ac3-ЛПС S. sonnei и 
SWE, способствовал как усилению иммунного ответа, так и его продолжительности. Уменьшение дозы ан-
тигена в 10 раз в присутствии SWE позволяет оптимизировать иммунный ответ для вакцинного препарата. 
Вывод. Результаты исследования показали перспективность использования Ac3-ЛПС S. sonnei и Sepivac 
SWE в вакцине для профилактики ГЛПС.

Ключевые слова: геморрагическая лихорадка с почечным синдромом, вирус Пуумала, хантавирусный 
вакцинный препарат, адъюванты, схема введения, нейтрализующие антитела, иммунный ответ
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Abstract
Introduction. Vaccination could be the most effective means of preventing hemorrhagic fever with renal syndrome 
(HFRS), which is one of the leading zoonoses and a major cause of natural disease in humans. Therefore, 
research to develop an effective vaccine and the search for new non-toxic and effective adjuvants that can 
enhance and prolong the immune response, reduce the antigen concentration and reduce the frequency of dose 
administration is an urgent task.
The aim of the study was to determine the dependence of the immunogenic activity of an experimental hantavirus 
vaccine based on Puumala virus (HV) on the antigen dose both in native form and in combination with carbohydrate 
adjuvants. 
Materials and methods. The immunoadjuvant effect of Ac3-LPS S. sonnei and S. flexneri 1B and emulsions of 
nanoemulsified squalene Sepivac SWE (SWE) as part of HV at the optimal and minimal doses was investigated 
by induction of neutralising antibodies after 3-fold immunisation (day 0, 14, 182) of guinea pigs (Cavia porcellus). 
Differences in the immunogenic activity of HV were assessed in the neutralisation reaction by 50% suppression 
of focal units in Vero E6 cell cultures. 
Results. A statistically significant increase in neutralising antibodies levels was observed after immunization both 
with HV at the optimal dose and for its combination with adjuvants. Ac3-LPS S. sonnei and SWE showed the most 
pronounced immunoadjuvant effect at concentrations of 50 and 100 μg/dose, respectively. The immunoadjuvant 
effect of the combination of the hantavirus vaccine with Ac3-LPS S. sonnei and SWE contributed to both an 
enhanced immune response and its duration. The tenfold reduction of the antigen dose in the presence of SWE 
allows optimization of the immune response to the vaccine.
Conclusion. The results of this study show the prospects of using Ac3-LPS S. sonnei and Sepivac SWE in the 
vaccine for the prevention of HFRS.

Keywords: hemorrhagic fever with renal syndrome, Puumala virus, hantavirus vaccine, adjuvants, administration 
scheme, neutralizing antibodies, immune response.
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Введение
Основную роль в структуре заболеваемости 

геморрагической лихорадкой с почечным синдро-
мом (ГЛПС) играет вирус Пуумала, на долю кото-
рого приходится 97,7% случаев заболеваний ГЛПС 
в России, а на долю вирусов Хантаан, Сеул, Амур 
и двух подтипов (Куркино и Сочи) вируса Добрава/
Белград — менее 3% [1]. Такая эпидемиологическая 
обстановка на территории России представляет со-
бой серьёзную угрозу населению. Ввиду отсутствия 
этиотропного лечения ГЛПС актуальна разработка 
вакцинного препарата для её профилактики [2].

Этап лицензирования прошли 6 хантавирус-
ных вакцин: 3 культуральных и одна мозговая в Ки-
тае и по одной мозговой вакцине в КНДР и Южной 
Корее, которые производятся на основе хантавиру-
сов Хантаан или Сеул. Ни одна из этих вакцин не 
может применяться в европейских регионах России, 
поскольку не обладает защитным действием против 
вируса Пуумала — основного возбудителя ГЛПС на 
этой территории [3]. В России разработка техноло-
гии изготовления инактивированных формалином 
или бета-пропиолактоном цельновирионных вак-
цинных препаратов на перевиваемой линии клеток 
Vero началась в 1990 г., когда удалось оптимизиро-
вать получение высокотитражного урожая вируса 
Пуумала [4]. Успешно прошли доклинические ис-
следования 3 кандидатных вакцинных препарата: 
моновакцина с использованием вируса Пуумала 
«PUUVAX» в 1990 г. [4], двухкомпонентная вакци-
на «Комби-ГЛПС-Вак» на основе вирусов Пуумала 
и Добрава/Белград (подтип Куркино) в 2008 г. [5], 
трёхкомпонентная вакцина «ГЛПС-Вак» на основе 
вирусов Пуумала, Добрава/Белград (подтип Сочи) 
и Хантаан в 2018 г. [6]. 

Иммуногенную активность и протективность 
инактивированных цельновирионных вакцинных 
препаратов для профилактики различных инфекций 
можно повысить с помощью адъювантов, которые 
способствуют пролонгированию иммунного ответа, 
снижению концентрации антигена и уменьшению 
кратности введения препаратов, обеспечивая рацио-
нальное соотношение доза–ответ [7, 8]. Вакцинный 
препарат для профилактики ГЛПС не является ис-
ключением. Ранее в рамках доклинических иссле-
дований мы оценивали возможное влияние различ-
ных групп адъювантов на повышение иммуноген-
ной активности моновалентного и поливалентного 
вакцинных препаратов для профилактики ГЛПС в 
ответ на их введение мышам BALB/c [9]. Установ-
лены наибольшая эффективность и целесообраз-
ность применения группы углеводных адъювантов 
на примере низкоэндотоксичного апирогенного 
липополисахарида (ЛПС), содержащего триациль-
ные производные липида А — Ac3-ЛПС Shigella 
sonnei, в вакцинном препарате для профилактики 
ГЛПС [10]. Также на мышах линии BALB/c и мор-

ских свинках были установлены оптимальная и ми-
нимальная иммунизирующие дозы хантавирусного 
вакцинного препарата (ХП) [9, 11]. Для решения 
вопроса о влиянии адъювантов на силу и длитель-
ность иммунного ответа в данном исследовании в 
качестве модели экспериментальных животных бы-
ли выбраны морские свинки Cavia porcellus. 

Адъюванты характеризуются большим разно-
образием, поэтому подбор осуществляется путём 
сравнения их эффективности на моделях животных, а 
также оценки их безопасности и переносимости [12].  
Они способны усиливать формирование иммунного 
ответа, генерируя долговременную Т- и В-клеточную 
память [13], определять конкретный тип иммунного 
ответа, который может быть смещён в сторону отве-
тов цитотоксических Т-клеток, определённых клас-
сов Т-хелперов и изотипов антител [14]. Врождённая 
иммунная система может распознавать патогены 
напрямую через различные образ-распознающие 
рецепторы, среди которых наиболее важными явля-
ются Toll-подобные рецепторы (TLR) [15, 16]. Они 
экспрессируются на дендритных, эндотелиальных 
и тучных клетках, макрофагах, нейтрофилах и т. д. 
и обладают широкой специфичностью в отношении 
консервативных молекулярных паттернов патогенов 
[17]. Традиционно применяемые адъюванты на ос-
нове алюминия и MF59 малоэффективны и не ока-
зывают заметного воздействия на клеточный иммун-
ный ответ [18]. В последнее время особое внимание 
стали уделять адъювантам на основе углеводов [12], 
которые безопасны, биосовместимы и способны сти-
мулировать сильные и длительные гуморальные и 
клеточные иммунные реакции [19] через TLR [20, 
21], нуклеотид-связывающие домены олигомериза-
ции, содержащие белок 2 [22], C-типа лектины [23] 
или CD1d-зависимые естественные киллеры [24], 
которые впоследствии стимулируют продукцию ци-
токинов [25]. Было показано, что монофосфорилли-
пид A, являясь нетоксичным компонентом ЛПС [26] 
и вместе с тем единственным агонистом TLR4 [27], 
одобрен в качестве адъюванта в вакцинах для лече-
ния рака, аллергии и инфекционных болезней [28]. 
Другой углеводный адъювант — глюкопиранозилли-
пид A — в доклинических исследованиях индуциро-
вал выработку цитокинов в составе вакцинных пре-
паратов за счёт стимуляции иммунных клеток [29]. 
Углеводные адъюванты растительного происхожде-
ния могут осуществлять доставку антигена к анти-
генпрезентирующим клеткам [30], являясь агониста-
ми TLR4 [27] или усилителями иммунного ответа 
[31]. Эти сигнальные каскады в конечном итоге ге-
нерируют антигенспецифические Т- и В-клеточные 
реакции, которые алюминий не может индуцировать 
[32], что сделало их пригодными для разработки вак-
цинных препаратов, в том числе против вирусов ве-
тряной оспы, иммунодефицита человека, папилломы 
человека и гепатита В [33]. 
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Безопасность и клиническая применимость 
Ac3-ЛПС как класса молекул показана в клиниче-
ских исследованиях кандидатной дизентерийной 
вакцины против Shigella flexneri «Флексвак» на ос-
нове Ac3-ЛПС S. flexneri 2a [34]. В исследованиях 
иммуногенной активности вакцины против гриппа 
H7N9 добавление адъюванта Sepivac SWE (SWE; 
эмульсия сквалена в воде) усиливало функциональ-
ные реакции антител у хорьков, а также позволяло 
снижать дозу антигена по меньшей мере в 6 раз [35].  
В составе белковых субъединичных вакцин про-
тив COVID-19 адъювант SWE на модели мышей 
BALB/c позволял сократить количество доз, способ-
ствовал увеличению количества нейтрализующих 
антител (нАТ) и индуцировал сбалансированные 
иммунные ответы Th1/Th2 по сравнению с гидрок-
сидом алюминия [36]. SWE-адъювантная вакцина 
против COVID-19 COVAC-2 вышла на клинические 
испытания NCT047021781 и NCT052090092.

Целью данного исследования являлось опре-
деление эффективности углеводных адъювантов 
различного происхождения в составе эксперимен-
тального ХП на основе вируса Пуумала на модели 
морских свинок. 

Материалы и методы
Использовали культуры клеток Vero (ATCC 

CСL-81) — перевиваемая культура клеток почки зе-
лёной мартышки, Vero-E6 (ATCCNo. CRL-1586) — 
клон Vero C1008 культуры VERO. 

Вирус Пуумала, штамм PUU-ТKD-VERO, де-
понирован в Государственной коллекции вирусов 
(Национальный исследовательский центр эпидемио-
логии и микробиологии им. почетного академика 
Н.Ф. Гамалеи МЗ РФ) под номером № 1026. Пол-
ногеномные сиквенсы штамма PUU-ТKD-VERO 
зарегистрированы в GenBank под номерами: S — 
MH251331, M — MH251332, L — MH251333. 

Для выявления и титрования хантавирусов в 
культуре клеток Vero E6 применяли метод фокус-
образующих единиц (ФОЕ) [37]. Вируснейтрали зую-
щие антитела (нАТ) выявляли по подавлению ФОЕ 
в культуре клеток Vero E6 в реакции нейтрализации 
[38]. За титр нАТ принимали разведение сыворотки, 
подавляющее 50% ФОЕ (РН/ФОЕ50), выявленных в 
контрольном образце вируса. Каждая проба сыво-
ротки крови трижды исследована в РН/ФОЕ50. 

Получение экспериментального хантавирусного 
препарата

Для исследований сравнительной эффектив-
ности адъювантов готовили полуфабрикаты ХП, 

1 A Clinical trial of COVAC-2 in healthy adults. 
 URL: https://clinicaltrials.gov/study/NCT04702178
2 A Clinical trial of COVAC-2 in adults. 
 URL: https://clinicaltrials.gov/study/NCT05209009

используя вирус Пуумала [6, 38]. После хрома-
тографической очистки первичного концентрата 
вируса Пуумала на мультимодальном сорбенте 
«Сapto Сore 700» («GE Healthcare») титр виру-
са до инактивации составлял 5,0 ± 0,4 lg ФОЕ/мл,  
2,32 × 106 ± 98 копий вирусной РНК/мл, общий белок   
30 ± 6 мкг/мл. Выделение РНК и определение коли-
чества копий РНК/мл методом ПЦР в реальном вре-
мени описаны ранее [39]. Этап инактивации прово-
дили бета-про пио лактоном в конечном разведении 
1 : 6000 при комнатной температуре в течение 1 ч 
на мешалке [40]. Оптимальной дозе ХП соответ-
ствовало содержание вируса 4,5 ± 0,3 lg ФОЕ/мл  
(1 × 104 ± 98 копий вирусной РНК/мл) и общего бел-
ка 20 ± 6 мкг/мл, а за минимальную дозу принима-
ли ХП, разведённый физиологическим раствором  
в 10 раз [9].

Инактивированный препарат хранили при тем-
пературе 6 ± 2ºС. Остаточную инфекционность ХП 
определяли по описанной методике [40]. При отсут-
ствии инфекционности после 5 последовательных 
пассажей в культуре клеток Vero приступали к кон-
тролю иммуногенной активности эксперименталь-
ных вакцинных препаратов.

Эксперименты с использованием инфекцион-
ных материалов проводили в лаборатории, оборудо-
ванной специальным блоком для работы с вируса-
ми 2-й группы патогенности, на работу с которыми 
имеется разрешение Роспотребнадзора.

Адъюванты 
Варианты низкоэндотоксичных ЛПС рода 

Shigella для исследования влияния на иммуноген-
ную активность в составе ХП, полученные в ГНЦ 
«Институт иммунологии» [11, 34]:

1) низкоэндотоксичный апирогенный ЛПС, 
содержащий гомогенные длинные О-полисахарид-
ные домены Ac3-ЛПС S. sonnei (ЛПСГ-S. sonnei,  
50 мкг/дозу);

2) низкоэндотоксичный апирогенный ЛПС, со-
держащий смесь коротких и длинных О-полисаха-
ридных доменов Ac3-ЛПС S. sonnei (ЛПС-S. sonnei, 
50 мкг/дозу);

3) гомогенный низкоэндотоксичный апиро-
генный ЛПС, содержащий гомогенные длинные 
О-полисахаридные домены Ac3-ЛПС S. flexneri 1B 
(ЛПС-S. flexneri, 50 мкг/дозу). 

Эмульсия наноэмульгированного сквалена 
животного происхождения по типу «масло в воде» 
(аналог MF-59) SEPIVAC SWE (SWE, в концен-
трации 100 мкг/дозу3) была безвозмездно передана 
компанией «Seppic» для проведения данных иссле-
дований. 

3 SEPIVAC SWE. 
 URL: https://www.seppic.com/en/sepivac-swe-pharma
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Иммунизация животных

Перед началом исследования животные, отве-
чающие критериям включения в эксперимент, были 
распределены рандомизированно на группы. Иссле-
дования выполняли на самках аутбредных морских 
свинок Hartley массой 290–330 г (n = 6), поставляе-
мых филиалом «Андреевка» Научного центра био-
медицинских технологий. Авторы подтверждают 
соблюдение институциональных и национальных 
стандартов по использованию лабораторных живот-
ных в соответствии с правилами, принятыми Евро-
пейской конвенцией по защите животных, исполь-
зуемых для экспериментальных и иных научных 
целей (Страсбург, 1986), и правилами лабораторной 
практики (Приказ Министерства здравоохранения 
РФ от 19.06.2003 № 267). Одобрение исследования 
подтверждается выпиской из протокола этического 
комитетом ФНЦИРИП им. М.П. Чумакова РАН (Ин-
ститут полиомиелита) от 10.06.2022 № 100622-5. 

К ХП с оптимальной и минимальной концен-
трациями антигена добавляли адъюванты. Живот-
ным контрольных групп вводили физиологический 
раствор в том же объёме и с соответствующей кон-
центрацией адъюванта, что и экспериментальным.

Животных экспериментальных групп (ХП, ХП-
ЛПСГ-S. sonnei, ХП-ЛПС-S. sonnei, ХП-ЛПС-S. flex-
neri, ХП-SWE) иммунизировали антигеном в опти-
мальной или сниженной в 10 раз концентрации.

Животным опытных групп вводили исследуе-
мый препарат в дозе 0,3 мл трёхкратно внутримы-
шечно (0, 14, 182 дня). Проведены 3 серии экспери-
ментов в идентичных дозах. Забор крови у морских 
свинок проводили каждые 14 дней от начала экспе-
римента пункцией сердца в течение года.

Сыворотки крови морских свинок прогревали 
при 56ºC в течение 30 мин и хранили до исследова-
ния при 6 ± 2ºС.

Статистический анализ

Минимальный объём выборки рассчитывали 
при помощи базовой функции power.t.test для уровня 
статистической значимости не менее 95%. Резуль-
таты экспериментов (совокупные данные 3 незави-
симых опытов) были проанализированы, сгенери-
рованы и графически представлены в программном 
обеспечении «GraphPad Prism v. 9.4.0». Уровень 
значимости различий между несколькими группами 
определяли с использованием непараметрическо-
го метода трёхстороннего дисперсионного анализа 
ANOVA с тестом множественного сравнения Тьюки. 
Иммуногенную активность выражали в виде средне-
геометрических значений титра нАТ в двоичных ло-
гарифмах ± стандартное отклонение. Статистически 
значимыми принимали различия при p ≤ 0,05. 

Результаты 
Титры антител у животных до начала имму-

низации во всех группах были отрицательными, 
а в группах отрицательного контроля оставались 
отрицательными (титры нАТ ≤ 4) в течение всего 
эксперимента. Средние геометрические титры нАТ, 
вырабатываемых в ответ на различные комбинации 
вакцины против Пуумала с адъювантами и без, при-
ведены на рис. 1–4. Группами сравнения являлись 
ХП и ХП-1/10. Сравнение титров нАТ проводили 
между ними и другими группами, иммунизирован-
ными ХП с добавлением различных адъювантов в 
соответствующий день отбора сыворотки крови.  
В экспериментальных группах нАТ определялись 
через 14 дней после 1-й иммунизации у всех жи-
вотных. Анализ динамики нарастания титра нАТ в 
сыворотках крови морских свинок в эксперимен-
тальных группах продемонстрировал существен-
ные различия. Первичный ответ выражался в повы-
шении уровня нАТ в сыворотках крови уже после 

Рис. 1. Кинетика титра нАТ в сыворотках крови морских свинок в ответ на двукратное введение ХП в оптимальной 
дозе. 

Fig. 1. Kinetics of neutralizing antibody titers in guinea pig blood sera  in response to two doses of HV administered  
at optimal dosage. 
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Рис. 4. Кинетика титра нАТ в сыворотках крови морских свинок в ответ на бустерное введение минимальной дозы 
иммуногена в составе ХП.

Fig. 4. Kinetics of neutralizing antibody titers in guinea pig blood sera in response to booster administration  
of HV at a minimal dose.

Рис. 2. Кинетика титра нАТ в сыворотках крови морских свинок в ответ на трёхкратное введение ХП. 
Fig. 2. Kinetics of neutralizing antibody titers in guinea pig blood sera in response to three doses of the HV.

Рис. 3. Кинетика титра нАТ в сыворотках крови морских свинок в ответ на двукратное введение минимальной дозы 
антигена в ХП. 

Fig. 3. Kinetics of neutralizing antibody titers in guinea pig blood sera in response to two doses of HV administered  
at minimal dosage.
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1-й иммунизации во всех группах по сравнению с 
контролем. Пиковые значения для разных групп на-
блюдали в разные дни: на 56-й день — для ХП (9,0 ± 
0,2log2), ХП-ЛПС-S. sonnei (9,2 ± 0,25log2), ХП-SWE  
(10,15 ± 0,22log2), на 70-й день — ХП-ЛПСГ-S. sonnei  
(9,54 ± 0,28log2), на 126-й день — ХП-ЛПС-S. flexneri 
(8,92 ± 0,22log2).

Для ХП-ЛПСГ-S. sonnei и ХП-ЛПС-S. sonnei 
наблюдали плавное снижение титров нАТ ниже та-
кового для ХП. К 364-му дню титр нАТ составлял 
4,6 ± 0,2; 5,00 ± 0,23 и 5,6 ± 0,21log2 соответственно. 
В группе ХП-ЛПС-S. flexneri наблюдали более стре-
мительное снижение титров нАТ, достигшее порога 
отсечения на 336-й день. В присутствии SWE на-
блюдали крайне медленное снижение титров нАТ. 
На 364-й день титр нАТ оставался на уровне 7,0 ± 
0,2log2. В сыворотках крови всех эксперименталь-
ных морских свинок к 364-му дню после двукрат-
ной иммунизации сохранялись нАТ. 

На фоне снижения нАТ в сыворотках кро-
ви морских свинок бустерное введение препарата 
на 182-й день от начала иммунизации приводило 
к формированию аналогичного профиля нАТ для 
всех исследуемых групп (рис. 2). Нарастание до пи-
ковых значений наблюдали: к 238-му дню для ХП 
(9,48 ± 0,3log2), на 266-й день — ХП-ЛПС-S. flexneri 
(8,92 ± 0,2log2) и ХП-SWE (9,19 ± 0,22log2), на 294-й  
день — ХП-ЛПСГ-S. sonnei (9,4 ± 0,25log2) и ХП-
ЛПС-S. sonnei (9,7 ± 0,25log2), с последующим 
плавным снижением. 

При этом уменьшение концентрации имму-
ногена в ХП в 10 раз индуцировало аналогичную 
динамику нарастания титра нАТ пропорционально 
вводимой дозе, но иммуномодулирующая эффек-
тивность адъювантов в таких условиях также бы-
ла различна (рис. 3). Пиковые значения для разных 
групп наблюдали в разные дни: на 14-й день — для 
ХП-1/10-ЛПС-S. flexneri (5,34 ± 0,3log2), на 28-й — 
ХП-1/10 (6,50 ± 0,26log2), ХП-1/10-ЛПС-S. sonnei 
(5,43 ± 0,26log2) и ХП-1/10-SWE (6,35 ± 0,30log2), 
на 56-й — ХП-1/10-ЛПСГ-S. sonnei (5,7 ± 0,2log2). 
Снижение уровня нАТ в сыворотках крови ниже 
порога отсечения наблюдали на 266-й день для ХП-
1/10-ЛПСГ-S. sonnei (4,00 ± 0,2log2), на 294-й — 
ХП-1/10-ЛПС-S. sonnei (4,0 ± 0,2log2), на 308-й — 
ХП-1/10-ЛПС-S. flexneri (4,0 ± 0,2log2) и ХП-1/10-
SWE (4,0 ± 0,2log2), на 364-й — ХП (4,32 ± 0,25log2).

Бустерная иммунизация этими же препарата-
ми через 182 дня приводила к пиковым значениям 
нАТ в сыворотках крови морских свинок: на 224-й 
день для ХП-1/10-ЛПС-S. sonnei (6,50 ± 0,26 log2) и 
ХП-1/10-ЛПС-S. flexneri (6,1 ± 0,3log2), на 238-й — 
ХП-1/10-ЛПСГ-S. sonnei (6,76 ± 0,2log2), на 294-й —  
ХП-1/10 (7,57 ± 0,20log2) и ХП-1/10-SWE (8,23 ± 
0,26log2) (рис. 4). После максимальных значений ти-
тра нАТ наблюдали их плавное снижение к 364-му  
дню (выше порога отсечения). 

Обсуждение
Впервые рассмотрена эффективность адъю-

вантов в составе экспериментального ХП на основе 
вируса Пуумала на морских свинках, которые часто 
используются в качестве модели для ряда инфекци-
онных заболеваний человека из-за сходства индук-
ции иммунного ответа [40]. 

Анализ динамики продуцирования нАТ в экс-
периментальных группах показал существенное 
различие степени их иммуногенной активности в 
зависимости от комбинации ХП с адъювантом. По-
добные результаты мы наблюдали в наших предыду-
щих экспериментах на модели BALB/c, когда была 
установлена индукция гуморального и клеточного 
иммунного ответа для нативного ХП и его комбина-
ции с адъювантами различного происхождения [9].  
Однако модель морских свинок позволила подтвер-
дить формирование иммунологической памяти и 
выявить существенные различия в нарастании ти-
тров нАТ для разных экспериментальных групп, 
несмотря на одинаковую схему иммунизации.  
В целом наблюдалась схожая динамика титров нАТ 
после иммунизации ХП как в оптимальной, так и 
в сниженной в 10 раз концентрации антигена [11]. 
Выраженный для обоих вариантов бустерный эф-
фект характеризовался более высоким уровнем 
нАТ в сыворотках крови экспериментальных жи-
вотных, что подтверждает эффективность иммуни-
зации и позволяет судить о возможности примене-
ния сниженной дозы антигена для определённых 
групп граждан [11]. Стоит отметить, что в данном 
исследовании важным критерием эффективной им-
мунизации было определение влияния бустерной 
иммунизации ХП в комбинации с углеводными 
адъювантами через 182 дня после 1-й иммуниза-
ции, особенно для минимальных доз иммуногена, 
что может значительно увеличивать доступность 
вакцины в условиях эпидемиологических вспышек.

Для низкоэндотоксичного апирогенного ЛПС 
рода Shigella, использованного в качестве адъ-
юванта, наблюдали различную картину в дина-
мике нарастания нАТ. ХП-ЛПСГ-S. sonnei и ХП-
ЛПС-S. sonnei в концентрациях 50 мкг/дозу инду-
цировали ранний гуморальный иммунный ответ, с 
формированием «плато» нАТ с высоким титром с 
14-го по 126-й день после 1-й иммунизации. Для 
ХП-ЛПСГ-S. sonnei отмечалось значительное про-
лонгирование индукции нАТ до 224-го дня с менее 
выраженным подъёмом после бустерного введения 
на 294-й день, как и для ХП-ЛПС-S. sonnei. Такой 
эффект можно связать с избыточной стимуляцией 
иммунной системы и для уменьшения подобного 
воздействия целесообразно увеличить интервал 
для бустерной иммунизации до 1 года либо сни-
зить концентрацию антигена в вакцинном препа-
рате. Таким образом, иммуноадъювантный эффект 
ЛПСГ-S. sonnei заключается в пролонгировании гу-
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морального иммунного ответа, что позволит увели-
чить интервалы в схеме иммунизации. Безусловно, 
низкоэндотоксичные апирогенные Ac3-ЛПС явля-
ются многообещающими адъювантами с подтверж-
дённым в клинических исследованиях отсутствием 
стимуляции продукции провоспалительных цитоки-
нов (фактора некроза опухоли-α, интерлекинов-1β и 
-6), системных и местных эндотоксичных побочных 
реакций при парентеральном введении доброволь-
цам в дозе 50 мкг [34]. Данные нашего исследования 
показали существенный подъём титра нАТ в ответ 
на бустерную иммунизацию препаратом, содержа-
щим в 10 раз меньше антигена в комбинации с тремя 
ЛПС, однако титр нАТ не поднимался в сыворотках 
крови морских свинок статистически значимо выше, 
чем при введении ХП-1/10. Таким образом, наиболее 
выраженный иммунноадъювантный эффект ЛПС за-
ключался в пролонгировании индукции нАТ при оп-
тимальной дозе антигена.

Менее выраженный иммунный ответ ХП-
ЛПС-S. flexneri в концентрации 50 мкг/дозу выра-
жался в более отдалённом формировании пика нАТ 
(к 126-му дню) в сравнении с ХП (на 56-й день). 
Для ХП-ЛПС-S. flexneri первичный ответ выражал-
ся в более значительном повышении уровня нАТ в 
сыворотке крови морских свинок по сравнению с 
нативным ХП после первой иммунизации. Бустер-
ное введение препарата приводило к повышению 
уровня нАТ с формированием повторного пика на 
266-й день.

Для SWE в концентрации 100 мкг/дозу наблю-
дали наиболее выраженный иммуноадъювантный 
эффект. Однако из-за избыточной стимуляции им-
мунной системы бустерное введение препарата на 
182-й день не приводило к ожидаемому подъёму 
уровня нАТ в сыворотках крови морских свинок. 
Вероятно, увеличение интервала в схеме иммуни-
зации позволило бы компенсировать нагрузку на 
иммунную систему. Наиболее выраженный иммун-
ный ответ был получен в ответ на ХП-1/10-SWE. 
Это подтверждает теорию об усилении иммунного 
ответа за счёт оптимального соотношения анти-
ген : адъювант [11]. Для адъюванта Sepivac SWE в 
концентрации 100 мкг/дозу показана иммунологи-
ческая и экономическая целесообразность приме-
нения низких доз антигена. Подобная комбинация 
на фоне усиления антигенспецифических иммун-
ных реакций и формирования иммунологической 
памяти позволяет уменьшить оптимальную дозу 
антигена и/или количество инъекций. 

Заключение
Результаты свидетельствуют о раннем форми-

ровании иммунного ответа, интенсивность которого 
зависела от дозы вводимого иммуногена и комбина-
ции с адъювантами. Наблюдаемые закономерности 
при иммунизации оптимальными и сниженными 

в 10 раз концентрациями антигена в ответ на бу-
стерное введение обосновывают целесообразность 
меньших доз или увеличение интервалов между 
бустерными инъекциями во избежание избыточной 
стимуляции иммунной системы, что было показано 
нами ранее [11]. Обобщая результаты исследования, 
можно сделать вывод о том, что наиболее перспек-
тивными в составе ХП против ГЛПС можно рас-
сматривать низкоэндотоксичный апирогенный Ac3-
ЛПС S. sonnei, содержащий гомогенные длинные 
О-полисахаридные домены, и эмульсию наноэмуль-
гированного сквалена животного происхождения 
по типу «масло в воде» (аналог MF59) Sepivac SWE 
в концентрациях 50 и 100 мкг/дозу соответственно. 
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Hospital environment microbiome
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Kemerovo State Medical University, Kemerovo, Russia

Abstract
The aim of the review is to give a brief description of the biodiversity and structure of the hospital environment 
microbiome based on molecular genetic research methods.
Until a certain time, studies of the hospital environment microbiota for the purposes of epidemiological surveillance 
and control of healthcare-associated infections (HAIs) were based on routine microbiological identification of 
clinically relevant bacterial taxa. Discovery of DNA, the development of sequencing technologies, PCR and 
cloning techniques enabled the investigation of microbial communities using cultivation-independent, DNA and 
RNA-based approaches. At the current level of knowledge, the hospital environment can be considered as a 
superorganism with its own microbiome. Multiomic technologies, including meta-transcriptomic, meta-proteomic 
and metabolomic approaches, provide detailed information about microbial activity in the environment. Now it has 
been established that there is a stable core of the hospital microbiome where the vast majority of microorganisms 
are necessary for the functioning of the hospital ecosystem and are not classified as human pathogens. The 
hospital microbiome has a homogeneous structure composed by a massive dominance of a few taxa and microbial 
network with low connectivity forming a clustered topology. A keystone species is a taxon whose importance for 
maintaining community structure is relatively higher than others and its identification is of paramount importance. 
Due to the lack of knowledge of the hospital environment microbiome by molecular genetic technologies, there is 
no single shared point of view on the microbial diversity in different healthcare facilities. But there is no doubt that 
molecular genetic technologies will shed light on the evolution of hospital strains and determine which indicators 
are the most informative for monitoring and prognosis of HAIs.

Keywords: healthcare-associated infections, hospital environment, microbiome, biodiversity

Funding source. This study was not supported by any external sources of funding.
Conflict of interest. The author declares no apparent or potential conflicts of interest related to the publication of this 
article.
For citation: Brusina E.B. Hospital environment miocrobiome. Journal of microbiology, epidemiology and immunobiology. 
2024;101(3):393–398. DOI: https://doi.org/10.36233/0372-9311-520
EDN: https://www.elibrary.ru/lrlfrw

Научный обзор
https://doi.org/10.36233/0372-9311-520

Микробиом больничной среды 
Брусина Е.Б.
Кемеровский государственный медицинский университет, Кемерово, Россия

Аннотация
Цель обзора — дать краткую характеристику биоразнообразию и структуре микробиома больничной сре-
ды на основе молекулярно-генетических методов исследования. 
До определённого времени исследования микробиоты больничной среды для целей эпидемиологической 
диагностики инфекций, связанных с оказанием медицинской помощи, и их контроля основывались на 
культуральных методах. Вместе с новыми молекулярно-генетическими технологиями изучения микробио-
ма появилась и возможность применения более широкого диапазона характеристик микробного биоразно-
образия. На современном уровне знаний больничная среда может рассматриваться как суперорганизм с 
собственным микробиомом. Мультиомные технологии, включая метатранскриптомный, метапротеомный и 
метаболомный подходы, предоставляют подробную информацию о микробной активности в окружающей 
среде. Установлено, что существует устойчивое ядро больничного микробиома, в котором подавляю щее 
большинство микроорганизмов необходимы для функционирования больничной экосистемы и не относят-
ся к числу микроорганизмов, вызывающих инфекционный процесс у человека. Госпитальный микробиом 
гомогенен, имеет однородную структуру, в которой несколько таксонов доминируют, а остальные ком-

© Brusina E.B., 2024
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поненты микробной сети обладают низкой связностью, образующей кластерную топологию. Ключевым 
видом является таксон, значение которого для поддержания структуры сообщества относительно выше, 
чем других, и его идентификация имеет первостепенное значение. Из-за малой изученности микробио-
ма больничной среды молекулярно-генетическими технологиями не существует единой точки зрения на 
степень микробного разнообразия в разных медицинских организациях. Несомненно, что молекулярно-ге-
нетические технологии позволят пролить свет на процесс формирования госпитальных штаммов, опреде-
лить, какие индикаторные детерминанты являются наиболее информативными с точки зрения мониторин-
га и прогноза эпидемического неблагополучия.

Ключевые слова: инфекции, связанные с оказанием медицинской помощи, больничная среда, микро-
биом, биоразнообразие
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Introduction
Healthcare-associated infections (HAIs) accom-

pany all healthcare settings in the world without excep-
tion and significantly affect the quality of care. Their 
frequency varies considerably and, according to various 
estimates, is 130–203 episodes per 1000 patient-days1.  
In severe forms of HAIs, mortality can reach 30% [1] 
and increase by another 20% within a year after sepsis 
[2]. The cost of patient treatment in case of complica-
tions of HAIs increases by 2.7 times [3]. 

The frequency of HAIs is a variable parameter and 
depends on many variables: the capacity of a medical 
organization, its architecture, equipment, medical tech-
nologies used, the type of departments, the prevailing 
pathology and age of patients, their comorbidity, du-
ration of hospitalization, the system of prevention and 
control of HAIs and others. However, even with the 
marked heterogeneity of indicators and determinants 
influencing them, it is obvious that HAIs continue to 
be a global problem with a heavy burden in the form of 
ethical, medical, financial and social components [4]. 

A significant proportion of the events that deter-
mine the epidemic process of HAIs occur in the hospital 
environment. The hospital environment is a complex, 
dynamic, unique chemical and physical habitat charac-
terized by a high diversity of microorganisms and special 
conditions for their selection and growth. Its uniqueness 
is determined by the relative limited space within which 
hospital microorganisms circulate in the population of 
weakened by the main disease, often immunodeficient 
patients; the combination of natural and artificial path-
ways and factors of microbial transmission; and the con-
stant selective pressure of antimicrobial agents [5]. 

1 WHO. Report on the Burden of endemic Health Care-Associated 
Infection Worldwide;2011. URL: https://www.who.int/
publications/i/item/report-on-the-burden-of-endemic-health-
care-associated-infection-worldwide

Compared to public buildings, multi-storey and 
private houses, the hospital environment is subjected to 
aggressive exposure to a variety of chemicals (disinfec-
tants, antibiotics, drugs), which leads to the dominance 
of human-associated bacteria with a higher component 
of pathogenic and opportunistic microorganisms [6]. 

To date, it has been established that low (less than 
0.4) biodiversity coefficient and virulence are pathog-
nomonic features of hospital strain populations. Selec-
tion of a hospital strain (clone) is the result of complex 
interpopulation interactions, adaptation of a certain mi-
croorganism to specific hospital conditions, in the pro-
cess of which it acquires properties that significantly in-
crease its competitive advantages. The primary forma-
tion of hospital strains (clones) occurs in intensive care 
units. It has been established that a limited spectrum 
of bacteria has epidemic potential, necessary and suf-
ficient for epidemic spread in the hospital environment 
and colonization of the main ecological niches [5, 7, 8]. 

The evolution of etiologic and clinical forms of 
HAIs is largely dependent on the level of development 
of medicine and its technologies. Historically, it has 
traveled a centuries-old path from plague and cholera 
in the first hospice houses to modern HAIs caused by 
ESKAPE pathogens [9]. Understanding the ecology of 
this complex community is extremely important for the 
effective control of HAIs, as these processes are the ba-
sis for the selection of hospital strains that cause at least 
60% of HAIs.

The aim of the review is to briefly characterize the 
biodiversity and structure of the hospital environment 
microbiome on the basis of molecular genetic research 
methods.

At the current level of knowledge, the hospital en-
vironment can be considered as a superorganism with 
its own microbiome [10]. The type of persistent micro-
biome is particularly important because it directly cor-
relates with the risk of HAIs [11]. 

© Брусина Е.Б., 2024
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The concept of microbiome was first formulated 
in 1988 by J.M. Whipps et al. [12]. The microbiome is 
defined as a characteristic microbial community occu-
pying a well-defined habitat with distinct physical and 
chemical properties. Microbiome not only refers to the 
microorganisms involved, but also covers the sphere 
of their activities, which leads to the formation of cer-
tain ecological niches. The microbiome, which forms 
a dynamic and interactive microecosystem subject to 
changes in time and space, is integrated into macroeco-
systems including eukaryotic hosts and here is crucial 
to their functioning and health [13].

Little is known about how the microbiome of a 
medical organization is formed and what factors influ-
ence its evolution [14].

It is well established that, compared to the micro-
biome of urban infrastructure facilities, the microbial 
diversity of the hospital environment is significantly 
lower [15].

Until a certain time, studies of the microbiota of 
the hospital environment for the purposes of epidemio-
logic diagnostics of HAIs and their control were based 
on culture methods. However, numerous studies have 
shown the random nature of the results obtained with this 
approach and significant limitations, and the approach it-
self has been figuratively characterized as a search for a 
needle in a haystack. However, these methods certainly 
provide an opportunity to detect indicator bacteria. Using 
these methods, the spectrum of isolated microorganisms 
is limited to those that are able to grow on the selected 
culture media, which does not effectively characterize 
the microbial diversity of abiotic hospital surfaces [16]. 

To monitor microbial communities in hospitals, 
16S rRNA sequencing technology has been used in re-
cent decades [17, 18]. 

Technological advances in next-generation se-
quencing and metagenomics have transformed the ability 
to study microbial diversity in the hospital environment, 
as evidenced by the explosive growth of microbial ecolo-
gy research [19]. There is an unprecedented opportunity 
for rapid global studies of microorganisms and their tax-
onomic and functional annotation, which is particularly 
important for surveillance of microorganisms, including 
those acquiring antimicrobial resistance [20, 21].

Together with new molecular genetic technologies 
for studying the microbiome, a broader range of micro-
bial biodiversity characterization has become possible. 
There are more than 40 different biodiversity indices 
widely used in biology, some of which are suitable for 
characterizing the biodiversity of the microbiomes of 
the hospital environment, patients and medical staff. 
The assessment of alpha diversity is based on species 
richness (number of species per unit area) and the even 
distribution of species in terms of their abundance in 
the community. Dominant, associated and rare species 
(relative abundance of less than 1%) are assessed. Be-
ta-diversity characterizes the variability of alpha-diver-

sity indices in space – along gradients of environmental 
factors or during the transition from one community 
type to another. It is assessed through similarity and 
heterogeneity indices. The most commonly used indi-
ces to characterize biodiversity are Shannon, Simpson, 
Chao1, Bray–Curtis, Sørensen–Dyce and others. They 
reflect the complexity of microbial community structure 
and the degree of prevalence of certain bacteria [22]. 

Multiomic technologies including meta-transcrip-
tomic, meta-proteomic and metabolomic approaches 
provide detailed information on microbial activity in 
the environment. A stable core of the hospital micro-
biome was found to exist, in which the vast majority 
of microorganisms are essential for the functioning of 
the hospital ecosystem and are not among the microor-
ganisms that cause infectious process in humans. The 
complex communities they form are represented by a 
large number of taxa in which species interactions and 
communication are crucial for population dynamics 
and functional activity [23]. 

Studies of the microbiome of the hospital envi-
ronment during the period when the buildings were not 
yet operational confirmed the presence of this rather di-
verse and stable microbial community, which was sub-
sequently joined by microorganisms typical of human 
skin when the clinic started operating. Over time, the 
biodiversity decreased significantly [24]. 

Because of the poor understanding of the micro-
biome of the hospital environment by molecular ge-
netic technologies, there is no consensus on the degree 
of microbial diversity in different healthcare settings. 
Few studies have focused on adult and pediatric inten-
sive care units [25, 26]. K.M. Hewitt et al. found that 
each surface from which samples were taken in neo-
natal intensive care units was populated by tens to hun-
dreds of bacterial genera, with an average of about 100 
bacterial genera on the surface [27]. It was found that a 
significant (W = 110; p = 1.3 × 10–7) decrease in micro-
bial diversity on the surfaces by 50% was accompanied  
by a significant (W = 202.5; p = 0.01) increase (by 20%) 
in the proportion of resistant bacterial strains [10].

M.M. Mustapha et al., using comparative ge-
nomics methods, identified a huge diversity of bac-
terial pathogens. They identified bacteria belonging 
to 97 different species that encompassed 14 different 
species groups. Furthermore, 23 species that had not 
been previously described were identified, including 
potentially new species of Acinetobacter, Citrobacter, 
Proteus, Providencia, Pseudomonas, Serratia and Ste-
notrophomonas. A total of 41 (1.4%) isolates belonged 
to these potentially novel species [28]. However, pro-
nounced microbial diversity was not only detected in 
potentially pathogenic bacterial species inhabiting 
the surfaces of the hospital environment. K. Li et al. 
showed using 16S rRNA gene sequencing that Proteo-
bacteria and Firmicutes were the most important types 
in two intensive care units in China (70.55 and 15.58% 
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of all samples, respectively) [29]. R. Dai et al. investi-
gated the hospital microbiome during the COVID-19 
pandemic and also found Firmicutes (51.6%), Bacte-
roidetes (25%), and Proteobacteria (13.6%) to be pre-
dominant, while Ascomycota and Basidiomycota were 
the dominant fungi (39.4 and 14.2%, respectively) [30]. 
It is also worth noting that Propionibacterium were not 
found among the dominant ones as found in previous 
studies [29, 31]. 

Significant microbial diversity was also demon-
strated by our study of dust particles from hospital ven-
tilation grids [32]. 

A study by P.H. Rampelotto et al. researched the 
complex picture of interrelationships between bacterial 
taxa coexisting in the hospital environment using net-
work analysis [18]. The model of network analysis in 
conditions of deep uncertainty allows to consider dif-
ferent scenarios of situation development. The centra-
lity index identifies the key elements that play a major 
role in the system. Contrary to previous studies [11], 
the hospital microbiome has been shown to be homo-
geneous, with a homogeneous structure in which a few 
taxa dominate and the remaining components of the mi-
crobial network have low connectivity, forming a clus-
tered topology [18]. These structural properties offer 
opportunities to understand which microorganisms are 
most important for maintaining the structure and inter-
actions of microbial communities in hospital settings.  
A keystone species is a taxon whose importance in main-
taining community structure is relatively higher than 
others and its identification is of paramount importance 
[33]. To date, limited research has been conducted on 
microbial competition events in a spatial and multi-
plexed manner, partly due to the lack of available tools. 

P.H. Rampelotto et al. showed that the strategy of 
identifying mutualistic and competitive intermicrobial 
relationships can be used as a theoretical framework 
to identify potentially strong negative correlations be-
tween pathogens and other species, to determine how 
one species inhibits the growth of another, and to es-
tablish which components are involved in such interac-
tions [18]. As a proof of concept, using in vitro co-cul-
ture, D.J. Gonzalez et al. demonstrated that Bacillus 
subtilis, which is almost ubiquitous in nature, is able to 
inhibit the growth of an epidemic isolate of Staphylo-
coccus aureus and has the ability to specifically release 
a molecule with antimicrobial and metabolism-altering 
properties [34]. 

Without regular inoculation, human-associated 
bacteria do not persist in high relative numbers on hos-
pital environmental surfaces. These bacteria, adapted to 
exist on the skin of their human host, may be displaced 
by resistant environmental associated species [14]. 
Some ecological species (e.g., Bacillus spp.) are able to 
survive in nutrient-poor environments through behav-
iors such as direct antagonism, competition for limited 
resources and/or spore formation [35–37].

M.M. Mustapha et al. found that Clostridium diffi-
cile had the lowest rate of evolution, vancomycin-resis-
tant Enterococci and methicillin-resistant Staphylococ-
cus aureus had intermediate rates, and Pseudomonas 
aeruginosa had the highest rates. Rates overall varied 
nearly 100-fold among the species studied, ranging 
from 0.4 single polymorphisms per genome per year 
for C. difficile to 28.80 for Pseudomonas aeruginosa. 
These data partly explain the difference in the rate of 
formation of hospital strains (clones) in different bacte-
rial species [28].

The use of next-generation sequencing-based meth-
ods allows us to demonstrate horizontal transfer of ge-
netic material between microorganisms through conju-
gation, but transformation and transduction can also con-
tribute to spread of resistance and virulence genes [38].

Because of the significant exchange between the 
human microbiome, particularly the skin and intestinal 
tract, and the microbiome of the hospital environment 
(building), the essential role of the hospital microbiome 
is evident but far from fully understood [39, 40].

A more variable part of virulent microorganisms, 
often highly resistant to antimicrobial agents and capa-
ble of causing pathologic processes in patients, are add-
ed to the stable core of the hospital microbiome. The 
taxonomic composition of this part of the hospital mi-
crobiome depends on the type of department, medical 
technology, and patients and is highly correlated with 
the human skin microbiota. Its variability may also be 
determined by the peculiarities of the microbiome out-
side the medical organization and may be influenced by 
climatic factors such as average daily seasonal tempera-
ture and humidity. In intensive care units, the microbial 
community varies considerably with the season of the 
year, yet several pathogen species are present on surfac-
es of the hospital environment year-round, but there is 
very limited information on such relationships [29]. 

It remains to be determined whether the variation 
in the microbiome is essentially a stochastic process or 
whether deeper analysis will reveal patterns [41].

Conclusion
Despite the very scarce data available to us, it is 

clear that molecular genetic technologies have opened 
up qualitatively new opportunities to study the hospital 
microbiome. This new direction will allow us to un-
derstand how the core of the microbiome is structured, 
which taxa play a key stabilizing role, what changes in 
this structure affect the process of formation of hospital 
strains (clones), and which determinants are the most 
informative in terms of monitoring and predicting epi-
demic disease. This new knowledge, together with an-
tibiotic stewardship programs, epidemiological surveil-
lance, isolation and restriction measures, disinfection 
and adherence to hand hygiene protocols, will provide 
effective approaches to preventing infections caused by 
the selection of hospital strains of microorganisms.
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Abstract
Discontinuation of vaccination after the completion of Smallpox global eradication program led to a sharp decrease 
in the level of collective immunity not only to smallpox but also to other orthopoxvirus infections. Over the past 
10–15 years, the world has seen an increase in the frequency of diseases caused by smallpox viruses of cows, 
buffaloes, camels. The outbreak of mpox (a disease caused by the monkey pox virus) occurred in 2022–2023. 
Analysis of the literature data on the organization of the orthopoxvirus genome suggest that smallpox could have 
occurred in the past as a result of evolutionary changes in the zoonotic progenitor virus. In this regard, there is 
a threat of a new particularly dangerous anthropozoonosis, the pathogen of which can occur both naturally and 
artificially. 
The aim of the review is to analyze open science published data on aerobiological research with OPVs conducted 
by the U.S. Department of Defense from 1994-2013, which was a period of restricted research and storage of 
smallpox virus samples. The authors did not find any publications of the results of aerobiological research with 
orthopoxviruses conducted by the US Department of Defense after 2013 in open scientific sources. 
The review presents a data analysis in Russian and English-speaking scientist publication as well as those 
posted on the Internet.
The presented results of aerobiological studies with orthopoxviruses indicate the interest of the US military 
department in carrying out experimental work of dual use, including monitoring of the properties of orthopoxviruses 
and a possible change in their pathogenicity for humans, selection of optimal laboratory models for studying the 
properties of orthopoxviruses, and the possibility of modeling the properties of the smallpox virus when using 
other orthopoxviruses (cowpox virus, rabbit pox virus, monkey pox virus), modeling of the main characteristics 
of the disease caused by the smallpox virus in humans and evaluation of the effectiveness of existing and newly 
developed vaccines against smallpox, comparative study of effectiveness of antiviral drugs for regular or post-
exposure prophylaxis of naturally occurring smallpox and monkey smallpox.
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Аннотация
Прекращение вакцинации после завершения «Программы глобальной ликвидации натуральной оспы» 
привело к резкому снижению уровня коллективного иммунитета не только к натуральной оспе, но и к дру-
гим ортопоксвирусным (ОПВ) инфекциям. За последние 10–15 лет в мире произошло увеличение частоты 
заболеваний, вызванных вирусами оспы коров, оспы буйволов, оспы верблюдов. В 2022–2023 гг. прои-
зошла вспышка mpox (заболевание, вызываемое вирусом оспы обезьян). Анализ данных литературы об 
организации генома ОПВ позволяет предположить, что возбудитель натуральной оспы мог в прошлом воз-
никать в результате эволюционных изменений зоонозного вируса-прародителя. В связи с этим существует 
угроза возникновения нового особо опасного антропозооноза, возбудитель которого может возникнуть как 
естественным, так и искусственным путём. 
Целью обзора является анализ опубликованных в открытых научных источниках данных об аэробиоло-
гических исследованиях с ОПВ, проводимых Министерством обороны США в 1994–2013 гг. — в период 
ограничения научных исследований и хранения образцов вирусов оспы. Публикации результатов аэро-
биологических исследований с ортопоксвирусами, проводимых Минобороны США после 2013 г., в откры-
тых научных источниках авторами не найдены.
Результаты аэробиологических исследований с ОПВ свидетельствуют о заинтересованности военного ве-
домства США в проведении экспериментальных работ двойного назначения, включают мониторинг за 
свойствами ОПВ и возможное изменение их патогенности для человека, выбор оптимальных лаборатор-
ных моделей для изучения свойств ОПВ и возможности моделирования свойств вируса натуральной оспы 
при использовании других ОПВ (вирусы оспы коров, оспы кроликов, оспы обезьян), моделирование основ-
ных характеристик заболевания, вызываемого вирусом натуральной оспы, у человека и оценка эффектив-
ности имеющихся и вновь разрабатываемых вакцин против натуральной оспы, сравнительное изучение 
эффективности противовирусных лекарственных средств для профилактики или экстренной профилакти-
ки натуральной оспы и оспы обезьян.

Ключевые слова: ортопоксвирусы, вирус натуральной оспы, вирус оспы кроликов, вирус оспы обезьян, 
вирус оспы коров, лабораторная модель, моделирование свойств вируса, средства медицинской защи-
ты
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Introduction
The discontinuation of vaccination after the com-

pletion of the Global Smallpox Eradication Program 
has led to a dangerous situation, as a significant propor-
tion of the world's population has become susceptible 
to both smallpox and other human pathogenic ortho-
poxviruses (OPVs) due to the loss of population im-
munity [1, 2]. The latter can lead to a global epidemic 
emergency [2, 3].

A clear example of this is the development of 
monkeypox outbreak in 2022-2023 (since 28.11.2023 
the disease has been renamed by the Taxonomic Com-
mittee and is now known as “mpox”) [4], the increase 
in the frequency of diseases caused by cowpox, buffalo 
pox and camelpox viruses in the world over the last 10-
15 years [5].

In nature, representatives of various zooanthro-
ponotic OPVs circulate practically on all continents and 
periodically cause diseases among animals and humans. 
For example, isolated cases of poxvirus infections have 
been reported in Brazil and other parts of South Ameri-
ca [6, 7]. Isolates from humans and livestock have been 
found to have a high degree of affinity to the vaccine 
virus [8, 9]. When investigating the possible role of 
primates as carriers of vaccine-like viruses, a high per-
centage of seropositive results was found [10].

Analysis of literature data on the organization of 
the OPV genome suggests that the smallpox pathogen 
may have arisen in the past as a result of evolutionary 
changes in the zoonotic progenitor virus. In this regard, 
there is a threat of a new particularly dangerous an-
thropozoonosis [11–13].

The aim of the review is to analyze open scientific 
published data on aerobiological research with OPVs 
conducted by the U.S. Department of Defense during 
the years 1994–2013. During this period, the World 
Health Organization imposed restrictions on research 
and storage of smallpox virus samples for all institu-
tions worldwide, except for two international reposi-
tories: the Center for Disease Control and Prevention 
(USA) and the State Scientific Center for Virology and 
Biotechnology "Vector" of Rospotrebnadzor (Russia)1.

The authors did not find any publications of the 
results of aerobiological studies with orthopoxviruses 
conducted by the US Department of Defense after 2013 
in open scientific sources.

To study numerous aspects of the infection, spe-
cialists of research institutions of the US Department 
of Defense actively use various laboratory animals 
and pathogenic OPVs for them. These are white mice, 
lo wer primates (mainly Javan macaques, rhesus ma-
caques) and rabbits. Ectromelia, cowpox and smallpox 

1 World Health Organization. Report of the meeting of the Ad hoc 
Committee on orthopoxvirus infections (Geneva, 09.09.1994). 
URL: https://iris.who.int/bitstream/handle/10665/59062/WHO_
CDS_BVI_94.3.pdf?sequence=1

vaccine viruses were used to infect mice, rabbitpox and 
smallpox vaccine viruses were used to infect rabbits, 
and smallpox vaccines were used to infect monkeys 
[14–16]. According to American researchers, the opti-
mal model should combine the possibility of using a 
low infectious dose to infect animals and the transmis-
sion of the virus from a sick animal to a healthy one. 
The peculiarities of the spread of smallpox are modeled 
to the greatest extent using experimental work with 
smallpox of rabbits and monkeys.

The importance of rabbit pox virus as a model 
agent for studying OPV infections was demonstrated in 
the early 1960s, when it was shown that hyperimmune 
sera provided protection to aerogenically infected rab-
bits when administered immediately after infection at a 
dose of 175 PFU (plaque forming units) per individual 
or even 3 days after infection. In this experiment, a dry 
biological formulation with an average particle size of 
about 1 μm was used [17].

Because aerosol particles larger than 10 μm are 
trapped in the upper respiratory tract, in almost all 
aerogenic infection experiments conducted by US Ar-
my Medical Research Institute of Infectious Diseases  
(USAMRIID) staff, the median diameter of generated 
particles penetrating the lower respiratory tract is 1 μm 
[18]. A number of parameters characterizing the course 
of rabbit smallpox in aerogenically infected animals 
makes it possible to model human smallpox disease 
(Table 1). 

Thus, at low infectious doses (< 200 PFU), the 
incubation period was 4–6 days. The first clinical sign 
of the disease was fever, followed by anorexia, weak-
ness, rapid weight loss, depression, lethargy, drop in 
body temperature to subnormal values and death on the 
8–14th day after infection.

At high infectious doses (more than 200 PFU), 
rabbit pox virus caused a rapidly progressive lethal in-
fection resembling the hemorrhagic form of smallpox. 
The incubation period of the disease in this case was 
2–3 days. The disease ended with death on the 6th day.

According to the data of the USAMRIID Aerobio-
logy Research Center, the LD50 value for aerogenic 
infection of rabbits with rabbit pox virus is 15 PFU 
[19]. This result coincides with the data obtained by 
H.S. Bedson et al. in 1963 using a dry preparation of 
rabbit pox virus [20].

When rabbits are aerogenically infected with a 
fine aerosol and the process of disease spread from one 
animal to another is studied, the above parameters are 
modeled for smallpox. Consequently, rabbit pox virus 
can be used to test protective agents against small-
pox [19]. Rabbit smallpox virus can be used to model 
such characteristics of smallpox virus as the ability to 
cause aerogenic infection under conditions of low in-
fectious dose and the ability to transmit infection from 
patients to healthy individuals [19]. M. Nicas et al. 
evaluated a mathematical model that determines the in-
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fectious dose of smallpox virus for conditions of aero-
genic infection [21]. The authors concluded that one 
complete virion is sufficient to infect a person.

C.J. Roy et al. conducted a comparative study 
of the efficacy of nonspecific defenses against small-
pox [22]. The antiviral drugs thiosemicarbazone, cido-
fovir and ST-246 were tested using rabbit smallpox vi-
rus as a model agent. For comparison, experiments were 
carried out with administration of a specific protective 
agent, namely a purified hyper-immune rabbit serum, to 
animals. Data on the efficacy of these antiviral prepara-
tions at aerogenic infection of animals with rabbit pox 
virus (Table 2) indicate that full protection of animals 
was revealed when using cidofovir at a dose of 10 mg/kg  
of animal weight for 3 days at the first injection either 

immediately or 24 h after infection, and ST-246 at a 
dose of 40 mg/kg of animal weight for 14 days (at the 
first injection immediately after infection). Thiosemi-
carbazone provided only partial protection.

A. Nalca et al. [19] and N.L. Garsa et al. [23] test-
ed the efficacy of a third-generation smallpox vaccine 
(MVA-BN) in aerogenic infection of rabbits with rab-
bitpox virus. During a single immunization with a low 
dose of the vaccine, some rabbits showed some signs of 
disease, but all animals survived (Table 3). In case of 
double immunization with an interval of 14 days or a 
single immunization with a high dose of vaccine there 
were no signs of disease in animals.

Based on these studies, specialists from the 
 USAMRIID Pathology, Toxinology and Aerobiology 

Table 1. Similarities and differences between smallpox and rabbit pox (by aerosol route of infection) [19]

Parameter

Nosological form

нSmallpox  
(common type)

rabbitpox
(infectious dose < 200 PFU)

rabbitpox
(infectious dose > 200 PFU)

Transmission method Aerosol

Incubation period, days 7–17 4–6 2–3

Prodromal phase, days 2–4 0–2

Clinical signs of the disease Fever, pharyngitis, skin lesions Fever, pharyngitis, skin lesions, 
erosions in the nasopharynx

Fever, pharyngitis, skin lesions, 
erosions in the nasopharynx

Characterization of skin lesions
Macules — papules —  
vesicles — pustules —  

crusts — pospinas
Macules — papules —  

vesicles — pustules
Macules — papules —  

vesicles

Complications Pneumonia, blindness, 
encephalitis Pneumonia, multiple necroses

Lethality of the disease, % ≈ 30 ≈ 100 100

Time of death, day  
from the beginning of the disease 22–28 8–14 5–7

Table 2. Results of evaluation of the effectiveness of specific and nonspecific means of protection against OPV (using rabbit 
pox virus, Utrecht strain, as a model agent in case of aerogenic infection) [22]

PFU infectious 
dose, Me, D Preparation

Administration process that provides:

total protection partial protection

175 (146–175) Purified  
hyperimmune serum

10 ml of 1 : 100 dilution when administered 
1 day after infection or 10 ml of whole drug 

when administered on the 3rd day after 
infection

10 ml of 1 : 10 dilution when administered 
on the 3rd day after infection

> 1000 Thiosemicarbazone None 100–200 mg/kg of animal weight daily  
for 4 days

2860 (1140–5000) ST-246 40 mg/kg of animal weight for 14 days at 
the first injection immediately after infection

40 mg/kg animal weight for 14 days at first 
injection, 24, 48 or 72 h after infection

296 (96–468) Цидофовир
Cidofovir

10 mg/kg animal weight for 3 days at first 
injection, either immediately or 24 h after 

infection

1 mg/kg animal weight for 3 days at the first 
injection either immediately or 24 h after 

infection

Note. Me — median infectious dose; D — range of variation of infectious dose during the experiment.
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Table 3. Results of the evaluation of the efficacy of the third-generation smallpox vaccine (MVA-BN) in aerogenic infection  
of rabbits with rabbit pox virus [19]

Animal group Percentage of animals with signs  
of disease, %

Percentage of surviving  
animals, %

Once immunized with a low dose of vaccine followed  
by infection 30 100

Twice immunized with a low dose of vaccine followed  
by infection 0 100

Once immunized with a high dose of vaccine 0 100

Control group (infected animals without immunization) 100 0

Control group (once immunized with a high dose of vaccine 
without infection) 0 100

Note. An infectious dose of rabbit pox virus 200 CFU/animal was used in challenge experiments. The low vaccine dose  
was 1 × 103 PFU/specimen, and the high vaccine dose was 1 × 105 PFU/specimen.

Departments consider rabbitpox virus to be a promising 
agent mimic for smallpox virus [24, 25].

In 1999, monkeypox virus was included by the 
Ad Hoc Group of States Parties to the Convention on 
the Prohibition of the Development, Production and 
Stockpiling of Bacteriological (Biological) and Toxin 
Weapons and on Their Destruction in the List of Bio-
logical Agents – Human Pathogens, which was recog-
nized as significant in the context of developing a list of 
biologically destructive agents for specific measures to 
strengthen the “Convention...” [26]. It should be noted 
that according to the public opinion formed before the 
middle of 1998, smallpox of monkeys was considered 
as a zoonotic infection, which is not significant for hu-
man pathology. 

When analyzing the outlined studies (including 
aerobiological studies) conducted with the monkeypox 
virus at the leading specialized foreign military-medi-
cal center, the US Army Medical Research Institute of 
Infectious Diseases, two significant directions can be 
distinguished: modeling of the main characteristics of 
the disease caused by the smallpox virus in humans and 
evaluation of the effectiveness of existing and newly 
developed smallpox vaccines.

According to N. Hahon, a member of the U.S. 
Army Chemical Corps, monkeypox virus allows mod-
eling some basic characteristics of the disease caused 
by human smallpox virus. Thus, according to the litera-
ture, 4 species of lower primates (Macaca cynomolgus, 
M. irus, M. rhesus, and Saimiri) are susceptible to aero-
genic infection with smallpox virus [14].

Experimental infection in Javan macaques by 
aerogenic infection with monkeypox virus was  studied 
[27]. Monkeypox virus, strain Zaire-79, isolated in 
1979 during a fatal human disease, was used in this 
work. The inoculum for aerosol formation was the 
supernatant of infected Vero cells. The average mass 
diameter of the aerosol particles was 1.2 μm, and the 
calculated infectious dose ranged from 1.0 × 104 to  
1.4 × 105 PFU. Javan macaques of both sexes weigh-

ing 1.6–4.7 kg were used in the experiment. The in-
fectious dose was determined for each monkey during 
the entire exposure period (10 min). Aerosol sampling 
was performed in DMEM medium with defoamer. The 
virus concentration in the aerosol samples was deter-
mined by subsequent titration of the obtained samples 
using the negative colony method on a monolayer of 
Vero cells.

All infected monkeys died from the 10th to 17th 
day after infection (the average life time before the 
animals died was 11.2 days). Lethal outcome was as-
sociated with the development of bronchopneumonia. 
There was no correlation between the time of death and 
infectious dose.

Subsequently, an additional study of experimen-
tal infection was carried out during aerogenic infec-
tion of Javan macaques with monkeypox virus [28]. 
Infection was carried out using an automated system 
of biological aerosol exposure, which allows for pre-
cise administration of the infectious dose to each ani-
mal depending on its individual respiratory character-
istics. The Zaire strain V79 was used in the aerogenic 
infection experiments. According to the data present-
ed in Table 4, the outcome of the disease is apparently 
determined by the individual characteristics of the in-
fected animals; in any case, no correlation between the 
administered dose and the proportion of dead animals 
was observed. At the same time, according to foreign 
military specialists, the clinical features of the disease 
in Javan macaques resemble the course of smallpox in 
humans [29].

Subsequently, the possibility of using reverse 
transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) 
for quantitative determination of monkeypox virus in 
bioassays obtained from aerogenically infected Javan 
macaques was evaluated [30]. The sensitivity of the 
method was found to be 200 PFU/cm3. The infectious 
dose ranged from 2.5 × 104 to 9.3 × 105 PFU. The mean 
median aerosol particle size was 1.07 μm and varied 
for each individual experiment between 1.06 and 1.09 
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Table 5. Estimated virus concentration in the blood of monkeys aerogenically infected with monkeypox virus, PFU/cm3 [31]

Infectious dose, PFU/cm3

Time after infection, days

0 2 4 6 8 10 14 18 21

4.2 × 104 < 200 < 200 5.1 × 103 7.0 × 104 1.5 × 105 4.0 × 105 3.1 × 105 1.2 × 103 < 200

2.5 × 104 < 200 < 200 < 200 7.4 × 104 3.0 × 105 2.6 × 105 4.1 × 104 < 200 < 200

1.2 × 105 < 200 < 200 7.8 × 103 1.8 × 105 2.7 × 105 ** – – –

2.8 × 105 < 200 < 200 < 200 9.1 × 104 3.6 × 105 ** – – –

3.9 × 105 < 200 < 200 9.3 × 103 4.8 × 105 * – – – –

9.3 × 105 < 200 < 200 2.5 × 104 6.9 × 105 4.5 × 106 4.8 × 106 *** – –

Note. Here and in Table 6: < 200 — concentration of the pathogen in blood is lower than the limit of detection of RT-PCR assay  
(200 PFU/cm3). *The animal died on the 7th day; **the animal died on the 9th day; ***the animal died on the 12th day after aerogenic infection.

Table 6. Estimated virus concentration in nasopharyngeal washings of monkeys aerogenically infected with monkeypox virus, 
PFU/cm3 [31]

Infectious dose, PFU/cm3

Time after infection, days

0 2 4 6 8 10 14 18 21

4.2 × 104 < 200 < 200 < 200 2.5 × 103 1.1 × 105 2.5 × 105 3.1 × 105 6.3 × 103 < 200

2.5 × 104 < 200 < 200 < 200 < 200 1.4 × 105 4.1 × 105 4.1 × 104 3.5 × 103 < 200

1.2 × 105 < 200 < 200 < 200 < 200 3.0 × 104 ** – – –

2.8 × 105 < 200 < 200 < 200 8.4 × 102 2.1 × 105 ** – – –

3.9 × 105 < 200 < 200 3.2 × 102 9.0 × 105 * – – – –

9.3 × 105 < 200 < 200 5.3 × 103 5.8 × 104 1.9 × 106 4.6 × 106 *** – –

Table 4. Results of the study of experimental infection indices during aerogenic infection of Javan macaques with monkeypox 
virus [28]

Indicator
Infectious dose, PFU

4,3 × 104 1,4 × 105 4,4 × 105 1,1 × 104

Fever
onset, day after infection 4.7 3.8 2.8 4.3

duration, h 215.3 244.7 266.7 278.1

Temperature. оС
maximum increase from normal 2.5 3.3 3.4 3.5

average increase from normal 1.9 1.9 2.1 2.3

Life expectancy before death, days 10.0 9.0 9.6 8.5

Percentage of dead animals 2/3 4/6 5/6 2/3

μm. The LD50 for monkeys for this mode of infection 
was approximately 7.8 × 104 PFU, and the time to death 
was 7–10 days after infection. Viremia and virus con-
centration in nasopharyngeal washings from infected 
animals were determined by extrapolation of the results 
of quantitative RT-PCR.

As follows from the data presented in Table 5 and 
Table 6, monkeypox virus is detected in blood and na-

sopharyngeal washings on the 4th–18th day after aero-
genic infection. The onset of detection of the pathogen 
correlates with the infecting dose. 

Taking into account that the course of monkeypox 
in Javan macaques can simulate human smallpox dis-
ease, it can be concluded that the probability of virus 
transmission from a sick person to a healthy person 
reaches a maximum on the 8th–10th day (the virus con-
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centration in nasopharyngeal washings has the highest 
values and approximately corresponds to the virus con-
centration in blood).

Specialists of the U.S. Department of Defense 
together with the U.S. Center for Disease Control and 
Prevention evaluated the protective efficacy of se cond-
generation (Acam 2000) and third-generation (Imva-
mune) vaccines. In experiments on aerogenic infec-
tion of Javan macaques, monkeypox virus, strain Zaire 
79, was used, with an infectious dose of (2.1–3.1) × 
105 CFU per animal. The results presented in Table 7  
indicate that, although the level of virus-neutralizing 

antibo dies was not significantly different between ani-
mals of groups 2 and 4, the signs of disease were slightly 
more pronounced in group 4. It is concluded that the use 
of aerogenic infection of Javan macaques provides an 
assessment of the efficacy of various vaccines intended 
for human immunization under conditions where clinical 
trials are not feasible [32]. It was found that the dynamics 
of antibody production in vaccinated Javan macaques is 
similar to that in vaccinated humans [33, 34].

Despite the fact that the cowpox virus is not 
considered a potential biologically destructive agent, 
leading foreign military medical centers, including the  

Table 7. Results of evaluating the protective efficacy of 2nd and 3rd generation smallpox vaccines (against monkeypox virus 
during aerogenic infection of Javan macaques) [32]

Group Immunization process

Characterization of the course of the disease

clinical 
signs

time of papule 
appearance, 

days

average 
number of 
papules

duration 
of papule 

disappearance, 
days

survival  
rate, %

1 Administration of buffered saline 28 days before 
infection (control) +++ 6 51 Didn't disappear 0*

2
Injection of Acam2000 once at a dose  

of (2.5–12.5) × 105 PFU 28 days before  
infection by skin scarification

+ 9 3 5 100

3 Subcutaneous injection of Imvamune once at a dose  
of 2.0 × 108 TCPD50 28 days before infection ++ 9 10 5 67**

4 Subcutaneous injection of Imvamune twice at a dose  
of 2.0 × 108 TCPD50 28 days before infection + 6 7 5 100

Note. TCPD50 — 50% tissue cytopathic dose. + — mild; ++ — moderate; +++ — expressed signs of disease.  
*Animals died on the 7th–11th day; **Animals died on the 7th and 9th day after aerogenic infection.

Table 8. Results of evaluation of susceptibility of BALB/c white mice to aerogenic infection with cowpox virus [35]

Average weight  
of animals, g

Infectious dose, 
PFU Disease symptoms Average survival time 

to death, days
Percentage of 

dead animals, %

12

5 × 106 Reduced body weight, ruffled coat, significant decrease 
in functional activity 12 100

5 × 104 Decrease in body weight, slight decrease  
in functional activity – 0

5 × 102 None – 0

17 5 × 106 Decrease in body weight and functional activity 12 65

Table 9. Results of a study of the susceptibility of white mice to aerosolized infection with ectromelia, vaccinia and cowpox 
viruses [16]

Virus Strain White mouse line Infection method Infectious dose, PFU Disease symptoms

Ectromelia Hampstead Autobred animals
Intranasal 1 × 106 Inflammation of the bronchi, alveoli, pleura

Aerosol 1 × 106 Inflammation of the bronchi, alveoli, pleura

Vaccines WR BALB/c Intranasal 1 × 106 Bronchopneumonia with manifestations  
of necrosis

Cowpox Brighton BALB/c Aerosol 5 × 106 Bronchopneumonia, rhinitis, sinusitis, 
meningitis, exanthema
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Table 10. Results of morphologic changes in tissues of white BALB/c mice during intranasal or aerogenic infection with 
cowpox virus, Brighton strain [24]

Tissues and organs Morphologic changes Infection method
Presence of cowpox 

virus antigen  
in organs

Lungs, bronchi, bronchioles,  
alveoli

Inflammation, eczema, necrosis, hemorrhages, 
inclusion bodies

Aerosol +

Intranasal +

Bronchiolar vessels Inflammation, necrosis, degeneration, inclusion bodies Aerosol +

Pleura Inflammantion Aerosol –

Trachea Inflammation, eczema, necrosis, corpuscles Aerosol +

Nasal tract Inflammation, eczema, necrosis, hemorrhages, 
inclusion bodies

Aerosol +

Intranasal +

Glands Inflammation, eczema, necrosis, hemorrhages, 
inclusion bodies

Aerosol +

Intranasal +

Connective tissues Inflammation, hemorrhages
Aerosol +

Intranasal +

Mammary gland ducts Inflammation, necrosis, inclusion bodies Aerosol
–

+

Nasopharyngeal ducts Inflammation, eczema, necrosis, hemorrhages, 
inclusion bodies Intranasal +

Eustathian pipe Inflammation, inclusion bodies Intranasal +

Middle ear Inflammation, necrosis, hemorrhages,  
inclusion bodies

Aerosol +

Intranasal –

Muscles Inflammation, necrosis, inclusion bodies,  
tissue regeneration Aerosol +

Bone marrow Myelogenous hyperplasia
Aerosol –

Aerosol +

Tail, skin Inflammation, necrosis, inclusion bodies,  
epidermal proliferation

Aerosol –

Intranasal +

Note. + — detection of labeled viral antigen by immunohistological method; – — No detection of labeled viral antigen.

U.S. Army Medical Research Institute of Infectious 
Diseases, conduct research with this pathogen. Anal-
ysis of the data published in the open press indicates 
that cowpox virus is also used in studies to evaluate the 
efficacy of existing and newly developed nonspecific 
prophylaxis against smallpox.

The results of the assessment of the susceptibi-
lity of BALB/c mice to aerogenic infection with cow-
pox virus (Table 8) indicate that aerogenic infection  
of BALB/c mice weighing 12 g with cowpox virus, 
Brighton strain, at a dose of 5 × 106 PFU causes 100% 
mortality of the animals.

Data on the susceptibility of inbred white mice 
to intranasal and aerosol infection with various OPVs  
(Table 9) indicate that all tested viruses caused respi-
ratory tract damage. In case of aerosol infection with 

cowpox virus, symptoms of meningitis and exanthema 
were also recorded.

The study of morphologic changes in tissues of 
white BALB/c mice during intranasal or aerosol in-
fection with cowpox virus, Brighton strain (Table 10)  
indicates that this pathogen is a promising model agent 
for screening tests of nonspecific prophylaxis against 
smallpox. This is due to the fact that the disease caused 
by this strain in the aerosol method of infection of white 
mice is characterized by a variety of symptoms, as well 
as the fact that this pathogen is pathogenic for humans, 
which simplifies the possibility of extrapolating the ob-
tained data regarding the antiviral efficacy of the inves-
tigated therapeutic and prophylactic agents.

Thus, the antiviral effect of cidofovir (1-[(S)-3 
hydroxy-2]-(phosphonomethoxy)-propyl cytosine) was 
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studied on the model of white BALB/c mice aerogeni-
cally infected with cowpox virus, Brighton strain [35]. 
This strain causes bronchopneumonia in BALB/c mice 
when aerogenically infected with a fine aerosol (par-
ticle size 1 μm) with subsequent death. Subcutaneous   
administration of cidofovir at a dose of 100 mg/kg 
(once) provided 90–100% protection of aerogenically 
infected animals when administered not later than 4 days 
after infection. When cidofovir was administered on the 
day of infection, the virus titer in the lungs decreased  
10–100 times, the severity of viral pneumonia de-
creased and pulmonary hemorrhages were prevented.

Administration of cidofovir did not cause an in-
crease in the concentration of urea, creatine, aspartate 
aminotransferase and alanine aminotransferase in the 
blood sera of infected and intact animals. It was found 
that the disease did not develop with daily subcutane-
ous administration of cidofovir at doses of 20.5 and 
even 1 mg/kg. The time of the first administration of 
the drug is important. The dose of 5 m/kg protected al-
most 100% of mice when the drug was administered 
on the day of infection. However, if the beginning of 
drug administration was delayed for at least 1 day, daily 
administration of higher doses was required to protect 
the animals. Aerosol application of cidofovir was sig-

nificantly more effective [36, 37]. The results of deter-
mining body weight, virus concentration in the lungs, 
pathologic changes in the lungs, and survival of infect-
ed animals established that a dose of cidofovir in the 
range of 0.5–5.0 mg/kg was always more effective than 
a dose of 25 mg/kg, and sometimes even more effective 
than a dose of 100 mg/kg when administered subcuta-
neously. Consequently, the antiviral efficacy of cidofo-
vir is largely due to the drug retention in the respira-
tory tract of animals. Subsequently, the dependence of 
the antiviral efficacy of cidofovir on the scheme of its 
administration into the body of white mice aerogeni-
cally infected with cowpox virus was determined [37]  
(Table 11). Based on the results obtained, the authors of 
the study concluded that cidofovir when administered 
aerosolized can be effective in the prophylaxis or emer-
gency prophylaxis of smallpox or monkeypox.

Analysis of the presented data indicates that spe-
cialists of the US Department of Defense use cowpox 
virus as a model agent for screening tests and methods 
of application of nonspecific medical defenses against 
smallpox. When summarizing the results of the presen-
ted studies, it is possible to conclude about the dual-use 
character of the conducted research. Thus, it can be 
stated that the USAMRIID staff has substantiated the 

Table 11. Results of antiviral efficacy of cidofovir when administered by aerosol or subcutaneous injection to BALB/c white 
mice aerogenically infected with cowpox virus, Brighton strain, at a dose of 5 × 106 PFU [37]

Method of drug 
administration Dose, mg/kg Period of drug 

administration, day
Ratio of surviving to infected 

animals
Percentage of surviving 

animals, % р

Aerosol

0.5–5.0

–2 8/10 80 < 0.05

–1 9/10 90 < 0.05

0 10/10 100 < 0.05

+1 10/10 100 < 0.05

+2 9/10 90 < 0.05

0.06–0.50

–2 0/10 0 N. d.

–1 7/10 70 < 0.05

0 10/10 100 < 0.05

+1 9/10 90 < 0.05

+2 7/10 70 < 0.05

Subcutaneously 100

–2 7/10 70 < 0.05

–1 7/10 70 < 0.05

0 10/10 100 < 0.05

+1 10/10 100 < 0.05

+2 10/10 100 < 0.05

Placebo 0 0/10 0 –

Note. –2 — administration of cidofovir 2 days before infection; 0 — administration of cidofovir on the day of infection; +2 — administration  
of cidofovir 2 days after infection. p — reliability level of differences in relation to the experiment variant with placebo administration.  
N. d. — differences are not reliable.
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choice of rabbit pox and monkey pox viruses as agent 
mimics of the smallpox virus. 

At the same time, the data obtained in the ear-
ly 2000s were compared by US military specialists 
with the results obtained in the early 1960s using a 
dry agent mimic based on rabbitpox virus [20]. In 
their opinion, the rabbit pox virus can simulate such 
characteristics of the smallpox virus as the level of re-
production in various systems, including cell cultures 
in suspension cultivation, and resistance when trans-
ferred to aerosol. The LD50 value for rabbits during 
aerogenic infection is quite low (in contrast to other 
laboratory animals during aerogenic infection with 
other OPVs) [19]. 

When conducting aerobiological studies, special 
attention was paid to the fractional-disperse composi-
tion of the agent simulant. Such specification is obvi-
ously unnecessary for the declared by the authors goals 
of the conducted studies. As an infectious preparation 
for these studies, in most of the research projects of US-
AMRIID staff, the direct culture of monkey pox and 
rabbit pox virus strains was used. However, according 
to a number of indirect signs (composition of sampling 

fluids, presence of different concentrations of defoam-
er, different concentrations of fetal calf serum), it can be 
concluded that in reality, during a number of aerobio-
logical tests, virus-containing materials obtained by 
growing the pathogen in suspension cell culture were 
used as an infectious preparation. 

Conclusion
The presented results of aerobiological studies 

with OPVs indicate the interest of the U.S. Military 
Department in conducting dual-purpose experimental 
work, including monitoring for the properties of OPVs 
and possible changes in their pathogenicity for humans, 
selection of optimal laboratory models for studying the 
properties of OPVs as well as the possibility of model-
ing the properties of smallpox virus using other OPVs 
(cowpox, rabbitpox, monkeypox viruses), modeling the 
main properties of the disease caused by smallpox virus 
in humans and evaluation of the efficacy of available 
and newly developed smallpox vaccines, and the com-
parative study of the efficacy of antiviral drugs for regu-
lar or post-exposure prophylaxis of naturally occurring 
smallpox and monkey smallpox.
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Технология получения моноклональных антител. 50 лет развития
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Аннотация
Моноклональные антитела широко используются во всех областях биологии и медицины. Появление и 
развитие технологии их получения произвело революцию в иммунологии и позволило создать не только 
новые методы диагностики, но и множество эффективных лекарственных препаратов. Целью нашего 
обзора стали анализ и обобщение актуальных данных, затрагивающих технологию получения монокло-
нальных антител. Нами проведён анализ информации из 70 современных источников литературы, посвя-
щённых различным методам их получения, в том числе классической гибридомной технологии. В настоя-
щей работе мы попытались охватить весь спектр методов, используемых для получения моноклональных 
антител.

Ключевые слова: моноклональные антитела, гибридомная технология, рекомбинантная ДНК, реком-
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Monoclonal antibody techniques. 50 years of development
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Abstract
Monoclonal antibodies are widely used in all fields of biology and medicine. The emergence and development of 
the technology for their production revolutionized immunology and allowed the creation of not only new diagnostic 
methods, but also many effective drugs. The purpose of our review is to analyze and summarize relevant data 
concerning the technology of obtaining monoclonal antibodies. We have analyzed information from 70 modern 
literary sources devoted to various methods of obtaining them. In this review, we tried to cover the entire range of 
methods used to obtain monoclonal antibodies today.
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фоциты и другие клетки селезёнки мыши являются 
короткоживущими (в отличие от миеломных кле-
ток) и также быстро гибнут при культивировании 
in vitro. В результате вырастают только колонии 
гибридных клеток, среди которых есть потомки ги-
бридов от слияния В-лимфоцитов (продуцирующих 
МКА к антигену) и клеток миеломы. Таким обра-
зом, эти B-лимфоциты получают «бессмертие» от 
злокачественных клеток миеломы.

4. Тестирование выросших колоний гибрид-
ных клеток на способность секретировать в культу-
ральную среду МКА к антигену.

5. Неоднократный процесс клонирования ото-
бранных гибридом — продуцентов МКА с целью 
получить чистую клеточную линию, состоящую из 
клеток — потомков одного-единственного В-лим-
фоцита, обретшего «бессмертие» за счёт слияния с 
клеткой миеломы. 

6. В результате примерно через 5–6 мес после 
слияния получают клонированные гибридомные 
клеточные линии, которые могут размножаться в 
больших количествах (при сохранении части клеток 
в жидком азоте) и служить нескончаемым источни-
ком однородных МКА. 

Изобретению описанной технологии предше-
ствовал ряд достижений в области клеточной био-
логии. В частности, 1960–1970-е гг. — это время 
развития генетики соматических клеток, в которое 
адаптировали методы, ранее разработанные в об-
ласти генетики бактерий и вирусов, для использо-
вания с культивируемыми клетками млекопитаю-
щих — как нормальными клетками первичных 
культур, так и злокачественными (трансформи-
рованными) клеточными линиями. Были разрабо-
таны методы гибридизации соматических клеток 
и получен ряд генетически маркированных кле-
точных линий, использование которых в гибри-
дизации позволило проводить отбор гибридов с 
помощью специальных селективных сред. Самой 
первой селективной системой (в дальнейшем ока-
завшейся и наиболее применяемой) была среда 
ГАТ, изобретенная в 1962 г. Вацлавом и Элизабет 
Шибальскими2. Дж. Литтлфилд в 1964 г. описал 
успешное использование среды ГАТ для отбора 
гибридов соматических клеток3. Впервые для от-
бора гибридов после соматической гибридизации 
среду ГАТ применил Дж. Литтфилд в 1964 г. [2].  
В тот же период происходит широкое внедрение 
методов дифференциальной окраски хромосом, по-
зволяющей детально изучать закономерности изме-
нения хромосомного состава соматических гибрид-

2 Szybalska E.H., Szybalski W. Genetics of human cell line. IV. 
DNA-mediated heritable transformation of a biochemical trait. 
Proc. Natl. Acad. Sci. U S A. 1962;48(12):2026–2034.

3 Littlefield J.W. Selection of hybrids from matings of fibroblasts in 
vitro and their presumed recombinants. Science. 1964;145:709–
710.

Введение
Одним из самых выдающихся изобретений 

ХХ в. в области биологических наук и биотехноло-
гий по праву считается метод получения монокло-
нальных антител (МКА) с помощью гибридизации 
соматических клеток, за который его авторам — 
С. Milstein и G. Köhler — в 1984 г. была вруче-
на Нобелевская премия. До изобретения в конце  
1970-х гг. гибридомной технологии (ГТ) исследова-
телям в основном были доступны поликлональные 
антитела (ПКА), выделяемые из сыворотки крови 
человека или животных1. Такие ПКА, даже после 
их аффинной очистки, являются смесями молекул 
иммуноглобулинов, образованных разными В-лим-
фоцитами. Они отличаются и по структуре своих 
вариабельных участков, ответственных за связыва-
ние с антигеном, и по специфичности к различным 
эпитопам антигена. Причём партии ПКА, получен-
ные от разных доноров, имеют различный состав и 
иммунохимические характеристики (в отношении 
специфичности и аффинности). ГТ, являющаяся 
блестящим практическим подтверждением клональ-
но-селекционной теории гуморального иммунитета, 
позволяет в неограниченном количестве получать 
потомство индивидуальных В-лимфоцитов, секрети-
рующих антитела, направленные к индивидуально-
му эпитопу на молекуле антигена, — МКА [1].

Появление гибридомной технологии
Процесс получения МКА по ГТ, как он был 

описан G. Köhler и С. Milstein, в общих чертах сво-
дится к следующим основным этапам: 

1. Иммунизация животного (лабораторной мы-
ши) антигеном.

2. Гибридизация (после получения иммунно-
го ответа) лимфоцитов селезёнки мыши с помо-
щью специального сливающего агента, например, 
вируса Сендай или полиэтиленгликоля (ПЭГ), с 
клетками миеломы мыши, несущей генетический 
дефект — мутацию гена, кодирующего фермент ги-
поксантин-гуанин-фосфорибозилтрансферазу, что 
приводит к утрате так называемого «запасного» пу-
ти синтеза нуклеотидов.

3. Селекция полученной после слияния сме-
си клеток на культуральных планшетах с ростовой 
средой, содержащей гипоксантин, аминоптерин и 
тимидин (так называемая среда ГАТ) для отбора ги-
бридных клеток. Среда ГАТ содержит аминоптерин, 
блокирующий основной путь синтеза нуклеотидов, 
на ней могут выживать только клетки, способные 
использовать «запасной» путь. Поэтому родитель-
ские клетки миеломы на этой среде гибнут. В-лим-

1 Глуханюк Е., Горяйнова О. Краткая история открытия и 
применения антител. Биомолекула. 2018. URL: https://
biomolecula.ru/articles/kratkaia-istoriia-otkrytiia-i-primeneniia-
antitel (дата обращения: 11.06.2024).
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ных клеток, часто отличающихся нестабильностью 
кариотипа (особенно при слиянии соматических 
клеток разных видов животных или животных и 
человека) [2]. С. Milstein, которого называют «от-
цом гибридомной технологии» [3], в течение ряда 
лет изучал экспрессию иммуноглобулинов в куль-
турах клеток, в том числе используя методы сома-
тической гибридизации [2]. И эти исследования, 
конечно, послужили важным подготовительным 
этапом к выдающемуся изобретению по получению 
секретирующих МКА клеточных линий (названных 
«гибридомом»), сделанному С. Milstein вместе с ра-
ботавшим в его лаборатории немецким иммуноло-
гом G. Köhler. 

Большой заслугой С. Milstein перед междуна-
родным научным сообществом оказалось и то, что 
это изобретение не было им запатентовано. Метод 
был описан в открытой научной публикации (к 
разочарованию Маргарет Тэтчер, тогдашнего пре-
мьера Британии, озабоченной финансовыми инте-
ресами британской биотехнологии), и, более того, 
Мильштейн позволил использовать полученную 
им линию клеток миеломы мыши X-63 и в других 
лабораториях для внедрения гибридомной техноло-
гии [1]. Атмосфера тех лет в биологической науке 
на Западе была более свободна от давления инте-
ресов коммерции, и считалось важным в интересах 
развития науки оставлять научные достижения в 
свободном доступе для широких кругов учёных. 

В результате ГТ стала быстро распространять-
ся в разных странах. В частности, в 1970–1980-е гг. 
в ряде научных центров СССР (например, в лабо-
ратории иммунохимии Всесоюзного онкологиче-
ского научного центра, возглавляемой известным 
иммунохимиком Г.И. Абелевым, и др.) также начи-
нает активно развиваться ГТ с использованием ли-
нии миеломы мыши Х-63, щедро предоставленной  
С. Milstein. Некоторые из авторов этого обзора так-
же получили в этот период свои первые гибридомы, 
работая на базе Всесоюзного научного центра пси-
хического здоровья [4]. 

Разработка гибридомного метода примерно 
совпала по времени с таким важным достижением в 
области иммунохимии, как изобретение метода им-
муноферментного анализа [5]. Все эти направления 
быстро соединились, дав мощный импульс развитию 
биотехнологической индустрии по производству раз-
нообразных МКА и основанных на них тест-систем 
(с различным дизайном) для исследовательских и 
диагностических целей (в том числе для диагности-
ки инфекций, опухолевых маркеров и др.) [5]. 

Вместе с тем с самого начала изобретения ГТ у 
исследователей было стремление применить её для 
получения терапевтических МКА, которые можно 
было бы использовать при лечении рака и других 
опасных заболеваний. С МКА связывались боль-
шие надежды, как с некими «волшебными пулями». 

В 1986 г. Управление по санитарному надзору за ка-
чеством пищевых продуктов и медикаментов США 
(Food and Drug Administration, FDA) одобрило пер-
вое терапевтическое МКА (Muromonab-CD3). Это 
мышиное МКА предназначено для снижения реак-
ции отторжения при трансплантации почек [6]. 

К сожалению, за первым энтузиазмом вскоре 
последовало разочарование. Мышиные МКА, полу-
ченные с помощью ГТ, давали сильную иммунную 
реакцию при введении в организм человека, и их 
эффективность быстро подавлялась. У них также 
был относительно короткий период полувыведения 
по сравнению с человеческим IgG (вследствие сла-
бого связывания с человеческим FcRn-рецептором). 
Наконец, мышиные МКА проявляют слабую спо-
собность вызывать антителозависимую клеточную 
цитотоксичность и комплементзависимую цитоток-
сичность при введении в организм человека, что 
снижает эффективность мышиных МКА, особен-
но при онкологических показаниях к их примене-
нию [7]. Даже стали раздаваться голоса скептиков, 
сомневающихся, что МКА окажутся полезными для 
широкого применения в медицине в качестве лекар-
ственных препаратов [6].

Рекомбинантные антитела  
и методы их получения

Однако в результате эти первые неудачи только 
послужили стимулом к важным усовершенствова-
ниям в области ГТ. В частности, для преодоления 
проблем, связанных с иммуногенностью мышиных 
МКА, привлекли технологии рекомбинантных ДНК 
[8–10]. Оказалось, что если с помощью методов 
генной инженерии у мышиных МКА заменить кон-
стантные участки лёгких и тяжёлых цепей на тако-
вые IgG человека, то проблема с иммуногенностью 
во многом преодолевается. Такие МКА получили 
название «химерных». Ещё менее иммуногенны-
ми могут быть так называемые «гуманизирован-
ные МКА», у которых от исходных мышиных МКА 
остаются только гипервариабельные участки CDR 
(complementarity determing regions — области мо-
лекулы иммуноглобулина, определяющие её ком-
плементарность к антигену), а все остальные части 
молекулы соответствуют IgG человека. Генетиче-
ские конструкты, соответствующие МКА с такой 
изменённой структурой, можно экспрессировать в 
культуре клеток, для чего часто используют линию 
клеток яичников китайского хомячка CHO и неко-
торые другие линии. После трансформации клеток 
векторами, включающими гены рекомбинантных 
МКА, такие культуры сами становятся «фабрика-
ми» по производству МКА (наподобие гибридо-
мных клеточных линий)4. По данным за 2022 г., в 

4 Ясный И. Биотехнология антител. Биомолекула. 2018. URL: 
https://biomolecula.ru/articles/biotekhnologiia-antitel (дата об-
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мире насчитывалось 162 МКА, одобренных для те-
рапевтического применения по крайней мере одним 
регулятором (включая 112 МКА, одобренных FDA и 
114 МКА, одобренных в Европе) [11]. Значительная 
доля этих МКА по своему происхождению являют-
ся рекомбинантными антителами (химерными или 
гуманизированными), производными мышиных ги-
бридомных МКА [6, 10].

И это далеко не единственное усовершенство-
вание методов получения МКА, известное в насто-
ящее время. Условно эти усовершенствования мож-
но разделить на две большие категории. К первой 
группе относятся технологические усовершенство-
вания, которые вносятся в «старую» («классиче-
скую») ГТ, восходящую к изобретению С. Milstein 
и G. Köhler. Ко второй группе относятся такие тех-
нологии получения МКА, которые отошли от собст-
венно создания гибридом и основаны на иных прин-
ципах. Ниже будут сначала кратко рассмотрены эти 
«негибридомные» методы, с тем чтобы потом снова 
вернуться к ГТ.

Фаговый дисплей
Из таких «негибридомных» методов прежде 

всего следует упомянуть метод «фагового дис-
плея», разработанный несколько лет спустя изобре-
тения гибридом [9, 12, 13]. За это изобретение его 
авторы G.P. Smith и G.P. Winter в 2018 г. получили 
Нобелевскую премию. Собственно, этот метод по-
зволяет получать не только МКА, но вообще спе-
цифичные рецепторы к лигандам (или, наоборот, 
лиганды к рецепторам). Впервые этот подход был 
описан G.P. Smith в 1985 г. А в начале 1990-х годов 
G.P. Winter и соавт. использовали его для получения 
МКА [14]. В применении к получению МКА суть 
этого метода в общих чертах состоит в следующем. 
Из В-лимфоцитов, например, человека, выделяют 
мРНК и синтезируют кДНК, кодирующую лёгкие и 
тяжёлые цепи вариабельных участков антител (VL 
и VH). Эту кДНК встраивают в экспрессирующий 
вектор на основе нитевидного фага М13 в соедине-
нии с участком, кодирующим поверхностный белок 
фага. При этом в геноме фагового вектора кодиру-
ющие последовательности VL и VH комбинируют-
ся в пары случайным образом. При молекулярном 
клонировании путём заражения полученным фаго-
вым вектором бактериальных клеток в них форми-
руются вирусные частицы, на поверхности которых 
собираются Fab-фрагменты антител (отсюда назва-
ние метода — «фаговый дисплей»). Далее частицы 
фагов выделяют из бактерий, и из множества фа-
гов производят отбор тех вариантов, которые экс-
прессируют на своей поверхности Fab-фрагменты, 
спе цифичные к избранному антигену. Для этого 
фаговые частицы вводят в соприкосновение с анти-

ращения: 11.06.2024).

геном, прикреплённым к твёрдой фазе (например, 
к пластиковой поверхности). Если на поверхности 
фага представлены Fab-фрагменты, специфичные 
к антигену, такой фаг прикрепится к антигену, в 
противном случае он просто будет удалён с по-
верхности при отмывке. Отобранные частицы фа-
гов можно снова размножить в бактериях и повто-
рить селекцию на антигене. В результате отбирают 
клон фаговых частиц, несущих высокоаффинные 
Fab-фрагменты на своей поверхности и, соответ-
ственно, содержащие в своем геноме кодирующие 
их гены [9, 12, 13]. Как сказал G.P. Smith в своей ре-
чи при вручении Нобелевской премии, «эта искус-
ственная селекция в чашке Петри очень похожа на 
естественную эволюцию»5; видимо, он имел в виду 
процесс естественного отбора (при котором через 
фенотип отбирается генотип). 

На следующем этапе с помощью ПЦР и других 
технологий рекомбинантных ДНК можно получить 
векторы для экспрессии последовательностей ДНК, 
кодирующих отобранные Fab-фрагменты, в клетках 
СНО (или других клеточных линий) для наработки 
(в том числе в больших количествах, в биореакто-
рах) рекомбинантных МКА в формате Fab-фраг-
ментов. Или, в зависимости от задач, можно со-
здать рекомбинантные конструкты, позволяющие 
экспрессировать МКА той же специфичности, но 
в формате Fab2-фрагментов или целых молекул IgG 
человека. Также технологию фагового дисплея ис-
пользуют и для получения одноцепочечных (single 
chain) фрагментов вариабельных участков (scFv). 
Таким образом, метод фагового дисплея в сочета-
нии с другими технологиями генной инженерии в 
конечном счете позволяет получать разнообразные 
рекомбинантные МКА [9, 13]. 

Важно, что метод фагового дисплея теорети-
чески позволяет преодолевать ряд ограничений, 
связанных с ГТ. Например, он позволяет получать 
МКА к высокотоксичным антигенам, т. к. он не тре-
бует иммунизации животных, или к слабо иммуно-
генным антигенам, к которым не вырабатывается 
гуморального ответа в организме. С другой сторо-
ны, для создания изначальной генной библиотеки 
антител можно использовать антитела иммунного 
донора, чтобы увеличить вероятность отбора анти-
тел нужной специфичности, или, наоборот, искус-
ственно созданные (синтетические) библиотеки ну-
клеотидных последовательностей для повышения 
разнообразия представленных дисплеем вариантов 
VL/VH пар. В настоящее время этот метод также пре-
терпел развитие, в частности, в качестве «дисплея» 
используют не только фаги, но и бактерии, дрожжи 
и даже клетки млекопитающих (что представляет 

5 Smith G.P. Phage Display: Simple Evolution in a Petri Dish. 
Nobel Lecture. 2018. URL: https://nobelprize.org/prizes/
chemistry/2018/smith/lecture/ (дата обращения: 11.06.2024).
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дополнительные возможности с точки зрения фор-
мата представляемых на поверхности клеток моле-
кул) [9, 15, 16]. По данным на 2022 г. уже успешно 
прошли клинические испытания и получили одо-
брение для использования в терапии (аутоиммун-
ных и онкологических заболеваний) 17 МКА, полу-
ченных с использованием метода дисплея [16, 17]. 
Много таких МКА находятся в стадии изучения и 
клинического испытания, среди них особо следует 
отметить МКА, обладающие широкой нейтрализу-
ющей способностью в отношении вируса иммуно-
дефицита человека [17].

Методы получения моноклональных  
антител из индивидуальных B-клеток
Другое активно развивающееся в настоящее 

время направление, не относящееся непосредствен-
но к ГТ, — это получение МКА из индивидуальных 
В-клеток. Оно существует в различных модифика-
циях, будучи тесно связанным также с методами 
генетической инженерии [18, 19]. С этим направле-
нием связаны большие надежды в отношении по-
лучения нейтрализующих антител широкого спек-
тра (broadly neutralizing antibodies — bNAbs) для 
терапии опасных инфекционных болезней, таких 
как инфекция вирусом иммунодефицита человека, 
вирусный гепатит С и др. [18–21]. Ниже описаны 
некоторые примеры таких методов, часто упомина-
емые в публикациях.

1. Культивирование отдельных В-лимфоци-
тов. В последние годы были разработаны методы, 
позволяющие поддерживать выживание и раз-
множение В-лимфоцитов в культуре существенно 
дольше, чем это было возможно ранее. В частно-
сти, В-лимфоциты из клеток крови могут жить, 
размножаться и секретировать антитела в течение 
определённого времени при культивировании вме-
сте со специальными «кормящими» (фидерны-
ми) клетками, экспрессирующими стимулирую-
щую В-клетки молекулу — лиганд CD40 (CD40L)  
и в присутствии некоторых цитокинов в культу-
ральной среде (например, интерлейкина-21) [18, 
19, 22]. 

Для предотвращения роста самих фидерных 
клеток (что может мешать выживанию В-лимфо-
цитов) их подвергают облучению или воздействию 
цитостатиков (например, митомицина) [22]. Описа-
но несколько протоколов таких методов, включая 
использование трансфецированных фидерных кле-
ток, способных экспрессировать СD40L и интерлей-
кины, необходимые для стимуляции В-лимфоцитов 
[22, 23]. Показано, что В-клетки, активированные in 
vitro с помощью CD40L и интерлейкинов, не толь-
ко пролиферируют, но в них запускается активный 
синтез антител. Антитела, продуцируемые такими 
лимфоцитами, можно выявить в культуральной сре-
де и изучать их свойства (например, нейтрализи-

рующую способность в отношении вирусов и др.). 
Более того, поскольку синтез антител сопрово-
ждается повышением уровня мРНК, кодирующей 
Ig, это упрощает амплификацию и последующее 
секвенирование генов Ig из единичных В-клеток. 
Поэтому стимулированные in vitro лимфоциты 
рассматриваются как «удобные объекты для опре-
деления полных последовательностей ДНК, сопря-
жённых лёгких и тяжёлых цепей Ig и для создания 
на их основе новых человеческих моноклональных 
антител» [22]. 

Некоторые фирмы предлагают наборы для 
культивирования В-клеток, включающие специаль-
но обработанные фидерные клетки6. Предприни-
маются также усилия по дальнейшему усовершен-
ствованию подобных систем путём создания 3D-мо-
делей лимфоидных органов. Показано, что такие 
3D-клеточные модели (основанные, например, на 
использовании синтетических гелей в качестве ма-
трикса) могут ещё больше поддерживать выжива-
емость и пролиферацию В-лимфоцитов человека 
(имитируя формирование зародышевых центров 
лимфоидных органов), а также усиливать функци-
ональную дифференцировку В-клеток памяти в се-
кретирующие антитела В-лимфоциты [24]. Важно, 
что одновременно в тех же культурах наблюдали 
и дифференцировку наивных В-клеток в секрети-
рующие антитела лимфоциты, причём с переклю-
чением изотипов антител. Предполагается, что 
дальнейшая оптимизация подобных 3D-культур 
может предоставить возможность воспроизведе-
ния in vitro и таких процессов, характерных для 
зародышевых центров лимфоидных органов, как 
возрастание аффинности антител в отношении 
специфического антигена по механизму гиперму-
тагенеза [24]. 

2. Получение В-клеток, продуцирующих 
МКА, с помощью приборов для флуоресцентной 
клеточной сортировки (варианта проточной цито-
метрии), или, применяя другую терминологию, — 
метода «сортировки флуоресцентно-активирован-
ных клеток» (Fluorescence-activated Cell Sorting, 
FACS). Этот подход основан на том, что на поверх-
ности В-лимфоцитов, относящихся к клеткам памя-
ти, содержатся рецепторы той же специфичности, 
что и антитела, которые эта клетка способна секре-
тировать после её активации антигеном. На практи-
ке метод состоит примерно в следующем: В-клетки 
памяти (специально выделенные или находящиеся 
в составе мононуклеарных клеток крови) приво-
дятся в соприкосновение с антигеном, несущим 
флуоресцентную метку, и с помощью прибора для 
флуоресцентной клеточной сортировки («клеточ-

6 APExBIO. Human B Cell Culture and Expansion Kit. Catalog 
No. BC1001. URL: https://apexbt.com/human-b-cell-culture-
and-expansion-kit.html (дата обращения: 11.06.2024).
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ного сортера») отбираются только те клетки, ко-
торые связали антиген своими поверхностными 
В-клеточными рецепторами (BCR), специфичными 
к данному антигену. Клеточный сортер распреде-
ляет отобранные клетки в лунки микропланшета. 
Далее тактика может быть разной. ДНК клеток мо-
жет непосредственно использоваться для получе-
ния рекомбинантных МКА (причём с сохранением 
с помощью специального линкора данного ценного 
индивидуального сочетания VL и VH), или В-клетки 
могут какое-то время культивироваться, чтобы луч-
ше изучить секретируемые ими МКА, например, в 
отношении их нейтрализующей способности (если 
исследование связано с поиском антител к патоген-
ным вирусам) [18, 19]. 

Однако одна из сложностей, возникающих при 
использовании указанных методов культивирова-
нии В-лимфоцитов in vitro, заключается в том, что 
чем эффективнее происходит стимуляция В-лимфо-
цитов, тем быстрее они превращаются в терминаль-
но дифференцированные плазматические клетки, 
не способные к дальнейшему росту [22]. В работе 
M.J. Kwakkenbos и соавт. удалось преодолеть эту 
сложность путём генетического перепрограммиро-
вания В-лимфоцитов (взятых из крови донора) [25]. 
С помощью ретровирусной трансдукции в лимфо-
циты переносили гены, кодирующие траскрипци-
онные факторы BCL-6 и BCL-XL, которые играют 
важную роль в поддержании размножения В-клеток 
в зародышевых центрах. В результате В-лимфоциты 
приобретали способность размножаться, образовы-
вать клоны и секретировать МКА по крайней мере 
в течение месяца, в присутствии стимулирующего 
фидера. Кроме того, у них обнаруживали экспрес-
сию фермента активационнозависимой цитидинде-
заминазы, обеспечивающей соматический гипер-
мутагенез при созревании аффинности антител в 
зародышевых центрах [25]. Важно, что трансдуци-
рованные лимфоциты (например, В-клетки памяти, 
выделенные из крови доноров, иммунизированных 
столбнячным анатоксином), не только секретирова-
ли антитела, но и сохраняли на своей поверхности 
BCR. Это позволило применить флуоресцентный 
клеточный сортер для обнаружения В-лимфоцитов, 
продуцирующих МКА к столбнячному токсину, и 
получить клоны В-лимфоцитов, секретирующие 
МКА к данному антигену. Авторы показали, что 
с помощью описанного подхода можно получать 
МКА с нейтрализирующей активностью к вирусам 
(например, к респираторно-синцитиальному вирусу 
и др.) [25]. Метод можно использовать для получе-
ния не только МКА человека, но и разных видов 
млекопитающих.

Ещё одна часто используемая возможность для 
получения потомства индивидуальных В-клеток 
человека — это иммортализация В-клеток с помо-
щью вируса Эпштейна–Барр (EBV) для получения 

трансформированных (лимфобластоидных) кле-
точных линий, которые можно дополнительно ста-
билизировать путём слияния с клетками миеломы 
человека или гибридной линии (полученной от сли-
яния клеток миеломы человека с миеломой мыши) 
[18, 26]. Подробнее об этом подходе, который отча-
сти снова возвращается к ГТ для получения МКА 
человека, будет сказано ниже.

Микрожидкостные технологии  
при получении моноклональных антител

Технологии получения МКА из единичных 
В-клеток в настоящее время используются в двух 
вариантах: макроварианте (с обычным лаборатор-
ным оборудованием для культивирования клеток) и 
микроварианте, основанном на микрожидкостных 
(микрофлюидных) технологиях [18]. Макровариан-
ты в общих чертах описаны выше. Микрожидкост-
ные технологии существуют в разных форматах, 
cначала описанных в научных статьях в качестве 
изобретений научных лабораторий, но теперь ряд 
зарубежных биотехнологических компаний уже 
специализируется на выпуске такого оборудования. 
Один из вариантов технологий для отбора В-клеток 
человека, секретирующих МКА, сводится пример-
но к следующему. Взвесь клеток, потенциальных 
продуцентов МКА, в жидкой среде запускается в 
микрожидкостную камеру прибора. Туда же вно-
сится специальный масляный раствор. При смеши-
вании в микроканалах прибора взвеси клеток с мас-
лом образуются водно-масляные микрокапли (по 
размеру соответствующие пико- и нанообъёмным 
частицам), которые включают внутри себя В-клет-
ку. Капли стабилизируют поверхностно-активным 
веществом (сурфактантом). Кроме того, внутрь ка-
пель помещают реактивы, представляющие собой 
частицы, покрытые антигеном, и антитела к Ig че-
ловека, связанные с флуоресцентной меткой (ми-
крофлюидные технологии позволяют производить 
различные манипуляции с такими каплями, варьи-
руя их размер и содержимое). Если клетка продуци-
рует специфические антитела, то они прикрепятся 
к поверхности частицы с антигеном, а к ним при-
соединятся уже меченые флуоресцентные антитела, 
т. е. поверхность наночастицы, находящейся внутри 
микрокапли, покроется иммунными комплексами: 
антиген–специфические МКА–вторые антитела с 
флюоресцентной меткой. В этом случае от наноча-
стицы будет исходить свечение, т. е. внутри капли 
возникнет светящаяся точка. Встроенный в прибор 
клеточный сортер отберёт такие микрокапли и рас-
пределит их по нанолункам специального культу-
рального микропланшета (с лунками очень малых 
объёмов). В лунках капли лопаются от соприкос-
новения с культуральной средой, и клетка оказы-
вается в среде, где может какое-то время расти и 
делиться. Далее среда может быть дополнительно 
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проверена на наличие секретированных МКА, ко-
торые могут накапливаться в высоких концентра-
циях, благодаря миниатюрным размерам лунок. 
Технология позволяет за несколько часов анализи-
ровать десятки миллионов В-клеток, находящихся 
в образце [18, 27, 28]. 

Некоторые микрожидкостные системы, вы-
пускаемые биотехнологическим компаниями, ис-
пользуют для детекции не флуоресценцию на на-
ночастицах, а явление, известное как «резонансный 
перенос энергии по Фёрстеру» (Forster Resonance 
Energy Transfer) или, по другой терминологии, «ин-
дуктивно резонансный перенос энергии». Он пред-
полагает наличие в реакционной смеси двух бел-
ковых молекул, несущих разные флуоресцентные 
метки, называемые флуорофорами, одна из кото-
рых может испускать энергию (являться донором),  
а другая — поглощать её (служить акцептором) при 
сближении молекул меченых белков. Если в микро-
капле вместе с В-клеткой из крови человека, секре-
тирующей антитела класса IgG, содержатся мечен-
ные разными флуорохромами молекулы антигена и 
вторых антител (к IgG человека), то при образова-
нии иммунных комплексов (меченные флуорохро-
мом антиген-специфические антитела к антигену — 
вторые антитела, меченные другим флуорохромом) 
донорные и акцепторные молекулы сближаются, 
происходит испускание энергии донорской молеку-
лой и изменение свечения молекулы акцептора, что 
улавливается прибором [29]. 

Дальнейшие манипуляции с инкапсулирован-
ными в микрокапли В-лимфоцитами (секретирую-
щими нужные антитела) могут включать создание 
рекомбинантных МКА (на основе генов, кодирую-
щих секретированные В-клеткой МКА) или полу-
чение лимфобластоидных линий с помощью транс-
формации EBV с последующей стабилизацией пу-
тём слияния с клетками миеломы (о чём подробнее 
будет сказано ниже). Это только один из возможных 
описанных форматов таких методов, могут быть и 
другие варианты, в зависимости от поставленных 
задач. Например, если стоит задача вести отбор 
В-клеток по связыванию антигена с мембранным ре-
цептором на поверхности В-клеток памяти, то пред-
лагаются несколько иной дизайн и состав реактивов 
внутри микрокапель [29]. Используя подобные мето-
ды, исследователям удаётся в одном раунде добить-
ся, например, 800-кратного увеличения доли лим-
фоцитов, секретирующих антитела к антигену [29].  
Микрокапли с заключёнными в них В-лимфоцита-
ми (например, взятые у людей, перенёсших вирус-
ное заболевание), можно использовать для опре-
деления последовательностей генов, кодирую щих 
VL и VH участки антител, образованных индивиду-
альными В-лимфоцитами, с целью создания соот-
ветствующих рекомбинантных МКА. Технологии 
высокопроизводительного секвенирования нового 

поколения (next-generation sequencing, NGS) в со-
четании с методами биоинформатики позволяют 
также определить наиболее часто встречающиеся 
последовательности вариабельных участков. Пред-
полагается, что они принадлежат антителам, специ-
фичным к возбудителю данного заболевании. Да-
лее на основании этой информации можно создать 
рекомбинантное МКА с последующим изучением 
его биологических свойств, например, способности 
нейтрализовать вирус и др. [9, 18, 19]. 

У микрожидкостных методов есть немало 
преимуществ. Это и огромная пропускная способ-
ность, позволяющая за несколько часов анализиро-
вать миллионы клеток, и экономия сред и реаген-
тов. Важно, что подобные технологии позволяют 
достигать высоких концентраций МКА, получен-
ных даже от одной В-клетки. При использовании 
этих методов можно вести поиск МКА без привяз-
ки к заранее выделенному известному антигену. На-
пример, можно выяснить как МКА, секретируемые 
в культуральную среду, влияют на способность ин-
фекционных вирусных частиц заражать клетки-ми-
шени, т. е. обладают ли эти МКА нейтрализующи-
ми свойствами [9, 18, 19].

Преимущества классической гибридомной 
технологии

Возвращаясь к гибридомам, следует отме-
тить, что, несмотря на перспективность новых «не-
гибридомных» методов, ни один из них не нашёл 
ещё такого широкого применения, как «старая» ГТ.  
В частности, на это обстоятельство нередко обра-
щают внимание в ряде зарубежных обзоров, посвя-
щённых описанию прогресса в области получения 
МКА [3, 6, 30]. Действительно, этот «старый» под-
ход, изобретённый уже более полувека назад (пер-
вая работа по получению гибридом опубликована в 
1975 г.), продолжает очень широко использоваться. 

Сохранение популярности старой ГТ, по-види-
мому, можно объяснить двумя основными причина-
ми. Первая причина связана со свойствами самого 
продукта — МКА, образованных гибридомами.  
А именно, ГТ позволяет получать МКА природного 
происхождения, возникающие в результате диффе-
ренцировки В-лимфоцитов в зародышевых центрах 
лимфоидных органов, например, селезёнки мыши 
(если речь идёт о мышиных гибридомах), где вариа-
бельные участки антител подвергаются супермута-
генезу с отбором антител с наиболее аффинными со-
четаниями VH и VL пар, также происходит класс-пе-
реключение антител с IgM на другие изотипы. 
Таким образом, гибридомная технология позволяет 
получать «обессмерченные» (иммортализованные) 
линии клеток, способные секретировать в культу-
ральную среду МКА со структурой природных ан-
тител. Такие антитела отличаются стабильностью, 
их удобнее использовать в исследовательских це-
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лях и для конструирования различных иммунохи-
мических тест-систем, чем, например, образуемые 
с помощью метода фаг-дисплея фрагменты антител 
(которые могут потребовать дальнейшей доработки 
с помощью генной инженерии) [3, 6, 30]. Все эти 
свойства присущи и МКА, продуцируемым упомя-
нутым выше гибридомам человека. Таким образом, 
делается ненужным процесс гуманизации антител 
(если стоит задача получения терапевтического 
МКА), а получение, при необходимости, рекомби-
нантных МКА (на основе природных) сильно упро-
щается. Важно также, что в организме происходит 
негативный отбор В-клеток, продуцирующих анти-
тела к собственным антигенам белковой и другой 
биохимической природы, что уменьшает вероят-
ность нежелательных аутоиммунных реакций при 
использовании МКА с «природными» сочетаниями 
вариабельных участков (VL и VH) в терапии. Напро-
тив, Fab-фрагменты и другие формы антител, обра-
зованные в результате случайного спаривания VH и 
VL в технологии фагового дисплея, как считается, 
с большей вероятностью могут проявлять кроссре-
активность по отношению к аутоантигенам и обла-
дать большей иммуногенностью [3, 6, 13]. 

Вторая причина сохраняющейся популярности 
ГТ — очевидно, чисто практического и финансово-
го свойства. Метод получения гибридом не требует 
сложного и дорогого лабораторного оборудования, 
и в силу своей «биологичности» он может легко 
осваиваться не только сотрудниками биотехнологи-
ческих фирм, но и специалистами научных лабора-
торий, относящихся к самым разным направлениям 
в области биологических наук. Для получения вну-
трилабораторных МКА для конкретных исследова-
тельских целей научной группы (например, физио-
логического профиля) не требуются специализация 
в области технологий рекомбинантных ДНК, соот-
ветствующее специальное оборудование и дорого-
стоящие реагенты. 

«Негибридомные» методы получения МКА, 
напротив, требуют специализации в области генной 
инженерии, дорогостоящего оснащения лабора-
тории и обеспечения реагентами, поэтому они до-
ступны немногим лабораториям и крупным биотех-
нологическим компаниям. Кроме того, эти методы 
нередко запатентованы и трудно воспроизводимы, в 
том числе из-за отнесения части информации к об-
ласти «коммерческой тайны» биотехнологических 
компаний, производящих с помощью этих методов 
МКА или специальное оборудование (например, 
микрожидкостные системы) для получения МКА. 
Однако с учётом перспективности этих новых на-
правлений авторы многих обзоров поднимают 
вопрос о необходимости сделать указанные тех-
нологические достижения более доступными для 
широкого научного сообщества в разных областях 
биологии, в том числе путём проведения специ-

альных практических семинаров, тренингов и т.п., 
способствующих более широкому освоению этих 
технологий [13, 18].

Современная модификация метода  
G. Köhler и С. Milstein

В то же время и старая ГТ восприняла ряд со-
временных усовершенствований, что, по мнению 
ряда авторов, может придать ей второе дыхание, 
открыть новые возмоности [3, 6]. Ниже приведены 
некоторые примеры ряда важных усовершенствова-
ний, предлагаемых в области ГТ. 

Во-первых, для выделения специфических 
гибридом после слияния всё большее применение 
находят стерильные флуоресцентные клеточные 
сортеры. Показано, что на поверхности секрети-
рующих МКА клеток мышиных гибридом пред-
ставлены BCR с вариабельными участками той 
же специфичности, что и секретируемые этими 
клетками МКА [31]. Поэтому вместо того, чтобы 
проводить трудоёмкое тестирование на специфич-
ность отдельных колоний гибридом после слияния  
(с последующим многократным клонированием 
отобранных гибридом), можно прибегнуть к се-
лекции и клонированию гибридом, используя сте-
рильные клеточные сортеры [31]. Смесь сливших-
ся клеток после отбора гибридных клеток на среде 
ГАТ (для удаления неслившихся клеток) можно 
связать с антигеном, несущим флуоресцентную 
метку, и подвергнуть отбору на клеточном сорте-
ре. Устройство отберёт меченые клетки (которые 
связали антиген через свои поверхностные BCR) 
и разместит их по отдельным лункам культураль-
ных микропланшетов. Таким образом сразу воз-
можно произвести и отбор гибридом, секрети-
рующих МКА к антигену, и их первоначальное 
клонирование. Это не только намного сокращает 
время получения гибридомной клеточной линии, 
экономит среды, культуральную посуду и т. п., но 
и резко увеличивает пропускную способность тех-
нологии. Можно охватить тестированием большие 
популяции лимфоцитов от нескольких иммунных 
мышей, что увеличивает шанс найти наиболее 
подходящие МКА. Этот метод используется и для 
отбора и клонирования гибридом человека, одна-
ко ограничением является то обстоятельство, что 
линии, полученные из В-лимфоцитов человека, 
трансформированных EBV, нередко могут слабо 
экспрессировать мембранные BCR [26]. Также 
для отбора МКА-секретирующих гибридом и их 
быстрого клонирования можно использовать ми-
крожидкостные системы типа описанных выше на 
примере отбора индивидуальных В-лимфоцитов, 
продуцирующих антитела [27]. 

Другим усовершенствованием, часто упомина-
емым в обзорах, посвящённых развитию ГТ, явля-
ется использование полужидких сред для отбора и 
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клонирования гибридом [6, 26]. В такие среды мож-
но добавить, например, наночастицы с антигеном и 
вторые антитела, несущие флуоресцентную метку. 
В полужидких средах гибридомные клетки растут в 
виде отдельных колоний (клонов), а секретируемые 
ими МКА концентрируются вокруг этих колоний. 
За счёт образования иммунных комплексов вокруг 
клонов гибридом, секретирующих нужные МКА, 
при флуоресцентной микроскопии будет обнару-
живаться свечение. Эти клоны можно извлечь из 
полужидкой среды для дальнейших манипуляций. 
Метод позволяет одновременно выявлять и кло-
нировать секретирующие МКА гибридомы и пре-
пятствует вытеснению клонов, активно продуциру-
ющих МКА, нескретирующими, но быстро расту-
щими клетками. Ряд фирм выпускает специальное 
оборудование, делающее более удобным для иссле-
дователей использование этого метода.

Кроличьи гибридомы
Важным направлением является создание ги-

бридом на основе клеток других видов животных 
(не мышиных). Вскоре после появления ГТ у иссле-
дователей возникло ожидаемое стремление прило-
жить этот метод к такому животному, как кролик. 
Поликлональные кроличьи антитела отличаются 
высокой аффинностью, и иммунная система кро-
лика способна давать более сильный гуморальный 
иммунный ответ по сравнению с мышью. Однако 
получение кроличьих МКА с помощью ГТ оказа-
лось нелёгким делом, т. к. не было в наличии под-
ходящего партнера для слияния с В-лимфоцитами. 
Оказалось, что у кроликов не возникает миелом, из 
которых можно было бы создать клеточную линию 
(подобно созданию линий мышиных миеломных 
клеток, используемых для получения мышиных 
МКА). Межвидовые же гибридомы от слияния 
В-лимфоцитов кролика и миеломы мыши были 
очень нестабильны, быстро теряли хромосомы, 
утрачивая способность образовывать МКА. Все же, 
благодаря специальным усилиям, некоторым иссле-
дователям с использованием генетически модифи-
цированных кроликов удалось в 1995 г. получить 
клеточную линию 240E-W (наподобие мышиной 
миеломы), относительно пригодную для получения 
кроличьих гибридом [32]. В дальнейшем, на протя-
жении 1997–2001 гг., были предприняты усилия по 
улучшению качества этой линии как партнера для 
гибридизации (в частности, пришлось избавляться 
от секреции этими клетками собственных имму-
ноглобулинов и решать ряд проблем с культиви-
рованием и стабильностью гибридом), и в 2013 г.  
на улучшенный вариант этой линии (240E-W2) 
был выдан международный патент [32]. Таким 
образом, в отличие от клеток миеломы мыши, ще-
дро предоставленных С. Milstein для пользования 
международному научному сообществу, кроличья 

линия — аналог мышиных миелом — охраняется 
патентованием. 

В настоящее время ряд биотехнологических 
компаний специализируются на производстве и 
продаже кроличьих МКА. FDA одобрило несколь-
ко кроличьих МКА для применения в диагностиче-
ских целях. Кроме того, ряд терапевтических МКА, 
исходно являющихся продуктами кроличьих гибри-
дом, проходят в настоящее время клинические ис-
пытания [32]. Тем не менее отмечается, что получе-
ние кроличьих гибридом остаётся технически более 
сложной задачей, чем в случае мышиных гибридом. 
Кроличьи гибридомы, по-видимому, всё же менее 
стабильны, более сложны в культивировании, и к 
тому же есть проблемы с патентной охраной линии 
миеломных кроличьих клеток, используемых в ка-
честве партнера для слияния [32].

Куриные и межвидовые гибридомы 
В литературе описаны отдельные куриные ги-

бридомы, продуцирующие куриные МКА класса 
IgY; эти линии были получены от слияния В-лим-
фоцитов иммунных кур с клетками куриной мие-
ломы [6]. Интерес к куриным IgY-антителам свя-
зан с тем, что, как считается, они могут иметь ряд 
преимуществ перед антителами млекопитающих 
вследствие эволюционной отдалённости птиц [33]. 
Так, предполагается, что в некоторых случаях у кур 
можно рассчитывать получить иммунный ответ на 
ряд антигенов, на которые иммунная система мле-
копитающих не реагирует. Однако широко ГТ для 
получения МКА кур не используется, скорее для 
получения рекомбинантных МКА кур применяется 
технология фагового дисплея [6]. 

То же относится и к сообщениям о получе-
нии гибридом некоторых других видов животных, 
например коров [6]. Из млекопитающих, наряду с 
мышью, изначально достаточно широкое распро-
странение получила практика получения МКА 
крыс с использованием клеток миеломы крысы или 
миеломы мыши для слияния с В-клетками крысы  
(в отличие от нестабильных гибридов соматиче-
ских клеток мыши и кролика, быстро теряющих 
хромосомы и секрецию МКА, межвидовые гибри-
ды мышь × крыса более стабильны) [34].

Человеческие гибридомы
Особого рассмотрения заслуживает такое на-

правление, как получение человеческих гибридом, 
секретирующих человеческие МКА. Это направле-
ние давно привлекло внимание исследователей и 
как путь изучения, например, аутоиммунных нару-
шений в патогенезе различных заболеваний, и как 
возможный источник терапевтических МКА, име-
ющих структуру и свойства неизменённых (природ-
ных) МКА [6, 19, 26]. Для получения таких гибри-
дом можно использовать В-клетки из крови чело-
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века. Однако эта задача во многом остаётся весьма 
технически непростой, несмотря на достигнутые в 
этом направлении успехи. Это связано с нескольки-
ми причинами. Во-первых, отсутствует клеточная 
линия, способная при слиянии поддерживать секре-
цию МКА в гибридах столь же эффективно и ста-
бильно, как это происходит в мышиных гибридомах 
(а межвидовые гибриды В-лимфоцитов человека с 
клетками миеломы мыши отличаются сильной не-
стабильностью генома, быстро теряя хромосомы 
человека и, соответственно, способность секреции 
МКА). Во-вторых, в крови человека содержание 
В-лимфоцитов, секретирующих антитела искомой 
специфичности, очень мало по сравнению, напри-
мер, с селезёнкой иммунной мыши. В попытках 
преодоления технических сложностей обратились 
к трансформации В-клеток крови с помощью EBV 
для получения трансформированных лимфоидных 
клеточных линий, продуцирующих МКА. Однако 
при этом трансформацию претерпевала небольшая 
доля клеток, и такие линии быстро утрачивали се-
крецию МКА. В дальнейшем эффективность вирус-
ной трансформации удалось повысить, используя 
дополнительные активаторы В-лимфоцитов (на-
пример, CpG-содержащие олигонуклеотиды и ин-
терлейкины) [6, 19, 26]. 

Для стабилизации трансформированных ви-
русом линий эти клетки дополнительно сливают с 
клетками гибридных линий, полученных, напри-
мер, от слияния клеток миелом человека и клеток 
мышиной миеломы. По-видимому, такие гибрид-
ные линии лучше обеспечивают стабильную секре-
цию МКА в конечных гибридах, чем использование 
в качестве партнера для слияния с EBV-трансфор-
мированными В-клетками просто клеток линий ми-
елом человека, которые удалось получить в настоя-
щее время [26]. Однако всё же ГТ в приложении к 
клеткам человека значительно уступает по своей 
эффективности технологии мышиной гибридомы, 
являясь значительно более сложной задачей [6, 26].

Новые методы гибридизации клеток
Дальнейшее повышение эффективности техно-

логии получения гибридом связывают, в частности, 
с новыми методами гибридизации клеток, основан-
ными на использовании электрических импульсов. 
Электрические методы для слияния клеток уже ши-
роко применяются для получения гибридом, позво-
ляя значительно увеличить частоту слияния — по 
разным данным, от 2 до нескольких десятков раз 
[3, 6, 26, 35, 36]. Ряд лабораторий описали приме-
нение приборов для электрослияния собственного 
изготовления, однако такое оборудование уже вы-
пускается рядом биотехнологических компаний. 
Например, по сообщению Т. Kobayashi и соавт., 
частота выхода мышиных и крысиных гибридом, 
секретирующих МКА к антигену, при электросли-

янии (с помощью прибора японской фирмы) оказа-
лась в 5 раз выше, чем при использовании ПЭГ [36]. 
Интересно, что когда вместо клеток селезёнки им-
мунных животных (мышей и крыс) при электросли-
янии использовали лимфоузлы, то по сравнению с 
обычным протоколом (слияние клеток селезёнки с 
клетками миеломы с помощью ПЭГ) количество ги-
бридом — продуцентов нужных МКА — возросло 
в 50 раз [36]. Авторы считают, что такие модифи-
кации могут значительно повышать эффективность 
метода, в том числе уменьшая число использован-
ных животных. Эти данные подтверждают более 
ранние сообщении о полезности использования в 
ГТ не только клеток селезёнки иммунных живот-
ных (наиболее частая практика), но и клеток лим-
фоузлов и, по некоторым данным, костного мозга, 
богатого плазматическими клетками, секретиру-
ющими антитела. Причём, по некоторым данным, 
В-лимфоциты из разных органов иммунной систе-
мы могут различаться по спектру антител, которые 
они продуцируют [37]. 

Особенно большие надежды связывают с но-
вейшими методами соматической гибридизации 
клеток на основе, например, лазерных и микрожид-
костных технологий. Наибольшую эффективность 
слияния обещает привлечение микрожидкостных 
технологий [3, 38]. Если частота слияния при ис-
пользовании ПЭГ составляет в лучшем случае при-
мерно 1 на 104 клеток, то в отношении этих новых 
методов сообщается о возможности достижения 
частоты слияния около 80–95% клеток при сохране-
нии жизнеспособности более половины гибридных 
клеток [3, 38]. Высокая частота слияния (с сохра-
нением жизнеспособности гибридов) очень важна 
при получении человеческих гибридом, когда чис-
ло В-лимфоцитов, способных секретировать МКА 
нужной специфичности, в крови донора может 
быть очень низким (и при низкой частоте слияния 
такие клетки просто будут потеряны).

Трансгенные животные
Другим способом получения МКА человека с 

помощью ГТ является использование трансгенных 
животных, чаще всего лабораторных мышей [6]. 
Например, получены трансгенные мыши, у которых 
гены иммуноглобулинов мыши заменены на гены, 
отвечающие за образование антител у человека. 
Эти животные способны давать гуморальный ответ 
на иммунизацию антигеном с образованием анти-
тел, которые прошли через созревание аффинности 
в результате супермутагенеза и отбора В-клеток в 
зародышевых лимфоидных центрах, и их В-лим-
фоциты можно сливать с миеломой мыши обыч-
ным способом с получением мышиных гибридом, 
продуцирующих человеческие МКА [7]. Однако 
способность обеспечивать разнообразие антител у 
трансгенных мышей ниже, чем в организме чело-
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века (отчасти это можно компенсировать путём по-
лучения гибридом от нескольких иммунных живот-
ных) [6]. Также в организме мыши хуже может быть 
«контроль качества антител», чем в организме че-
ловека, в отношении, например, аутоиммунных ре-
акций [6]. Поэтому использование трансгенных мы-
шей вряд ли может полностью заменить получение 
МКА человека с помощью гибридомы человека, хотя 
само создание таких животных может облегчиться с 
использованием новых эндонуклеазных методов ре-
дактирования генома, особенно CRISPR/Cas9 [39]. 
Получены также трансгенные животные других ви-
дов (например, куры и кролики), способные образо-
вывать антитела человека [6]. Однако использование 
В-лимфоцитов этих животных для получения гибри-
дом ограничивается техническими сложностями, 
главным образом из-за особенностей линий клеток, 
которые возможно использовать в качестве партне-
ров для соматической гибридизации [6].

Модификация иммунизации животных
Важные изменения касаются также начального 

этапа в получении МКА путём ГТ — иммунизации. 
Самый распространённый способ иммунизации 
мышей при получении мышиных МКА, например, 
к белковым антигенам — это введение очищенного 
антигена (нативного или рекомбинантного белка) с 
адъювантом. Однако под воздействием адъюванта 
может изменяться конформация молекулы белка-ан-
тигена. Предполагают, что именно с этим связан 
тот факт, что большинство гибридом, получаемых 
после иммунизации мышей описанным способом, 
секретируют МКА, распознающие линейные эпи-
топы, т. е. определённые аминокислотные последо-
вательности в структуре белков-антигенов [6, 40]. 
Вместе с тем при получении, например, терапев-
тических МКА часто необходимо добиться, чтобы 
отобранные МКА распознавали конформационные 
эпитопы, т. е. какие-то участки на вторичной, третич-
ной и четвертичной структуре антигена. Например, 
такая задача может стоять при получении нейтра-
лизирующих МКА к вирусным антигенам с целью 
препятствовать взаимодействию вируса с клеточным 
рецептором, с помощью которого он проникает в 
клетку (как это происходит, например, в случае ко-
ронавируса SARS-CoV-2 и многих других). 

Одним из подходов, применяемых для решения 
этой задачи, является иммунизация животных (на-
пример, мышей) с помощью ДНК-векторов (напри-
мер, в виде плазмид), кодирующих данный белко-
вый антиген [6, 40]. Другой путь — использование 
вирусоподобных частиц, во многом сохраняющих 
структуру вирусов, но лишённых инфекционности, 
т. к. они не содержат вирусного генома [41, 42]. Для 
получения МКА к конформационным эпитопам ис-
пользуют также иммунизацию клеточными «дис-
плеями», на поверхности которых экспрессируются 

антигены, сохраняющие нативную структуру. Такой 
путь способствует получению МКА, например, к 
различным рецепторным белкам. В качестве дис-
плеев используют клетки млекопитающих и реком-
бинантных дрожжей, экспрессирующих на своей 
поверхности антигены [6]. Следует отметить, что 
здесь задачи ГТ во многом совпадают с задачами, 
стоящими при разработке вакцин, где также исполь-
зуют подходы в поисках путей получения адекват-
ного иммунного ответа [41]. 

В этой связи хотелось бы особо остановиться 
на таком новом направлении, как использование 
для иммунизации целых рекомбинантных дрожжей, 
экспрессирующих антиген [43–47]. Оказывается, 
дрожжевые клетки (относящиеся к видам, исполь-
зуемым в кулинарии и пищевой промышленности) 
обладают мощными адъювантными свойствами, 
успешно индуцируя сигналы врождённого иммуни-
тета (например, через толл-подобные рецепторы), 
при этом стимулируется и адаптивный иммунный 
ответ, как клеточный, так и гуморальный [44]. При-
чём интересно, что, как показано в некоторых рабо-
тах, для иммунизации можно использовать не только 
антигены, представленные на поверхности дрожжей 
(формат дисплея), но и антигены, находящиеся вну-
три целых рекомбинантных клеток [44, 47]. Напри-
мер, была показана индукция гуморального ответа 
при пероральной иммунизации мышей целыми клет-
ками рекомбинантных дрожжей, экспрессирующими 
(внутри клеток) вирусный антиген — капсидный бе-
лок вируса некроза нервной ткани красного морского 
окуня (Red grouper nervous necrosis virus, RGNNV). 
RGNNV — это один из представителей более об-
ширной группы вирусов некроза нервной ткани, 
вызываю щих заболевание у многих видов рыб [48]. 
Затем эффективность этого метода иммунизации бы-
ла продемонстрирована непосредственно на рыбах 
[49]. Показана также возможность индукции значи-
тельного гуморального и клеточного ответа к анти-
генам вируса геморрагической лихорадки денге при 
внутрибрюшинной [50] и пероральной иммуниза-
ции мышей целыми рекомбинантными дрожжами, 
экспрессирующими вирусные белки [51]. 

Указанные подходы с использованием целых 
рекомбинантных дрожжевых клеток обсуждаются в 
литературе как возможное новое перспективное на-
правление для вакцинологии [43–47]. Причём спо-
собность вызывать иммунный ответ проявляют не 
только свежие, но и высушенные рекомбинантные 
дрожжи — продуценты антигена. Рекомбинант-
ные дрожжи в высушенном виде сохраняют анти-
ген даже при высоких температурах, что важно для 
проведения вакцинации в жарких странах. Также 
их можно использовать для оральной иммуниза-
ции. Производство и использование таких вакцин  
(с учётом затрат на хранение при транспортировке), 
полученных на основе синтезирующих антиген це-
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лых дрожжевых клеток, может оказаться более де-
шевым, что имеет немалое практическое значение 
[43–47]. Этот пример интересен тем, что здесь раз-
витие нового метода идёт не по пути усложнения 
технологии, а, скорее, направлено в сторону неко-
торого упрощения (например, не требуется очистка 
антигена). Можно предположить, что этот подход 
представляет интерес не только для вакцинологии, 
но и для ГТ (последнее утверждение требует, одна-
ко, экспериментальной проверки). 

Для получения МКА к конформационным 
эпитопам важен не только этап иммунизации, но и 
этап селекции гибридом, секретирующих наиболее 
специфичные и аффинные МКА. При часто исполь-
зуемом твёрдофазном иммуноферментном анализе 
для выявления продуцентов специфических антител 
антиген прикрепляют к поверхности пластиковых 
планшетов, при этом конформационное состояние 
белковой молекулы может изменяться и многие кон-
формационные эпитопы могут утрачиваться [31]. 
Одним из подходов к преодолению этой проблемы 
является использование флуоресцентных клеточных 
сортеров. Этот метод позволяет не только ускорить 
отбор и клонирование гибридом (как описано выше), 
но и отбирать гибридомы, продуцирующие МКА к 
конформационным эпитопам [31]. Действительно, 
в этом случае отбираются гибридомные клетки, на 
поверхности которых экспрессируются BCR (с ва-
риабельными частями, идентичными МКА, секре-
тируемым этими клетками), взаимодействующие с 
антигеном в растворе (что способствует сохранению 
естественной конформации белковой молекулы) [31].

Сочетание различных методов получения 
МКА на примере антител к HCV

В настоящее время не существует какого-то 
метода получения МКА, который мог бы считать-
ся однозначно методом наилучшего выбора, неким 
«золотым стандартом» [6]. Разные методы могут 
дополнять друг друга при получении МКА, исполь-
зуемых в исследованиях одного и того же объекта. 
Это можно проиллюстрировать на примере вируса 
гепатита С (HCV). 

Вскоре после открытия HCV для изучения 
белков этого вируса стали использовать и МКА, по-
лучаемые с помощью ГТ [52]. В частности, в этот 
период были получены МКА к белку нуклеокапси-
да HCV, получившего название ядерного антигена 
HCV (HCV core antigen, HCVcAg) [53]. На основе 
некоторых из этих МКА позднее была создана и 
внедрена в практику диагностики HCV иммуно-
ферментная тест-система (устроенная по типу сэнд-
вич-метода) для выявления в крови HCVcAg. Такой 
тест, в настоящее время выпускаемый 5 фармацев-
тическими компаниями (наиболее признанным те-
стом является одобренная в Евросоюзе хемилю-
минесцентая диагностическая система «Abbott 

ARCHITECT HCV»), может использоваться как 
для подтверждения наличия инфекции после вы-
явления антител к вирусу, так и для обнаружения 
вируса в крови на раннем этапе инфекции, когда 
антитела к нему ещё не выработались (другими 
словами, данный тест может способствовать более 
раннему обнаружению заражённости HCV) [54].  
Преимущество заключается в том, что данная 
тест-система проста в исполнении, не требует 
специального оборудования помещения и дорого-
стоящих приборов, что может быть особенно по-
лезно в развивающихся странах с ограниченным 
бюджетом здравоохранения. 

Однако в руководстве ВОЗ, посвящённом диа-
гностике и лечению гепатита С, отмечается, что всё 
же изученность результатов применения данного 
теста меньше, чем диагностики, основанной на вы-
явлении вирусной РНК с помощью ПЦР; кроме того 
иммуноферментный тест отличается относительно 
высокой стоимостью, что снижает его доступность 
для национальных систем здравоохранения небога-
тых стран7. Также, хотя чувствительность, напри-
мер, системы Abbott ARCHITECT HCV относитель-
но высока, все же она уступает чувствительности 
метода ПЦР, и риск пропустить инфекцию, получив 
ложноотрицательный результат выше [55]. В связи 
с этим продолжаются поиск и исследования новых 
МКА к HCVcAg с целью создания новых тест-си-
стем для выявления этого вирусного белка. Напри-
мер, в 2023 г. была опубликована работа испанских 
авторов, в которой описано получение с помощью 
ГТ панели мышиных МКА к HCVcAg и показана их 
потенциальная перспективность для создания но-
вой иммуноферментной системы для определения 
этого антигена [56]. В этой связи следует отметить, 
что у HCVcAg обнаружены сильные иммуносупрес-
сивные свойства [57]. Возможно, с этим связан тот 
факт, что только очень ограниченное число биотех-
нологических компаний осуществляют производ-
ство систем для определения HCVcAg, т. к. полу-
чение высокоаффинных МКА к данному антигену, 
по-видимому, оказывается на практике более слож-
ной задачей, чем получение МКА к другим извест-
ным вирусным антигенам, например, поверхност-
ному антигену вируса гепатита В (HBVsAg) [42].

Большую роль различные технологии получе-
ния МКА играют в исследованиях по поиску, по-
лучению и изучению эпитопов антител широкого 
нейтрализующего действия. Предполагается, что 
такие МКА могли бы способствовать терапии HCV 
[52, 58, 59]. С другой стороны, изучение, с опорой 
на биоинформатику, эпитопов нейтрализующих ан-
тител широкого спектра рассматривается как один 

7 Unitaid. Hepatitis C diagnostics technology landscape; 2019. 
 URL: https://unitaid.org/assets/HepC-Dx-Tech-Landscape_

May2019.pdf (дата обращения: 11.06.2024).
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из подходов к созданию эффективной вакцины, яв-
ляясь перспективным направлением так называе-
мой «обратной вакцинологии» [59–61]. Поиск ней-
трализирующих МКА получил особенно сильный 
стимул к развитию в связи с разработкой 2 клеточ-
ных систем, позволяющих изучать взаимодействие 
антител с HCV на модели вирусных псевдочастиц 
(HCVpp), экспрессирующих поверхностные белки 
HCV, и рекомбинантных вирусов, способных размно-
жаться в культивируемых клетках (HCVсс) [62, 63]. 
В 2001 г. с помощью ГТ были получены мышиные 
МКА А33 к вирусному поверхностному белку Е2, 
которые, как оказалось, проявляют очень сильные 
широко нейтрализирующие свойства при испыта-
ниях на моделях HCVpp и HCVpp [64]. Позднее бы-
ли также получены широко нейтралирующие МКА 
человека, направленные к антигену Е2, при этом эпи-
топы некоторых из человеческих МКА частично пе-
рекрываются с эпитопом мышиных МКА [59]. Среди 
описанных разными авторами человеческих антител 
c широкой нейтрализующей активностью по отно-
шению к HCV есть МКА, выделенные разными ме-
тодами, например, на основе изолированных В-кле-
ток с помощью ГТ [63], c применением фагового 
дисплея [65, 66] и путём анализа генов вариабельных 
участков антител из крови инфицированных людей 
методами NGS с последующим конструированием 
рекомбинантного МКА [67]. Однако пока не уда-
лось получить МКА с доказанной терапевтической 
активностью в клинических испытаниях, исследо-
вания в этом направлении продолжаются.

Технология in silico
Наконец, рассмотрение методов получения 

МКА было бы неполным без хотя бы краткого упо-
минания такого подхода, как технология in silicо  
(в компьютере). Данные о трёхмерной структуре 
антител, их комплексов с антигеном могут быть по-
лучены как с использованием экспериментальных 
методов (рентгеноструктурный анализ или ядерный 
магнитный резонанс), так и с помощью моделиро-
вания in silico. Этот метод позволяет предсказывать 
трёхмерную структуру антител, идентифицировать 
аминокислоты, которые вносят наибольший вклад 
во взаимодействие молекул антитела и антигена, и 
анализировать последствия их замены, например, в 
результате мутагенеза (метод рационального дизай-
на), для создания антител с увеличенным аффини-
тетом [8].

Заключение
Несмотря на развитие методов компьютерного 

моделирования, как показывает практика, резуль-
таты, полученные с помощью экспериментальных 
подходов, до сих пор более надёжны. В некоторых 
случаях получение антител со свойствами, превы-
шающими их природный аналог, трудно осущест-

вимо и связано с тем, что в ходе естественного со-
зревания антител в организме и их отбора уже была 
выбрана их оптимальная структура [8]. 
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ANNIVERSARIES

14 мая 2024 г. исполнилось  
70 лет Муpаду Киясовичу Мамедо-
ву — pоссийско-азеpбайджанскому 
вирусологу и эпидемиологу, док-
тоpу медицинских наук, профес-
сору, заслуженному деятелю науки 
и техники и заслуженному врачу 
Азербайджанской Республики, чле-
ну pедакционного совета «Журнала 
микробиологии, эпидемиологии и 
иммунобиологии». 

В 1976 г. М.К. Мамедов с от-
личием закончил лечебный фа-
культет медицинского института 
в Баку и был напpавлен вpачом на 
Азербайджанскую противочумную станцию. Про-
шёл специализацию в противочумных институтах в 
Алма-Ате и Ростове-на-Дону. В 1980 г. напpавлен в 
аспирантуру по вирусологии в Институт полиомие-
лита и вирусных энцефалитов АМH СССР, где под 
руководством академика М.С. Балаяна подготовил 
и защитил кандидатскую диссертацию по проблеме 
лабораторной диагностики вирусного гепатита А.

С 1985 г. Муpад Киясович работает в Нацио-
нальном центре онкологии руководителем лабора-
тории, а с 1990 г. и по настоящее время — замести-
телем генерального директора по научной работе. 
В 1987 г. приказом Министра здравоохранения 
СССР был назначен ответственным за проведение 
работы по профилактике СПИД в Азербайджане. 
В 1991 г. во Всесоюзном онкологическом научном 
центре им. H.H. Блохина АМH СССР защитил док-
торскую диссертацию «Злокачественные опухоли и 
инфекции, вызванные ДHК-содержащими онкоген-
ными вирусами».

За годы работы в Национальном центре онко-
логии М.К. Мамедов провёл несколько многолет-
них циклов оригинальных клинико-лабоpатоpных 
исследований, результаты которых впервые позво-
лили объективно оценить клиническую и прогно-
стическую значимость субклинических инфекций, 
вызванных вирусами гепатитов В и С у больных со 
злокачественными опухолями. На основе этих дан-
ных были разработаны показания и противопоказа-
ния для проведения противовирусной терапии та-
ких инфекций у больных раком. Кроме того, благо-
даря этим исследованиям были оценены масштабы 
и особенности распространения в Азербайджане не 
только разных гепатотpопных вирусных инфекций, 
но и герпетических, pетpовиpусных, респиратор-
ных и энтеровирусных инфекций.

За эти годы М.К. Мамедов был ру-
ководителем или консультантом 30 кан-
дидатских и 5 докторских диссертаций. 
Он автор и соавтор 39 книг и моногра-
фий, более 700 статей в научных журна-
лах, издаваемых в разных странах, а так-
же 30 методических рекомендаций по 
вопросам вирусологии, эпидемиологии 
и инфекционной патологии.

Муpад Киясович — член автори-
тетных научных обществ: почётный 
член Всероссийского общества эпиде-
миологов, микробиологов и паразито-
логов, Российского общества гастроэн-
терологов, Российского и Европейского 

обществ по внутрибольничным инфекциям, Евро-
пейского общества по изучению печени и Европей-
ского общества клинической онкологии. В 2001 г. 
избран вице-президентом Международной экоэнеp-
гетической академии, а в 2004 г. — иностранным 
членом Российской академии естественных наук. 
Он член редакционных советов нескольких журна-
лов в странах СHГ.

За свои исследования в разные годы М.К. Маме-
дов был удостоен нескольких дипломов и наград, в 
том числе присужденной по линии ЮHЕСКО медали 
«За развитие науки», золотой медали Международ-
ной экоэнеpгетической академии, медали М.С. Бала-
яна «За достижения в области исследования гепатита 
Е», золотой медали И.И. Мечникова и др.

Много лет М.К. Мамедов — главный редактор 
журналов «Биомедицина» и «Современные дости-
жения азербайджанской медицины», издаваемых на 
русском языке. За эту деятельность Российская ака-
демия образования удостоила его медали В.Л. Пуш-
кина. М.К. Мамедов занят и научно-общественной 
работой: в 1999–2014 гг. он был заместителем пред-
седателя Учёного медицинского совета Минздра-
ва, в 2014–2019 гг. — руководителем Комиссии 
Минздрава Азербайджана по вирусным гепатитам. 
С 2004 г. читает лекции по вирусным инфекциям 
врачам Азербайджанского института усовершен-
ствования врачей им. А. Алиева.

Редакционная коллегия «Журнала микробиоло-
гии, эпидемиологии и иммунобиологии», ученики, со-
ратники и друзья поздравля ют юбиляра и желают 
ему дальнейших успехов в научной и педагогической 
деятельности, крепкого здоровья, душевной стой-
кости, оптимизма, многих лет жизни для успеш-
ной реализации всех творче ских замыслов и новых 
свершений на благо науки!

К 70-летию профессора Мурада Киясовича Мамедова 
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