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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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Оригинальное исследование
https://doi.org/10.36233/0372-9311-661

Исследование безопасности и иммуногенности вакцины  
для профилактики COVID-19 на основе вирусоподобных  
частиц в рамках I фазы клинических испытаний
Гребенникова Т.В. , Зайкова О.Н., Плотников А.А., Костина Л.В., Чернорыж Я.Ю.,  
Елисеева О.В., Латышев О.Е., Ларичев В.Ф., Федякина И.Т., Лосич М.А.,  
Кириллов И.М., Филатов И.Е., Баландина М.В., Цибезов В.В., Юрлов К.И.,  
Леснова Е.И., Кондратьева В.М., Козлова А.А., Баранец М.С., Гинцбург А.Л.
Национальный исследовательский центр эпидемиологии и микробиологии имени почетного  
академика Н.Ф. Гамалеи, Москва, Россия

Аннотация
Введение. Одним из перспективных направлений в предупреждении распространения инфекций, в том 
числе COVID-19, является получение вакцин на основе вирусоподобных частиц (virus like particles, VLP).  
В НИЦЭМ им. Н.Ф. Гамалеи разработана вакцина на основе VLP против COVID-19.
Цель работы — оценить переносимость, безопасность и иммуногенность новой вакцины для профилак-
тики COVID-19 на основе VLP в сравнении с плацебо на протяжении 21 сут после двукратного внутримы-
шечного введения в рамках I фазы клинических испытаний.
Материалы и методы. Двойное слепое плацебо-контролируемое исследование переносимости, безопас-
ности, и иммуногенности вакцины для профилактики COVID-19 на основе VLP проводили с дозой введе-
ния препарата, содержащего 40 и 80 мкг антигена, плацебо — 0,9% NaCl. У 180 добровольцев в возрасте 
18–55 лет отмечали наличие или отсутствие нежелательных явлений (НЯ) после вакцинации, оценивали 
показатели крови, напряжённость гуморального и клеточного иммунитета до и после вакцинации с помо-
щью иммуноферментного анализа, реакции нейтрализации, реакции бласттрансформации лимфоцитов 
и проточной цитометрии. 
Результаты. Анализ переносимости и безопасности новой вакцины против COVID-19 на основе VLP пока-
зал, что большинство НЯ регистрировались в течение первых 10 сут после вакцинации, преимущественно 
после 1-й вакцинации. В период с 11-х по 21-е сутки после вакцинации НЯ отмечались в единичных слу-
чаях. Летальных исходов, серьёзных и иных НЯ не зарегистрировано. Введение исследуемой вакцины до-
бровольцам не оказало негативного влияния на основные жизненные показатели. Сравнительная харак-
теристика показателей иммуногенности у добровольцев показала, что введение вакцины с содержанием 
антигена как 40, так и 80 мкг приводит к выраженному и достоверному росту уровня специфических имму-
ноглобулинов, вируснейтрализующих антител и активации клеточно-опосредованного иммунного ответа. 
В рамках I этапа клинических исследований доза 80 мкг была выбрана как оптимальная.
Заключение. Новая вакцина для профилактики COVID-19 на основе VLP с содержанием антигена 40  
и 80 мкг при введении добровольцам внутримышечно не вызывает серьёзных НЯ и индуцирует напряжён-
ный гуморальный и клеточный иммунный ответ.

Ключевые слова: COVID-19, SARS-CoV-2, вирусоподобные частицы, вирусоподобные частицы
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A study of the safety and immunogenicity of a new vaccine  
for the prevention of COVID-19 based on virus-like particles  
in phase I clinical trials
Tatiana V. Grebennikova , Olga N. Zaykova, Alexey A. Plotnikov, Lyudmila V. Kostina,  
Yana Yu. Chernoryzh, Olesia V. Eliseeva, Oleg E. Latyshev, Viktor F. Larichev,  
Irina T. Fedyakina, Milana A. Losich, Ilya M. Kirillov, Ilya E. Filatov, Marina V. Balandina,  
Valery V. Tsibezov, Kirill I. Yurlov, Ekaterina I. Lesnova, Valeria M. Kondratieva,  
Alina A. Kozlova, Marina S. Baranets, Aleksandr L. Gintsburg
National Research Center for Epidemiology and Microbiology named after N.F. Gamaleya, Moscow, Russia

Abstract
Introduction. One of the more promising developments in preventing the spread of infections, including 
COVID-19, is the production of vaccines based on virus-like particles (VLP). Currently, in the National Research 
Center for Epidemiology and Microbiology named after N.F. Gamaleya of the Ministry of Health of the Russia has 
developed a VLP-based vaccine against COVID-19.
The aim of this study is to evaluate the tolerability, safety and immunogenicity of a new vaccine for the prevention 
of COVID–19 based on VLP compared with placebo for 21 days after two intramuscular injections in phase I 
clinical trials.
Materials and methods. A double-blind, placebo-controlled study of the tolerability, safety and immunogenicity 
of a vaccine for the prevention of COVID-19 based on VLP was conducted with a dose of the drug containing 40 
and 80 micrograms of antigen, the placebo being 0.9% NaCl. The presence or absence of adverse events (AEs) 
after vaccination was noted in 180 volunteers aged 18 to 55 years; clinical and biochemical blood parameters, 
the intensity of humoral and cellular immunity before and after vaccination were assessed using enzyme 
immunoassay, neutralization reactions, lymphocyte blast transformation reactions and flow cytometry. 
Results. An analysis of the tolerability and safety of the new COVID-19 VLP-vaccine showed that most adverse 
events were registered within the first 10 days after vaccination, mainly after the first vaccination. In the period 
from 11 to 21 days after vaccination, AEs were observed in isolated cases. No deaths, serious or other AEs have 
been reported. The administration of the studied vaccine to the volunteers had no negative effect on the basic 
vital signs. A comparative analysis of immunogenicity indicators in volunteers showed that the administration 
of a vaccine with both an antigen content of 40 µg and an antigen content of 80 µg leads to a pronounced and 
significant increase in the level of specific immunoglobulins, virus neutralizing antibodies and activation of a cell-
mediated immune response. As part of the phase I clinical trials, a dose of 80 µg was selected as optimal.
Conclusion. It has been shown that a new vaccine for the prevention of COVID-19 based on VLP with an antigen 
content of 40 and 80 µg when administered intramuscularly to volunteers does not cause serious adverse events 
and induces a tense humoral and cellular immune response.

Keywords: COVID-19, SARS-CoV-2, virus-like particles, VLP
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Введение
Пандемия новой коронавирусной инфекции 

поставила перед службами здравоохранения всего 
мира серьёзные задачи по профилактике, терапии 
и диагностике данного заболевания. COVID-19 — 
тяжёлая острая респираторная инфекция, вы-
зываемая вирусом SARS-CoV-2 (Coronaviridae, 
Orthocoronavirinae, Betacoronavirus, Sarbecovirus), 
характеризуется высокой летальностью, которая, 
по данным разных исследований, колеблется от 0,5 
до 15% [1–3]. 

Первые случаи заболевания, обусловленно-
го вирусом SARS-CoV-2, были зарегистрированы  
в декабре 2019 г. в Китае. Вирус достаточно быстро 
распространился на все континенты, и, по данным 
Всемирной организации здравоохранения (ВОЗ), 
на декабрь 2021 г. в мире было зарегистрировано 
более 260 млн подтверждённых случаев заболева-
ния COVID-19, в том числе 5,2 млн смертельных 
исходов1. 

Наиболее тяжёлые проявления коронавирус-
ной инфекции — интерстициальная пневмония  
с нарушением дыхательной функции и полиорган-
ная недостаточность, которые часто становились 
причиной смертельного исхода [4–6]. Длитель-
ность постинфекционного иммунитета до конца  
не изучена [7]. 

По данным Роспотребнадзора, на 12.05.2024 
в мире выявлено около 785 млн случаев, наиболее 
неблагополучен Западно-Тихоокеанский регион. 
В России с 02.03.2020 по 05.05.2024 было зареги-
стрировано порядка 24 млн случаев заболевания 
в 85 субъектах2. Несмотря на заявления ВОЗ, что 
COVID-19 перешёл в разряд сезонных инфекций 
и периодически вызывает вспышки заболевания 
наряду с гриппом и острыми респираторными 
вирусными заболеваниями, вирус SARS-CoV-2 

1 WHO Director-General's opening remarks at the media briefing 
on COVID-19. 11 March 2020. URL: https://www.who.int/
director-general/speeches/detail/who-director-general-s-opening-
remarks-at-the-media-briefing-on-covid-19---11-march-2020

  WHO. COVID-19 Epidemiological Update. 06.11.2024. 
URL: https://www.who.int/docs/default-source/coronaviruse/
situation-reports/covid-19_epi_update_173.pdf?sfvrsn = 
457952e6_4&download=true

2 Эпидемиологическая обстановка и распространение 
COVID-19 в мире по состоянию на 8 мск от 12.05.2024 г. 
ФКУН РосНИПЧИ «Микроб». Федеральная служба по защи-
те прав потребителей и благополучия человека. 

  URL: https://www.rospotrebnadzor.ru/12.05.2024%20г.%20Ин-
формация%20о%20случаях%20заболевания.docx

продолжает инфицировать людей и уносить их  
жизни3. 

Изменчивость SARS-CoV-2, а именно мутации 
в рецептор-связывающем домене (receptor binding 
domain, RBD) S-белка, привели к появлению в мире 
разнообразия вариантов вируса, из которых наибо-
лее эпидемически значимы и вызывают озабочен-
ность ВОЗ на данный момент Alpha (линия B.1.1.7), 
Beta (B.1.351), Gamma (P.1), Delta (B.1.617.2) и 
Omicron (B.1.1.529) [8]. Появление новых вариан-
тов вируса, в том числе имеющих пониженную чув-
ствительность к вируснейтрализующим антителам 
и вакцинации уже имеющимися вакцинами, требует 
проведения регулярного молекулярно-генетическо-
го мониторинга SARS-CoV-2 и разработки новых 
высокоэффективных вакцин, способствующих фор-
мированию напряжённого и длительного иммуни-
тета в отношении актуальных штаммов возбудителя 
коронавирусной инфекции [8].

Эффективная вакцина против COVID-19 
должна быть безопасной, ареактогенной и индуци-
ровать образование вируснейтрализующих антител 
в титрах, достаточных для предотвращения разви-
тия инфекционного процесса. Кроме того, вакцина 
должна способствовать формированию эффектив-
ного иммунного ответа при наименьшем количе-
стве используемого антигена. Это снижает стои-
мость вакцины и делает её доступной [9].

В НИЦЭМ им. Н.Ф. Гамалеи разработана вак-
цина на основе вирусоподобных частиц (virus like 
particle, VLP) для профилактики COVID-19. VLP 
сформированы из 4 рекомбинантных структурных 
белков (S, M, E, N) и схожи по строению с вирионом 
SARS-CoV-2, но без вирусной РНК. Поверхностный 
S-белок (S-spike) SARS-CoV-2 является ответствен-
ным за связывание со специфическими рецептора-
ми на поверхности чувствительных клеток. В со-
ставе вакцины используются частицы, содержащие 
S-белок с консенсусными мутациями кладов 19А, 
Delta и Omicron. Таким образом, предполагается, 
что после иммунизации в организме будут синтези-
роваться антитела к штаммам данных кладов. 

Структурные шиповидный и мембранный бел-
ки претерпевают значительные мутационные из-
менения, в то время как белки оболочки и нуклео-
капсида являются высококонсервативными, что 

3 Число подтвержденных случаев COVID-19, зарегистриро-
ванных в ВОЗ/WHO Coronavirus (COVID-19) dashboard. 

  URL: https://data.who.int/dashboards/covid19/cases
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указывает на дифференциальное давление отбора, 
которому подвергался SARS-CoV-2 в ходе эволю-
ции. При этом вклад вирусных белков M, E, N в фор-
мирование В- и Т-клеточного иммунитета не менее 
важен, что подтверждается разработкой вакцин на 
основе этих белков [10, 11]. Было показано, что раз-
рабатываемая вакцина уже после 1-й иммунизации 
стимулирует Т-клеточный иммунный ответ у золо-
тистых хомяков, который также обеспечивает защи-
ту против различных штаммов SARS-CoV-2 [12]. 

Данные о доклинических испытаниях препа-
рата были представлены в Министерство здравоох-
ранения РФ. Получено разрешение на проведение 
клинических исследований от 16.02.2022 № 115.

Целью данной работы была оценка переноси-
мости, безопасности и иммуногенности новой вак-
цины для профилактики COVID-19 на основе VLP 
в сравнении с плацебо на протяжении 21 сут после 
двукратного внутримышечного введения в рамках  
I фазы клинических испытаний. 

Задачи исследования: 
1. Оценить последовательно переносимость 

и безопасность вакцины с содержанием дозы ан-
тигена 40 и 80 мкг, вводимых внутримышечно на  
10-е сутки после однократной вакцинации.

2. Оценить переносимость и безопасность 
вакцины с содержанием дозы антигена 40 и 80 мкг, 
вводимых внутримышечно на 21-е сутки после дву-
кратной вакцинации.

3. Оценить иммуногенность вакцины с содер-
жанием дозы антигена 40 и 80 мкг, вводимых вну-
тримышечно на 21-е сутки после двукратной вак-
цинации.

4. Определить оптимальную дозировку вакци-
ны на основании полученных показателей имму-
ногенности и безопасности для изучения в рамках  
II фазы клинического исследования.

Материалы и методы
Двойное слепое рандомизированное плаце-

бо-контролируемое многоцентровое проспективное 
исследование I фазы клинических исследований с 
ранжированием доз для оценки переносимости, 
безопасности и иммуногенности вакцины для про-
филактики COVID-19 на основе VLP (содержащей 
частицы, подобные SARS-CoV-2) при внутримы-
шечном введении на добровольцах в возрасте 18–
55 лет проводилось с февраля по декабрь 2022 г. 
на базе 2 исследовательских центров: ГБУЗ МО 
«Электростальская центральная городская боль-
ница» и ФГБУН «Институт мозга человека им. 
Н.П. Бехтеревой» РАН в соответствии с принципа-
ми Хельсинской декларации (2013 г.), руководством 
ICH по Надлежащей клинической практике (версия 
Е6, одобренная СРМР/135/95), Федеральным зако-
ном от 12.04.2010 № 61-ФЗ «Об обращении лекар-
ственных средств»; Приказом Министерства здра-

воохранения РФ от 01.04.2016 № 200н «Об утверж-
дении правил надлежащей клинической практики»; 
Национальным стандартом РФ ГОСТ Р 52379-2005 
«Надлежащая клиническая практика», утвержден-
ным Приказом Федерального агентства по техниче-
скому урегулированию и метрологии № 497-ст. от 
04.06.2014, Правилами надлежащей клинической 
практики Евразийского экономического союза», 
утверждёнными Решением Совета Евразийской 
экономической комиссии от 03.11.2016 № 79 и дру-
гими применимыми требованиями национального 
законодательства. 

До включения в исследование добровольцы 
были ознакомлены с информацией об исследовании 
и подписали форму информированного согласия. 
Исследователи, привлечённые к участию в клини-
ческом исследовании, до его начала предоставляли 
подписанные и датированные резюме, содержащие 
описание научной деятельности, и сертификаты, 
подтверждающие квалификацию.

В исследование были включены 180 добро-
вольцев мужского и женского пола в возрасте 18–
55 лет. Все добровольцы были здоровыми, соответ-
ствовали критериям включения (см. Приложение 1 
на сайте журнала) и были разделены на 3 группы: 

• 1-я группа — 60 добровольцев, которые бы-
ли привиты вакциной с содержанием анти-
гена 40 мкг двукратно с интервалом 21 сут 
внутримышечно;

• 2-я группа — 60 добровольцев, которые бы-
ли привиты вакциной с содержанием анти-
гена 80 мкг двукратно с интервалом 21 сут 
внутримышечно; 

• 3-я группа — 60 добровольцев, которые по-
лучили плацебо двукратно с интервалом 
21 сут внутримышечно.

Вакцина представляла собой очищенные ре-
комбинантные вирусоподобные частицы SARS-
CoV-2, синтезированные в бакуловирусной систе-
ме экспрессии. Поверхностный белок S в составе 
вирусоподобных частиц представлен вариантами 
19А, Alpha, Delta и Omicron. В состав вакцины вхо-
дил адъювант на основе сквалена. Объёмное соот-
ношение адъюванта и антигена составляло 1 : 1. 
Исследовали вакцину с содержанием антигена 40 и 
80 мкг. В качестве плацебо использовали 0,9% рас-
твор NaCl.

Добровольцев обследовали во время визитов: 
• визит 1 (госпитализация, рандомизация,  

1-я вакцинация);
• визиты 2, 3 (2–3-и сутки после 1-й вакцина-

ции);
• визит 4 (10-е сутки после 1-й вакцинации);
• визит 5 (21-е сутки после 1-й вакцинации, 

гос питализация, 2-я вакцинация);
• визиты 6, 7 (2–3-и сутки после 2-й вакцина-

ции);



138 139ЖУРНАЛ МИКРОБИОЛОГИИ, ЭПИДЕМИОЛОГИИ И ИММУНОБИОЛОГИИ. 2025; 102(2) 
DOI: https://doi.org/10.36233/0372-9311-661

ОРИГИНАЛЬНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ

• визит 8 (10-е сутки после 2-й вакцинации);
• визит 9 (21-е сутки после 2-й вакцинации).
Проводили анализ данных электронного днев-

ника самонаблюдения, физикальное обследование, 
оценку витальных показателей, сбор данных по 
сопутствующей терапии, выявление и регистра-
цию нежелательных явлений (НЯ) и серьёзных НЯ, 
оценку критериев включения/невключения. Отби-
рали кровь для оценки клеточного и гуморального 
иммунитета. Проводили биохимический, клиниче-
ский анализы, определение общего IgЕ, коагуло-
граммы, общий анализ мочи. Во время визитов 4, 
5, 8, 9 отбирали носоглоточные мазки для определе-
ния отсутствия РНК вируса SARS-CoV-2 методом 
полимеразной цепной реакции (ПЦР). 

Критерии оценки переносимости, безопасно-
сти и иммуногенности указаны в Приложении 2 на 
сайте журнала.

Реакция бласттрансформации лимфоцитов 
(РБТЛ). Отбирали кровь на 10-е сутки после 1-й и 
2-й вакцинаций (визиты 4 и 8). Фракции мононукле-
арных клеток из периферической крови выделяли 
путём центрифугирования на одноступенчатом гра-
диенте плотности фиколл-пака («ПанЭко»), выде-
ленные мононуклеары отмывали дважды в чистой 
среде RPMI-1640 и высевали в 96-луночные планше-
ты для микрокультивирования в концентрации 105 
клеток/лунку и добавляли стимуляторы в 100 мкл до 
конечных концентраций. В качестве отрицательного 
контроля мы использовали только среду (спонтанная 
пролиферация); неспецифического положительно-
го контроля — митоген конканавалин А (5 мкг/мл, 
«ПанЭко»), специфического стимулятора — вирус 
SARS-CoV-2: PMVL-12, номер депонирования EPI_
ISL_572398 в базе Gisaid; неспецифического стиму-
лятора — антиген Конго-крымской геморрагической 
лихорадки, а также адъювант Seppic. Клетки культи-
вировали в среде RPMI-1640, содержащей 20% эм-
бриональную телячью сыворотку, 2 мМ глутамина, 
4,5 г/л глюкозы, 50 мкг/мл гентамицина, 0,2 ЕД/мл 
инсулина при 37°С в атмосфере 5% СО2. Все манипу-
ляции выполняли в стерильных условиях.

Пролиферацию спленоцитов оценивали в 
 РБТЛ через 4 сут с помощью инвертированного ми-
кроскопа (× 400). Результаты РБТЛ выражали в виде 
индекса стимуляции пролиферации (ИСП), рассчи-
танного как отношение среднего числа лимфобла-
стов, наблюдаемых в присутствии и в отсутствие 
специфических стимуляторов. Положительным 
считали результат, если ИСП > 2.

Полученные данные обрабатывали с помощью 
программы «Prizm Graphpad v. 8.4.3» («GraphPad 
Software»). Статистический анализ проводили  
с помощью программы «Statistica v. 12.6» («StatSoft 
Inc.»). Достоверность различий оценивали по t-кри-
терию Стьюдента. Статистически значимым счита-
ли значение p < 0,05.

Окраска клеток для проточной цитометрии. 
1 млн лимфоцитов в объёме 50 мкл вносили в цен-
трифужные пробирки и добавляли по 5 мкл мо-
ноклональных антител анти-CD3, анти-CD4 и ан-
ти-CD8 («Сорбент») и инкубировали 45 мин при 
4°С. Дважды отмывали в растворе Хенкса (5 мин 
при 200g). Удаляли супернатант, клетки суспенди-
ровали в 200 мкл раствора Хенкса и анализировали 
на проточном цитометре «BD FACS Accuri C6+». 
Полученные данные обрабатывали с помощью про-
грамм «Cytoflex» и «Prizm Graphpad 8.0». Результа-
ты анализировали с помощью программы «FlowJo» 
(«Three Star»). 

Оценку гуморального иммунитета проводили 
с помощью иммуноферментного анализа (ИФА) и 
реакции нейтрализации (РН). Отбирали кровь на 10-
е сутки после 1-й и 2-й вакцинации (визиты 5 и 9).  
ИФА проводили набором реагентов для иммуно-
ферментного выявления IgG к RBD поверхност-
ного гликопротеина S коронавируса SARS-CoV-2 
(«SARS-CoV-2-RBD-ИФА-Гамалеи», РУ № РЗН 
2020/10393). 

Уровни нейтрализующих антител определя-
ли путём титрования сывороток крови с 1 : 10 до 
1 : 1280 против 100 ТЦИД50 трёх штаммов SARS-
CoV-2 из коллекции лаборатории молекулярной 
диагностики: Wuhan, Delta (линия B.1.617.2) и 
Оmicron (вариант XBB 1.5). Реакцию нейтрали-
зации проводили микрометодом в 96-луночных 
планшетах на перевиваемой культуре клеток почки 
зелёной мартышки Vero E6. Разведения сывороток 
инкубировали с вирусами в течение 1 ч при 37°С  
в атмосфере 5% CO2 и переносили в планшет с мо-
нослоем клеток. Через 72 ч учитывали реакцию по 
наличию цитопатического действия вируса. Титром 
сыворотки (последним нейтрализующим разведе-
нием) считали разведение, при котором обеспечи-
вается 100% защита клеток (нет цитопатического 
действия).

Измерение концентрации цитокинов в сыво-
ротках проводили методом ИФА с помощью ком-
мерческих тест-систем («Вектор-Бест»): набор 
реагентов для иммуноферментного определения 
концентра ции интерлейкина-2 в сыворотке крови 
«Ин терлейкин-2-ИФА-БЕСТ»; набор реагентов для 
иммуноферментного определения концен трации 
гамма-интерферона в сыворотке крови «Гам ма-
Интерферон-ИФА-БЕСТ»; набор реагентов для им-
муноферментного определения концентрации фак-
тора некроза опухолей-альфа в сыворотке крови 
«Альфа-ФНО-ИФА-БЕСТ».

Статистическую обработку данных проводи-
ли с помощью «Microsoft Office Excel 2007–2016» и 
статистических онлайн-калькуляторов (https://math.
semestr.ru, https://medstatistic.ru). В качестве опи-
сательных характеристик показателей демографи-
ческих и иных исходных данных, а также параме-
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тров безопасности и показателей иммуногенности 
использовали средние, стандартные отклонения, 
квартили, минимальные и максимальные величины,  
а также частоты, в зависимости от характера данных. 

Для анализа количественных показателей в ди-
намике в каждой группе использовали дисперсион-
ный анализ с повторными измерениями или анализ 
Фридмана, в зависимости от характера распределе-
ния данных. Для апостериорных сравнений значе-
ний на скрининге с последующими визитами при-
меняли критерий Даннета в случае дисперсионного 
анализа и критерий Данна с поправкой Бонферрони 
в случае анализа Фридмана. 

Сравнения групп между собой по качествен-
ным признакам проводили с помощью критерия χ2 
или точного теста Фишера. Средние геометриче-
ские значения титров (СГТ) для каждой исследу-
емой группы с 95% доверительными интервалами 
(ДИ) оценены для каждой временнóй точки. Для 
анализа титров к исходным данным применена 
логарифмическая трансформация. Для сравнений 
исследуемых групп между собой к логарифмиро-
ванным данным применяли дисперсионный анализ 
(апостериорные сравнения по методу Бонферрони 
или Геймса–Хоуэлла, если дисперсии не равны) или 
анализ Краскела–Уоллиса (апостериорные сравне-
ния по методу Данна с поправкой Бонферрони) в за-
висимости от характера распределения. Для оценки 
вида распределения использовали критерий Колмо-
горова–Смирнова, а также показатели асимметрии 
и эксцесса.

Для проверки гомогенности дисперсий при-
меняли критерий Левена, для оценки связи между 
титрами нейтрализующих и специфических анти-
тел — корреляцию Спирмена. Для коэффициента 
корреляции рассчитан 95% ДИ. В качестве описа-
тельных характеристик для параметров эффектив-
ности приведены частоты с 95% ДИ, рассчитанны-
ми по методу Клоппера–Пирсона.

Результаты
В ходе исследования безопасности и имму-

ногенности новой вакцины для профилактики 
COVID-19 на основе VLP в рамках I фазы клини-
ческих испытаний добровольцы, прошедшие скри-
нинг (n = 180; 107 мужчин и 73 женщины), были 
распределены на 3 группы, при этом закончили 
исследование 84% (n = 151: в 1-й группе — 52,  

во 2-й — 53, в 3-й — 46). Демографические данные 
представлены в табл. 1.

Оценка переносимости и безопасности вакцины 
В Приложении 3 на сайте журнала представ-

лены все НЯ по группам. За весь период поствакци-
нального наблюдения в течение 21 сут после двукрат-
ной вакцинации выявлено 572 НЯ у 138 (76,7%) до-
бровольцев, из них в 1-й группе отмечалось 216 НЯ  
у 47 (78,3%) добровольцев, во 2-й — 226 НЯ у 49 
(81,7%) добровольцев, в 3-й — 130 НЯ у 42 (70%) до-
бровольцев (рис. 1). У одного и того же добровольца 
могло встречаться несколько реакций одновременно. 

Чаще всего, в 50,5% случаях, добровольцы 
отмечали общие нарушения и реакции в месте 
введения (в 37,7% — боль в месте вакцинации и 
в 22,5% — усталость), которые в 95% случаев на-
блюдались в первые 10 сут. Также в 20,5% случа-
ев отмечались клинически значимые отклонения 
в лабораторных анализах в равной степени как на 
10-е, так и на 21-е сутки после введения исследуе-
мого препарата, вне зависимости от вакцинации. 
В 64,5% случаев зарегистрированные НЯ имели 
лёгкую степень тяжести, в 31,1% — среднюю, в 
4,4% — тяжёлую. В большинстве случаев взаимос-
вязь развития НЯ с вакцинацией была расценена как 
«вероятная». В 95% случаях всех НЯ исходом стало 
«выздоровление без последствий», в 5% — «ещё не 
выздоровел». Летальных исходов, серьёзных НЯ и 
других значимых НЯ, которые были расценены как 
имеющие особый интерес вследствие их клиниче-
ской значимости, не зарегистрировано.

Результаты лабораторных исследований под-
твердили, что введение исследуемой вакцины до-
бровольцам в возрасте 18–55 лет не оказывает не-
гативного влияния на основные показатели клини-
ческого и биохимического анализов крови, уровень 
IgE и показатели общего анализа мочи. Отклонения 
лабораторных показателей от нормы регистри-
ровались во всех группах. При этом большинство 
отклонений были расценены как клинически незна-
чимые. Наибольшее количество клинически значи-
мых отклонений отмечалось по показателям уровня 
креатинфосфокиназы и IgE. Результаты электро-
кардиографического исследования до начала и по-
сле завершения применения препаратов позволяют 
сделать вывод об отсутствии влияния введения ис-
следуемых вакцин на работу сердечной мышцы, все 

Таблица 1. Демографические данные пациентов, M ± SD

Группа n Возраст, лет Рост, см Масса тела, кг Индекс массы тела, кг/м2

Все субъекты исследования 180 29,91 ± 10,36 171,82 ± 8,21 68,02 ± 10,58 22,94 ± 2,50

1-я группа 60 31,62 ± 12,00 172,18 ± 8,50 67,94 ± 9,76 22,84 ± 2,22

2-я группа 60 26,58 ± 7,74 172,05 ± 8,82 66,97 ± 11,33 22,49 ± 2,55

3-я группа (плацебо) 60 31,53 ± 10,25 171,22 ± 7,32 69,16 ± 10,66 23,49 ± 2,65
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Рис. 1. Доля добровольцев с НЯ по классам систем органов. 
* — статистически значимые различия.

результаты находились в пределах нормы. Также не 
выявлено развития неврологических нарушений, 
связанных с вакцинацией, у привитых доброволь-
цев. Физикальный осмотр добровольцев, проведён-
ный перед вакцинацией и при каждом визите, не 
выявил отклонений в состоянии здоровья привитых 
ни в одной из групп, за исключением случаев, свя-
занных с проявлениями НЯ.

Исследование гуморального иммунного ответа  
в реакции нейтрализации 

На скрининге в исследовательских центрах 
у всех добровольцев при экспресс-тестировании 
на COVID-19 были получены отрицательные ре-
зультаты, однако в реакции ИФА и РН отмечалось 
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наличие антител. В группе плацебо значения СГТ 
колебались незначительно, а в 1-й и 2-й группах на-
блюдали рост СГТ в отношении штаммов Wuhan, 
Delta и Omicron (рис. 2). 

У добровольцев с низким СГТ (≤ 1/80) до вак-
цинации в РН после вакцинации наблюдали значи-
тельный прирост антител (рис. 3). При наличии вы-
соких титров (> 1/80) в РН отмечались более низкие 
показатели иммуногенности. В 3-й группе нараста-
ние титров антител практически не отмечалось.

Исследование гуморального иммунного ответа 
методом ИФА

При исследовании гуморального иммунно-
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в 1-й группе нарастание титров IgG к S-белку SARS-
CoV-2 на 21-е сутки после однократного введения 
отмечалось у 100% добровольцев, после 4-крат-
ного — у 70%, СГТ составил 1600, а на 21-е сут-
ки после 2-кратного введения СГТ уже составлял 
2177,26, уровень сероконверсии — 77,8% (рис. 4). 
Во 2-й группе на 21-е сутки после однократного 
введения вакцины нарастание титров IgG отмеча-
лось у 100% добровольцев, после 4-кратного —  
у 86%, СГТ составил 4306,88. После 2-го введения 
вакцины с содержанием антигена 80 мкг показа-
тели иммуногенности практически не менялись.  
В 3-й группе нарастания титров IgG не отмечалось, 
СГТ оставался на том же уровне. Средние показа-
тели общих IgA, IgM, IgG добровольцев в течение 
динамического наблюдения претерпевали незначи-
тельные изменения во всех группах.

На 21-е сутки после 1-й вакцинации в ИФА  
у всех добровольцев 1-й группы определялись спе-
цифические IgG к S-белку SARS-CoV-2, при этом 
титры антител составили 1 : 400–1 : 12 800, а по-
казатель СГТ — 4201,57. Доля добровольцев, у ко-
торых отмечался прирост титра антител, составила 
62,5%, из них с 4-кратной сероконверсией — 19,6%.  

На 21-е сутки после 2-й вакцинации показатель 
СГТ составил 4306,88, а уровень сероконверсии — 
20,4%. Кратность прироста СГТ относительно 
скрининга на 21-е сутки после 1-й вакцинации со-
ставила 2,1, после 2-й — 2,2.

Во 2-й группе на 21-е сутки после 1-й вакци-
нации специфические IgG к S-белку SARS-CoV-2  
в ИФА определялись у 100% добровольцев, при этом 
титры антител составили 1 : 1600–1 : 12 800, пока-
затель СГТ — 4950,94. Доля добровольцев, у кото-
рых отмечался прирост титра антител, составила 
57,4%, из них с 4-кратной сероконверсией — 14,8%.  
На 21-е сутки после 2-й вакцинации показатель СГТ 
составил 5261,46, уровень сероконверсии — 19,6%. 
Кратность прироста СГТ относительно скрининга 
на 21-е сутки после 1-й вакцинации составила 1,7, 
после 2-й вакцинации — 1,8.

В 3-й группе специфические IgG в ИФА  
на 21-е сутки после 1-го введения плацебо опре-
делялись у 91,7% добровольцев, при этом титры 
антител составили 0–1 : 12 800, показатель СГТ — 
1241,36. Доля добровольцев, у которых отмечался 
прирост антител, составила 18,8%, при этом 4-крат-
ная сероконверсия отмечалась у 10,4%. На 21-е сут-

Рис. 3. СГТ нейтрализующих антител у добровольцев с исходно низким титром антител (≤ 1/80).

Рис. 4. Показатель уровня сероконверсии на различных сроках исследования.
По оси ординат — доля добровольцев с уровнем сероконверсии (нарастание титра специфических антител ≥ 4 раза), %.
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ки после 2-го введения показатель СГТ составлял 
2311,60, уровень сероконверсии — 15,9%. При этом 
методом ПЦР случаи COVID-19 не были выявлены. 

Оценка клеточного иммунитета
Исследования проводились исходно (скри-

нинг V), а также на 10-е сутки после 1-й и 2-й вак-
цинации. При оценке динамики ИСП в результате 
иммунизации VLP-вакциной отмечалось значимое  
(p < 0,05) увеличение показателя в исследуемых 
группах по сравнению со скринингом. По мере уве-
личения числа вакцинаций отмечалось постепенное 
нарастание клеточного ответа (p < 0,05). Средний 
уровень ИСП достигает максимального значения 
на 10-е сутки после 2-й иммунизации вакциной, со-
держащей 40 мкг антигена, в дозе (2,17 [1,87; 3,05]) 
и вакциной, содержащей 80 мкг антигена, в дозе 
(2,57 [1,98; 3,17]). В РБТЛ исследовали количество 
стимулируемых лимфоцитов, и если они стиму-
лируются специфическим стимулятором, то это 
может говорить о предварительной встрече с анти-
геном, что возможно либо поствакцинально, либо 
постинфекционно. В 3-й группе были доброволь-
цы с очень высокими значениями ИСП, что может 
говорить скорее о постинфекционной стимуляции,  
т. к. поствакцинально таких высоких уровней 
ИСП ни при одной из исследуемых доз антигена 
в вакцине не было. Клеточный и гуморальный им-
мунный ответ не обязательно коррелируют. У ре-
конвалесцентов COVID-19 нередко наблюдаются 
ситуации как наличия антител без формирования 
клеточных реакций, так и отсутствие антител, 
но при формировании клеточного иммунитета.  
Поэтому, несмотря на отсутствие сероконверсии  
в группе добровольцев, иммунизированных плаце-
бо, мы не можем однозначно утверждать об отсут-

ствии бессимптомной инфекции COVID-19 у до-
бровольцев с высоким уровнем ИСП при клеточ-
ном ответе. Следует отметить, что такой высокий 
пролиферативный ответ на специфический антиген 
в группе плацебо возможен лишь после перенесён-
ной инфекции. 

Исследование соотношения CD4+/CD8+-лим-
фоцитов не выявило отклонений после вакцинации 
VLP-вакциной, содержащей как 40, так и 80 мкг ан-
тигена в дозе, ни в сторону хелперных, ни в сторону 
цитотоксических лимфоцитов. Эта дополнительная 
информация об отсутствии потенциальной иммуно-
токсичности может наблюдаться после вакцинации 
(в соответствии с ICH S8) (табл. 2).

Для изучения иммунного статуса у добро-
вольцев также была исследована динамика про-
дукции цитокинов при двукратной иммунизации. 
Сыворотки у пациентов отбирали до иммунизации  
и на 10-е сутки после 1-й и 2-й иммунизации (рис. 5). 

Анализ статистических различий показал, что 
в 1-й группе для показателя концентрация фактора 
некроза опухолей-α (ФНО-α) отмечалось статисти-
чески значимое различие между визитом скрининга 
(Ме = 4,6) и визитом 4 (Ме = 7,81). По остальным 
данным значимых различий не обнаружено. 

Полученные результаты показывают, что раз-
работанная VLP-вакцина, содержащая как 40, так 
и 80 мкг антигена в дозе, может быть индукто-
ром клеточно-опосредованного иммунного отве-
та, при котором не изменяется соотношение CD4+/
CD8+-лимфоцитов ни в сторону хелперных, ни  
в сторону цитотоксических лимфоцитов. А по-
ствакцинальное изменение уровня цитокинов не-
достаточно для развития иммунопатологических 
состояний, связанных с избыточной продукцией 
исследуе мых провоспалительных цитокинов.

Таблица 2. Данные ИСП и соотношений CD4+/CD8+ в исследуемых группах, Me [Q1; Q3] 

№ Иммунизация Показатель 1-я группа 2-я группа 3-я группа 

1 До вакцинации

n 60 60 60

ИСП 1,40 [1,15; 1,69] 1,43 [1,07; 1,83] 1,25 [1,11; 1,59]

CD4+/CD8+ 2,15 [1,71; 2,81] 2,44 [1,77; 2,97] 2,70 [1,97; 3,25]

2 На 10-е сутки после 
1-й вакцинации

n 54 52 49

ИСП 1,75 [1,31; 2,21] 2,06 [1,51; 2,3] 1,59 [1,22; 2,15]

CD4+/CD8+ 2,08 [1,65; 3,38] 2,23 [1,61; 3,38] 2,86 [2,06; 4,23]

3 На 10-е сутки после 
2-й вакцинации

n 47 49 45

ИСП 2,17 [1,87; 3,05] 2,57 [1,98; 3,17] 2,17 [1,45; 2,79]

CD4+/CD8+ 3,30 [2,2; 4,37] 3,18 [2,28; 4,42] 4,15 [2,51; 5,09]

Рost-hoc-анализ ИСП с поправкой  
на множественность сравнений

p1–2 = 0,020 p1–2 = 0,318 p1–2 = 0,195

р1–3 < 0,0001 р1–3 < 0,0001 р1–3 < 0,0001

р2–3 = 0,020 р2–3 = 0,004 р2–3 = 0,006
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Обсуждение
Для профилактики инфекционных заболева-

ний наибольшее распространение получили инак-
тивированные и живые вакцины. Однако появление 
и распространение новых инфекций, изменчивость 
их возбудителей и недавняя пандемия, коснувшая-
ся каждого, показывают необходимость разработ-
ки и совершенствования средств специфической 
терапии и профилактики. Параллельно с развитием 
технологии производства вакцин на основе мРНК, 
вирусных векторов, субъединичных вакцин набира-
ет популярность технология получения VLP, кото-
рые представляют собой альтернативную платфор-
му для разработки вакцин. Преимуществом такой 
платформы является возможность создания мульти-
валентных вакцин, которые способны индуцировать 
гуморальный и клеточный иммунный ответ с про-
дукцией вируснейтрализующих антител широкого 
спектра действия. Это важно при разработке вакцин 
для профилактики инфекций, вызываемых вирусами 
с высокой генетической изменчивостью, таких как 
SARS-CoV-2. При этом отсутствие генетического 
материала в VLP-вакцинах может гарантировать по-
вышенный уровень безопасности, что подтвержда-
ется доклиническими исследованиями [13–15].

В ходе настоящей работы были проведены ис-
следования переносимости, безопасности и имму-
ногенности новой вакцины против коронавирусной 
инфекции, вызываемой SARS-CoV-2, в рамках ЭI 
фазы клинических испытаний на здоровых добро-
вольцах. Препарат представляет собой очищенные 
рекомбинантные VLP SARS-CoV-2, которые син-
тезированы в бакуловирусной системе экспрессии. 
Поверхностный S-белок в составе VLP представлен 
вариантами 19А, Alpha, Delta и Omicron. В состав 
вакцины входит адъювант на основе сквалена.

Основными задачами были оценка переноси-
мости, безопасности и иммуногенности вакцины 
в сравнении с плацебо на протяжении 21 сут после 
двукратного внутримышечного введения, а также 
определение оптимальной дозы антигена для даль-

нейшего изучения безопасности и эффективности 
препарата в рамках II фазы клинических испытаний.

При разработке вакцин, в том числе для про-
филактики COVID-19, уделяется особое внимание 
исследованиям безопасности, ареактогенности и 
переносимости новых вакцин, т. к. эти показатели 
напрямую влияют на возможность широкого при-
менения данных препаратов и уровень доверия на-
селения к вакцинации. В частности, при исследо-
вании инъекционных форм ряда мРНК-вакцин от 
COVID-19 выявлены как местные реакции, такие 
как боль в месте инъекции, так и серьёзные побоч-
ные реакции, а некоторые публикации о безопасно-
сти вакцин, несмотря на возражения авторов, ото-
званы редакциями журналов. Вакцины на основе 
VLP зарекомендовали себя как высокоэффективные 
и безопасные, что было показано на примере вак-
цин против вируса папиломы человека (Gardasil, 
Gardasil9, Cervarix), гепатита Е (Hecolin) гепатита В 
(Sci-B-Vac) и малярии (Mosquirix) [16–18]. 

По результатам представленного исследования 
НЯ отмечались как у добровольцев, привитых ис-
следуемой вакциной с содержанием антигена 40 и 
80 мкг в дозе, так и в группе иммунизированных 
плацебо. При этом большинство НЯ регистриро-
вались в течение первых 10 сут после вакцинации, 
преимущественно после 1-й вакцинации. В период 
с 11-х по 21-е сутки после вакцинации НЯ отмеча-
лись в единичных случаях.

Большинство зарегистрированных НЯ со 
связью «вероятная» и «возможная» относились  
к ожидаемым побочным проявлениям после имму-
низации на действие вакцинного препарата. Пред-
ставляющие особый интерес НЯ, связанные с вак-
цинацией от COVID-19 (синдром Гийена–Барре, 
генерализованные судороги, анафилаксия, тромбо-
цитопения, коагулопатия и др.), не регистрирова-
лись ни у одного добровольца.

Выявленные колебания средних в клиниче-
ских показателях крови и мочи до вакцинации и на 
различных сроках после прививки не позволяют 

Рис. 5. Динамика уровня цитокинов в сыворотке крови добровольцев.
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говорить о влиянии вакцинации на эти показатели 
и могут быть объяснены случайными факторами, 
перестройкой иммунной системы организма приви-
тых в ответ на введение антигена. 

Средние значения показателей жизненно важ-
ных функций в исследуемой группе находились  
в пределах нормы, а изменения данных параметров 
по результатам измерений, проводимых после нача-
ла применения препарата, по сравнению с исходны-
ми значениями были незначительными и в пределах 
референтных величин.

Во всех исследуемых группах отмечались 
значимые изменения в отдельных лабораторных 
показателях относительно скрининга. Важно от-
метить, что данные отклонения встречались как у 
добровольцев, получивших исследуемую вакцину 
в обеих дозах, так и в группе добровольцев, полу-
чавших плацебо. Отсутствие серьёзных НЯ, связан-
ных с вакцинацией, или летальных исходов в ходе 
исследования говорит о хорошей переносимости и 
безопасности применения вакцины с содержанием 
антигена как 40, так и 80 мкг в дозе. 

Исследователи Медицинского центра Универ-
ситета Радбауд в Неймегене (Нидерланды) прово-
дили одноцентровое клиническое исследование  
с подбором доз адъювантной вакцины ABNCoV2 на 
основе VLP или капсидоподобных частиц (cVLP). 
На носитель cVLP ковалентно присоединён RBD 
гликопротеина шипа SARS-CoV-2. Исследовали  
45 здоровых добровольцев в возрасте 18–55 лет, 
которые были иммунизированы внутримышеч-
но, дважды. У участников в течение недели после 
вакцинации было в общей сложности 249 НЯ, воз-
можно, связанных с вакцинацией (185 — степени 1;  
63 — степени 2; 1 — степени 3). Произошли 2 серь-
ёзных НЯ; одно было классифицировано как воз-
можная нежелательная реакция [19].

VLP разработанной вакцины способны оказы-
вать сильное иммуностимулирующее действие на 
организм, активируя Т- и В-лимфоциты, т. к. содер-
жат основные иммуногенные белки SARS-CoV-2 
в нативной конформации. Они легко проникают  
в лимфатические узлы и поглощаются антиген-пре-
зентирующими клетками, в частности дендритны-
ми клетками, с последующей презентацией антиге-
на молекулами главного комплекса гистосовмести-
мости класса II [19, 20].

Исследования иммуногенности разработан-
ной вакцины против SARS-CoV-2 в рамках I фазы 
клинических испытаний показали, что введение 
добровольцам вакцины c содержанием антигена 40  
и 80 мкг индуцировало достоверный рост СГТ  
в сравнении с плацебо. При этом реакция иммун-
ного ответа была сильнее у добровольцев, у кото-
рых изначально отмечались низкие титры антител 
(в РН — титр ≤ 1/80, ИФА — титр ≤ 1/800). При 
наличии у добровольцев высоких титров антител 

(1/1600–1/3200 и ≥ 1/6400 в ИФА) на скрининге 
данные показатели иммуногенности были ниже и 
сероконверсии не наблюдалось. Необходимо от-
метить, что вируснейтрализующие антитела выра-
батывались к различным штаммам SARS-CoV-2, 
включая клады 19А, Delta и Omicron. В 3-й группе 
у ряда добровольцев отмечалось нарастание титров 
антител, однако 4-кратного увеличения не наблюда-
лось. Следует отметить, что у включённых в иссле-
дование лиц не выявлено COVID-19. 

Во 2-й группе показатели иммуногенности  
в ИФА незначительно, но превосходили как значе-
ния в целом в популяции, так и у добровольцев с 
исходно низким и высоким титрами антител. Пока-
затели напряжённости иммунного ответа, нараста-
ние титров антител, в том числе 4-кратное, в РН 
также были выше во 2-й группе, особенно это ка-
сается актуального и преобладающего в настоящее 
время штамма Omicron. Так, в данной группе СГТ 
составил 275,24, кратность прироста — 3,1, а в 1-й 
группе СГТ равен 160, кратность прироста — 2,0.

Высокие показатели иммунного ответа в 3-й 
группе говорят, скорее всего, о перенесённом за-
болевании COVID-19 в стёртой форме, которое не 
проявлялось клинически и не подтверждалось ПЦР- 
тестом. Важно отметить, что данное исследование 
проводилось в разгар эпидемии, главным инфекци-
онным агентом в тот момент был штамм Omicron. 

Также следует отметить недостаточную чувст-
вительность некоторых коммерческих ИФА-тест-
систем для выявления антител к SARS-CoV-2 [21].  
Например, при гриппе у 50–80% невакциниро-
ванных взрослых людей появляются антитела без 
признаков заболевания [22]. Ряд исследователей 
отмечают, что до 80% случаев инфицирования 
COVID-19 может протекать бессимптомно [23, 24]. 

Исследователи из Нидерландов изучали им-
мунный ответ 45 добровольцев, которые были 
иммунизированы вакциной ABNCoV2 на основе 
cVLP с разным количеством антигена: 6, 12, 25, 
50 или 70 мкг [19]. Отмечено дозозависимое фор-
мирование антител после 2-й вакцинации при им-
мунизации вакцинами, содержащими 25–70 мкг 
антигена. Антитела нейтрализовали основные ва-
рианты SARS-CoV-2, но вируснейтрализующая ак-
тивность была ниже с вариантом Omicron (BA.1), 
были активированы специфические интерферон-γ  
(ИФН-γ)+CD4+-T-клетки. Общий вывод исследова-
телей: иммунизация вакциной хорошо переноси-
лась, была безопасной и привела к функционально-
му иммунному ответу.

Инфекция SARS-CoV-2 вызывает иммунные 
реакции, которые могут иметь важное значение 
для разработки стратегии вакцинации. Т-клеточ-
ный иммунитет играет центральную роль в борьбе 
с инфекцией SARS-CoV-2. Антиген-специфиче-
ские CD4+- и CD8+-Т-клетки и нейтрализующие 
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антитела играют защитную роль против SARS-
CoV-2, в то время как нарушение адаптивного им-
мунного ответа, а именно нехватка наивных Т-кле-
ток, может привести к неблагоприятным исходам 
заболевания.

При исследовании иммунного ответа важной 
является оценка степени дисбаланса цитокинов и 
активации иммунных клеток. Мимикрия антигена 
между вирусными белками и белками человека мо-
жет приводить к развитию иммуноопосредованного 
гемолиза, снижению числа лейкоцитов, цитокино-
вому шторму, прокоагулянтному состоянию и акти-
вации макрофагов [25]. Синтез цитокинов ИФН-γ, 
интерлейкина-2, ФНО-α обусловливает Th1-тип им-
мунного ответа [26]. ИФН-γ и интерлейкин-2 акти-
вируют макрофаги, естественные клетки-киллеры 
и цитотоксические лимфоциты, которые имеют ре-
шающее значение для элиминации вируса. ИФН-γ 
является наиболее мощным фактором активации 
макрофагов. Полная активация макрофагов может 
быть обеспечена низкими уровнями ИФН-γ. При 
разработке вакцин важно избежать токсичности, 
связанной с его чрезмерной активацией.

Аномальная стимуляция Т-клеток и анти-
генпрезентирующих клеток (дендритных клеток, 
макрофагов и В-клеток) может приводить к разви-
тию цитокинового шторма, генерируемого подав-
ляющим высвобождением цитокинов, в частности 
ФНО-α, который способствует миграции из сосудов 
нейтрофилов и активации путей свёртывания кро-
ви. Гипервоспалительные реакции коррелируют  
с повышенными уровнями сывороточных интер-
лейкина-2, -6 и -7 [27, 28].

Разработанная VLP-вакцина может быть ин-
дуктором клеточно-опосредованного иммунного 
ответа, при котором не изменяется соотношение 
CD4+/CD8+-лимфоцитов ни в сторону хелперных, 
ни в сторону цитотоксических лимфоцитов. При 
этом поствакцинальное изменение уровня цитоки-
нов недостаточно для развития иммунопатологиче-
ских состояний, связанных с избыточной продук-
цией исследуемых провоспалительных цитокинов.

При использовании разработанной вакцины 
выраженно увеличивалось образование антител 
и нарастал клеточный ответ по мере увеличения 
количества иммунизаций. Однако показатели им-
муногенности, полученные после иммунизации 
вакциной с содержанием антигена 80 мкг в дозе, 
превосходили показатели, полученные при имму-
низации вакциной с содержанием антигена 40 мкг  
в дозе (особенно применительно к штамму 
Omicron), поэтому в рамках I этапа клинических 
испытаний данная доза выбрана как оптимальная.

Заключение
Проведена оценка переносимости, безопасно-

сти и иммуногенности новой вакцины для профи-

лактики COVID-19 на основе VLP в рамках I фа-
зы клинических испытаний на 180 добровольцах.  
Показано, что вакцинация препаратами с содержа-
нием антигена 40 и 80 мкг в дозе внутримышечно 
двукратно с интервалом 21 день не вызывает се-
рьёзных НЯ и индуцирует гуморальный и клеточ-
ный иммунный ответ. При этом не изменяется со-
отношение CD4+/CD8+-лимфоцитов ни в сторону 
хелперных, ни в сторону цитотоксических лимфо-
цитов. Поствакцинальное изменение уровня цито-
кинов недостаточно для развития иммунопатологи-
ческих состояний, связанных с избыточной продук-
цией исследуемых провоспалительных цитокинов.
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Молекулярно-биологическая характеристика изолятов 
Streptococcus pneumoniae, выделенных от больных 
пневмококковым менингитом 
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Аннотация
Цель работы — дать ключевые характеристики изолятов Streptococcus pneumoniae, циркулирующих на 
территории России в 2015–2020 гг. и выделенных от больных пневмококковым менингитом, на основа-
нии данных высокопроизводительного секвенирования, включая глобальные кластеры пневмококковых 
последовательностей, серотипы, факторы вирулентности и генетические детерминанты резистентности,  
в сравнении с клиническими данными по чувствительности к антимикробным препаратам (АМП). 
Материалы и методы. Исследовано 68 инвазивных изолятов S. pneumoniae, выделенных из крови и 
ликвора пациентов с бактериальным менингитом в разных регионах России в 2015–2020 гг. Видовую иден-
тификацию проводили с учётом морфологии колоний на кровяном агаре, наличия α-гемолиза, отрица-
тельной каталазной реакции, чувствительности к оптохину, положительных результатов латекс-агглютина-
ции. Чувствительность изолятов к АМП определяли методом микроразведений в бульоне, категории чув-
ствительности — на основании пограничных значений минимальных подавляющих концентраций (МПК). 
Проводили полногеномное секвенирование изолятов S. pneumoniae, анализ изолятов на сигнатуру пени-
циллинсвязывающих белков, определение глобальных кластеров пневмококковых последовательностей, 
аллелей MLST, серотипов, сиквенс-типов и генов приобретённой резистентности (mefA, ermB, tetM, folA/P, 
cat), идентифицировали гены вирулентности.
Результаты. Выявлены 28 GPSC, 45 сиквенс-типов и 27 серотипов. Степень охвата ППВ-23 и ПКВ-13 
составила 78 и 59% соответственно. Доминировали серотипы 3 (18%), 19F (9%), 23F (7%) и 15В (6%). Пре-
обладала (43%) линия GPSC12 (серотип 3). Линии, экспрессирующие вакцинные серотипы GPSC1(19F), 
GPSC6(14), GPSC13(6A), GPSC904(14) и GPSC10(19F), обладали множественной антимикробной рези-
стентностью, включая резистентность к пенициллину. Резистентные линии, экспрессирующие невакцин-
ные серотипы, — GPSC230 (13) и GPSC177 (35F). В большинстве случаев установлено соответствие гено-
типической и фенотипической резистентности к пенициллину (повышенные МПК β-лактамов коррелиро-
вали с типами пенициллинсвязывающих белков), эритромицину (ermB, mefA, ermB/mefA), клиндамицину 
(ermB) и тетрациклину (tetM) и триметоприму-сульфаметоксазолу (folA, folP). У всех изолятов обнаружены 
гены вирулентности cbpG, lytA, pce/cbpE, pavA, pfbA, ply, hysA, nanA и cps4A. Цинковая металлопротеина-
за С обнаружена у 13% изолятов.
Заключение. Выявлено высокое разнообразие серотипов и линий среди изолятов пневмококков, выде-
ленных у больных менингитом. Из 68 изолятов S. pneumoniae, выделенных у пациентов с бактериальным 
менингитом, более 17% относились к невакцинным серотипам. Результаты сопоставления фенотипиче-
ской и генотипической антимикробной резистентности характеризовались хорошей конкордантностью, 
что указывает на необходимость дальнейшего изучения возможности использования полногеномного 
секвенирования в качестве диагностического инструмента для выявления механизмов резистентности  
у клинических изолятов пневмококков.

Ключевые слова: Streptococcus pneumoniae, инвазивные пневмококковые инфекции, полногеномное 
секвенирование, мультилокусное секвенирование-типирование, резистентность к антимикробным 
препаратам, пенициллинсвязывающие белки, глобальный кластер пневмококковых последовательно-
стей, серотипы
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Molecular and biological characterization of Streptococcus 
pneumoniae isolates from patients with pneumococcal meningitis 
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Roman S. Kozlov1, 2, Irina I. Gaponova2, Konstantin O. Mironov2

1Research Institute of Antimicrobial Chemotherapy, Smolensk State Medical University, Smolensk, Russia;
2Central Research Institute of Epidemiology, Moscow, Russia

Abstract
The aim of the study is to provide key characteristics of Streptococcus pneumoniae isolates circulating in Russia 
in 2015–2020 and isolated from pneumococcal meningitis patients based on high-throughput sequencing data, 
including global pneumococcal sequence clusters, serotypes, virulence factors and genetic determinants of 
resistance, in comparison with clinical data on antimicrobial susceptibility. 
Materials and methods. We studied 68 invasive S. pneumoniae isolates from blood and cerebrospinal fluid 
of patients with bacterial meningitis in different regions of Russia in 2015–2020. Species identification was 
performed taking into account the morphology of colonies on blood agar, the presence of α-hemolysis, negative 
catalase reaction, sensitivity to optoquine, and positive latex-agglutination results. The sensitivity of isolates to 
antimicrobials was determined by microdilution in broth, and sensitivity categories were determined based on 
borderline values of minimum inhibitory concentrations (MICs). Whole genome sequencing of S. pneumoniae 
isolates, analysis of isolates for penicillin-binding protein signature, determination of global pneumococcal 
sequence clusters, MLST alleles, serotypes, sequence types and acquired resistance genes (mefA, ermB, tetM, 
folA/P, cat), identification of virulence genes were carried out.
Results. Twenty-eight GPSCs, 45 sequence types and 27 serotypes were identified. The coverage rates of  
PPV-23 and PCV-13 were 78% and 59%, respectively. Serotypes 3 (18%), 19F (9%), 23F (7%) and 15B (6%) 
were predominant. The GPSC12 lineage (serotype 3) was predominant (43%). Lineages expressing vaccine 
serotypes GPSC1(19F), GPSC6(14), GPSC13(6A), GPSC904(14) and GPSC10(19F) exhibited multiple 
antimicrobial resistance, including penicillin resistance. The resistant lineages expressing non-vaccine serotypes 
were GPSC230 (13) and GPSC177 (35F). In most cases, genotypic and phenotypic resistance to penicillin 
(increased MICs of β-lactams correlated with types of penicillin-binding proteins), erythromycin (ermB, mefA, 
ermB/mefA), clindamycin (ermB) and tetracycline (tetM), and trimethoprim-sulfamethoxazole (folA, folP) was 
found to be consistent. The virulence genes cbpG, lytA, pce/cbpE, pavA, pfbA, ply, hysA, nanA and cps4A were 
detected in all isolates. Zinc metalloproteinase C was detected in 13% of isolates.
Conclusion. A high diversity of serotypes and lineages among pneumococcal isolates from meningitis patients was 
revealed. Out of the 68 S. pneumoniae isolates from patients with bacterial meningitis, more than 17% belonged 
to non-vaccine serotypes. The results of phenotypic and genotypic antimicrobial resistance comparison were 
characterized by good concordance, which indicates the necessity for further study of the possibility of using whole-
genome sequencing as a diagnostic tool to identify resistance mechanisms in clinical isolates of pneumococci.

Keywords: Streptococcus pneumoniae, invasive pneumococcal infections, whole-genome sequencing, multilocus 
sequencing-typing; antimicrobial resistance, penicillin-binding proteins, global pneumococcal sequence cluster, 
serotypes
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Введение
Streptococcus pneumoniae является патогеном 

дыхательных путей человека и основной причи-
ной заболеваемости и смертности во всём мире.  
S. pneumoniae — 4-я по частоте причина смертель-
ных инфекций, таких как септицемия и менингит,  
и является, по оценкам Всемирной организации здра-
воохранения (ВОЗ), причиной 1,6 млн смертей, из 
которых 0,7–1,0 млн приходится на детей в возрасте 
до 5 лет, в основном в развивающихся странах [1–3].  
Поверхностные капсульные полисахариды S. pneu
mo niae являются одними из наиболее важных фак-
торов вирулентности и основой серотипирования 
пневмококка. В настоящее время известны более 
100 серотипов S. pneumoniae [4]. Благодаря своей 
способности приобретать экзогенную ДНК пневмо-
кокк может переключать серотипы и получать гены 
резистентности к антибиотикам [5]. Бесконтроль-
ное использование антимикробных препаратов 
(АМП), избирательное давление пневмококковых 
вакцин, высокий уровень генетической рекомбина-
ции S. pneumoniae ведут к изменению популяции 
пневмококков: возникновению новых невакцинных 
серотипов, появлению изолятов со множествен-
ной антимикробной резистентностью, изменению 
профиля вирулентности. В 2024 г. ВОЗ включила  
S. pneumoniae, резистентный к макролидам, в об-
новлённый список приоритетных бактериальных 
патогенов среднего уровня1.

В настоящее время технологии полногеномного 
секвенирования позволяют получить информацию о 
генетических изменениях, серотипах, сиквенс-типах, 
определённых как по «классической» 7-локусной 
схеме, так и по «основному геному» (core genome 
MLST), профиле вирулентности, статусе антими-
кробной резистентности пневмококков, что является 
важным для эпидемиологического надзора [6–10].

Цель исследования: дать ключевые характери-
стики изолятов S. pneumoniae, выделенных от боль-
ных пневмококковым менингитом, циркулирующих 
на территории России в 2015–2020 гг., на основании 
данных высоко производительного секвенирования, 
включая глобальные кластеры пневмококковых по-
следовательностей, серотипы, факторы вирулент-
ности и генетические детерминанты резистентно-
сти, в сравнении с клиническими данными по чув-
ствительности к АМП. 

Материалы и методы
Проведено исследование факторов вирулент-

ности и генов резистентности у 68 инвазивных изо-
лятов S. pneumoniae, выделенных из крови и ликво-

1 WHO bacterial priority pathogens list, 2024: Bacterial pathogens 
of public health importance to guide research, development and 
strategies to prevent and control antimicrobial resistance. 

  URL: https://who.int/publications/i/item/9789240093461

ра пациентов с диагнозом «бактериальный менин-
гит». Исследование проводилось при добровольном 
информированном письменном согласии пациен-
тов. Протокол исследования одобрен Независимым 
междисциплинарным комитетом по этической экс-
пертизе клинических исследований (протокол № 1 
от 17.01.2020). 

Все изоляты были получены при проведении 
различных этапов многоцентрового исследования  
«ПеГАС» в 2015–2020 гг. в разных регионах России 
[11]. Выделение и первичную идентификацию изо-
лятов проводили в локальных микробиологических 
лабораториях центров — участников исследования 
в рамках стандартной процедуры бактериологиче-
ского исследования биологического материала, по-
лученного от пациентов с диагнозом «бактериаль-
ный менингит» и в соответствии с МУК 4.2.1887-
04 «Лабораторная диагностика менингококковой 
инфекции и гнойных бактериальных менингитов». 
Транспортировку изолятов S. pneumoniae в цен-
тральную лабораторию Научно-исследователь-
ского института антимикробной химиотерапии  
(НИИАХ) осуществляли на модифицированной 
среде Дорсэ. В НИИАХ проводились оценка соот-
ветствия присланных изолятов критериям включе-
ния, идентификация с учётом морфологии колоний 
на кровяном агаре («НEM»), наличия α-гемолиза, 
отрицательной каталазной реакции, чувствитель-
ности к оптохину («Oxoid») и положительных ре-
зультатов латекс-агглютинации с использованием 
набора «DrySpot Pneumo» («Oxoid»). До момента 
определения чувствительности к АМП все изо-
ляты хранили в пробирках с триптиказо-соевым 
бульоном («bioMerieux») с добавлением 30% сте-
рильного глицерина («Sigma») при –70°С. Кон-
таминированные и нежизнеспособные изоляты 
были исключены из исследования. Чувствитель-
ность к АМП определяли методом микроразведе-
ний в бульоне в соответствии с требованиями ISO 
20776-1:20202, категории чувствительности изо-
лятов к АМП — на основании пограничных зна-
чений минимальных подавляющих концентраций 
(МПК) в соответствии со стандартами EUCAST3  
и российскими рекомендациями4. Для контроля ка-

2 Национальный cтандарт ГОСТ Р ИСО 2077612022. Иссле-
дование чувствительности инфекционных агентов и оценка 
функциональных характеристик изделий для исследования 
чувствительности к антимикробным средствам. Часть 1. Ре-
ферентный метод лабораторного исследования активности 
антимикробных агентов против быстрорастущих аэробных 
бактерий, вызывающих инфекционные болезни).

3 European Committee on Antimicrobial Susceptibility testing 
(EUCAST). Breakpoint tables for interpretation of MICs and 
zone diameters. Ver. 14.0, 2024. URL: www.eucast.org/clinical_
breakpoints/ (дата обращения 01.11.2024).

4 Российские рекомендации. Определение чувствительности 
микроорганизмов к антимикробным препаратам. Версия 
2024-02. Смоленск; 2024. 192 с.
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чества определения чувствительности параллельно 
с исследуемыми изолятами тестировали референс-
ный штамм S. pneumoniae ATCC 49619. 

Полногеномное секвенирование проводили 
на базе ЦНИИ Эпидемиологии Роспотребнадзо-
ра. Пробоподготовку вели по протоколу «Nextera» 
(«Illumina»). Высокопроизводительное секвени-
рование проводили на приборе «HiSeq 1500» с 
использованием наборов «HiSeq PE Rapid Cluster 
Kit  v2» и «HiSeq Rapid SBS Kit v2» («Illumina»). 
Полногеномные нуклеотидные последовательности 
собирали с использованием программы «SPAdes  
v. 3.13». Подробное описание методики пробопод-
готовки для полногеномного секвенирование при-
ведено нами ранее [12].

Полногеномные нуклеотидные последователь-
ности изученных изолятов, данные о серотипах 
и чувствительности к антибиотикам, а также ин-
формация об источниках штаммов внесены в базу 
PubMLST5: идентификационные номера: 51080–
51125, 73010–73011, 73013–73015, 73017–73033.

Инвазивные изоляты пневмококков были про  - 
анализированы на сигнатуру пенициллинсвя зы-
вающих белков (ПСБ), где комбинация 3 сигна-
тур (PBP1А, PBP2В, PBP2Х) определяет уро вень 
резистентности к β-лактамам, были определены 
глобальные кластеры пневмококковых последо-
вательностей, аллели MLST, серотипы, сиквенс- 
типы и гены приобретённой резистентности (mefA, 
ermB, tetM, folA/P, cat) с использованием инстру-
мента, доступного на Pathogenwatch — глобальной 
платформе геномного наблюдения6. Гены вирулент-
ности идентифицировали с помощью онлайн-про-
граммы AMRseq7 и программы BacWGSTdb8.

Исследование не являлось интервенционным 
и не предполагало сравнения групп. Для представ-
ления результатов использовали методы описатель-
ной статистики с определением абсолютного и от-
носительного количества наблюдений.

Результаты

Молекулярно-биологическая характеристика 
инвазивных изолятов S. pneumoniae

Нами выявлено 28 глобальных кластеров 
пневмококковых последовательностей (GPSC),  
45 сиквенс-типов и 27 серотипов (табл. 1). 

Анализ полногеномных данных показал, что 
среди инвазивных изолятов преобладали серотипы, 
входящие в состав пневмококковой полисахарид-

5 Streptococcus pneumoniae MLST Databases. 
  URL: https://pubmlst.org/spneumoniae/  

(дата обращения: 17.02.2020).
6 A Global Platform for Genomic Surveillancе. 
  URL: https://pathogen.watch
7 AMRseq. URL: https://amrseq.net/ru/
8 BacWGSTdb. URL: http://bacdb.cn/BacWGSTdb/index.php

ной 23-валентной вакцины (ППВ-23) и пневмокок-
ковой конъюгированной вакцины 13 (ПКВ-13) —  
3 (18%), 19F (9%), 23F (7%) и 15В (6%). Степень 
охвата ППВ-23 составила 79%, ПКВ-13 — 59%.  
Частота выделения пневмококков невакцинных се-

Таблица 1. Глобальные кластеры пневмококковых  
последовательностей, ассоциированные  
с сиквенс-типами и серотипами

Глобальные 
кластеры  

пневмококковых  
последователь-

ностей

Сиквенс-типы Серотипы
Количество 
изолятов,  

n (%)

1 236 19F 2 (7)

2 15249 1 1 (4)

3 1012 11A 1 (4)

6 3418, 143 6E(6B),14 2 (7)

7 311, 152248, 
16095, 311 23F 4 (14)

10 230 19F 1 (4)

11 1262 15B 2 (7)

12 505, 180, 15251, 
15250, 2049 3 12 (43)

13 12493, 473 6A, 6B 2 (7)

16 66, 16098 9N 2 (7)

19 433 22F 2 (7)

32 3244, 11901,2824, 
3544 7F, 8 4 (14)

38 393 38 1 (4)

43 239 9V 3 (11)

44 179 19F 1 (4)

49 440 23F 1 (4)

68 15252, 3187 18C 2 (7)

76 490 6A 1 (4)

98 1480 8 1 (4)

123 447 37 1 (4)

162 2361 4 2 (7)

177 2991 35F 2 (7)

212 6202 12F, 15F 4 (14)

229 1025 15B, 15C 3 (11)

230 2754 13 1 (4)

365 225 28A 2 (7)

376 9247 6E(6B) 1 (4)

904 782 14 1 (4)

Not assigned 15 19F 2 (7)

Not assigned 15247 10С 1 (4)

Not assigned 5205 8 1 (4)

Not assigned 13459 10А 1 (4)

Not assigned 16099 4 1 (4)

Примечание. Not assigned — не назначен номер глобального 
кластера пневмококковых последовательностей.



154 155JOURNAL OF MICROBIOLOGY, EPIDEMIOLOGY AND IMMUNOBIOLOGY. 2025; 102(2) 
DOI: https://doi.org/10.36233/0372-9311-614

ORIGINAL RESEARCHES

Серотипы инвазивных S. pneumoniae. 
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ротипов при менингите в России: 28A и 35F — по 
3%; 13, 37, 38, 10C, 15C и 15F — более 1% (рисунок).

Из 28 GPSC 20 GPSC были представлены вак-
цинными серотипами, 6 GPSC — невакцинными 
серотипами. Две линии — GPSC212 (12F, 15F) и 
GPSC229 (15B, 15C) — экспрессировали сероти-
пы как вакцинных, так и невакцинных серотипов. 
Линия GPSC12 экспрессировала только 3-й вакцин-
ный серотип и составила более 42%. В ряде случа-
ев один и тот же серотип был связан с разными ли-
ниями. Второй по частоте встречаемости серотип,  
19F, экспрессировался линиями GPSC1, 10, 44 и но-
вой линией, GPSC которой не определён, серотип 
23F — GPSC7 и GPSC49, серотип 15В — GPSC11 
и GPSC229. Невакцинные серотипы экспрессирова-
лись линиями GPSC 365 (серотип 28A), GPSC177 
(серотип 35F), GPSC212 (серотип 15F), GPSC229 
(серотип 15С), GPSC123 (серотип 37), GPSC38 (се-
ротип 38), GPSC230 (серотип 13).

Чувствительность к антимикробным препара-
там инвазивных изолятов S. pneumoniae
Анализ чувствительности к АМП показал, что 

резистентны к пенициллину были 6 (9%) инвазив-
ных изолятов (табл. 2), к тетрациклину — 11 (16%), 
к эритромицину — 5 (7%), к клиндамицину — 2 
(3%), к респираторным фторхинолонам — 1 (1%). 
К триметоприму-сульфаметоксазолу 12 (18%) 
изолятов были резистентны, 12 (18%) — чув-
ствительны при увеличенной экспозиции. Среди 
изолятов 28 линий GPSC изоляты 5 линий, экс-
прессирующие вакцинные серотипы, были рези-
стентны одновременно к 3 и более классам АМП: 
GPSC1 (серотип 19F), GPSC6 (серотип 14) были 
резистентны к пенициллину, тетрациклину, три-

метоприму-сульфаметоксазолу, эритромицину и 
клиндамицину; GPSC10 (серотип 19F), GPSC904;9 
(серотип 14) — к пенициллину, тетрациклину и 
триметоприму-сульфаметоксазолу, GPSC6 (се-
ротип 6E(B)) — к пенициллину, эритромицину и 
триметоприму-сульфаметоксазолу. Одна линия с 
вакцинными серотипами была резистентна одно-
временно к антибиотикам двух классов: GPSC44 
(серотип 19F) — к тетрациклину и эритромицину. 
Две линии, экспрессирующие невакцинные серо-
типы, — GPSC177 (серотип 35F) и GPSC230 (се-
ротип 13) — были резистентны к тетрациклину и 
триметоприму-сульфаметоксазолу. 

Генетические детерминанты резистентности  
к антимикробным препаратам

У клинических изолятов S. pneumoniae ре-
зистентность к β-лактамам в первую очередь об-
условлена вариациями аминокислотных последо-
вательностей в транспептидазных доменах ПСБ: 
PBP1a, PBP2b и PBP2x, которые снижают срод-
ство β-лактамных антибиотиков к этим участкам. 
Тип ПСБ позволяет прогнозировать уровни рези-
стентности к β-лактамам [13]. Анализ результа-
тов полногеномного секвенирования инвазивных 
изолятов S. pneumoniae выявил, что наиболее 
распространённым типом ПСБ у чувствительных 
изолятов (PBP1a-PBP2b-PBP2x) был 2-0-2 — 29%, 
реже встречались 11-4-0 — 4% и 12-0-6 — 3%. 
Все резистентные к пенициллину изоляты имели 
сигнатуры: 13-16-47, 17-15-22, 24-53-77, 36-34-44, 
31-12-18. Выявлено также несколько комбинаций 
новых типов ПСБ: new-27-new, 34-11-new. Рези-
стентность к макролидам и линкозамидам (эри-
тромицину и клиндамицину) была обусловлена 
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Таблица 2. Резистентность пневмококковых линий GPSC к АМП

Пневмококковые 
линии Cеротип Количество

Генотип, резистентность, n (%)

PEN TET TS CL ERY CHL FX

1 19F 2 2 (3) 2 (3) 2 (3) 1 (1) 2 (3) 0 0

2 1 1 0 0 0 0 0 0 0

3 11A 1 0 0 1 (1) 0 0 0 0

6 6E(B),14 2 1 (1) 2 (3) 2 (3) 2 (3) 2 (3) 0 0

7 23F 4 0 0 4 (6) 0 0 0 0

10 19F 1 1 (1) 1 (1) 1 (1) 0 0 0 0

11 15B 2 0 0 2 (3) 0 0 0 0

12 3 12 0 1 (1) 0 0 0 0 1 (1)

13 6A, 6B 2 1 (1) 1 (1) 2 (3) 0 1 (1) 0 0

16 9N 2 0 0 1 (4) 0 0 0 1 (1)

19 22F 2 0 0 0 0 0 0 0

32 7F,8 4 0 0 0 0 0 0 0

38 38 1 0 0 0 0 0 0 0

43 9V 3 0 0 3 (4) 0 0 0 0

44 19F 1 0 1 (1) 1 (1) 1 (1) 1 (1) 0 0

49 23F 1 0 0 1 (1) 0 0 0 0

68 18C 2 0 0 2 (3) 0 0 0 0

76 6A 1 0 0 1 (1) 0 0 0 0

98 8 1 0 0 0 0 0 0 0

123 37 1 0 0 0 0 0 0 0

162 4 2 0 0 0 0 0 0 0

177 35F 2 0 2 (3) 2 (3) 0 0 0 0

212 12F, 15F 4 0 0 0 0 0 0 0

229 15B, 15C 3 0 0 3 (4) 0 0 0 0

230 13 1 0 1 (1) 1 (1) 0 1 (1) 0 0

365 28A 2 0 0 0 0 0 0 0

376 6E(6B) 1 0 0 1 (1) 0 0 1 (4) 0

904;9 14 1 1 (1) 1 (1) 1 (1) 0 0 0 0

Not assigned 10С, 19F, 8, 10A ,4 6 0 2 (3) 2 (3) 0 0 0 0

28 27 68 6 (9) 14 (21) 33 (49) 4 (6) 7 (10) 1 (1) 2 (3)

Примечание. PEN — резистентность к пенициллину, предсказанная на основе последовательностей PBP1a, PBP2b и PBP2x;  
TET — резистентность к тетрациклину, предсказанная по наличию гена tet M; TS — резистентность к триметоприму-сульфаметок-
сазолу, связана с заменой в folA I100L и/или вставкой 1 или 2 кодонов в folP_aa_insert_57-70, CL — резистентность к клиндамицину, 
предсказанная по наличию гена ermB; ERY — резистентность к макролидам, предсказанная по наличию гена метилазы (ermB) и гена 
насоса оттока макролидов (mefA/E); CHL — резистентность к хлорамфениколу, предсказанная по наличию гена хлорамфениколаце-
тилтрансферазы (cat); FX — резистентность к фторхинолонам, предсказанная по наличию мутаций в генах gyrA, parC.

наличием гена метилазы (ermB) у 5 (7%) изолятов,  
у 1 (1%) изолята были одновременно обнару-
жены гены ermB и гены насоса оттока макро-
лидов (mefA/E). Резистентность к триметопри-
му-сульфаметоксазолу была связана с заменой 
в folA I100L и/или вставкой 1 или 2 кодонов foP, 
в то время как у изолятов, относящихся к ка-
тегории чувствительных при повышенной экс-
позиции, часто имела место вставка 1 или  
2 кодонов в folP. Резистентность к хлорамфенико-
лу прогнозировалась по наличию гена хлорамфе-

николацетилтрансферазы (cat), резистентность к 
фторхинолонам — мутациями в генах gyrA и parC. 

Сравнение фенотипа и генотипа  
резистентности

Конкордантность генотипа и фенотипа рези-
стентности в целом была высокой, однако в некото-
рых случаях были выявлены несоответствия между 
генотипической и фенотипической резистентностью. 

Резистентность к β-лактамам показала хоро-
шее соответствие. Шесть изолятов пневмококков, 
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 резистентных к пенициллину, имели сигнатуры ПСБ, 
характерные для резистентных пневмококков. Инте-
ресно, что все 6 резистентных к пенициллину изоля-
тов имели сигнатуры PBP1а(13–36)-PBP2b(12–53)-
PBP2х(18–77), в то время как все чувствительные 
изоляты имели сигнатуры ПСБ с низким номером. 
Таким образом, сигнатуры транспептидазы ПСБ яв-
ляются надёжными индикаторами МПК различных 
β-лактамных антибиотиков у клинических изолятов 
пневмококков и могут служить альтернативой те-
стированию фенотипической чувствительности.

Все 11 резистентных к тетрациклину пневмо-
кокков несли гены tetM. Три изолята, содержавшие 
tetM, относились к категории чувствительных, что 
может быть обусловлено мутациями в tetM, не рас-
смотренными в нашем исследовании. 

В случае с триметопримом-сульфаметокса-
золом для большинства изолятов была выявлена 
хорошая корреляция между наличием маркеров 
резистентности и фенотипической резистентно-
стью. Двенадцать изолятов являлись двойными 
мутантами с заменой в folA I100L и вставкой 1 или 
2 кодонов в folP aa insert_57–70 и были резистент-
ны к триметоприму-сульфаметоксазолу (табл. 2). 
Двенадцать изолятов пневмококка, содержащие 
вставки в folP, имели МПК 2 мг/л и были отнесе-
ны к категории чувствительных при увеличенной 
экспозиции, а 9 изолятов с одиночными мутациями 
в folP были отнесены к категории чувствительных 
(МПК ≤ 1 мг/л). 

Все 5 изолятов, резистентных к эритромици-
ну, несли ген ermB, 1 резистентный изолят нёс од-
новременно ermB и mefA, в то же время 2 изолята, 
имевшие ген mefA, сохраняли фенотипическую чув-
ствительность к эритромицину. У 2 изолятов, рези-
стентных к клиндамицину, были обнаружены гены 
ermB, но ermB был выявлен также у 2 фенотипиче-
ски чувствительных изолятов. 

В связи с тем, что для S. pneumoniae отсут-
ствуют критерии для определения категории чувст-

вительности к хлорамфениколу, оценка активно-
сти данного препарата проводилась на основании 
значения эпидемиологических точек отсечения 
(Epidemiological cut-off value). МПК хлорамфени-
кола для всех исследованных изолятов составила 
менее 8 мг/л, что соответствует популяции дикого 
типа), однако 1 изолят нёс ген cat. 

Был выявлен 1 изолят, резистентный к респи-
раторным фторхинолонам (левофлоксацину и мок-
сифлоксацину), он имел мутации в генах gyrA и 
parC. В то же время среди чувствительных к фтор-
хинолонам пневмококков у 1 изолята была выявле-
на мутация в гене parC.

Генетические детерминанты вирулентности 
пневмококков

Чтобы получить представление о генетических 
особенностях, способствующих вирулентности, мы 
исследовали наличие основных белковых факторов 
вирулентности пневмококка. У всех инвазивных 
изолятов пневмококков были обнаружены холин-
связывающие белки (CbpG, LytA и Pce/CbpE), PavA 
и PfbA, известные как фибронектин- и плазмино-
генсвязывающие белки, а также гиалуронидаза, 
пневмолизин, нейраминидаза, связанный с капсу-
лой Cps4A (табл. 3). Цинковая металлопротеи-
наза С была обнаружена у 9 (13%) изолятов.

Обсуждение
В нашем исследовании среди клинических 

изолятов, вызывающих менингит в России, преоб-
ладали пневмококки серотипа 3. Аналогичная си-
туация отмечается и во многих других странах в 
поствакцинальный период. В Австрии, Англии, Ка-
наде, Швеции и Германии за последние 3 года на-
блюдался значительный рост инвазивных пневмо-
кокковых заболеваний серотипа 3 у взрослых [14]. 
В Бразилии серотип 3 выступал как преобладающая 
причина инвазивного заболевания в эпоху после 
ПКВ среди взрослых [15, 16]. Низкая эффектив-

Таблица 3. Характеристика генов вирулентности

Гены вирулентности Название кодируемого белка % гомологии 
Количество изолятов

n %

cbpG Холинсвязывающий белок G 99,30 68 100

lytA Аутолизин 98,75 68 100

pce/cbpE Холинсвязывающий белок Е 99,18 68 100

ply Пневмолизин 99,86 68 100

pavA Фибронектинсвязывающий белок 99,52 68 100

pfbA Плазмин- и фибронектинсвязывающий белок A 99,72 68 100

hysA Гиалуронидаза 99,16 68 100

nanA Нейраминидаза A 98,77 68 100

cps4A Синтез капсулы 96,54 68 100

zmpC Цинковая металлопротеиназа C 99,96 9 13
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ность конъюгированных вакцин против пневмокок-
ков серотипа 3 связана с особенностями строения 
полисахаридной капсулы, которая нековалентно 
связана с пептидогликаном клеточной стенки [17–
21]. Следует отметить, что изоляты линии GPSC12 
(серотип 3), оставаясь основной причиной инвазив-
ных форм пневмококковой инфекции во всём мире 
после введения ПКВ-13, как правило, сохраняют 
чувствительность к АМП [22–25]. Низкая частота 
резистентности к АМП изолятов серотипа 3 может 
быть связана с высокой инвазивностью изолятов 
данного серотипа и относительно короткой продол-
жительностью носительства, что, в свою очередь, 
снижает воздействие АМП при лечении инфекций 
другой этиологии [26]. В то же время исследование 
серотипа 3, проведённое в Англии [27], выявило, 
что с 2018 г. появляются изоляты линии GPSC12, 
резистентные к пенициллину, макролидам, хлор-
амфениколу и тетрациклину [28, 29]. Нарастание 
резистентности изолятов серотипа 3 указывает на 
циркуляцию более устойчивых к антибиотикам 
клонов [30]. В нашем исследовании все изоляты 
S. pneumoniae серотипа 3 были чувствительны к пе-
нициллину, из 12 изолятов, выделенных из ликвора, 
только 2 содержали гены резистентности к фторхи-
нолонам — parC и к тетрациклину — tetM, сохра-
няя при этом фенотипическую чувствительность к 
данным препаратам. 

Вторыми по частоте выделения при менин-
гите были пневмококки серотипа 19F, что может 
быть обусловлено особенностями капсульного по-
лисахарида, который более устойчив к отложению 
C3b компонента комплемента и антител на стенки 
бактерии, что снижает чувствительность к опсоно-
фагоцитозу [31, 32]. Полученные нами результаты 
свидетельствуют о том, что циркуляция серотипа 
19F связана с распространением 3 линий: GPSC10, 
GPSC1 и GPSC44. Все линии характеризовались 
устойчивостью к различным АМП, причём линии 
GPSC10 и GPSC1 проявляли множественную анти-
микробную резистентность. В Канаде доминирова-
ние серотипа 19F было связано с распространением 
линий GPSC1, GPSC4, GPSC9, GPSC10, GPSC18, 
GPSC44 и GPSC119 [33], в Швеции — линии 
GPSC1 [34], в Азии, Европе, Северной Америке и 
Южной Америке серотип 19F был одним из доми-
нирующих в линии GPSC1 [35]. В Южной Африке 
доминирование серотипа 19F было связано с рас-
пространением линий GPSC1 и GPSC21, при этом 
установлено, что высокая, порядка 50%, внутри-
больничная смертность от пневмококкового менин-
гита связана с серотипом 19F [35, 36]. Увеличение 
частоты встречаемости серотипа 19F после введе-
ния ПКВ-13 в Индии было связано с мультирези-
стентными линиями GPSC1 и GPSC10, при этом 
особого внимания заслуживает линия GPSC10, ко-
торая экспрессировала как вакцинные серотипы, 

включая 19F, так и невакцинные серотипы и тем 
самым вносила наибольший вклад в распростра-
нение невакцинных серотипов среди клинических 
изолятов [37]. Линия GPSC10 способна одновре-
менно экспрессировать широкий спектр серотипов, 
что облегчает её адаптацию к селективному дав-
лению вакцин. Международный набор данных ли-
нии GPSC10 показал, что эта линия экспрессирует  
16 серотипов, из которых только 6 включены  
в ПКВ-13. При этом линия GPSC10 обладает от-
носительно высоким потенциалом развития инва-
зивных форм инфекции и склонностью вызывать 
менингит, независимо от серотипа [38]. Было уста-
новлено, что для распространения пневмококков 
линии GPSC10 во Франции потребовалось порядка 
3–5 лет, а в Испании, Аргентине и Израиле быстрое 
изменение состава серотипа этой линии произошло 
в поствакцинальный период. Таким образом, вме-
сте с его трансмиссивностью GPSC10 следует рас-
сматривать как линию высокого риска, которая со 
временем может снизить эффективность вакцин во 
всём мире [39, 40]. Е. Егоровой и соавт. установле-
но, что в России в 2011–2018 гг. изоляты серотипа 
19F принадлежали к 8 различным линиям (GPSC1, 
GPSC44, GPSC10 GPSC6, GPSC11, GPSC18, GPSC43 
и GPSC591), из них линии GPSC1, GPSC6 и GPSC10 
характеризовались резистентностью к АМП [41]. 

По результатам настоящего исследования 
пневмококки серотипа 23F были третьими по рас-
пространённости среди серотипов, ответственных 
за развитие бактериального менингита в России. 
Четыре из 5 изолятов серотипа 23F принадлежали 
линии GPSC7, 1 — линии GPSC49. Все изоляты 
серотипа 23F характеризовались резистентностью  
к триметоприму-сульфаметоксазолу. В исследова-
ниях, проведённых в Китае и Иране, серотип 23F 
был одним из доминирующих серотипов, выделен-
ных у пациентов из ликвора [42, 43]. Результаты 
исследований, выполненных в Великобритании, 
показали, что изоляты серотипа 23F входили в ли-
нию GPSC7. Если в 2002 г. в этой линии преобладал 
серотип 23F и было лишь небольшое количество 
серотипа 23А, то в 2009 г. появились изоляты се-
ротипа 23B [29]. Линия GPSC7 была одной из до-
минирующих линий, ответственных за инвазивные 
заболевания в эпоху ПКВ-13 в Гонконге, Израиле, 
Малави, Южной Африке, Гамбии и США [22]. 

Результаты международных исследований 
свидетельствуют о том, что поствакцинальный пе-
риод характеризуется снижением доли вакцинных 
серотипов и увеличением невакцинных серотипов 
пневмококков среди разных возрастных групп на-
селения [44, 45]. В популяции сохраняются линии, 
представленные вакцинными серотипами, в ко-
торых уже присутствовали невакцинные сероти-
пы [15]. Отмечено, что эти невакцинные серотипы 
обладают высоким потенциалом развития инвазив-
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ных форм инфекции [46, 47]. Результаты нашего 
исследования свидетельствуют о том, что в России 
более 17% случаев пневмококкового менингита 
были вызваны пневмококками невакцинных се-
ротипов. Обращает на себя внимание относитель-
но высокая доля изолятов с серотипом 15B (6%) и 
присутствие изолятов с невакцинными серотипами 
28А, 37 и 38, которые ранее не были ассоциирова-
ны с пневмококковым менингитом на территории 
России. Установлено, что уровень резистентности к 
антибиотикам у невакцинных серотипов ниже, чем 
у вакцинных, и различается в зависимости от ли-
нии GPSC. В нашем исследовании линии, экспрес - 
сирую щие невакцинные серотипы, были чувстви-
тельны ко всем тестированным АМП, за исключе-
нием 2 линий (табл. 2). 

В процессе инвазивной инфекции на разных 
стадиях участвуют различные факторы вирулентно-
сти. По результатам нашего исследования класси-
ческие гены, кодирующие факторы вирулентности, 
такие как синтез капсулы, пневмококковый поверх-
ностный адгезин, аутолизин, белок, связывающий 
фибронектин и пневмолизин, были обнаружены  
у всех инвазивных изолятов. Интересное наблюде-
ние было сделано в отношении гена zmpC. Он был 
выявлен только у 9 инвазивных изолятов пневмо-
кокка линий GSPC229 (серотип 15С,15B), GSPC3 
(серотип 11А), GSPC162 (серотип 4), GSCP904 (се-
ротип 14) и новой линии GSPC (серотип 8). Ранее 
в исследовании в Нидерландах ген zmpC выявлен  
у инвазивных серотипов 8, 11А и 4, принадлежа-
щих к линии GPSC3. Установлено, что случаи ин-
вазивных пневмококковых инфекций, вызванные 
zmpC-положительными пневмококками, чаще со-
провождались сепсисом [48]. Японскими учёными 
высказано предположение о том, что металлопроте-
аза цинка zmpC подавляет вирулентность пневмо-
кокков путём ингибирования бактериальной инва-
зии в центральную нервную систему [49]. Таким 
образом, металлопротеаза цинка zmpC представ-
ляет отдельный интерес и требует дополнительных 
исследований.

Выводы
1. Выявлено 28 глобальных кластеров пнев-

мококковых последовательностей (GPSC), 45 
сик венс-типов S. pneumoniae, ассоциированных  
с инвазивными штаммами, на территории России.  
Из 68 изолятов S. pneumoniae, выделенных у паци-
ентов с бактериальным менингитом, более 17% от-
носились к невакцинным серотипам.

2. Антибиотикорезистентность пневмококков 
вакцинных серотипов была выше, чем у невакцин-
ных серотипов. 

3. Появление линий невакцинных серотипов 
пневмококка с детерминантами высокой вирулент-
ности, включая устойчивость к антибиотикам, об-

условливает необходимость дальнейших исследо-
ваний молекулярно-генетической характеристики 
изолятов, вызывающих менингит.

4. Результаты сопоставления фенотипической 
и генотипической антимикробной резистентности 
характеризовались хорошей конкордантностью, что 
указывает на необходимость дальнейшего изуче-
ния возможности использования полногеномного 
секвенирования в качестве диагностического ин-
струмента для выявления механизмов резистентно-
сти у клинических изолятов S. pneumoniae.

В заключение следует отметить, что характе-
ристика пневмококковых линий, их генетические 
вариации, оказывающие влияние на резистентность 
и инвазивность, являются весьма информативными 
для создания глобальной стратегии непрерывно-
го эпидемиологического контроля за популяцией 
пневмококков.
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Гуморальный иммунитет к адгезинам и токсинам возбудителя 
коклюша у мышей, иммунизированных экспериментальными 
бесклеточными коклюшными вакцинами из биоплёночной  
и планктонной культур Bordetella pertussis
Зайцев Е.М. , Брицина М.В., Озерецковская М.Н., Зайцев А.Е.
Научно-исследовательский институт вакцин и сывороток имени И.И. Мечникова, Москва, Россия

Аннотация
Введение. Коклюш остаётся актуальной проблемой здравоохранения во всём мире, в том числе в стра-
нах с высоким уровнем вакцинации, где начиная с 1990-х гг. отмечается рост заболеваемости коклюшем, 
увеличение тяжести течения заболевания и летальности. В этой ситуации требуется создание нового по-
коления бесклеточных коклюшных вакцин (БКВ), способных более эффективно влиять на колонизацию, 
персистенцию и передачу Bordetella pertussis. Одним из возможных направлений совершенствования 
вакцинопрофилактики коклюшной инфекции является создание БКВ на основе протективных антигенов, 
выделенных из биоплёночных культур B. pertussis.
Цель работы — исследование уровня IgG-антител к антигенам возбудителя коклюша: адгезинам — фила-
ментозному гемагглютинину (ФГА), пертактину (ПРН) и токсинам — коклюшному токсину (КТ), липополиса-
хариду (ЛПС) у мышей, иммунизированных экспериментальными БКВ на основе антигенных комплексов, 
выделенных из биоплёночных и планктонных культур B. pertussis.
Материалы и методы. В опытах использовали экспериментальные БКВ на основе антигенных комплек-
сов, выделенных из среды культивирования биоплёночной (БКВ-Б) и планктонной (БКВ-П) культур штамма 
B. pertussis № 317 (серовар 1.2.3). Титры IgG-антител к КТ, ФГА, ПРН и ЛПС в сыворотках крови мышей, 
иммунизированных БКВ-Б и БКВ-П, определяли в иммуноферментном анализе. 
Результаты. Титры IgG-антител к адгезинам (ФГА и ПРН) в группе БКВ-Б были выше в 8 и 4 раза соот-
ветственно по сравнению с БКВ-П, при отсутствии значимых различий по титрам IgG-антител к КТ и ЛПС. 
Заключение. Более высокая, по сравнению с БКВ-П, способность БКВ-Б индуцировать иммунный ответ 
к адгезинам B. pertussis при отсутствии существенных различий между ними в стимуляции IgG-антител  
к токсинам, указывает на преимущество использования антигенных комплексов из биоплёночных культур 
для создания БКВ нового типа. 

Ключевые слова: Bordetella pertussis, коклюшный токсин, филаментозный гемагглютинин, пертак-
тин, липополисахарид, биоплёнки, планктонные культуры, электрофорез, IgG-антитела, иммунофер-
ментный анализ
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Humoral immunity to adhesins and toxins of the pertussis pathogen 
in mice immunized with experimental acellular pertussis vaccines 
from biofilm and planktonic cultures of Bordetella pertussis
Evgeny M. Zaitsev , Marina V. Britsina, Maria N. Ozeretskovskaya, Anton E. Zaitsev
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Abstract 
Introduction. Whooping cough remains an urgent health problem worldwide, including in countries with high 
vaccination rates, where, since the 1990s, there has been an increase in the incidence of whooping cough, an 
increase in the severity of the disease and mortality. In this situation, it is necessary to create a new generation of 
acellular pertussis vaccines (аPV) that can more effectively affect the colonization, persistence and transmission 
of Bordetella pertussis. One of the possible directions for improving the vaccine prophylaxis of pertussis infection 
is the creation of aPV based on protective antigens isolated from biofilm cultures of B. pertussis. 
The aim of the study was to research the level of IgG antibodies to the antigens of the pertussis pathogen: 
adhesins — filamentous hemagglutinin (FHA), pertactin (PRN) and toxins — pertussis toxin (PT), lipopolysaccharide 
(LPS) in mice immunized with experimental aPV based on antigenic complexes (AC) isolated from biofilm and 
planktonic cultures of B. pertussis.
Materials and methods. Experimental aPV based on AC isolated from the culture medium of biofilm (aPV-B) 
and planktonic (aPV-P) cultures of B. pertussis strain No. 317 (serotype 1.2.3) were used in the experiments. 
IgG titers of antibodies to PT, FHA, PRN and LPS in blood sera of mice immunized with aPV-B and aPV-P was 
determined in ELISA.
Results. The titers of IgG antibodies to adhesins (FHA and PRN) in the aPV-B group were 8 and 4 times higher, 
respectively, compared with aPV-P, in the absence of significant differences in the titers of IgG antibodies to PT 
and LPS. 
Conclusion. The higher ability of aPV-B to induce an immune response to B. pertussis adhesins compared to 
aPV-P, in the absence of significant differences between them in stimulating IgG antibodies to toxins, indicates 
the advantage of using antigenic complexes from biofilm cultures to create aPV of a new type.
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Введение
Коклюш остаётся актуальной проблемой здра-

воохранения во всём мире, в том числе в странах 
с высоким уровнем вакцинации, где начиная с 
1990-х гг. отмечается рост заболеваемости коклю-
шем, увеличение тяжести течения заболевания и 
летальности, в том числе среди привитых детей, 
подростков, взрослых [1, 2]. Продолжающую-
ся циркуляцию вирулентных штаммов Bordetella 
pertussis среди населения связывают с переходом от 
цельноклеточных вакцин к бесклеточным коклюш-

ным вакцинам (БКВ). БКВ обеспечивают защиту 
привитых от тяжёлых форм коклюша, однако про-
тективный иммунитет быстро снижается и не пре-
дотвращает колонизацию респираторного тракта и 
передачу возбудителя, стёртых форм заболевания и 
бессимптомного носительства. Известные в насто-
ящее время БКВ содержат от 1 до 5 антигенов, по-
лученных из планктонных культур B. pertussis: ко-
клюшный токсин (КТ) и адгезины: филаментозный 
гем агглютинин (ФГА), пертактин (ПРН), антигены 
фимбрий Fim2 и Fim3. В качестве одной из вероят-
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ных причин низкой эффективности известных БКВ 
является их неспособность влиять на формирова-
ние биоплёночных форм B. pertussis в респиратор-
ном тракте [3]. Образование биоплёнок штаммами 
B. pertussis в респираторном тракте играет важную 
роль в патогенезе коклюшной инфекции, повышая 
вирулентность и персистенцию B. pertussis. Био-
плёнки B. pertussis отличаются от планктонных 
культур изменённым спектром экспрессии генов и 
уровнем продукции целого ряда белков, в том чис-
ле адгезинов и токсинов. В связи с этим вакцинные 
препараты из антигенов биоплёночных и планктон-
ных культур могут различаться по иммуногенной 
активности [4]. 

В этой ситуации требуется создание ново-
го поколения БКВ, способных более эффективно 
влиять на колонизацию, персистенцию и передачу 
B. pertussis. Одним из возможных направлений со-
вершенствования вакцинопрофилактики коклюш-
ной инфекции является создание БКВ на основе 
протективных антигенов, выделенных из биоплё-
ночных культур B. pertussis [5–8]. 

Ранее нами было показано, что протективная 
активность БКВ из биоплёночной культуры (БКВ-Б) 
была в 2,5 раза выше, чем БКВ из планктонной 
культуры (БКВ-П), при интрацеребральном зараже-
нии мышей вирулентным штаммом B. рertussis [9]. 
БКВ-Б также более эффективно снижала уровень 
колонизации микробными клетками B. рertussis 
лёгких мышей при интраназальном заражении ви-
рулентным штаммом.

Цель работы — исследование уровня IgG ан-
тител к адгезинам и токсинам возбудителя коклюша 
у мышей, иммунизированных экспериментальны-
ми БКВ на основе антигенных комплексов, выде-
ленных из биоплёночных и планктонных культур 
B. pertussis.

Материалы и методы
В работе использован штамм B. pertussis № 317 

(серовар 1.2.3), выделенный в России от больного 
коклюшем в 2003 г., депонирован в Научном цен-
тре экспертизы средств медицинского применения 
15.09.2017, патент на изобретение № 2689903.

Мыши-гибриды F1(CBA×C57Bl6) массой  
12–14 г получены из питомника «Андреевка» Мо-
сковской области. Животных содержали в услови-
ях вивария в соответствии с межгосударственным 
стандартом по содержанию и уходу за лаборатор-
ными животными (ГОСТ 33217-2014). Авторы под-
тверждают соблюдение институциональных и наци-
ональных стандартов по использованию лаборатор-
ных животных в соответствии с «Consensus Author 
Guidelines for Animal Use» (IAVES, 23.07.2010). 
Протокол исследования одобрен Этическим коми-
тетом НИИВС им. И.И. Мечникова (протокол № 15 
от 25.12.2024).

Контроль морфологических, серологиче-
ских и культуральных свойств штамма B. pertussis  
№ 317 проводили в соответствии с Методическими 
указаниями1. Культивирование штамма в жидкой 
синтетической питательной среде, выделение ан-
тигенных комплексов (АК) из планктонной и био-
плёночных культур осуществляли в соответствии 
с ранее описанным методом [10]. Для характери-
стики состава АК из биоплёночной и планктонной 
культур использовали вертикальный электрофорез 
в полиакриламидном геле (ПААГ) в денатурирую-
щих условиях по Лэммли [11]. Электрофорез про-
водили в 10% трис-глициновом буфере при силе то-
ка 25 мА. По окончании процесса гель окрашивали 
с помощью Кумасси бриллиантового синего R-250, 
после чего отмывали его дважды в водном растворе, 
содержащем 10% уксусной кислоты и 35% этанола.

Обезвреживание (детоксикацию) антигенных 
комплексов B. рertussis проводили формалином до 
концентрации 0,4% с добавлением сахарозы (10%) 
в течение 20 сут при периодическом встряхивании 
при 37,0 ± 0,5°С. Для получения БКВ антигенные 
комплексы сорбировали на 2% геле алюминия ги-
дроксида («InvivoGen») в таком соотношении, что-
бы в 1 мл смеси содержалось 50 мкг белка, 0,3 мг 
алюминия гидроксида и ФСБ до 1 мл [10]. Для из-
учения уровня и динамики IgG-антител к КТ, ПРН, 
ФГА и липополисахариду (ЛПС) (все — National 
Institute for Biological Standards and Control) мышей 
линии F1(CBA×C57BL6) массой 12–14 г иммунизи-
ровали внутрибрюшинно (n = 20 в каждой группе) 
трёхкратно с интервалом 7 дней эксперименталь-
ными БКВ в дозе 25 мкг. Кровь брали у мышей на 7, 
14, 21 и 28-е сутки после последней иммунизации. 
Забор крови (тотальный) у мышей проводили под 
эфирным наркозом.

Уровень IgG-антител в сыворотках иммунизи-
рованных мышей выявляли в иммуноферментном 
анализе. В качестве отрицательного контроля ис-
пользовали сыворотки интактных мышей (n = 5). 
Концентрация антигенов для адсорбции на планше-
тах составляла: КТ — 2 мкг/мл; ФГА — 2 мкг/мл;  
ПРН — 2 мкг/мл; ЛПС — 2,5 мкг/мл. В опытах ис-
пользовали пероксидазный антивидовой коньюгат 
к IgG мыши («Invitrogen») и тетраметилбензидин 
в качестве субстратной смеси. Результаты реак-
ции учитывали с помощью спектрофотометра вер-
тикального сканирования «Multiskan» («Thermo 
Scientific») при длине волны 450 нм. За титр сыво-
роток принимали величины, обратные их макси-
мальным разведениям, при которых значения опти-
ческой плотности (ОП) в 2 и более раз превышали 
значения ОП в лунках c отрицательным контролем. 

1 Методические указания МУК 4.2.2317-08. Отбор, проверка 
и хранение производственных штаммов коклюшных, парако-
клюшных и бронхисептикозных бактерий. М.; 2009. 43 с.
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Статистический анализ проводили с исполь-
зованием пакета прикладных программ «Microsoft 
Office Excel». Количественные данные представле-
ны в виде М ± m. Сравнения проводили по крите-
рию t Стьюдента. Достоверными считали различия 
при p < 0,05.

Результаты
Из среды культивирования биоплёночной и 

планктонной культур штамма № 317 были выделе-
ны АК, на основе которых были изготовлены два 
варианта БКВ: БКВ-Б и БКВ-П.

Результаты анализа необезвреженных и не ад-
сорбированных на геле гидроксида алюминия АК, 
выделенных из биоплёночной и планктонной куль-
тур штамма № 317 в электрофорезе в ПААГ, пред-

ставлены на рис. 1. В составе АК штамма № 317 
были обнаружены белки в диапазоне молекулярных 
масс от 15 до 220–250 кДа. При этом интенсивность 
белковых полос с молекулярной массой 15 кДа была 
выше у АК из биоплёночной культуры по сравне-
нию с АК из планктонной культуры. В составе обо-
их препаратов были выявлены ФГА (220 кДа), ПРН  
(69 кДа), а также белки с молекулярной массой около 
28 кДа, менее 26 кДа и более 15 кДа, соответствую-
щие фрагментам КТ. На дорожке с ЛПС не обнару-
жено белковых компонентов, что указывает на имму-
нохимическую чистоту использованного препарата.

Результаты определения уровня IgG-антител 
к КТ, ПРН, ФГА и ЛПС у мышей, иммунизирован-
ных БКВ из биоплёночной и планктонной культур 
B. pertussis, представлены на рис. 2. Титры IgG-ан-
тител к КТ в обеих группах на 21-е сутки достигли 
максимальных значений с последующим снижени-
ем на 28-е сутки. Различия в титрах IgG-антител  
к КТ в группах БКВ-Б и БКВ-П были статистиче-
ски недостоверными. Максимальные титры IgG-ан-
тител к ПРН в группе БКВ-Б были отмечены на  
14-е и 21-е сутки, а в группе БКВ-П — на 14-е сутки 
с последующим снижением в обеих группах. При 
этом титры IgG-антител к ПРН в группе БКВ-Б бы-
ли достоверно выше, чем в группе БКВ-П. Титры 
IgG-антител к ФГА в группах БКА-Б и БКВ-П по-
следовательно нарастали и достигли максимальных 
значений на 21-е сутки. Далее было отмечено сни-
жение титров IgG-антител на 28-е сутки. Макси-
мальные титры IgG-антител к ФГА и ПРН в группе 
БКВ-Б были в 8 и 4 раза соответственно выше, чем 
в группе БКВ-П. Максимальные титры IgG-антител 
к ЛПС в группе БКВ-Б были отмечены на 14-е сут-
ки, а в группе БКВ-П — на 21-е сутки с последу-
ющим снижением. Различия в титрах IgG-антител  
к ЛПС в обеих группах были статистически недо-
стоверными.

Обсуждение
B. pertussis продуцирует ряд вирулентных фак-

торов, определяющих патогенетический механизм 
коклюшной инфекции. Условно их можно разде-
лить на адгезины (фимбрии, ПРН, фактор колониза-
ции трахеи, ФГА) и токсины (КТ, аденилатциклаза, 
трахеальный цитотоксин, дермонекротический ток-
син, ЛПС (эндотоксин)). Адгезины обеспечивают 
фиксацию возбудителя на клетках эпителия респи-
раторного тракта, а токсины оказывают непосред-
ственное повреждающее действие. Основным адге-
зином B. pertussis является ФГА, представляющий 
собой белок с молекулярной массой 220 кДа, не ас-
социированный с фимбриями [12]. ПРН представ-
ляет собой связанный с наружной мембраной ми-
кробной клетки нефимбриальный белок (69 кДа). 
ПРН не обладает токсическими свойствами и по 
своему патогенетическому действию является ад-

Рис. 1. Электрофорез в ПААГ из антигенных комплексов 
биоплёночной и планктонной культур B. pertussis. 

1 — маркеры молекулярной массы; 2 — ФГА; 3 — КТ; 4 — ПРН; 
5 — ЛПС; 6 — АК штамма № 317 (биоплёночная культура);  

7 — АК штамма № 317 (планктонная культура).

Рис. 2. Максимальные титры IgG-антител к антигенам 
B. pertussis у мышей, иммунизированных БКВ-Б и БКВ-П. 

По оси ординат: титры антител. 1 — КТ БКВ-П; 2 — КТ БКВ-Б; 
3 — ФГА БКВ-П; 4 — ФГА БКВ-Б; 5 — ПРН БКВ-П; 6 — ПРН 
БКВ-Б; 7 — ЛПС БКВ-П; 8 — ЛПС БКВ-Б. Титры IgG-антител  

у интактных мышей ≤ 100.
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гезином, а также обладает иммуномодулирующей 
активностью [13, 14]. 

КТ является одним из основных факторов па-
тогенности B. pertussis, вызывает различные биоло-
гические эффекты in vivo и in vitro и обусловливает 
значительную часть симптомов заболевания у боль-
ных коклюшем. КТ является экзотоксином, секре-
тируемым микробной клеткой, и представляет со-
бой белок с молекулярной массой 117 кДа, состоя-
щий из 5 структурных единиц (S1, S2, S3, S4 и S5), 
молекулярные массы которых варьируют от 28 кДа 
для S1 до 9,3 кДа для S5 [15, 16].

ЛПС является компонентом наружной части 
клеточной мембраны всех грамотрицательных бак-
терий, в том числе B. pertussis. Молекулы ЛПС обе-
спечивают структурную целостность бактериаль-
ной клетки, защищают мембрану от агрессивных 
воздействий окружающей среды. С ЛПС B. pertussis 
преимущественно связывают побочные эффекты 
цельноклеточных коклюшных вакцин [17, 18]. 

В связи с генотипическим и фенотипическим 
полиморфизмом, а также в зависимости от условий 
культивирования (биоплёночные или планктонные 
культуры), штаммы B. pertussis могут различаются 
по уровням продукции КТ, ФГА, ПРН и других ан-
тигенов. Биоплёнки B. pertussis формируются в ре-
зультате сложного координированного взаимодей-
ствия микробных клеток с биотическими и абиоти-
ческими субстратами. В биоплёночных культурах 
увеличивается экспрессия адгезинов, что способ-
ствует прикреплению к субстрату и межклеточным 
взаимодействиям.

Нами исследован состав АК из планктонной 
и биоплёночной культур B. pertussis и уровень 
IgG-антител к адгезинам (ПРН, ФГА) и токсинам 
КТ и ЛПС (эндотоксину) у мышей, иммунизиро-
ванных БКВ из планктонной и биоплёночной куль-
тур B. pertussis штамма № 317. По данным электро-
фореза в ПААГ, исследованные АК имели в своём 
составе ФГА, ПРН и фрагменты КТ — основные 
протективные антигены B. pertussis, входящие в 
состав БКВ. В целом электрофореграммы обеих 
препаратов были практически идентичными, за ис-
ключением большей интенсивности белковых по-
лос с молекулярной массой около 15 кДа у БКВ-Б. 
Нарастание титров IgG-антител к КТ, ФГА и ПРН 
было обнаружено в сыворотках мышей, иммунизи-
рованных обеими препаратами, что подтверждает 
результаты электрофореза о наличии этих антиге-
нов в составе БКВ. Динамика титров IgG-антител 
к КТ, ФГА, ПРН и ЛПС в группах БКВ-Б и БКВ-П 
в целом носила сходный характер с нарастанием 
титров антител, достижением максимальных зна-
чений и последующим снижением. При этом были 
выявлены существенные различия между БКВ-Б и 
БКВ-П по уровням антител к адгезинам ФГА и ПРН. 
Титры антител к ФГА и ПРН в группе БКВ-Б были 

существенно выше, чем в группе БКВ-П, что можно 
объяснить различным удельным содержанием этих 
антигенов в составе БКВ, обусловленным более вы-
соким уровнем продукции адгезинов биоплёночной 
культурой или более высокой иммуногенностью 
ФГА и ПРН в составе БКВ-Б. Существенных разли-
чий между БКВ-Б и БКВ-П по титрам антител к КТ 
и ЛПС не выявлено. 

Заключение
Более высокая, по сравнению с БКВ-П, способ-

ность БКВ-Б индуцировать иммунный ответ к адге-
зинам B. pertussis, обеспечивающих фиксацию воз-
будителя на клетках эпителия респираторного трак-
та, при отсутствии существенных различий между 
обеими препаратами в стимуляции IgG-антител  
к КТ, указывает на преимущество использования ан-
тигенных комплексов из биоплёночных культур для 
создания более иммуногенных БКВ нового типа.     
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Динамика ферментативной активности в первичной  
культуре адгезивных лейкоцитов сирийского хомячка,  
заражённых SARS-CoV-2 ex vivo
Абрамова С.А.1 , Ляпун И.Н.1, Дробот Е.И.1, Крылова Н.В.1, 2, Иунихина О.В.1, 2,  
Лубова В.А.1, Мерлов Е.К.1, Белов Ю.А.1, 2, Сомова Л.М.1, Щелканов М.Ю.1, 2

1Научно-исследовательский институт эпидемиологии и микробиологии имени Г.П. Сомова Роспотребнадзора,   
 Владивосток, Россия;
2Дальневосточный федеральный университет, Владивосток, Россия

Аннотация
Введение. Сохраняющаяся эпидемическая актуальность SARS-CoV-2 даже после завершения в 2023 г. 
связанной с ним пандемии COVID-19 определяет необходимость дальнейшего изучения взаимодействия 
этого вируса с клетками первой линии защиты — нейтрофилами. 
Цель работы — определить ферментативную активность лейкоцитов периферической крови сирийских 
хомячков (Mesocricetus auratus) в динамике SARS-CoV-2-инфекции ex vivo, характеризующую микроби-
цидный потенциал клеток врождённого иммунитета. 
Материалы и методы. В работе использовался штамм SARS-CoV-2/Vladivostok/R-8726/2021 в заража-
ющих дозах 3 lg (ТЦД50/мл) и 2 lg (ТЦД50/мл) (ТЦД50 — 50% тканевая цитопатическая доза для линии 
клеток Vero E6); время контакта заражающей вируссодержащей жидкости с клеточной культурой — 1 ч. 
Количество жизнеспособных клеток в культуре адгезивных лейкоцитов подсчитывали с помощью инвер-
тированного микроскопа, оснащённого цифровой камерой, и программы MCView. Удельную (в расчёте 
на 1 жизнеспособную клетку) активности аденозинтрифосфатазы (АТФазы), 5′-нуклеотидазы (аденозин-
монофосфатазы, АМФазы), лактатдегидрогеназы (ЛДГ), сукцинатдегидрогеназы (СДГ), миелопероксида-
зы (МПО) и цитохромоксидазы (ЦХО) определяли спектрофотометрическим методом после инкубации со 
специфическими субстратами инфицированных и неинфицированных клеточных культур через 1, 16, 24, 
48 ч после инокуляции вируса (п.и.в.). 
Результаты. Через 1 ч п.и.в. по сравнению с неинфицированными лейкоцитами была снижена удельная 
активность АТФазы, МПО, повышена активность АМФазы, ЛДГ, СДГ; через 16 ч п.и.в. снижена активность 
МПО, повышена активность АМФазы, ЛДГ, СДГ, на исходном уровне, т. е. примерно на уровне неинфици-
рованного контроля находится активность АТФазы, ЦХО; через 24 ч п.и.в. снижена активность АМФазы, 
повышена активность АТФазы, на исходном уровне — активность ЛДГ, СДГ, МПО, ЦХО; через 48 ч п.и.в. 
повышена активность АТФазы, ЛДГ, СДГ, МПО, ЦХО, на исходном уровне — активность АМФазы. Изме-
нения ферментативной активности зависят от величины заражающей дозы и коррелируют с накоплением 
вируса в культуральной среде. 
Заключение. Выявленная динамика ферментативной активности в первичной культуре адгезивных лей-
коцитов, инфицированных SARS-CoV-2 ex vivo, свидетельствует о снижении микробицидного потенциала 
клеток врождённого иммунитета в процессе этой инфекции.

Ключевые слова: SARS-CoV-2, лейкоциты, нейтрофилы, аденозинтрифосфатаза, 5′-нуклеотидаза, 
лактатдегидрогеназа, сукцинатдегидрогеназа, миелопероксидаза, цитохромоксидаза, микробицидный 
потенциал
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Dynamics of enzymatic activity in primary culture of Syrian hamster 
adherent leukocytes ex vivo infected with SARS-CoV-2 
Svetlana A. Abramova1 , Irina N. Lyapun1, Elena I. Drobot1, Natalia V. Krylova1, 2,  
Olga V. Iunikhina1, 2, Valeria A. Lubova1, Evgeniy K. Merlov1, Iurii A. Belov1, 2,  
Larisa M. Somova1, Mikhail Yu. Shchelkanov1, 2

1Somov Institute of Epidemiology and Microbiology, Vladivostok, Russia;
2Far Eastern Federal University, Vladivostok, Russia

Abstract
Introduction. The continued epidemic relevance of SARS-CoV-2, even after the end of the associated COVID-19 
pandemic in 2023, necessitates further study of the interaction of this virus with the first line of cellular defense, 
neutrophils.
The aim of the study was to determine the enzymatic activity of peripheral blood leukocytes of Syrian hamsters 
(Mesocricetus auratus) in the dynamics of ex vivo SARS-CoV-2 infection, which characterizes the microbicidal 
potential of innate immunity cells. 
Materials and methods. The SARS-CoV-2/Vladivostok/R-8726/2021 strain was used at infectious doses of  
3 lg (TCID50/mL) and 2 lg (TCID50/mL) (TCID50 is the 50% tissue cytopathic dose for the Vero E6 cell line); the 
contact time of the infecting virus-containing liquid with the cell culture was 1 h. The number of viable cells in 
the adherent leukocyte culture was counted using an inverted microscope equipped with a digital camera and 
MCView program. The specific (per 1 viable cell) activities of adenosine triphosphatase (ATPase), 5′-nucleotidase 
(adenosine monophosphatase, AMPase), lactate dehydrogenase (LDH), succinate dehydrogenase (SDH), 
myeloperoxidase (MPO) and cytochrome oxidase (CCO) were determined spectrophotometrically after incubation 
with specific substrates of infected and uninfected cell cultures 1, 16, 24, 48 h after virus inoculation.
Results. The enzymatic activity of leukocytes 1 h after virus inoculation, compared to uninfected leukocytes, 
was as follows: specific activity of ATPase, MPO was decreased, activity of AMPase, LDH, SDH was increased;  
16 h after virus inoculation, activity of MPO was decreased, activity of AMPase, LDH, SDH was increased, activity 
of  ATPase and CCO was at the initial level, i.e. approximately at the level of the uninfected control; 24 h after virus 
inoculation, AMPase activity was decreased, ATPase activity was increased, LDH, SDH, MPO, CCO activity was 
at the initial level; 48 h after virus inoculation, ATPase, LDH, SDH, MPO, CCO activity was increased, AMPase 
activity was at the initial level. Changes in enzymatic activity depend on the infecting dose and correlate with virus 
accumulation in the culture medium.
Conclusion. The revealed dynamics of enzymatic activity in the primary culture of adherent leukocytes ex vivo 
infected with SARS-CoV-2 indicates a decrease in the microbicidal potential of cells of innate immunity in the 
course of this infection.

Keywords: SARS-CoV-2, leukocytes, neutrophils, ATPase, 5′-nucleotidase, lactate dehydrogenase, succinate 
dehydrogenase, myeloperoxidase, cytochrome oxidase, microbicidal potential
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Введение
Коронавирус тяжёлого острого респираторно-

го синдрома 2-го типа (SARS-CoV-2 — severe acute 
respiratory coronavirus 2) (Nidovirales: Coronaviridae, 
Betacoronavirus, подрод Sarbecovirus) является 
этио логическим агентом коронавирусного забо-
левания 2019 г. (COVID-19), пандемия которого 
(2020–2023 гг.) стала самой продолжительной и 
одной из наиболее смертоносных среди острых 
респираторных заболеваний в новейшей истории 
человечества [1]. После окончания пандемическо-
го периода SARS-CoV-2 не исчез из человеческой 
популяции, а превратился в одну из составляющих 
в структуре сезонного подъёма заболеваемости 
острыми респираторными заболеваниями [2]. По 
этой причине изучение патогенеза SARS-CoV-2-ин-
фекции не теряет своей актуальности, ряд аспектов 
этого процесса изучен недостаточно полно. В связи 
с этим особый интерес вызывает процесс взаимо-
действия вируса с клетками периферической крови, 
в частности, с клетками врождённого иммуните-
та — нейтрофилами и моноцитами.

В доступной литературе изложены теорети-
ческие предположения о возможной способности 
вируса SARS-CoV-2 инфицировать нейтрофилы. 
Так, N. Rong и соавт. сообщили о рецепторе CD147, 
альтернативном рецептору ACE2, который обу-
словливает тропизм вируса, экспрессируется в ней-
трофилах здоровых доноров и активируется у па-
циентов с COVID-19 [3]. Другим неканоническим 
рецептором является лектиновый рецептор С-типа, 
который опосредует образование нейтрофильных 
внеклеточных ловушек при COVID-19 [4]. Исходя 
из этого можно сделать предположение о том, что 
вирус способен непосредственно влиять на лейко-
циты крови.

Описанные нами ранее морфологические из-
менения лейкоцитов периферической крови также 
свидетельствуют об их значительном вовлечении 
в процесс SARS-CoV-2-инфекции [5–8]. Однако 
в научной литературе отсутствует подробная ин-
формация о характере и динамике ферментативной 
активности лейкоцитов при инфицировании дан-
ным вирусом. Имеются отдельные сообщения об 
изменениях активности миелопероксидазы (МПО) 
и лактатдегидрогеназы (ЛДГ) в сыворотке крови 
пациентов с диагнозом COVID-19, причём выра-
женность этих изменений коррелирует с тяжестью 
основного заболевания [9–11]. По этой причине не-
обходимо изучить не только морфологические, но 
и морфофункциональные изменения в комплексе  
с целью суждения о метаболических процессах кле-
ток врождённого иммунитета под влиянием SARS-
CoV-2.

Целью данной работы является определение 
ферментативной активности лейкоцитов перифе-
рической крови сирийских хомячков в динамике 

SARS-CoV-2-инфекции ex vivo, характеризующей 
микробицидный потенциал клеток врождённого 
иммунитета.

Материалы и методы
Первичную адгезивную культуру лейкоцитов 

сирийского хомячка (Mesocricetus auratus) получа-
ли из крови 15 особей в возрасте 4 мес и массой 
около 100 г. Все процедуры с животными выполня-
ли строго в соответствии с требованиями Европей-
ской конвенции о защите позвоночных животных, 
используемых для экспериментальных и других на-
учных целей, от 18.03.1986. Протокол исследования 
был одобрен Этическим комитетом НИИ эпидемио-
логии и микробиологии им. Г.П. Сомова Роспотреб-
надзора (протокол № 2 от 16.05.2024).

Кровь собирали из сердца в стеклянные про-
бирки с добавлением в каждую гепарина из расчёта 
5 ЕД/мл. Пробирки помещали в термостат под углом 
45° при 37°С на 1 ч, после чего осторожно удаляли 
верхний слой плазмы, а лейкоцитарную плёнку от-
бирали, доводили до концентрации 2 × 106 клеток/
мл питательной средой 199 («БиолоТ») и разноси-
ли по 100 мкл в лунки плоскодонного 96-луночного 
планшета («TFS»), который помещали в термостат 
(5% СО2, 37°С) на 40 мин; затем среду с неадгези-
рованными клетками удаляли и лунки трижды про-
мывали 150 мкл среды 199.

Количество живых адгезированных клеток  
в лунке определяли с помощью инвертированно-
го микроскопа «МИБ-Р» («ЛОМО»), оснащённого 
цифровой камерой МС-8.3 С («ЛОМО»). С помо-
щью программы MCView («LOMO-Microsystems») 
площадь поля зрения, не включающего край лун-
ки, выставляли равной 0,26 мм2, подсчитывали  
в ней число (n) живых (прикреплённых с целостной 
внешней мембраной) клеток; пересекающие внеш-
нюю границу клетки учитывали на левой/верхней 
гранях квадрата поля зрения и не учитывали на 
правой/нижней гранях. Поскольку общая площадь 
лунки равна 35 мм2, то общее количество клеток  
в лунке (N) оценивали по формуле:

35,00 мм2

                     N = n ×  ≈ 134,62 × n.       (1)
0,26 мм2

Итоговую оценку количества живых клеток  
в каждой лунке производили по 10 случайно вы-
бранным полям зрения.

Инфицирование первичной культуры адгезив-
ных лейкоцитов сирийского хомячка ex vivo осу-
ществляли путём внесения в лунки с монослоем 
клеток 100 мкл среды 199 с рабочим разведением 
супернатанта клеточной культуры Vero E6, инфици-
рованной SARS-CoV-2 (в контрольные образцы — 
без вируссодержащего супернатанта) и последую-
щей инкубацией 1 ч при 37°С, после чего прово-
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дили трёхкратную промывку и заполнение лунок 
средой для культивирования, содержащей среду 199 
с 15% эмбриональной телячьей сывороткой (ЭТС) 
и 0,004% гентамицина К («БиолоТ»). Были исполь-
зованы две инфицирующие дозы: 3 lg (ТЦД50/мл) 
и 2 lg (ТЦД50/мл), где ТЦД50 — это 50% тканевая 
цитопатическая доза для линии клеток почки афри-
канской зелёной мартышки (Chlorocebus sabaeus, 
♀) (Vero E6).

Штамм SARS-CoV-2/Vladivostok/R-8726/2021 
был получен из Коллекции патогенных микро-
организмов НИИ эпидемиологии и микробио-
логии им. Г.П. Сомова. Данный штамм отно-
сится к генотипу Delta (AY.121) (VGARus ID: 
prim000041; GenBank ID: OQ318430; GISAID ID:  
EPI_ISL_16643370) и был выделен из назофарин-
геального смыва больного COVID-19 в декабре 
2021 г. на модели клеточной линии Vero E6 [2].

Индикацию РНК SARS-CoV-2 осуществляли  
с помощью метода обратной транскрипции с после-
дующей полимеразной цепной реакцией в режиме 
реального времени (ОТ-ПЦР-РВ) с использовани-
ем набора реагентов «ОТ-ПЦР-РВ-SARS-CoV-2» 
(«Синтол»). РНК выделяли с использованием ком-
плекса реагентов «М-Сорб-НК» («Синтол»). Все 
манипуляции осуществляли согласно протоколам 
производителя. Пороговый цикл (threshold cycle, 
СТ) ОТ-ПЦР-РВ рассматривали как полуколиче-
ственную характеристику содержания вирусных 
частиц в среде: чем выше их содержание, тем ниже 
СТ. Отсутствие вируса соответствовало СТ ≥ 36.

Активность аденозинтрифосфатазы (АТФазы) 
и аденозинмонофосфатазы (АМФазы) определяли 
после двукратной отмывки адгезированных лейко-
цитов ростовой средой без ЭТС путём внесения в лун-
ки планшета 50 мкл субстрата для АТФазы (8 мг/мл  
аденозин-5′-трифосфата в 10-кратно разведённом 
трис-HCl-буфере, рН 7,8, содержащем 87 мг NaCl, 
28,7 мг KCl, 5,2 мг MgCl2 × 6 H2O) и для АМФазы  
(4 мг/мл аденозин-5′-монофосфата в таком же бу-
ферном растворе, содержащем 87 мг NaCl и 70 мг 
MgCl2). Образцы оставляли при 37°С на 30 и 60 мин  
соответственно. Реакцию останавливали добавле ни-
ем 50 мкл смеси аскорбиновой и молибденовой кис-
лот в соотношении 1 : 1. Через 20 мин поглощение 
растворов измеряли1 при длине волны 620 нм [12].

Активность ЛДГ и сукцинатдегидрогеназы 
(СДГ) определяли после двукратной отмывки адге-
зированных лейкоцитов ростовой средой без ЭТС 
путём внесения в лунки планшета 100 мкл раствора 
йодонитротетразолия («ICN») — для ЛДГ и бро-

1 Здесь и далее фотометрические измерения осуществля-
ли с использованием спектрофотометра «Multiscan RC» 
(«LabSystems»). Бланкирование проводили по раствору рав-
ного количества среды без соответствующих субстратов и 
клеток.

мида 3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-дифенил-тет-
разолиума («ICN») — для СДГ 2 мг/мл в фосфат-
ном буфере рН 7,2 с 0,4% MnCl2 и инкубировали 
30 мин при 37°С; затем среду удаляли и монослой 
клеток дважды отмывали раствором Хенкса рН 7,2. 
Внутриклеточные гранулы диформазана раство-
ряли в 100 мкл изопропилового спирта, подкис-
ленного 0,04 М HCl. Оптическую плотность изме-
ряли при длине волны 492 нм (для ЛДГ) и 540 нм  
(для СДГ) [12].

Активность МПО и цитохромоксидазы (ЦХО) 
определяли после двукратной отмывки адгезиро-
ванных лейкоцитов ростовой средой без ЭТС путём 
внесения в лунки планшета 100 мкл раствора орто-
фенилендиамина («Merck») 0,4 мг/мл — для МПО 
и 3,3′-диаминобензидина («Merck») 2 мг/мл —  
для ЦХО в фосфатно-цитратном буфере рН 5,0  
с 0,033% H2O2 и инкубировали 10 мин при ком-
натной температуре. Реакцию останавливали до-
бавлением 100 мкл 10% раствора серной кислоты. 
Оптическую плотность измеряли при длине волны 
492 нм [12].

Вирусную нагрузку в динамике SARS-CoV-2-
инфекции устанавливали полуколичественным ме-
тодом на основе изменения порогового цикла в ОТ-
ПЦР-РВ (CT(0)), через 1 ч (CT(1)) — в вируссодер-
жащей жидкости после контакта с клетками; 16 ч 
(CT(16)), 24 ч (CT(24)) и 48 ч (CT(48)) — в ростовой 
среде инфицированных клеток.

Ферментативную активность клеток под дей-
ствием SARS-CoV-2-инфекции определяли через 
1, 16, 24, 48 ч после инокуляции вируса (п.и.в.) пу-
тём сравнения отношений удельных (в расчёте на 
1 клетку) ферментативных активностей инфициро-
ванных и неинфицированных клеток: для каждого 
момента времени t вычисляли коэффициент изме-
нения удельной ферментативной активности γ(t) по 
формуле:

D~(t)     z(t)    
                        γ(t) =   × ,                              (2)

z~(t)
    

D(t)

где учтены оптическая плотность и количество жи-
вых клеток для неинфицированного (D(t) и z(t)) и 
инфицированного (D~(t) и z~(t)) образцов соответ-
ственно [13, 14]. Разумеется, имеет место априор-
ное равенство:
                                 γ(t) = 1.                                      (3)

Статистическая обработка результатов осно-
вывалась на том, что в каждый момент времени t 
для каждого из 6 ферментов измерения осущест-
вляли в 3 лунках с неинфицированными клетками и  
в 3 лунках с инфицированными клетками. Для этого 
в начале производили удаление поддерживающей 
среды, чтобы после промывки внести среды с со-
ответствующими субстратами. Пронумеруем фер-
менты в произвольном порядке, используя индекс 
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f = 1, 2, …6. Тогда в каждый момент времени t име-
ется 6 × 3 = 18 образцов вируссодержащей жидко-
сти: CTjf(t), j = 1, 2, 3. При этом CTjf(1) представляли 
собой вирусную нагрузку в образцах в результате 
накопления вируса в среде de novo: после того как 
исходная вируссодержащая жидкость CTjf(0) в тече-
ние 1 ч находилась в контакте с клетками; CTjf(16), 
CTjf(24) и CTjf(24). Таким образом, для t = 1, 16, 24, 
48 ч выборочное среднее <CT(t)> и стандартное от-
клонение выборочного среднего mCT определяются 
по стандартным формулам в следующей модифика-
ции:
                                 1      6       3
                                                                <CT(t)> =  × Σ    Σ CTjf(t);                        (4)
                                18   f = 1 j = 1

                           
1
          

6       3
                mCT

=  × (Σ    Σ (CTjf(t) – <CT(t)>)2)1/2.       (5)
                        3√34   f = 1  j = 1

Исходный образец был в единственном экзем-
пляре, и его вирусную нагрузку характеризовало 
единственное значение CT(0).

После проведения химических реакций, ко-
торые катализируются изучаемыми ферментами, 
измеряли оптическую плотность в 3 лунках с не-
инфицированными клетками (Di(t), i = 1, 2, 3) и  
в 3 лунках с инфицированными (D~j(t), j = 1, 2, 3) 
клетками. Перед этим в каждой лунке измеряли ко-
личество живых клеток: zi(t) (i = 1, 2, 3) и z~j(t) (j = 1, 
2, 3). Оценку каждого значения zi(t) и z~j(t) осущест-
вляли по 10 полям зрения в соответствии с (1)2: zik(t), 
k = 1, 2, …10 и z~hk(t), h = 1, 2, …10. При этом все из-
мерения Di(t), zik(t), D

~
j(t), z

~
jh(t) при любых значениях 

коэффициентов независимы и равноправны. Суще-
ствует 30 значений дроби D~j(t)/z

~
jh(t), 30 значений 

дроби zik(t)/Di(t) и 900 вариантов их произведений 
вида (2), т. е. выборкa состоит из 900 значений γ(t). 
Поэтому выборочное среднее <γ(t)> и стандартное 
отклонение выборочного среднего mγ(t) рассчитыва-
ли по стандартным формулам, модифицированным 
для данного случая:

                      1        3       10     3      10      D~j(t)  zik(t)                                 <γ(t)> =  × Σ     Σ    Σ    Σ       ;       (6)
                    900   j = 1  k = 1  j = 1  h = 1   z~jh(t)   Di(t) 

2 Подсчёт жизнеспособных клеток в суспензионных культурах 
проще всего проводить в камере Горяева, извлекая неболь-
шой объём ростовой среды с клеточной взвесью. Этот метод 
более удобен для однократного измерения (который не даёт 
достаточной статистической точности), но затруднителен в 
случае нескольких повторов; кроме того, достоверность ре-
зультатов МТТ-тестов при работе с суспензионными клеточ-
ными культурами дополнительно снижается артефактным 
захватом клеток при промывке, что приходится компенси-
ровать применением дозаторных наконечников специальной 
конструкции (S-tips) [15].

                         1           3       10     3     10    D~j(t)     
  
        mγ(t) =  × (Σ    Σ   Σ   Σ   (  × 
                   30√899      j = 1 k = 1 j = 1 h = 1      z~jh(t)      

                        zik(t)
 
                    ×  – <γ(t)>)2)1/2

;                                 (7)                        Di(t)

Достоверность различий между выборками 
из 900 значений для значений времени — γ(t1) и 
γ(t2), а также между выборками из 18 значений для 
значений времени СТ(t1) и СТ(t2), где t1 = 1, 16, 24,  
48 ч, t2 = 1, 16, 24, 48 ч, t1 ≠ t2, оценивали с помощью 
критерия Манна–Уитни–Вилкоксона. Этот непара-
метрический критерий не требует априорных пред-
положений о функции распределения случайных 
величин, реализацией которых являются значения 
γ(t) и СТ(t). Достоверной считалась оценка при ве-
роятности реализации альтернативной гипотезы  
р ≤ 0,05. 

Результаты
Содержание SARS-CoV-2 в ростовой сре-

де культуры адгезивных лейкоцитов показано на 
рис. 1 (здесь и далее следует иметь в виду, что боль-
шему значению СТ соответствует меньшее содер-
жание вируса в исследуемом образце). В течение 
1-го часа п.и.в., когда имел место контакт вируссо-
держащей жидкости с клетками, происходило их 
инфицирование. После удаления вируссодержащей 
жидкости новые частицы в среде накапливались в 
результате репликации вируса в заражённых клет-
ках. Учитывая тот факт, что это разные этапы ин-
фекционного процесса, на динамических кривых 
рис. 1 сделан разрыв.

Через 1 ч п.и.в. (к окончанию процесса зара-
жения) активность АТФазы адгезивных лейкоцитов 
под действием SARS-CoV-2-инфекции ex vivo дозо-
зависимым образом снизилась относительно неин-
фицированного контроля (γ(1) < 1), но затем начала 
также дозозависимо повышаться: γ(16) ~ 1; γ(24) ≈ 
1,2; γ(48) ≈ 1,6 (рис. 2, а). Возрастание АТФазной 
активности в период 16–48 ч было почти линейным 
при незначительном, но воспроизводимом превы-
шении активности для дозы 3 lg(ТЦД50) по сравне-
нию с 2 lg(ТЦД50).

Активность АМФазы в процессе инфекции 
(рис. 2, б) изменялась иначе, нежели активность 
АТФазы. В начальный период инфекции уровень 
5′-нуклеотидазы быстро повысился по сравнению с 
неинфицированным контролем и держался на этом 
уровне по меньшей мере 16 ч п.и.в., затем снижал-
ся к 24 ч (γ(24) ≈ 0,8 для обеих заражающих доз) 
и медленно возрастал в течение последующих 24 ч 
(γ(48) ~ 1).

Изменения активности ЛДГ (рис. 2, в) и СДГ 
(рис. 2, г) в процессе инфекции были аналогичны: 
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Рис. 1. Динамика вирусной нагрузки: меньшим значениям СТ соответствуют более высокие значения концентрации 
вирионов, и наоборот. 

В течение 1-го часа после инокуляции вируса концентрация вирионов падает вследствие их проникновения в клетки-мишени. После 
этого происходит смена среды и начинается накопление de novo дочерних вирионов, продуцируемых инфицированными клетками. 

*р ≤ 0,05 по сравнению со значением СТ в предыдущий момент времени.

сначала небольшой резкий рост (γ(1) ≈  γ(16) ≈ 1,2), 
затем возвращение к значению активности неин-
фицированного контроля (γ(24) ~ 1) и возрастание  
в течение последующих 24 ч (γ(48) ≈ 1,8). Сниже-
ние активности дегидрогеназ через 24 ч после ин-
фицирования воспроизводится во всех случаях и, 
скорее всего, имеет дозозависимый характер (наи-
более выраженный для СДГ).

Активность МПО в инфицированных клет-
ках дозозависимым образом быстро снижалась по 
сравнению с неинфицированным контролем уже  
в течение 1 ч п.и.в. (рис. 2, д) и восстанавливалась  
к прежнему уровню через 24 ч (γ(24) ~ 1), после че-
го возрастала (γ(48) ≈ 1,4).

Активность ЦХО сначала дозозависимо сни-
жалась (рис. 2, е), но затем возвращалась к уровню 
неинфицированного контроля уже через 16 ч п.и.в. 
(γ(16) ≈ γ(24) ≈ 1,0), после чего возрастала до  
γ(48) ≈ 1,2 для дозы 2 lg(ТЦД50) и до γ(48) ≈ 1,4 для 
дозы 3 lg(ТЦД50).

Обсуждение
Сирийские хомячки (Mesocricetus auratus) яв-

ляются удобной экспериментальной моделью для 
воспроизведения коронавирусной инфекции SARS-
CoV-2 [1, 16, 17]. В данной работе мы использовали 
инфицирование ex vivo культуры адгезивных лейко-
цитов, которая содержит основную фракцию ней-
трофилов, претерпевающих комплекс морфофунк-

циональных изменений при контакте с инфекцион-
ными агентами [18]. Нейтрофилы — важное звено 
врождённого иммунитета, являются достаточно 
короткоживущими лейкоцитами, и уже через 48 ч 
их адгезивная популяция быстро истощается (это,  
в частности, определяет выбранную нами продол-
жительность эксперимента).

Известно, что АМФаза (5′-нуклеотидаза) и 
АТФаза активно вовлекаются в процесс простран-
ственного преобразования плазматической мем-
браны нейтрофилов при хемотаксисе [18, 19]. В 
частности, 5′-нуклеотидаза является регулятором 
уровня циклического АМФ, который обеспечивает 
передачу сигналов от плазмалеммы внутрь клетки и 
регулирует образование внеклеточного аденозина, 
который через специфические рецепторы опосре-
дует цитозащиту и разнообразные физиологиче-
ские эффекты (подавление воспаления, вазодила-
тацию, ингибирование тромбоза, антиадренергию 
и др.) [20]. При повреждении клетки повышается 
содержание АМФ и понижается — АТФ [21, 22]. 
Соответственно, увеличение активности АМФазы 
и снижение активности АТФазы было зафикси-
ровано в течение первых 16 ч п.и.в. Ранние этапы 
повреждения коронавирусами клеток-мишеней 
связаны с рецептор-опосредованным слиянием ви-
рус-клеточных мембран и формированием в шеро-
ховатом эндоплазматическом ретикулуме инфици-
рованной клетки специальных цистерн, в которых 
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Рис. 2. Изменения активности ферментов в результате инфекции SARS-CoV-2: АТФазы (а); АМФазы или 5’-нуклеоти-
дазы (б); ЛДГ (в); СДГ (г); МПО (д); ЦХО (е).

По осям ординат — γ; по осям абсцисс — время после заражения, ч. *р ≤ 0,05 по сравнению со значением γ в предыдущий момент 
времени.

0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

1,2

1,4

1,6

1,8

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

1,2

1,4

1,6

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

1,2

1,4

1,6

1,8

2,0

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

1,2

1,4

1,6

1,8

2,0

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

1,2

1,4

1,6

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

1,2

1,4

1,6

0 10 20 30 40

3 lgTCID50 2 lgTCID50

0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

1,2

1,4

1,6

1,8

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

1,2

1,4

1,6

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

1,2

1,4

1,6

1,8

2,0

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

1,2

1,4

1,6

1,8

2,0

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

1,2

1,4

1,6

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

1,2

1,4

1,6

0 10 20 30 40

3 lgTCID50 2 lgTCID50

0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

1,2

1,4

1,6

1,8

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

1,2

1,4

1,6

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

1,2

1,4

1,6

1,8

2,0

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

1,2

1,4

1,6

1,8

2,0

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

1,2

1,4

1,6

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

1,2

1,4

1,6

0 10 20 30 40

3 lgTCID50 2 lgTCID50

0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

1,2

1,4

1,6

1,8

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

1,2

1,4

1,6

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

1,2

1,4

1,6

1,8

2,0

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

1,2

1,4

1,6

1,8

2,0

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

1,2

1,4

1,6

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

1,2

1,4

1,6

0 10 20 30 40

3 lgTCID50 2 lgTCID50

0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

1,2

1,4

1,6

1,8

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

1,2

1,4

1,6

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

1,2

1,4

1,6

1,8

2,0

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

1,2

1,4

1,6

1,8

2,0

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

1,2

1,4

1,6

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

1,2

1,4

1,6

0 10 20 30 40

3 lgTCID50 2 lgTCID50

0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

1,2

1,4

1,6

1,8

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

1,2

1,4

1,6

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

1,2

1,4

1,6

1,8

2,0

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

1,2

1,4

1,6

1,8

2,0

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

1,2

1,4

1,6

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

1,2

1,4

1,6

0 10 20 30 40

3 lgTCID50 2 lgTCID50

0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

1,2

1,4

1,6

1,8

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

1,2

1,4

1,6

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

1,2

1,4

1,6

1,8

2,0

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

1,2

1,4

1,6

1,8

2,0

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

1,2

1,4

1,6

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

1,2

1,4

1,6

0 10 20 30 40

3 lgTCID50 2 lgTCID50

0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

1,2

1,4

1,6

1,8

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

1,2

1,4

1,6

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

1,2

1,4

1,6

1,8

2,0

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

1,2

1,4

1,6

1,8

2,0

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

1,2

1,4

1,6

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

1,2

1,4

1,6

0 10 20 30 40

3 lgTCID50 2 lgTCID50

0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

1,2

1,4

1,6

1,8

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

1,2

1,4

1,6

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

1,2

1,4

1,6

1,8

2,0

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

1,2

1,4

1,6

1,8

2,0

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

1,2

1,4

1,6

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

1,2

1,4

1,6

0 10 20 30 40

3 lgTCID50 2 lgTCID50

0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

1,2

1,4

1,6

1,8

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

1,2

1,4

1,6

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

1,2

1,4

1,6

1,8

2,0

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

1,2

1,4

1,6

1,8

2,0

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

1,2

1,4

1,6

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

1,2

1,4

1,6

0 10 20 30 40

3 lgTCID50 2 lgTCID50

0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

1,2

1,4

1,6

1,8

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

1,2

1,4

1,6

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

1,2

1,4

1,6

1,8

2,0

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

1,2

1,4

1,6

1,8

2,0

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

1,2

1,4

1,6

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

1,2

1,4

1,6

0 10 20 30 40

3 lgTCID50 2 lgTCID50

0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

1,2

1,4

1,6

1,8

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

1,2

1,4

1,6

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

1,2

1,4

1,6

1,8

2,0

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

1,2

1,4

1,6

1,8

2,0

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

1,2

1,4

1,6

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

1,2

1,4

1,6

0 10 20 30 40

3 lgTCID50 2 lgTCID50

а

в

д

б

г

е

происходит сборка вирионов [23, 24]. Монотонное 
возрастание активности АТФазы, начиная пример-
но с 16 ч п.и.в., связано с активным синтезом вирус-
ных белков (как структурных, так и регуляторных) 
и вирусспецифических РНК. Повторное возраста-
ние активности АМФазы позже 24 ч п.и.в. (рис. 2, 
а, б), по-видимому, отражает процесс вторичного 
инфицирования лейкоцитов (в том числе в резуль-
тате синцитиеобразования).

ЛДГ представляет собой цинксодержащий 
внутриклеточный фермент, который катализирует 

окисление молочной кислоты в пируват, принимает 
участие в обмене глюкозы, содержится практически 
во всех клетках организма и высвобождается при их 
повреждении [25]. Поэтому уровень сывороточной 
ЛДГ надёжно маркирует уровень неблагоприятных 
последствий воспалительных реакций и других 
патологических процессов. В частности, выявле-
на информативность уровня сывороточной ЛДГ 
для оценки клинической тяжести и мониторин-
га ответа на лечение при пневмонии у пациентов  
с COVID-19 [26]. СДГ относится к кофермент-не-
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зависимым флавипротеинам и входит в мембрано-
связанную дыхательную цепь мембран. Флавиновая 
группа этого фермента содержит 4 атома железа и 
ковалентно связана с белком, а ферментативная ак-
тивность СДГ зависит от SH-групп [25]. СДГ мле-
копитающих не только участвует в образовании 
энергии в митохондриях, но также играет роль в 
чувствительности клетки к кислороду [27]. Деги-
дрогеназная активность инфицированных клеток 
сначала возрастает вследствие стимуляции виру-
сом репликационных процессов, а затем снижается 
в результате вирусиндуцированной цитодеструк-
ции: на модели вируса иммунодефицита человека 
1-го типа (Ortervirales: Retroviridae, Lentivirus) и 
иммортализованных клеточных линий различного 
происхождения показано, что величина и скорость 
такого дегидрогеназного сдвига пропорциональ-
ны заражающей дозе и уровню патогенности кон-
кретного штамма (при одинаковой заражающей 
дозе) [13, 14]. В условиях описанного в данной 
статье эксперимента дегидрогеназная активность 
SARS-CoV-2-инфицированной первичной культуры 
адгезивных лейкоцитов сирийского хомячка (рис. 2, 
в, г) имеет два максимума: на 1-е сутки, который свя-
зан со входом вируса в клетку, и позже 1-х суток — 
в связи с продукцией вируса de novo (рис. 1, 2).  
Ещё одно объяснение (связанное с предыдущим): 
первый пик дегидрогеназной активности связан  
с жизнедеятельностью нейтрофилов, а второй —  
с более долгоживущими моноцитами (но пик мак-
симума не был достигнут в связи с тем, что целью 
эксперимента было изучение в первую очередь био-
химии инфицированных нейтрофилов).

МПО — гемопротеин, присутствующий в 
азурофильных гранулах нейтрофилов, выходящий 
при активации клетки в фаголизосому [28]. Этот 
фермент принимает участие в преобразовании су-
пероксидного анион-радикала в гипохлорную кис-
лоту, осуществляя защиту клетки от избыточного 
количества реактивных посредников кислорода [29]. 
После активации фагоцитов происходит дегрануля-
ция, и МПО секретируется внутрь фагосомы либо во 
внеклеточное пространство. МПО является важной 
составной частью антимикробной активности фа-
гоцитов, обеспечивающей врождённый неспецифи-
ческий иммунитет. В ситуации in vivo МПО высво-
бождается во внеклеточную жидкость (в частности, 
в кровь), в том случае если по какой-либо причине 
нейтрофил не может фагоцитировать патоген, при 
клеточном лизисе или когда нейтрофил подвергается 
воздействию различных растворимых факторов [28].

При использовании автоматизированных цито-
химических счётчиков клеток крови у пациентов с 
диагнозом COVID-19 отмечалось снижение актив-
ности МПО [9]. Вместе с тем при образовании ней-
трофильных внеклеточных ловушек, формирую-
щих одну из линий защиты от патогенов (включая 

вирусы, в том числе — SARS-CoV-2), выявляется 
повышение активности МПО во внеклеточном про-
странстве [30–32]. Снижение содержания МПО в 
культуре адгезивных лейкоцитов в течение 1 сут 
п.и.в. (рис. 1, е) может объясняться тем, что под 
действием SARS-CoV-2-инфекции нейтрофилы 
экскретируют МПО во внеклеточное пространство 
и формируют подобные нейтрофильным внеклеточ-
ным ловушкам структуры ex vivo.

ЦХО локализуется главным образом на вну-
тренней мембране митохондрий, где захватывает 
протоны из внутримитохондриального матрикса и, 
перенося электроны с цитохрома С на кислород, 
восстанавливает О2 до Н2О. Этот фермент играет 
важную роль в функционировании аэробного звена 
дыхательной цепи и производстве энергии в клетках 
эукариот [25]. Поэтому снижение активности ЦХО 
коррелирует со снижением активности АТФазы  
в первые часы п.и.в. (см. рис. 2, а и е). Кроме того, 
в лейкоцитах активность ЦХО служит достовер-
ным показателем уровня окислительного метабо-
лизма, и при гибели клеток её активность повы-
шается [25] — именно этот эффект наблюдается 
в культуре адгезивных лейкоцитов к концу 1-х су-
ток  п.и.в. (рис. 2, е).

Обнаруженные изменения ферментативного 
спектра SARS-CoV-2-инфицированных лейкоцитов 
имеют дозозависимый характер (рис. 2): модуль та-
ких изменений пропорционален заражающей дозе 
вируса. При анализе динамики ферментативной 
активности необходимо учитывать, что к концу 
1-х суток п.и.в. клеточный состав культуры адгезив-
ных лейкоцитов уменьшается за счёт короткоживу-
щих нейтрофилов, но при этом в культуре остаются 
более долгоживущие клетки.

Разумеется, нельзя исключить, что инфициро-
ванные вирусом SARS-CoV-2 клетки Vero E6 про-
дуцируют растворимые экзогенные факторы, спо-
собные повлиять на физиологию клеток при зара-
жении, поскольку использовался вируссодержащий 
супернатант клеточной культуры Vero E6. Однако 
известно, что клетки линии Vero и Vero E6 не проду-
цируют интерферон I типа за счёт потери кластера 
генов интерферона I типа [33, 34] и являются де-
фектными по продукции интерферонов-α-1/13, α-2, 
α-4, α-6, α-8, α-14, α-17, α-21, β-1 и ω-1 [33]. Что ка-
сается остальных вируссодержащих растворимых 
факторов — они могут стать предметом дальней-
ших исследований.

Вывод
Обнаруженные изменения ферментативной ак-

тивности в нейтрофилах, инфицированных SARS-
CoV-2 ex vivo, свидетельствуют о снижении микро-
бицидного потенциала этих клеток врождённого 
иммунитета, что является одной из причин дис-
функции иммунной системы при COVID-19.
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Оригинальное исследование
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Прогнозирование заболеваемости иксодовым клещевым 
боррелиозом с использованием методов математического 
моделирования (на примере Кировской области)
Утенкова Е.О. , Княжев И.С., Щур Н.С.
Кировский государственный медицинский университет, Киров, Россия

Аннотация
Введение. Кировская область — эндемичный регион по иксодовому клещевому боррелиозу (ИКБ), что 
обусловлено климатическими условиями, обилием клещей и их прокормителей. Экономический ущерб 
от ИКБ включает затраты на лечение больных и ликвидацию природных очагов. Прогнозирование забо-
леваемости необходимо для планирования профилактических мероприятий (акарицидных обработок, ин-
формационно-разъяснительной работы с населением) и энтомологического мониторинга. Эффективность 
таких мер превышает вышеуказанные затраты, что подчёркивает актуальность исследования.
Цель исследования — изучение влияния различных факторов на заболеваемость ИКБ с использовани-
ем методов математического моделирования для дальнейшего эпидемиологического прогнозирования  
на примере Кировской области.
Материалы и методы. Изучены данные государственных докладов «О состоянии санитарно-эпидемио-
логического благополучия населения в Кировской области» за 2006–2023 гг. по заболеваемости ИКБ, пер-
вому и последнему зарегистрированным случаям присасывания клеща к человеку и объёму акарицидных 
работ. Гидрометеорологические данные: среднемесячные и среднегодовые значения температуры возду-
ха, влажности воздуха и объёма осадков. Проводили корреляционный анализ по Спирмену и множествен-
ный регрессионный анализ, в качестве критерия статистической значимости был выбран уровень p < 0,05.
Результаты. Интервальный прогноз заболеваемости: к 2024 г. — до 18,67 на 100 тыс. населения,  
к 2025 г. — 16,51, к 2026 г. — 14,36. Выявлены корреляции между климатическими факторами и заболевае-
мостью ИКБ, отрицательная достоверная корреляционная связь умеренной тесноты между заболеваемо-
стью ИКБ в Кировской области и объёмом акарицидных работ. Разработаны две модели прогнозирования: 
на основе сроков первого и последнего зарегистрированных случаев присасывания клещей; на основе 
гидрометеорологических факторов и объёма акарицидных работ.
Заключение. Заболеваемость ИКБ в Кировской области характеризуется тенденцией к снижению. Пред-
ложены математические модели для прогнозирования заболеваемости ИКБ в Кировской области.

Ключевые слова: иксодовый клещевой боррелиоз, заболеваемость, математическая модель, абиоти-
ческие факторы, биотические факторы, антропогенные факторы
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Prediction of the incidence of lyme disease using mathematical 
modeling methods (using the example of the Kirov region)
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Annotation
Introduction. The Kirov region is an endemic region for Lyme disease (ixodic tick-borne borreliosis), which is 
caused by climatic conditions, an abundance of ticks and their feeders. The economic damage caused by Lyme 
disease includes the cost of treating patients and eliminating natural foci. Morbidity forecasting is necessary 
for planning preventive measures (acaricide treatments, awareness-raising activities with the population) and 
entomological monitoring. The effectiveness of such measures exceeds the above costs, which underlines the 
relevance of the study.
The aim of the study is to analyze the influence of various factors on the incidence of Lyme disease using 
mathematical modeling methods for further epidemiological forecasting using the example of the Kirov region.
Materials and methods. The data of the state reports «On the state of sanitary and epidemiological welfare of 
the population in the Kirov region» for 2006–2023 on the incidence of Lyme disease, the first and last reported 
cases of tick attachment to humans and the volume of acaricide treatments were studied. Hydrometeorological 
data: monthly and annual averages of air temperature, humidity, and precipitation. Spearman correlation analysis 
and multiple regression analysis were performed using the «Excel MS Office-2021» and «Statistica Advanced 12 
for Windows RU» software. The level of p < 0.05 was chosen as a criterion of statistical significance.
Results. The interval forecast of incidence is up to 18.67 by 2024, 16.51 by 2025, and 14.36 per 100,000 
population by 2026. Correlations between climatic factors and morbidity have been identified. A negative reliable 
correlation of moderate density was revealed between the incidence of Lyme disease in the Kirov region and the 
volume of acaricide treatments. Two forecasting models have been developed: based on the timing of the first 
and last reported cases of tick bites; based on hydrometeorological factors and the volume of acaricide treatment.
Conclusion. The incidence of Lyme disease in the Kirov region is characterized by a downward trend. 
Mathematical models for predicting morbidity in the Kirov region are proposed.

Keywords: Lyme disease, morbidity, mathematical model, abiotic factors, biotic factors, anthropogenic factors
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ранней активизации, размножению, продлению 
периода активности клещей [6–9]. Анализ влия-
ния абиотических, биотических и антропогенных 
факторов на клещевую популяцию играет ключе-
вую роль для эпидемиологического надзора, т. к. 
позволяет прогнозировать активность и распро-
странение клещей, оптимизировать профилакти-
ческие мероприятия и снижать риски массово-
го заражения населения [4, 10–16]. Принимая во 
внимание вышеперечисленные факты, становит-
ся понятным, что клещевые инфекции являются  
серьёзной угрозой как для здоровья населения, так 
и для экономики региона. Высокая интенсивность 
эпидемического процесса ИКБ может привести  
к значительным финансовым потерям из-за расхо-
дов на оказание медицинской помощи, увеличе-
нию сроков временной нетрудоспособности, отда-
лённым осложнениям и снижению эффективности 
производственного сектора [17–19].

Всё вышеперечисленное делает актуальным 
прогнозирование уровня заболеваемости ИКБ. 
Предсказание очередного подъёма заболеваемости 
ИКБ позволит своевременно произвести комплекс 
предупредительных мероприятий: акарицидные об-
работки территорий и информирование населения  
о мерах защиты. Экономическая выгода и эффек-

Введение
Иксодовый клещевой боррелиоз (ИКБ) — при-

родно-очаговое зоонозное заболевание с трансмис-
сивным механизмом передачи, вызываемое бак-
териями рода Borrelia семейства Spirochaetaceae, 
передающимися клещами рода Ixodes. В эпиде-
миологическом аспекте значение имеют клещи 
I. persulcatus и I. ricinus, не исключается роль иных 
видов [1–3]. Кировская область расположена на се-
вере Приволжского федерального округа и харак-
теризуется наиболее высоким уровнем заболевае-
мости ИКБ не только в округе, но и в России [4]. 
Бóльшая часть территории исследуемого субъекта 
располагается в зоне средней и южной тайги, ко-
торая характеризуется благоприятными условиями 
для жизнедеятельности клещей — переносчиков 
боррелий и их прокормителей [5]. Природно-оча-
говые инфекции, к числу которых относится ИКБ, 
являются климатозависимыми, поскольку вариация 
погодных условий не только влияет на среду оби-
тания клещей, расширяя их ареал, но и оказывает 
воздействие на их жизнедеятельность. Высокая 
среднегодовая температура, тёплые межсезонья, 
обилие атмосферных осадков, повышенная влаж-
ность воздуха и почвы, возросшая интенсивность 
солнечной радиации способствуют выживаемости, 
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тивность таких мероприятий значительно превы-
шает затраты на ликвидацию природных очагов и 
лечение больных [10, 14–16, 20]. 

Цель исследования — изучение влияния раз-
личных факторов на заболеваемость ИКБ с исполь-
зованием методов математического моделирования 
для дальнейшего прогнозирования заболеваемости 
ИКБ на примере Кировской области.

Материалы и методы
Для ретроспективного анализа заболеваемости 

ИКБ в Кировской области использовали данные го-
сударственных докладов Управления Федеральной 
службы по надзору в сфере защиты прав потреби-
телей и благополучия человека по Кировской обла-
сти «О состоянии санитарно-эпидемиологическо-
го благополучия населения в Кировской области» 
за 2006–2023 гг. по показателям: заболеваемость 
ИКБ (на 100 тыс. населения) в Кировской области, 
первый зарегистрированный случай присасывания 
клеща к человеку (февраль, март и апрель) с 2006 
по 2023 г., последний зарегистрированный случай 
присасывания клеща к человеку (сентябрь, октябрь 
и ноябрь) с 2006 по 2023 г. и объём акарицидных 
работ (га).

В качестве гидрометеорологических данных 
были использованы данные архива погоды аэро-
порта Победилово по месяцам (январь–декабрь) 
за 2006–2023 гг.: среднемесячные и среднегодовые 
значения температуры воздуха (°C), влажности воз-
духа (%) и объёма осадков (мм) за 2006–2023 гг. 
Результаты обрабатывали с применением мето-
дов математической статистики с использованием 
стандартных пакетов программного обеспечения 
«Excel MS Office-2021» и «Statistica Advanced 12 
for Windows RU». Для установления связей между 
изучаемыми величинами применяли корреляцион-

ный анализ по Спирмену. Для оценки возможности 
прогнозирования использовали множественный 
регрессионный анализ. В качестве критерия стати-
стической значимости был выбран уровень p < 0,05, 
что соответствует 5% вероятности ошибки первого 
рода.

Результаты
В 2006–2023 гг. эпидемический процесс в Ки-

ровской области характеризовался тенденцией к 
снижению заболеваемости ИКБ (рис. 1). Так, на-
блюдается снижение заболеваемости ИКБ в Киров-
ской области — ежегодно в среднем на 2,2 на 100 
тыс. населения (R2 = 0,660).

Показатели динамического ряда заболеваемо-
сти ИКБ (на 100 тыс. населения) в Кировской обла-
сти отражены в табл. 1.

Проведено прогнозирование заболеваемости 
ИКБ в Кировской области до 2026 г. С вероятно-
стью ошибки 5% можно утверждать, что уровень 
заболеваемости ИКБ в среднем на 2024 г. соста-
вит до 18,67 на 100 тыс. населения, на 2025 г. — до 
16,51, на 2026 г. — до 14,36 (рис. 2). 

Для изучения влияния сроков начала и оконча-
ния эпидемического сезона (периода активной жиз-
недеятельности клещей — переносчиков боррелий) 
на заболеваемость ИКБ в Кировской области по-
строена модель множественной линейной регрес-
сии, где переменной выступал: y1 — заболеваемость 
ИКБ в Кировской области на 100 тыс. населения. 
Факторы: x — временной фактор (период с 2006 по 
2023 г.), первый зарегистрированный случай приса-
сывания клеща к человеку (февраль, март и апрель) 
с 2006 по 2023 г., последний зарегистрированный 
случай присасывания клеща к человеку (сентябрь, 
октябрь и ноябрь) с 2006 по 2023 г. Поскольку  
в модели использовались качественные признаки, 

Рис. 1. Динамика заболеваемости ИКБ в Кировской области в 2006–2023 гг.

y = –2,198k + 45,721
R² = 0,6605
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Таблица 1. Показатели динамического ряда заболеваемости ИКБ (на 100 тыс. населения) в Кировской области

Год Зарегистрированная заболеваемость ИКБ 
(на 100 тыс. населения) в Кировской области

Абсолютный  
прирост

Темп  
прироста, %

Значение  
1% прироста

Темп  
роста, %

2006 41,19 – – – –

2007 48,24 7,1 17,1 41,19 117,1

2008 37,42 –10,8 –22,4 48,24 77,6

2009 55,9 18,5 49,4 37,42 149,4

2010 33,11 –22,8 –40,8 55,90 59,2

2011 35,57 2,5 7,4 33,11 107,4

2012 29,52 –6,1 –17,0 35,57 83,0

2013 10,3 –19,2 –65,1 29,52 34,9

2014 15,31 5,0 48,6 10,30 148,6

2015 25,71 10,4 67,9 15,31 167,9

2016 15,03 –10,7 –41,5 25,71 58,5

2017 16,88 1,9 12,3 15,03 112,3

2018 18,58 1,7 10,1 16,88 110,1

2019 19,48 0,9 4,8 18,58 104,8

2020 6,29 –13,2 –67,7 19,48 32,3

2021 5,86 –0,4 –6,8 6,29 93,2

2022 13,04 7,2 122,5 5,86 222,5

2023 19,68 6,6 50,9 13,04 150,9

2023/2006 – –21,5 –52,2 41,19 47,8

Рис. 2. Диаграмма интервального прогноза заболеваемости ИКБ в Кировской области до 2026 г.
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Прогноз заболеваемости

Привязка низкой вероятности

Привязка высокой вероятности

вводили фиктивные переменные: z1 (1 — при зна-
чении фактора март, 0 — при остальных значени-
ях фактора); z2 (1 — при значении фактора апрель, 
0 — при остальных значениях фактора); h1 (1 — при 
значении фактора сентябрь, 0 — при остальных 
значениях фактора); h2 (1 — при значении фактора 
октябрь, 0 — при остальных значениях фактора). 
Математическая модель: y1 = 4433,314 – 2,190x +  
9,614z1 + 4,629z2 – 19,565h1 – 3,617h2 (табл. 2). Ко-
эффициент детерминации равен R2 = 0,718. Это оз-
начает, что уровень заболеваемости ИКБ на 71,8% 

определяется факторами x, z1, z2, h1, h2 и на 28,2% — 
неучтёнными факторами. Коэффициент Фишера  
< 0,05, на уровне 5% модель признается значимой. 
На уровне 5% фактор x значим. Можно говорить 
о том, что с каждым годом заболеваемость ИКБ в 
Кировской области снижается в среднем на 2,19 на 
100 тыс. населения. Поскольку в модели использо-
вались качественные признаки: первый зарегистри-
рованный случай присасывания клеща к человеку 
(февраль, март и апрель) с 2006 по 2023 г., послед-
ний зарегистрированный случай присасывания кле-
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Таблица 2. Стандартизированные β-коэффициенты для модели множественной регрессии

Фактор β* SE of β* β SE of β t(69) p-value

Intercept – – 4433,314 904,802 4,900 0,000

x –0,810 0,165 –2,190 0,447 –4,905 0,000

z1 0,340 0,316 9,614 8,925 1,077 0,303

z2 0,165 0,314 4,629 8,804 0,526 0,609

h1 –0,319 0,149 –19,565 9,155 –2,137 0,054

h2 –0,115 0,174 –3,617 5,443 –0,664 0,519

Примечание. Intercept — свободный член уравнения регрессии; β* — cтандартизированный коэффициент регрессии; SE of β* — 
стандартная ошибка cтандартизированного коэффициента регрессии; β — коэффициент регрессии; SE of β — стандартная ошибка 
коэффициента регрессии; t(69) — расчётное значение t-критерия для оценки значимости коэффициента регрессии; p-value — уровень 
значимости. 

ща к человеку (сентябрь, октябрь, ноябрь) с 2006 
по 2023 г., вводились поправочные коэффициенты 
перед фиктивными переменными (табл. 3). Забо-
леваемость ИКБ в Кировской области на 100 тыс. 
населения в системе изменяется: при первом заре-
гистрированном случае присасывания клеща к че-
ловеку в феврале заболеваемость ИКБ ниже сред-
него, в марте — выше среднего, в апреле — ниже 
среднего; при последнем зарегистрированном слу-

Таблица 3. Поправочные коэффициенты регрессии

Значение фактора β βпопр = β–∆ Значение фактора β βпопр = β–∆

Первый зарегистрированный случай 
присасывания клеща к человеку  

в феврале
0,000 –4,750

Последний зарегистрированный случай 
присасывания клеща к человеку  

в сентябре
–19,565 –11,840

Первый зарегистрированный случай 
присасывания клеща к человеку  

в марте
9,614 4,870

Последний зарегистрированный случай 
присасывания клеща к человеку  

в октябре
–3,617 4,110

Первый зарегистрированный случай 
присасывания клеща к человеку  

в апреле
4,629 –0,120

Последний зарегистрированный случай 
присасывания клеща к человеку  

в ноябре
0,000 7,730

Сумма 14,24 – Сумма –23,18 –

∆ 4,75 – ∆ –7,73 –

Примечание. β — коэффициент регрессии; βпопр — поправочный коэффициент регрессии.

чае присасывания клеща к человеку в сентябре за-
болеваемость ИКБ ниже среднего, в октябре и ноя-
бре — выше среднего.

В Кировской области наблюдается тенденция 
к увеличению площадей, подлежащих акарицидной 
обработке (рис. 3). На основании значения коэффи-
циента регрессии можно сделать вывод о том, что  
с каждым годом объём акарицидных работ по Киров-
ской области увеличивается в среднем на 125,87 га. 

Рис. 3. Объём акарицидных работ в Кировской области в 2006–2023 гг.

y2 = 125,87k1 – 251 302 
R² = 0,7598
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Показатели динамического ряда объёма акарицид-
ных работ в Кировской области отражены в табл. 4.

Построена корреляционная матрица зависимо-
сти заболеваемости ИКБ по Кировской области на 
100 тыс. населения с 2006 по 2023 г. от гидрометео-
рологических факторов (по месяцам) и объёма ака-
рицидных работ (табл. 5). Выявлены сильная отри-
цательная связь заболеваемости ИКБ с временн́ым 
фактором, а также отрицательные связи средней си-
лы между заболеваемостью ИКБ и объёмом акари-
цидных работ. Между заболеваемостью ИКБ и тем-
пературой воздуха в сентябре обнаружена средняя 
положительная корреляционная связь (r = 0,51; p < 
0,05). Между влажностью воздуха в июне и августе 
и заболеваемостью ИКБ выявлены слабые положи-
тельные корреляционные связи (r = 0,47; p < 0,05 и 
r = 0,47; p < 0,05 соответственно). Выявлены слабая 
положительная корреляционная связь между объё-
мом осадков за декабрь и заболеваемостью ИКБ (r = 
0,49; p < 0,05), средние положительные связи между 
объёмом осадков за июнь, август и ноябрь и заболе-
ваемостью ИКБ (r = 0,52; p < 0,05; r = 0,68; p < 0,05 
и r = 0,66; p < 0,05 соответственно), а также сильная 
положительная связь между объёмом осадков за ок-
тябрь и заболеваемостью ИКБ (r = 0,75; p < 0,05).

Построена корреляционная матрица зависи-
мости заболеваемости ИКБ (на 100 тыс. населения) 
по Кировской области от среднегодовых значений 
гидрометеорологических факторов (температура и 
влажность воздуха, объём осадков за 2006–2023 гг.) 
и объёма акарицидных работ (табл. 6).

Для множественного регрессионного анализа 
результативной переменной использован показа-
тель y3 — заболеваемость ИКБ (на 100 тыс. населе-
ния) в Кировской области. Выборочные коэффици-
енты корреляции представлены в табл. 6. Фактор-
ные признаки и модель: v1 — объём акарицидных 
работ (га); v2 — среднегодовая температура воз-
духа (°C); v3 — среднегодовая влажность возду-
ха (%); v4 — среднегодовой объём осадков (мм);  
y3 = –70,117 – 0,003v1 – 1,304v2 + 0,993v3 + 
93,133v4. Уравнение регрессии является стати-
стически достоверным на уровне значимости  
p < 0,05. Доля вариации заболеваемости ИКБ на 
75,1% объясняется вариацией факторных призна-
ков (R2 = 0,751). 

На основании стандартизированных β-коэф-
фициентов проведена оценка влияния факторов на 
зависимую переменную (табл. 7). Заболеваемость 
ИКБ в Кировской области на 100 тыс. населения  
в системе изменяется: 

• при увеличении объёма акарицидных работ  
в среднем заболеваемость ИКБ снижается; 

• увеличение среднегодовой температуры воз-
духа в среднем приводит к снижению заболе-
ваемости ИКБ; 

• увеличение среднегодовой влажности возду-
ха в среднем приводит к увеличению заболе-
ваемости ИКБ; 

• при увеличении среднегодового объёма 
осадков в среднем заболеваемость ИКБ уве-
личивается.

Таблица 4. Показатели динамического ряда объёма акарицидных работ в Кировской области

Год Объём акарицидных работ  
в Кировской области, га

Абсолютный  
прирост, га

Темп  
прироста, %

Значение  
1% прироста

Темп  
роста, %

2006 507,0  –  –  – – 
2007 782,7 275,7 54,4 507,00 154,4
2008 1125,0 342,3 43,7 782,70 143,7
2009 1660,5 535,5 47,6 1125,00 147,6
2010 2220,6 560,1 33,7 1660,50 133,7
2011 2303,4 82,8 3,7 2220,60 103,7
2012 2253,0 –50,4 –2,2 2303,40 97,8
2013 2526,3 273,3 12,1 2253,00 112,1
2014 2545,7 19,5 0,8 2526,27 100,8
2015 2688,4 142,7 5,6 2545,73 105,6
2016 2553,7 –134,7 –5,0 2688,44 95,0
2017 2633,2 79,5 3,1 2553,72 103,1
2018 2617,7 –15,5 –0,6 2633,20 99,4
2019 2790,8 173,1 6,6 2617,70 106,6
2020 2284,3 –506,5 –18,1 2790,80 81,9
2021 3075,3 791,0 34,6 2284,30 134,6
2022 3083,0 7,7 0,3 3075,26 100,3
2023 3200,7 117,7 3,8 3083,00 103,8
2023/2006  – 2693,7 531,3 507,00 631,3
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Обсуждение
Заболеваемость ИКБ в Кировской области  

в 2006–2023 гг. была неравномерной. При сравнении 
заболеваемости в 2023 г. с 2006 г. отмечается сни-
жение интенсивности проявления эпидемического 
процесса (на 100 тыс. населения) на 52,2%. Наибо-
лее значительные изменения наблюдаются в 2009 г. 
(рост на 49,4%) и в 2013 г. (снижение на 65,1%). Рост 
заболеваемости ИКБ в 2009 г. (на 49,4%) можно 
объяснить удлинением сезона активности клещей: 
в среднем по области составил 208 дней, что на 14 
дней больше по сравнению с 2008 г. (194 дня), уве-
личением численности и активности переносчиков, 
о чём косвенно свидетельствует рост числа обраще-
ний в лечебно-профилактические учреждения по 
поводу присасывания клещей в 1,6 раза (с 13 432 че-
ловек в 2008 г. до 21 477 человек в 2009 г.) и недоста-
точным объёмом акарицидных работ (в 2 раза ниже 
требуемого)1. Снижение заболеваемости ИКБ в 2013 
г. (на 65,1%) можно объяснить увеличением объёма 
акарицидных работ в 1,5 раза (2526,3 га в 2013 г. в 
сравнении с 1660,5 га в 2009 г.), уменьшением чис-
ленности и активности переносчиков, о чём косвен-
но свидетельствует снижение числа обращений по 
поводу присасывания клещей практически в 3 раза 
(с 21 477 человек в 2009 г. до 7219 человек  в 2009 г.) 
и мероприятиями по борьбе с грызунами2. Несмо-
тря на общую тенденцию к снижению, динамика 
заболеваемости остаётся нестабильной. После зна-
чительного падения в 2013 г. в последующие годы 
наблюдается постепенный рост, который снова сме-
няется снижением в 2020 г., что может быть связано 
с пандемией COVID-193. Динамика заболеваемости 
за 2005–2009 гг. объясняется удлинением сезона ак-
тивности клещей вследствие тёплого и длительного 
осеннего периода, в условиях которого люди чаще 
занимались сбором дикорастущих растений в при-
родных биотопах, продолжали работы на садово-о-
городных участках, что вело к увеличению контак-
тов населения с клещами [7–9, 21, 22]. 

Интервальный прогноз заболеваемости ИКБ  
в Кировской области на период с 2024 по 2026 г.  
демонстрирует тенденцию к снижению. Наблю-
даемое уменьшение интенсивности проявлений 
эпидемического процесса может объясняться уве-
личением объёма акарицидных работ, изменением 

1 Государственный доклад «О санитарно-эпидемиологической 
обстановке в Кировской области в 2009 году». 

  URL: https://www.43.rospotrebnadzor.ru/documents/
gosregdoklad/publications/svoddokl2009.pdf

2 Государственный доклад «О санитарно-эпидемиологической 
обстановке в Кировской области в 2013 году». 

  URL: https://www.43.rospotrebnadzor.ru/documents/
gosregdoklad/publications/svoddokl2013.pdf

3 Государственный доклад «О санитарно-эпидемиологической 
обстановке в Кировской области в 2020 году». 

  URL: https://www.43.rospotrebnadzor.ru/documents/
gosregdoklad/publications/gosudarstvennyy-doklad-2020.pdf

Таблица 5. Корреляционная матрица зависимости 
заболеваемости ИКБ по Кировской области на 100 тыс. 
населения с 2006 по 2023 г. от среднемесячных значений 
гидрометеорологических факторов и объёма акарицид-
ных работ

Показатель

Заболеваемость ИКБ 
(на 100 тыс. населения)  

в Кировской области

r p

Временнóй фактор, годы –0,77 < 0,05

Объём акарицидных работ, га –0,64 < 0,05

Температура воздуха, °C

в январе –0,28 > 0,05

в феврале –0,41 > 0,05

в марте 0,18 > 0,05

в апреле –0,29 > 0,05

в мае –0,10 > 0,05

в июне –0,15 > 0,05

в июле –0,16 > 0,05

в августе –0,19 > 0,05

в сентябре 0,51 < 0,05

в октябре 0,15 > 0,05

в ноябре –0,11 > 0,05

в декабре 0,24 > 0,05

Влажность воздуха, %

в январе 0,22 > 0,05

в феврале –0,28 > 0,05

в марте 0,36 > 0,05

в апреле 0,15 > 0,05

в мае –0,15 > 0,05

в июне 0,47 < 0,05

в июле 0,35 > 0,05

в августе 0,47 < 0,05

в сентябре –0,04 > 0,05

в октябре 0,05 > 0,05

в ноябре 0,45 > 0,05

в декабре 0,20 > 0,05

Объём осадков, мм

в январе 0,50 < 0,05

в феврале 0,03 > 0,05

в марте 0,43 > 0,05

в апреле 0,36 > 0,05

в мае 0,47 > 0,05

в июне 0,52 < 0,05

в июле 0,24 > 0,05

в августе 0,68 < 0,05

в сентябре 0,40 > 0,05

в октябре 0,75 < 0,05

в ноябре 0,66 < 0,05

в декабре 0,49 < 0,05

https://www.43.rospotrebnadzor.ru/documents/gosregdoklad/publications/svoddokl2009.pdf
https://www.43.rospotrebnadzor.ru/documents/gosregdoklad/publications/svoddokl2009.pdf
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Таблица 6. Корреляционная матрица зависимости заболеваемости ИКБ (на 100 тыс. населения) по Кировской 
 области от среднегодовых значений гидрометеорологических факторов и объёма акарицидных работ

Коррелируемые показатели Заболеваемость 
ИКБ

Объём акарицид-
ных работ, га

Температура 
воздуха, °C

Влажность  
воздуха, %

Объём осадков, 
мм

Заболеваемость ИКБ 1,00 –0,64 –0,03 0,35 0,74

Объём акарицидных работ, га –0,64 1,00 –0,20 –0,10 –0,69

Температура воздуха, °C –0,03 –0,20 1,00 0,19 –0,06

Влажность воздуха, % 0,35 –0,10 0,19 1,00 0,40

Объём осадков, мм 0,74 –0,69 –0,06 0,40 1,00

Таблица 7. Стандартизированные β-коэффициенты регрессионной модели

 Фактор β* SE of β* β SE of β t(69) p-value

Intercept – – –70,117 56,530 –1,240 0,237

v1 –0,147 0,218 –0,003 0,004 –0,675 0,512

v2 –0,083 0,125 –1,304 1,955 –0,667 0,517

v3 0,167 0,128 0,993 0,758 1,310 0,213

v4 0,715 0,224 93,133 29,210 3,188 0,007

Примечание. Intercept — свободный член уравнения регрессии; β* — cтандартизированный коэффициент регрессии; SE of β* — 
стандартная ошибка cтандартизированного коэффициента регрессии; β — коэффициент регрессии; SE of β — стандартная ошибка 
коэффициента регрессии; t(69) — расчётное значение t-критерия для оценки значимости коэффициента регрессии; p-value — уровень 
значимости. 

Площадь акарицидных обработок в 2010 г. 
в сравнении с 2006 г. увеличилась в 4,4 раза —  
с 507 до 2220,5 га [9]. Проведённый нами статисти-
ческий анализ за 2006–2023 гг. показал, что объём 
акарицидных работ по Кировской области ежегод-
но увеличивался в среднем на 125,87 га. Выявлена 
отрицательная достоверная корреляционная связь 
умеренной тесноты между заболеваемостью ИКБ  
в 2006–2023 гг. и объёмом акарицидных работ в 
этот период.

Биотические факторы играют не менее суще-
ственную роль в жизненном цикле клещей. Многие 
позвоночные: зайцы, копытные, грызуны, птицы — 
служат прокормителями для клещей и резервуаром 
для возбудителей клещевых инфекций. Увеличе-
ние численности животных прямо коррелирует 
со скоростью роста популяции иксодовых клещей  
[4, 23–25]. Антропогенные факторы следует рассма-
тривать с позиции ведения хозяйственной деятель-
ности и поведения человека в природе. Активная 
вырубка лесных массивов ведёт к динамическому 
изменению микроклиматических условий. Смена 
старого леса на молодую поросль обусловливает 
увеличение экспозиции солнечным светом, изме-
нение температуры, влажности воздуха и верхних 
слоев почвы. Вырубленные участки заселяются 
мелколиственными породами деревьев, кустарни-
ками, травами, создающими благоприятную нишу 
для размножения прокормителей и переносчиков 
клещей [24, 25]. Снижение видового биоразнообра-
зия отдельной экосистемы, влекущее нарушение пи-
щевых цепей, связано с повышенной вероятностью 

погодных условий (тенденция к снижению средне-
годового объёма осадков). Следует отметить, что 
нельзя исключить влияние других факторов.

Раннее или, наоборот, позднее начало активи-
зации иксодовых клещей может приводить к изме-
нению сроков наступления эпидемического сезона 
[10–13]. Удлинение сезона активности клещей яв-
ляется следствием тёплого и длительного осеннего 
периода [21]. Используя метод множественной ли-
нейной регрессии, мы предложили математическую 
модель заболеваемости ИКБ по Кировской области 
на 100 тыс. населения, для прогнозирования кото-
рой использовались такие показатели, как первый 
и последний зарегистрированные случаи присасы-
вания клеща к человеку за 2006–2023 гг. При пер-
вом зарегистрированном случае в феврале заболева-
емость ИКБ была ниже среднего на 4,75 на 100 тыс. 
населения, в марте — выше среднего на 4,87, в апре-
ле — ниже среднего на 0,12. При последнем зареги-
стрированном случае присасывания клеща к челове-
ку в сентябре заболеваемость ИКБ — ниже среднего 
на 11,84 на 100 тыс. населения, в октябре и ноябре — 
выше среднего на 4,11 и 7,73 соответственно. Следу-
ет заметить, что любой прогноз не может быть абсо-
лютным, т. к. никогда нельзя полностью исключить 
влияние других факторов. Примером может являться 
2020 г., когда первый пострадавший от присасыва-
ния клеща человек был зарегистрирован в феврале, 
но заболеваемость ИКБ в Кировской области в этот 
год была низкой. В данном случае нельзя исключить 
влияние противоэпидемических мероприятий, свя-
занных с пандемией COVID-19.
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инфицирования клещей. Так, сокращение ключево-
го хищника мелких млекопитающих — рыжей ли-
сицы на северо-востоке и западе США обусловило 
рост заболеваемости ИКБ в данном регионе. В свою 
очередь активный отдых или трудовая деятельность 
на открытых пространствах в тёплое время года по-
вышает вероятность контакта человека с инфициро-
ванными членистоногими переносчиками боррелий 
[26–29]. Эти факторы напрямую влияют на риск 
контакта человека с клещами, что необходимо для 
построения точной прогностической модели эпиде-
миологического риска заболеваемости населения.

Активность клещей может быть обусловлена 
погодными условиями [10]. Абиотические факторы 
оказывают значительное влияние на выживаемость 
и размножение клещей в конкретном биогеоценозе. 
Доказано, что среднегодовые температуры и се-
зонность их колебания играют критическую роль 
в жизненном цикле членистоногих [23, 25]. Так, 
мягкие зимы способствуют большей выживаемо-
сти особей, а тёплые межсезонья — ранней акти-
визации и продлевают период активности клещей, 
что приводит к расширению ареала обитания [24, 
25]. Обилие атмосферных осадков, высокая отно-
сительная влажность воздуха и степень увлажнён-
ности почвы имеют критическое значение на всех 
стадиях жизненного цикла клещей. Количество 
солнечной радиации, продолжительность светового 
дня положительно связаны с активностью клещей 
[23]. С 1984 по 2010 г. на территории Кировской 
области зафиксирован значительный рост среднего-
довой температуры воздуха и относительной влаж-
ности воздуха. Основные изменения происходили 
в осенние месяцы, что благоприятно сказывалось 
на жизнедеятельности иксодовых клещей [27, 30]. 
Российскими учёными предложено регрессионное 
уравнение, где зависимая переменная — заболе-
ваемость клещевым энцефалитом, а факторы — 
температура мая в сезон n в среднесрочном цикле, 
температура августа в сезон n в среднесрочном ци-
кле, температура октября предшествующего сезона 
(n – 1) и температура ноября. По мнению авторов, 
ход изменения заболеваемости клещевым энцефа-
литом в Иркутске достаточно хорошо согласуется  
с ходом изменения климата в его макроциклических 
и трендовых составляющих. В ходе исследования, 
проведённого в 2011 г., установлено, что для трёх 
природных очагов клещевого энцефалита (распо-
ложенных на территории Новосибирска, Иркутска, 
Горно-Алтайска) общими значимыми факторами 
прогнозирования заболеваемости этой природно-о-
чаговой инфекцией являются: влажность воздуха 
ноября предыдущего года, влажность апреля и ию-
ня, а также температура июня текущего года [31, 
32]. Эти факторы выявлены как при построении ло-
гической решающей функции, так и при составле-
нии уравнения регрессии. Показано положительное 

влияние солнечной активности на заболеваемость 
клещевым энцефалитом в Новосибирске и Иркут-
ске. Нами на основе метода множественной линей-
ной регрессии предложена математическая модель, 
свидетельствующая о зависимости заболеваемости 
ИКБ от климатических показателей и объёма акари-
цидных работ. На основании значений коэффици-
ентов регрессии заболеваемость ИКБ (на 100 тыс. 
населения) в Кировской области в системе изменя-
ется:

• при увеличении объёма акарицидных ра-
бот на 1 га заболеваемость ИКБ снижается  
в среднем на 0,003 на 100 тыс. населения; 

• увеличение среднегодовой температуры воз-
духа на 1°C приводит к снижению заболева-
емости ИКБ в среднем на 1,304 на 100 тыс. 
населения; 

• увеличение среднегодовой влажности возду-
ха на 1% приводит к увеличению заболева-
емости ИКБ в среднем на 0,993 на 100 тыс. 
населения; 

• при увеличении среднегодового объёма 
осадков на 1 мм заболеваемость ИКБ уве-
личивается в среднем на 93,133 на 100 тыс. 
населения. 

Стоит отметить, что с вероятностью ошибки  
в 5% среднегодовой объём осадков значим, осталь-
ные факторы незначимы. На основании значений 
β-коэффициентов наибольший вклад в изменение 
заболеваемости ИКБ вносит среднегодовой объём 
осадков.

Заключение
Сегодня методы математического моделирова-

ния с успехом применяются для прогнозирования 
заболеваемости различными нозологическими фор-
мами инфекционных болезней. ИКБ давно стал ак-
туальной проблемой для России в целом и особенно 
для регионов с высокой заболеваемостью, таких как 
Кировская область. Авторы впервые предприня-
ли попытку при помощи методов математического 
моделирования спрогнозировать уровень заболева-
емости ИКБ на территории этого субъекта в зави-
симости от некоторых гидрометеорологических и 
антропогенных факторов. Предложена математиче-
ская модель прогнозирования заболеваемости ИКБ 
в Кировской области в зависимости от среднегодо-
вых значений климатических показателей и объёма 
акарицидных работ. Составлен интервальный про-
гноз заболеваемости ИКБ в Кировской области на 
период с 2024 по 2026 г., который демонстрирует 
тенденцию к снижению интенсивности проявле-
ний эпидемического процесса. Для более точно-
го прогнозирования уровня заболеваемости ИКБ 
в Кировской области необходим набор факторов, 
включая численность и видовое разнообразие про-
кормителей клещей, изменения в структуре лесных 
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экосистем вследствие антропогенных воздействий, 
активность людей в природных зонах в течение се-
зона повышенной активности клещей, а также гео-
графические особенности распространения клещей 
по административно-территориальным единицам 
региона с учётом гидрометеорологических показа-
телей. Работа требует дальнейшего развития, вклю-
чая определение перспектив практического приме-
нения предложенных моделей прогнозирования. 
Это поможет обосновать необходимость дальней-
ших исследований и разработать стратегии стаби-
лизации эпидемиологической обстановки по ИКБ в 
Кировской области. 
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Перспектива применения биофлуоресцентных белков на этапе 
доклинической оценки живых вакцин на примере вакцинного 
штамма Yersinia pestis EV НИИЭГ pTURBOGFP-B
Клюева С.Н. , Буданова А.А., Кравцов А.Л., Бугоркова С.А.
Российский противочумный институт «Микроб» Роспотребнадзора, Саратов, Россия

Аннотация
Введение. Актуальны исследования, направленные на поиск наиболее информативного и оптимизиро-
ванного метода оценки приживаемости вакцинного штамма чумного микроба в организме животных, при-
витых против чумы. 
Цель работы — оценить целесообразность использования биофлуоресцентных белков на примере 
вакцинного штамма Yersinia pestis EV НИИЭГ pTurboGFP-B (EVGFP) в схемах сочетанного применения  
с иммуномодуляторами на этапе доклинической оценки живых вакцин.
Материалы и методы. Морских свинок иммунизировали EVGFP, выращенным при 28°С и 37°С (EVGFP28 
и EVGFP37 соответственно), в сочетании с иммуномодуляторами: азоксимера бромидом (АБ) и интерфе-
роном-γ человеческим рекомбинантным (ИЧР). 
Результаты. Методом люминесцентной микроскопии выявлено обсеменение (до 600 м.к. в одном поле 
зрения) клетками EVGFP места введения культуры во всех опытных группах на 1-е сутки. Методом про-
точной цитометрии in vivo установлено, что на 1-е сутки во всех опытных группах фагоцитарный индекс 
(ФИ) составлял в среднем 94,5% с последующим снижением к 4-м суткам в среднем в 4,4 раза (на 21,2%). 
На 4-е сутки исследования в группе EVGFP37+АБ ФИ превосходил в 1,8 раза аналогичный показатель  
в группе EVGFP37. Напротив, в группе EVGFP28+ИЧР ФИ снижался в 2,2 раза относительно аналогично-
го показателя в группе EVGFP28. Кроме того, в группах EVGFP37+АБ и EVGFP37+ИЧР на 4-е сутки ФИ  
в 2 раза превышали показатели в группах EVGFP28+АБ и EVGFP28+ИЧР соответственно. В группе 
EVGFP37 фагоцитарное число превосходило в среднем в 1,5 раза показатель в группе EVGFP28. 
Заключение. Получены данные, подтверждающие зависимость исхода взаимодействия in vivo чумного 
микроба с фагоцитами селезёнки от температуры выращивания бактерий, а также от присутствия АБ и 
ИЧР. Применение биофлуоресцентных белков, как показано на примере штамма EVGFP и метода про-
точной цитометрии, расширяет возможности оценки живых вакцин против чумы на доклиническом этапе.

Ключевые слова: биофлуоресцентный вакцинный штамм Y. pestis EV НИИЭГ pTurboGFP-B, азоксимера 
бромид, интерферон-γ человеческий рекомбинантный, фагоцитоз, макрофаги, нейтрофилы, люминес-
центная микроскопия, проточная цитофлуориметрия
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Possibilities and prospects of using biofluorescent proteins  
at the stage of preclinical evaluation of live vaccines, using the 
example of the Yersinia pestis vaccine strain EV NIIEG pTURBOGFP-B 
Svetlana N. Klyueva , Angelina A. Budanova, Aleksandr L. Kravtsov, Svetlana A. Bugorkova
Russian Anti-Plague Institute "Microbe", Saratov, Russia

Abstract
Introduction. Currently, studies aimed at finding the most informative and optimized method for assessing the 
survival rate of the plague microbe vaccine strain in the body of animals vaccinated against plague are relevant.
Aim — to evaluate the feasibility of using biofluorescent proteins using the example of the Yersinia pestis 
vaccine strain EV NIIEG pTurboGFP-B (EVGFP) in combination regimens with immunomodulators at the stage 
of preclinical evaluation of live vaccines.
Materials and methods. Guinea pigs were immunized with EVGFP grown at 28ºC and 37ºC (EVGFP28 and 
EVGFP37, respectively), in combination with immunomodulators (azoximer bromide, AB, and human recombinant 
interferon gamma, HRI).
Results. Fluorescence microscopy revealed seeding (up to 600 m.c. in one field of view) with EVGFP cells at the 
site of culture introduction in all experimental groups on the 1st day. In vivo flow cytometry showed that on the 1st 
day in all experimental groups the phagocytic index (PI) averaged 94.5%, with a subsequent decrease by the 4th 
day by an average of 4.4 times (21.2%). On the 4th day of the study in the EVGFP37+AB group the PI exceeded 
the similar indicator in the EVGFP37 group by 1.8 times. On the contrary, in the EVGFP28+HRI group the PI 
decreased by 2.2 times relative to the similar indicator in the EVGFP28 group. In addition, in the EVGFP37+AB 
and EVGFP37+HRI groups, on day 4, the PI was 2 times higher than in the EVGFP28+AB and EVGFP28+HRI 
groups, respectively. In the EVGFP37 group, the phagocytic number was on average 1.5 times higher than in the 
EVGFP28 group.
Conclusion. The obtained data confirm the dependence of the outcome of in vivo interaction of the plague 
microbe with spleen phagocytes on the temperature of bacterial growth, as well as on the presence of AB and 
HRI. The use of biofluorescent proteins, as shown by the example of the EVGFP strain and the flow cytometry 
method, expands the possibilities for assessing live plague vaccines in preclinical studies.

Keywords: biofluorescent Y. pestis vaccine strain EV NIIEG pTurboGFP-B, azoximer bromide, human recombinant 
interferon gamma, phagocytosis, macrophages, neutrophils, fluorescence microscopy, flow cytometry
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Введение
В последние годы в биологических и меди-

цинских исследованиях в качестве легко детекти-
руемых маркеров микроорганизмов применяют 
различные флуоресцентные белки. Одним из таких 
белков является зелёный флуоресцентный белок 
GFP (green fluorescent protein), обнаруженный у 
медузы Aequorea victoria [1, 2]. Преимущества ис-

пользования белка GFP по сравнению с другими ре-
портерными белками заключаются в его способно-
сти флуоресцировать в отсутствие какого-либо ко-
фактора или субстрата, продолжительном сигнале, 
низкой метаболической токсичности, отсутствии 
фоновой флуоресценции. На сегодняшний день 
доступен и успешно используется широкий спектр 
различных плазмид, сконструированных на основе 
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GFP. Например, коммерческий вектор pTurboGFP-B 
обеспечивает стабильную экспрессию и быстрое 
созревание флуоресцентного белка [2]. 

Сконструированные штаммы Yersinia pestis, 
продуцирующие GFP, используют при исследова-
нии условий формирования симбиозов с простей-
шими и/или моделировании взаимодействия с клет-
ками хозяина (млекопитающие — грызуны) [3, 4], 
с переносчиком (блохи) [5]. Флуоресцентный белок 
GFP в качестве биосенсора успешно применяется 
для обнаружения Y. pestis в смешанных культурах, 
отслеживания бактерий in vitro и in vivo, установ-
ления внутриклеточной локализации клеток реком-
бинантных штаммов Y. pestis, оценки фагоцитоза  
Y. pestis макрофагами мышей BALB/c [6–9]. Геном-
ные технологии позволили использовать GFP в ка-
честве молекулярного вектора для разработки вак-
цин против различных бактериальных и вирусных 
инфекций человека и животных [1, 10].

Одной из основных задач доклинических ис-
следований при разработке живых вакцин против 
чумы является определение степени остаточной 
вирулентности (безвредности) вакцинного штам-
ма чумного микроба по приживаемости и распро-
страняемости в макроорганизме. Традиционно учёт 
приживаемости живых клеток штаммов чумного 
микроба проводят бактериологическим методом. 
Маркирование штаммов Y. pestis флуоресцентными 
белками открывает новые возможности, позволя-
ющие проводить мониторинг микроорганизмов в 
условиях in vivo с помощью ряда других методик,  
к которым относятся люминесцентная микроско-
пия, обеспечивающая визуализацию возбудителя 
чумы по наличию специфического флуоресцент-
ного свечения [3, 4], и проточная цитометрия, 
способствую щая определению количества живых 
микробных клеток по параметрам светорассеяния 
и интенсивности флуоресценции каждой индивиду-
альной клетки в суспензии органов [11].

Известно, что эталонный вакцинный штамм 
Y. pestis EV НИИЭГ приживается и размножается 
в органах лабораторных животных, что способству-
ет развитию активного противочумного иммуни-
тета [12]. Одним из наиболее значимых факторов, 
влияющих на приживаемость возбудителя чумы, 
способного размножаться в различных условиях, 
сходных со средой его обитания в теле теплокров-
ных млекопитающих (37°С) и пойкилотермных блох 
(20–28°С), является температурный [13]. Температу-
розависимая адаптационная стратегия Y. pestis — су-
щественная часть концепции преодоления бактерией 
механизмов врождённой иммунологической защи-
ты, таких как фагоцитоз и индукция воспалительно-
го ответа макрофагами и нейтрофилами [13]. 

Использование различных иммуномодулято-
ров в схеме противочумной вакцинации позволя-
ет уменьшать антигенную нагрузку на организм, 

не снижая напряжённости иммунного ответа. Так, 
азоксимера бромид (АБ) в сочетании с вакцинным 
штаммом Y. pestis EV НИИЭГ оказывает стимулиру-
ющее воздействие на реактивность клеток фагоци-
тарной системы лабораторных животных, повыша-
ет протективную активность живой противочумной 
вакцины почти в 3 раза и так же, как и интерферон-γ 
человеческий рекомбинантный (ИЧР), стимулирует 
антителообразование и цитокиновый ответ [14–16]. 

С учётом всех вышеперечисленных фактов 
сделана попытка расширения возможности оценки 
эффективности и длительности нестерильной фазы 
иммунного ответа, являющейся обязательным эта-
пом формирования специфического противочум-
ного иммунитета, за счёт использования люминес-
центных белков при тестировании различных схем 
применения живой чумной вакцины.

Цель работы — оценить целесообразность 
использования биофлуоресцентных белков на 
примере вакцинного штамма Y. pestis EV НИИЭГ 
pTurboGFP-B в схемах сочетанного его применения 
с иммуномодуляторами на этапе доклинической 
оценки живых вакцин.

Материалы и методы
Для создания штамма, продуцирующего GFP, 

был использован вакцинный штамм Y. pestis EV 
НИИЭГ. Ген, кодирующий синтез TurboGFP, был 
введён в составе коммерческой векторной плазмиды 
pTurboGFP-B (4103 п. н., «Evrogen») методом элек-
тропорации согласно рекомендациям [17]. Электро-
порацию выполняли на приборе «Gene Pulser Xсell» 
(«Bio-Rad») с применением стандартного протоко-
ла для прокариотических клеток. Наличие коммер-
ческой плазмиды устанавливали по маркеру анти-
биотикорезистентности, высевая штамм на пла-
стинки агара LB с 50 мкг/мл ампициллина. Колонии 
просматривали невооружённым глазом, а также на 
люминесцентном микроскопе «Axio Lab.A1» («Carl 
Zeiss Microscopy GmbH»), регистрируя интенсив-
ное флуоресцентное свечение в ультрафиолетовой 
области спектра. Сконструированный рекомби-
нантный штамм получил обозначение Y. pestis EV 
НИИЭГ pTurboGFP-B (EVGFP) и был депонирован 
под номером KM 2115 в Государственной коллек-
ции патогенных бактерий Российского противочум-
ного института «Микроб» Роспотребнадзора.

Штамм Y. pestis EV НИИЭГ выращивали на 
агаре LB (рН 7,2), а биофлуоресцентный штамм 
EVGFP — на агаре LB (рН 7,2) с ампициллином 
(50 мг/мл) в течение 48 ч при 28°С. Кроме того, ис-
пользовали культуру клеток EVGFP, обладающую 
повышенной устойчивостью к лейкоцитарному фа-
гоцитозу [18]. Для этого клетки EVGFP высевали из 
2-суточной 28°С культуры в конечной концентра-
ции 1 × 107 КОЕ/мл на бульон LB (рН 7,2) и куль-
тивировали в условиях аэрации при 37°C в течение 
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18 ч. Из культур EVGFP, выращенных при 28°С 
(«EVGFP28») и 37°C («EVGFP37») по стандарту 
мутности ОСО 42-28-59-85П, готовили взвеси кон-
центрацией 4 × 109 КОЕ/мл.

Экспериментальной моделью служили мор-
ские свинки массой 250–350 г, полученные из от-
дела экспериментальных животных с виварием 
Российского противочумного института «Микроб» 
Роспотребнадзора. Животные были распределены 
на 6 опытных групп по 12 особей в каждой. Мор-
ских свинок подкожно иммунизировали штаммом 
EVGFP, выращенным при 28°С (1–3-я группы) и 
37°С (4–6-я группы), в дозе 2 × 109 КОЕ/0,5 мл. Мор-
ским свинкам из 2-й и 5-й групп дополнительно за 
1 ч до иммунизации подкожно вводили АБ («Петро-
ваксФарм») в концентрации 60 мкг (EVGFP28+АБ 
и «EVGFP37+АБ» соответственно). Биомодели 3-й 
и 6-й групп дополнительно получали ИЧР («Фар-
маклон») в концентрации 2000 МЕ (ЕVGFP28+ИЧР 
и EVGFP37+ИЧР соответственно). Контрольную, 
7-ю группу составили интактные морские свинки 
(4 особи). Все манипуляции с животными прово-
дили в соответствии с законодательством Россий-
ской Федерации1 и международными принципа-
ми2. Эксперименты по иммунизации животных 
выполняли в соответствии с СанПиН 3.3686-21 
«Санитарно-эпидемиологические требования по 
профилактике инфекционных болезней»3. Програм-
ма экспериментальной работы с животными была 
одобрена Комиссией по биоэтике при Российском 
научно-исследовательском противочумном инсти-
туте «Микроб» Роспотребнадзора (протокол № 5  
от 25.05.2023).

Биохимические свойства Y. pestis изучали с по-
мощью стандартных биохимических тест-стрипов 
API («bioMérieux SA»).

Морфологию бактериальных клеток оцени-
вали с помощью светового микроскопа «Olympus 
CX41» («Olympus») и цифровой камеры VZ-C31S 
(«VideoZavr») в программе «VideoZavr v. 1.5» при 
увеличении × 40 и 100. 

Приживаемость штамма EVGFP в органах 
морских свинок оценивали микроскопическим и 
проточно-цитометрическим методами. На 1, 4, 7 и 
14-е сутки иммуногенеза животных умерщвляли 
хлороформом, вскрывали и делали мазки-отпечатки 
внутренних органов (место введения, паховые лим-
фатические узлы, кровь, селезёнка, печень, лёгкие). 
Мазки-отпечатки органов животных просматри-
вали в люминесцентном микроскопе «Axio LAB.
A1» («Carl Zeiss») с объективом A-Plan 100х/1,25 

1 Приказ Минздрава России № 199Н «Об утверждении Правил 
надлежащей лабораторной практики», 2016.

2 Директива 2010/63/EU Европейского парламента и Сове-
та Европейского союза по охране животных, используемых  
в научных целях, 2010.

3 Зарегистрировано в Минюсте России 15.02.2021 № 62500.

OiI при увеличении × 1000. Исследовали под ми-
кроскопом и фотографировали по 5 полей зрения на 
препарат. Фотографии получали с помощью камеры 
«AxioCam ERc5s» («Carl Zeiss»). 

Для исследования приживаемости Y. pestis 
EVGFP с помощью проточной цитометрии об-
щепринятым методом готовили взвесь клеток се-
лезёнки в концентрации 106 клеток/мл в среде 
RPMI-1640 с гентамицином (100 мкг/мл). Затем  
к 100 мкл полученной взвеси добавляли 1 мл разве-
дённого в 10 раз (согласно инструкции) «BD FACS 
Lysing Solution» («BD Biosciences») для лизиса эри-
троцитов и фиксации лейкоцитов и выдерживали 
образцы в течение 20 мин. 

Клеточные суспензии анализировали на про-
точном цитофлуориметре «СyAn ADP» в програм-
ме «Summit v.4.3 Built 2445». Детекцию бактерий 
EVGFP в фагоцитах (макрофаги и нейтрофилы) се-
лезёнки морских свинок проводили по ранее разра-
ботанному протоколу определения показателей фа-
гоцитарной реакции в крови человека и животных  
с ФИТЦ-меченными клетками Y. pestis EV  НИИЭГ 
[15, 19]. Во взвесях клеток селезёнки фагоциты 
дифференцировали по параметрам светорассеяния 
(размеру и степени гранулярности) от лимфоцитов, 
а затем путём гейтирования фагоцитарной популя-
ции определяли в селезёнке процент флуоресци-
рующих фагоцитов (макрофаги, нейтрофилы), что 
соответствовало относительному содержанию ак-
тивных фагоцитов (ФИ — фагоцитарный индекс, 
%), поглотивших in vivo живые клетки исследуе-
мого биофлуоресцентного штамма чумного микро-
ба. Среднее количество поглощённых фагоцитами 
бактерий (ФЧ — фагоцитарное число) оценивали 
по среднему значению интенсивности их свечения 
в зелёной области спектра (Mean), измеряемому в 
условных единицах интенсивности флуоресценции 
(каналах цитофлуориметра) [14, 19–21]. 

Статистическую обработку полученных ре-
зультатов проводили с использованием стандарт-
ного пакета программ «Microsoft Office Excel 
2016», «Statistica 10.0» («StatSoft Inc.»). Данные 
представляли в виде медианы (Me) и квартилей 
[Q25; Q75] с расчётом достоверности различий в ис-
следуемых группах с использованием U-критерия  
Манна–Уитни. 

Результаты 

Сравнительный анализ культур исходного  
вакцинного штамма и вакцинного штамма  

с биофлуоресцентной меткой

Проведено сравнение культурально-морфоло-
гических и биохимических свойств рекомбинант-
ного EVGFP и исходного Y. pestis EV НИИЭГ штам-
мов. Установлено, что рекомбинантный штамм 
обладал типичной для возбудителя чумы морфоло-
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гией клеток. Клетки штамма EVGFP, несущие ген 
флуоресцентного белка GFP, выявляли по нали-
чию зелёного флуоресцентного свечения бактерий.  
На агаре LB с ампициллином штамм EVGFP фор-
мировал характерный R-тип колоний жёлто-зелёно-
го цвета (рис. 1). 

Характерными признаками роста возбудителя 
чумы в жидкой питательной среде являлись про-
зрачный бульон и рыхлый, порошковидный или 
хлопьевидный осадок на дне пробирки, легко рас-
падающийся при встряхивании. На основании про-
ведённого анализа биохимических свойств установ-
лено, что рекомбинантный штамм EVGFP по своим 
характеристикам не отличался от исходного Y. pestis 
EV НИИЭГ. Оба штамма ферментировали глюко-
зу, маннит, арабинозу, не разлагали инозит, сорбит, 
рамнозу, сахарозу, мелибиозу и амигдалин. 

Введение морским свинкам штамма EVGFP 
в массивной дозе 2 × 109 КОЕ не вызывало гибели 
биомоделей за весь период наблюдения.

Таким образом, исследуемый штамм EVGFP 
по культурально-морфологическим и биохимиче-
ским свойствам не отличался от исходного Y. pestis 
EV НИИЭГ, а также по признаку безвредности со-
ответствовал эталонному вакцинному штамму.

Оценка приживаемости Y. pestis EV НИИЭГ 
pTurboGFP методом люминесцентной  

микроскопии
При микроскопическом исследовании клет-

ки EVGFP были выявлены в мазках-отпечатках 
только из места введения культуры во всех груп-
пах иммунизированных морских свинок и толь-
ко в 1-е сутки иммунного ответа (рис. 2). Клет-

Рис. 1. R-тип колоний Y. pestis EV НИИЭГ pTurboGFP-B, × 40 (а) и × 100 (б).

а б

Рис. 2. Детекция клеток биофлуоресцентного вакцинного штамма Y. pestis EV НИИЭГ pTurboGFP-B  
в мазках-отпечатках морской свинки (место введения) на 1-е сутки иммунного ответа при увеличении × 1000.

а — изображение в окуляре микроскопа; б — изображение с монитора компьютера.

а б
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ки флуоресцирующего штамма визуализировали  
в виде ярко-зелёных палочек. Количество бактерий 
составляло 400 ± 100 м. к. в одном поле зрения, 
что свидетельствовало об обильном обсеменении 
клетками EVGFP места введения. При дальней-
шем наблюдении на 4, 7 и 14-е сутки иммуногене-
за в мазках-отпечатках всех исследуемых органов 
морских свинок клетки рекомбинантного штамма 
не регистрировали. 

Оценка приживаемости Y. pestis EV НИИЭГ 
pTurboGFP с использованием проточно- 
цитофлуориметрической технологии

Принимая во внимание тот факт, что нейтро-
филы и макрофаги селезёнки являются одними из 
основных объектов для оценки фагоцитоза и при-
живаемости Y. pestis [11], целесообразно было для 
цитометрических исследований использовать клет-
ки селезёнки морских свинок.

По интенсивности сигнала флуоресценции 
белка GFP определяли присутствие EVGFP в по-
пуляции фагоцитов селезёнки (макрофаги и ней-
трофилы), а также учитывали показатели фагоци-
тарной реакции in vivo. Гистограммы на рис. 3, б–д 
демонстрируют динамику снижения в селезёнке 
относительного числа фагоцитов, характеризую-
щихся интенсивной зелёной флуоресценцией, обу-
словленной поглощением клеток штамма EVGFP, 
выращенного при 37°С. 

На рис. 3 наглядно видно, что в интервале от 
1-х до 4-х суток доля флуоресцирующих фагоцитов 
снижалась с 94,54 до 21,23%, а к 14-м суткам — до 0,  
т. е. до значений, характерных для фагоцитов се-
лезёнки интактных (контрольных) животных,  
не обладающих флуоресцентным свечением в зелё-
ной области спектра (рис. 3, е). 

Сравнительная оценка влияния  
иммуномодулирующих препаратов  

при сочетанном применении  
с биофлуоресцентным штаммом и условий  

его культивирования на фагоцитарную  
активность клеток селезёнки

На следующем этапе проводили анализ эффек-
тивности применения препаратов на исход взаимо-
действия исследуемого штамма EVGFP с фагоци-
тами селезёнки морских свинок в условиях in vivo.  
На 4-е сутки иммуногенеза установлено досто-
верное снижение ФИ в группе EVGFP28+ИЧР по 
сравнению с аналогичным показателем в группе 
EVGFP28 (таблица). 

В группе EVGFP37+ИЧР показатель ФИ ре-
гистрировали на уровне аналогичного показателя  
в группе EVGFP37. В те же сроки (4-е сутки) в груп-
пе EVGFP37+АБ ФИ достоверно повышался (p < 
0,05) по сравнению с аналогичным показателем в 
группе EVGFP37. Выявлено достоверное увеличе-

ние показателя ФЧ в группе EVGFP28+АБ на 4-е и 
7-е сутки, а в группе EVGFP28+ИЧР на 7-е сутки в 
сравнении с данным показателем в группе EVGFP28  
(p < 0,05). 

Далее определяли влияние температуры куль-
тивирования EVGFP на способность фагоцитов 
селезёнки морских свинок поглощать и перевари-
вать клетки флуоресцентного штамма. В группах 
EVGFP37+АБ и EVGFP37+ИЧР на 4-е сутки по-
казатели ФИ в 2 раза превышали (p < 0,05) ана-
логичные показатели в группах EVGFP28+АБ и 
EVGFP28+ИЧР соответственно. В группе EVGFP37 
на 4-е сутки показатель ФЧ превосходил в среднем 
в 1,5 раза (p < 0,05) аналогичный показатель в груп-
пе EVGFP28. 

Обсуждение
Доклинический этап оценки живых противо-

чумных вакцин должен не только продемонстри-
ровать, что вакцина является иммуногенной и об-
ладает протективной эффективностью, но также 
обосновать безопасность препарата, связанную  
в первую очередь, со степенью остаточной виру-
лентности (безвредности) вакцинного штамма чум-
ного микроба, характеризуемой его способностью 
к распространению и длительной персистенции в 
органах биомоделей.

Приживаемость клеток биофлуоресцентного 
штамма изучали в органах морских свинок микро-
скопическим и проточно-цитометрическим метода-
ми в течение 14 сут, что соответствует допустимому 
периоду размножения клеток вакцинного штамма 
Y. pestis EV НИИЭГ, обусловливающему иммуно-
логическую перестройку организма (нестерильная 
фаза иммунитета) [12].

Метод люминесцентной микроскопии — один 
из основных оптических методов флуоресцентной 
визуализации [22] — позволяет наглядно и эф-
фективно оценивать этапность распространения 
вирулентных штаммов в органах и тканях белых 
мышей [4]. В наших исследованиях установленная 
визуализация EVGFP в мазках-отпечатках из места 
введения культуры во всех опытных группах в 1-е 
сутки иммунного ответа согласуется с результатами 
ранее проведённых количественных бактериоло-
гических исследований, при которых наибольшее 
количество клеток вакцинного штамма Y. pestis EV 
НИИЭГ обнаруживали в месте введения (2,3 × 107 
м.к./г) через 24 ч [12]. 

Отсутствие флуоресцентных микробных кле-
ток на 4, 7 и 14-е сутки иммуногенеза связано, веро-
ятно, с низкой концентрацией EVGFP в мазках-от-
печатках (˂ 105 м.к./мл), лежащей за пределами 
нижнего порога чувствительности люминесцент-
ной микроскопии, составляющего 105 м.к./мл [23].

Новые возможности открыло использование 
более чувствительной и производительной техно-
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Рис. 3. Интенсивность флуоресценции фагоцитов селезёнки морских свинок, иммунизированных биофлуоресцентным 
вакцинным штаммом Y. pestis EV НИИЭГ pTurboGFP-B (37°С) в динамике иммунного ответа.

а: область R1 соответствует общему количеству фагоцитов FS/SS dot plot образца клеток селезёнки морской свинки, привитой исход-
ным вакцинным штаммом Y. pestis EV НИИЭГ (контроль). Представлено характерное распределение отдельных фагоцитов селезён-
ки по размеру (FS) и по степени гранулярности (SS). Фагоциты селезёнки (28,91% клеток) локализуются в области R1 цитограммы.

Активные фагоциты локализуются на гистограммах в области R4: б–д: 1, 4, 7 и 14-е сутки соответственно после иммунизации  
морских свинок Y. pestis EV НИИЭГ pTurboGFP-B (37°С).

а

б                                                                      в

г                                                                      д
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логии проточно-цитофлуориметрического анализа, 
позволяющей контролировать in vivo выживаемость 
бактерий в фагоцитах, а также отслеживать их рас-
пространение в организме хозяина в динамике [11, 
24]. Фагоциты, содержащие флуоресцентные бакте-
риальные клетки, регистрировались в течение 4 сут. 
Снижение числа флуоресцирующих фагоцитов  
(к 4-м суткам в среднем в 4,4 раза по сравнению  
с 1-ми сутками) могло быть связано как с внутри-
клеточным перевариванием поглощённых бакте-
рий, так и со снижением поглотительной способно-
сти фагоцитов по отношению к чумным микробам, 
находящимся в активной стадии роста in vivo при 
температуре организма хозяина. Внутриклеточную 
локализацию EVGFP в макрофагах и нейтрофилах 
селезёнки подтверждали аналогичные результаты, 
полученные зарубежными учёными методом про-
точной цитометрии в опытах с другим флуоресцент-
ным штаммом Y. pestis (pAGFP), экспрессирующим 
GFP [11]. Применявшаяся нами процедура пробо-
подготовки (Lyse/No-wash) без отмывки спленоци-

тов от лизирующего эритроциты и фиксирующего 
лейкоциты раствора «FACS Lysing Solution» фак-
тически полностью исключала адгезию бактерий 
на клеточной поверхности, т. к. растворы, исполь-
зуемые для лизиса эритроцитов, удаляют бактерии, 
адсорбированные на поверхности фиксированных 
формальдегидом лейкоцитов [19]. 

Применение биофлуоресцентного штамма и 
проточной цитофлуориметрической технологии 
позволило зарегистрировать различный эффект ис-
пользуемых в работе иммуномодулирующих препа-
ратов по влиянию на исход взаимодействия иссле-
дуемого штамма EVGFP с фагоцитами селезёнки 
морских свинок.

Полученные данные по сочетанному приме-
нению АБ с вакцинным штаммом, основанные на 
анализе фагоцитарной активности макрофагов и 
нейтрофилов селезёнки морских свинок в нашем 
эксперименте, подтвердили ранее выявленный факт 
стимулирующего действия АБ на фагоцитарную ак-
тивность лейкоцитов крови мышей линии BALB/c 

Детекция биофлуоресцентного вакцинного штамма Y. pestis EV НИИЭГ pTurboGFP в фагоцитах селезёнки морских 
свинок при иммунизации в сочетании с иммуномодуляторами по данным проточной цитометрии, Ме [Q25; Q75] 

Группа Схема иммунизации Сутки Фагоцитарный индекс, % Фагоцитарное число

1 EVGFP28

1 89,2 [83,0; 95,4] 19,3 [17,0; 21,5]

4 19,8 [16,6; 22,0] 12,6 [11,8; 13,4] 

7 0,07 [0; 0,1] 1,6 [0,9; 2,3]

14 0 0,7 [0,5; 0,8]

2 EVGFP28+АБ

1 99,1 [98,0; 99,4] 24,8 [20,7; 28,9]

4 17,5 [15,4; 19,6] 19,2 [17,5; 20,9]*

7 0,02 [0; 0,05] 10,0 [8,9; 11,2]*

14 0 0

3 EVGFP28+ИЧР

1 97,4 [95,5; 99,4] 22,1 [18,0; 26,2]

4 9,0 [8,4; 9,6]* 18,2 [15,7; 20,8]

7 0,06 [0; 0,1] 8,7 [7,9; 9,5]*

14 0 1,5 [1,3; 1,7]

4 EVGFP37

1 92,5 [87,8; 97,2] 19,6 [16,2; 23,0]

4 21,2 [18,4; 24,0] 20,1 [15,4; 24,8]#

7 0,1 [0,05; 0,20] 10,0 [8,3; 11,7]

14 0,1 [0,05; 0,20] 1,0 [0,9; 1,1] 

5 EVGFP37+АБ

1 98,5 [96,8; 99,2] 25,2 [20,0; 30,4]

4 37,1 [37,0; 41,2]*# 17,5 [14,4; 20,6]

7 0,2 [0,1; 0,3] 10,7 [8,1; 13,3]

14 0 0,3 [0,1; 0,5] 

6 EVGFP37+ИЧР

1 90,6 ± 5,2 [85,4; 95,8] 21,6 [17,1; 26,2]

4 19,4 [17,6; 21,2]# 21,9 [18,0; 25,8]

7 0,5 [0,2; 0,8] 10,5 [8,4; 12,6]

14 0,2 [0,1; 0,3] 2,3 [1,9; 2,7] 

7 Контроль (EV) 0 0

Примечание.  * — значимые различия с группами 1 и 4 на соответствующие сутки (р < 0,05); # — значимые различия между группами 
1 и 4, 2 и 5, 3 и 6 на соответствующие сутки (р < 0,05).
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по отношению к Y. pestis EV НИИЭГ в тестах in 
vitro [15].

Согласно данным литературы об иммунологи-
ческом сходстве в паттернах генетической экспрес-
сии IFN-γ и гомологии аминокислотной последова-
тельности между морской свинкой и человеком [25, 
26], ИЧР оказывал иное влияние на процесс фаго-
цитоза, снижая показатель ФИ и повышая показа-
тель ФЧ (количество микробных клеток на один фа-
гоцит) при 28°С. Объяснить это повышение может 
предположение о способности ИЧР ингибировать 
внутриклеточное переваривание бактерий в фаго-
цитах. Однако такому объяснению противоречит 
известная способность рекомбинантного IFN-γ ак-
тивировать макрофаги и вызывать гибель внутри-
клеточных микроорганизмов [27]. Следовательно, 
этот факт объясняется влиянием ИЧР на свойства 
вакцинного штамма, приводящие к снижению его 
приживаемости в макроорганизме. 

В опытах с использованием для вакцинации 
культур биофлуоресцентного штамма, выращенных 
в разных температурных режимах, подтверждён из-
вестный факт о более длительном выживании и пе-
реваривании клеток 37°С культуры Y. pestis в макро-
фагах [28, 29], связанный с индукцией экспрессии 
Caf1 (F1) и других антифагоцитарных факторов, 
блокирующих фагоцитоз: белок наружной мембра-
ны Ail, активатор плазминогена Pla, PsaA (рН6 ан-
тиген) [11, 30, 31]. 

Заключение
На примере применения биофлуоресцентно-

го вакцинного штамма Y. pestis EVGFP и метода 
проточной цитометрии показана возможность по-
вышения эффективности оценки приживаемости 
в макроорганизме штаммов, а использование ци-
тофлуориметрической технологии увеличивает её 
информативность и объективность, в том числе за 
счёт скорости выполнения такого анализа, позволя-
ющего выполнять дополнительные исследования, 
раскрывающие механизмы взаимодействия микро- 
и макроорганизма.
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Аннотация
Введение. Метагеномное секвенирование — один из наиболее перспективных методов как для детек-
ции и идентификации возбудителей природно-очаговых инфекций (ПОИ), так и для определения видовой 
структуры различных бактериальных сообществ.
Цель работы — выполнить детекцию и идентификацию возбудителей ПОИ в образцах полевого и клини-
ческого материала методом метагеномного секвенирования фрагментов гена 16S рРНК, проанализиро-
вать таксономический состав эндосимбиотических микроорганизмов в образцах.
Материалы и методы. Исследованы образцы полевого (14 проб) и клинического (2 пробы) материала 
с различной нагрузкой ДНК возбудителей ПОИ, определённой методом полимеразной цепной реакции 
(Borrelia burgdorferi sеnsu lato, Anaplasma phagocytophilum, Francisella tularensis, Rickettsia spp., Coxiella 
burnetii). Амплификацию фрагментов гена, кодирующего 16S рРНК, осуществляли с помощью праймеров, 
фланкирующих вариабельные участки гена. 
Результаты. В 14 из 16 исследуемых образцов детектированы целевые возбудители ПОИ. До вида иден-
тифицированы R. aeschlimannii (в 57,1% положительных образцов), B. valaisiana (в 16,6%), F. tularensis  
(в 75%), C. burnetii (в 100%), также в одном образце выявлены боррелии — возбудители возвратных лихо-
радок (B. turcica, B. hispanica). Исследована таксономическая структура микробиома клещей Ixodes ricinus, 
Dermacentor reticulatus, Rhipicephalus annulatus, Hyalomma aegyptium, Dermaceptor marginatus, собранных 
в южных регионах России. Выявлено, что преобладающие микроорганизмы — это представители родов 
Flavobacterium, Pseudomonas, Serratia, Aeromonas, Pedobacter, Bradyrhizobium, Shingomonas. В пулах 
иксодовых клещей обнаружены ДНК-маркеры микроорганизмов — эндосимбионтов клещей Candidatus 
Midichloria mitochondrii, представителей родов Rickettsiella, Coxiella, непатогенных и условно-патогенных 
для человека видов родов Francisella.
Заключение. Показана эффективность метода метагеномного секвенирования фрагментов гена 16S  
pРНК для детекции и идентификации возбудителей ПОИ в пробах клинического и полевого материала. 
Метагеномное секвенирование по участкам гена 16S pРНК может быть рекомендовано в качестве допол-
нительного метода лабораторного исследования образцов с целью детекции и идентификации возбуди-
телей ПОИ. 

Ключевые слова: метагеномное секвенирование, 16S рРНК, природно-очаговые инфекции, детекция, 
идентификация, микробиом
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Abstract
Introduction. Metagenomic sequencing is one of the most promising methods for both the detection and 
identification of natural focal infection (NFI) pathogens and for determining the species composition of various 
bacterial communities.
The aim is to detect and identify the NFI pathogens in samples of field and clinical material using metagenomic 
sequencing of 16S rRNA gene fragments, and to analyze the taxonomic composition of endosymbiotic 
microorganisms in the samples. 
Materials and methods. Samples of field (14 samples) and clinical (2 samples) material with varying loads of 
DNA from NFI pathogens, determined by PCR (Borrelia burgdorferi sensu lato, Anaplasma phagocytophilum, 
Francisella tularensis, Rickettsia spp., Coxiella burnetii), were investigated. Amplification of fragments of the gene 
encoding 16S rRNA was performed using primers flanking the variable regions of the gene.
Results. In 14 out of 16 studied samples, target NFI pathogens were detected. The species identified included 
R. aeschlimannii (in 57.1% of positive samples), B. valaisiana (in 16.6%), F. tularensis (in 75%), C. burnetii 
(in 100%), and borreliae — pathogens of relapsing fevers (B. turcica, B. hispanica) were also found in one 
sample. The taxonomic structure of the microbiome of Ixodes ricinus, Dermacentor reticulatus, Rhipicephalus 
annulatus, Hyalomma aegyptium, Dermacentor marginatus ticks collected in the southern regions of the Russian 
Federation was studied. It was shown that the predominant microorganisms are representatives of the genera 
Flavobacterium, Pseudomonas, Serratia, Aeromonas, Pedobacter, Bradyrhizobium, Shingomonas. DNA markers 
of microorganisms — endosymbionts of ticks Candidatus Midichloria mitochondrii, representatives of the genera 
Rickettsiella, Coxiella, non-pathogenic and conditionally pathogenic species of the genus Francisella were found 
in pools of Ixodes ticks. 
Conclusion. The effectiveness of the method of metagenomic sequencing of fragments of the 16S rRNA gene 
for the detection and identification of NFI pathogens in samples of clinical and field material was demonstrated. 
Metagenomic sequencing of 16S rRNA gene regions can be recommended as an additional laboratory method 
for detecting and identifying NFI pathogens.
Keywords: metagenomic sequencing, 16S rRNA, natural focal infections, detection, identification, microbiome.
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Введение
Природно-очаговые инфекции (ПОИ) широ-

ко распространены в мире и представляют важную 
медико-социальную проблему, значение которой  
в последние годы неуклонно возрастает по мере 
выявления новых патогенов, источниками и пере-

носчиками которых являются кровососущие чле-
нистоногие, мелкие млекопитающие и птицы [1–3]. 
Сохранение активности и расширение территорий 
природных очагов, а также высокая антропогенная 
нагрузка на окружающую среду приводят к постоян-
ному росту числа людей, контактирующих с возбуди-
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телями ПОИ и подвергающихся риску заражения [4]. 
Доказано, что одновременное инфицирование носи-
телей и переносчиков различными возбудителями 
ПОИ — естественное и широко распространённое 
явление, обусловливающее, в свою очередь, воз-
можность сочетанной патологии у человека [5–7].

В настоящее время для лабораторной диагно-
стики ПОИ широко применяются молекулярно- 
генетические методы исследования, в первую оче-
редь полимеразная цепная реакция (ПЦР), позволя-
ющая в короткие сроки выявить присутствие ДНК/
РНК возбудителей ПОИ в материале. Большинство 
разработанных ПЦР-тест-систем для выявления 
возбудителей ПОИ предназначены для детекции 
одного или нескольких патогенов [8]. Для обнару-
жения всех потенциальных возбудителей ПОИ не-
обходимо применение комплекса тест-систем, что 
длительно и трудоёмко.

К современным подходам, позволяющим вы-
полнять одновременно детекцию и идентифика-
цию всех микроорганизмов — как известных, так 
и новых, содержащихся в образце, и не требую-
щим проведения культивирования, относятся мето-
ды метагеномного секвенирования (metagenomics 
sequencing, MGS) [9]. Применение методов MGS 
для идентификации возбудителей инфекционных 
заболеваний, в том числе ПОИ, представляется 
особенно востребованным в случаях, когда тради-
ционные лабораторные тесты не позволяют иденти-
фицировать этиологический агент при атипичном 
течении заболевания, а также при микст-инфициро-
вании различными возбудителями [10–12]. Кроме 
того, MGS образцов полевого материала (эктопара-
зитов, органов мелких млекопитающих, птиц и др.), 
собранных при эпизоотологическом обследовании 
территории, может быть полезно для получения 
новых комплексных данных о видовом составе па-
тогенных и эндосимбиотических микроорганизмов, 
ассоциированных с различными видами носителей 
и переносчиков инфекций [13].

Существует несколько вариантов проведения 
MGS: таргетное секвенирование целевых участков 
генома, кодирующих эволюционно консерватив-
ные гены (16S рРНК и др.), и полногеномное MGS. 
Широкое распространение для анализа таксоно-
мического состава бактерий в образцах, а также 
обнаружения патогенных видов бактерий получил 
подход, основанный на таргетном секвенировании 
вариабельных участков гена 16S рРНК. К преиму-
ществам этого метода можно отнести возможность 
проведения таксономической классификации широ-
кого круга бактерий, наличие этапа предваритель-
ного специфического обогащения целевого участка 
генома бактерий перед проведением секвенирова-
ния, относительную простоту биоинформацион-
ного анализа результатов по сравнению с методом 
секвенирования полного метагенома [14, 15].

Цель работы — выполнить детекцию и иден-
тификацию возбудителей ПОИ в образцах полевого 
и клинического материала методом MGS фрагмен-
тов гена 16S рРНК, проанализировать таксономиче-
ский состав эндосимбиотических микроорганизмов 
в образцах.

Материалы и методы
Исследованы 16 образцов полевого (отобран-

ного в ходе эпизоотологического обследования) 
и клинического материала с различной нагрузкой 
ДНК возбудителей ПОИ бактериальной этиологии, 
определённой методом ПЦР (Borrelia burgdorferi 
sеnsu lato, Anaplasma phagocytophilum, Francisella 
tularensis, Rickettsia spp., Coxiella burnetii). Образ-
цы содержали генетический материал одного и не-
скольких возбудителей ПОИ (табл. 1).

Работу с клиническим материалом осущест-
вляли при добровольном информированном согла-
сии пациентов. Авторы подтверждают соблюдение 
институциональных и национальных стандартов 
по использованию лабораторных животных в соот-
ветствии с «Consensus Author Guidelines for Animal 
Use» (IAVES, 23.07.2010). Материал от животных, 
использованный в работе, был получен согласно 
Плану проведения эпизоотологического обследо-
вания территории Ставропольского края по ПОИ 
и особо опасным инфекциям на 2024 г. (согласо-
ван Руководителем управления Роспотребнадзора 
по СК от 21.12.2023, утверждён Главным врачом 
ФБУЗ «Центр гигиены и эпидемиологии в СК»  
от 21.12.2023). Протокол исследования одобрен 
локальным этическим комитетом Ставропольско-
го государственного медицинского университета  
(заключение № 112 от 19.05.2023).

Сбор иксодовых клещей проводили с апреля 
по июнь с животных и растительности («на флаг»), 
видовую идентификацию клещей осуществляли 
морфологическим методом [16]. Из клещей состав-
ляли пулы по 10 экземпляров в каждом согласно 
Методическим рекомендациям 3.1.0322-231. Про-
боподготовку клинического и полевого материала 
выполняли в соответствии с Методическими указа-
ниями 1.3.2569-092.

Клещей обрабатывали 70% этанолом, промы-
вали в фосфатно-солевом буфере. Параметры го-
могенизации для полученных образцов выбирали, 
исходя из родовой принадлежности клещей. Полу-

1 Методические рекомендации МР 3.1.0322-23 «Сбор, учет и 
подготовка к лабораторному исследованию кровососущих 
членистоногих в природных очагах инфекционных болез-
ней» (утв. Руководителем Роспотребнадзора 13.04.2023).

2 Методические указания МУ 1.3.2569-09 «Организация ра-
боты лабораторий, использующих методы амплификации 
нуклеиновых кислот при работе с материалом, содержащим 
микроорганизмы I–IV групп патогенности» (утв. Руководи-
телем Роспотребнадзора 22.12.2009).

https://base.garant.ru/70180116/
https://base.garant.ru/70180116/
https://base.garant.ru/70180116/
https://base.garant.ru/70180116/
https://base.garant.ru/70180116/
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Таблица 1. Даные об образцах, использованных для анализа методом MGS

№ Вид материала Данные об образце, место выделения Возбудитель, подтверждённый 
методом ПЦР Сt

1

Суспензии 
клещей

Ixodes ricinus, с растительности, Краснодарский край, г. Сочи B. burgdorferi s.l. 21,8

2 I. ricinus, с растительности, Краснодарский край, г. Сочи B. burgdorferi s.l. 22,1

3 I. ricinus, с растительности, Краснодарский край, г. Сочи B. burgdorferi s.l. 21,1

4 I. ricinus, крупный рогатый скот, Республика Южная Осетия A. phagocytophilum 31,4

5 I. ricinus, крупный рогатый скот, Республика Южная Осетия A. phagocytophilum 23,4

6 Dermacentor marginatus, с растительности, Ставропольский край Rickettsia spp. 17,2

7 Rhipicephalus annulatus, крупный рогатый скот,  
Республика Южная Осетия Rickettsia spp. 23,3

8 D. marginatus, с растительности, Ставропольский край F. tularensis 26,6

9 Смыв с грудной 
полости Microtus arvalis, Ставропольский край F. tularensis 10,1

10

Суспензии 
клещей

Средиземноморская черепаха Hyalomma aegyptium,  
Республика Дагестан

B. burgdorferi s.l. 20,2

Rickettsia spp. 16,3

11 I. ricinus с растительности, Краснодарский край, г. Сочи
B. burgdorferi s.l. 25,4

Rickettsia spp. 17,0

12 I. ricinus с растительности, Краснодарский край
B. burgdorferi s.l. 25,7

Rickettsia spp. 18,8

13 Dermacentor reticulatus с растительности, Ставропольский край
F. tularensis 25,5

Rickettsia spp. 17,2

14 D. reticulatus с растительности, Ставропольский край
F. tularensis 12,6

Rickettsia spp. 21,1

15 Сыворотка 
крови

Человек, Ставропольский край C. burnetii 21,4

16 Человек, Ставропольский край C. burnetii 21,3

(C = 7,2 пмоль/мкл) — 1,25 мкл, ПЦР-смесь «Био-
Мастер HS-Taq ПЦР-Color (2×)» («Биолабмикс») — 
12,5 мкл, ДНК образца — 10 мкл. Амплификацию 
продуктов ПЦР осуществляли по программе термо-
циклирования: 95°С — 5 мин; 95–20 с, Ta — 30 с, 
72°С — 40 с (40 циклов); 72°С — 5 мин; 4 — ∞. 

Оценку размера и чистоты полученных про-
дуктов ПЦР проводили методом электрофореза  
в 1% агарозном геле. Процедуру очистки продуктов 
ПЦР от избытка праймеров и компонентов реакци-
онной смеси выполняли с использованием набо-
ра «CleanMag DNA» («Евроген»). Для подготовки 
библиотек брали эквивалентные количества про-
дуктов амплификации фрагментов гена 16S рРНК 
V1–V9. Измерение итоговой концентрации целевой 
ДНК проводили на флуориметре «Qubit» с помо-
щью набора «Qubit 1X dsDNA High Sensitivity (HS)» 
(«Invitrogen»). 

Библиотеки фрагментов ДНК готовили по 
протоколу Ion Xpress Plus gDNA Fragment Library 
Preparation (Revision K.0) с использованием набо-
ра «Ion Plus Fragment Library Kit» («Thermo Fisher 
Scientific Inc.»). Секвенирование библиотек, при-
готовленных из смесей ампликонов, выполняли 
на платформе GeneStudio S5 Plus («Thermo Fisher 
Scientific Inc.»).

ченную суспензию центрифугировали в 300 мкл 
стерильного физиологического раствора. 

Экстракцию нуклеиновых кислот из образ-
цов сыворотки крови человека, гомогенатов пулов 
клещей и смыва с грудной полости полёвки обык-
новенной проводили с помощью набора реагентов 
«РИБО-преп» («ИнтерЛабСервис»).

Наличие ДНК возбудителей ПОИ в образ-
цах определяли методом ПЦР с использовани-
ем наборов реагентов: «АмплиСенс Coxiella 
burnetii-FL», «АмплиСенс TBEV, B. burgdorferi 
s.l., A. phagocytophilum, E. chaffeensis/E. muris-FL» 
(ЦНИИ Эпидемиологии Роспотребнадзора), «Ген 
Francisella tularensis-РГФ» (Российский противо-
чумный институт «Микроб»). ДНК риккетсий в об-
разцах полевого материала выявляли по протоколу, 
описанному О. Mediannikov и соавт. [17].

Амплификацию фрагментов гена 16S рРНК ми-
кроорганизмов, содержащихся в образцах, для про-
ведения MGS осуществляли с использованием прай-
меров, описанных I. Abellan-Schneyder и соавт. [18] 
(табл. 2). Для амплификации каждого вариабельного 
фрагмента гена 16S рРНК (V1–V2, V1–V3, V3–V4, 
V4, V4–V5, V6–V8, V7–V9) готовили отдельную ре-
акционную смесь. Состав реакционной смеси: прай-
мер F (C = 7,2 пмоль/мкл) — 1,25 мкл, праймер R 
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Для биоинформатического анализа данных 
MGS по учаcткам гена 16S рРНК использовали 
программы Fastp Qс3, Kallisto4, STAR [19], Bowtie25. 
Качество fastq-файлов оценивали с использованием 
программ Fastp Qс и Kallisto, прочтения со значе-
нием показателя качества Q < 20 были исключены 
из анализа. Выравнивание и фильтрацию последо-
вательностей проводили с помощью программного 
обеспечения STAR и Bowtie2. 

Сборку коротких прочтённых последователь-
ностей de novo в более длинные последовательно-
сти (контиги) проводили с помощью ассемблера 
SPAdes. Таксономическую принадлежность геном-
ных последовательностей определяли в результа-
те их сравнения с базой данных NCBI (RefSeq и 
GenBank с помощью Rapsearch26).

Результаты видовой идентификации микроор-
ганизмов (боррелий, риккетсий), полученные при 
проведении MGS по участкам гена 16S рРНК, под-
тверждали методом секвенирования по Сэнгеру.

Результаты
Выполнено MGS по участкам гена 16S рРНК 

16 образцов клинического и полевого материала, со-
держащих ДНК возбудителей ПОИ бактериальной 
природы (табл. 3). Нуклеотидные последователь-
ности, полученные с помощью MGS, депонировали 
в базу данных GenBank (BioProject PRJNA1227530; 
SAMN46987881–SAMN46987896).

3 URL: https://github.com/OpenGene/fastp
4 URL: https://github.com/Roslin-Aquaculture/RNA-Seq-kallisto
5 URL: https://bowtie-bio.sourceforge.net/bowtie2/index.shtml
6 URL: https://github.com/zhaoyanswill/RAPSearch2

Количество прочтений, удовлетворяющих па-
раметру Q20, для исследуемых образцов составило 
1127–40 969. Величина GC для всех образцов варь-
ировала в диапазоне 49,7–52,4%, что соответству-
ет экзомным участкам фрагментов гена 16S  рРНК, 
используемого для анализа методом MGS.  
В ходе обработки полученных данных установили, 
что наибольшее количество ридов после фильтра-
ции получено для образца № 13 (93 789 000 K). Для 
образцов № 9, 14 наблюдалось сокращение коли-
чества чтений (29 314 000 K и 28 704 000 K). Об-
щее количество ридов после этапа фильтрации для 
4 образцов (№ 2, 5, 7, 10) варьировало в интервале 
9 172 000–16 651 000 K. Количество отфильтрован-
ных данных для остальных образцов находилось в 
диапазоне 488–7 633 000 K. Наименьшее количе-
ство отфильтрованных данных (Q < 20) после био-
информационной обработки было отмечено для об-
разцов № 4, 8 и 11. Наибольшее количество данных 
неудовлетворительного качества (Q < 20) было по-
лучено для образцов № 9, 13 и 14. Результат оценки 
качества данных представлен на рис. 1.

Возбудители ПОИ, выявленные методом MGS  
по вариабельным областям гена 16S рРНК
При исследовании образцов суспензий ик-

содовых клещей (№ 1–8, табл. 3) с подтверждён-
ным по результатам исследования методом ПЦР 
моноинфицированием боррелиями генокомплекса 
B. burgdorferi s.l., A. phagocytophilum, риккетси-
ями и F. tularensis методом MGS гена 16S рРНК 
детектированы представители родов Borrelia (об-
разцы № 1–3), Francisella (образец № 8) (микро-
организмы идентифицированы до рода), а также 
R. aeschlimannii (образцы № 6, 7, микроорганизм 

Таблица 2. Последовательности праймеров для амплификации фрагментов гена, кодирующего 16S рРНК

№ Маркировка  
фрагмента

Длина  
фрагмента, п. н.

Температура  
отжига, °С Праймер Последовательность 5’–3’

1 V1–V2 311 57
27F AGAGTTTGATYMTGGCTCAG

338R GCTGCCTCCCGTAGGAGT

2 V1–V3 507 57
27F AGAGTTTGATYMTGGCTCAG

534R ATTACCGCGGCTGCTGG

3 V3–V4 404 54
341F CCTACGGGNGGCWGCAG

785R GACTACHVGGGTATCTAATCC

4 V4 293 54
515F GTGCCAGCMGCCGCGGTAA

806R GGACTACHVGGGTWTCTAAT

5 V4–V5 429 54
515F GTGCCAGCMGCCGCGGTAA

944R GAATTAAACCACATGCTC

6 V6–V8 439 57
939F GAATTGACGGGGGCCCGCACAAG

1378R CGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACG

7 V7–V9 377 51
1115F CAACGAGCGCAACCCT

1492R TACGGYTACCTTGTTACGACTT
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Таблица 3. Сопоставление результатов, полученных с помощью методов ПЦР и MGS фрагментов гена 16S рРНК

№  
образца

Метод ПЦР Метод MGS фрагментов гена 16S рРНК

выявленные  
патогены Ct Q20, %  

(количество прочтений)
выявленные патогены (количество ридов,  
соответствующих целевому патогену, %)

Моно-инфицированные образцы

1 B. burgdorferi s.l. 21,80 91,50 (5822) Borrelia spp. (2,90)

2 B. burgdorferi s.l. 22,10 91,90 (20 236) Borrelia spp. (3,10)

3 B. burgdorferi s.l. 21,10 92,20 (10 627) Borrelia spp. (3,20)

4 A. phagocytophilum 31,40 87,50 (12 922) Не обнаружено

5 A. phagocytophilum 23,40 91,80 (6618) Не обнаружено

6 Rickettsia spp. 17,20 91,60 (8239) R. aeschlimannii (8,90)

7 Rickettsia spp. 23,30 92,10 (22 324) R. aeschlimannii (0,80)

8 F. tularensis 26,60 91,00 (1127) Francisella spp. (2,60)

9 F. tularensis 10,10 91,60 (40 161) F. tularensis (9,90)

Микст-инфицированные образцы

10
B. burgdorferi s.l. 20,20

90,60 (163 336)
B. turcica (27,00)

B. hispanica (7,60)

Rickettsia spp. 16,20 R. aeschlimannii (9,50)

11
B. burgdorferi s.l. 25,40 91,90 (11 506) Borrelia spp. (2,40)

Rickettsia spp. 17,00 Rickettsia spp. (2,60)

12
B. burgdorferi s.l. 25,70

92,40 (5952)
B. valaisiana (7,60)

Rickettsia spp. 18,80 Rickettsia spp. (2,60)

13
F. tularensis 25,50

91,00 (11 506)
F. tularensis (9,90)

Rickettsia spp. 17,20 R. aeschlimannii (11,30)

14
F. tularensis 12,60

91,70 (40 696)
F. tularensis (9,90)

Rickettsia spp. 21,10 Rickettsia spp. (4,10)

Клинический материал

15 C. burnetii 21,40 90,60 (8926) C. burnetii (5,30)

16 C. burnetii 21,30 90,00 (7223) C. burnetii (5,00)

Рис. 1. Гистограмма, отражающая результат оценки качества данных MGS по учаcткам гена 16S рРНК. 
Цвет секторов на гистограмме отражает количество ридов для каждого образца, прошедших фильтрацию по качеству (в %, вверху). 

Цветной вариант рисунка см. на сайте журнала.
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идентифицирован до вида). Возбудитель грануло-
цитарного анаплазмоза человека методом MGS об-
наружить не удалось (образцы № 4, 5). Результаты 
видовой идентификации R. aeschlimannii в образ-
цах № 6, 7 подтверждены методом секвенирования 
фрагмента генома по Сэнгеру.

Исследованы микст-инфицированные образ-
цы иксодовых клещей (образцы № 10–14, табл. 3)  
с комбинацией двух возбудителей клещевых инфек-
ций (B. burgdorferi s.l и Rickettsia spр.; F. tularensis и 
Rickettsia spр.). Методом MGS в образцах были де-
тектированы все целевые микроорганизмы. До вида 
идентифицированы R. aeschlimannii (образцы № 10, 
13), B. valaisiana (образец № 12), F. tularensis (об-
разцы № 13, 14), также в образцах выявлены микро-
организмы родов Rickettsia (образцы № 11, 12, 14) и 
Borrelia (образцы № 11, 12, 14), вид которых иден-
тифицировать не удалось. В образце № 10 методом 
MGS детектировали генетические маркеры (ДНК): 
боррелий, возбудителей возвратных лихорадок 
(B. turcica, B. hispanica). Подтвердить результаты 
видовой идентификации боррелий, содержащихся в 
образце № 10, с помощью секвенирования нуклеи-
новых кислот по Сэнгеру не удалось, что обуслов-
лено микст-инфицированием образца суспензии 
клещей H. aegyptium. Результаты видовой иденти-
фикации остальных микроорганизмов, выявленных 
в образцах, подтверждены секвенированием фраг-
ментов генома возбудителей.

Методом MGS в 3 образцах, содержащих 
ДНК возбудителя туляремии (Сt 10,1; 12,6; 25,5), 
F. tularensis идентифицирована до вида, в 1 образ-
це (Сt 26,6) установлено наличие микроорганизмов 
рода Francisella spp., видовую идентификацию вы-
полнить не удалось.

С. burnetii по результатам MGS по участку ге-
на 16S рРНК идентифицирована в 2 заведомо по-
ложительных пробах плазмы крови от больных 
лихорадкой Ку (значения Ct 21,3–21,4). В образцах 
клинического материала № 15, 16 от больных ли-
хорадкой Ку методом MGS выявили наличие ДНК 
C. burnetii, доля целевых прочтений составила 5,0–
5,3%. Кроме того, в клинических образцах обнару-
жены нуклеотидные последовательности бактерий 
Methylophilus medardicus, а также представителей 
родов Acinetobacter и Shingomonas, что может сви-
детельствовать о возможной контаминации образ-
цов на этапах отбора, хранения и лабораторного 
исследования [20].

Проведено сравнение результатов исследова-
ния образцов полевого и клинического материала с 
различной нагрузкой ДНК возбудителей ПОИ, полу-
ченных методами MGS по участкам гена 16S рРНК 
и ПЦР. Показано, что в результате MGS 6 образцов, 
положительных на наличие ДНК боррелий гено-
комплекса B. burgdorferi s.l., в 4 образцах проведе-
на идентификация боррелий до рода (Borrelia spp.  

Сt 21,8; 22,1; 21,1; 25,4), в 2 — до вида (B. valaisiana  
Сt 25,7, B. turcica, B. hispanica Сt 20,2). 

По результатам MGS фрагменты генома 
Rickettsia spp. выявлены во всех заведомо положи-
тельных пробах, в 4 образцах (значения Ct 16,2; 
17,2; 17,2 и 23,3) идентифицирован вид риккетсий 
(R. aeschlimannii), в 3 образцах (значения Ct 17,0; 
18,8 и 21,1) видовую идентификацию риккетсий 
выполнить не удалось. Представленные резуль-
таты идентификации боррелий и риккетсий в ис-
следованном материале (табл. 3) подтверждаются 
данными литературы о сложности определения 
видовой принадлежности методом MGS предста-
вителей рода Rickettsia и Borrelia [8, 15]. Осущест-
вление точной видовой идентификации риккетсий 
и боррелий с помощью MGS затруднено из-за вы-
сокой гомологии нуклеотидных последовательно-
стей гена 16S рРНК для указанных бактериальных 
патогенов [12, 13]. В случае детекции микроорга-
низмов родов Rickettsia и Borrelia методом MGS 
гена 16S рРНК может понадобиться дальнейшая 
их идентификация до вида с помощью секвениро-
вания по Сэнгеру. 

Единственный патоген, наличие которо-
го не удалось подтвердить в результате MGS, — 
A. phagocytophilum. 

Таксономический состав микробиома  
иксодовых клещей

Исследование таксономической структуры ми-
кробиома клещей проводили в соответствии с их 
видовой принадлежностью, местом и территорией 
сбора (рис. 2). 

Основные таксономические группы микробио-
ма клещей:

• для представителей I. ricinus (образцы 
№ 1–3): Flavobacterium spp. (57–81%), 
Pseudomonas spp. (7–27%), Serratia spp. (2–
4%), Pedobacter spp. (2–4%); 

• для представителей I. ricinus (образцы  
№ 4, 5): Candidatus Midichloria mitochondrii 
(31–87%), Clostridium spp. (6–61%), 
Sphingomonas spp. (3%), Staphylococcus spp. 
(1–10%), Bradyrhizobium spp. (1%);

• для представителей I. ricinus (образцы  
№ 11, 12): Pseudomonas spp. (7–49%), Serratia 
spp. (4–12%), Rickettsiella endosymbiont  
of Pandinus imperator (3–19%), Rhodobac
terales spp. (3%);

• для представителей D. reticulatus (образцы 
№ 13, 14): Flavobacterium sp. Nj (25–53%), 
Cardinium endosymbiont of Bemisia tabaci 
(19%), Clostridium spp. (15%), Francisella
like endosymbiont of Dermacentor reticulatus 
(9–21%), Francisella persica (2%), uncultured 
Francisella spp. (1–6%), Bradyrhizobium spp. 
(1–3%), Dyadobacter spp. (1–3%);
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• для представителей R. annulatus (образец 
№ 7): Rickettsiella endosymbiont of Pandinus 
imperator (5%), uncultured Coxiella spp. (10%), 
Wolbachia pipientis (9%), Candidatus Coxiella 
mudrowiae (6%), Coxiella endosymbiont 
of Rhipicephalus microplus (3%), Coxiella 
endosymbiont of Rhipicephalus geigyi (1%), 
Coxiella endosymbiont of Rhipicephalus 
turanicus (3%), Shingomonas spp. (5%), 
Staphilococcus spp. (5%), Bradyrhizobium spp. 
(3%), Flavobacterium spp. (2%), Leptotrichia 
wadei (2%);

• для представителей H. aegyptium (образец 
№ 10): Rickettsia endosymbiont of Bemisia 
tabaci (3%), Flavitalea flava (1%), uncultured 
Borrelia spр. (9%), Blastopirellula marina 
(4%), Dyadobacter alkalitolerans (2%), 
Bradyrhizobium (1%);

• для представителей D. marginatus (образцы 
№ 6, 8): Pseudomonas spp. (9–33%), uncultured 
Arsenophonus spp. (11%), uncultured 
Alteromonas spp. (2%), Alphaproteobacteria 
bacterium (2%), Coxiella endosymbiont of 
Dermacentor marginatus (2%).

Обсуждение 
В работе применён метод MGS по участкам ге-

на 16S pРНК для детекции и идентификации извест-
ных возбудителей ПОИ бактериальной этиологии  
в образцах клинического и полевого материала, ис-
следована возможность его использования при од-
новременном выявлении различных видов патоген-
ных микроорганизмов. Определена микст-инфици-
рованность двумя возбудителями ПОИ (боррелиоз, 
клещевой риккетсиоз, туляремия) нескольких пулов 
иксодовых клещей. Отрицательный результат при 
детекции A. phagocytophilum может быть обуслов-
лен низкой концентрацией бактериального патогена 
в исследуемом материале, а также недостаточным 
качеством и количеством данных, полученных по-
сле биоинформационной обработки.

Результаты использования метода таргетного 
MGS по участкам гена 16S рРНК для выявления воз-
будителей ПОИ в образцах клинического и полево-
го материала представлены в ряде публикаций. Так,  
L. Kingry и соавт. при MGS по участку гена 16S рРНК 
в образцах клинического материала от лихорадящих 
больных, обнаружили возбудителей инфекций, пе-
реносимых клещами: В. burgdorferi s.l., B. mayonii, 

Рис. 2. Таксономический состав микробиомов иксодовых клещей (номера образцов указаны цифрами). 
В связи с наличием большого количества данных, цветовыми маркерами отмечены только наиболее представленные таксоны.  

Цветной вариант рисунка см. на сайте журнала. 



208 209ЖУРНАЛ МИКРОБИОЛОГИИ, ЭПИДЕМИОЛОГИИ И ИММУНОБИОЛОГИИ. 2025; 102(2) 
DOI: https://doi.org/10.36233/0372-9311-629

ОРИГИНАЛЬНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ

B. miyamotoi, B. hermsii, A. phagocytophilum, 
Ehrlichia chaffeensis, E. muris subsp. eauclarinsis, 
E. ewingii, F. tularensis [8]. R. Takhampunya и соавт. 
при исследовании крови пациентов с лихорадкой 
неясного генеза выявили микроорганизмы родов 
Anaplasma, Bartonella, Coxiella, Leptospira, Orientia 
[15]. Кроме того, другими авторами получены ре-
зультаты исследования с использованием метода 
16S рРНК MGS проб иксодовых клещей на весь 
спектр возбудителей клещевых инфекций [20–22].

Одна из востребованных областей примене-
ния метода MGS по участку гена 16S рРНК — ис-
следование клинических образцов от больных 
с лихорадками неясного генеза в случаях, когда 
традиционные методы исследования (ПЦР, имму-
ноферментный анализ, серологические методы и 
др.) не позволили идентифицировать возбудителя. 
Обнаружение в материале от лихорадящих больных 
микроорганизмов, принадлежащих к родам, вклю-
чающим возбудители ПОИ, позволит в дальнейшем 
провести углублённый молекулярно-генетический 
анализ для подтверждения наличия ДНК выявлен-
ных патогенных микроорганизмов в образце. 

В литературе имеются многочисленные сооб-
щения о случаях заболеваний людей сочетанными 
формами ПОИ, вызванных ассоциациями микро-
организмов, клиническое течение которых по срав-
нению с моноинфекциями существенно тяжелее,  
а лабораторное подтверждение диагноза затрудне-
но [23, 24]. При этиологической расшифровке по-
добных случаев метагеномный подход приобретает 
особую актуальность и наглядно демонстрирует 
своё преимущество. 

В результате биоинформатической обработки 
данных MGS по вариабельным фрагментам гена 
16S рРНК определён таксономический состав ми-
кробиома, ассоциированного с клещами I. ricinus,  
D. reticulatus, R. annulatus, H. aegyptium, D. margi na
tus, собранных в южных регионах России (рис. 2). В со-
ставе микробиома всех клещей преобладали микро-
организмы: Flavobacterium spp., Pseudomonas spp., 
Serratia spp., Aeromonas spp., Pedobacter spp., Brady
rhizobium spp., Shingomonas spp. Возможно, часть 
этих бактерий попала в организм клещей в процес-
се их жизнедеятельности или населяет их хитино-
вый экзоскелет и пищеварительную систему, при 
этом не являясь симбионтами членистоногих [25].

Кроме того, в пулах иксодовых клещей обнару-
жены ДНК-маркеры микроорганизмов — эндосим-
бионтов клещей, в том числе Candidatus Midichloria 
mitochondrii (образцы № 4, 5), представителей родов 
Rickettsiella, Coxiella, Candidatus Coxiella mudrowiae 
(образец № 7), непатогенных и условно-патогенных 
для человека видов Francisella spp. (F. frigiditurris, 
F. philomiragia, F. persica) (оразец № 13). 

Представляется интересным, что состав бак-
териального сообщества пула иксодовых клещей 

образца № 10 на основе данных MGS участков ге-
на 16S рРНК существенно отличался от остальных 
образцов, что может быть связано с особенностями 
прокормителя клещей и видом переносчика кле-
щевых инфекций — средиземноморской черепахи.  
В небольших количествах выявлены бактерии рода 
Bradyrhizobium — симбиотические микроорганиз-
мы растений, Blastopirellula marina и Dyadobacter 
alkalitolerans — естественные обитатели солёных 
водоёмов и песчаных почв. Полученные результаты, 
представленные в табл. 3 и на рис. 2, согласуются  
с данными литературы о бактериальных патогенах, 
переносимых клещами H. aegyptium и встречаю-
щихся в крови пресмыкающихся (питоны, ящерицы 
и черепахи) [26, 27]. Опубликована информация о 
выявлении маркеров возбудителей ПОИ (боррели-
оз, клещевой риккетсиоз) в ходе исследования био-
логического материала от рептилий и клещей, сня-
тых с рептилий: R. aeschlimannii [28], B. turcica [29, 
30], B. hermsii [31], B. crocidurae [32] и B. hispanica 
[33]. Указанные данные о высокой встречаемости 
боррелий — возбудителей возвратных лихорадок 
у животных подтверждают широкое распростране-
ние этих бактериальных патогенов в ряде регионов 
и имеют почти убиквитарный характер.

Использование MGS при исследовании иксо-
довых клещей, очевидно, может быть эффективно 
для получения комплексной информации о видо-
вом спектре возбудителей ПОИ, а также эндосим-
бионтах, ассоциированных с различными видами 
иксодовых клещей, обитающих в разных регио-
нах. Как следствие — открытие новых перспектив 
в изучении видового спектра возбудителей ПОИ,  
а также подборе микроорганизмов для оценки 
специфичности существующих и разрабатываемых 
ПЦР-тест-систем, предназначенных для исследова-
ния образцов полевого материала [34]. Полученная 
в данной работе информация о видах эндосимбио-
тических микроорганизмов, выявленных в пулах 
иксодовых клещей, согласуется с ранее опублико-
ванными данными [34]. 

Необходимо учитывать ограничения метода 
при определении видовой принадлежности близко-
родственных микроорганизмов, в том числе для ря-
да видов боррелий, риккетсий на основании данных 
MGS [35, 36]. Показано, что результаты таксономи-
ческой классификации могут отличаться в зависи-
мости от используемых вариабельных регионов [37–
39]. В этом случае повышению дискриминирую щей 
способности метода способствует использование 
смеси праймеров, нацеленных на различные гипер-
вариабельные области гена 16S рРНК [40–42], что и 
было применено в настоящем исследовании.

Заключение
Нами проведён анализ таксономического со-

става микроорганизмов, а также детекция и иден-
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тификация возбудителей ПОИ в образцах методом 
MGS по участкам гена 16S pРНК, эксперимен-
тально подтверждена эффективность применения 
данного метода для выявления возбудителей ПОИ 
в пробах клинического и полевого материала. Про-
ведена детекция микроорганизмов, относящихся к 
родам Rickettsia spp., Borrelia spp., Francisella spp., 
содержащих в том числе патогенные для человека 
виды, а также видовая идентификация возбуди-
телей ПОИ с различной нагрузкой ДНК в иссле-
дуемом материале, в частности, R. aeschlimannii 
(Ct при исследовании методом ПЦР до 23,3),  
C. burnetii (Ct < 21,4), F. tularensis (Ct < 26,6), бор-
релий группы B. burgdorferi s.l. (B. valaisiana,  
Ct < 25,7), боррелий возбудителей возвратных лихо-
радок (B. turcica, B. hispanica Ct < 20,2). Исследова-
на таксономическая структура микробиома клещей 
I. ricinus, D. reticulatus, R. annulatus, H. aegyptium, 
D. marginatus, собранных в южных регионах Рос-
сии. Показано, что преобладают микроорганизмы — 
представители родов Flavobacterium, Pseudomonas, 
Serratia, Aeromonas, Pedobacter, Bradyrhizobium, 
Shingomonas. В пулах иксодовых клещей обнару-
жены ДНК-маркеры микроорганизмов — эндосим-
бионтов клещей Candidatus Midichloria mitochondrii, 
представителей родов Rickettsiella, Coxiella, непато-
генных и условно-патогенных для человека видов 
рода Francisella.

Продолжение работы в данном направлении 
позволит более точно оценить разрешающую спо-
собность метода для детекции и идентификации 
возбудителей ПОИ. Изучение закономерностей су-
ществования возбудителей ПОИ в структуре ми-
кробиома клещей является перспективным направ-
лением для дальнейших исследований.

Основное преимущество метода MGS по 
участку гена 16S рРНК при исследовании образ-
цов полевого и клинического материала заключа-
ется в возможности осуществлять одновременную 
детекцию и идентификацию всех бактерий в про-
бе, в том числе известных возбудителей ПОИ, без 
необходимости проведения нескольких диагности-
ческих тестов. Таргетное MGS может применяться 
для этиологической расшифровки при атипичном те-
чении и стёртой клинической картине заболевания, 
при микст-инфицировании несколькими возбудите-
лями ПОИ бактериальной этиологии, когда имеется 
сложность с постановкой диагноза с использованием 
традиционных лабораторных методов исследования. 
MGS также может использоваться для получения ин-
формации о таксономическом составе бактериально-
го микробиома в организме различных видов носи-
телей и переносчиков возбудителей ПОИ.
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Получение и очистка рекомбинантных белков  
VP2 и VP3 вируса Alongshan группы Jingmenvirus  
и оценка их иммунохимических свойств
Бондаренко Е.В. , Ермолаева Е.А., Холодилов И.С., Литов А.Г. 
Федеральный научный центр исследований и разработки иммунобиологических препаратов  
имени М.П. Чумакова РАН (Институт полиомиелита), Москва, Россия

Аннотация
Введение. Вирус Alongshan — представитель неклассифицированной группы Jingmenvirus (Flaviviridae), 
обнаружен в клещах Ixodes persulcatus, Ixodes ricinus и различных видах комаров в России, Китае, Фин-
ляндии и Франции. В отличие от классических ортофлавивирусов, геном вируса Alongshan представлен 
4 сегментами РНК положительной полярности. Первый и третий сегменты генома кодируют белки, гомо-
логичные белкам репликативной машинерии ортофлавивирусов, остальные сегменты кодируют предпо-
ложительно структурные белки, не имеющие известных гомологов: сегмент 2 — VP1a (белок оболочки), 
VP1b и NuORF; сегмент 4 — VP2 (капсидный) и VP3 (мембранный). Описаны случаи заболевания людей, 
связанные с вирусом Alongshan. 
Цель работы — разработка системы экспрессии и очистки рекомбинантных белков VP2 и гидрофильного 
участка VP3 для проверки их антигенных свойств. 
Материалы и методы. Для получения гипериммунных сывороток мышей и рекомбинантных белков  
в бактериальной системе экспрессии был использован штамм Miass527 вируса Alongshan. Произведены 
биоинформатический анализ последовательностей, кодирующих целевые белки, генно-инженерное кло-
нирование. Для контроля результатов осуществлены иммуноблотинг и иммуноферментный анализ.
Результаты. Рекомбинантные белки вируса Alongshan использованы в лабораторной диагностической 
тест-системе для определения наличия антител к вирусу. Полученный рекомбинантный белок VP2 спо-
собен выявлять антитела во всех исследованных сыворотках инфицированных мышей, а также антитела 
в сыворотках людей как в вестерн-блоттинге, так и в иммуноферментном анализе. При этом антитела  
к рекомбинантному участку белка VP3 в противовирусных иммунных сыворотках выявлялись  нерегулярно. 
Заключение. Выявление антител к вирусу Alongshan у пациентов подтверждает необходимость дальней-
шего исследования данной группы вирусов. 
Ключевые слова: группа Jingmenvirus, вирус Alongshan, диагностика, рекомбинантные белки
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Abstract
Introduction. Alongshan virus is a representative of the unclassified group of Jingmenviruses (Flaviviridae), 
which is detected in Ixodes persulcatus, Ixodes ricinus ticks and various mosquito species in Russia, China, 
Finland and France. Unlike traditional orthoflaviviruses, the Alongshan virus genome is represented by 4 positive-
sense RNA segments. The first and third segments of the genome encode proteins homologous to proteins of the 
replicative machinery of orthoflaviviruses, the remaining segments encode putative structural proteins that have 
no known homologues: segment 2 — VP1a (envelope protein), VP1b and NuORF; segment 4 — VP2 (capsid) 
and VP3 (membrane). Human cases of Alongshan virus-associated disease have been described. 
The aim of this study is to develop a system for expression and purification of recombinant VP2 and hydrophilic 
site VP3 proteins to test their antigenic properties.
Materials and methods. Miass527 strain of Alongshan virus was used to produce hyperimmune mouse sera 
and recombinant proteins in a bacterial expression system. Bioinformatic analysis of sequences encoding 
target proteins and genetically engineered cloning were carried out in this study. Western blotting and enzyme 
immunoassay (ELISA) were performed to control the results.
Results. Recombinant proteins of Alongshan virus have been used in a laboratory diagnostic test system to 
determine the presence of antibodies to the virus. The obtained recombinant VP2 protein is able to detect 
antibodies in all tested sera of infected mice, as well as antibodies in human sera both in Western blotting and 
in enzyme immunoassay. At the same time, antibodies to the recombinant region of VP3 protein were detected 
irregularly in antiviral immune sera.
Conclusion. The detection of antibodies to Alongshan virus in patients confirms the necessity for further 
investigation of this group of viruses.

Keywords: Jingmenvirus group, Alongshan virus, diagnostics, recombinant proteins
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Введение
Представители рода Orthoflavivirus (семейство 

Flaviviridae) инфицируют позвоночных и беспозво-
ночных животных. К этому роду принадлежат такие 
важные патогены человека, как вирус денге, вирус 
жёлтой лихорадки, вирус Западного Нила, вирус 
клещевого энцефалита (ВКЭ), вирус японского эн-
цефалита и др. Недавно была охарактеризована но-
вая группа вирусов, названная Jingmenvirus, которая 
имеет родство с родом Orthoflavivirus [1]. В отличие 
от классических ортофлавивирусов, Jingmenvirus 
имеют сегментированный РНК геном [2]. Первый 
и третий сегменты генома Jingmenvirus кодируют 
белки, гомологичные хеликазе и РНК-зависимой 
РНК-полимеразе ортофлавивирусов [3, 4]. Второй 
и четвертый сегменты кодируют уникальные белки: 
белки оболочки VP1a и VP1b, предположительно 
капсидный белок VP2 и мембранный белок VP3. 

Группа Jingmenvirus включает в себя такие ви-
русы, как Jingmen tick virus, Alongshan virus (ALSV), 

Yanggou tick virus и Takachi virus [1, 5, 6]. Они име-
ют широкое географическое распространение и 
детектируются в кровососущих членистоногих  
(в особенности в клещах) и млекопитающих, в том 
числе найдены в сыворотках людей [3, 7–13]. Ви-
русы ALSV и Jingmen tick, по-видимому, могут вы-
зывать острую инфекцию у людей, сопровождаю-
щуюся лихорадкой [1, 14–16]. ALSV был впервые 
обнаружен и выделен из крови больного с лихора-
дочным заболеванием в Китае [17]. Позднее ALSV 
был выявлен методом полимеразной цепной реак-
ции (ПЦР) у других больных: было обследовано 86 
человек с высокой температурой, головной болью и 
присасыванием клещей в анамнезе в период с мая 
по июль 2017 г. [17]. Также вирус был детектирован 
в клещах Iхоdes persulcatus и различных видах ко-
маров (Anopheles yatsushiroensis, Aedes vexans, Culex 
pipiens pallens и Culex tritaeniorhynchus) в Китае. 

В России в клещах вирус был обнаружен на 
территориях Калининградской, Челябинской, Улья-
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новской областей и в республиках Алтай, Татар-
стан, Карелия и Тыва [5, 18–20]. В связи с описан-
ными случаями заболевания людей важной задачей 
являются эпидемиологические исследования пред-
ставителей группы Jingmenvirus.

На данный момент не известно, к какому 
из белков вырабатываются антитела при инфек-
ции, вызванной Jingmenvirus. Для определения 
ALSV-специфических антител у овец и крупного ро-
гатого скота в Китае методом иммуноферментного 
анализа (ИФА) авторами был успешно использован 
рекомбинантный белок VP2 [17]. ALSV-специфиче-
ские антитела были обнаружены у 9,2% (22/240) об-
следованных овец и 4,6% (11/240) обследованного 
крупного рогатого скота. В 2019 г. финскими учёны-
ми были использованы конструкции, кодирующие 
белки оболочки ALSV VP1a, VP1b, VP2 и VP3, тран-
фицированные в клетки млекопитающих Vero E6.  
Эти клетки были использованы для выявления ан-
тител в сыворотках 900 пациентов методом имму-
нофлуоресценции [21]. 

Цель работы — получение рекомбинантных 
белков ALSV и использование их в лабораторной 
диагностической тест-системе для определения на-
личия антител к вирусу. 

Материалы и методы

Вирусы и клетки

Для получения рекомбинантных белков был 
использован штамм Miass527 ALSV, изолирован-
ный из клещей I. persulcatus, собранных в 2014 г.  
в г. Миасс Челябинской области (код доступа 
NCBI: MN648770–MN648773) [1]. Рекомбинант-
ный белок sE ВКЭ был любезно предоставлен  
В.С. Барышниковой [22]. 

Для клонирования были использованы клет-
ки Escherichia coli, штамм TOP10 («Promega»), для 
экспрессии рекомбинантных белков — штаммы 
JM109 и BL21 («Promega»).

Получение гипериммунных сывороток крови
Для получения гипериммунных сыворо-

ток в работе использовали беспородных мы-
шей ICR (Научный центр биотехнологии), кото-
рых иммунизировали под кожу ALSV (штамм 
Miass527) с адъювантом Фрейнда («BD») 3 раза  
(1 раз в неделю), через 10 дней после последней 
инъекции тотально забирали кровь (декапитация). 
Полученные сыворотки от 3 мышей к ALSV ис-
пользовали в иммуноблотинге и ИФА. Сыворотка 
от 1 мыши к ВКЭ (штамм КЭ-328) была любезно 
предоставлена В.С. Барышниковой [22]. В качестве 
отрицательного контроля использовали сыворотку 
неиммунизированной мыши. 

Протокол исследования одобрен Этическим 
комитетом Федерального научного центра исследо-

ваний и разработки иммунобиологических препа-
ратов им. М.П. Чумакова РАН (Институт полиомие-
лита) (протокол № 200923-1 от 20.09.2023).

Сыворотки условно здорового населения
Сыворотки условно здоровых людей, имею-

щих антитела к ВКЭ, из Москвы и Московской об-
ласти были любезно предоставлены Центром гиги-
ены и эпидемиологии в Московской области.

Биоинформатический анализ
Для определения сигнальных пептидов, гидро-

фильных и гидрофобных учасиков белков исполь-
зовали программу «SignalP 4.1 Server»1, для опре-
деления массы белков — программу DNA to Protein 
на сайте Zbio.net.

Клонирование генов белков VP2 и VP3 вируса 
Alongshan (штамм Miass527)

Обратную транскрипцию проводили c ис-
пользованием обратной транскриптазы «Invitrogen 
SuperScript III» («Thermo Fisher Scientifiс»).

ПЦР проводили с помощью амплифика-
тора «Veriti 96 Well Thermal Cycler» («Applied 
Biosystems»), используя полимеразу Platinum Super 
Fi II («Thermo Fisher Scientifiс»).

Состав смеси для ПЦР: буфер SuperFi 10 мкл, 
нуклеотиды 2,5 мМ 1 мкл, праймеры по 1 мкл, по-
лимераза Platinum SuperFi II 1 мкл, кДНК 2 мкл, во-
да 32 мкл. Общий объём 50 мкл. 

Программа ПЦР для полимеразы Platinum 
Super Fi II:

• 98ºС 30 с;
• 98ºС 10 с;
• 60ºС 10 с;
• 72ºС 30 с/30 циклов;
• 72ºС 5 мин.
В работе использовали эндонуклеазы рестрик-

ции:
• BamHI и HindIII («Thermo Fisher Scientific») 

для плазмиды pQE32 («Qiagen») и амплико-
нов VP2 и VP3;

• BamHI и XhoI («Thermo Fisher Scientifiс») 
для плазмиды pet28a+ (коллекция плазмид  
ФНЦИРИП им. М.П. Чумакова РАН) и ам-
пликона VP2. 

После рестрикции полученные векторы и 
вставки наносили на 1% агарозный гель («Пан-
Эко») на основе 1хTBE буфера: 0,09 M Трис  
(«ДиаМ»), 0,09 M H3BO3 («Пущинские лаборато-
рии»), 2 мМ EDTA («ДиаМ») и очищали с помощью 
центрифужных колонок («Qiagen»). 

Концентрацию ДНК измеряли по оптической 
плотности на приборе «NanoDrop One» («Thermo 

1 SignalP 4.1 Server». 
  URL: http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM-2.0
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Fisher Scientifiс»). Реакцию лигирования прово-
дили с помощью лигазы T4 DNA («Thermo Fisher 
Scientifiс»). Вектор и вставку брали в соотношении 
5 : 1. 

Клетки E. coli TOP10 трансформировали по-
лученными лигазными смесями методом теплового 
шока и растили в среде LB (табл. 1) при 37ºС. На-
личие вставки проверяли методом ПЦР с прайме-
рами для клонирования. С помощью метода секве-
нирования по Сэнгеру подтверждали наличие тэга  
6 гистидинов, старт и стоп кодонов, отсутствие не-
синонимических замен. Секвенирование проводи-
ли с помощью набора «BigDye Terminator v.3.1 Cicle 
Sequencing Kit» («Thermo Fisher Scientific») на при-
боре «Applied Biosystems 3500 Genetic Analyzer» 
(«Waltham»).

Трансформация и культивирование клеток  
E. сoli при экспрессии

При трансформации для экспрессии белков 
использовали штаммы: для плазмиды pQE32 — 
штамм JM109, для pet28a+ — штамм Bl21. Для 
культивирования клеток использовали среды: LB, 
SOB и TB (табл. 1).

Затем отбирали одну колонию клеток с чаш-
ки Петри и растили её в 5 мл среды с добавлением 
антибиотика 100 нг/мл (ампициллин — для pQE32, 
канамицин — для pet28a+) в течение 18 ч. Далее 
клеточную суспензию переносили в 250 мл сре-
ды с ампициллином 100 нг/мл или канамицином  
50 нг/мл. При достижении клеточной массы опти-
ческой плотности 0,5–0,8 при длине волны 600 нм  
(9,6 × 109 клеток/мл) добавляли изопропил-β-D-1-
тио галактопиранозидом (ИПТГ; «Helicon»). Инку-
бировали клетки при различной температуре и вре-
мени при перемешивании. Далее клеточную массу 
осаждали центрифугированием при 1700g, 4ºС в те-
чение 30 мин, полученный осадок промывали 50 мл 
фосфатно-солевого буфера (PBS; «Sigma-Aldrich»). 

Условия, при которых проводили экспрессию 
рекомбинантных белков, если не указано иного: 
время инкубации клеток — 12 ч в среде LB при 
37ºС и концентрации ИПТГ 0,5 мМ. 

Разрушение клеток ультразвуком
Клеточную массу переосаждали в 20 мл лизи-

рующего буфера (HEPES 100 мМ («ДиаМ»), NaCl 
0,15 М, pH 8,5) и обрабатывали ультразвуком (при-
бор «Soniprep 150», «MSE») следующим образом:  
3 раза по 1 мин импульсом 7 мс на льду. Далее 
клетки центрифугировали (7800g, 4ºС, 30 мин), 
осадок ресуспензировали в 20 мл лизирующего 
буфера с 8 М мочевиной (для выхода белка в рас-
творимую фракцию) и обрабатывали ультразвуком 
1 раз 30 с, после чего центрифугировали (7800g, 
4ºС, 30 мин).

Выделение и очистка рекомбинантных белков
Очистку рекомбинантных белков проводи-

ли методом аффинной хроматографии с помощью 
готового набора для выделения Ni-NTA Fast Start 
(«Qiagen»).

Смену буфера на PBS и концентрирование 
проводили с помощью центрифужных ультрафиль-
тров «Amicon Ultra-15» 10 кДа («Merck»).

Полученные рекомбинантные белки разделя-
ли электрофорезом в 15% полиакриламидном геле 
(ПААГ) в денатурирующих условиях (ПААГ-SDS). 
Для определения концентрации целевых белков ис-
пользовали калибровочный график, построенный 
по известным концентрациям BSA («Genesystool»). 
Далее концентрацию целевого белка измеряли с по-
мощью прибора «GBox» («Syngene») в программе 
«GeneTools» («Syngene»).

Получение отрицательного контроля (Mock)
Для получения отрицательного контроля 

(Mock) были проведены те же манипуляции с плаз-
мидами pQE-32 и pet28a+ без вставки, что и с кон-
струкциями со вставкой: трансформация, культиви-
рование соответствующих бактериальных клеток, 
экспрессия, выделение и очистка. Далее контроль 
использовали для визуализации в ПААГ, имму-
ноблотинге и ИФА.

Иммуноблотинг
Полученные рекомбинантные белки разделя-

ли электрофорезом в 15% ПААГ-SDS и переноси-
ли на нитроцеллюлозную мембрану («Bio-Rad»). 
Мембрану инкубировали с 5% обезжиренным 
коровьим молоком («Best Value») в трис-солевом 
буфере (TBS: 25 мМ Tris, 0,15 M NaCl, рН 8,3)  
в течение 1 ч.

Затем мембрану инкубировали с целевой сыво-
роткой 1 ч: мыши, человека или к гистидиновому тэ-
гу. Далее промывали мембрану TBS с 0,05% Tвин-20 

Таблица 1. Состав сред для индукции экспрессии  
целевого белка в клетках E. coli JM109 и Bl21

Среда Ингредиенты Концентрация, г/л

LB

Триптон («ДиаМ») 10

Дрожжевой экстракт  
(«Sigma-Aldrich») 5

NaCl («Fluka») 10

SOB

Триптон 20

Дрожжевой экстракт 5

NaCl 0,585

KCl («Fluka») 0,185

TB

Триптон 12

Дрожжевой экстракт 24

Глицерин 99% («Sigma-Aldrich») 20*

Примечание. *Концентрация глицерина указана в мл/л.
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(TBS-T) и инкубировали с меченными пероксида-
зой хрена (HRP) антителами против IgG мыши или 
человека соответственно («Abcam») в течение 1 ч.  
В случае использования HRP-меченных антител к 
гистидиновому тэгу («Abcam») инкубирование со 
вторичными мечеными антителами не требуется. 

Перед проявлением мембрану снова промы-
вали TBS-T, затем проявляли с использованием на-
бора «ECL» («Bio-Rad») в гель-документирующей 
системе «Genesys» («Genesys»). 

Иммуноферментный анализ
В лунку 96-луночного планшета вносили 80 нг 

белка, разведённого в PBS, и инкубировали в тече-
ние ночи при 4ºС. Планшет промывали PBS, инку-
бировали с 4% обезжиренным коровьим молоком 
(«Best Value») в PBS в течение 1 ч, затем с сыворот-
ками мышей в PBS с 0,05% Tвин-20 1 ч. Планшет 
промывали, инкубировали с HRP-конъюгирован-
ными антителами против мышиного IgG («Abcam») 
соответственно в течение 1 ч, после чего промывали 
и вносили субстрат TMB («Sigma-Aldrich»), через 
30 мин реакцию останавливали 2 М серной кисло-
той («Ленреактив»). Результаты детектировали при 
длине волны 450 нм на спектрофотометре («Thermo 
Fisher Scientific»). 

Результаты

Выбор и получение мишеней для клонирования

В нашей работы был выбран предположитель-
но капсидный белок VP2, т. к. китайскими учёными 
уже были обнаружены антитела у крупного рога-
того скота к данному белку [13], а также мембран-
ный белок VP3, который был клонирован впервые 
в нашей работе. Белки кодируются в 4-м сегменте 
генома ALSV.

Для белка VP2 была определена последова-
тельность сигнального пептида (19 ак), гидрофоб-
ных участков он не имеет — для клонирования был 
выбран участок без сигнального пептида 243 ак, 
т. к. он мог затруднить последующее выделение 
белка. Белок VP3 содержит 9 трансмембранных 
гидрофобных доменов — для клонирования были 
выбраны гидрофильные участки 1–89 и 244–389 ак 

(рис. 1). Предположительные размеры белков: 
VP2 — 25 кДа, а гидрофильные участки белка  
VP3-1 и VP3-2 — 10 и 18 кДа соответственно.

Далее на основании нуклеотидных последова-
тельностей белка VP2 и гидрофильных участков бел-
ка VP3 были подобраны праймеры (табл. 2) и полу-
чены соответствующие ПЦР-продукты (рис. 2).

Получение векторных конструкций
Конструкция со вставкой участка 244–389 ак  

белка VP3 на основе вектора pQE-32 оказалась 
удачной (рис. 3, 4). Однако с другими вставками на 

рис 1 а

VP3 (1614 нт)

1 2

VP2 (768 нт)

729 нт

Рис. 1. Схематическое изображение целевых участков 
VP2 и VP3 для клонирования. 

Черный фрагмент — сигнальный пептид белка VP2, белые — 
трансмембранные домены белка VP3. 1 — участок белка  

VP3 1–267 ак, 2 — участок белка VP3 244–389 ак.

Таблица 2. Праймеры для клонирования белка VP2 и гидрофильного участка белка VP3

Праймер Последовательность, 5'→3' Участок генома на основе последовательности 
вируса Alongshan (GenBank #MN648773.2)

VP2-28s GAGCTAGGATCCAAGCCAAACGGAGCCCCAGAT 168–188

VP2-28as GAGCTACTCGAGCTACTGAAAAACCTGGTAGTTG 857–872

VP3s 244–389 GAGCTAGGATCCGACAAGGATCAAGCCTACCTC 1576–1597

VP3as 244–389 TAGCTCAAGCTTCCATTGGGTGTAGACCAGGT 1998–2017

MiVP3s 1–89 GCTAGGATCCGTGCGACCCCAACTACCAGGT 848–868

MiVP3as 1–89 TAGCTCAAGCTT TCTCTCCTCCAGTCGCC 1095–1114

рис 1 b

VP2
729 нт 

VP3-1
267 
нт

VP3-2
435 
нт

MW
п.н.

800

600

500

Рис. 2. Электрофоретический анализ ампликонов  
целевых участков гена белков VP2 и VP3. 

MW — маркер длины ДНК. VP2 — участок, кодирующий 1-89 ак; 
VP3 — участок, кодирующий 244–389 ак VP3.
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основе вектора pQE-32 экспрессия рекомбинантных 
белков либо не происходила (в случае вставки VP2), 
либо приводила к гибели бактериальных клеток 
на 3 ч культивирования (в случае вставки участка 
1–267 ак белка VP3), что говорит о возможной ток-
сичности белка для данных бактериальных клеток. 
В связи с этим нами было принято решение собрать 
новую генно-инженерную конструкцию плазмиды 
pET28a+ со вставкой белка VP2 (рис. 3).

Успешность экспрессии белков в конструкциях 
pQE-32-244-389 и pet28a-VP2 была подтверждена 
с использованием антител к гистидиновой метке. 
Оба рекомбинантных белка показали положитель-
ные результаты в вестерн-блоте (рис. 4). Культиви-
рование клеток проходило при условиях: среда LB, 
37°С, концентрация ИПТГ 0,5 мМ, 12 ч. 

Оптимизация условий экспрессии  
рекомбинантных белков 

Для повышения выхода белков был предпри-
нят ряд экспериментов. Оптимизировали следую-
щие параметры: среду культивирования клеток, 

рис 3 

Рис. 3. Генно-инженерные конструкции, с которыми была показана экспрессия.
a — конструкция плазмиды pQE-32 и участка белка VP3; б — конструкция плазмиды pet28a и участка белка VP2. 

AmpR — ген устойчивости к ампициллину; lac operator — лактозный оператор; bp — нуклеотиды;  
KanR — ген устойчивости к канамицину; RBS — сайт посадки рибосомы; 6хHis — сайт 6 гистидинов; MCS — сайты рестрикции. 

Рис. 4. Результаты иммуноблотинга рекомбинантных белков VP3 (a) и VP2 (б) с антителами к гистидину. 

а

а

б

б

длительность инкубации с ИПТГ, концентрацию 
ИПТГ и температуру роста клеток. На рис. 5 пока-
зано, что наибольшая концентрация целевого белка 
VP3 достигается при добавлении 0,5 мМ ИПТГ при 
росте бактерий 12 ч при 37ºC. Использование раз-
личных сред LB, SOB и TB не влияло на экспрес-
сию рекомбинантного участка белка VP3 (рис. 5, в). 

В связи с этим нами были определены рабочие 
условия экспрессии целевого белка — культивирова-
ние клеток в течение 12 ч с концентрацией индукто-
ра лактозного оператора 0,5 мМ при 37ºC в среде LB. 

Изменения условий среды, концентрации 
ИПТГ и температуры не повлияли на экспрес-
сию рекомбинантного белка VP2 в клетках E. coli, 
штамм BL21 (рис. 6), но при увеличении времени 
роста клеток бактерий экспрессия увеличивалась. 

Поскольку среда для бактерий, температура их 
роста и концентрация ИПТГ не повлияли на экспрес-
сию рекомбинантного белка VP2, нами были выбра-
ны рабочие условия экспрессии: культивирование 
клеток в течение 12 ч при 37°C с концентрацией ин-
дуктора лактозного оператора 0,5 мМ в среде LB.
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Выделение рекомбинантных белков
Одним из важных этапов для дальнейшего 

выделения белков является определение их раство-
римости. Для рекомбинантного участка белка VP3 
было определено, что он находится в растворимой 
фракции без мочевины (рис. 7). Целевой белок VP2 
на ходится в нерастворимой фракции (с 8 М мочеви-
ной), что могло затруднить его дальнейшее получе-
ние и очистку. При этом добавление ингибиторов 
сериновых протеаз, которое может повлиять на 
растворимость белка, не дало результатов — для 
выделения рекомбинантного белка VP2 необходимо 
добавление мочевины.

Далее рекомбинантные белки очищали на гра-
витационной колонке методом аффинной хрома-
тографии (рис. 8). После обессоливания и концен-
трирования на центрифужных фильтрах измеряли 
концентрацию белков по методу Брэдфорда: для 
рекомбинантного участка белка VP3 она составила 
70 мкг/мл, для белка VP2 — 120 мкг/мл (при экс-
прессии белков в 250 мл среды с клеточной массой).

С помощью вестерн-блота и использования 
гипериммунных мышиных сывороток к ALSV 
была показана способность рекомбинатного бел-
ка VP2 взаимодействовать с противовирусными 
антителами. Были проверены 3 гипериммунные 
мышиные сыворотки — белок VP2 взаимодей-

ствовал со всеми, в то время как рекомбинантный 
участок белка VP3 был выявлен только с одной.  
В качестве примера на рис. 9 приведён иммуноблот 
рекомбинантных белков VP2 и VP3 с гипериммун-
ной мышиной сывороткой. В качестве отрицатель-
ной сыворотки в вестерн-блоте была использована 
сыворотка неиммунизированной мыши.

Для доказательства специфичности реком-
бинантного белка VP2 в вестерн-блоте также ис-
пользовали мышиные сыворотки к ВКЭ (рис. 10).  
В качестве положительного контроля служил ре-
комбинантный белок ВКЭ sE [22]. Полученный на-
ми белок VP2 не связывался с антителами к ВКЭ. 

Результаты вестерн-блот-анализа были под-
тверждены в ИФА с мышиной гипериммунной сы-
вороткой к ALSV (рис. 11). Для определения рабо-
чей концентрации рекомбинантных белков в ИФА 
были проверены разные концентрации белка (20, 40, 
80 и 120 нг/лунку) и разведение сыворотки (1 : 180 и 
1 : 360). Оптимальной оказалась концентрация бел-
ка 80 нг/лунку. В качестве отрицательного контро-
ля использовалась сыворотка неиммунизирован-
ной мыши. Для дополнительного подтверждения 
результатов мышиная гипериммунная сыворотка 
к ALSV также была проверена в ИФА, где в каче-
стве подложки использовалась плазмида, с которой 
были произведены все те же манипуляции, что и с 

Рис. 5. Электрофоретический анализ рекомбинантного участка белка VP3 244–389 ак в ПААГ при различных концен-
трации ИПТГ (a), времени (б), среде (в) и температуре (г) экспрессии для целевого белка. 

рис 4

ИПТГ, мМ Время, ч

Mock      1      0,5   0,25   0,1   MW MW     3        6      12     Mock

26 кДа 
25 
кДа 

LB     SOB    TB     37    Mock   30   MW
Среда Температура, °С

25 кДа 

VP3
18 кДа

VP3
18 кДа

VP3
18 кДа

ба

в г

Рис. 6. Электрофоретический анализ рекомбинантного участка белка VP2 в ПААГ при различных температуре (а), 
концентрации ИПТГ (б), среде (в) и времени (г) экспрессии для целевого белка. 

рис 5

VP2
25 кДа

VP2
25 кДа
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Температура, °С ИПТГ, мМ Среда Время, ч
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плазмидой со вставкой и рекомбинантным белком 
при выделении (Mock). 

Положительные результаты ИФА и ве-
стерн-блот позволяют использовать белок VP2 для 
детекции антител против ALSV в сыворотках. 

Анализ сывороток условно здоровых людей
С помощью полученных нами рекомбинант-

ных белков были проверены 30 сывороток условно 
здоровых людей из Москвы и Московской области, 
имеющих антитела к ВКЭ. При анализе методом 
ИФА использовали образцы целевого белка в кон-
центрации 80 нг/лунку, в качестве отрицательного 
контроля в подложке был использован Mock (имел 
ту же концентрацию по общему белку), а в качестве 
отрицательной сыворотки — сыворотка условно 
здорового человека, не имевшего антитела к ВКЭ. 

Таким образом, была выявлена 1 сыворотка, содер-
жащая антитела к белку VP2 ALSV. К рекомбинант-
ному участку 244–389 ак белка VP3-антител не об-
наружено. 

Для подтверждения результатов ИФА нами 
был проведён вестерн-блот положительной в ИФА 
сыворотки пациента (рис. 12). 

Обсуждение
Ранее белок VP2 уже был получен китайски-

ми учёными с помощью вектора pET30a, который 
экспрессировали при 15ºС в клетках BL21 (DE3)  
E. сoli [17]. В нашей работе было показано, что 
белок VP2 успешно экспрессируется с использо-
ванием плазмиды плазмида pet28a(+), также была 
опробована низкая температура культивирования 
клеток, но это не повлияло на уровень экспрессии 
рекомбинантного белка. Эффективное выделение 
рекомбинантного белка VP2 проходит при добавле-
нии 8 М мочевины. При этом было показано, что 
впервые полученный нами рекомбинантный уча-
сток белка VP3 (вектор pQE-32) является раство-
римым. Выход целевого продукта выше с векто-
ром pet28a(+), чем с pQE-32, при этом полученных 
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Рис. 7. Определение фракций целевых белков  
VP2 (a) и VP3 (б) в ПААГ. 

а — лизат клеток после сонификации в лизирующем буфере:  
1 — с 8 М мочевиной; 2 — без добавок; 3 — с 8 М мочевиной  

и ингибиторами сериновых протеаз; 4 — с ингибиторами  
сериновых протеаз. б — клеточный лизат после 12 ч  

культивирования (1), Mock (2), лизат клеток до добавления 
ИПТГ (3), лизат клеток после сонификации в лизирующем  

буфере (4), фракция осадка с 8 М мочевиной (5). 

а

а

б

б
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Рис. 8. Выделение целевого белка VP2 в ПААГ  
с помощью набора «Qiagen Ni-NTA Fast Start» (а)  

и обессоливание с помощью амиконов (б). 
а: 1 — белок VP2 в лизирующем буфере с 8 М мочевиной;  

2 — фракция проскока; 3 — фракция промывки колонки 
wash-буфером; 4 — элюат, содержащий целевой белок;  

5 — элюат, содержащий продукты деградации белка.  
б — рекомбинантный белок VP2 и продукты его деградации 
(обозначение: треугольник); К+ — положительный контроль.

Рис. 9. Результаты иммуноблотинга целевого белка  
с сывороткой мыши, иммунизированной вирусом 

Alongshan (штамм Miass527).
a — экспрессия рекомбинантного белка VP3; б — лизат клеток 
после экспрессии рекомбинантного белка VP2 (1), выделенного 

и обессоленного рекомбинантного белка VP2 (2), Mock (3).  
Для детекции использовали HRP-меченные антитела против  

IgG мыши («Abcam»). 

а

б

рис 8
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Рис. 10. Результаты иммуноблотинга целевого белка мы-
шиной гипериммунной сыворотки к ВКЭ (штамм КЭ-328). 

Для детекции использованы HRP-меченные антитела против 
IgG мыши («Abcam»). 1 — выделенный и обессоленный  
рекомбинантный белок VP2; 2 — Mock; 3 — лизат клеток  

СПЭВ без вируса ВКЭ; 4 — рекомбинантный белок sE  
размером 44 кДа [22]. 

рис 9, 11 

sE 44 кДа45
кДа 

25
кДа 

18 кДа 

VP2          Mock         MW

VP2
25 кДа



220 221ЖУРНАЛ МИКРОБИОЛОГИИ, ЭПИДЕМИОЛОГИИ И ИММУНОБИОЛОГИИ. 2025; 102(2) 
DOI: https://doi.org/10.36233/0372-9311-612

НАУКА И ПРАКТИКА

концентраций обоих белков достаточно для много-
кратного проведения ИФА. 

С помощью рекомбинантного белка VP2 бы-
ли выявлены антитела у крупного рогатого скота 
в Китае [17]. В нашей работе мы подтвердили, что 
белок VP2 обладает антигенными свойствами в 
иммуноблоте и ИФА. Впервые нами было показа-
но, что полученный нами рекомбинантный пептид 
VP2 ALSV штамм Miass527 не имеет антигенных 
перекрёстов с ВКЭ в вестерн-блоте. Показано, что 
при иммунизации мышей живым ALSV более регу-
лярно синтезируются антитела к рекомбинантно-
му белку VP2 и менее регулярно — к рекомбинант-
ному участку белка VP3. Возможно, это связано с 
различным спектром антител в полученных мы-
шиных сыворотках — белок VP2 взаимодейству-
ет с бÓльшим спектром антител, выработанных 
на разных этапах инфекции. Также в ИФА были 
обнаружены антитела у условно здорового челове-
ка с укусом клеща в анамнезе к рекомбинантному 
пептиду VP2, а к рекомбинантному пептиду VP3 
антител в сыворотках людей не обнаружено.
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Рис. 11. Анализ мышиной гипериммунной сыворотки к вирусу Alongshan Miass527 с рекомбинантным белком VP2 (a)  
и Mock (б). 

Лунки 96-луночного планшета сенсибилизировали раствором белка VP2; в анализе использована гипериммунная мышиная сыво-
ротка к вирусу Alongshan (С+) и сыворотка неиммунизированной мыши (С–) с указанными на рисунке разведениями. Для детекции 

использованы HRP-меченные антитела против IgG мыши («Abcam»). 

Рис. 12. Результаты иммуноблотинга целевого белка  
с сывороткой условно здорового человека. 

Для детекции использовали HRP-меченные антитела против 
IgG человека («Abcam»). 
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Эффекторные молекулы стрептококков как перспективные 
противоопухолевые средства: плюсы и минусы
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Аннотация
Онкологические заболевания остаются одной из основных причин инвалидности и смертности населения 
во всём мире. К наиболее злокачественным типам рака относятся опухоли поджелудочной железы, пе-
чени и головного мозга. Современные методы терапии (в том числе химиолучевая, таргетная, иммунная 
терапия) не позволяют добиться желаемой эффективности у этой группы пациентов. В этой связи необхо-
димы новые подходы для терапии онкологических заболеваний. 
Целью обзора явилось обсуждение механизмов противоопухолевого действия Strepococcus pyogenes  
и других видов стрептококков, а также рассмотрение их опухольстимулирующих эффектов и существую-
щих при этом ограничений. 
В обзоре рассмотрено современное состояние проблемы использования бактериальной онкотерапии  
с участием стрептококков группы А (в частности, S. pyogenes). Обсуждается участие факторов патогенно-
сти S. pyogenes: М-белка, экзотоксинов: стрептолизинов S, О, суперантигенов, аргининдеиминазы и др., 
а также молекулярные механизмы, опосредованные клетками иммунной системы организма-носителя. 
Собственные данные авторов показывают, что для S. pyogenes обнаружена селективная опосредованная 
М-белком цитолитическая активность в отношении опухолевых клеток глиомы С6 и аденокарциномы под-
желудочной железы и её отсутствие на нормальных фибробластах. Кратко суммируются данные по до-
клиническому и клиническому применению полученного на основе стрептококков препарата OK-432 для 
терапии онкологических заболеваний. Обсуждаются и опухоль-ассоциированные свойства стрептококков 
(индукция секреции цитокинов, пролиферации, миграции и ангиогенеза эпителиальных клеток сосудов, 
образование внеклеточных ловушек нейтрофилов из микроокружения опухоли), обусловленные их взаи-
модействием с клетками иммунной системы организма-опухоленосителя. 
Заключение. Представленные в обзоре научные данные убедительно показывают, что S. pyogenes могут 
при участии факторов патогенности непосредственно оказывать противоопухолевое действие на раковые 
клетки. Однако стрептококковую вакцину следует применять с осторожностью, учитывая индивидуальные 
особенности иммунной системы пациента, поскольку S. pyogenes могут оказывать и эффекты противопо-
ложного характера, требующие дальнейших исследований.

Ключевые слова: обзор, Strepococcus pyogenes, противоопухолевые механизмы, факторы патоген-
ности, иммунная система, опухоль-ассоциированные механизмы, онколитические эффекты, бактери-
альные противоопухолевые препараты
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Streptococcal effective molecules as promising antiсancer agents: 
pros and cons
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Abstract
Oncological diseases remain the main cause of death and disability of the population worldwide. The most 
malignant types of cancer include of pancreas, liver and brain tumors. Modern methods of therapy (including 
chemoradiation, targeted and immune therapy) do not allow achieving the desired effectiveness in this group of 
patients. In this regard, new approaches to the treatment of oncological diseases are needed. 
The aim of this review was to discuss the mechanisms of anticancer action of Strepococcus pyogenes and other 
streptococcal species, as well as to consider their cancer-stimulating effects and their limitations. 
The review considers the current state of the problem of using bacterial oncotherapy involving streptococci A 
group (in particular, S. pyogenes). The involvement of S. pyogenes pathogenicity factors is discussed: M-protein, 
exotoxins: streptolysins S, O, superantigens, arginine deiminase, etc., as well as molecular mechanisms 
mediated by the host immune system cells. The authors' own data show that S. pyogenes exhibits selective 
M-protein-mediated cytolytic activity against C6 glioma and pancreatic adenocarcinoma (Panc) tumor cells and 
no activity against normal fibroblasts. The data on preclinical and clinical application of the streptococcal-based 
medicine OK-432 for the therapy of oncological diseases are briefly summarized. Tumor-associated properties 
of streptococci (induction of cytokine storm, proliferation, migration and angiogenesis of vascular epithelial cells, 
formation of neutrophil extracellular traps in the tumor microenvironment) caused by their interaction with immune 
cells of the tumor-bearing organism are also discussed. 
Conclusion. The research data presented in this review convincingly demonstrate that S. pyogenes, with the 
participation of pathogenicity factors, can directly exert an antitumor effect on cancer cells. However, it should be 
noted the streptococcal vaccine should be used with caution, taking into account the individual characteristics of 
the patient's immune system, since S. pyogenes can also have effects of the opposite nature, requiring further 
research.

Keywords: review, Strepococcus pyogenes, antitumor mechanisms, pathogenicity factors, immune system, 
cancer-associated mechanisms, oncolytic effects, bacterial antitumor drugs
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Введение
Онкологические заболевания являются одной 

из основных причин инвалидности и смертности 
населения во всём мире, уступая лишь сердечно- 
сосудистой патологии [1]. По данным Всемирной 
организации здравоохранения и Международно-
го агентства по изучению рака (Globocan), в мире  
в 2022 г. зарегистрировано 19 976 499 новых слу-
чаев заболеваний раком, из которых 9 743 832 за-
кончились летальным исходом (48,8%)1. К 2045 г. 

1 International Agency for Research of Cancer (Globocan). 
  URL: https://globocan.iarc.fr

заболеваемость и смертность от рака увеличатся на 
55% и достигнут 31,0 и 16,7 млн случаев соответ-
ственно. 

Научные достижения последнего времени  
в биологии, медицине и онкологии ознаменовались 
открытием раковых стволовых клеток, горизон-
тальным переносом генетической информации (мо-
бильные генетические элементы), появлением но-
вых генетических методов диагностики: полноге-
номного и полноэкзомного секвенирования. Эти и 
другие достижения способствовали изменению па-
радигмы лечения с когортной на индивидуальную, 
что привело к появлению новых научных направле-
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ний: таргетной и иммунотерапии, которые вселили 
надежду на излечение многих типов рака [2, 3]. 

С другой стороны, все эти успехи в онкологии 
вызвали новые проблемы, связанные с установле-
нием молекулярно-клеточной гетерогенности опу-
холей, развитием множественной лекарственной 
устойчивости раковых клеток к проводимой тера-
пии, её высокой токсичности для нормальных тка-
ней, клеток и участием в прогрессии рака клеток 
опухолевого микроокружения [4, 5]. Указанные пре-
пятствия потребовали переосмысления существую-
щих методов лечения и поиска новых терапевтиче-
ских подходов для онкологических заболеваний. 

Использование живых бактерий, селективно 
колонизирующих опухоль, представляет собой пер-
спективное направление для терапии рака, которое 
позволяет преодолеть многие проблемы [6]. В от-
личие от большинства терапевтических средств, 
бактерии обладают многочисленными механизма-
ми, направленными на ингибирование роста опу-
холей. Микроорганизмы селективно колонизируют 
опухоли и размножаются внутри них, где они ини-
циируют противоопухолевые иммунные реакции, 
что, в итоге, увеличивает продолжительность жизни 
после системной инфекции в опухолевых моделях у 
животных [7]. Например, атенуированный более чем  
в 10 000 раз штамм Salmonella typhimurium VNP20009 
в сравнении со штаммом дикого типа имеет соотно-
шение колонизации опухоль : печень > 1000 : 1 и 
проявляет в титрах 1 × 104–3 × 106 cfu/мышь) силь-
ное ингибирующее действие (57–95%) на рост 
Lox, DLD-1, A549, WiDr, HTB177, MDA-MB-231 
и B16F10 опухолей человека и развитие лёгочных 
метастазов в опухолевых моделях у мышей [8, 9]. 
Кроме того, такие бактерии можно дополнительно 
запрограммировать с помощью простых или слож-
ных генетических и биоинженерных методов для 
синтеза и опухольселективной доставки противо-
опухолевых препаратов [10]. К примеру, использо-
вание бактерий в качестве транспортных векторов 
может увеличить слабое проникновение в опухоль 
и активность химиопрепаратов, одновременно сни-
жая их системную токсичность для организма. Бак-
терии можно использовать для целенаправленной 
«доставки» к опухолям химиопрепаратов, цитоки-
нов, иммуномодуляторов, ферментов, пролекарств 
или малых интерферирующих РНК [6]. Кроме то-
го, сами бактерии могут синтезировать противо-
опухолевые ферменты, например L-аспарагиназу  
или метионин-гамма-лиазу [11, 12].

Подвижность является важным свойством и 
позволяет бактериям проникать глубже в опухоле-
вую ткань. В отличие от пассивного распределения 
и ограниченного проникновения химиопрепаратов, 
бактерии являются сложными живыми организмами, 
которые могут получать энергию из окружающей 
среды и преобразовывать её в кинетическую энергию 

движения, что позволяет им самостоятельно пере-
двигаться вглубь новообразования [13]. Микроорга-
низмы способны влиять на микроокружение опухоли 
и продуцировать собственные онколитические мета-
болиты (пептиды, бактериоцины), что делает эти ми-
кробы привлекательным подходом для терапии рака 
[14]. Лечение с помощью живых бактерий  может при-
меняться как в качестве монотерапии, так и в соче - 
тании с другими онкологическими методами. К онко - 
литическим бактериям относятся Bifdobac teria, 
Clostridium, Listeria monocytogenes, Salmonella typhi
murium, Streptococcus bovis и S. pyo genes (рис. 1) [14]. 

Поскольку S. pyogenes являются группой ми-
кроорганизмов, служащей причиной развития у че-
ловека частой патогенной формы стрептококковой 
инфекции группы А и одним из объектов, изучае-
мых в отделе молекулярной микробиологии Инсти-
тута экспериментальной медицины, эти бактерии 
и были выбраны в качестве ключевого объекта для 
обсуждения в данном обзоре его противоопухоле-
вых свойств.

Целью обзора явилось обсуждение механиз-
мов противоопухолевого действия S. pyogenes и дру-
гих видов стрептококков, а также рассмотрение их 
опухоль-стимулирующих эффектов и существую-
щих при этом ограничений. 

Противоопухолевые механизмы 
Streptococcus pyogenes

С 1891 г., когда доктор W. Coley впервые ис-
пользовал вакцину на основе живых S. pyogenes 
и Serratia marcescens для лечения 10 пациентов с 
терминальной остеосаркомой и предположил связь 
между развитием лихорадки и уменьшением разме-
ров опухоли [15], было изучено и отобрано несколь-
ко бактериальных штаммов для тестирования на па-
циентах. Для того чтобы понять патогенетические 
механизмы воздействия S. pyogenes на опухолевые 
клетки, необходимо рассмотреть ассоциированные 
факторы патогенности этих микроорганизмов.

Рис. 1. Электронная микрофотография S. pyogenes.
Источник: Streptococcus pyogenes.  

URL: https://en.wikipedia.org/wiki/Streptococcus_pyogenes
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Факторы патогенности 
Для S. pyogenes обнаружено более 40 факторов 

патогенности [16]. Все они могут быть разделены 
на связанные с микробной клеткой и внеклеточные. 

Клетка стрептококка окружена клеточной 
стенкой, образованной полимером пептидоглика-
ном, состоящим из N-ацетилглюкозамина и N-аце-
тилмурамовой кислоты и ковалентно связанными с 
ними тейхоевыми и липотейхоевой кислотами [17]. 
С клеточной стенкой соединены белковые и полиса-
харидные компоненты (рис. 2) [18].

К полисахаридам клеточной стенки относятся 
также карбоксигидратные антигены, образованные 
группоспецифическим полисахаридом-А, различия 
структуры которого положены в основу классифи-
кации стрептококков [20]. Среди белков клеточной 
стенки основным фактором патогенности являет-
ся М (Emm) белок, который обеспечивает устой-
чивость S. pyogenes к фагоцитозу и размножение  
в крови [21]. 

Авторами статьи показано, что как дикий GUR, 
так и мутантный по М-белку GURSA1 штаммы  
(106 CU/мл) оказывали in vitro цитотоксический эф-
фект на клетки глиомы С6 с использованием систе-
мы xCELLigence (рис. 3) [22, 23].

Данные рис. 3 показывают, что штаммы 
стрептококков GUR, GURSA1 продемонстрирова-
ли быстрое и сильное онколитическое действие 
в отношении клеток глиомы С6. Штаммы GUR и 
GURSA1 S. pyogenes оказывали самые медленные 
цитотоксические эффекты на клетках глиомы C6 
с самыми высокими показателями ингибирования 
клеток — 81,8 и 79,3% через 4 и 6 ч соответствен-
но. Более того, цитотоксический эффект штаммов 
GUR и GURSA1 S. pyogenes немного увеличивался  
с течением времени, достигая показателей инги-

бирования роста 85,0 и 81,5% соответственно че-
рез 8 ч [22]. Аналогичные результаты были полу-
чены при тестировании штаммов GUR и GURSA1 
S. pyogenes в реальном времени на клетках адено-
карциномы поджелудочной железы (Panc) мыши  
(рис. 4) [23]. 

Результаты, представленные на рис. 3, 4, пока-
зывают, что оба штамма ингибировали рост клеток 
глиомы С6 и Panc, причём действие штамма GURSA1 
было несколько слабее, чем GUR, что подтверждает 
наличие цитотоксического эффекта, обусловлен-
ного наличием М-белка как фактора патогенности. 
Вместе с тем оба штамма не оказывали цитотокси-
ческих эффектов на клетки нормальных фибробла-
стов в режиме реального времени (рис. 5) [23]. 

S. pyogenes синтезируют не один М-белок,  
а существуют по крайней мере до 4 групп М-бел-
ков: FG I (Mrp); FG II, M-белок и H-белок; FG III 
(Enn); и FG IV (M-белок). Белки M и Enn образуют 
2 группы с 9 подгруппами, а белки Mrp — 4 группы 
с 10 подгруппами (рис. 6) [24].

Известно, что М-белки состоят из α-спираль-
ных фибрилл диаметром 50–60 нм, расположенных 
на клеточной стенке бактерий. Эти протеины име-
ют суперспирализованную структуру и могут фор-
мировать димеры с разной длиной полипептидной 
цепи (рис. 7) [25].

М-белки, как факторы патогенности, способ-
ствуют устойчивости S. pyogenes к фагоцитозу ма-
крофагами и воздействию антител организма-хозя-
ина [26]. М-белки могут связывать протеины плаз-
мы крови: иммуноглобулины G и A (Fc-фрагменты), 
фибриноген, фибронектин, альбумин, плазминоген, 
C4b-связывающий белок (C4BP), фактор-Н и белки 
комплемента [19]. Взаимодействие М-белка с фак-
торами плазмы влияет на адгезивные и инвазивные 

Рис. 2. Структура клетки стрептококка и основных биологически активных продуктов S. pyogenes [19].



226 227ЖУРНАЛ МИКРОБИОЛОГИИ, ЭПИДЕМИОЛОГИИ И ИММУНОБИОЛОГИИ. 2025; 102(2) 
DOI: https://doi.org/10.36233/0372-9311-638

НАУКА И ПРАКТИКА

Рис. 3. Влияние штаммов GUR, GURSA1 S. pyogenes  
на клетки C6 в реальном времени по данным 

xCELLigence [24].
Рис. 4. Влияние штаммов GUR, GURSA1 S. pyogenes 

на клетки Panc в реальном времени, по данным 
xCELLigence [23].

Рис. 5. Воздействие штаммов GUR, GURSA1  
S. pyogenes на нормальные клетки фибробластов  
в реальном времени, по данным xCELLigence [23].

Рис. 6. Генетический сетевой анализ SplitsTree, включающий 537 генетических последовательностей с выделением 
кластеров M-белков [24].

а — М-белок; б — Mrp (221 последовательность); в — Enn белок (262 последовательности). Чёрные пунктирные эллипсы обозначают 
две группы M-белков, зеленые пунктирные эллипсы — химерные M-белки, а цветные эллипсы обозначают подгруппы M-белков.

свойства S. pyogenes, а также через изменение ко-
агуляционной способности крови опосредовано — 
на жизнеспособность раковых клеток. Это под-
тверждается тем, что состояние гиперкоагуляции 
крови, как компонента опухолевого микроокруже-
ния, способствует прогрессии опухолей [27].

Остальные факторы патогенности S. pyogenes 
изучены в меньшей степени. К ним относятся: экзо-
токсины стрептолизины S, О, суперантигены, сери-
новая и цистеиновая протеиназы, стрептокиназа, ар-
гининдеиминаза, эндо-β-N-ацетилглюкозаминидаза, 
никотинамиддинуклеотидаза и др. [19]. Например, 
аргининдезаминаза (ADI) состоит из 2 доменов, 
первый из которых образован 5 участками ββαβ, по-
вторяющимися вокруг псевдо-5-кратной оси, содер-
жащей активный центр. Второй домен представля-
ет 4-доменную спиральную цепь (рис. 8). 

ADI впервые была выделена из штамма Su  
(3 мкг/мл), способного подавлять рост трансфор-
мированных клеток фибробластов BALB/3T3 [29]. 
ADI локализуется в клеточной стенке S. pyogenes, 
тогда как у S. suis этот же фермент присутствует  
в мембранной фракции клеток. Её активность свя-

зана со способностью превращать аргинин в ам-
миак и цитруллин [30]. С другой стороны, утили-
зация аргинина усиливает пролиферацию и рост 
некоторых типов опухолей, например, меланомы, 
гепатоцеллюлярной карциномы и рака предста-
тельной железы. Дефицит аргинина индуцирует 
остановку цикла в G1-фазе раковых клеток, актива-
цию в них генов mTOR- и GCN2-киназы, которые 
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Рис. 7. Три M-белка (M5, M80 и M77) [25]. 
Длина белка M и размер повторяющихся и неповторяющихся доменов показаны в масштабе. Структуры A–C emm-типов представ-
ляют самые длинные M-белки с гипервариабельным доменом из 230 остатков. Белки D и E обладают гипервариабельным доменом 
из 150 и 100 остатков соответственно. Повторы «A» отсутствуют в подавляющем большинстве M-белков, имеющих D и E структуры. 

Повторы «B» присутствуют в большинстве A–C и D emm-типов, но отсутствуют в E-М-содержащих М-белках.

Рис. 8. Структура ADI S. pyogenes (а); кристаллическая структура из различных участков, обозначенных разными  
цветами (б); остатки активного центра ADI (в) и топологическая схема ADI (г) [28].

запускают аутофагию и апоптоз [31, 32]. T. Fiedler 
и соавт. изучили эффективность терапии ADI  
(3,5–350,0 мЕД/мл) и её комбинаций с цитостатиче-
скими препаратами: хлорохином (5 и 20 мкМ), су-
бероиланилидом гидроксамовой кислоты (SAHA; 
0,25 и 0,5 мкМ) или паломидом 529 (двойной инги-
битор TORC1/TORC2; 7,5 мкМ) для ингибирования 
роста 12 линий клеток глиобластомы (ГБМ) in vitro 
и in vivo на самцах NMRI Foxn1nu мышей массой 
20–25 г [33]. Применение ADI ингибировало рост 
ГБМ в 50% протестированных линий (рис. 9).

На клеточных линиях, для которых ADI сни-
жала пролиферацию клеток, были протестированы 

её комбинации с химиопрепаратами. На клетках 
HROG02, HROG05 и HROG10 66% ГБМ наблю-
дались синергические эффекты с ингибированием 
роста до 70% при использовании комбинации ADI 
с Palomid 529. Аналогичные противоопухолевые 
эффекты (гибель клеток на 60%) были установле-
ны после добавления хлорохина к ADI. Причиной 
противоопухолевых эффектов ADI было эпиге-
нетическое подавление генов пути синтеза арги-
нина (аргининосукцинатсинтетазы ASS1 и арги-
ниносукцинатлиазы ASL). На модели in vivo ADI  
(250 ЕД/кг массы) и его комбинация с SAHA  
(25 мг/кг массы) ингибировали на 70% размеры 
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опухоли гетеротрансплантата HROG05 по сравне-
нию с контролем (рис. 9, б) [32]. 

C. Maletzki и соавт. обнаружили, что ADI 
(35 мЕД/мл) индуцировала экспрессию генов бел-
ков теплового шока и метаболизма аргинина (ASS1, 
ASL, ArgI, CPSI, OTC) в клетках HROG02, HROG05, 
HROG52, HROG63 ГБМ пациентов (рис. 10) [34].  
Как в предыдущей работе, применение ADI  
стимулировало аутофагию и старение опухолевых 
клеток. Комбинации ADI с куркумином, ресвера-
тролом, хинакрином и сорафенибом в течение 3 сут 
усиливали цитотоксичность фермента за счёт акти-
вации аутофагии. 

К другим факторам патогенности S. pyogenes 
относятся холестеринзависимые цитолизины и 
стрептолизин О (SLO). S.C. Feil и соавт. опреде-
ли ли трёхмерную структуру этого фермента 
(рис. 11) [35]. Молекула SLО состоит из 571 ами-
нокислоты и образует 4 домена, имеющие β-склад-
чатую структуру. Первый N-концевой домен  
(70 аминокислот) отщепляется в результате протео-
лиза стрептококковыми протеазами после секреции. 
Помимо доменов, SLO содержит 2 трансмембранные 
области TMH1 (остатки 259–288) и TMH2 (остатки 
359–386), имеющие α-спиральную структуру. SLO 
также включает 11-аминокислотную последова-
тельность ECTGLAWEWWR, богатую остатками 
триптофана, которая способствует встраиванию мо-
лекулы в мембраны клеток [35]. В результате олиго- 
и полимеризации SLO формируют крупные поры  
в клеточных мембранах. Эти механизмы приводят  
к структурному повреждению, сильному истоще-
нию АТФ и гибели клеток по типу некроза. Сле-
довательно, данный механизм действия SLO мож-
но использовать для цитолиза опухолевых клеток.  

В этой связи C. Gruber и соавт. с помощью трансс-
плайсинга РНК разработали 3'-пре-транс-сплайсин-
говые молекулы (PTM), содержащие встроенный 
ген SLO в целевом гене матриксной металлопроте-
иназы-9 (MMP9) в клетках высокоагрессивной пло-
скоклеточной карциномы [38]. Данная технология 
позволила заменить опухоль-специфичный транс-
крипт на кодирующий пептид/токсин, что привело 
к гибели клеток. Для визуализации транскрипта ис-
пользовалась флуоресцентная метка (рис. 12).

Транссплайсинг между 50-м и 30-м нуклеотида-
ми генов ММР9 и PTM привёл к образованию мРНК, 
кодирующей полноразмерный GFP-белок, содержа-
щий DsRed-метку. Трансфекция раковых клеток пло-
скоклеточной карциномы и эмбриональных почек 
человека HEK293 с помощью SLO-PTM индуциро-
вала в них гибель за счёт экспрессии SLO (рис. 13).
Таким образом, использование SLO является новым 
подходом в бактериальной терапии злокачествен-
ных опухолей человека [35].

У других видов стрептококков S. bovis, напри-
мер, принадлежащих к группе D, обнаружен бакте-
риоцин бовицин HC5, синтезируемый в рибосомах 
[37]. Этот катионный пептид оказывает цитолити-
ческое действие против клеток аденокарциномы 
молочной железы MCF-7 и гепатоклеточной карци-
номы HepG2 [38].

Опосредованные механизмы  
противоопухолевого действия S. pyogenes
Помимо прямого цитолитического действия на 

опухолевые клетки, S. pyogenes в организме могут 
оказывать и опосредованные иммунными клетками 
и факторами цитостатические противоопухолевые 
эффекты. Проникая в организм, стрептококки вос-

Рис. 9. Окрашивание кристаллическим фиолетовым клеток ГБМ после 72 ч инкубации с ADI (а) и кривая роста  
опухоли (б).

Объёмы опухолей даны как x-кратное увеличение по сравнению с 0 днем [33].
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принимаются иммунной системой как «чужерод-
ные» и запускают воспалительную реакцию. В ходе 
этой реакции развивается «цитокиновый и хемоки-
новый шторм», обусловленный повышением уров-
ней фактора опухоли-α (TNF-α), интерферона-γ, ин-
терлейкинов (IL-1β, IL-6, IL-10), хемоатрактантно-
го белка моноцитов-1, TNER1, TNER2 [40]. Помимо 
этих изменений, Y.H. Liu и соавт. обнаружили, что 
во время инфекции штаммом A20 S. pyogenes клет-
ки мозга пациента экспрессировали на высоком 
уровне глиальный фибриллярный кислый белок, 
индуцибельную синтазу оксида азота, компоненты 
оксидазы никотинамидадениндинуклеотидфосфа-
та, что стимулировало продукцию реактивных форм 
кислорода. В коре и гиппокампе инфицированных 
мышей также экспрессировалась миелопероксида-
за, секретируемая активированными макрофагами 
и нейтрофилами (рис. 14) [39].

Повышение уровней IL-10 и IL-12 в крови ак-
тивирует CD18+-моноциты и CD11c–CD123+-плаз-
моцитоидные и CD11c+CD123–-миелоидные ден-
дритные клетки (ДК) через сигнальный путь 
Toll-подобного рецептора (TLR) [40]. T.G. Loof и со-

авт. показали, что при стимуляции KTL3 штаммом 
S. pyogenes через активацию TLR4 в MyD88–-ДК  
в них снижалась экспрессия костимулирующих 
молекул CD40, CD80, CD86 и продукция воспали-
тельных цитокинов [41, 42]. Активация рецепторов 

Рис. 10. Воздействие ADI индуцирует аутофагию и старение в клетках ГБМ [34]. 
Окрашивание акридином оранжевым (оранжевый) и кальцеином AM (зелёный). Анализ проведён на лазерном сканирующем  

микроскопе «Zeiss» с использованием 20-кратных объективов.

Рис. 11. Молекулярная структура SLО [35].
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и CD54, CD70, CD83, CCR7 молекул запускает в 
ДК p38MAPK, ERK, JNK, PI3K/Akt/NF-κB сигналь-
ные каскады, которые усиливают их пролифера-
цию и дифференцировку [43, 44]. Недавно X. Chen 
и соавт. установили, что TLR4 также стимулирует  
cGAS-STING/NF-κB-сигнальный путь, который 
опосредует созревание ДК и секрецию IL-6 [45]. 
Эти результаты показывают, что S. pyogenes через 
стимуляцию моноцитов, макрофагов, могут прояв-
лять свои противоопухолевые эффекты. 

Кроме того, S. pyogenes стимулируют субпо-
пуляцию интерферон-продуцирующих ДК и 
естественных киллеров. Активация этих клеток 
усиливает процессинг, презентацию опухоле-
вых антигенов, TNF-α-индуцирующий TRAIL- и 
Fas-лиганд-зависимый апоптоз [46]. В свою оче-
редь, плазмоцитоидные миедоидные ДК активиру-
ют опухольспецифичные цитотоксические CD8+-, 

CD4+-T-лимфоциты и секрецию ими цитокинов  
[40, 47]. Согласно работе W. Li и соавт. факторы, 
участвующие в активации ДК при гепатоцеллюляр-
ной карциноме, представлены на рис. 15. 

Ключевой фактор патогенности — кислый 
гликопротеин стрептококков (SAGP) связывается 
со IAP-сопряжённым рецептором, что активирует 
протеинтирозинфосфатазу, которая дефосфори-
лирует эпидермальный фактор роста и блокируют 
p42/44MAPK-сигнальный каскад, ингибируя тем 
самым пролиферацию опухолевых клеток A431 
эпидермоидной карциномы [48]. S. pyogenes секре-
тируют экзотоксины SpeB, SреA, обладающие ци-
стеин-протеазной активностью и инактивирующие 
факторы воспаления IL-8, C5a, кателицидин LL-37,  
а также ингибируют хемотаксис нейтрофилов [26, 
47, 49, 50]. ДНКазы SpnA и SdaI S. pyogenes пода-
вляют образование внеклеточных ловушек ней-

Рис. 12. Диаграмма флуоресцентной транссплайсинговой тестовой системы [36]. 
PTM — сконструированная мРНК, связанная через антисмысловой BD домен с интроном 1 гена MMP; BP — точка ветвления;  

PPT — полипиримидиновая последовательность.

Рис. 13. Флуоресцентная микроскопия трансфецированных клеток HEK293 [36]. 
Контроль трансфецирован конструкцией, содержащей метку DsRed и полноразмерный кДНК GFP. Клетки, экспрессирующие GFP, 
указывают на транс-сплайсинг целевого гена и PTM, содержащего один из трех BD (BD1, BD2 и BD4) доменов. Масштаб 20 мм.
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трофилов, SpeB супрессируют активность анти-
микробных хемокинов (рис. 16). Кроме того, SpeB 
способствуют образованию газдермина D, форми-
рующего поры и индуцирующего пироптоз, а также 
ингибирующего IL-1β и H-кининоген, которые ока-
зывают мощное провоспалительное действие [47]. 
Следовательно, секреция экзотоксинов стрептокок-
ками может ингибировать рост и развитие опухоли. 

Цитотоксической активностью обладают не 
только живые стрептококки, но и полученный на их 
основе препарат OK-432 (пицибанил, NSC-B116209; 
рис. 16), введение которого (0,001–1,0 мкг/мл) вы-
зывало активацию CD56+NК. Это приводило к за-
медлению роста на 7–14 сут карциномы молочной 
железы MADB106 на внутрибрюшинной модели  
у F344 крыс [51]. Применение OK-432 способство-
вало активации Т-хелперных лимфоцитов и лейко-
цитов за счёт увеличения количества нейтрофилов 
[26]. В обзоре Y. Ryoma и соавт. суммируют меха-
низмы противоопухолевой активности OK-432, 
показывая, что пицибацил индуцирует прямое 
противоопухолевое действие за счёт ингибирова-

Рис. 14. Изменение уровней (разы) глиального  
фибриллярного кислого белка (а), индуцибельной  
синтазы оксида азота (б), миелопероксидазы (в)  
и MMP-9 (г) в мозге при инфекции штаммом A20  

S. pyogenes у пациента [39].

Рис. 15. Механизмы активации стрептококками ДК, нацеленных на ингибирование роста гепатоцеллюлярной  
карциномы [47].
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ния синтеза РНК и остановки клеточного цикла. 
Также OK-432 стимулирует синтез TNF-α, перфо-
рина и интерферона-γ, которые активируют экс-
прессию молекул межклеточной адгезии (ICAM-1),  
HLA-DR и, в итоге, апоптоз раковых клеток [52]. 
OK-432 стимулирует продукцию IL-8, макрофагаль-
ных факторов (G-CSF, GM-CSF), которые усилива-
ют пролиферацию и созревание гранулоцитов, мо-
ноцитов, лимфоцитов и тромбоцитов [52]. Резуль-
таты последнего времени убедительно показывают, 
что коллаген-подобный белок-1 (Scl1) S. pyogenes 
ингибирует образование внеклеточных ловушек 
нейтрофилов на модели крыс с Panc02 аденокарци-
номой протока поджелудочной железы [53].

В этой связи интересно заметить, что стреп-
тококки могут инфицировать опухоль, образуя на 
ней биоплёнки. Стрептококковая инфекция ак-
тивирует иммунную систему организма, что уве-
личивает количество нейтрофилов и лимфоцитов 
в очаге инфекции [14, 54]. Таким образом, бакте-

риальные компоненты могут усиливать взаимо-
действие между опухолью и иммунной системой, 
действуя как адъюванты, способствуя презентации 
опухолевых антигенов и активации иммунной си-
стемы [55].

Доклинические и клинические исследования
Результаты проведённых экспериментов in 

vitro и in vivo с участием S. pyogenes, установив-
ших их противоопухолевые эффекты и механизмы, 
стимулировали дальнейшее проведение доклини-
ческих и клинических испытаний с участием этих 
микроорганизмов.

Например, недавно T. Iwai и соавт. провели 
доклиническое исследование по оценке эффектив-
ности внутриопухолевого введения OK-432 или её 
комбинации с радиочастотной абляцией на 4–5-не-
дельных самцах Sprague-Dawley крыс (n = 145;  
80–90 г) с метастатической остеосаркомой [55]. 
Животные были разделены на 4 группы для оценки 

Рис. 16. Молекулярные и клеточные механизмы патогенеза S. pyogenes [26].
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общей выживаемости и размера опухоли: контроль-
ная (без лечения), радиочастотная абляция, OK-432 
и RFA + OK-432. Медиана выживаемости крыс в 
контрольной группе составила 28,4 сут (11–51 сут)  
и 38,4 сут (10–51 сут) в группах OK-432, 40,0 сут 
(12–51 сут; р = 0,14) в РЧA и 47,3 сут (15–51 сут;  
р = 0,084) в РЧA + OK-432 (р = 0,046) [56]. 

Японские учёные M.S. Oba и соавт. провели 
метаанализ, включающий 14 исследований с уча-
стием 796 пациентов, страдающих раком желудка 
III или IV стадии, после его хирургической резекции 
для оценки эффективности иммунохимиотерапии  
OK-432 по сравнению со стандартной химиоте-
рапией. Первичной конечной точкой была общая 
выживае мость [57]. В группы контроля и OK-432 
вошли 726 и 796 пациентов соответственно. Медиа-
на общей выживаемости составила 42,6 мес для 
группы OK-432 и 32,3 мес для контрольной груп-
пы. Общее отношение рисков составило 0,88 (95% 
доверительный интервал (ДИ) 0,77–1,00; p = 0,050; 
рис. 17) [57]. Авторы делают вывод о том, что им-
мунохимиотерапия с использованием OK-432 мо-
жет быть эффективной для пациентов с раком же-
лудка на III или IV стадиях после хирургического 
вмешательства [57]. 

Следует отметить, что при клиническом ис-
пользовании OK-432 наблюдались такие побочные 
реакции лёгкой степени, как усталость, анорексия, 
локальное воспаление, гиперемия, боль в груди и 
животе. Наиболее частым симптомом была лихо-
радка, контролируемая с помощью жаропонижа-
ющей терапии. Редко регистрировалось внутриче-
репное давление. Только у нескольких пациентов 
были отмечены смертельные исходы в связи с разви-
тием эмболии, острого нефрита, кровотечения и не-
правильно дозированных инъекций препарата [58]. 
Серьёзные побочные эффекты требуют выявления 
их причин и связи с проводимой терапией, возмож-

но, они были обусловлены некорректной дозой или 
развитием индивидуальной непереносимости пре-
парата.

Механизмы опухоль-стимулирующих  
эффектов S. pyogenes

В процессе изучения противоопухолевого дей-
ствия S. pyogenes постепенно накапливались данные 
и противоположного характера. Например, D. Kong 
и соавт. при изучении эффектов препарата OK-432 
(сапилин) у пациентов с раком молочной железы 
обнаружили усиление секреции цитокинов IL-1a, 
IL-6, факторов роста фибробластов-b, эндотелия 
сосудов и трансформирующего фактора роста-β1 
в дренажных жидкостях. Кроме того, применение 
этого препарата усиливало пролиферацию, мигра-
цию и ангиогенез эпителиальных клеток HUVEC, 
HFL1, фибробластов и отложение коллагена [59]. 
Эти результаты показывают, что S. pyogenes через 
активацию пролиферации, миграции и ангиогенеза 
эпителиальных клеток и фибробластов могут сти-
мулировать развитие рака молочной железы. Экзо-
токсины SpnA, SpeB и сериновая протеаза SpyCEP 
S. pyogenes участвуют в деградации IL-8, IL-1β, 
фактора комплемента С5а, которые ингибируют 
миграцию (хемотаксис) нейтрофилов (рис. 18). 
В свою очередь, SpeB индуцирует протеолиз IgG, 
деградацию антимикробных пептидов, хемокинов, 
что способствует образованию внеклеточных лову-
шек нейтрофилов и развитию рака [60].

НАДаза S5nA подавляет фагоцитарную актив-
ность макрофагов в отношении опухолевых клеток, 
а также ингибирует протеолиз IgG и антитело-опо-
средованное уничтожение нейтрофилами (опсоно-
фагоцитоз) раковых клеток. Пептидазы EndoS/S2, 
IdeS/Mac-1 и Mac-2, SpeB участвуют в гидролизе 
гликанов и убиквитин-связывающих белков, инги-
бирующих апоптоз, а М-белок (SAGP) подавляет 
пролиферацию Т-лимфоцитов [60]. Все эти собы-
тия опосредованно стимулируют клеточный цикл, 
усиливают пролиферацию, миграцию опухолевых 
клеток, наблюдающихся преимущественно при 
хронической стрептококковой инфекции у онколо-
гических пациентов. 

Заключение 
Вопреки устоявшимся взглядам, стрептококко-

вая инфекция или лихорадка не всегда может быть 
нежелательной у онкологических пациентов и не 
всегда приводит к снижению резервов иммунной 
системы в организме онкологического пациента. 
Представленные в этом обзоре научные данные 
убедительно показывают, что S. pyogenes могут при 
участии факторов патогенности непосредственно 
оказывать противоопухолевое действие на раковые 
клетки. Кроме того, эти бактерии стимулируют ин-
терлейкины, хемокины клеток иммунной системы 

Рис. 17. Общая выживаемость пациентов с раком  
желудка, получавших иммунотерапию OK-432 [57].
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тании с минимальной токсичностью в отношении 
нормальных тканей организма, а также способно-
стью преодолевать постоянные динамические мо-
лекулярно-генетические изменения неопластиче-
ских клеток. Всем этим критериям соответствует 
использование S. pyogenes в качестве терапевтиче-
ской стратегии у онкологических пациентов. Одна-
ко следует отметить, что стрептококковую вакци-
ну следует применять с осторожностью, учитывая 
индивидуальные особенности иммунной системы 
пациента, поскольку S. pyogenes могут оказывать и 
эффекты противоположного характера, требующие 
дальнейших исследований. 
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Современное состояние разработок в области создания вакцин 
против респираторно-синцитиального вируса
Котомина Т.С.
Институт экспериментальной медицины, Санкт-Петербург, Россия

Аннотация
Респираторно-синцитиальный вирус (РСВ) является основной причиной инфекций верхних дыхательных 
путей у детей и пожилых. В отношении РСВ одобрено единственное специфическое средство лечения — 
препарат моноклональных антител паливизумаб для пассивной иммунопрофилактики у младенцев из 
группы высокого риска. Спустя 60 лет с момента обнаружения вируса были лицензированы несколько без-
опасных вакцинных кандидатов против РСВ. Этому способствовали исследования по выявлению струк-
туры РСВ, изучению основных функций компонентов РСВ, механизмов врождённого и приобретённого 
иммунного ответов на инфекцию. Был учтён отрицательный опыт клинического испытания формалин- 
инактивированной вакцины против РСВ на детях, закончившийся смертью нескольких вакцинированных. 
Цель исследования — обобщить данные исследований вакцинных кандидатов против РСВ на лаборатор-
ных животных и в клинических испытаниях на различных возрастных группах. 
Поиск статей для анализа доклинических и клинических испытаний вакцин против РСВ осуществляли с ис-
пользованием электронно-поискового ресурса PubMed по ключевым словам «respiratory syncytial virus and 
vaccine». В качестве критериев отбора указывали, что оригинальные статьи должны содержать сведения 
о доклинических и клинических исследованиях, причём последние включали в себя I–IV фазы рандоми-
зированных контролируемых испытаний. За 1967–2025 гг. обнаружено 296 статей, обобщающих данные 
по исследованию вакцинных кандидатов против РСВ, и 1788 статей, в которых суммированы данные об 
испытаниях вакцинных кандидатов на животных. В обзоре суммированы данные доклинических исследо-
ваний вакцинных кандидатов с указанием разработчиков, состава вакцинных препаратов, животных моде-
лей, на которых проводились исследования, с кратким описанием основных результатов. Представлены 
данные о клинических испытаниях вакцинных кандидатов с указанием целевых групп населения, номера 
клинического исследования и источников, где опубликованы результаты этих исследований. 

Ключевые слова: респираторно-синцитиальный вирус, вакцина, доклинические исследования, клини-
ческие исследования, обзор литературы
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Current status of developments in the field of respiratory syncytial 
virus vaccines
Tatiana S. Kotomina
Institute of Experimental Medicine, St. Petersburg, Russia

Abstract
Respiratory syncytial virus (RSV) is the leading cause of upper respiratory tract infections in children and the 
elderly. The only specific treatment approved for RSV is the monoclonal antibody Palivizumab for passive 
immunoprophylaxis in high-risk infants. Sixty years after the virus was discovered, several safe RSV vaccine 
candidates have been licensed. This was facilitated by research to identify the structure of RSV, to study the basic 



240 241JOURNAL OF MICROBIOLOGY, EPIDEMIOLOGY AND IMMUNOBIOLOGY. 2025; 102(2) 
DOI: https://doi.org/10.36233/0372-9311-675

REVIEWS

© Kotomina T.S., 2025

functions of RSV components as well as the mechanisms of innate and acquired immune responses to infection. 
The negative result of a clinical trial of formalin-inactivated RSV vaccine in children, which resulted in the death 
of several vaccinated individuals, was taken into account.
The aim of the study was to summarize data from studies of RSV vaccine candidates in laboratory animals and 
in clinical trials on different age groups. 
Articles for the analysis of preclinical and clinical trials of RSV vaccines were found, using the PubMed search 
engine with “respiratory syncytial virus and vaccine” as the keywords. The selection criteria were that original 
articles should contain information on preclinical and clinical studies, the latter including phase I–IV randomized 
controlled trials. From 1967 to the present year, 296 articles summarizing data from studies of RSV vaccine 
candidates and 1788 articles summarizing data from animal trials of vaccine candidates were found. The review 
summarizes data from preclinical studies of vaccine candidates and their developers, vaccine formulations, 
animal models on which the studies were conducted, as well as a brief description of the main findings. Data on 
clinical trials of vaccine candidates are presented, including target populations, clinical trial number and sources 
where the results of these trials were published.

Keywords: respiratory syncytial virus, vaccine, preclinical studies, clinical studies, literature review
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Введение
Среди тяжёлых острых респираторных забо-

леваний человека на долю респираторно-синцити-
ального вируса (РСВ) приходится примерно 22% 
случаев. При этом количество смертельных исхо-
дов ежегодно варьирует в промежутке примерно от  
55 000 до 199 000, в том числе 50 000–75 000 среди 
детей в возрасте до 5 лет [1, 2]. После заболевания 
РСВ не формируется стойкого иммунитета, из-за 
чего не обеспечивается устойчивость организма  
к последующим заражениям [3, 4]. Причины, по 
которым так происходит, до сих пор не установле-
ны. В 2023 г. компаниями «GlaxoSmithKline» (Ве-
ликобритания) и «Pfizer» (США) были лицензиро-
ваны субъединичные вакцины для профилактики 
инфекции, вызванной РСВ (РСИ), у людей старше  
60 лет. Разработчик «Moderna» (США) представил 
матричную (мРНК) вакцину для профилактики 
РСИ у пожилых. Многие альтернативные вакцин-
ные кандидаты находятся на разных стадиях клини-
ческих испытаний. 

Цель обзора — суммировать данные о раз-
работках вакцин против РСВ с использованием 
различных платформ и методических подходов, 
результаты их доклинических исследований на раз-
личных животных моделях и клинических испыта-
ний на разных возрастных группах.

Общая характеристика  
респираторно-синцитиального вируса

РСВ принадлежит к порядку Mononegavirales, 
семейству Pneumoviridae (пневмовирусов), роду 
Orthopneumovirus. До 2016 г. вирус относили к се-
мейству Paramyxoviridae [5]. Другим представите-

лем семейства пневмовирусов является метапнев-
мовирус человека. Оба пневмовируса занимают ли-
дирующее положение в структуре заболеваемости 
детей с рождения до года, пожилых людей и лиц  
с ослабленным иммунитетом [6]. РСИ сопровожда-
ется тяжёлыми пневмониями и бронхиолитами.  
По экспертным оценкам, в 2019 г. в мире по причи-
не РСИ было около 3,6 млн случаев госпитализаций 
людей и 101 400 смертельных случаев, связанных  
с РСИ, среди детей в возрасте 0–60 мес [7].

Вирионы РСВ плеоморфны: различают сфе-
рические формы с диаметром 100–350 нм и ните-
видные длиной до 10 мкм и диаметром 60–200 нм 
[8, 9]. Генетический материал РСВ представлен 
одноцепочечной РНК с отрицательной полярно-
стью размером 15,2 т. н. Геном РСВ несегменти-
рован и содержит 10 открытых рамок считывания, 
кодирующих 9 структурных и 2 неструктурных 
белка. Ген M2 содержит 2 открытые рамки считы-
вания и кодирует 2 белка: M2-1 и M2-2. Вирусная 
РНК упакована внутрь нуклеокапсида спирально-
го типа симметрии, представляющего собой рибо-
нуклеопротеиновый комплекс (РНП) (рисунок). 
 Репликация происходит с участием РНК-зависимой 
РНК-полимеразы, состоящей из большого L-белка 
и фосфопротеина P (кофактор L). В процессе транс-
крипции принимают участие P-, L- и M2-1-белки 
[10, 11]. РСВ относится к оболочечным вирусам, 
генетический материал которых окружён белковой 
оболочкой и липидным бислоем, приобретённым от 
клетки-хозяина в процессе сборки вируса и его от-
почковывания. Матриксный белок M располагается 
между капсидом и внешним липидным бислоем.  
Во внешний липидный бислой встроены интеграль-
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ный мембранный белок-слияния F, белок прикре-
пления G и малый гидрофобный SH белок. Белок 
F относится к гликопротеинам I класса. Его основ-
ная функция — обеспечение проникновения вируса  
в клетку-мишень. До взаимодействия с клеткой- 
мишенью белок F находится на поверхности РСВ 
в конформации «до слияния» (pre-F) и приобретает 
конформацию «после слияния» (post-F) вследствие 
слияния вирусной и клеточной мембран [12]. 

Белок M2-2 участвует в процессах репликации 
и транскрипции [13]. Белки NS1 и NS2 не входят 
в состав вириона, их основная роль заключается в 
том, что они выступают в качестве антагонистов 
α-/β-интерферонов, которые вырабатываются ор-
ганизмом человека в ответ на вирусную инфекцию 
[14, 15]. 

Прототипы вакцин против РСВ
Впервые РСВ был обнаружен в 1956 г. [17], 

и уже более 60 лет ведутся работы по созданию 
вакцины против РСИ. Успешный опыт по созда-
нию формалин-инактивированных вакцин против 
полио миелита, кори и парагриппа был применён 
и для создания первых вакцин против РСВ, однако 
попытки оказались неудачными и требовались но-
вые подходы к этой проблеме. 

Большинство вакцин против РСВ разрабаты-
ваются на основе одного из самых консервативных 
белков РСВ — F, поскольку именно этот поверх-
ностный белок является антигенной мишенью для 
вируснейтрализующих антител [18]. Получили раз-
витие подходы, в которых F-белок стабилизирован 
в форме pre-F либо в форме post-F [19, 20]. Одна-

ко чаще разработчики выбирают pre-F, поскольку 
вируснейтрализующие антитела индуцируются в 
большем количестве именно к этой форме F-белка 
в условиях естественной инфекции или иммуниза-
ции [21]. 

История создания вакцин против РСВ
В 1950-х гг. одним из успешных приёмов бы-

ло признано получение вакцин путём инактивации 
вируса формалином [22]. В США в 1960-х гг. бы-
ли проведены сначала пилотные испытания фор-
малин-инактивированной вакцины против РСВ  
(ФИ-РСВ) на младенцах, а затем крупномасштаб-
ные клинические испытания этой вакцины в груп-
пе детей разных возрастов. Самая молодая когор-
та включала детей в возрасте 2–7 мес. В опытной 
группе дети (в возрасте от 4 мес до 10 лет) получа-
ли 2 дозы ФИ-РСВ внутримышечно, а в контроль-
ных группах — трёхвалентную вакцину против па-
рагриппа [23]. У 68% вакцинированных ФИ-РСВ 
наблюдали 4-кратное увеличение уровня антител к 
РСВ по сравнению с контрольными группами [23].  
В сезон циркуляции РСВ дети, получавшие  
ФИ-РСВ, болели тяжелее (7,9%), чем в группе 
контроля (4,7%) [23]. Усиление протекания за-
болевания наблюдали у детей младше 2 лет [23].  
В другом исследовании участвовали дети в воз-
расте 2–7 мес; после вакцинации ФИ-РСВ наблю-
дали прирост нейтрализующих антител в 6 раз по 
сравнению с группой контроля [24]. В последую-
щий за вакцинацией зимний период (1966/1967 гг.)  
в группе вакцинированных ФИ-РСВ детей забо-
лел 21 ребёнок из 30 при естественном столкнове-

Структура РСВ. 
Геном РСВ несегментирован, с отрицательной полярностью размером 15,2 т. н., кодирует 11 вирусных белков. Вирусная оболочка 

РСВ содержит 3 трансмембранных гликопротеина: белок прикрепления G, белок слияния F и малый гидрофобный белок SH.  
С внутренней стороны вирусной оболочки расположен матриксный белок M. Вирусная РНК инкапсулирована нуклеопротеином (N) 
и большим белком (L). Фосфопротеины P и M2-1 опосредуют транскрипцию вирусной РНК. M2-2 регулирует синтез вирусной РНК. 

Рисунок адаптирован из [16].
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нии с РСВ, тогда как в группе контроля — в 5% 
случаев. Шестнадцати детям из группы ФИ-РСВ 
потребовалась госпитализация, 2 младенца погиб-
ли [24]. При сравнении результатов испытаний сре-
ди разных возрастных групп установлено, что дети 
из самой младшей группы в наибольшей степени 
подвержены риску тяжёлого протекания заболева-
ния при иммунизации ФИ-РСВ в случае естествен-
ного заражении РСВ. Установлено, что развитие 
вакцин-индуцированного усиления протекания за-
болевания было вызвано тем, что детей первично 
иммунизировали ФИ-РСВ. Один из аргументов за-
ключался в том, что у детей, ранее болевших РСВ, 
после иммунизации ФИ-РСВ не развивалось со-
стояние иммунопатологии после заражения РСВ.  
Согласно другому аргументу, при внутримышеч-
ном введении живого РСВ РСВ-наивному ребёнку 
не наблюдается защитный эффект от вакцинации, 
однако и не развивается состояние иммунопато-
логии. Таким образом, при разработке вакцинных 
кандидатов против РСВ следует подробно охарак-
теризовать фенотип формирую щихся Т-клеток па-
мяти, а также В-клеток памяти с определённой ан-
тигенной специфичностью.

После неудачных клинических испытаний 
ФИ-РСВ начались попытки создания живой атте-
нуированной вакцины. Логика данной стратегии 
состоит в том, что при иммунизации РСВ будет 
реплицироваться исключительно в верхних дыха-
тельных путях, в результате чего синтезированный 
вирусный антиген будет подвержен внутриклеточ-
ному процессингу и презентации на поверхности 
антигенпрезентирующих клеток, что будет способ-
ствовать формированию сбалансированного Т- и 
B-клеточного иммунного ответа. При вакцинации 
младенцев иммунный ответ будет формироваться 
локально в слизистой оболочке дыхательных пу-
тей, где наблюдается низкий уровень материнских 
IgG-антител [25]. Основное преимущество исполь-
зования такой технологии — способ введения пу-
тём распыления в нос, рекомендованный к приме-
нению в педиатрии. 

На начальных этапах возникли определённые 
трудности при создании живых аттенуированных 
вакцин, связанные с особенностями культивиро-
вания РСВ, термолабильностью и его низкой жиз-
неспособностью. Живой аттенуированный РСВ 
может быть получен несколькими способами:  
с помощью многократного пассирования вируса 
при пониженной температуре, либо с помощью му-
тагенеза, который предполагает обработку вирусов 
специальными мутагенами, либо путём введения 
мутаций в «дикий» вирус. Для ослабления РСВ 
обычно проводят манипуляции в белках SH или 
G [26]. Однако клинические испытания вакцинных 
кандидатов, полученных с помощью мутагенеза, 
показали, что не удаётся достигнуть баланса меж-

ду достаточной жизнеспособностью вакцинного 
штамма и его иммуногенностью. В 1980-х гг. под 
руководством Н.П. Лещинской был модифицирован 
низкотемпературный штамм, полученный от про-
фессора П.М. Чанок (США), путём проведения до-
полнительных 16 последовательных пассажей при 
пониженной температуре. При интраназальной им-
мунизации данным вакцинным кандидатом детей  
в возрасте 1–2 лет наблюдали клинические реакции 
средней тяжести, которые коррелировали с 4-крат-
ным приростом специфических РСВ-антител.  
Высокие титры антител сохранялись лишь в тече-
ние 6–8 нед после вакцинации, а затем снижались 
до исходного уровня [27]. Таким образом, благодаря 
механизмам аттенуации не удалось получить гото-
вый вакцинный препарат, обеспечивающий под-
держание длительного защитного иммунитета. При 
этом не было показано развития вакцин-индуциро-
ванной патологии при применении живых аттенуи-
рованных вакцин. В связи с неудачей классических 
методов начали разрабатываться альтернативные 
методы получения вакцин против РСВ.

Современные подходы к разработке  
вакцин против РСВ

После неудачного клинического испытания 
ФИ-РСВ разработка вакцин в этом направлении за-
медлилась, поскольку новые кандидаты проходили 
тщательную проверку на безопасность. С другой 
стороны, привлечение новых подходов и техноло-
гий для борьбы с РСИ привели к заметным дости-
жениям в области вакцинопрофилактики.

Сведения о вакцинных кандидатах против РСВ, 
прошедших клинические испытания, подробно 
представлены во многих обзорах [28–31]. Отметим, 
что подобные обзоры следует обновлять каждый год 
в связи с актуальностью и важностью вопроса охва-
та вакцинацией групп населения, которым требуется 
вакцина против РСВ. Для доклинических испытаний 
по проверке эффективности и безопасности вакцин 
важно выбирать релевантные виды животных. В слу-
чае вакцин против РСВ необходимо целенаправлен-
но изучать модель вакцин-индуцированного усиле-
ния протекания заболевания. Эта проблема подробно 
рассмотрена в обзоре G. Zhang и соавт. [32]. Сово-
купность ряда показателей, характеризующих врож-
дённый и приобретённый иммунитет, которые связа-
ны с тяжестью протекания РСИ у разных животных, 
представлена в обзоре S.B. Drysdale и соавт. [33].  
В нашем обзоре собраны данные по испытаниям 
вакцинных кандидатов против РСВ на лабораторных 
животных, которые впоследствии тестировались на 
людях.

мРНК-вакцины
Альтернативой традиционным вакцинам 

служат вакцины на основе нуклеиновых кислот,  



242 243ЖУРНАЛ МИКРОБИОЛОГИИ, ЭПИДЕМИОЛОГИИ И ИММУНОБИОЛОГИИ. 2025; 102(2) 
DOI: https://doi.org/10.36233/0372-9311-675

ОБЗОРЫ

в частности, мРНК-вакцины. В их состав входят 
синтетические молекулы мРНК со структурой, по-
зволяющей синтезировать целевой белок антигена 
при попадании в клетку-мишень. При разработке 
мРНК-вакцин особое значение придаётся системам 
доставки мРНК, поскольку молекулы мРНК явля-
ются нестабильными и подвергаются разрушению 
внеклеточными рибонуклеазами. Чаще применя-
ют липидные наночастицы, но в настоящее время 
развиваются другие направления стратегии достав-
ки. Например, технология клеточно-проникающих 
пептидов, позволяющая доставлять мРНК прицель-
но в антигенпрезентирующие клетки для индукции 
эффективного иммунного ответа [34].

Вакцинный кандидат mRNA-1345 («Moderna 
Inc.», США) кодирует поверхностный антиген F 
в конформации pre-F, который доставляется с по-
мощью липидных наночастиц (LNP) [35]. Вак-
цина Spikevax («Moderna Inc.», США), исполь-
зуемая для иммунизации пациентов от 12 лет и 
старше против COVID-19, была разработана на 
основании результатов, полученных при исследо-
ваний mRNA-1345 [36]. В 2024 г. вакцинный кан-
дидат mRNA-1345 с названием mResvia был одо-
брен Управлением по санитарному надзору за ка-
чеством пищевых продуктов и медикаментов США 
(FDA) для иммунизации пациентов старше 60 лет. 
Изначально разработчик создал несколько вакцин-
ных кандидатов, содержащих мРНК, необходимых 
для получения экспрессии белка F в конформации 
pre-F (mRNA-1777 и mRNA-1172) [37, 38]. Вакцин-
ный кандидат mRNA-1345 был получен в резуль-
тате генетической модификации мРНК в составе 
mRNA-1172, проведённой для повышения экс-
прессии F-белка и изменения его распределения в 
инфицированных клетках [39, 40]. В 2023 г. были 
объявлены результаты III фазы клинических испы-
таний (ConquerRSV, NCT05127434) mRNA-1345 
(впоследствии mResvia), согласно которым эф-
фективность данной вакцины составила 83,7%.  
В исследовании оценивали клинический эффект от 
иммунизации в отношении двух симптомов, свя-
занных с заболеваниями нижнего респираторного 
тракта у людей, вызванными РСИ [41]. В настоя-
щее время ведутся клинические испытания вак-
цинного кандидата mRNA-1345 на детях в возрасте 
от 5 мес до 2 лет (NCT05743881). Проводятся кли-
нические испытания на безопасность и эффектив-
ность mRNA-1345 у иммунизированных беремен-
ных и рождённых ими младенцев (NCT06143046).

В 2024 г. начались исследования I фазы кли-
нических испытаний первой в мире двухвалентной 
мРНК-вакцины IN006 («InnoRNA», Китай), одо-
бренной не только Национальным управлением по 
контролю за лекарственными средствами Китая, но 
и FDA. Данная мРНК-вакцина нацелена на экспрес-
сию F-белка в конформации pre-F обоих серотипов 

РСВ — А и B. В качестве системы доставки исполь-
зуются липидные наночастицы1.

В настоящее время проводятся исследования  
I и II фаз клинических испытаний вакцинных 
кандидатов мРНК-вакцины LNP CL-0059 и LNP  
CL-0137 против РСВ («Sanofi», Франция). В описа-
нии исследования сообщается, что тестируются две 
разные липидные наночастицы для доставки мРНК 
(NCT05639894).

Векторные вакцины
Основу векторных вакцин составляют векто-

ры-носители для доставки антигенов РСВ в клет-
ки-мишени и индукции иммунного ответа в отно-
шении антигенов вируса, находящихся во вставке. 
В настоящий момент клинические испытания про-
ходят вакцины против РСВ, в которых в качестве 
вектора используются модифицированные вирусы 
осповакцины Анкара (MVA), аденовирусы, вирусы 
парагриппа крупного рогатого скота, вирус Сендай 
и вирусы гриппа.

В исследованиях Института эксперименталь-
ной медицины (Россия) в качестве вектора вы-
ступает живая гриппозная вакцина (ЖГВ). Три 
поли эпитопные кассеты РСВ отобраны для инте-
грирования в геном аттенуированного вируса грип-
па [42]. Первая кассета содержит фрагмент F243–294,  
с антигенным сайтом II F-белка РСВ, с которым свя-
зываются моноклональные антитела Паливизумаб. 
Две другие кассеты нацелены преимущественно 
на активацию цитотоксических Т-лимфоцитов при 
вакцинации и представлены эпитопами в составе 
белка М2-1 РСВ. 

В экспериментах на лабораторных мышах вы-
явлено, что рекомбинантные вакцинные штаммы 
ЖГВ, кодирующие полиэпитопную Т-клеточную 
кассету, индуцируют развитие устойчивого, полно-
стью функционального РСВ-специфического си-
стемного и локального CD8+-Т-клеточного иммун-
ного ответа, обеспечивающего защиту иммунизи-
рованных животных от размножения РСВ в лёгких. 
Доказано, что иммунизация Т-клеточной векторной 
вакциной вызывает образование тканерезидентных 
Т-клеток памяти к встроенному иммунодоминантно-
му CD8+-Т-клеточному эпитопу [43]. В то же время 
обнаружено, что встраивание фрагмента РСВ F243–294 
в молекулу HA вируса гриппа является недостаточ-
ным для индукции защитных уровней РСВ-специ-
фических антител у мышей. Однако иммунизация 
таким химерным вирусом препятствует развитию 
РС-индуцированной лёгочной патологии [44].

В НИИ гриппа им. А.А. Смородинцева (Рос-
сия) разработчики используют в качестве вектора 

1 Innorna Announces First Participant Dosed in Phase 1 Clinical 
Trial of Investigational Bivalent RSV mRNA Vaccine IN006; 
2024. Available at: https://innorna.com/news/330.html
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для доставки трансгена F-белка РСВ, содержаще-
го антигенные сайты II и IV, модифицированный 
вирус гриппа A/PR/8/34, ослабленный за счёт уко-
рочения NS1-белка до 124 аминокислотных остат-
ков [45]. Полученный вакцинный кандидат RSV/
Flu-01E прошёл I фазу клинических испытаний 
(NCT05970744) на добровольцах двух возраст-
ных групп — 18–59 лет и пожилых старше 60 лет  
и II фазу клинических испытаний на добровольцах 
старше 60 лет.

Вакцинный кандидат MVA-BN-RSV 
(«Bavarian Nordic A/S», Дания) сконструирован на 
основе модифицированного вируса осповакцины 
Ankara (MVA). Рекомбинантный вацинный штамм 
MVA экспрессирует F- и G-белки обоих подтипов  
(A и B) РСВ, а также N- и M2-белки РСВ. Резуль-
таты фазы I клинических испытаний показали, что 
иммунизация MVA-BN-RSV индуцировала выра-
ботку гуморального и клеточного иммунного отве-
та против РСВ у людей в возрасте 18–65 лет [46].  
Во II фазе клинических испытаний (NCT02873286) 
установлено, что MVA-BN-RSV хорошо переноси-
лась иммунизированными людьми старше 55 лет 
и приводила к формированию стойкого иммунного 
ответа, сохраняющегося в течение как минимум 
6 мес после однократного введения вакцины. По 
результатам второй иммунизации, проведённой 
через год после первой, выявлено, что уровень 
Т-клеточного иммунного ответа выше или схож с 
тем, который наблюдался после первой иммуни-
зации [47]. Однако в ходе III фазы клинических 
испытаний эффективности у лиц старше 60 лет 
было признано, что иммунизация MVA-BN-RSV 
не достигла конечной точки исследования и не-
эффективна2.

В исследовании RSV001 (NCT01805921) были 
изучены две рекомбинантные вакцины: PanAd3-
RSV и MVA-RSV («ReiThera», Италия). PanAd3-
RSV была разработана на основе аденовируса обе-
зьян, MVA-RSV — на основе модифицированного 
вируса коровьей оспы Ankara [48, 49]. В качестве 
антигенов РСВ использовали белки: F (F0 ΔTM — 
полноразмерный, F — без трансмембранного доме-
на), N и M2-1, которые доставляются в клетку-ми-
шень аденовирусным вектором обезьян с дефектом 
репликации (PanAd3) либо MVA-вектором [50]. 
Вакцинные кандидаты PanAd3-РСВ и MVA-РСВ, 
вводимые в разных комбинациях разными спосо-
бами (внутримышечное и интраназальное введе-
ние PanAd3, внутримышечное — MVA), хорошо 
переносились и были иммуногенны у взрослых 
людей (18–50 лет) [51]. В исследовании RSV001 
(NCT01805921) у пожилых лиц (60–75 лет) фикси-

2 Bavarian Nordic. Bavarian Nordic Provides Update on RSV 
Vaccine Program. URL: https://www.bavarian-nordic.com/
investor/news/news.aspx?news=6808

ровалась индукция гуморального и клеточного им-
мунного ответа после иммунизации [52]. 

Вакцинный кандидат VXA-RSV-f («Vaxart», 
США) разработан на основе аденовируса 5-го под-
типа, экспрессирующего F-белок РСВ и молекуляр-
ный адъювант в виде двухцепочечной РНК [53].  
I фаза клинических испытаний (NCT02830932) бы-
ла проведена на людях в возрасте 18–49 лет и закон-
чилась в 2018 г.3 Результаты до настоящего времени 
не опубликованы.

Вакцинный кандидат Ad26.RSV.Pre-F («Jans-
sen», Бельгия) сконструирован на основе адено-
вируса 26-го типа, экспрессирующего F-белок в 
конформации pre-F [54]. В I и II фазах клинических 
испытаний (NCT03502707) на пожилых (старше 
60 лет) были опробованы разные схемы введения 
вакцины, в том числе в сочетании с рекомбинант-
ным F-белком. У иммунизированных по комби-
нированной схеме людей наблюдалась более ин-
тенсивная выработка гуморального и клеточного 
иммунного ответа по сравнению с группой, кото-
рой вводили только Ad26.RSV.preF [55]. Во II фазе 
(NCT03339713) клинических испытаний оценива-
ли сочетанное введение Ad26.RSV.preF и вакцины 
против сезонного гриппа («Fluarix», GSK). Показа-
но, что у пожилых людей (старше 60 лет) вакцина 
продемонстрировала приемлемый профиль без-
опасности и отсутствие признаков иммунной ин-
терференции [56]. В ходе I/a фазы (NCT03303625) 
клинических испытаний Ad26.RSV.Pre-F показано, 
что благодаря иммунизации у РСВ-серопозитивных 
детей в возрасте 12–24 мес и взрослых (18–50 лет)  
вырабатываются РСВ-специфические нейтрали-
зую щие антитела, сохраняющиеся в течение 7 мес. 
Кроме того, иммунизированные Ad26.RSV.Pre-F 
были менее подвержены заражению РСВ в есте-
ственных условиях [57].

ChAd155-RSV («GlaxoSmithKline», Велико-
британия) разработана на основе аденовируса-155 
шимпанзе и кодирует белки РСВ F, N и М2-1 [58]. 
Вакцинный кандидат был предварительно проте-
стирован на телятах, у которых механизмы иммун-
ного ответа на РСИ наиболее приближены к детям. 
После вакцинации телят индуцировались нейтра-
лизующие антитела к РСВ, отсутствовали признаки 
вакцин-индуцированного усиления заболевания и 
была продемонстрирована защита против бычьего 
РСВ [59]. В ходе I/II фазы клинических испытаний 
(NCT02927873) РСВ-серопозитивных детей в воз-
расте 12–23 мес иммунизировали ChAd155-RSV 
и наблюдали в течение 2 лет после вакцинации.  
В результате отмечалось дозозависимое увеличение 
титров нейтрализующих антител к РСВ [60]. 

3 ClinicalTrials.gov. Dose-Ranging Trial of Safety & Immuno-
genicity of an Oral Adenoviral-Vector Based RSV Vaccine (VXA-
RSV-f). URL: https://clinicaltrials.gov/study/NCT02830932
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По опубликованным результатам I/II фазы 
клинических испытаний (NCT03636906) ChAd155-
RSV на детях в возрасте 6–7 мес показано, что 
иммунизация вызывала индукцию гуморального 
иммунного ответа у иммунизированных, при этом 
не развивались признаки вакцин-индуцированного  
усиления заболевания [61].

Вакцинный кандидат MEDI-534 («Med Immu-
ne», в данный момент «AstraZeneca», США) раз-
работан на основе химерного вируса парагриппа 
для крупного рогатого скота и человека третьего 
типа (PIV3), экспрессирующего F-белок РСВ [62]. 
В I фазе клинических испытаний (NCT00345670)  
с участием детей, ранее болевших РСВ, эта живая 
аттенуированная интраназальная вакцина была безо-
пасной, но иммуногенность была очень низкой [63]. 
Однако при тестировании на младенцах, серонега-
тивных к РСВ, являющихся целевой популя цией для 
этой вакцины, MEDI-534 хорошо переносилась им-
мунизированными и индуцировала иммунный от-
вет против РСВ примерно в 50% случаев, а против 
вектора PIV3 — во всех случаях [64]. 

Вакцинный кандидат SeVRSV (NIAID, США) 
представляет собой способный к репликации ви-
рус Сендай, штамм мышиного парагриппа перво-
го типа (PIV-1), который экспрессирует F-белок 
РСВ. На основании I фазы клинических испытаний 
(NCT03473002) выявлено, что иммунизация SeVRSV 
людей в возрасте 18–45 лет приводит к формирова-
нию низкого уровня иммунного ответа к РСВ. Этот 
факт объясняется наличием предсуществующего им-
мунитета в этой возрастной группе к вектору [65].

Живая аттенуированная вакцина
Существует несколько подходов к созданию 

живых аттенуированных вакцин против РСВ.  
В основе традиционного подхода лежит чувстви-
тельность вируса к определённым температурам 
репродукции или к воздействию химических аген-
тов. Альтернативный подход базируется на исполь-
зовании методов обратной генетики для получения 
ослабленного репликационно-компетентного виру-
са. Вакцины, разработанные при помощи методов 
обратной генетики, тестировались на младенцах в 
возрасте от 4 нед [66, 67]. Живые аттенуированные 
вакцины рассматриваются как безопасные для детей, 
ранее не болевших РСВ, поскольку их использова-
ние не вызывает вакцининдуцированного усиления 
протекания заболевания после инфицирования РСВ 
[24, 68]. Кроме этого, живые аттенуированные вак-
цины обычно выпускают в виде назальных капель. 
Попадая в дыхательные пути, они реплицируются в 
них, независимо от наличия материнских антител, 
обеспечивая формирование как гуморального, так и 
клеточного иммунного ответа [69, 70]. 

Одним из способов получения аттенуирован-
ного штамма РСВ является делеция гена SH. Таким 

образом были разработаны несколько вариантов 
вакцин.

Вакцинный кандидат rA2cp248/404/1030∆SH 
сконструирован с несколькими температурочув-
ствительными мутациями, с мутациями, полу-
ченными при пассировании вируса при низкой 
температуре, и с делецией гена SH. При исследо-
вании иммуногенности rA2cp248/404/1030∆SH на 
РСВ-серонегативных детях в возрасте 1–2 мес от-
мечена высокая иммуногенность вакцины. Вакцин-
ный кандидат был слабо иммуногенным у РСВ-се-
ропозитивных детей и взрослых [67].

Вакцинный кандидат MEDI-559 («MedIm mu-
ne», в данный момент «AstraZeneca», США) от-
личается от предыдущего кандидата наличием 39 
молчащих нуклеотидных замен [71]. Оба вакцинных 
кандидата — rA2cp248/404/1030∆SH и MEDI-559 — 
были протестированы на здоровых детях в возрасте 
5–24 мес, ранее не болевших РСВ. Однако по резуль-
татам исследований была обнаружена недостаточ-
ная генетическая стабильность обоих кандидатов, 
склонность к реверсии отдельных точечных мута-
ций, приводящих к снижению температурной чув-
ствительности, которая наблюдалась у более трети 
изолятов вакцинного вируса [71, 72].

Вакцинный кандидат RSVcps2 (NIAID, NIH/
Wyeth, США) представляет собой стабилизирован-
ную версию вакцины MEDI-559. Согласно результа-
там I фазы клинических испытаний (NCT01852266 
и NCT01968083) на детях в возрасте 6–24 мес, 
RSVcps2 хорошо переносится и обладает умерен-
ной иммуногенностью [73].

Аттенуированного фенотипа живой вакцины 
можно добиться с помощью делеции гена M22 
РСВ. Делеция M22 приводит к сдвигу в програм-
ме синтеза вирусной РНК, что увеличивает уровень 
транскрипции вирусной РНК и экспрессию вирус-
ного антигена, но снижает репликацию вирусного 
генома [74].

Оценивали два вакцинных кандидата MEDI/
ΔM2-2 (NIAID, США) и LID/ΔM2-2 (NIAID, США) 
[75, 76]. Оба варианта содержат делецию M22, 
оба получены из разных производных кДНК РСВ 
одного подтипа A2, отличающихся на 21 нукле-
отидную последовательность, расположенную в 
разных местах генома. У вакцинного кандидата  
LID/ΔM2-2 удалены нетранслируемые области гена 
SH и добавлены молчащие замены (сайлент мута-
ции) в SH-белок РСВ. Внесённые мутации не влия-
ют на фенотип собранного вируса, что подтвержда-
ется экспериментами на мышах [77]. Вакцинация 
обоими кандидатами стимулировала выработку 
РСВ-нейтрализующих антител, при этом LID/ΔM2-2  
считалась более эффективной, поскольку обеспе-
чивала небольшое увеличение репликации. В сред-
нем пиковое значение титра вируса, выделяемого 
вакцинированными, было в 100 раз выше у тех, кто 
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получил LID/ΔM2-2 [75, 76]. В связи с этим было 
предложено модифицировать вакцинный кандидат 
LID/ΔM2-2 путём внесения либо дополнительной 
мутации в L-белок, вызывающей температурочув-
ствительность, либо 5 точечных мутаций в белки 
N, F и L, которые ранее были обнаружены в атте-
нуированном штамме РСВ и связаны с адапта-
цией к пониженной температуре. Из-за активной 
репликации кандидат LID/ΔM2-2 был модифици-
рован. Однако впоследствии вакцинный кандидат  
LID/cp/ΔM2-2 оказался гиператтенуированным, 
имел низкий инфекционный титр и стимулировал 
выработку антител лишь у части участников клини-
ческих испытаний [76]. 

Вакцинный кандидат LID/ΔM2-2/1030s был 
создан путём добавления генетически стабилизиро-
ванной мутации 1030s. По результатам I фазы кли-
нических испытаний (NCT02237209, NCT02040831) 
на детях в возрасте 6–24 мес был установлен вы-
сокий титр нейтрализующих антител у иммунизи-
рованных, который, по экспертным оценкам, был 
клинически эквивалентным титру антител, образу-
ющихся при натуральной РСИ [78].

Модифицированный вакцинный кандидат на 
основе LID — D46/NS2/N/ΔM2-2-HindIII был скон-
струирован так, чтобы добиться сходного фенотипа 
с кандидатом MEDI/ΔM2-2. В целом он оказался бо-
лее аттенуированным по сравнению с LID/ΔM2-2,  
но демонстрировал высокие значения вирусных ти-
тров [76].

В исследованиях, проведённых С.С. Stobart и 
соавт., показано, что рекомбинантный штамм РСВ 
OE4 (RSV-A2-dNS1-dNS2-ΔSH-dGm-Gsnull-line19F) 
с повышенным уровнем антигена F в конформации 
pre-F демонстрирует термостабильность и иммуно-
генность, несмотря на сильную аттенуацию в дыха-
тельных путях хлопковых крыс [79].

Другая многообещающая стратегия заклю-
чается в делециях NS1 и NS2, которые нарушают 
TGFβ-сигнальный путь клетки хозяина, преобразуя 
иммунный ответ с целью повышения репликации 
вируса [80, 81]. 

В результате I фазы клинических испытаний 
фазы (NCT03227029 и NCT03422237) вакцинно-
го кандидата RSV/ΔNS2/Δ1313/I1314L («Sanofi», 
Франция) установлены иммуногенность и защит-
ная эффективность вакцины у РСВ-серонегатив-
ных детей в возрасте 6–24 мес [82]. В настоящее 
время проходит III фаза клинических испытаний 
(NCT06252285) вакцинного кандидата RSV/ΔNS2/
Δ1313/I1314L, в которой принимают участие 6300 
детей в возрасте 6–22 мес.

Субъединичные вакцины
Большинство разрабатываемых субъединич-

ных вакцин против РСВ содержат поверхностный 
F-белок в конформации pre-F [83]. Повышение 

иммуногенности таких вакцин достигается ис-
пользованием адъювантов либо проведением мно-
гократных иммунизаций [84]. Принимая во вни-
мание состав субъединичных вакцин и учитывая 
неудачу клинических испытаний ФИ-РСВ, особое 
внимание уделяют безопасности. Установлено, что 
иммунизация ФИ-РСВ приводит к недостаточной 
выработке антител с нейтрализующей активностью. 
Последующие признаки вакцин-индуцированно-
го усиления заболевания объясняются в том числе 
слабой стимуляцией Toll-подобных рецепторов в 
B-клетках, что влечёт за собой отсутствие процес-
са аффинного созревания антител [85]. Таким об-
разом, созревание аффинности вследствие стимуля-
ции Toll-подобных рецепторов является ключевым 
фактором, помогающим предотвратить состояние 
вакцин-индуцированного усиления заболевания.  
В настоящее время субъединичные вакцины разраба-
тываются для беременных, пожилых и подростков, 
которые ранее болели РСВ, чтобы снизить риск раз-
вития вакцин-индуцированного заболевания [30, 86].

Вакцинный кандидат DS-Cav1 (NIAID, США) 
создан на основе F-белка в конформации pre-F [87]. 
В ходе I фазы клинических испытаний DS-Cav1 на 
взрослых в возрасте 18–50 лет (NCT03049488) об-
наружено, что у иммунизированных наблюдался 
прирост РСВ-F-специфических антител с нейтра-
лизующей активностью. При этом уровень ней-
трализующих антител был выше базового уровня 
на протяжении 10 мес после иммунизации [88].  
В данном исследовании в качестве адъюванта ис-
пользовали гидроксид алюминия.

Вакцинный кандидат DepoVax-RSV или DPX-
RSV («ImmunoVaccine Technologies Inc.», Канада) 
разработан на основе эктодомена белка SH (SHe) 
РСВ. Этот пептид вводится с адъювантом DepoVax, 
благодаря которому обеспечивается длительное 
воздействие антигена на иммунную систему. Со-
гласно результатам I фазы клинических испытаний 
(NCT02472548), после введения DPX-RSV у им-
мунизированных людей в возрасте 50–64 лет был 
зафиксирован прирост анти-SHe-специфических 
антител [89].

В мае 2023 г. FDA одобрило первую вакци-
ну Arexvy («GlaxoSmithKline», Великобритания) 
для людей старше 60 лет. Эта вакцина содержит 
F-белок РСВ в конформации pre-F и вводится вме-
сте с адъювантом AS01E для обеспечения защит-
ного эффекта в отношении РСВ подтипов A и B. 
По результатам I фазы клинических испытаний 
(NCT03814590 и NCT04090658) Arexvy на людях в 
возрасте 60–80 лет установлено, что иммунизация 
способствовала образованию РСВ-специфических 
IgG-антител, нейтрализующих антител и CD4+-Т-
клеток. которые обнаруживались у иммунизиро-
ванных спустя год [90, 91]. По результатам II фазы 
клинических испытаний (NCT04657198) зафикси-
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ровано повышение эффективности иммунизации 
после ревакцинации участников исследования спу-
стя 1,5 года после первой иммунизации [92]. В пе-
риод с 2023 г. по июнь 2025 г. было анонсировано 
2b рандомизированное открытое исследование эф-
фективности и безопасности Arexvy. Участниками 
исследования стали люди в возрасте 18 лет и стар-
ше, перенёсшие трансплантацию лёгких или почек,  
а также подверженные повышенному риску забо-
леваний нижних дыхательных путей в сравнении 
со здоровыми людьми в возрасте 50 лет и старше 
(NCT05921903). В одном из исследований в рамках 
III фазы клинических испытаний (NCT04732871) 
сообщалось об увеличении титра нейтрализующих 
антител к РСВ и о случаях нежелательных явлений, 
вызванных иммунизацией [93]. По последним опу-
бликованным данным III фазы клинических испы-
таний (NCT04886596) оценена эффективность им-
мунизации Arexvy у 24 967 участников в течение 2 
эпидемиологических сезонов циркуляции РСВ. Эф-
фективность иммунизации Arexvy составила около 
67,2% в отношении заболеваний нижнего респира-
торного тракта и около 78,8% в отношении тяжёлой 
формы протекания заболеваний нижних дыхатель-
ных путей, вызванных РСВ [94].

На основании промежуточных результатов 
III фазы клинических испытаний (NCT05035212) 
была одобрена ещё одна субъединичная вакцина для 
профилактики РСИ у пожилых — Abyrsvo («Pfizer», 
США), в состав которой входит F-белок РСВ в 
конформации pre-F. По результатам I фазы клини-
ческих испытаний Abyrsvo у иммунизированных 
вырабатывались РСВ-специфические IgG-антитела 
к A- и B-штаммам РСВ [95]. Во II фазе клиниче-
ских испытаний Abyrsvo тестировалась на небере-
менных и беременных женщинах (NCT04071158 и 
NCT04032093). Недавно завершилось клиническое 
исследование III фазы (NCT04424316) у беремен-
ных женщин. Установлено, что РСВ-ассоцииро-
ванные заболевания у младенцев, рождённых у им-
мунизированных во время беременности матерей, 
выявлялись реже, чем у неиммунизированных [96]. 
В рамках III фазы клинического исследования 
RENOIR (NCT05035212) определено, что эффек-
тивность профилактики заболеваний нижних дыха-
тельных путей, вызванных РСВ, составляет около 
66,7% [97]. В рамках клинического исследования 
III фазы MONET (NCT05842967) иммунизировали 
людей в возрасте 18–59 лет с хроническими забо-
леваниями, подверженных риску развития РСИ  
в тяжёлой форме. Вакцина хорошо переносилась, 
была безопасной и иммуногенной [98]. В целом, 
показатели РСВ-специфических нейтрализующих 
антител у иммунизированных из исследования 
MONET были не ниже, чем у иммунизированных 
пожилых старше 60 лет из исследования RENOIR 
(NCT05035212).

Вакцины на основе вирусоподобных частиц
Вакцины на основе вирусоподобных частиц 

принято считать одним из подклассов субъединич-
ных вакцин. Эти вакцины синтезируются путём са-
мосборки наночастиц, которые экспонируют на  своей 
поверхности множественные копии выбранного ви-
русного антигена. Высокий уровень гуморального и 
клеточного иммунного ответа достигается благодаря 
не только многократному повторению участков анти-
гена, но и иммуностимулирующим свойствам матри-
цы для иммобилизации наночастиц [99]. Отсутствие 
вирусного генома в составе этих вакцинных канди-
датов делает их безопасными ввиду неспособности 
воспроизводить жизнеспособные вирионы.

Вакцинный кандидат ResVax («Novavax», 
США) создан на основе F-белка РСВ и представ-
ляет собой вакцину на основе вирусоподобных 
частиц. Вакцина разрабатывается для защиты мла-
денцев путём вакцинации будущих матерей, детей 
в возрасте от 6 мес до 5 лет и пожилых лиц старше 
60 лет. В результате II фазы клинических испыта-
ний (NCT02247726) установлено, что иммунизация 
здоровых беременных женщин вызывала выработ-
ку нейтрализующих антител к РСВ, которые эффек-
тивно передавались новорождённым [100]. Успе-
хи этого этапа исследований позволили включить 
вакцинный кандидат ResVax в программу иссле-
дований PREPARE (многоцентровое, рандомизи-
рованное, плацебо-контролируемое исследование 
III фазы, NCT02624947). В рамках клинического 
исследования велись наблюдения за младенцами, 
рождёнными в самом начале эпидемического сезо-
на циркуляции РСВ от матерей, иммунизированных 
ResVax в III триместре [101]. Оказалось, что имму-
низация ResVax не была эффективной. Несмотря на 
это, было заявлено, что благодаря использованию 
ResVax удалось снизить на 44% случаи госпита-
лизаций у детей, связанных с инфекциями нижних 
дыхательных путей, вызванными РСВ. Кроме того, 
было зафиксировано снижение РСВ-специфиче-
ских заболеваний нижних отделов респираторного 
тракта на 39,4% и снижение РСВ-ассоциированной 
гипоксемичной дыхательной недостаточности у 
младенцев младше 3 мес на 58,8% [101].

Вакцинный кандидат SynGEM («Virtuvax», 
Нидерланды) представляет собой мукозальную вак-
цину, содержащую F-белок в конформации pre-F, 
связанный с бактериоподобными частицами, полу-
ченными из Lactococcus lactis. Благодаря бактерио-
подобным частицам вакцинный антиген РСВ пред-
стает в более естественной конформации, а также 
наблюдается усиленный иммунный ответ в отноше-
нии РСВ [102]. Клинические испытания вакцины 
без адъюванта были неэффективны в группе пожи-
лых. Вакцинация способствовала снижению на 61% 
случаев госпитализации пожилых с хронической 
обструктивной болезнью лёгких. По результатам  
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I фазы клинических испытаний у иммунизирован-
ных лиц не наблюдался прирост нейтрализующих 
антител в сыворотках крови, которые распознают 
эпитопы в составе уникального Ø сайта F-белка 
[103, 104]. Тем не менее вакцина индуцировала вы-
работку паливизумаб-подобных антител. В настоя-
щее время клинические испытания данной вакцины 
приостановлены.

Вакцинный кандидат V-306 («Virometrix», 
Швейцария) содержит пептид, состоящий из миме-
тиков F-белка РСВ, имитирующих антигенный сайт 
II. Пептид конъюгирован с синтетическими наноча-
стицами, изготовленными из самоорганизую щихся 
липопептидов. В ходе I фазы клинических испы-
таний (NCT04519073) установлено, что вакцина 
V-306 безопасна и иммуногенна для здоровых жен-
щин в возрасте 18–45 лет [105].

Заключение
РСВ является причиной тяжёлых респиратор-

ных заболеваний у детей 1-го года жизни, людей  
с ослабленным иммунитетом и пожилых лиц [106, 
107]. Клиническая картина протекания РСИ прояв-
ляется по-разному — от лёгких инфекций верхних 
и нижних дыхательных путей до пневмоний и брон-
хиолитов у детей. 

На настоящий момент FDA одобрило исполь-
зование 3 вакцин для профилактики РСИ у людей. 
Двухвалентная субъединичная вакцина Abrysvo 
(«Pfizer», США) одобрена для использования у бе-
ременных и пожилых людей. Субъединичная вак-
цина Arexvy («GlaxoSmithKline», Великобритания) 
и мРНК-вакцина mRESVIA («Moderna», США) раз-
решены для применения у людей старше 60 лет.

Продолжаются разработки и исследования эф-

фективности вакцин против РСВ для детей, пред-
ставляющих основную целевую группу. В данном 
случае к основным проблемам относят необходи-
мость вакцинировать младенцев на раннем этапе 
(2–4 мес), выявленный эффект усиления протека-
ния заболевания, связанный с введением ФИ-РСВ  
с адъювантом квасцов, трудности в достижении 
требуемых показателей профилактической эффек-
тивности. Долгое время единственным специфи-
ческим средством лечения РСИ являлся препарат 
моноклональных антител Паливизумаб, обычно 
назначаемый лицам, подверженным высокому ри-
ску развития тяжёлых форм заболевания. В данном 
случае значимым фактором является высокая сто-
имость курса лечения этим препаратом, что делает 
его недоступным в странах с наибольшим ущербом 
от РСВ [108]. 

В 2022–2023 гг. был одобрен препарат моно-
клональных антител Нирсевимаб («AstraZeneca», 
Великобритания; «Sanofi», Франция), рекомендо-
ванный для назначения детям в случаях тяжёлого 
протекания РСИ и её осложнениях [109]. 

На данный момент разрабатываются вакцины 
для женщин репродуктивного возраста и беремен-
ных с целью защиты когорты наивных младенцев, а 
также для защиты пожилых лиц и детей. На разных 
фазах клинических испытаний находятся вакци-
ны на основе вирусоподобных частиц, векторные, 
субъединичные и живые аттенуированные вакцины.

Актуальные сведения о вакцинных кандида-
тах, находящихся на стадии доклинических иссле-
дований, представлены в табл. 1. Сведения о кан-
дидатах, изученных в разных фазах клинических 
испытаний, суммированы в табл. 2.

Таблица 1. Результаты доклинических испытаний вакцинных кандидатов против РСВ

Вакцина  
(разработчик)

Состав вакцины 
(адъювант)

Животные  
(путь введения) Исследование и результаты Источник

Живые аттенуированные вакцины

RSV-MinL4•0 
(«Codagenix», 
США)

RSV-Min L — 
вакцинный 

кандидат, полу-
ченный при по-
мощи внесения 

«молчащих» 
мутаций  

(кодонная  
деоптимизация)

(без  
адъюванта)

Африканские зе-
лёные мартыш-

ки (и.н. + и.т.)

RSV-MinL4•0 более аттенуирован, чем РСВ A2, при введении  
2 × 106 БОЕ (по 106 и.н. и и.т.): значение пиковых вирусных титров 

в мазках из трахеи в группе иммунизированных RSV-MinL4  
в 100 раз меньше, чем в группе wt РСВ. При заражении РСВ А2  
в дозе 2 × 106 БОЕ на 104-й день эксперимента выявили защит-
ный потенциал RSV-MinL4•0: пиковые значения по выделению 

вируса на 6-й день в мазках из трахеи и из ротоглотки были  
в 1000 и в 100 раз меньше, чем в группе наивных мартышек  

соответственно

[110]

IT-RSVΔG 
(«Intravacc», 
Нидерланды)

Изолят 
РСВ штамм 
98-25147-X 

(pРСВ-X), у ко-
торого удалён 
ген, кодирую-
щий G-белок 

(ΔG) (без  
адъюванта)

Хлопковые 
крысы (и.н.)

рРСВ-X ΔG был более аттенуирован по сравнению с вектором  
рРСВ-X при введении 105 ТЦИД50: значение пиковых титров в лёг-
ких и носах было в 4–5 раз ниже, чем в группе рРСВ-X. Однократ-
ная вакцинация рРСВ-X ΔG защитила крыс от заражения вирусом 
РСВ-X в дозе 106 ТЦИД50: на 5-й день после челленджа вирус не 
обнаруживали в лёгких иммунизированных животных, тогда как 
в группе плацебо вирус размножался до 5 log10 ТЦИД50 в лёгких. 

Вакцинация рРСВ-X ΔG не приводила к развитию бронхолёгочной 
патологии, а гистопатологические признаки поражения были зна-

чительно снижены по сравнению с группой наивного контроля

[111]
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Состав вакцины 
(адъювант)

Животные  
(путь введения) Исследование и результаты Источник

MV-012–968 
(«Meissa», 
США)

RSV-A2-dNS1-
dNS2-ΔSH-
dGmGsnull-

line19F
кодонная 

деоптимизация 
генов NS1, NS2; 
удалён ген SH 
(ΔSH). F-белок 
в конформации 
«до слияния». 
В ген G вве-

дена точечная 
мутация (M48I) 
для подавления 

экспрессии 
секретируемой 
формы белка G 
(Gsnull). Мем-
браносвязыва-
ющая форма 

Gm подвергну-
та кодонной 
оптимизации 
(dGm) (без 
адъюванта)

Мыши BALB/c 
(и.н.)

При введении MV-012–968 в дозе 106 фокус-формирующих единиц 
(FFU) вирусная нагрузка в легких была достоверно ниже, чем  

у мышей, зараженных РСВ A2 и РСВ A2-19F. Вакцинация MV-012–
968 обеспечивала защиту мышей от заражения РСВ A2-line19F 

в дозе 105 БОЕ: в группе MV-012–968 вирус не выделялся спустя 
5 дней после челленджа. Продукция слизи в легких у кандидата 

MV-012–968 была достоверно ниже, чем у РСВ A2-line 19F и RSV 
A2-del-M2 на 5 сутки после челленджа

[79]

Хлопковые 
крысы (и.н.)

Репликация MV-012–968 (OE4), введённого в дозе 105 FFU, от-
сутствовала в носах и лёгких хлопковых крыс. MV-012–968 (OE4) 
полностью защищала крыс от заражения РСВ-A2-line19F в дозе 
106 FFU на 42-й день после вакцинации. В отличие от ФИ-РСВ, 

вакцинация MV-012–968 (OE4) не вызывала гистопатологических 
изменений в лёгких после заражения РСВ

[19]

RSV ΔNS2/
Δ1313/I1314L 
(NIAID/NIH, 
«Sanofi», 
США)

Кандидат с 
ts-мутациями 

в L-белке (деле-
ция в 1313-м 
положении, 

компенсатор-
ная мутация 

I1314L, которая 
появляется 
в результате 

пассирования 
вируса при 
постепенно 

повышающихся 
температурах); 
делеция NS2 
(ΔNS2) (без 
адъюванта)

Мыши BALB/c 
(и.н.)

Кандидат RSV ΔNS2/Δ1313/I1314L гиператтенуирован для мышей. 
Вариант RSV/Δ1313 при введении в дозе 106 БОЕ размножался в 
дыхательных путях мышей значительно слабее по сравнению с wt 
РСВ. Эта животная модель не подходит для оценки иммуногенно-
сти и защитной эффективности гиператтенуированных вакцинных 

кандидатов

[112, 113]

Ювенильные 
шимпанзе  
(и.н. + и.т.)

При иммунизации шимпанзе RSV ΔNS2/Δ1313/I1314L в дозе по 106 
БОЕ (и.н. + и.т.) пиковые значения вирусной нагрузки были в 3–25 
раз ниже по сравнению с высокоаттенуированными кандидатами 
MEDI-559 (rA2 cp248/404/1030ΔSH) и cps2 (генетически стабили-

зированная версия MEDI-559) в носовых смывах. Титр вируса RSV 
ΔNS2/Δ1313/I1314L в бронхоальвеолярном лаваже (БАЛ)  

и смывах из трахеи, наоборот, был в 20 раз выше, чем в группах 
сравнения. Вакцина индуцировала высокие уровни РСВ вирусней-

трализующих антител, однако экспериментов по защите от РСИ  
в данной работе не проводились

[113]

Рекомбинантные векторные вакцины

MVA-BN RSV 
(«Bavarian Nordic 
BN», Дания)

MVA (моди-
фицирован-
ная вакцина 
Анкара), в 

состав кото-
рой вклю-
чены гены, 

кодирующие 
F, G, N и M2-
1 (РСВ А) и G 
(РСВ B) (без 
адъюванта)

Мыши: BALB/c 
(и.н.)

Мышей иммунизировали MVA-BN RSV в дозе 1 × 108 ТЦИД50 с 
интервалом 3 нед и через 2 нед заражали РСВ А2 в дозе 1 × 106 
БОЕ. Через 4 дня после челленджа вирус в лёгких не был обна-
ружен. В группах, в которых применяли селективную деплецию 

CD4 и CD8 Т-клеток, вирус размножался в лёгких в 600–2000 раз 
слабее, чем в группе контроля

[114]

PanAd3-RSV 
и MVA-RSV 
(«ReiThera», 
Италия)

PanAd3 
(аденовирус 
обезьян) и 

MVA,
в состав ко-
торых вклю-
чены гены, 

кодирующие 
F, N, M2-1 
(РСВ) (без 

адъюванта)

Хлопковые  
крысы (и.н., в.м.)

PanAd3-RSV (5 × 108 вирусных частиц) и MVA-RSV (1 × 107 БОЕ) 
вводили в разных комбинациях с интервалом 4 нед. Во всех 

группах крысы были защищены от РСВ, введенного в дозе 1 × 105 
БОЕ: на 5-е сутки вирус не размножался в лёгких. Челлендж-ви-
рус не размножался в носах в группах PanAd3-RSV/MVA (в.м.) и 
PanAd3-RSV/PanAd3-RSV. Патологические изменения в лёгких 
после челленджа были менее выражены в группе PanAd3-RSV/
MVA (в.м.) по сравнению с группой ФИ-РСВ, тогда как остальные 
группы демонстрировали гистопатологию, схожую с группой наи-

вного контроля после челленджа

[115]

Продолжение табл. 1
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Телята (2–4 нед) 
(и.н., в.м.)

PanAd3-RSV (5 × 1010 вирусных частиц) и MVA (2 × 107 БОЕ) вво-
дили телятам в разных комбинациях с интервалом 4 нед. На 6-й 

день после челленджа РСВ, введённый в дозе 104 БОЕ, не репли-
цировался в дыхательных путях телят из групп PanAd3-RSV/MVA 

(в.м.), PanAd3-RSV (в.м.)/PanAd3-RSV (в.м.), PanAd3-RSV/PanAd3-
RSV (в.м.), PanAd3-RSV (в.м.)/MVA (в.м.). В группе PanAd3-RSV/
PanAd3-RSV вирус размножался в лёгких. В группе PanAd3-RSV/
MVA (в.м.) вирус не обнаруживали в носах и не обнаруживали ма-
кроскопических поражений лёгких. У телят, иммунизированных по 
схеме гетерологичного прайм-буста, после челленджа в меньшей 

степени развивалась массивная инфильтрация полиморфно-
ядерных нейтрофилов в лёгких и БАЛ по сравнению с телятами  

из групп гомологичного прайм-буста

[115]

Макаки  
(и.н., в.м.)

PanAd3-RSV (5 × 1010 вирусных частиц) и MVA (2 × 107 БОЕ) вво-
дили макакам в разных комбинациях с интервалом 8 нед. Продук-
ция интерферона-γ и интерлейкина-4 в мононуклеарных клетках 
периферической крови усиливалась в 6 раз после буста. Продук-
ция интерлейкина-4 в мононуклеарных клетках была выше в груп-
пе PanAd3-RSV/MVA (в.м.) по сравнению с PanAd3-RSV (в.м.)/MVA 

(в.м.). Спустя 1 нед после 2-й иммунизации в мононуклеарных 
клетках преобладала популяция CD4+-Т-клеток. Только у макак, 

иммунизированных PanAd3-RSV, вырабатывались РСВ-специфи-
ческие IgA. У макак, иммунизированных PanAd3-RSV (в.м.),  

в 40 раз был выше титр нейтрализующих антител по сравнению  
с PanAd3-RSV. Защитный эффект иммунизации не оценивали

[50]

Ad26.RSV.F и 
Ad35.RSV.F 
(«Janssen 
Vaccines», Ни-
дерданды)

Аденовирусы 
26-го и 35-го 
типов, в со-

став которых 
входит ген, 

кодирующий 
F, в конфор-
мации pre-F 
(нет адъю-

ванта)

Мыши BALB/c 
(в.м.)

Двукратная иммунизация мышей с интервалом 4 нед кандидата-
ми Ad26.RSV.F и Ad.35.RSV.F в разных комбинациях в дозе 1010 
вирусных частиц стимулировала выработку РСВ F-специфиче-
ского Т-клеточного иммунного ответа на 12-й неделе: высокие 

уровни продукции интерферона-γ, фактора некроза опухоли-α и 
интерлейкина-2 CD8+-Т-клетками были в группе Ad.35.RSV.F/Ad26.

RSV.F и Ad.26.RSV.F/Ad35.RSV.F. Иммунный ответ у мышей во 
всех группах развивался по типу Th1: фиксировались высокие со-
отношения IgG2a/IgG1 по сравнению с группой ФИ-РСВ. Высокий 

уровень нейтрализующих антител в группах Ad.35.RSV.F/Ad26.
RSV.F и Ad.26.RSV.F/Ad35.RSV.F

[54]

Хлопковые 
крысы (в.м.)

Двукратная иммунизация вариантами Ad26.RSV.F и Ad.35.RSV.F 
по схеме гомологичного и гетерологичного прайм-буста в дозе 

1010 вирусных частиц индуцировала высокие уровни вируснейтра-
лизующих антител и полностью защищала животных от репли-

кации РСВ в респираторном тракте, не вызывая патологических 
изменений в тканях лёгких после челленджа. Была оценена 

возможность снижения дозы вакцины, для чего животных одно-
кратно иммунизировали Ad26.RSV.F и Ad.35.RSV.F в дозах 106–108 

вирусных частиц и подвергали заражению РСВ А2 спустя 7 нед. 
Все иммунизированные животные были полностью защищены от 
размножения вируса в лёгких, а репликация в носах была значи-

тельно снижена во всех группах по сравнению с контролем. Баллы 
гистопатологии в обеих группах были одинаковы и не отличались 

от группы наивного контроля. 
Длительность и кросс-протективный потенциал вакцины оценива-
ли путём двукратной иммунизации крыс по схеме гомологичного и 
гетерологичного прайм-буста кандидатами, взятыми в дозах 108 и 
1010 вирусных частиц, и заражением животных РСВ A2 либо РСВ 
B15/9 через 30-й неделе после иммунизации. Челлендж-вирусы 

не реплицировались в лёгких во всех вакцинных группах, при этом 
комбинация Ad26.RSV.F/Ad.35.RSV.F (1010 вирусных частиц)  

лучше защищала животных от репликации РСВ B15/9 в носах.  
В отличие от ФИ-РСВ, исследуемые вакцины не вызывали гисто-

патологических изменений в тканях лёгких после челленджа

[54]

Хлопковые 
крысы (в.м.)

Сравнивали защитную эффективность однократной иммуниза-
ции Ad26.RSV.preF в дозе 105–108 вирусных частиц и двукратной 

иммунизации белком RSV.preF. На 49-й день крысам вводили РСВ 
А2 в дозе 105 БОЕ. В группе Ad26.RSV.preF челлендж-вирус не 

размножался в носах и лёгких в отличие от группы RSV.preF. Была 
установлена корреляция между выработкой нейтрализующих 

антител и защитой животных от заражения РСВ

[116]

Продолжение табл. 1
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VXA-RSV f 
пероральная 
(«Vaxart», США)

Ad-RSVF — 
аденовирус 
5-го типа, 
который 

содержит ген, 
кодирующий 

полноразмер-
ный F белок 

(нет  
адъюванта)

Хлопковые 
крысы (п.о.)

Двукратная иммунизация крыс Ad-RSVF в разных дозах (108–1010 
БОЕ) защитила крыс от заражения РСВ А2 в дозе 1 × 105 БОЕ на 
70-й день: вирус не размножался в носах и лёгких в группе, где 
доза вакцины была больше (дозозависимый защитный эффект 
иммунизации). Уровень гистопатологии в группе Ad-RSVF был 

намного ниже, чем в группе ФИ-РСВ. В группе Ad-RSVF уровень 
индукции провоспалительных цитокинов был минимальным

[117]

ChAd155-RSV 
GS («GSK», Ве-
ликобритания)

Аденовирус 
шимпанзе, 
содержа-
щий гены, 

кодирующие 
F-белок (де-
леция транс-
мембранной 
области), N, 

M2-1 (нет 
адъюванта)

Телята (в.м.)

Телят иммунизировали ChAd155-RSV в дозе 5 × 1010. Челлендж 
проводили спустя короткий (4 нед) или длинный (16 нед) период 
после иммунизации. В отличие от иммунизированных ChAd155-

RSV, у неиммунизированных телят наблюдались лихорадка, 
высокая температура, респираторный дистресс-синдром, высокий 
уровень лёгочной консолидации и гистопатологические изменения 

в лёгочной ткани после челленджа. Когда челлендж проводили 
спустя 4 нед, репликация вируса в БАЛ и назофарингеальных 

смывах у неиммунизированных была в 500–1000 раз и в 10 раз 
выше соответственно, чем в группе ChAd155-RSV. В случае, когда 

челлендж проводили на 16-й неделе, в группах ChAd155-RSV и 
PBS пиковые значения вирусного титра в БАЛ и носовых смывах 

были примерно одинаковыми, но вирусный клиренс наступал 
раньше. Для установления роли предсуществующего иммунитета 
к РСВ телят кормили молозивом с содержанием антител к РСВ до 

иммунизации ChAd155-RSV или PBS. В группе ChAd155-RSV  
у телят с антителами к РСВ отсутствовали признаки РСИ (не-

домогание, лихорадка, учащение дыхания) в отличие от группы 
PBS, где у телят были антитела к РСВ. В группах ChAd155-RSV 

с антителами к РСВ челлендж-вирус размножался в 100 и 10 раз 
меньше в БАЛ и носовой полости, чем в группе PBS

[118]

SeV/RSV (NIAID, 
США)

Вирус Сен-
дай (вирус 
парагриппа 
1-го типа), 
который 

содержит ген, 
кодирующий 

полноразмер-
ный F (РСВ) 
(нет адъю-

ванта)

Африканские зе-
лёные мартыш-

ки (и.н. + и.т.)

SeV/RSV был аттенуированным при введении в дозе 2 × 106 
ЭИД50. Вирус не выделялся в носовых смывах, был в 1000 раз бо-
лее ослабленным, чем b/h PIV-3 RSV F2. На 28-й день мартышек 
заражали RSV A2 в дозе 1,4 × 106 БОЕ. Челлендж-вирус выделял-
ся в верхних дыхательных путях в группе SeV/RSV в меньшей сте-
пени по сравнению с контролем и не выделялся из БАЛ. В группе 
SeV/RSV после челленджа не наблюдались побочные эффекты. 
В срезах лёгких были обнаружены небольшие очаги лимфогисти-

оцитарного воспаления вокруг терминальных и респираторных 
бронхиол

[119]

rBCG-N-hRSV 
(Католический 
университет 
Чили, Чили)

Бактерия 
Bacillus 

Calmette-
Guerin (BCG), 

которая 
содержит ген, 
кодирующий 
N-белок РСВ 
(нет адъю-

ванта)

Мыши BALB/c 
(п.к.)

Мышам вводили rBCG-N-hRSV либо BCG-WT в дозе 3 × 105 БОЕ. 
Через 3 нед мышей заражали РСВ в дозе 1 × 107 БОЕ. В группах 
BCG-WT и неиммунизированных мышей потеря веса составила 

примерно 10%, тогда как в группе rBCG-N-hRSV потеря веса была 
незначительной. В группе rBCG-N-hRSV вирусная нагрузка в БАЛ 
была меньше в 7 и 300 раз, чем в группах BCG-WT и неиммунизи-
рованных мышей соответственно. В гистологических срезах лёгких 

в группе rBCG-N-hRSV воспаление было выражено в меньшей 
степени, чем в группах неиммунизированных мышей и BCG-WT. 
В исследовании долговременной защиты челлендж проводили 

спустя 50 дней после иммунизации. В группе rBCG-N-hRSV мыши 
меньше теряли вес по сравнению с другими группами, количество 
инфильтрующих клеток в БАЛ и вирусная нагрузка были ниже, чем 

в группах неиммунизированных мышей и BCG-WT

[120]

Мыши BALB/c 
(п.к.)

Мышей иммунизировали BCG-N, BCG-M2 в дозе 1 × 108 БОЕ. Мы-
шей заражали интраназально РСВ в дозе 1 × 107 БОЕ. После чел-
ленджа мыши значительно теряли вес в группах контроля (BCG-
WT, UV-RSV, BCG-OVA). В группах BCG-N и BCG-M2 потеря веса 
не происходила. Компьютерная томография продемонстрировала 
отсутствие признаков пневмонии и воспаления в лёгочной ткани в 
группах BCG-N, BCG-M2, в отличие от группы неиммунизирован-

ных мышей после челленджа. После челленджа в группах BCG-N, 
BCG-M2 не фиксировали активную инфильтрацию нейтрофилов 
в БАЛ по сравнению с неиммунизированными мышами. После 

челленджа группам BCG-N и BCG-M2 присваивали низкие баллы 
лёгочной гистопатологии, эквивалентные группе наивного контро-

ля, которую не заражали РСВ. Установили, что иммунизация

[121]
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BCG-N и BCG-M2 стимулирует прежде всего Т-клеточный иммуни-
тет: активируются Т-клетки с Th1-подобным паттерном секреции 

цитокинов

Мыши BALB/c 
(с дефицитом 
RAG-1) (п.к.)

Мышей иммунизировали 2 раза с интервалом 10 дней BCG-N, 
BCG-M2, BCG-WT в дозе 1 × 108 БОЕ. Через 21 день мышей за-

ражали РСВ в дозе 1 × 107 БОЕ. Мыши из группы BCG-N активно 
теряли вес (наравне с неиммунизированными мышами, заражён-
ными РСВ). После заражения РСВ в группах BCG-N и BCG-WT 

в БАЛ было большое количество инфильтрующих клеток — ней-
трофилов и эозинофилов. На 6-й день после челленджа вирусная 
нагрузка в лёгких во всех группах была практически одинаковая. 

На 12-й день снижение РС вирусной нагрузки наблюдали в группе 
мышей BALB/c (не RAG-1). Эти результаты свидетельствуют о 

том, что для РСВ клиренса необходимы Т-клетки, а механизмов 
врождённого иммунитета недостаточно для защиты от РСИ

[122]

Телята голштин-
ской породы 

(п.к.)

Телятам вводили rBCG-N-hRSV либо WT-BCG в дозе 106 БОЕ  
2 раза с интервалом 2 нед. Через 2 нед телят заражали РСВ в 

дозе 104 ТЦИД50. У всех телят развивались признаки РСИ (лихо-
радка, вялость, выделения из носа и глаз, лёгкая одышка), однако 
баллы по оценке клинического состояния в группах rBCG-N-hRSV 

и WT-BCG были ниже, чем у неиммунизированных. Не было 
различий в баллах по степени поражения лёгочной ткани в груп-
пах rBCG-N-hRSV, WT-BCG и неиммунизированных телят после 
челленджа и отсутствовали признаки вакцин-индуцированного 

усиления заболевания

[123]

MVA-F и MVA-G 
(National 
Heart and 
Lung Institute, 
Великобрита-
ния) (Institute 
of Molecular 
Virology,  
Германия)

Вектор MVA, 
несущий 

гены, коди-
рующие F- и 
G-белки РСВ

Мыши BALB/c 
(и.п.)

Двукратная иммунизация мышей вариантами MVA-F и MVA-G 
в дозе 108 инфекционных единиц приводила к образованию 

выраженного гуморального и Т-клеточного иммунитета к РСВ. 
Заражение иммунизированных мышей РСВ в дозе 1,2 × 106 БОЕ 

показало ускоренную элиминацию вируса в группах MVA-F и 
MVA-G по сравнению с группой мышей, иммунизированных векто-
ром MVA. Признаки эозинофилии после челленджа отсутствовали 

в группах MVA-F и wtMVA и были небольшими в группе MVA-G. 
Тем не менее в группе MVA-F был выражен лимфоцитоз (~50%) 

по сравнению с MVA-G (~20%). В группе MVA-G было больше 
полиморфноядерных клеток, что сопоставимо с группой ФИ-РСВ. 
После челленджа мыши активно теряли вес в группах MVA-G (до 

15%), MVA-F (~12%) и ФИ-РСВ (~10%) по сравнению с группой 
контрольных животных после РСВ-челленджа, что свидетельству-
ет об обострении протекания заболевания после иммунизации и 

заражения РСВ

[124]

rVV-G и rVV-F 
(University of 
Pittsburgh School 
of Medicine, 
США)

Вирусы ко-
ровьей оспы, 
содержащие 
гены, коди-
рующие F- 

или G-белок 
в разных 
формах: 

rVVGsol (рас-
творимая, 

секретируе-
мая форма), 

rVVGmem 
(форма, 

заякоренная 
в мембране), 

rVVG (обе 
формы)

Мыши BALB/c 
(в.б., скар.)

Иммунизация мышей rVVF, rVVG и rVVGmem приводила к индук-
ции высоких уровней антител, независимо от способа введения.  

В группе rVVGsol уровень РСВ-специфических антител был в ~550 
раз выше при в.б. введении, чем при иммунизации посредством 
скарификации. При заражении иммунизированных мышей штам-
мом РСВ А2 вирус не выделялся из лёгких в группах rVVF, rVVG, 
rVVGmem и rVVGsol. При иммунизации посредством скарифи-
кации в группах rVVG и rVVGsol наблюдали повышение количе-
ства эозинофилов в БАЛ после челленджа. В группе rVVGmem 
эозинофилов было в 10 раз, чем в группах rVVG и rVVGsol. При 
в.б. введении эозинофилы в БАЛ не обнаруживались. Способ 

введения вакцины влиял на развитие лёгочной патологии

[125]

LAIV + NA/RSV 
и LAIV + NS1/
RSV (Институт 
эксперименталь-
ной медицины, 
Россия)

Рекомбинант-
ные вакцинные 
штаммы ЖГВ, 
кодирующие 

полиэпитопную 
Т-клеточную 
кассету РСВ 

M2-1 (70-
101+114-146)

Мыши BALB/c 
(и.н.)

Мышей иммунизировали 2 раза с интервалом 3 нед вакцинными 
вариантами LAIV + NA/RSV или LAIV + NS1/RSV в дозе 106 ЭИД50 
на мышь. Спустя 3 нед после 2-й иммунизации мышей заражали 

интраназально РСВ штаммом А2 в дозе в дозе 2 × 105 БОЕ/особь. 
Обнаружено, что РСВ детектировался на незначительном уровне 
в группах LAIV + NA/RSV и LAIV + NS1/RSV, в отличие от группы 

PBS и LAIV в лёгких, собранных на 5-е сутки. В отличие от группы 
ФИ-РСВ, вакцинные варианты LAIV + NA/RSV и LAIV + NS1/RSV 

не вызывали лёгочную эозинофилию и лёгочную патологию  
после заражения РСВ

[126]
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252 253ЖУРНАЛ МИКРОБИОЛОГИИ, ЭПИДЕМИОЛОГИИ И ИММУНОБИОЛОГИИ. 2025; 102(2) 
DOI: https://doi.org/10.36233/0372-9311-675

ОБЗОРЫ

Вакцина  
(разработчик)

Состав вакцины 
(адъювант)

Животные  
(путь введения) Исследование и результаты Источник

LAIV + NA/RSV 
и LAIV + NS1/
RSV (Институт 
эксперименталь-
ной медицины, 
Россия)

Рекомбинант-
ные вакцин-
ные штам-
мы ЖГВ, 

кодирующие 
полиэпитоп-

ную Т-клеточ-
ную кассету 
РСВ M2-1 

(70-101+114-
146)

Мыши BALB/c 
(и.н.)

Мышей иммунизировали 2 раза с интервалом 3 нед вакцинными 
вариантами LAIV + NA/RSV или LAIV + NS1/RSV в дозе 106 ЭИД50. 
Спустя 7 дней после 2-й иммунизации у мышей собирали лёгкие 

для идентификации субпопуляций резидентных Т-клеток.  
Обнаружено, что иммунизация LAIV + NA/RSV или LAIV +  

NS1/RSV приводит к выработке высоких уровней тканерези-
дентных Т-клеток памяти к встроенному иммунодоминантному 
CD8+-Т-клеточному эпитопу. При этом уровни грипп-специфиче-

ских Т-клеток памяти CD8+-Т-клеток в группах ЖГВ + NA/РСВ  
и ЖГВ + NS1/РСВ были выше, чем в группе ЖГВ 

[43]

LAIV-HA + G-RSV 
и LAIV-HA + 
A-RSV (Институт 
эксперименталь-
ной медицины, 
Россия)

Встраивание 
целевого 

фрагмента 
F243–294 РСВ 
в молекулу 

HA, который 
является 
целевым 

фрагментом 
ЖГВ

Мыши BALB/c 
(и.н.)

Векторные вакцинные кандидаты отличались составом химерного 
гена НА + РСВ: РСВ-вставка соединялась с субъединицей НА1 с 
помощью линкера AAAPGAA (A) либо G4SG4S (G). Мышей имму-
низировали 2 раза с интервалом 3 нед вакцинными вариантами 
LAIV-HA + G-RSV или LAIV-HA + A-RSV в дозе 106 ЭИД50. Спустя  
3 нед после 2-й иммунизации мышей заражали интраназально 
РСВ штаммом А2 в дозе в дозе 5 × 105 БОЕ/особь. На 5-е сутки 
после заражения оценивали степень репликации РСВ в лёгоч-

ной ткани. Иммунизация LAIV-HA + G-RSV и LAIV-HA + A-RSV не 
смогла предотвратить развитие РСИ. Тем не менее была зафикси-

рована достоверная разница между значениями титра вируса в 
группе ЖГВ-HA + G-РСВ по сравнению с PBS. Оценка состояния 
эпителия бронхов мышей выявила, что в группе ЖГВ-HA + G-РСВ 

степень повреждения была достоверно ниже по сравнению с 
группой ЖГВ, тогда как для вакцинного варианта ЖГВ-HA + А-РСВ 
достоверной разницы не выявлено. Гистопатологическая оценка 

сегментов лёгких мышей после заражения РСВ показала высокую 
степень защиты в группах, иммунизированных векторными вакци-
нами ЖГВ-HA + A-РСВ и ЖГВ-HA + G-РСВ, в отличие от ФИ-РСВ

[45]

PR8-NS-F, PR8-
sF-NS (НИИ 
гриппа им. А.А. 
Смородинцева, 
Россия)

Вирус гриппа 
A/PR/8/34 c 

усечённым до 
124-й амино-

кислоты (NS124) 
в состав кото-
рой включена 
иммуногенная 
кассета F-бел-
ка (фрагмент 

F248-290 и F409-451) 
с добавлени-
ем или без 

сигнального 
пептида IgGκ 

(для вне-
клеточной 
доставки)

Мыши BALB/c 
(и.н.)

Мышей однократно иммунизировали вакцинными кандидатами 
NS-2AF (содержит сайт 2A на N-конце РСВ-вставки), NS-2AsF 

(NS-2AF, который содержит IgGκ), NS-F (укороченный NS1), sF-NS 
(NS-F, который содержит IgGκ) в дозе 6 log10 ТЦИД50. На 28-й день 

заражали РСВ А2 в дозе 6 log10 БОЕ. После челленджа уровни 
вирусной нагрузки у иммунизированных мышей были на 1,5 log10 
БОЕ/мл и 2,26 log10 БОЕ/мл меньше в группах NS-2AsF и NS-2AF 

соответственно по сравнению с группой неиммунизированных 
мышей. Во 2-м эксперименте в группе sF-NS вирусная нагрузка 
после челленджа была на 2 log10 БОЕ/мл меньше, чем в группе 
неиммунизированных мышей. В группе NS-F репродукция чел-

лендж-вируса была сопоставима с группой неиммунизированных 
мышей. У мышей из группы NS-2AsF наблюдались низкие показа-
тели воспаления и минимальная лимфоцитарная инфильтрация. 
Минимальные изменения в морфологии лёгочной ткани наблюда-

лись в группе sF-NS

[46]

Субъединичные вакцины

DS-Cav1 
(NIAID, США)

Растворимая 
версия F-бел-
ка в конфор-
мации pre-F 

с антигенным 
сайтом Ø 
(poly I:C)

Мыши
CB6F1/J 

(♀BALB/cJ + ♂ 
C57BL/6J (в.м.)

Мышам вводили РСВ pre-F в разных вариантах (DS, Cav1, TriC, 
DS-Cav1) в дозе 10 мкг с интервалом 3 нед. Во всех группах в 

сыворотках крови титр нейтрализующих антител против РСВ был 
в 4 раза выше, чем в группе РСВ post-F, и в 20 раз выше установ-

ленного защитного порога

[127]

Растворимая 
версия F-бел-
ка в конфор-
мации рre-F 

с антигенным 
сайтом Ø 
(poly I:C)

Макаки резус 
(в.м.)

Макакам вводили РСВ pre-F в разных вариантах (DS, DS-Cav1) в 
дозе 50 мкг с интервалом 4 нед. В группах DS и DS-Cav1 титр ней-
трализующих антител был в 5–10 раз больше в сыворотках, чем в 
группе РСВ post-F. К 8-й неделе в группе DS-Cav1 титр нейтрали-
зующих антител был выше, чем в группе DS, и в 60 раз выше, чем 

в группе РСВ post-F

[127]

Раствори-
мая версия 
F-белка в 

конформа-

Африканские 
мартышки

Мартышек иммунизировали трижды DS-Cav1 (125 мкг) в разных 
объёмах с разными адъювантами. На 70-й день животных зара-
жали РСВ в дозе 2 × 5,5 lоg10 БОЕ. В группе DS-Cav1 (введён в 
объёме 0,25 мл) значение пиковых РСВ титров было на 3 log10

[128]

Продолжение табл. 1
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Вакцина  
(разработчик)

Состав вакцины 
(адъювант)

Животные  
(путь введения) Исследование и результаты Источник

ции рre-F с 
антигенным 

сайтом Ø (на-
ноэмульсия, 
Adju-Phos)

и 2 log10 ниже в лёгких и носовой полости, чем в контрольной 
группе. Была обнаружена корреляция между защитным эффектом 

в носовой полости и стимуляцией IgA, а также защитой в лёгких  
и Fc-опосредованной антительной активностью

Растворимая 
версия F-бел-
ка в конфор-
мации рre-F 

с антигенным 
сайтом Ø 

(Алюм, Poly 
I :C, Poly 
(IC:LC), 

MPLA, SAS, 
Alum + 

MPLA, SAS 
+ Carbopol, 
Adjuplex, 
AddaVax)

Мыши CB6F1/J 
(в.м.)

Мышам вводили RSV F DS-Cav1 в комбинации с разными адъю-
вантами 2 раза с интервалом 3 нед в дозе 10 мкг. Во всех группах 

не наблюдали побочные эффекты. В группах RSV F DS-Cav1  
с адъювантами SAS + Carbopol наблюдались самые высокие ти-
тры нейтрализующих антител, которые были в 15 раз выше, чем  
в группах Алюм + MPLA и Alum, и в 5 раз выше, чем в Poly (I:C).  
В группах с MPLA, Alum + MPLA, AddaVax и Adjuplex фиксирова-
ли IgG1-иммунный ответ в сыворотках. Вакцинация в группах с 
комбинацией адъювантов SAS, SAS + Carbopol, Poly (I:C) и Poly 

(IC:LC) индуцировала IgG1- и IgG2a-иммунный ответ. Титр нейтра-
лизующих антител в группе RSV F DS-Cav1 без адъюванта был 

ниже защитного порогового значения [129]

Растворимая 
версия F-бел-
ка в конфор-
мации рre-F 

с антигенным 
сайтом Ø 

(ISA 71 VG, 
либо ISA 71 
VG + Карбо-

пол))

Телята (в.м.)

Телятам вводили bRSV F DS-Cav1 с разными адъювантами 2 раза 
с интервалом на 4-й неделе в дозе 50 мкг. Разницы между нейтра-
лизующими титрами в группах с адъювантом ISA 71 VG и ISA 71 

VG + Carbopol не наблюдали. Эта комбинация адъювантов незна-
чительно усиливает иммунный ответ у крупного рогатого скота

DPX-RSV  
(«Im muno-
vaccine»,  
США)

Внеклеточный 
домен SH бел-
ка РСВ (подтип 

А) — SHe, 
включённый в 
платформу на 
маслянной ос-
нове DepoVax 
(Pam3CSK4 и 

алюм)

Мыши CD-1 
(в.м.)

Мышам вводили SHe в дозе 25 мкл, смешанный с алюмом (Алюм-
SHe), либо в составе DPX (DPX-SHe) один либо 2 раза  

(с интервалом 3 нед). У мышей, иммунизированных 1 или 2 доза-
ми DPX-SHe, титр IgG-антител был выше, чем в группе Алюм-SHe, 
и сохранялся в течение 20 нед после иммунизации. Иммунизация 
Алюм-SHe не приводила к развитию побочных реакций (снижение 
активности, цианоз, снижение температуры тела, сгорбленность), 
в отличие от группы DPX-SHe. В группе Алюм-SHe наблюдалось 
снижение белков комплимента (С3 и С4) и проявление реакций 

гиперчувствительности, в отличие от DPX-SHe

[130]

BARS13 
(Advaccine) 
(«Bio phar-
maceuticals 
Suzhou Co», 
Китай)

BARS13 
(или CSA+G 
состоит из 
CSA — ци-
клоспорин 
А (может 

индуциро-
вать Treg) и 

рекомбинант-
ного G-РСВ 
(укорочен-

ный)

Мыши BALB/c 
(в.м.)

Мышам вводили BARS13 в дозе 10 мкг 2 раза с интервалом  
2 нед. Через 2 нед мышей заражали РСВ А2 в дозе 5 × 107 БОЕ.  
В группе BARS13 вирусная нагрузка в лёгких после челленджа 
была в 10 раз ниже, чем в группах ФИ-РСВ и G-белка. В группе 
BARS13 динамика изменения веса у мышей была сопоставима 
с группой мышей, которых не заражали РСВ. В лёгких мышей из 
группы BARS13 отсутствовали признаки гистопатологии. Защит-
ный эффект в группе BARS13 объясняли вкладом Treg-клеток, 

которые был высок в БАЛ и лимфоузлах после челленджа

[131]

BARS13 модифицировали включением в состав вакцины, вводили 
с РСВ pre-F. Мышей иммунизировали по 10 мкг BARS13 либо 

BARS13 + pre-F 2 раза с интервалом 2 нед. Через 2 нед мышей 
заражали РСВ в дозе 2 × 106 БОЕ. Уровни сывороточных IgG-ан-

тител были выше в группе BARS13 + pre-F, чем BARS13. В группе 
BARS13 + pre-F были высокие уровни Treg-клеток по сравнению 

с группами ФИ-РСВ и pre-F. В группе BARS13 + pre-F уровень 
нейтрализующих антител был выше в 6 раз, чем в группе BARS13. 

После челленджа РС нагрузка в лёгочной ткани в группе  
BARS13 + pre-F была на 10% меньше, чем в группе BARS13.  
Степень лёгочного воспаления в группе BARS13 + pre-F была  

минимальной

[132]

RSVPre-F3/ 
(GSK3844766A 
«G lax o Smith-
Kline», Велико-
британия)

Пептид F, 
стабилизи 

рованный в 
конформации 
«до слияния» 

(AS01)

Кролики (в.м.)

Кроликам вводили RSVPre-F3 в одиночку либо в комбинации 
с вакциной Boostrix трижды. В группах RSVPreF3, RSVPreF3/

AS01, RSVPreF3 +Boostrix титры IgG-антител к RSVPre-F3 были 
высокими. Иммунизация RSVPre-F3 не оказывала влияния на 

массу тела, зрение, кожные покровы, аппетит и температуру тела. 
Клинико-патологические изменения (увеличение лейкоцитов, ней-

трофилов, фибриногена и концентрации C-реактивного белка,

[133]

Продолжение табл. 1
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снижение альбумина) фиксировались на следующий день после 
введения вакцины, и показатели приходили в норму в течение  

4 нед. Кроликам вводили RSVPre-F3 за несколько недель до спа-
ривания, во время беременности и во время лактации. Наблюдал-

ся пассивный перенос антител от иммунизированных самок  
крольчатам

Крысы (в.м.)

Крысам вводили RSVPre-F3 за несколько недель до спаривания, 
во время беременности и лактации. У большинства крыс IgG к 

RSVPre-F3 обнаруживались перед спариванием (31/48), во время 
беременности (14/31) и в период лактации (16/31), и антитела 
передавались потомству. Иммунизация самок RSVPre-F3 не 

влияла на фертильность, беременность, лактацию, выживаемость 
и к изменениям внешних признаков висцерального и скелетного 

развития у потомства

РСВ-F (NIAID, 
США)

Очищенный 
F-белок РСВ

Хлопковые 
крысы (в.м.)

Двукратная иммунизация белком в дозах 0,05–5,00 мкг приводила 
к образованию высоких уровней РСВ F-специфических антител, 

которые циркулировали в течение 6 мес после вакцинации, однако 
их нейтрализующая активность была низкой. Заражение крыс 

РСВ через 3 мес после иммунизации показало снижение вирусной 
нагрузки в лёгких в группе РСВ-F в 100 раз по сравнению с кон-

трольной группой. Через 6 мес после иммунизации защита от РСВ 
практически отсутствовала — в группах ФИ-РСВ и РСВ-F. В группе 

РСВ F (5 мкг) наблюдалось состояние вакцин-индуцированного уси-
ления заболевания после РСВ челленджа, сопоставимое с ФИ-РСВ

[134]

Вакцины на основе вирусоподобных частиц

V306-SVLP 
(«Вирометикс», 
Швейцария)

Миметик 
пептида, 
который 

связывается 
с мотавизу-

мабом V-306 
(алюм для 

дозы 15 мкг 
V-306)

Мыши BALB/c 
(в.м.)

Мышам вводили V306-SVLP в разных дозах дважды с интервалом 
3 нед. На 31-й день мышей заражали РСВ в дозе 106 БОЕ. Имму-
низация V306-SVLP стимулировала выработку нейтрализующих 

антител к РСВ. На 5-е сутки челлендж вирус не репродуцировался 
в группах V306-SVLP (50–300 мкг), в отличие от PBS, ФИ-РСВ  

и группы V306-SVLP (15 мкг). Во всех группах V306-SVLP  
не наблюдалось гистопатологических изменений в лёгких,  

в отличие от ФИ-РСВ

[135]Кролики (в.м.)
Кроликам вводили V306-SVLP в дозе 140 мкг трижды с интер-
валом в 28 дней. Наблюдись высокие уровни нейтрализующих 

антител к 8 разным штаммам РСВ подтипов A и B

Хлопковые 
крысы (в.м.)

Хлопковым крысам вводили препарат моноклональных антител 
10D11 анти-V-306 и паливизумаб в разных дозах. Через 1 сут 

крыс заражали РСВ в дозе 104 БОЕ. Высокие титры РСВ в лёгких 
наблюдались в группе PBS. В группах 10D11 и паливизумаба 

наблюдалось дозазависимое снижение репликации. Вакцинация 
V-306 стимулировала выработку антител с паливизумаб- 

подобными свойствами

VX-121  
(«Икосавакс», 
США)

Наночасти-
ца I53-50 с 

несколькими 
тримерами 

DS-Cav1 
(тример F, 
стабилизи-
рованный 
в конфор-
мации «до 

слияния») на 
поверхности 

(AddaVax)

Мыши BALB/c 
(п.к.)

Мышам вводили DS Cav1-I53-50 либо DS Cav1 в дозе 5 мкг 
трижды с интервалом 2 нед. DS Cav1-I53-50 индуцировала более 

сильный антиген-специфичный и нейтрализующий иммунный 
ответ. Иммунизация DS Cav1-I53-50 индуцировала образование 
фолликулярных Т-хелперов у иммунизированных мышей в 5,3 

раза выше, чем DS Cav1. Поскольку фолликулярные Т-хелперы 
контролируют пролиферацию B-лимфоцитов в фолликулах лим-
фоидных органов, то количество B-клеток в лимфоузлах мышей  
из группы DS Cav1-I53-50 было больше, чем в группе DS Cav1 [136]

Наночасти-
ца I53-50 с 

несколькими 
тримерами 
DS-Cav1 на 
поверхности 

(SWE)

Макаки 
(индийские) 

(п.к.)

Макак иммунизировали дважды DS-Cav1 (50 мкг) и DS-
Cav1-I53-50 (96 мкг) с интервалом 28 дней. DS-Cav1-I53-50 

индуцировал в 5 раз сильнее выработку антиген-специфических 
в 25 раз интенсивнее нейтрализующих антител, чем DS-Cav1. 
Установлено, что специфические антитела в сыворотках макак 

направлены на F-белок РСВ в конформации pre-F

Примечание. и.н. — интраназально; и.т. — интратрахеально; в.м. — внутримышечно; п.к. — подкожно; п.о. — перорально;  
в.б. — внутрибрюшинно; скар. — скарификация.

Окончание табл. 1
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Таблица 2. Обзор вакцин, находящихся на разных стадиях клинических испытаний

Вакцина (разработчик)
Фаза клинических  

испытаний  
(целевая группа)

Период № испытания  
в реестре Источник

Рекомбинантные векторные вакцины

RSV001 (PanAd3-RSV и MVA-RSV) («ReiThera», 
Италия)

Фаза I 
(В.; П.)

2013–2015 NCT01805921 Да [48, 49]

VXA-RSV f («Vaxart», США) Фаза I (В.) 2016–2018 NCT02830932 Нет
ChAd155-RSV GS
(«GSK», Великобритания)

Фаза I (В.)
Фаза I/II (141)
Фаза I/II (Д)

Фаза II (В. ♀)

2016–2017
2016–2021
2018–2022
2015–2018

NCT02491463
NCT02927873
NCT03636906
NCT02360475

Да [58]
Да [60]

Нет
Да [138]

MVA-BN RSV
(«Bavarian Nordic BN», Дания)

Фаза I (В. П.)
Фаза I (В.)
Фаза II (П.)
Фаза 2a (В.)
Фаза III (П.)

2015–2016
2016–2018
2016–2018
2021–2021
2022–2024

NCT02419391
NCT02864628
NCT02873286
NCT04752644
NCT05238025

Да [46]
Да [46]
Да [47]

Да [139] 
Да [140]

SeV/RSV (NIAID, США) Фаза I (В.) 2018–2019 NCT03473002 Да [65]
Ad26.RSV.preF («Janssen Vaccines & Prevention B.V.», 
Нидерланды)

Фаза I (В.; П.)
Фаза I (Д)

Фаза I/2a (В.; Д)

2016–2019
2022

2017–2022

NCT02926430
NCT03606512
NCT03303625

Да [141]
Да [57]
Да [57]

Ad26.RSV.preF («Janssen Vaccines & Prevention B.V.», 
Нидерланды)

Фаза II (П.)
Фаза II (В.; П.)

2017–2021
2017–2021

NCT03339713
NCT03334695

Да [56]
Да [142]

rBCG-N-hRSV (Католический университет Чили, Чили) Фаза I (В. ♂) 2017–2018 NCT03213405 Да [143]
RSV/Flu-01E (НИИ гриппа  
им. А.А. Смородинцева, Россия)

Фаза I (В.; П.)
Фаза II (П.)

2022–2023
2023–2024

РКИ 736 (NCT05970744)
РКИ 694

Нет
Нет

Ad26.RSV.FA2, Ad35.RSV.FA2
(«Crucell Holland BV», Нидерланды)

Фаза I (В.)
Фаза I (В.)

2015–2016
2015–2016

NCT02561871
NCT02440035

Нет
Нет

Живые аттенуированные вакцины

MV-012–968 («Meissa», США) Фаза I (В.)
Фаза I (141)

2020–2020
2021–2023

NCT04227210
NCT04909021

Нет
Нет

RSV MEDI ∆M2-2 (NIAID/NIH, MedImmune 
(«AstraZeneca»), США)

Фаза I (141) 2011–2015 NCT01459198 Да [75]

RSV cps2 (NIAID/NIH, MedImmune («AstraZeneca»), 
США)

Фаза I (141)
Фаза I (141)

2013–2015
2013–2016

NCT01968083
NCT01852266

Да [73]

RSV LID ∆M2-2,
NIAID («Sanofi Pasteur»)

Фаза I (141)
Фаза I (141)

2014–2016
2014–2015

NCT02040831
NCT02237209

[76]
[76]

RSV LID/ΔM2-2/1030s (NIAID, США, «Sanofi Pasteur», 
Франция)

Фаза I (141)
Фаза I (141)
Фаза I (141)

2020–2023
2016–2018
2015–2017

NCT04520659
NCT02952339
NCT02794870

Нет
Да [78]
Да [78]

RSV LID cp ∆M2-2
(NIAID, США)

Фаза I (141)
Фаза I (141)

2015–2018
2015–2018

NCT02890381
NCT02948127

Да [144]
Да [144]

RSV
D46/NS2/N/∆M2-2-HindIII (NIAID, США)

Фаза I (141)
Фаза I (141)

2017–2018
2017–2018

NCT03102034
NCT03099291

Да [145]
Да [145]

RSV ΔNS2/Δ1313/I1314L (NIAID, США) Фаза I (141)
Фаза I (141)

2013–2018
2017–2022

NCT01893554
NCT03227029

Да [82]
Да [146]

RSV 6120/∆NS2/1030s (NIAID, США) Фаза I (141) 2017–2022 NCT03387137 Нет
RSV 6120/∆NS1 и RSV 6120/F1/G2/∆NS1 Фаза I (141) 2018–2023 NCT03596801 Нет
RSV ∆NS2/∆1313/I1314L; RSV 6120/∆NS2/1030s;
RSV 276, (NIAID, США)

Фаза I и II (141) 2019–2022 NCT03916185 Нет

RSV ∆NS2/∆1313/I1314L; RSV 276 (NIAID, США) Фаза I и II (141) 2017–2020 NCT03422237 Да [146]
RSV D46 cp∆M2-2, (NIAID, США) Фаза I (141) 2015–2019 NCT02601612 Нет
MEDI-559, (MedImmune) («AstraZeneca», США) Фаза I и II (141) 2008–2011 NCT00767416 Да [72]

Субъединичные рекомбинантные вакцины

GSK3888550A RSVPreF3 («GSK»,  
Великобритания)

Фаза I (В. ♀)
Фаза II (В. ♀)
Фаза II (В. ♀)

2018–2019
2019–2022
2019–2020

NCT03674177
NCT04126213
NCT04138056

Да [147]
Да [148]

Нет
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Вакцина (разработчик)
Фаза клинических  

испытаний  
(целевая группа)

Период № испытания  
в реестре Источник

Фаза III (В. ♀) 2020–2023 NCT04605159 Нет

GSK3844766A RSVPreF3, Arexvy («GSK»,  
Великобритания)

Фаза I/II (В., П.)
Фаза I (П.)
Фаза II (П.)
Фаза III (П.)

Фаза III (В., П.)
Фаза III (П.)
Фаза III (П.)
Фаза III (П.)
Фаза III (П.)
Фаза III (П.)
Фаза III (П.)
Фаза III (П.)

2019–2021
2019–2022
2020–2021
2021–2024

2023–наст. вр.
2021–наст. вр.

2021–2022
2021–2022
2022–2023
2022–2023
2023–2024
2023–2024

NCT03814590
NCT04090658
NCT04657198
NCT04886596
NCT05921903
NCT04732871
NCT04841577
NCT05059301
NCT05559476
NCT05568797
NCT05590403
NCT05879107

Да [91]
Да [90]
Да [92]

Да [94, 149]
Нет

Да [93]
Да [150]
Да [151]
Да [152]
Да [153]
Да [154]

Нет

RSVPreF3 («GSK», Великобритания) Фаза I (В.) 2014–2018 NCT02298179 Да [155]

DPX-RSV(A)(Immunovaccine, США и Университет 
Далхаузи, Канада)

Фаза I (В.) 2015–2017 NCT02472548 Да [89]

RSV F DS-Cav1 (NIH/NIAID/VRC, США) Фаза I (В.) 2017–2020 NCT03049488 Да [86]

RSVpreF Abrysvo («Pfizer», США) Фаза II (В. ♀)
Фаза I/II (В., П.)
Фаза 2b (В. ♀)

Фаза II (П.)
Фаза III (Д., В. ♀)

Фаза Ib (П.)
Фаза II (В. ♀)
Фаза II (В.)
Фаза III (П.)
Фаза III (В.)
Фаза III (П.)

Фаза III (В., П.)

2019–2019
2018–2021
2019–2022
2018–2021

2020–наст. вр.
2023–2023
2019–2019
2020–2021

2021–наст. вр.
2021–2022
2022–2022
2023–2024

NCT04071158
NCT03529773
NCT04032093
NCT03572062
NCT04424316
NCT05788237
NCT04071158
NCT04785612
NCT05035212
NCT05096208
NCT05301322
NCT05842967

Да [156]
Да [95, 157]

Да [158]
Да [159]
Да [160]

Нет
Да [156] 
Да [161]

Нет
Да [162]
Да [163]

Нет

RSV F vaccine (RSVpreF) («Pfizer», США) Фаза I/II (П.) 2018–2020 NCT03572062 Да [159]

BARS13, (Advaccine) (Suzhou) «Biopharmaceuticals 
Co., Ltd», Китай)

Фаза I (В.)
Фаза II (В., П.)

Фаза II (В.)

2019–2019
2020–2023
2018–2019

NCT04851977
NCT04681833

ACTRN12618000948291

Да [164]
Нет
Нет

Вакцины на основе вирусоподобных частиц

V306-SVLP («Virometix AG», Швейцария) Фаза I (В. ♀) 2020–2022 NCT04519073 Да [105]

SynGEM («Mucosis B.V.», Нидерланды) Фаза I (В. ♀♂) 2016–2017 NCT02958540 Да [104]

RSV F (ResVax) («Novavax», США) Фаза I (В.)
Фаза II (В. ♀)
Фаза II (В. ♀)
Фаза II (В. ♀)
Фаза III (В. ♀)

2010–2011
2012–2013
2013–2014
2014–2016
2015–2020

NCT01290419
NCT01704365
NCT01960686
NCT02247726
NCT02624947

Да [165]
Да [166]
Да [167]
Да [100]
Да [102]

RSV F наночастица, («Novavax», США) Фаза I (П.)
Фаза II (П.)
Фаза II (П.)
Фаза III (П.)
Фаза II (П.)
Фаза I (141)

2012–2014
2014–2016
2015–2016
2015–2016
2017–2018
2014–2016

NCT01709019
NCT02266628
NCT02593071
NCT02608502
NCT03026348
NCT02296463

Да [168]
Нет
Нет
Нет
Нет
Нет

Вакцины на основе матричной РНК

mRNA-1345 Фаза I (Д.)
Фаза I (Д., В., П.)

Фаза II (В. ♀)
Фаза II–III (П.)

2023–наст. вр.
2020–2024

2023–наст. вр.
2021–наст. вр.

NCT05743881
NCT04528719
NCT06143046
NCT05127434

Нет
Да [35]

Нет
Да [41, 169]

RSV mRNA LNP CL-0059; LNP CL-0137 Фаза I–II (В., П.) 2022–наст. вр. NCT05639894 Нет

Примечание. Д. — дети; П. — люди старше 50 лет; В. — взрослые (от 18 лет, верхний порог различный).

Окончание табл. 1
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