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ФБУН ЦНИИ ЭПИДЕМИОЛОГИИ РОСПОТРЕБНАДЗОРА

ВСЕРОССИЙСКОЕ НАУЧНО-ПРАКТИЧЕСКОЕ ОБЩЕСТВО ЭПИДЕМИОЛОГОВ,  
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МИКРОБИОЛОГИИ,
ЭПИДЕМИОЛОГИИ

И 
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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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Актуализация данных о сибиреязвенных стационарно 
неблагополучных пунктах и почвенных очагах как основа 
совершенствования эпизоотолого-эпидемиологического 
мониторинга сибирской язвы в Российской Федерации
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Аннотация
Введение. Сибирская язва в Российской Федерации регистрируется ежегодно. Сохранение постоянного 
риска осложнения эпизоотолого-эпидемиологической ситуации по сибирской язве обусловлено повсе-
местным распространением почвенных очагов инфекции (сибиреязвенных захоронений (СЯЗ), «моровых 
полей») и связанных с ними стационарно неблагополучных пунктов (СНП).
Цель работы — актуализация данных о сибиреязвенных СНП и почвенных очагах с целью совершенство-
вания эпидемиологического надзора за сибирской язвой в России.
Материалы и методы. Использованы архивные, справочные материалы о сибиреязвенных СНП и поч-
венных очагах, учётные и отчётные данные территориальных органов Роспотребнадзора и ветеринарной 
службы. Осуществлён подбор критериев характеристики сибиреязвенных СНП, СЯЗ и «моровых полей», 
с использованием которых разработана структура баз данных СНП и почвенных очагов сибирской язвы.
Результаты. Впервые разработаны электронные базы данных сибиреязвенных СНП и почвенных очагов 
на территории России, содержащие актуализированную информацию о характеристиках 32 566 СНП и 
3314 почвенных очагов (3185 СЯЗ и 129 «моровых полей»). Анализ данных выявил снижение числа СНП 
и СЯЗ на территории страны по сравнению со справочными сведениями, а также отсутствие корреляции 
между учтённым количеством СНП и СЯЗ в большинстве регионов, что указывает на наличие большого 
числа неучтённых СЯЗ и сохранение потенциальных рисков осложнения ситуации по инфекции.
Заключение. Внедрение в практику органов и учреждений Роспотребнадзора, ветеринарной службы акту-
альных баз данных сибиреязвенных СНП и почвенных очагов позволит повысить уровень информацион-
ного обеспечения и эффективности эпидемиологического надзора за сибирской язвой в России.

Ключевые слова: сибирская язва, стационарно неблагополучный по сибирской язве пункт, почвенный 
очаг, сибиреязвенное захоронение, «моровое поле», эпизоотолого-эпидемиологический мониторинг
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Data update on anthrax stationary hazardous areas and soil foci  
as a basis for improving epizootological and epidemiological 
monitoring for anthrax in the Russian Federation
Anna Yu. Popova1, Alexander N. Kulichenko2 , Vasiliy G. Akimkin3, Sergey V. Balakhonov4,  
Fedor V. Logvin5, Alla G. Ryazanova2, Diana K. Gerasimenko2, Marina N. Loktionova3,  
Tatiana A. Chekanova3, Zorigma F. Dugarzhapova4, Anna V. Nikitina2, Kseniya A. Oleynikova2, 
Grigorii A. Pechkovskii2, Vladimir M. Mezentsev2, Olga V. Semenova2, Lyudmila Yu. Aksenova2, 
Evgeny I. Eremenko2, Tatiana M. Golovinskaya2, Viktor I. Ladnyi3, Ketevan Petremgvdlishvili3, 
Elena V. Kravets4, Valery V. Vasiliev4, Maria A. Ivacheva4

1Federal Service for Surveillance in the Sphere of Consumers Rights Protection and Human Welfare, Moscow, Russia;
2Stavropol Research Anti-Plague Institute, Stavropol, Russia;
3Central Research Institute of Epidemiology, Moscow, Russia;
4Irkutsk Research Anti-Plague Institute, Irkutsk, Russia;
5Rostov State Medical University, Rostov-on-Don, Russia

Abstract
Introduction. Anthrax is registered annually in the Russian Federation. The constant risk of complication of the 
epizootological and epidemiological situation on anthrax is due to the widespread distribution of soil foci of infec-
tion (anthrax burials (AB), «pestilence fields») and associated stationary hazardous areas (SHA). 
The aim is to update data on anthrax SHA and soil foci in order to improve epidemiological surveillance of anthrax 
in the Russian Federation.
Materials and methods. Archival and reference materials on anthrax SHA and soil foci, accounting and reporting 
data of territorial bodies of Rospotrebnadzor and veterinary service were used.
The selection of criteria for characterizing anthrax SHA, AB and «pestilence fields» was carried out, using which 
the structure of databases of anthrax SHA and soil foci was developed.
Results. For the first time, electronic databases of anthrax SHA and soil foci on the territory of Russia were 
developed, containing updated information of the characteristics of 32566 SHA and 3314 soil foci (3185 AB and 
129 «pestilence fields»). Analysis of the data revealed a decrease in the number of SHA and AB in the country 
compared to the reference data, as well as a lack of correlation between the counted number of SHA and AB in 
most regions, indicating the presence of a large number of unreported AB and the persistence of potential risks 
of infection situation complications.
Conclusion. The introduction of up-to-date databases of anthrax SHA and soil foci into the practice of Rospotreb-
nadzor bodies and institutions and veterinary services will improve the level of information support and efficiency 
of epidemiological surveillance of anthrax in the Russian Federation.

Keywords: anthrax, stationary hazardous area, soil focus, anthrax burial, «pestilence field», epizootological and 
epidemiological monitoring.
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Введение
Сибирская язва (СЯ) — особо опасная зооан-

тропонозная инфекционная болезнь, характери-
зующаяся в Российской Федерации практически 
повсеместным характером распространения [1, 2]. 
Сохранение эпизоотолого-эпидемиологического 
неблагополучия по СЯ обусловлено существовани-
ем Bacillus anthracis в виде устойчивых к факторам 
внешней среды спор, способных к длительному 
пребыванию в почве и формированию многочис-
ленных почвенных очагов — сибиреязвенных за-
хоронений (СЯЗ), «моровых полей» (обширных по 
площади территорий без чётких границ, на которых 
в прошлом наблюдался массовый падёж животных, 
связанный с эпизоотиями СЯ), индикаторами кото-
рых служат стационарно неблагополучные по дан-
ной инфекции пункты (СНП) [2–4]. 

В России было зарегистрировано свыше 
37 тыс. СНП, активных с 1900 по 2003 г. (некото-
рые СНП — с конца XIX в.) более 70 тыс. раз [5], 
и как минимум 4 тыс. СЯЗ [6–10]. Значительное 
число неблагополучных пунктов и почвенных оча-
гов при неполном учёте и охвате вакцинацией сель-
скохозяйственных животных (СХЖ), лиц высокого 
риска инфицирования поддерживают в стране по-
тенциальную угрозу осложнения обстановки по  
СЯ [11, 12]. 

Стабилизации ситуации в отношении сиби-
реязвенной инфекции может способствовать под-
ход к комплексному решению задач эпизоотолого- 
эпидемиологического мониторинга, важнейшей 
составляющей которого являются актуализация 
(пересмотр и уточнение данных) и систематизация 
информации о СНП и почвенных очагах в каждом 
субъекте Российской Федерации. Обобщение и ана-
лиз обновлённых сведений о СНП и почвенных оча-
гах обеспечат совершенствование надзора за СЯ, 
повышая эффективность управленческих решений 
при расследовании вспышек болезни, в том числе 
при использовании современных геоинформацион-
ных систем в осуществлении сопряжённого корре-
ляционного анализа особенностей активности СЯ  
в зависимости от влияния факторов среды (природ-
но-географических, социальных и др.), с недопу-
щением проявления новых случаев инфекции [1, 3, 
13–16].

Цель работы — актуализация данных о сиби-
реязвенных СНП и почвенных очагах (СЯЗ, «моро-
вых полях») с целью совершенствования эпидемио-
логического надзора за СЯ в России. 

Материалы и методы
В качестве материалов исследования исполь-

зованы архивные, справочные сведения о сибире-
язвенных СНП («Кадастр стационарно неблаго-
получных по сибирской язве пунктов Российской 
Федерации», под ред. Б.Л. Черкасского, 2005 г., да-

лее — Кадастр) [5] и почвенных очагах («Перечень 
скотомогильников (в том числе сибиреязвенных), 
расположенных на территории Российской Федера-
ции», 2011–2013 гг., в 5 частях, далее — Перечень) 
[6–10], учётные и отчётные данные управлений Фе-
деральной службы в сфере защиты прав потребите-
лей и благополучия человека (Роспотребнадзор) по 
субъектам Российской Федерации, территориаль-
ных органов ветеринарной службы. 

Необходимость актуализации Кадастра [5] об-
условлена изменением административного статуса 
большого количества СНП: переименованием и пе-
реподчинением муниципальных образований, пере-
водом ряда СНП в состав других муниципальных 
образований (укрупнение и др.), ликвидацией мно-
гих поселений с получением статуса «бывший на-
селённый пункт» и пр., а также включением данных 
о проявлениях активности СНП в XXI в. Важность 
корректировки Перечня [6–10] в субъектах России 
связана с ликвидацией большого количества СЯЗ, 
выявлением ранее неучтённых захоронений, уточ-
нением характеристик СЯЗ: размеров СЯЗ, соответ-
ствия обустройства СЯЗ ветеринарно-санитарным 
правилам (ВСП) содержания, наличия администра-
тивно-хозяйственной принадлежности СЯЗ, сани-
тарно-защитной зоны (СЗЗ) СЯЗ, географических 
координат расположения и пр.

С целью актуализации данных о СНП и почвен-
ных очагах СЯ в субъектах РФ осуществлён подбор 
расширенных критериев характеристик СНП, СЯЗ, 
«моровых полей», с учётом которых разработана 
структура региональных баз данных СНП и почвен-
ных очагов инфекции. 

Специалистами Ставропольского противочум-
ного института Роспотребнадзора, ЦНИИ Эпиде-
миологии Роспотребнадзора, Иркутского противо-
чумного института Роспотребнадзора, Ростовского 
государственного медицинского университета про-
ведены систематизация и анализ сформированных 
региональных баз данных СНП и почвенных оча-
гов по каждому субъекту, созданы две обобщённые 
электронные базы данных (ЭБД): «Стационарно не-
благополучные по сибирской язве пункты на терри-
тории Российской Федерации», «Почвенные очаги 
сибирской язвы на территории Российской Федера-
ции».

ЭБД «Стационарно неблагополучные по си-
бирской язве пункты на территории Российской 
Федерации» представляет собой книгу MS Excel 
и имеет следующую структуру: сводные данные о 
СНП на территории России и информацию о нали-
чии и характеристиках СНП в субъектах РФ. 

ЭБД СНП для каждого субъекта имеет следую-
щую структуру: 

1) данные о СНП в соответствии с Кадастром [5]: 
субъект РФ, административный район, муни-
ципальное образование, населённый пункт; 
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2) актуализированные данные о СНП с указани-
ем состояния СНП в настоящее время (суще-
ствует, бывший/ликвидированный населённый 
пункт, вошёл в состав другого населённого 
пункта, переименован и др.): субъект РФ, ад-
министративный район, муниципальное обра-
зование, населённый пункт; 

3) сведения об активности СНП: годы проявле-
ний активности СНП; 

4) сведения о заболеваемости животных и людей; 
5) географические координаты расположения 

СНП.
ЭБД «Почвенные очаги сибирской язвы на 

территории Российской Федерации» — книга MS 
Excel, включающая обобщённую информацию о 
сибиреязвенных почвенных очагах (СЯЗ, «моровых 
полях») и сведения о наличии и характеристиках 
почвенных очагов СЯ в субъектах России. 

ЭБД почвенных очагов для каждого субъекта 
имеет следующую структуру: 

1) актуализированные данные о СЯЗ («моровом 
поле»): субъект РФ, административный район,  
муниципальное образование, населённый 
пункт; 

2) наличие ветеринарно-санитарной карточки 
СЯЗ; 

3) годы захоронения животных (для СЯЗ), падёжа 
животных (для «морового поля»); 

4) тип почвенного очага: СЯЗ (земляная яма, обо-
рудованный скотомогильник, биотермическая 
яма Беккари, деревянный сруб), «моровое 
 поле»; 

5) способ утилизации животных: не утилизиро-
ван (захоронение туш животных), сжигание 
(захоронение зольного остатка); 

6) количество захороненных/павших животных 
по видам; 

7) площадь СЯЗ («морового поля»); 
8) ветеринарно-санитарное состояние СЯЗ: огра-

да, аншлаги, холм, ров;
9) нахождение СЯЗ в зоне подтопления: да/нет; 

10) использование СЯЗ: законсервировано/ис-
пользуется; 

11) административно-хозяйственная принадлеж-
ность СЯЗ: наличие землепользователя (балан-
содержателя); 

12) характеристика СЗЗ СЯЗ: сведения о наличии 
и размере СЗЗ, хозяйственное использование 
нормируемой СЗЗ (в радиусе 1000 м): наличие 
жилой застройки, парков, рекреационных зон, 
животноводческих хозяйств, скотопрогонных 
трасс, объектов планируемого строительства, 
изыскания и добычи полезных ископаемых, 
зоны подтопления и др.; 

13) географические координаты расположения 
СЯЗ («морового поля»).

На разработанные базы данных СНП и почвен-
ных очагов в субъектах РФ получены свидетельства 
о государственной регистрации1, 2.

Результаты

Результаты актуализации данных  
о сибиреязвенных СНП в субъектах  

Российской Федерации

ЭБД «Стационарно неблагополучные по си-
бирской язве пункты на территории Российской Фе-
дерации» по состоянию на апрель 2025 г. содержит 
актуализированные сведения о характеристиках и 
расположении 32 566 СНП (табл. 1).

В субъектах РФ в целом актуализировано на 
4795 СНП меньше по сравнению со сведениями 
Кадастра [5]. Количество учтённых СНП в боль-
шинстве субъектов России Центрального (ЦФО), 
Северо-Западного (СЗФО), Приволжского (ПФО), 
Уральского (УФО) федеральных округов меньше 
числа СНП, указанного в Кадастре [5]. Изменение 
количества СНП в сторону увеличения выявлено в 
некоторых субъектах Южного (ЮФО), Северо-Кав-
казского (СКФО), Сибирского (СФО) и Дальнево-
сточного (ДФО) федеральных округов.

В 18 субъектах ЦФО актуализировано 7969 
СНП. По сравнению с Кадастром [5] количество 
СНП снизилось на 2458 пунктов. Наибольшее чис-
ло СНП (более 700 пунктов) учтено в Орловской 
(759 СНП), Воронежской (781) и Рязанской (840) 
областях. В 2000–2024 гг. активность проявили  
35 СНП в 7 субъектах ЦФО: в Воронежской  
(12 СНП), Курской (10), Тамбовской (5), Белгород-
ской (4), Тульской (2), Орловской (1) и Рязанской (1) 
областях. Географические координаты расположе-
ния установлены для 7810 (98%) СНП.

В СЗФО из 2148 СНП [5] актуализированы све-
дения о 1500 СНП на территории 10 из 11 субъектов, 
в городе федерального значения (г.ф.з.) Санкт-Пе-
тербурге СЯ не зарегистрирована. Большинство 
СНП учтено в Новгородской (772 СНП) и Вологод-
ской (435) областях, наименьшее — в Ненецком ав-
тономном округе (НЯО) (16), Калининградской (3)  
и Мурманской (2) областях. C 2000 г. сибиреяз вен ная 
инфекция в СЗФО не проявлялась. Географи чес - 
кие координаты известны для 98,6% СНП в СЗФО.

На территории ЮФО обновлена информация 
о 2589 СНП, размещённых во всех субъектах, за ис-

1 База данных «Стационарно неблагополучные по сибирской 
язве пункты на территории Российской Федерации», сви-
детельство о государственной регистрации от 01.08.2024  
№ 2024623389.

2 База данных «Почвенные очаги сибирской язвы на террито-
рии Российской Федерации», свидетельство о государствен-
ной регистрации от 05.11.2024 № 2024624926.
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ключением г.ф.з. Севастополя. Количество СНП пре-
высило данные Кадастра [5] на 136 пунктов, что в 
первую очередь связано с включением в состав ЮФО 
Республики Крым, где учтено 211 СНП, а также с 
увеличением числа СНП в Волгоградской области (с 
719 до 727), республиках Калмыкия (с 79 до 99) и 
Адыгея (с 74 до 75). Максимальное количество СНП 
установлено в Ростовской области — 797 пунктов.  
В ЮФО проявления инфекции с 2000 по 2016 г. реги-
стрировались в 35 СНП при относительно большем 
их числе в Ростовской области (11 СНП, активных в 
2000, 2002, 2003, 2005–2007, 2010, 2014 гг.). Геогра-
фические координаты определены для большинства 
СНП (96,6%), в республиках Калмыкия (99 СНП) и 
Крым (211) — для всех пунктов.

Во всех 7 субъектах СКФО зафиксировано 
1256 СНП, что на 31 пункт больше, чем в Када-
стре [5]. Активность инфекции с 2000 г. выявлена 
в 49 СНП 5 регионов, в этот период СЯ не прояв-
лялась только в Кабардино-Балкарской и Карачае-
во-Черкесской республиках. В Республике Дагестан 
учтено преобладающее в СКФО количество СНП — 
516 (41%), в 23 из которых в 2000–2022 гг. СЯ была 
активна 25 раз. В Ставропольском крае с 361 СНП 
в 2001–2022 гг. в 10 пунктах зарегистрировано 10 
вспышек. В целом географические координаты рас-
положения определены для более чем 98% СНП в 
СКФО (в Республике Ингушетия и Кабардино-Бал-
карской Республике — для 100% СНП).

В ПФО (всего 14 субъектов) число СНП по со-
кратилось на 2166 — актуализированы 10 947 не-
благополучных пунктов. Уменьшение количества 
учтённых СНП наиболее выражено в Кировской об-
ласти (с 1275 до 534 СНП), Республике Башкорто-
стан (с 1587 до 1292), Оренбургской области (с 1064 
до 822), Ульяновской области (с 608 до 372). Свыше 
60% всех СНП ПФО локализуется в 5 субъектах: 
Нижегородской области (1893), Республике Татар-
стан (1320), Республике Башкортостан (1292), Чу-

вашской Республике — Чувашии (1231), Саратов-
ской области (1040). При этом в Республике Татар-
стан число СНП превышает сведения Кадастра [5] 
на 111 пунктов. С 2000 г. СЯ отмечалась в 32 СНП, 
среди которых максимум активности зафиксирован 
в 2000–2014 гг. в Республике Татарстан (12 вспы-
шек в 10 СНП); 1–6 СНП были активны в 7 субъек-
тах ПФО. Координаты расположения установлены 
для 96% СНП ПФО.

В УФО актуализировано 1945 СНП в 6 субъ-
ектах, что на 151 СНП меньше, чем в Кадастре [5]. 
Преобладающее большинство СНП отмечено в Тю-
менской области (952 СНП; 49%), далее следуют 
Свердловская (372), Курганская (317) и Челябинская 
(255) области. В Ямало-Ненецком автономном окру-
ге (ЯНАО) количество СНП возросло с 8 до 29. Наи-
меньшее число СНП отмечено в Ханты-Мансийском 
автономном округе — Югре (ХМАО — Югре) — 20 
(1%) СНП. Последние появления СЯ зафиксирова-
ны в Челябинской области (в 2009 г. — 1 СНП) и 
ЯНАО (в 2016 г. — 3 пункта). Географические коор-
динаты определены для 97,5% пунктов округа.

В СФО учтено 4990 СНП — актуальное чис-
ло СНП превышает данные Кадастра [5] в общей 
сложности на 253 в 8 из 10 субъектов; уменьшение 
количества СНП зафиксировано в Республике Ты-
ва (со 175 до 156 СНП) и Кемеровской области (со 
161 до 151). Наибольшее число СНП отмечено в 
Алтайском крае (1363) и Омской области (1175), а 
самое низкое — в Республике Алтай (61). Вспышки 
СЯ после 2000 г. имели место в Республике Тыва  
(10 активных СНП; 11 вспышек), Алтайском крае 
(9; 9), Омской области (3; 3) и Красноярском крае 
(2; 3). Установлены географические координаты 
73% СНП в СФО. 

ДФО насчитывает 11 субъектов, среди кото-
рых проявления СЯ исторически не регистрирова-
лись только в Магаданской области и Чукотском 
автономном округе. Всего в ДФО по результатам 

Таблица 1. Сводные данные об актуализированных СНП в России 

Федераль-
ный

округ 

Количество 
СНП по данным 

Кадастра [5]

Количество СНП по 
актуализированным 

данным 

Количество СНП 
с проявлениями 

активности  
с 2000 г.

Количество СНП 
с наличием  
сведений  

о заболевании 
животных

Количество СНП 
с наличием  
сведений  

о заболевании 
людей

Количество СНП  
с известными  

географическими 
координатами  
расположения

ЦФО 10 427 7969 35 1549 111 7810

СЗФО 2148 1500 – 63 9 1479

ЮФО 2453 2589 35 953 172 2500

СКФО 1225 1256 49 919 547 1234

ПФО 13 113 10 947 32 4001 804 10 511

УФО 2096 1945 4 187 2 1896

СФО 4766 4990 24 2942 168 3643

ДФО 1133 1370 5 466 118 1093

Всего 37 361 32 566 184 11 080 1931 30 166
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актуализации учтено 1370 СНП (1133 — по данным 
Кадастра [5]). Превышение числа СНП отмечено 
в 5 субъектах, совпадение — в 3, снижение — в 1 
(Хабаровский край — с 46 до 41 СНП). Наибольшая 
доля СНП (более 60% пунктов) выявлена в Респу-
блике Саха (Якутия) (400 СНП) и Забайкальском 
крае (454). СЯ в 2002, 2007, 2008 гг. проявлялась  
в Забайкальском крае (2 активных СНП; 2 вспыш-
ки), Республике Бурятия (3; 4). Географические ко-
ординаты известны для 80% СНП.

Результаты актуализации данных  
о сибиреязвенных почвенных очагах  
в субъектах Российской Федерации

ЭБД «Почвенные очаги сибирской язвы на тер-
ритории Российской Федерации» по состоянию на 
апрель 2025 г. включает актуализированную инфор-
мацию о 3314 сибиреязвенных почвенных очагах: 
3185 СЯЗ и 129 «моровых полях» (табл. 2).

Анализ данных показал, что количество заре-
гистрированных СЯЗ в субъектах Российской Феде-
рации на 930 меньше по сравнению со сведениями 
Перечня [6–10] за счёт уменьшения числа учтённых 
СЯЗ в большинстве субъектов ЦФО, ЮФО, СКФО, 
ПФО, УФО, ДФО. В некоторых субъектах СЗФО, 
СФО отмечено увеличение количества зарегистри-
рованных СЯЗ. Имеется информация о 129 «моро-
вых полях» в Российской Федерации.

В 13 субъектах ЦФО актуализированы 534 
СЯЗ, что на 126 меньше данных Перечня [7]. Сни-
жение числа СЯЗ в ЦФО обусловлено снятием за-
хоронений с учёта. Так, в Воронежской области 
сняты с учёта все 81 СЯЗ, 50 из которых имели ба-
лансодержателей, после получения отрицательных 
на наличие СЯ результатов лабораторных исследо-

ваний единичных проб почвы, отобранных на тер-
риториях захоронений. Также были исключены из 
региональных реестров СЯЗ в Белгородской (14), 
Костромской (13), Курской (13), Тверской (10) об-
ластях. СЯЗ не значатся в Рязанской, Смоленской, 
Тамбовской и Тульской областях.

Наибольшее число учтённых СЯЗ имеется  
в Курской (146), Тверской (143), Белгородской (71) 
областях. Менее 10 СЯЗ числится в Ярославской (4), 
Калужской (3), Брянской (1) областях и г.ф.з. Москве 
(1). Количество учтённых СЯЗ в ЦФО увеличилось 
по сравнению с данными Перечня [7] в Московской 
(с 37 до 41) и Брянской (с 0 до 1) областях.

Согласно имеющимся данным, 286 (53,6%) 
СЯЗ содержат зольные остатки после сжигания 
СХЖ, павших от СЯ, в 156 (29,2%) СЯЗ захоронены 
трупы животных, для 92 СЯЗ сведения о характере 
захоронения отсутствуют. Анализ данных показал, 
что соответствие СЯЗ ВСП содержания отмечено 
для 427 (80%) СЯЗ, частичное соответствие — для 
8% захоронений, несоответствие — для 12%. Од-
нако большинство захоронений в округе (394 СЯЗ; 
73,8%) не имеет хозяйственной принадлежности, 
из которых все 143 захоронения в Тверской, все 
17 СЯЗ в Липецкой, 138 из 146 в Курской, 49 из 51  
в Ивановской, 39 из 41 в Московской, 6 из 71 в 
Белгородской и 2 из 24 во Владимирской областях. 
Риск попадания в зону возможного подтопления 
определён для 5 захоронений: 3 в Курской и 2 в 
Ивановской областях. Географические координаты 
расположения известны для всех захоронений, за 
исключением 1 СЯЗ в Курской области.

Хозяйственное использование территории на 
удалении 1000 м от СЯЗ определено для половины 
захоронений (50,9%) — вблизи 149 СЯЗ имеются 

Таблица 2. Основные данные об актуализированных почвенных очагах СЯ в Российской Федерации 
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ЦФО 660 534 – 156 286 427 / 42 64 140 / 394 325 533

СЗФО 112 115 50 27 87 109 / 1 3 95 / 20 93 163

ЮФО 210 112 – 1 111 50 / 0 62 91 / 21 55 112

СКФО 278 238 – 26 212 84 / 20 134 4 / 234 343 112

ПФО 2197 1742 – 426 1170 1519 / 0 223 1468 / 274 470 1738

УФО 185 123 39 8 102 70 / 0 53 49 / 74 49 162

СФО 162 180 40 12 152 143 / 36 1 144 / 36 89 219

ДФО 311 141 – 10 102 28 / 30 83 21 / 120 86 128

Всего 4115 3185 129 666 2222 2430 / 129 623 2012 / 1173 1510 3167
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жилая застройка и рекреационные зоны, 123 СЯЗ — 
животноводческие хозяйства, пастбища и пр., 53 — 
подтопляемая зона. СЗЗ установлена для 81 СЯЗ  
в Белгородской (70), Тверской (8), Ярославской (2) 
и Брянской (1) областях.

На территории 9 из 11 субъектов СЗФО заре-
гистрировано 115 СЯЗ, что на 3 захоронения боль-
ше, чем в Перечне [6]: число СЯЗ увеличилось с 25 
до 30 в Псковской области, тогда как на 1 захороне-
ние стало меньше в Республике Карелия и Ленин-
градской области. Подавляющее большинство СЯЗ 
округа локализуется в Вологодской (42), Псковской 
(30) и Архангельской (24) областях, единичные за-
хоронения учтены в Республике Карелия (7), Новго-
родской (4) и Мурманской (3) областях, Республике 
Коми (2), Калининградской (2) и Ленинградской (1) 
областях. СЯЗ отсутствуют в г.ф.з. Санкт-Петербур-
ге и НАО. Также получены сведения о 50 «моровых 
полях» на территории НАО, которые сформирова-
лись в 1880–1934 гг. в процессе эпизоотий СЯ.

В соответствии с представленной информа-
цией зольные остатки захоронены в 87 (75,7%) СЯЗ, 
неутилизированные туши — в 27 (23,5%) СЯЗ; дан-
ные о способе захоронения неизвестны для 1 СЯЗ 
в Республике Карелия. Согласно имеющимся дан-
ным, 96% СЯЗ в СЗФО соответствуют или частично 
соответствуют ВСП содержания, не соответствуют 
3 захоронения в Псковской (2) и Вологодской (1) 
областях. Наличие балансодержателя установлено 
для большинства (82,6%) объектов (95 СЯЗ), а его 
отсутствие — для 20 (Архангельская область — 13, 
Республика Карелия — 6, Вологодская область — 1).  
На территории с риском подтопления размещено  
1 захоронение в Вологодской области. Географиче-
ские координаты известны для 98,3% СЯЗ и 100% 
«моровых полей». 

В радиусе 1000 м от 67 СЯЗ определено на-
личие жилой застройки, рекреационных зон, от 23 
СЯЗ — животноводческих хозяйств, от 1 СЯЗ — 
подтопляемой зоны. ССЗ определены лишь для  
2 СЯЗ в Архангельской и Вологодской областях.

В ЮФО актуализировано 112 СЯЗ в 5 из  
8 субъектов с наибольшим числом в Ростовской об-
ласти (78), а также на территории Астраханской об-
ласти (15), Республики Крым (13), Республики Кал-
мыкия (5), Краснодарского края (1). Снятие с учёта 
всех 114 СЯЗ в Республике Адыгея, а также 1 СЯЗ 
в Республике Калмыкия определило снижение ко-
личества захоронений в ЮФО практически в 2 раза 
по сравнению с информацией Перечня [6], согласно 
которому на территории ЮФО (без учёта захороне-
ний в Республике Крым в связи с выпуском Переч-
ня [6] в 2011 г.) было зарегистрировано 210 СЯЗ. 
Отсутствие зарегистрированных СЯЗ показано так-
же для Волгоградской области и г.ф.з. Севастополя. 

Согласно представленным сведениям, практи-
чески все (99%) СЯЗ в ЮФО содержат захоронение 

зольных остатков после сжигания трупов павше-
го скота, кроме 1 СЯЗ в Краснодарском крае с за-
хоронением неутилизированной туши животного. 
Ветеринарно-санитарным нормам содержания со-
ответствуют 50 (44,6%) СЯЗ; среди 62 СЯЗ, не со-
ответствующих ВСП, 55 (88,7%) СЯЗ расположено  
в Ростовской области. Административно-хозяй-
ственная принадлежность определена для 91 (81,3%) 
СЯЗ: 75 (96%) захоронений Ростовской области,  
13 (100%) СЯЗ Республики Крым, 2 СЯЗ Астрахан-
ской области и 1 СЯЗ Краснодарского края. Геогра-
фические координаты известны для 100% СЯЗ. 

Наличие жилой застройки, парков выявлено  
в радиусе километровой зоны 39 СЯЗ, животновод-
ческих хозяйств — 15 СЯЗ, подтопляемой террито-
рии — 1 СЯЗ. СЗЗ установлены у 3 СЯЗ в Астрахан-
ской области и 1 СЯЗ в Ростовской области.

В СКФО выявлены 238 СЯЗ в 5 субъектах из 7.  
В целом число СЯЗ в СКФО стало меньше на 40 за - 
хоронений, чем в Перечне [6], что связано со сняти-
ем с учёта 45 СЯЗ в Ставропольском крае (умень-
шение количества с 75 до 30) и включением в ре-
гиональные реестры поднадзорных объектов 5 ра-
нее неучтённых СЯЗ: 2 — в Карачаево-Черкесской 
Республике (0/2), 3 — в Республике Северная Осе-
тия — Алания (139 из 142). Количество захоронений 
не изменилось в Кабардино-Балкарской Республике 
(62) и Республике Дагестан (2). В Чеченской Респу-
блике и Республике Ингушетия СЯЗ не учтены.

Зольные остатки содержатся в 212 (89%) СЯЗ 
4 субъектов. Неутилизированные туши павших от 
инфекции СХЖ захоронены в 24 СЯЗ Ставрополь-
ского края и 2 СЯЗ Республики Дагестан.

Соответствие СЯЗ нормативам ВСП опре-
делено для 84 (35,3%) СЯЗ — всех захоронений, 
расположенных в Республике Дагестан, Кабарди-
но-Балкарской и Карачаево-Черкесской республи-
ках, и для 18 (60%) СЯЗ Ставропольского края. 
Частичное соответствие установлено у 20 (8,4%) 
СЯЗ: 17 (12%) — в Республике Северная Осе-
тия — Алания, 3 (10%) — в Ставропольском крае. 
Не соответствует ВСП 134 (56,3%) СЯЗ: подавляю-
щее количество захоронений в Республике Север-
ная Осетия — Алания (125 из 142; 88%) и 9 (30%) 
в Ставропольском крае. В СКФО насчитывается  
4 СЯЗ, имеющих балансодержателей (по 2 в Респу-
блике Дагестан и Карачаево-Черкесской Республи-
ке). В зоне возможного подтопления располагаются 
2 захоронения в Кабардино-Балкарской Республи-
ке. Точные географические координаты определены 
для 112 (47,1%) СЯЗ округа. 

В радиусе 1000 м от 176 СЯЗ определена жи-
лая застройка, от 162 — животноводческие пред-
приятия, пастбища, от 3 — зоны подтопления. ССЗ 
установлены только для 11 (4,6%) СЯЗ в Ставро-
польском крае (8), Республике Дагестан (2) и Кара-
чаево-Черкесской Республике (1).
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В ПФО в настоящее время учтены 1742 СЯЗ, 
локализующиеся в 12 из 14 субъектов. Число за-
хоронений стало меньше на 455 в сравнении с 
данными в Перечне [10], в котором представлена 
информация о 2197 СЯЗ. Снижение количества 
обусловлено снятием с учёта 483 захоронений: 345 —  
в Чувашской Республике — Чувашии, 102 — в Рес-
пуб лике Марий Эл, 33 — в Кировской области, 2 — 
в Пензенской, 1 — в Оренбургской. Число учтённых 
СЯЗ увеличилось в республиках Мордовия (на 23) 
и Татарстан (на 4), Удмуртской Республике (на 1). 

Территориальное распределение СЯЗ пред-
ставлено следующим образом: большинство СЯЗ 
учтено в республиках Татарстан (808) и Мордовия 
(250), Нижегородской области (231), Удмуртской 
Республике (101), Пензенской области (84), Перм-
ском крае (79), Чувашской Республике — Чувашии 
(52); далее следуют Ульяновская область (39), Ре-
спублика Марий Эл (37), Кировская (34), Оренбург-
ская (24) и Самарская (3) области. В Республике 
Башкортостан и Саратовской области СЯЗ не заре-
гистрированы.

Большинство (67,1%) СЯЗ характеризуется 
захоронением зольных остатков, 24,5% — трупов 
СХЖ, для 8,4% СЯЗ информации о характере за-
хоронения отсутствуют. Несоответствие ВСП уста-
новлено для 223 (12,8%) СЯЗ округа, 1519 (87,2%) 
СЯЗ соответствует правилам содержания. Значи-
тельная доля СЯЗ (84,3%) имеет административ-
но-хозяйственную принадлежность. Бесхозными 
являются все 250 СЯЗ в Республике Мордовия, 
11 — в Оренбургской области, 10 — в Кировской, 
3 — в Самарской (всего 274 СЯЗ). В зоне риска 
подтопления расположены 5 захоронений в Ниже-
городской области и 3 в Республике Марий Эл. Гео-
графические координаты определены для 99% СЯЗ 
в ПФО и неизвестны для 4 захоронений (по 2 в Ре-
спублике Татарстан и Пензенской области). 

Хозяйственное использование прилегающих к 
захоронениям территорий в радиусе 1 км определе-
но для 406 СЯЗ, подтопляемые зоны — для 43. ССЗ 
установлены для 69 СЯЗ, 45 из которых расположе-
ны на территории Республики Татарстан. 

Актуализирована информация о наличии в 
пределах всех 6 субъектов УФО 123 захоронений, 
что на 62 меньше, чем в Перечне [8]. Уменьшение 
числа СЯЗ зафиксировано только в Тюменской 
области, где сняты с учёта 72 из 74 захоронений. 
Отмечено возрастание количества учтённых СЯЗ, 
в первую очередь за счёт формирования 9 СЯЗ  
в ЯНАО в процессе крупнейшей эпизоотии СЯ сре-
ди северных оленей в 2016 г. (увеличение числа с 0 
до 9), а также постановкой на учёт 1 СЯЗ в Курган-
ской области (увеличение числа с 20 др 21). Коли-
чество СЯЗ в остальных субъектах УФО осталось 
прежним: Свердловская область — 72, Челябинская 
область — 17, ХМАО — Югра — 2. Помимо СЯЗ, 

в ЯНАО дополнительно установлено местоположе-
ние 39 «моровых полей», образовавшихся с 1908 г. 
в процессе эпизоотий СЯ среди оленей и занимаю-
щих более 8 млн га территории ЯНАО.

Согласно имеющимся сведениям, 83% СЯЗ 
содержат зольные остатки, неутилизированные ту-
ши — 8 СЯЗ в Свердловской области, для 13 захо-
ронений данные отсутствуют. Соответствие ВСП 
установлено для 57%, не соответствует ВСП 53 
(43%) СЯЗ в Свердловской (49), Челябинской (3) и 
Курганской (1) областях. Значительное количество 
(74 из 123 СЯЗ; 60%) являются бесхозными, среди 
них 49 СЯЗ в Свердловской области, 16 — в Кур-
ганской области, 9 — в ЯНАО. В зоне возможного 
подтопления локализуется 1 СЯЗ в Свердловской 
области. Географические координаты известны для 
100% почвенных очагов УФО. 

В радиусе 1000 м от 43 СЯЗ отмечено хозяй-
ственное использование территорий, от 5 захороне-
ний — зона подтопления. ССЗ установлены для 14 
(11,4%) СЯЗ в Курганской (6), Свердловской (6) и 
Челябинской (2) областях.

В 7 из 10 субъектов СФО учтены 180 захо-
ронений, что на 18 превышает количество СЯЗ, 
указанное в Перечне [9], за счёт постановки на 
учёт 10 СЯЗ в Республике Тыва, 6 — в Алтайском 
крае, 2 — в Иркутской области. Подавляющее чис-
ло (103) СЯЗ размещено в Кемеровской области, 
26 — в Алтайском крае, по 15 — в Красноярском 
крае и Иркутской области, 11 — в Республике Ты-
ва, 9 — в Новосибирской области. Захоронения не 
зарегистрированы в Республике Алтай, Омской и 
Томской областях. В Красноярском крае, помимо 
захоронений, также учтено 40 «моровых полей» об-
щей площадью свыше 4500 га, образованных в пе-
риод эпизоотий среди северных оленей на Таймыре  
в 1904–1967 гг. 

Значительная часть СЯЗ (152 СЯЗ; 84,4%) 
характеризуется захоронением зольных остатков,  
в 12 СЯЗ Красноярского края захоронены туши 
павших СХЖ, условия захоронения для 16 СЯЗ не 
установлены. Для 99% СЯЗ в округе указано полное 
(143) и частичное (36) соответствие ВСП и известны 
географические координаты, не соответствует пра-
вилам содержания 1 СЯЗ в Кемеровской области.  
У большинства захоронений в СФО (144 СЯЗ; 80%) 
имеются балансодержатели; без хозяйственной 
принадлежности выявлены 36 СЯЗ. В зоне подто-
пления расположено 1 СЯЗ в Алтайском крае.

Определено наличие жилой застройки в при-
легающей километровой зоне 65 СЯЗ, животновод-
ческих хозяйств — 20 СЯЗ, подтапливаемой терри-
тории — 4 СЯЗ. ССЗ установлены для 114 (63,3%) 
СЯЗ на территории Кемеровской (103), Новосибир-
ской (8) областей и Красноярского края (3).

Известно о 141 СЯЗ, расположенном в 6 из 11 
субъектов ДФО, что в целом на 170 СЯЗ меньше, 
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чем по сведениям Перечня [7], содержащего сведе-
ния о 311 СЯЗ. Изменения в количестве захороне-
ний затронули 7 субъектов округа. По результатам 
пересмотра и анализа данных, ввиду отсутствия 
сведений о точном местоположении СЯЗ, число 
объектов уменьшилось на 268: в Республике Саха 
(Якутия) — на 239 (с 275 до 36), в Еврейской авто-
номной области — на 19 (с 22 до 3), в Приморском 
крае — на 9 (с 12 до 3), в Сахалинской области — на 
1 (с 1 до 0). Количество учтённых СЯЗ увеличилось 
в Забайкальском крае на 81 (с 0 до 81), Республике 
Бурятия — на 16 (с 1 до 17), Камчатском крае — на 1 
(с 0 до 1). В Хабаровском крае, Амурской, Магадан-
ской, Сахалинской областях и Чукотском автоном-
ном округе сибиреязвенные объекты отсутствуют.

Захоронения зольных остатков отмечены в 
102 (72,3%) СЯЗ, трупов СХЖ — в 10, а сведения 
в отношении 29 СЯЗ отсутствуют. Для большин-
ства СЯЗ (83; 59%) выявлено несоответствие ВСП 
содержания — преимущественно в Забайкальском 
крае (43) и Республике Саха (Якутия) (33), а также 
в Республике Бурятия (4) и Приморском крае (3). 
Большинство захоронений ДФО (120; 85%) — бес-
хозные. Наличие балансодержателя установлено 
только для 21 СЯЗ в 4 регионах (Республике Буря-
тия — 12, Забайкальском, Приморском краях и Ев-
рейской автономной области — по 3). Два захороне-
ния в Республике Бурятия и Еврейской автономной 
области расположены в местах возможного подто-
пления. Географические координаты известны для 
128 (91%) СЯЗ, точная локализация неизвестна для 
13 захоронений Республики Саха (Якутия). 

В радиусе 1000 м от 71 СЯЗ выявлено наличие 
животноводческих предприятий, от 11 — жилой за-
стройки, от 3 — зоны подтопления. В ДФО отсут-
ствуют СЯЗ с установленными СЗЗ.

Обсуждение
Актуализация данных о стационарно неблаго-

получных по СЯ пунктах на территории России по-
зволила получить характеристики свыше 85% СНП 
от числа пунктов, представленных в Кадастре [5],  
с информацией о географических координатах рас-
положения 92,6% актуализированных СНП, распо-
ложенных в 81 субъекте из 85. 

Уменьшение количества СНП отмечено в 51 
субъекте, в 13 из них — более чем на 100 пунктов, 
среди которых наиболее значительная разница 
определена в 3 регионах (Смоленская область — 
снижение на 941 СНП, Кировская область — на 
741, Орловская область — на 523). Снижение ко-
личества СНП обусловлено как ликвидацией ряда 
населённых пунктов и их слиянием с другими, так 
и тем обстоятельством, что СНП — это не только 
населённые пункты, но и животноводческие фер-
мы, пастбища и пр., на территории которых хотя 
бы однократно регистрировались эпизоотии СЯ, 

и невозможностью восстановления сведений о 
расположении этих неблагополучных в прошлом 
и упразднённых хозяйствах различных форм соб-
ственности.

Превышение числа СНП по сравнению с Ка-
дастром [5] установлено в 22 субъектах с макси-
мальным различием в республиках Саха (Якутия) 
(на 129) и Татарстан (на 111). В базу данных так-
же включены сведения о неблагополучных пунктах  
в Республике Крым, отсутствующие в Кадастре [5]. 
Согласно архивным материалам, СЯ не регистри-
ровалась за весь период наблюдения в 4 субъектах 
Российской Федерации: Магаданской области, Чу-
котском автономном округе, г.ф.з. Санкт-Петербур-
ге и Севастополе.

В процессе актуализации получена характе-
ристика 3185 СЯЗ, расположенных в 63 субъектах 
России (включая Республику Крым), и 129 «моро-
вых полей» в 3 северных регионах (НАО, ЯНАО, 
Красноярский край). Географические координаты 
локализации определены более чем для 95% захо-
ронений и 100% «моровых полей».

Анализ данных о СЯЗ выявил ряд проблемных 
вопросов. В первую очередь установлено снижение 
количества зарегистрированных СЯЗ на 1116 объек-
тов, обусловленное снятием с учёта СЯЗ в 20 субъ-
ектах. Значительное снижение количества учтён-
ных СЯЗ отмечено в 6 субъектах, среди которых 
Чувашская Республика — Чувашия (уменьшение 
на 345 СЯЗ), Республика Саха (Якутия) (на 239), 
Республика Марий Эл (на 102), Тюменская область 
(на 72), Ставропольский край (на 45), Кировская 
область (на 33). Сокращение числа зарегистриро-
ванных СЯЗ выявлено также в Еврейской автоном-
ной области (на 19), Белгородской области (на 14), 
Костромской и Курской областях (по 13), Тверской 
области (на 10), Приморском крае (на 9), Пензен-
ской области (на 2), а также по 1 СЯЗ в республи-
ках Калмыкия и Карелия, Ленинградской, Орен-
бургской и Сахалинской областях. Кроме того, все 
СЯЗ были исключены из региональных реестров в 
Республике Адыгея (114) и Воронежской области 
(81). Также известно, что ещё до издания Перечня 
[6, 7] были сняты с учёта все 53 СЯЗ, которые были 
зарегистрированы на территории 20 районов Вол-
гоградской области [17], и все 168 захоронений в 
Тульской области. Исключение СЯЗ из перечней ре-
гиональных реестров происходило в соответствии 
с постановлениями региональных правительств, 
управлений (комитетов, агентств) ветеринарии о 
ликвидации неиспользуемых скотомогильников на 
территории субъектов, считая, что места захороне-
ния зольных остатков павших от СЯ животных не 
представляют опасности и не являются СЯЗ. Одна-
ко ретроспективное установление факта сожжения 
трупов сибиреязвенных животных именно до эпи-
демически безопасного неорганического остатка 
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не представляется возможным, как и в принципе 
сжигание туш животных, павших от СЯ, до золы с 
использованием подручных средств, когда, как по-
казывает практика, на месте документально обозна-
ченного захоронения «зольных остатков» обнару-
живаются несожженные костные фрагменты СХЖ. 
Причиной уменьшения числа СЯЗ также стало их 
снятие с учёта ввиду отсутствия данных о точном 
расположении. 

Показано, что более 36% СЯЗ не имеет адми-
нистративно-хозяйственной принадлежности, 20% 
СЯЗ не соответствуют ВСП содержания. Локализа-
ция на местности с риском подтопления определена 
для 20 СЯЗ, наличие зоны подтопления в пределах 
прилегающей территории — для 113. Выявлено хо-
зяйственное использование земельных участков в 
радиусе 1000 м от ряда захоронений: наличие жи-
лой застройки, рекреационных зон — 892 (28%) 
СЯЗ, животноводческих предприятий, пастбищ — 
478 (15%) СЯЗ; планируются к освоению приле-
гаю щие территории 27 захоронений. 

Результаты анализа данных подтвердили от-
сутствие корреляции между количеством СНП — 
маркеров наличия почвенных очагов СЯ — и чис-
лом СЯЗ. Так, на административных территориях 31 
субъекта при наличии 14 884 СНП с регистрацией 
многократных проявлений инфекции учтено лишь 
552 СЯЗ, а в 18 субъектах, имеющих 8025 СНП, в 
которых зарегистрировано более 21,5 тыс. вспышек 
СЯ, СЯЗ вовсе не значатся: Омская (1175 СНП), Са-
ратовская (1040), Рязанская (840), Воронежская (781), 
Волгоградская (727), Тамбовская (699), Смоленская 
(572), Томская (271), Тульская (155), Амурская (114), 
Сахалинская (3) области, Республики Башкортостан 
(1292), Адыгея (75), Алтай (61), Ингушетия (21), Че-
ченская Республика (142), Хабаровский край (41), 
НАО (16), что свидетельствует о наличии в России 
значительного числа неучтённых СЯЗ.

Заключение
В результате масштабной систематизации ин-

формации впервые созданы базы данных СНП и 
почвенных очагов инфекции, содержащие актуа-
лизированную информацию о характеристиках и 
расположении 32 566 сибиреязвенных СНП и 3314 
почвенных очагов (3185 СЯЗ и 129 «мировых по-
лей») в Российской Федерации. Полученные дан-
ные о сибиреязвенных СНП и почвенных очагах 
будут служить основополагающим ресурсом повы-
шения уровня информационного обеспечения, эф-
фективности эпизоотолого-эпидемиологического 
мониторинга и профилактики СЯ на территории 
субъектов РФ.

Анализ данных позволил оценить современные 
эпидемиологические риски, обусловленные почвен-
ными очагами СЯ. Факты практически повсемест-
ного наличия значительного количества неучтённых 

СЯЗ, снятие захоронений с учёта, отсутствие досто-
верного местоположения учтённых СЯЗ, наличие 
бесхозных и не соответствующих ветеринарно-са-
нитарным правилам содержания СЯЗ, а также су-
ществование «моровых полей» в северных регионах 
России на фоне неполного учёта и охвата иммуни-
зацией восприимчивых СХЖ поддерживают посто-
янный потенциальный риск осложнения эпизоотоло-
го-эпидемиологической ситуации по СЯ.

Пути решения данных проблем состоят, в пер-
вую очередь, в реализации мероприятий, направ-
ленных на исключение устранимых (социальных) 
факторов риска, включающих:

• обустройство СЯЗ согласно нормативным 
требованиям с использованием администра-
тивного ресурса;

• обеспечение регулярного надзора за ветери-
нарно-санитарным состоянием СЯЗ;

• установление ССЗ СЯЗ;
• недопущение снятия с учёта и ликвидации 

СЯЗ; восстановление в региональных рее-
страх СЯЗ, исключённых из перечня поднад-
зорных объектов, осуществление комплекса 
надзорных мероприятий;

• использование информации о локализации 
«моровых полей» при планировании прове-
дения изыскательских работ, добычи полез-
ных ископаемых;

• принятие дополнительных мер по поголов-
ному учёту и ежегодной вакцинации СХЖ;

• обеспечение специфической иммунизации 
контингентов из групп риска.
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Филогения штаммов Yersinia pestis линии 4.ANT  
из Тувинского горного и сопредельных очагов чумы 
Станковцева Е.В.1 , Оглодин Е.Г.1, Вержуцкий Д.Б.2, Червякова Н.С.1,  
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Аннотация
Введение. Тувинский горный очаг чумы (ТГОЧ) в России с момента его открытия в 1964 г. проявляет посто-
янную эпизоотическую активность. Штаммы Yersinia pestis, выделяемые в этом очаге, относятся к фило-
генетической линии 4.ANT античного биовара основного подвида. Они высоковирулентны и эпидемически 
значимы. Использование современных молекулярно-генетических технологий позволит определить попу-
ляционную структуру штаммов 4.ANT в ТГОЧ.
Цель исследования — филогенетический и популяционный анализ штаммов Y. pestis линии 4.ANT из 
ТГОЧ по данным полногеномного SNP-типирования (single nucleotide polymorphism) и MLVA25-типирова-
ния (multiple locus variable number tandem repeats analysis).
Материалы и методы. Использованы полногеномные нуклеотидные последовательности 68 штам-
мов Y. pestis, включая 60 штаммов линии 4.ANT. Секвенирование штаммов проводили на платформе 
MGI. SNP-анализ выполняли путём выравнивания последовательностей в программе «Snippy v. 4.6»  
с последую щим построением дендрограммы Maximum Likelihood на основе выявленных коровых SNPs  
в программе «SeaView». SNPs, маркерные для штаммов линии 4.ANT, выявляли при помощи програм-
мы «MEGA11». MLVA-генотипирование штаммов Y. pestis линии 4.ANT проводили путём поиска локусов  
с последующим подсчётом количества тандемных повторов в программе «Tandem Repeats Finder». По-
строение MLVA-дендрограммы выполняли методом UPGMA в программе «BioNumerics v. 7.6.3».
Результаты. По данным SNP-анализа штаммов Y. pestis линии 4.ANT из ТГОЧ установлено наличие  
4 филогеографических групп: T1 (Саглинский, Толайлыгский и Барлыкский мезоочаги, 1971–1987 гг.),  
Т2 (Каргинский мезоочаг, 2014–2024 гг.), Т3 (Каргинский мезоочаг, 1977–2009 гг.), Т4 (Каргинский, Толай-
лыгский и Боро-Шайский мезоочаги, 2006–2013 гг.). Выявлены 8 MLVA-генотипов штаммов линии 4.ANT из 
Тувы и вариабельные VNTR-локусы: yp1290ms04, yp1935ms05, yp0559ms15, yp4042ms35, yp4425ms38, 
yp1108ms45, yp4280ms62, yp1580ms70. 
Обсуждение. Среди штаммов, взятых в анализ, наиболее ранними представителями ветви 4.ANT высту-
пают штаммы кластера Т1 из ТГОЧ. Отдельными подветвями на дереве представлены популяция штам-
мов из Горного Алтая и Монголии и популяция штаммов из ТГОЧ (1977–2024 гг.). Последняя популяция 
представлена политомией и характеризуется выраженной кластеризацией по пространственно-времен-
нóму принципу. 
Заключение. Определено наличие 4 основных филогеографических групп в популяции 4.ANT в ТГОЧ и 
установлены генетические различия между ними, что может быть использовано для углублённой молеку-
лярно-генетической дифференциации и типирования штаммов Y. pestis в этом очаге.

Ключевые слова: чума, Yersinia pestis, Тувинский горный очаг, SNP-анализ, MLVA-типирование
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Phylogeny of Yersinia pestis strains of the 4.ANT lineage  
from the Tuva mountains and adjacent plague foci
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Abstract
Introduction. The Tuva mountain plague focus (TMPF) in Russia has been continuously epizootically active 
since its discovery in 1964. The strains of Yersinia pestis isolated in this focus belong to the phylogenetic lineage 
4.ANT of the antique biovar of the main subspecies. They are highly virulent and epidemically significant. The use 
of modern molecular genetic technologies will make it possible to determine the population structure of 4.ANT 
strains in the TMPF.
The aim of the study was to analyze the phylogenetic and population structure of Y. pestis strains of the 4.ANT 
lineage from the TMPF according to the data of whole-genome SNP (single nucleotide polymorphism) typing and 
MLVA25 (multiple locus variable number tandem repeats analysis) typing.
Materials and methods. Whole-genome nucleotide sequences of 68 Y. pestis strains, including 60 strains of the 
4.ANT lineage, were analyzed. Sequencing of strains was performed on the MGI platform. SNP-analysis was 
performed by sequence alignment in the Snippy v. 4.6 program with subsequent construction of a Maximum Like-
lihood dendrogram based on the identified core SNPs in the SeaView program. SNPs, being markers for strains 
of the 4.ANT lineage, were detected using the MEGA11 program. MLVA-genotyping of Y. pestis strains of the 
4.ANT lineage was performed by searching loci and then counting the number of tandem repeats in the Tandem 
Repeats Finder program. MLVA-dendrogram construction was performed by UPGMA method in the BioNumerics 
v. 7.6.3 program.
Results. According to SNP-analysis of Y. pestis strains of lineage 4.ANT from the TMPF, the presence of  
4 phylogeographic groups was established: T1 (Saglinsky, Tolaylyg and Barlyk mesofoci, 1971–1987), T2 
(Karginsky mesofocus, 2014–2024), T3 (Karginsky mesofocus, 1977–2009), T4 (Karginsky, Tolaylyg and 
Boro-Shai mesofoci, 2006–2013). Eight MLVA-genotypes of strains of 4.ANT lineage from Tuva and variable 
VNTR loci were identified: yp1290ms04, yp1935ms05, yp0559ms15, yp4042ms35, yp4425ms38, yp1108ms45, 
yp4280ms62, yp1580ms70. 
Discussion. Among the strains analyzed, the earliest representatives of the 4.ANT branch are strains of the T1 
cluster from the TMPF. The population of strains from the Altai Mountains and Mongolia and the population of 
strains from the TMPF (1977–2024) are represented as separate sub-branches on the tree. The latter population 
is represented by polytomy and is characterized by pronounced clustering according to the spatial and temporal 
principle.
Conclusion. The presence of 4 main phylogeographic groups in the population of 4.ANT lineage in the TMPF was 
determined and genetic differences between them were established, which can be used for in-depth molecular-
genetic differentiation and typing of Y. pestis strains in this focus.

Keywords: plague, Yersinia pestis, Tuva mountain focus, SNP analysis, MLVA typing
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Введение 
Природные очаги чумы расположены на боль-

шинстве континентов и постоянно проявляют себя 
вспышками этой особо опасной инфекции, оста-
вившей глубокий след в истории цивилизации  

в доисторический период и в современную эпоху [1].  
В последние годы вспышки чумы регистрируются 
в Демократической Республике Конго, Республи-
ке Мадагаскар, Соединённых Штатах Америки, 
Китайской Народной Республике и Монголии [2].  
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Чума является природно-очаговой инфекцией с пре-
имущественно трансмиссивным механизмом пере-
дачи возбудителя — бактерии Yersinia pestis, которая 
сохраняется в природных очагах, преимущественно 
циркулируя между грызунами и паразитирующими 
на них блохами. В странах Содружества Независи-
мых Государств расположено 45 природных очагов 
чумы, в том числе 11 из них — в России. 

Современная внутривидовая классификация, 
основанная на данных о мировом генетическом 
разнообразии возбудителя чумы, делит штаммы 
Y. pestis на 7 подвидов: основной — ssp. pestis (ан-
тичный, средневековый, восточный и промежуточ-
ный биовары) и 6 неосновных подвидов [3]. Штам-
мы основного подвида циркулируют в большинстве 
природных очагов мира и являются высоковиру-
лентными. Штаммы античного биовара были этио-
логическими агентами 1-й и 2-й пандемий чумы, 
Маньчжурской эпидемии лёгочной чумы в Китае  
в 1910–1911 гг., современных вспышек чумы в Де-
мократической Республике Конго [3, 4]. Штаммы 
античного биовара генетически разнообразны и 
относятся по генетической номенклатуре ветвей 
эволюции к 5 филогенетическим линиям: 0.ANT, 
1.ANT, 2.ANT, 3.ANT и 4.ANT, которые в насто-
ящее время встречаются в природных очагах чу-
мы Азии и Африки [5]. Штаммы линии 4.ANT 
циркулируют в эндемичном мегаочаге, который 
является трансграничным и охватывает террито-
рии Тувинского горного очага чумы (ТГОЧ) и Гор-
но-Алтайского высокогорного очага чумы в Рос-
сии и природных очагов в Монголии [6]. В других 
регионах мира штаммы 4.ANT не встречаются. На 
протяжении многих лет мегаочаг 4.ANT проявляет 
постоянную эпизоотическую активность. В 2014–
2016 гг. в Горно-Алтайском высокогорном очаге 
произошли 3 случая заболевания чумой человека, 
вызванные штаммами линии 4.ANT [7, 8]. Забо-
левания чумой регистрируются и в сопредельном 
регионе Монголии [2, 9]. 

Кроме 3 резидентных для Y. pestis плазмид 
вирулентности pFra, pCad и pPst, штаммы 4.ANT 
содержат плазмиду pTP33, которая, по-видимо-
му, кодирует факторы адаптации штаммов Y. pestis  
к условиям природных экосистем этого географи-
ческого региона [10, 11]. Штаммы 4.ANT выде-
ляются в Горно-Алтайском очаге, начиная с 2012 
г. Филогенетическая структура штаммов 4.ANT 
из Горного Алтая и Монголии хорошо исследова-
на с помощью полногеномного секвенирования 
и MLVA25-типирования (multiple locus variable 
number tandem repeats analysis) [6, 12]. В ТГОЧ цир-
куляция тувинского варианта 4.ANT выявлена еще 
в 1964 г. [13]. С тех пор эпизоотическая активность 
в ТГОЧ регистрируется постоянно и с выделением 
культур Y. pestis, однако количество публикаций по 
молекулярно-генетическим исследованиям популя-

ционной структуры тувинских штаммов 4.ANT до-
статочно ограниченно [6, 12, 14, 15]. Практически 
отсутствуют публикации по филогенетическому 
анализу популяционной структуры штаммов 4.ANT 
по данным полногеномного секвенирования.

ТГОЧ охватывает 3 административных ко-
жууна Тывы: Монгун-Тайгинский, Овюрский и 
Тэс-Хемский. Основная территория очага располо-
жена у южных склонов горных хребтов Цаган-Ши-
бету и Западного Танну-Ола [16]. Территория очага 
включает различные географические ландшафты: 
от степной зоны до альпийских биотопов. Основ-
ной чертой эпизоотического процесса в очаге яв-
ляется ярко выраженная микроочаговость, что на-
прямую связано с наличием отдельных популяций 
основного носителя — длиннохвостого суслика 
Urocitellus undulatus. ТГОЧ включает ряд мезоо-
чагов: Каргинский, Саглинский, Толайлыгский, 
Барлыкский, Верхне-Барлыкский, Боро-Шайский, 
Моген-Буренский, Аспайтинский, Кара-Бельдыр-
ский, Чозинский и Деспенский [17]. Основным 
переносчиком на территории очага является блоха 
Citellophilus tesquorum, однако в эпизоотический 
процесс также вовлечены другие виды блох, ик-
содовые и гамазовые клещи, вши [18]. Существо-
вание отдельных мезоочагов чумы и микроочаго-
вость территории предполагает наличие разных 
филогеографических популяций и выраженную 
диверсификацию линии 4.ANT в ТГОЧ. Как эф-
фективный генетический инструмент определе-
ния популяционной структуры Y. pestis зарекомен-
довало себя сочетание методов полногеномного 
SNP-анализа (single nucleotide polymorphism) и 
MLVA25-типирования [19, 20]. Первый метод по-
зволяет проводить реконструкцию долговремен-
ной эволюции Y. pestis, а MLVA25 показывает вы-
сокую разрешающую способность при изучении 
близкородственных штаммов, циркулирующих на 
одной или смежных территориях [21, 22].

ТГОЧ входит в число действующих очагов 
чумы России. Южная часть очага прилегает к гра-
нице с Монголией, на территории которой распо-
ложены активные очаги чумы. Развитие туризма, 
экономических связей и транспортного сообщения 
в этом регионе может привести к случаям зараже-
ния людей чумой и выносу возбудителя за пределы 
эпизоотических территорий. Планируемое в 2026 г. 
начало строительства железной дороги Элегест — 
Кызыл — Курагино также может увеличить угрозу 
контакта с носителями и переносчиками заболе-
вания. Ещё одну угрозу представляет незаконный 
промысел местным населением сурка тарбагана, 
который в последние 10–15 лет начал спорадически 
вовлекаться в эпизоотии. Напряжённость эпизооти-
ческого процесса в ТГОЧ и высокая вирулентность 
штаммов 4.ANT обусловливают необходимость их 
всестороннего исследования, определения ареала, 
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проведения филогенетического анализа и установ-
ления современной популяционной структуры с по-
мощью молекулярно-генетических технологий.

Цель работы — филогенетический и популя-
ционный анализ штаммов Y. pestis линии 4.ANT 
из ТГОЧ по данным полногеномного SNP- и 
MLVA25-типирования. 

Материалы и методы

Полногеномный SNP-анализ штаммов Y. pestis 
филогенетической линии 4.ANT

В работе использованы полногеномные нуклео-
тидные последовательности 68 штаммов Y. pestis, из 
которых 60 штаммов, выделенные в 1971–2024 гг.,  
принадлежат к филогенетической линии 4.ANT. 
Среди них 53 штамма получены в ТГОЧ, 5 штам-
мов — в Горно-Алтайском очаге и 2 штамма —  
в Монголии. Штаммы из ТГОЧ выделены от длин-
нохвостого суслика Urocitellus undulatus (26%), 
тарбагана Marmota sibirica (4%); пищухи даур-
ской Ochotona dauurica (4%), вшей (11%), блох 
Citellophilus tesquorum (35%), Oropsylla alaskensis 
(4%), Paramonopsyllus scallonae (2%), Rhadinopsylla 
li transbaikalica (6%), Frontopsylla elatoides (4%); 
от клещей Gamasina (2%), Ixodidae (2%). Штаммы 
Y. pestis получены из Государственной коллекции 
патогенных бактерий Российского противочумного 
института «Микроб» Роспотребнадзора. 

Штаммы выращивали на агаре или бульоне LB 
(pH 7,2%) при 28℃ 24–48 ч. ДНК выделяли набором 
«PureLink Genomic DNA Mini Kit» («Invitrogen») со-
гласно инструкции производителя. Нуклеотидные 
последовательности штаммов Y. pestis получали ме-
тодом полногеномного секвенирования на платфор-
ме MGI (секвенатор «DNBSEQ-G50RS») с использо-
ванием наборов реактивов «MGIEasy Fast FS Library 
Prep Set» и «MGIEasy UDB Primers Adapter Kit A». 
Полученные риды (фрагменты ДНК, выдаваемые 
секвенатором) собирали в контиги (набор перекры-
вающихся сегментов ДНК, которые в совокупности 
представляют собой консенсусную область ДНК) 
со средним покрытием на геном 98,56% (50× глу-
бина прочтения). Средний размер собранного гено-
ма составил 4,55 млн пар нуклеотидов. В качестве 
группы сравнения при построении дендрограммы 
были взяты штаммы Y. pestis разных филогенетиче-
ских линий из базы данных NCBI GenBank: 620024 
(NZ_ADPM00000000.1, 0.PE7), Pestoides A (NZ_
ACNT00000000.1, 0.PE4), Antiqua (NC_008150.1, 
1.ANT), CO92 (NC_003143.1, 1.ORI1), KIM10 
(NC_004088.1, 2.MED1), Nepal516 (NC_008149.1, 
2.ANT1), MGJZ11 (NZ_ADSU00000000.1, 3.ANT2), 
MGJZ12 (NZ_ADSV00000000.1, 4.ANT). Также из 
базы данных NCBI GenBank были взяты последо-
вательности некоторых штаммов 4.ANT: I-3113 
(NZ_CP045149.1, 4.ANT), I-3223 (LZNE00000000.1, 

4.ANT), 131-133 (M2085) (NZ_CP064125.2, 4.ANT), 
256 (M2029) (NZ_CP064123.1, 4.ANT). 

Коровые SNP-мутации выявляли путём вы-
равнивания контигов штаммов Y. pestis на гено-
ме Y. pestis CO92 с помощью программы «Snippy  
v. 4.6», затем удаляли 28 гомоплазий SNPs, которые 
появляются независимо у представителей разных 
филогенетических линий и не отражают единство 
происхождения [5]. Полученный файл содержал 
1133 коровых SNPs. Для построения дендрограм-
мы на основе коровых SNPs использовали модуль 
PhyML в программе «SeaView». Дендрограмму 
Maximum Likelihood с моделью нуклеотидных за-
мен — GTR (general time reversible) визуализирова-
ли в программе «FigTree v. 1.4.5». Поиск маркерных 
SNPs выполняли в программе «MEGA11».

MLVA25-генотипирование штаммов Y. pestis  
филогенетической линии 4.ANT

Генотипирование выполняли по 25 VNTR-ло-
кусам с исключением из анализа локуса yp3057ms09 
[23, 24]. Поиск VNTR-локусов проводили с исполь-
зованием программы «FragmentFinder v. 0.4» [25]. 
Число тандемных повторов подсчитывали в про-
грамме «Tandem Repeats Finder» при соблюдении 
следующих параметров: параметры выравнива-
ния — 2, 3, 5 (совпадение, несовпадение, indel со-
ответственно); минимальная оценка соответствия, 
чтобы сообщить о наличии повтора — 50; макси-
мальный размер периода (лучшее предположение 
программы по размеру шаблона тандемного повто-
ра) — 500 п.н. [26]. Дендрограмму, основанную на 
количестве тандемных повторов, строили в про-
грамме «BioNumerics v. 7.6.3» («Applied Maths») 
методом UPGMA (unweighted pair group method with 
arithmetic mean).

Статистическая обработка данных включала 
расчёт индекса аллельного полиморфизма h и оцен-
ку дискриминирующей способности метода путём 
расчёта индекса Хантера–Гастона [27, 28].

Результаты 
По результатам полногеномного SNP-анализа 

проведено филогенетическое исследование и опре-
делена популяционная структура штаммов Y. pestis 
линии 4.ANT из ТГОЧ, которая, как установлено, 
включает 4 основные филогеографические группы 
(рис. 1). Реконструкция филогенетического род-
ства штаммов выполнена на основе 1133 выявлен-
ных коровых SNPs. Филогенетическое дерево на 
рис. 1 укоренено по штамму Y. pestis 620024 (NCBI 
GenBank: NZ_ADPM00000000.1, 0.PE7) [5]. Места 
выделения штаммов Y. pestis линии 4.ANT в ТГОЧ 
показаны на рис. 2. 

Поиск SNP-мутаций, лежащих в основе отде-
ления штаммов линии 4.ANT от общего ствола фи-
логенетического дерева Y. pestis, выявил 12 специ-
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фических SNPs, общих для всех штаммов линии 
4.ANT. Из них 9 SNPs расположены в генах, коди-
рующих белки жизнеобеспечения клетки, включая 
6 несинонимичных SNP-мутаций. Еще 3 SNP-мута-
ции находятся в межгенном пространстве. Одна из 
выявленных SNP-мутаций c координатой 1610851 
по геному штамма Y. pestis CO92 (G→A, ген rlmKL) 
ранее была использована в качестве мишени для де-
текции штаммов линии 4.ANT в аллель-специфич-
ной ПЦР-РВ [29].

На дендрограмме штаммы Y. pestis линии 4.ANT, 
выделенные на территории ТГОЧ, разделились на 
четыре филогенетических кластера (филогруппы). 
В кластер Т1, отделившийся от ствола линии 4.ANT 
раньше остальных, вошли 6 штаммов, полученных 
в 1971–1987 гг. Это одни из наиболее ранних штам-

мов из ТГОЧ в исследуемой выборке. Штаммы 2060, 
1771, I-3110 получены в Саглинском мезоочаге в 
1971 и 1984 гг. Штамм I-3205 (1986) выделен в То-
лайлыгском мезоочаге (ур. Бууре). Геном штамма 
I-3113 (1984) взят из базы данных NCBI GenBank 
(NZ_CP045149.1). Штаммы I-3113 и I-3223 (1987) 
выделены в Барлыкском мезоочаге. Обнаружено 
14 SNP-мутаций, характерных только для штаммов 
кластера Т1, из них 12 SNP-мутаций расположены  
в кодирующей области (9 несинонимичных) и 2 
мутации — в межгенном пространстве. От общего  
с кластером Т1 филогенетического узла отходит 
ветвь, давшая начало остальным штаммам линии 
4.ANT.

Между штаммами кластера Т1 и другими 
штаммами линии 4.ANT на дендрограмме распо-

Рис. 1. Дендрограмма Maximum Likelihood штаммов Y. pestis филогенетической линии 4.ANT, построенная по данным 
полногеномного SNP-анализа на основе 1133 коровых SNPs. 

Для построения дендрограммы использовали модуль PhyML программы «SeaView». Применена модель нуклеотидных замен — GTR 
c 500-кратным бутстрэповским подкреплением. Для визуализации полученной дендрограммы использовали программу  

«FigTree v. 1.4.5». Для улучшения разрешения рисунка ветвь штамма 620024 на дендрограмме не показана.
mesof. — mesofocus (мезоочаг), n. l. — natural landmark (урочище).
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ложен штамм MGJZ12, входящий в состав штам-
мов группы сравнения [5]. Этот штамм выделен на 
территории Монголии в 2002 г., что говорит о фи-
логенетической преемственности штаммов 4.ANT, 
распространённых на этом трансграничном участке 
природной очаговости чумы.

Отдельный кластер на дендрограмме обра-
зован штаммами из Горного Алтая и Монголии. 
Штамм I-3240 выделен раньше других штам-
мов этого кластера (1988) на территории Хух- 
Сэрх-Мунх-Хайрханского очага (Монголия). От об-
щего со штаммом I-3240 предка берут свое начало 
современные штаммы из Горного Алтая и Монго-
лии (2012–2019 гг.). Эти штаммы относятся к но-
вому мощному клону линии 4.ANT, проявившему 
себя во втором десятилетии XXI в. в трансгранич-
ном участке мегаочага 4.ANT, в том числе случая-
ми заболевания людей чумой в России и Монголии 
[7, 8]. Выявлены 4 специфичных SNP-мутации для 
штаммов из Горно-Алтайского высокогорного очага 
России и очагов Монголии, расположенных в коди-
рующих участках генома. 

Все остальные взятые в исследование штаммы 
из ТГОЧ, представленные на дендрограмме отдель-
ной ветвью, лежат у основания общей политомии. 
Эта ветвь включает три разных кластера, обозна-
ченных как T2–Т4, а также отдельные штаммы  
(I-3462, 2002; I-3471, 2003; I-3383, 1994; I-3401, 
1998), которые не попали ни в один кластер. Все эти 
штаммы были выделены в Каргинском мезоочаге.

В кластер Т2 вошли 10 штаммов, выделенных 
в 2014–2024 гг. на территории Каргинского мезо-
очага. От других кластеров их отделяет наличие 
2 специфических SNP-мутаций, одна из которых 

расположена в кодирующей области c координатой 
2774153 по геному CO92 (G→A, ген YPO_RS13360, 
синонимичная).

В кластер Т3 вошли штаммы, полученные в 
Каргинском мезоочаге чумы в 1977–2009 гг. Этот 
большой кластер образован штаммами, имеющими 
схожий SNP-профиль. Диверсификация отдельных 
подкластеров внутри кластера Т3 в совокупности  
с выделением культур возбудителя чумы на протя-
жении 40 лет на территории этого мезоочага позво-
ляет предположить наличие независимого процесса 
микроэволюции штаммов кластера Т3 в тот период. 
Штаммы кластера Т3 имеют одну общую специ-
фичную SNP-мутацию с координатой 4263645 по 
геному CO92 (G→T, ген YPO_RS20065, несинони-
мичная). 

Штаммы 4.ANT ещё одного кластера — Т4 — 
выделены в Толайлыгском и Каргинском мезооча-
гах ТГОЧ в 2006–2013 гг. Также в кластер Т4 вошел 
штамм 3 (2012), выделенный в Боро-Шайском мезо-
очаге. Обнаружены 3 SNP-мутации, специфические 
для штаммов этого кластера, 2 SNP-мутации явля-
ются несинонимичными и расположены в кодиру-
ющей области (325289, T→A, ген YPO_RS02605; 
3972331, C→T, ген YPO_RS18755). 

Таким образом, на основании проведённого 
полногеномного SNP-анализа установлено наличие 
диверсификации штаммов Y. pestis 4.ANT в ТГОЧ 
вследствие независимой микроэволюции возбуди-
теля в изолированных микроочагах чумы, описаны 
основные филогеографические группы этих штам-
мов. Охарактеризованы SNP-мутации, специфиче-
ские для отдельных филогеографических популя-
ций этой линии эволюции возбудителя чумы.

Рис. 2. Распространение штаммов Y. pestis филогрупп Т1–Т4 линии 4.ANT на территории ТГОЧ.
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MLVA25-генотипирование штаммов Y. pestis  
филогенетической линии 4.ANT из Тувинского  

горного очага чумы

Для всех взятых в исследование 60 штаммов 
Y. pestis линии 4.ANT, полученных в 1971–2024 гг.  
в ТГОЧ, Горно-Алтайском высокогорном очаге в 
России и очагах Монголии, проведено MLVA25-ге-
нотипирование. По результатам типирования опре-
делены 11 MLVA-генотипов (индекс Хантера–Гасто-
на равен 0,78). Вариабельными для штаммов 4.ANT 
оказались локусы: yp1290ms04 (количество тандем-
ных повторов 6, 7); yp1935ms05 (4, 9); yp0559ms15 
(8, 9); yp4042ms35 (9, 10); yp4425ms38 (5, 8); 
yp1108ms45 (6, 7); yp3060ms56 (8, 9); yp4280ms62 (6, 
7, 9, 10, 11, 12, 13, 14); yp1580ms70 (4, 5, 6) (таблица). 
По остальным локусам (yp0120ms01; yp2769ms06; 
yp2916ms07; yp1814ms20; yp1895ms21; yp0581ms40; 
yp0718ms41; yp1018ms44; yp1335ms46; yp2058ms51; 
yp2612ms54; yp1118ms69; yp1925ms71; yp3236ms73; 
yp3245ms74) все штаммы оказались идентичными. 
Штаммы из ТГОЧ образовали 8 MLVA-генотипов. 
Для них оказались вариабельными те же локусы, 
что и для всех штаммов линии 4.ANT, за исключе-
нием yp3060ms56 (8).

При построении MLVA25-дендрограммы мето-
дом UPGMA на основе числа тандемных повторов  
в VNTR-локусах все исследуемые штаммы из ТГОЧ 
разделились на 3 крупных кластера: A и B (рис. 3). 
Разделение штаммов на кластеры и подкластеры 
совпадает с их пространственно-временны́м проис-
хождением в очаге: кластер A состоит из штаммов 
1971–1987 гг. из Саглинского, Толайлыгского и Бар-
лыкского мезоочагов; кластер B образован штамма-
ми 1977–2024 гг. В состав кластера B входят под-
кластеры: B1 — территория Каргинского мезоочага 
(ур. Чалыяш и Кок-Доргун); В2 — Толайлыгский и 
Каргинский мезоочаги; B3 — Каргинский мезоочаг; 
B4 — Каргинский и Боро-Шайский мезоочаги. От-

дельный кластер на дендрограмме образован штам-
мами из Горного Алтая и Монголии. 

В кластер A, как и при полногеномном SNP- 
анализе, вошли одни из наиболее ранее выделен-
ных штаммов из Тувы. Это 3 штамма из Саглинско-
го мезоочага (I-3110, 1984 г.; 2060 и 1771, 1971 г.), 
штамм I-3205 из Толайлыгского мезоочага (1986 г.) 
и штаммы из Барлыкского мезоочага (I-3223, 1987 г.;  
I-3113, 1984 г.). MLVA-профиль этой группы силь-
но отличается от остальных штаммов линии 4.ANT. 
Наличие 2 аллелей в локусе yp4425ms38 (5 и 8) и 
2 аллелей в локусе yp1108ms45 (6 и 7) лежит в ос-
нове формирования у штаммов кластера А трех 
MLVA-генотипов: Tuv.6, Tuv.7 и Tuv.8. Штаммы 
I-3110, 2060 и 1771 из Саглинского мезоочага име-
ют в VNTR-локусе yp4425ms38 8 тандемных по-
второв и 6 повторов в локусе yp1108ms45 (генотип 
Tuv.6). Генотип Tuv.7, отличающийся наличием  
5 повторов в локусе yp4425ms38 и 6 повторов в ло-
кусе yp1108ms45, имеют штаммы I-3205 (1986) и 
I-3223 (1987). Штамм I-3113 (1984), имеющий 5 по-
второв в локусе yp4425ms38 и 7 тандемных повтора 
в VNTR-локусе yp1108ms45, относится к отдельно-
му генотипу Tuv.8.

Кластер B образовали все остальные иссле-
дованные штаммы Y. pestis 4.ANT из ТГОЧ 1977–
2024 гг. выделения. Это достаточно однородная по 
MLVA-профилю группа. Лишь наличие 3 аллелей 
в локусе yp4280ms62 (11, 12, 13) и 2 аллелей в ло-
кусе yp1580ms70 (4, 5) лежит в основе разделения 
штаммов на подкластеры B1, B2, B3 и В4 и фор-
мирования 4 генотипов (Tuv.4, Tuv.1, Tuv.2, Tuv.3) 
соответственно. 

Подкластер В1 образовали 2 штамма из Кар-
гинского мезоочага — I-2638 (1977 г., ур. Кок-Дор-
гун) и I-3403 (1998 г., ур. Чалыяш). В основе форми-
рования генотипа Tuv.4 лежит наличие 4 повторов 
в локусе yp1580ms70. Наиболее схожий MLVA-про-
филь имеют штаммы кластера В3, которые на де-
реве берут свое начало от штаммов кластера В1. 
В подкластер В3 вошли штаммы, выделенные  
в 1992–2015 гг. в Каргинском мезоочаге. Штаммы 
кластера B1 и B3 (генотипы Tuv.4 и Tuv.2) объ-
единяет наличие 12 тандемных повторов в локусе 
yp4280ms62. Подкластер В2 (генотип Tuv.1) об-
разован 18 штаммами, выделенными на терри-
тории Толайлыгского и Каргинского мезоочагов 
(2002–2013 гг.). У штаммов генотипа Tuv.1 в локусе 
yp4280ms62 имеется 11 VNTR-повторов. Наличие 
13 повторов в локусе yp4280ms62 отделяет 7 штам-
мов, образовавших подкластер В4 (2002–2024 гг.). 
Сюда вошли штаммы из Каргинского мезоочага, а 
также штамм 3 (2012 г.) из Боро-Шайского мезо-
очага. Штамм Y. pestis 549, выделенный в 2020 г. 
на территории ур. Кызыл-Бом (Каргинский мезо-
очага), не вошёл ни в один кластер, образованный 
другими штаммами из ТГОЧ. Это единственный 

Характеристика вариабельных VNTR-локусов штаммов 
Y. pestis линии 4.ANT при MLVA25-генотипировании 

VNTR-локус
Длина  

повтора, 
п.н.

Количество  
аллелей и копий 

повтора  
в VNTR-локусе

Индекс 
аллельного 
полимор-
физма h

yp1290ms04 17 6, 7 0,19

yp1935ms05 17 4, 9 0,03

yp0559ms15 15 8, 9 0,35

yp4042ms35 15 9, 10 0,19

yp4425ms38 16 5, 8 0,10

yp1108ms45 12 6, 7 0,03

yp3060ms56 16 8, 9 0,21

yp4280ms62 9 6, 7, 9, 10, 11, 12, 13 0,74

yp1580ms70 9 4, 5, 6 0,44
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Рис. 3. MLVA-ден-
дрограмма штаммов 

Y. pestis филогенетиче-
ской линии 4.ANT, полу-
ченных в 1971–2024 гг. 

в ТГОЧ, Горно- 
Алтайском высокогор-

ном очаге в России  
и очагах Монголии по 

данным MLVA25-геноти-
пирования, построенная 

методом UPGMA.
mesof. — mesofocus 

(мезоочаг), n. l. — natural 
landmark (урочище).
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штамм, который в локусе yp1935ms05 имеет 5 тан-
демных повторов, что обусловливает наличие у не-
го характерного MLVA-генотипа Tuv.5.

Отдельный кластер на дендрограмме образо-
вали штаммы из Горного Алтая и Монголии (гено-
типы Alt.1, Alt.2, Mon.1). 

Обсуждение
В Туве, Горном Алтае и на сопредельной тер-

ритории Монголии расположен природный мега-
очаг чумы, в котором распространены эндемичные 
для этого региона штаммы Y. pestis филогенетиче-
ской линии 4.ANT античного биовара основного 
подвида. Они высоковирулентны и эпидемически 
значимы. Использование современных молеку-
лярно-генетических технологий необходимо для 
анализа популяционной структуры и направлений 
микроэволюции штаммов 4.ANT, определения раз-
нообразия генотипов и территорий их распростра-
нения, что важно для повышения эффективности 
эпидемиологического мониторинга в этих активно 
действующих очагах Сибири. На протяжении ря-
да последних лет использование полногеномного 
SNP-анализа и MLVA-типирования доказывает эф-
фективность этих методов для отслеживания эво-
люции и типирования штаммов Y. pestis, а также 
при эпидемических расследованиях и для контроля 
эпизоотий чумы [6, 12, 15, 20–23, 30, 31]. 

Проведённое нами филогенетическое иссле-
дование по данным полногеномного SNP-анализа 
60 штаммов Y. pestis линии 4.ANT из природного 
мегаочага чумы показало, что наиболее рано ди-
вергировавшими от ствола эволюции этой линии 
являются штаммы из ТГОЧ 1971–1987 гг. На фило-
генетическом дереве штаммы этого периода образо-
вали близкородственный кластер, в который вошли 
штаммы, выделенные в Саглинском (1971, 1984 гг.), 
Барлыкском (1984, 1987 гг.) и Толайлыгском (1986 г.)  
мезоочагах. Впервые штаммы на этой территории 
выделены в Саглинском мезоочаге в 1966 г., в Бар-
лыкском в 1983 г. и в Толайлыгском в 1985 г. [16]. 
После проведения крупномасштабных дезинсекци-
онных мероприятий в 1981–1985 гг. в Саглинском 
мезоочаге культуры Y. pestis здесь больше не вы-
делялись. Выполненный филогенетический анализ 
показал, что тувинские штаммы из кластера 1971–
1987 гг. являются эволюционно более ранними и 
предшествуют на дендрограмме всем другим взя-
тым в исследование штаммам Y. pestis из мегаочага 
4.ANT в Туве и Горном Алтае.

За штаммами этого кластера на дендрограмме 
следуют две современные ветви эволюции, одна из 
которых включает штаммы 4.ANT 1988–2019 гг. 
из Горно-Алтайского высокогорного очага в Рос-
сии и очагов в Монголии (Сайлюгемский и Хух- 
Сэрх-Мунх-Хайрханский). Вторая ветвь 4.ANT со-
стоит из тувинских штаммов 1977–2024 гг.  преиму-

щественно из Каргинского мезоочага. SNP-профиль 
этой ветви тувинских штаммов значительно отли-
чается от штаммов кластера 1971–1987 гг., что по-
зволяет предположить последующую независимую 
микроэволюцию 4.ANT на территории Каргинского 
мезоочага. У этой ветви тувинских штаммов выра-
жены кластеризация по пространственно-времен-
нóму принципу и их диверсификация в пределах 
отдельных кластеров, что указывает на продолжаю-
щийся процесс независимой микроэволюции линии 
4.ANT в ТГОЧ. 

Ранее было показано, что метод MLVA25-типи-
рования имеет значительную дискриминирующую 
способность в отношении штаммов Y. pestis основ-
ного и неосновного подвидов из ТГОЧ и Горно- 
Алтайского высокогорного очага чумы соответ-
ственно [15]. Показано, что штаммы кластеризо-
вались на основе числа тандемных повторов как 
на уровне популяций (разделение штаммов в за-
висимости от очага), так и на внутрипопуляцион-
ном уровне (разделение штаммов внутри одного 
очага). Полученные нами данные подтверждают 
разно образие MLVA25-генотипов штаммов линии 
4.ANT, выделенных на территории Республики Ты-
ва, в Горном Алтае и Монголии. При этом данные 
MLVA25- и SNP-типирования совпадают, что до-
казывает перспективность комплексного использо-
вания этих двух современных методов для рекон-
струкции долговременной эволюции и анализа по-
пуляционной структуры штаммов 4.ANT. Высокие 
дискриминирующие возможности метода MLVA25 
в определении внутрипопуляционной структуры 
штаммов Y. pestis позволят в дальнейшем эффек-
тивно отслеживать генетическую изменчивость 
возбудителя чумы в природном мегаочаге 4.ANT на 
территории Тувы и Горного Алтая.

Заключение
На основе данных полногеномного SNP- 

анализа 60 штаммов Y. pestis линии 4.ANT из рас-
положенного в России и Монголии природного 
мегаочага чумы определена филогенетическая 
структура штаммов 4.ANT из ТГОЧ, отражающая 
пространственно-временну́ю циркуляцию возбуди-
теля в этом очаге. Установлено наличие 4 основ-
ных филогеографических групп штаммов 4.ANT 
из ТГОЧ. Филогруппа Т1 включает штаммы из 
Саглинского, Барлыкского и Толайлыгского мезо-
очагов периода 1971–1987 гг. К филогруппе Т2 от-
носятся 10 штаммов, выделенных в 2014–2024 гг. 
в Каргинском мезоочаге. Филогруппа Т3 включает 
штаммы из Каргинского мезоочага, полученные  
в 1977–2009 гг. Филогруппа Т4 состоит из штаммов 
2006–2013 гг. выделения из Каргинского, Толай-
лыгского и Боро-Шайского мезоочагов. Выявлены 
маркерные для филогенетических узлов 4.ANT 
дендрограммы SNP-мутации, которые могут быть 
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использованы для расширенной молекулярно-ге-
нетической идентификации штаммов из ТГОЧ.  
С помощью MLVA25-типирования установлено на-
личие 8 MLVA-генотипов для тувинской популяции 
4.ANT и определены вариабельные VNTR-локусы. 
Выявленное генетическое разнообразие штаммов 
Y. pestis линии 4.ANT связано с микроэволюцией 
отдельных филогеографических групп в различных 
микроочагах в ТГОЧ. Выраженная диверсификация 
отличает популяцию 4.ANT из ТГОЧ от популяции 
4.ANT из Горно-Алтайского очага, которая харак-
теризуется значительной генетической однородно-
стью. 

Таким образом, штаммы линии 4.ANT из 
трансграничного мегаочага чумы в России и Мон-
голии являются удобной моделью для исследования 
влияния условий существования на особенности 
микроэволюции различных филогеографических 
популяций Y. pestis. Полученные результаты пол-
ногеномного SNP-анализа и MLVA25-типирования 
могут быть использованы для молекулярно-генети-
ческой дифференциации штаммов Y. pestis линии 
4.ANT из ТГОЧ, детализации молекулярно-гене-
тической паспортизации территории и повышения 
эффективности молекулярно-эпидемиологического 
мониторинга ТГОЧ и сопредельных очагов чумы 
России и Монголии. На фоне растущего туристиче-
ского потока и строительства новых транспортных 
сетей полученные данные могут способствовать 
снижению рисков заболевания чумой людей и вы-
носа возбудителя за пределы эпизоотических тер-
риторий.
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Стабильность вакцинных штаммов сезонной живой гриппозной 
вакцины при их адаптации к культуре клеток MDCK 
Матюшенко В.А. , Костромитина А.Д., Степанова Е.А., Руденко Л.Г., Исакова-Сивак И.Н. 
Институт экспериментальной медицины, Санкт-Петербург, Россия

Аннотация
Введение. Подавляющее большинство гриппозных вакцин в мире производится с использованием разви-
вающихся куриных эмбрионов (РКЭ) в качестве субстрата, однако активно обсуждается вопрос о перево-
де производства вакцин на перевиваемые клеточные линии, что обеспечит бесперебойность в условиях 
пандемии птичьего гриппа, а также позволит применять вакцину у лиц с аллергией на куриный белок. При 
накоплении вакцинных штаммов живой гриппозной вакцины (ЖГВ) в клетках млекопитающих могут возни-
кать адаптационные мутации, влияющие на антигенные и иммуногенные свойства вакцины. 
Цель работы — изучить биологические свойства вакцинных штаммов ЖГВ подтипов А/H1N1 и A/H3N2, по-
лученных классическим способом в РКЭ, при их адаптации к культуре клеток почки собаки Мадина–Дарби 
(MDCK).
Материалы и методы. В работе были использованы штаммы для аттенуированной ЖГВ А/17/Калифор-
ния/2009/38 (H1N1pdm09) и А/17/Техас/12/30 (H3N2). Мы провели серийное пассирование этих вирусов на 
MDCK и проанализировали ростовые свойства изолированных методом бляшек клонов in vitro и in vivo, их 
иммуногенность, перекрёстную реактивность и защитную эффективность на модели мышей, а также с ис-
пользованием гипериммунных крысиных сывороток. Экспериментальные серии вакцинных штаммов ЖГВ 
А/17/Боливия/2013/6585 (H1N1), А/17/Швейцария/2013/1 (H3N2) и В/60/Пхукет/2013/26 были наработаны 
на культуре MDCK в ГНЦ ВБ «Вектор». Мы провели секвенирование генов поверхностных белков клеточ-
ных моновакцин и сравнили мутации, обнаруженные в гемагглютинине и нейраминидазе при адаптации к 
культуре клеток MDCK в лабораторных и производственных условиях.
Результаты. Секвенирование поверхностных антигенов MDCK-адаптированных вариантов вируса  
A/H1N1 обнаружило адаптационные мутации в молекуле гемагглютинина — N156D (субъединица НА1)  
и A44V (субъединица НА2), одновременное присутствие которых усиливало репликативные свойства вак-
цинного штамма ЖГВ H1N1 в культуре клеток MDCK. Изучение данного адаптированного к культуре клеток 
MDCK варианта в эксперименте на мышах не выявило влияния обнаруженных мутаций на иммуногенные 
и протективные свойства вакцины. Адаптация вакцинного штамма ЖГВ H3N2 к культуре клеток MDCK 
привела к появлению существенно большего количества замен в молекуле НА, по сравнению с вирусом 
H1N1. Мутации Y85E и N154K в HA2 являются критическими для размножения вируса в культуре клеток, 
а набор мутаций P215T в HA1 и W92G, D160H в HA2 дали вакцинному штамму существенное преимуще-
ство для размножения в культуре клеток MDCK, что может быть эффективно использовано в производстве 
культуральной ЖГВ. 
Обсуждение. Изучение производственных серий культуральных ЖГВ показало наличие адаптационных 
мутаций в молекуле гемагглютинина штаммов H1N1 (K116E в субъединице НА2) и H3N2 (S219Y и N246K в 
субъединице НА1). Все изученные адаптационные мутации не влияли на антигенность вакцинных штаммов. 
Заключение. Полученные в ходе исследования данные указывают на перспективность производства 
культуральной ЖГВ из реассортантных штаммов, подготовленных стандартным путём в РКЭ.

Ключевые слова: живая гриппозная вакцина, культура клеток MDCK, адаптационные мутации, гемаг-
глютинин, антигенность, иммуногенность
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Stability of vaccine strains of seasonal live attenuated influenza 
vaccines when adapted to MDCK cell culture
Victoria A. Matyushenko , Arina D. Kostromitina, Ekaterina A. Stepanova,  
Larisa G. Rudenko, Irina N. Isakova-Sivak
Institute of Experimental Medicine, St. Petersburg, Russia

Abstract
Introduction. Currently, the vast majority of influenza vaccines in the world are produced using developing 
chicken embryos as substrate, but there is an urgent necessity for transferring vaccine production to continuous 
cell lines, which would ensure uninterrupted production during an avian influenza pandemic and also allow the 
vaccine to be administered to individuals with chicken protein allergies. When vaccine strains of live attenuated 
influenza vaccine (LAIV) grow in mammalian cells, adaptation mutations can occur that may affect the antigenic 
and immunogenic properties of the vaccine. 
The aim of the study is to investigate the biological properties of vaccine strains of LAIV subtypes A/H1N1 and 
A/H3N2, produced by the classical reassortment in eggs, when adapted to Madin–Darby canine kidney (MDCK) 
cell culture. 
Materials and methods. In current study, LAIV strains A/17/California/2009/38 (H1N1pdm09) and A/17/
Texas/12/30 (H3N2) were used. These viruses were passaged on MDCK 5 times and the growth properties of 
the isolated clones by the plaque assay were analyzed in vitro and in vivo, also immunogenicity, cross-reactivity 
and protective efficacy were estimated on a mouse model, as well as using hyperimmune rat sera. Experimental 
series of LAIV strains A/17/Bolivia/2013/6585 (H1N1), A/17/Switzerland/2013/1 (H3N2) and B/60/Phuket/2013/26 
were produced on MDCK cells at the Vector State Research Center of Virology and Biotechnology. The surface 
protein genes of monovalent vaccines were sequenced, and the mutations in HA and NA were identified and 
compared between adaptation to MDCK culture in laboratory and industrial conditions.
Results. Sequencing of surface antigens of MDCK-adapted variants of the A/H1N1 virus revealed adaptation 
mutations in the hemagglutinin molecule N156D (HA1 subunit) and A44V (HA2 subunit), which enhanced the 
replicative properties of the H1N1 vaccine strain in MDCK cells. The study of this MDCK-adapted variant in a 
mouse experiment showed no effect of the detected mutations on the immunogenic and protective properties 
of the vaccine. Adaptation of the H3N2 vaccine strain to MDCK cells resulted in a significantly higher number 
of substitutions in the HA molecule compared to the H1N1 virus, and it was shown that the Y85E and N154K 
mutations in HA2 are critical for virus multiplication in cell culture, and the set of mutations P215T in HA1 and 
W92G, D160H in HA2 gave the vaccine strain a significant advantage for growth in MDCK cells, which can be 
effectively used in the production of cell-based LAIVs. 
Discussion. The study of the MDCK cell-produced series of LAIVs showed the presence of adaptation mutations 
in the hemagglutinin molecule of the H1N1 (K116E in the HA2 subunit) and H3N2 (S219Y and N246K in the HA1 
subunit) strains. It is important to note that all the adaptation mutations studied did not affect the antigenicity of 
the vaccine strains. 
Conclusion. In general, the data obtained in the course of the study indicate the feasibility of producing a culture-
based live attenuated influenza vaccine from vaccine strains prepared by classical reassortment in eggs.

Keywords: live attenuated influenza vaccine, MDCK cell line, adaptation mutations, hemagglutinin, antigenicity, 
immunogenicity

Ethics approval. The authors confirm compliance with institutional and national standards for the use of laboratory 
animals in accordance with the "Consensus Author Guidelines for Animal Use" (IAVES, 23.07.2010). The study protocol 
was approved by the Ethics Committee of the Institute of Experimental Medicine (protocol No. 1/20 dated 27.02.2020).
Acknowledgment. The authors express their gratitude towards E.A. Nechaeva, an employee of the Federal State 
Budgetary Scientific Institution of Science, State Research Center of Virology and Biotechnology Vector, for providing 
experimental series of monovalent LAIV produced on MDCK under industrial production conditions.
Funding source. The study was carried out with the financial support of the Ministry of Science and Higher Education 
of the Russian Federation (project No. FGWG–2025–0015).
Conflict of interest. The authors declare no apparent or potential conflicts of interest related to the publication of this 
article.
For citation: Matyushenko V.A., Kostromitina A.D., Stepanova E.A., Rudenko L.G., Isakova-Sivak I.N. Stability of vac-
cine strains of seasonal live attenuated influenza vaccines when adapted to MDCK cell culture. Journal of microbiology, 
epidemiology and immunobiology. 2025;102(3):296–309. 
DOI: https://doi.org/10.36233/0372-9311-669
EDN: https://www.elibrary.ru/PCCKFR



298 299JOURNAL OF MICROBIOLOGY, EPIDEMIOLOGY AND IMMUNOBIOLOGY. 2025; 102(3) 
DOI: https://doi.org/10.36233/0372-9311-669

ORIGINAL RESEARCHES

Введение
Профилактика гриппа в виде ежегодной вакци-

нации представляет собой наиболее эффективный 
способ борьбы с этой инфекцией [1]. На протяжении 
более 70 лет аллантоисная жидкость развивающего-
ся куриного эмбриона (РКЭ) признавалась наиболее 
оптимальным субстратом для накопления большого 
объёма вируссодержащего материала, что позволя-
ло производить достаточное количество доз вакцин 
для сезонной вакцинопрофилактики [2, 3]. Однако 
вспышка высокопатогенного птичьего гриппа H5N1 
в Гонконге в 1997 г., а с 2003 г. — широкомасштаб-
ное распространение данной инфекции по всему 
миру заставили научное сообщество задуматься о 
переводе производства гриппозных вакцин на пере-
виваемые клеточные линии, поскольку такое произ-
водство не будет зависеть от своевременной постав-
ки РКЭ в условиях циркуляции птичьего гриппа [4]. 
Кроме того, наработка вакцинных вирусов в клеточ-
ной культуре позволяет избежать появления яично- 
адаптационных мутаций в вакцинных штаммах, ко-
торые оказывают негативное влияние на антиген-
ность и иммуногенность вакцины и, как следствие, 
снижают её профилактическую эффективность [5, 
6]. Самой распространённой перевиваемой линией 
для производства гриппозных вакцин является куль-
тура клеток почки собаки Мадина–Дарби (MDCK), 
на которой в настоящее время производится куль-
туральная инактивированная гриппозная вакцина 
FluCellVax [7]. Также важным преимуществом куль-
туральной гриппозной вакцины является возмож-
ность её применения у лиц, страдающих аллергией 
на куриный белок.

Подготовка вакцинных штаммов для отече-
ственной лицензированной живой гриппозной вак-
цины (ЖГВ) в настоящее время возможна только 
методами классической реассортации в развиваю-
щихся куриных эмбрионах, в которых получение 
вакцинной формулы 6 : 2 происходит по отработан-
ному протоколу и обычно позволяет получить тре-
буемый вакцинный штамм [8]. Для перевода про-
изводства ЖГВ с РКЭ на культуре клеток MDCK 
ранее были проведены исследования по получению 
вакцинных штаммов в культуре клеток MDCK, в 
ходе которых было показано, что при реассортации 
в данной клеточной линии эпидемического вируса 
и донора аттенуации практически не происходило 
формирования вакцинного штамма с необходимой 
формулой генома 6 : 2 [9]. С 2019 г. Всемирная ор-
ганизация здравоохранения (ВОЗ) в рекомендациях 
актуальных штаммов вирусов гриппа для сезонных 
гриппозных вакцин разделила штаммы для культу-
ральных и «яичных» гриппозных вакцин, посколь-
ку множество исследований показали, что для про-
изводства вакцин следует использовать штаммы, 
выделенные на том же субстрате, во избежание по-

явления адаптационных мутаций [10]. Решить во-
прос получения вакцинных штаммов ЖГВ в куль-
туре клеток MDCK можно с использованием мето-
дов обратной генетики для сборки вирусов гриппа 
с заданным набором генов, однако наличие патента 
у компании «MedImmune» на данную технологию 
исключает возможность её использования для ком-
мерческого производства [11]. 

В связи с вышеизложенным одним из вари-
антов получения культуральной ЖГВ является 
использование вакцинных штаммов, полученных 
классической реассортацией в РКЭ, для их накопле-
ния на перевиваемой клеточной линии. Поскольку 
меняется субстрат для накопления вакцинных ви-
русов, необходимо изучить стабильность основных 
биологических свойств вакцинных штаммов ЖГВ 
при их адаптации к клеточной линии. 

Целью настоящей работы явилось выявление 
возможных адаптационных мутаций в вакцинных 
штаммах ЖГВ A/H1N1 и A/H3N2, полученных ме-
тодом классической реассортации в РКЭ, при их 
адаптации к культуре клеток MDCK, с последую-
щей оценкой влияния обнаруженных мутаций на 
ростовые характеристики вирусов, их иммуноген-
ность, кросс-реактивность и протективную актив-
ность в эксперименте. Кроме того, в рамках работы 
была проанализирована экспериментальная серия 
культуральной ЖГВ, произведённая ГНЦ вирусоло-
гии и биотехнологии «Вектор» на культуре клеток 
MDCK с использованием промышленных биореак-
торов [12].

Материалы и методы

Вирусы

В работе были использованы штаммы для 
аттенуированной ЖГВ А/17/Калифорния/2009/38 
(H1N1pdm09) (Калиф17) [13] и А/17/Техас/12/30 
(H3N2) (Тех17) [14], поверхностные гены кото-
рых соответствовали эпидемическим штаммам  
А/Калифорния/07/2009 (H1N1pdm09) (номер в ба-
зе данных NCBI: NC_026433 (HA) и NC_026434 
(NA)) и А/Техаs/50/2012 (H3N2) (номер в базе 
данных NCBI: KC892248 (HA) и KC892237 (NA)) 
соответственно. Для экспериментального зараже-
ния мышей использовали адаптированный к дан-
ным животным вирус гриппа А/Калифорния/07/09 
(H1N1), полученный из Коллекции вирусов грип-
па и ОРВИ НИИ гриппа им. А.А. Смородинце-
ва [15]. Экспериментальные серии вакцинных 
штаммов ЖГВ А/17/Боливия/2013/6585 (H1N1),  
А/17/Швейцария/2013/1 (H3N2) и В/60/Пху-
кет/2013/26 были наработаны на культуре клеток 
MDCK в ГНЦ ВБ «Вектор» с использованием био-
реакторов с объёмом культурального сосуда 2 л 
(«Multigen») и 10 л («Biostat») [12].
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Накопление вирусов в РКЭ и культуре клеток 
MDCK и определение инфекционного титра

Для накопления вирусов гриппа в куриных 
эмбрионах 10–11-дневные РКЭ заражали вируссо-
держащим материалом в объёме 0,2 мл, после чего 
эмбрионы инкубировали в течение 48 ч при 33°С. 
Накопление вирусов в культуре клеток MDCK про-
водилось на суточном монослое с конфлюентностью 
90–95%, выращенном в среде DMEM с добавлени-
ем 1×антибиотика-антимикотика (АА) («Gibco») и 
10% фетальной бычьей сыворотки (ФБС) («Био-
лот») при 37°С в термостате с содержанием 5% 
СО2. Для заражения культуры клеток MDCK гото-
вый монослой дважды отмывали теплым раство-
ром фосфатно-солевого буфера (ФСБ), после чего 
добавляли вирусную суспензию в объёме 1, 2, 4 мл 
во флаконы Т-25, Т-75 и Т-175 соответственно. По-
сле контакта в течение 1 ч при 33°С и 5% СО2 ино-
кулят удаляли и добавляли среду DMEM с 1×АА 
и 1 мкг/мл трипсина TPCK («Sigma-Aldrich»). Че-
рез 72 ч инкубации при 33°С визуально оценивали 
цитопатическое действие вируса и определяли его 
титр в реакции гемагглютинации по стандартной 
методике.

Инфекционные титры вирусов в обеих систе-
мах культивирования определяли методом предель-
ных разведений. РКЭ заражали последовательными 
разведениями вирусов на ФСБ в объёме 200 мкл и 
инкубировали при 33°С в течение 48 ч, после чего 
определяли наличие вируса в реакции гемагглюти-
нации с куриными эритроцитами. Определение ти-
тра в культуре клеток MDCK проводили на 96-лу-
ночных планшетах с суточным монослоем, при 
этом серийные 10-кратные разведения готовили на 
среде DMEM с 1×АА и 1 мкг/мл ТРСК-трипсина. 
После адсорбции инокулят удаляли, клетки про-
мывали и далее инкубировали в поддерживающей 
среде в течение 3 сут при 33°С и 5% СО2. Наличие 
вирусов в лунках определяли в реакции гемагглю-
тинации с куриными эритроцитами. Титры вирусов 
в РКЭ и культуре клеток MDCK рассчитывали по 
методу Рида и Менча [16] и выражали в 50% инфек-
ционных дозах (lgЭИД50/мл и lgТЦИД50/мл).

Адаптация вирусов к культуре клеток MDCK
Адаптацию вирусов гриппа к культуре клеток 

MDCK проводили в течение 5 последовательных 
пассажей вируса при оптимальной множественно-
сти заражения 0,001–0,010), за которыми следова-
ло клонирование вируса методом бляшек. Для это-
го на 6-луночные планшеты, засеянные накануне 
клетками MDCK, наносили 10-кратные разведения 
вирусов в 2 повторах. После часового контакта  
с регулярным покачиванием инокулят удаляли и 
в лунки вносили по 3 мл агарового покрытия, по-
лученного смешиванием равных объёмов двукрат-
ной среды DMEM (в присутствии 2×АА и 2 мкг/мл  

TPCK-трипсина) и 1,6% легкоплавкой агарозы 
(«Lonza»). На 3–5-й день инкубации визуально 
определяли наличие вирусных бляшек, выделяли 
20–30 хорошо отделяемых друг от друга бляшек на 
предельных разведениях, из каждой выделенной 
бляшки изолировали отдельный клон вируса, кото-
рый затем накапливали на культуре клеток MDCK. 
Накопленный вирус далее подвергали полногеном-
ному секвенированию методом Сэнгера с помо-
щью набора «BigDye Terminator Cycle Sequencing 
Kit v3.1» («Thermo»). В первую очередь проверяли 
сохранность аттенуирующих мутаций, свойствен-
ных штаммам ЖГВ, поскольку именно их наличие 
определяет безвредность ЖГВ и возможности ее 
применения [17], а затем проводили поиск мута-
ций в генах поверхностных белков: гемагглютини-
на (НА) и нейраминидазы (NA).

Работа с лабораторными животными
В экспериментах с животными использовали 

мышей линии СВА (Столбовая, Россия). Исследова-
ние было одобрено Этическим комитетом Институ-
та экспериментальной медицины (протокол № 1/20 
от 27.02.2020). Для оценки иммуногенности и за-
щитной эффективности вакцинных штаммов H1N1 
были использованы самки мышей линии СВА, 
которых иммунизировали интраназально в дозе 
106 TCID50 в объёме 50 мкл, двукратно с разницей 
в 3 нед, после чего еще через 21 день отбирали сы-
воротку крови для исследования уровней антител 
в реакции торможения гемагглютинации (РТГА) и 
иммуноферментном анализе (ИФА) по стандартной 
мето дике1. Для исследования защитной эффектив-
ности проводили эксперимент на мышах, иммуни-
зированных по описанной выше схеме, с последу-
ющим заражением летальным вариантом штамма  
А/Калифорния/07/09 (H1N1), адаптированного  
к мышам, в дозе 5,0 lg ЭИД50 с ежедневным монито-
рингом выживаемости в течение 14 сут.

Для оценки кросс-реактивности антител, вы-
рабатываемых к вакцинным штаммам ЖГВ H3N2, 
были получены гипериммунные крысиные сыво-
ротки. Для этого крыс линии Вистар (Рапполово, 
Россия) иммунизировали 5-кратно с интервалом 
5–7 дней. Первую, 3-ю и 5-ю иммунизации прово-
дили внутрибрюшинно в объёме 5 мл/животное, 
2-ю и 4-ю — с использованием полного адьюванта 
Фрейнда подкожно в холку в объёме 1 мл/крысу, со-
отношение вируса и адьюванта 1 : 1. Через неделю 
после последней иммунизации проводили тоталь-
ный забор крови у всех иммунизированных живот-
ных. После центрифугирования крови в течение 

1 WHO. WHO Manual on animal influenza diagnosis and 
surveillance. 2002. URL: http://www.wpro.who.int/emerging_
diseases/documents/docs/manualonanimalaidiagnosisandsurveill
ance.pdf
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15 мин при 3000g аккуратно отбирали сыворотку и 
хранили аликвоты при –20°С.

Иммунологические методы
Исследование сывороток крови животных  

в РТГА проводили по стандартному протоколу ВОЗ 
с куриными эритроцитами и обработкой сыворо-
ток рецептор-разрушающим ферментом («Denka»).  
За титр сыворотки в РТГА принимали последнее 
разведение, при котором наблюдалось полное тор-
можение агглютинации эритроцитов. 

Постановку ИФА с образцами мышиных сы-
вороток осуществляли с использованием в качестве 
антигена очищенных на градиенте плотности саха-
розы соответствующих диких вирусов гриппа. Ан-
тиген вносили в 96-луночные планшеты с высокой 
сорбцией («Corning») в количестве 16 агглютини-
рую щих единиц в 50 мкл и инкубировали в течение 
ночи при 4°С. Планшеты промывали 3 раза отмы-
вочным буфером (ФСБ + 0,05% Tвин-20 («Био-
лот»)), проводили блокировку несвязанных сайтов 
с помощью 1% бычьего сывороточного альбумина. 
Двукратные разведения сывороток готовили в от-
дельных круглодонных планшетах, которые затем 
переносили в лунки отмытого от блокировочного 
раствора планшета. После инкубации в течение 1 ч 
при 37°С планшеты промывали 3 раза отмывоч-
ным буфером, подсушивали и вносили вторичные 
антитела, конъюгированные с пероксидазой хре-
на, анти-IgG мыши (1 : 10 000). Инкубировали 1 ч 
при 37°С, 5 раз промывали планшет отмывочным 
буфером, подсушивали и добавляли 50 мкл/лунку 
субстрата ТМВ («Thermo»), который инкубировали 
в темноте до 20 мин при комнатной температуре. 
Реакцию останавливали добавлением 50 мкл 1 М 
H2SO4. Первичные результаты ИФА учитывали на 
спектрофотометре («Bio-Rad») при длине волны 
450 нм. Рассчитывали параметр «площадь под кри-
вой» оптической плотности с помощью программ-
ного пакета «GraphPad Prizm v. 7».

Статистическая обработка данных
Статистическую обработку проводили с 

использованием программного обеспечения 
«GraphPad Prizm v. 7». Для попарного сравнения 
титров вирусов использовали непараметрический 
U-тест Манна–Уитни; уровни антител между груп-
пами иммунизированных мышей сравнивали в 
непараметрическом однофакторном ANOVA с по-

правкой Краскела–Уоллиса. Различия считали до-
стоверными при р < 0,05.

Результаты

Адаптация вакцинного штамма H1N1 к культуре 
клеток MDCK в лабораторных условиях

В результате серийного пассирования вакцин-
ного штамма Калиф17 в культуре клеток MDCK 
с последующим клонированием методом бляшек 
получен 21 вариант вируса. Секвенирование по-
казало сохранность всех аттенуирующих мутаций 
в генах внутренних и неструктурных белков. При 
этом лишь 2 из 21 исследованных вариантов не 
имели аминокислотных замен в молекуле HA, а в 
остальных изолятах были обнаружены мутации ли-
бо N156D в НА1, либо A44V в НА2, либо обе одно-
временно (табл. 1).

Расположение аминокислотных замен в моле-
куле НА клеточных клонов Калиф-17 представлено 
на рис. 1. 

У 3 адаптированных к культуре клеток MDCK 
вариантов (Калиф17-1, Калиф17-4 и Калиф17-8) с 
различным набором обнаруженных мутаций бы-
ли изучены ростовые характеристики в РКЭ и 
культуре клеток MDCK в сравнении с исходным 

Таблица 1. Мутации, обнаруженные в молекуле HA MDCK-адаптированных вариантов вакцинного штамма Калиф17

Субъединица HA Аминокислотная позиция Исходный вирус
Калиф17

Клоны, адаптированные к MDCK

Калиф17-1
(9 клонов)

Калиф17-4
(7 клонов)

Калиф17-8
(3 клона)

HA1 156 Asn Asp Asn Asp

HA2 44 Ala Ala Val Val

Рис. 1. Картирование адаптационных аминокислотных 
замен в молекуле HA вакцинного штамма Калиф17. 

Расположение аминокислот показано на мономере HA  
A/California/04/2009 (H1N1) (PDBID: 3UYX). Иллюстрации  

получены с использованием программы «RasMol v. 2.7.5».
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вирусом, накопленным в РКЭ (Калиф17). Репро-
дукция исходного вакцинного вируса Калиф17 
на различных субстратах отличалась также почти 
на 2 порядка: титр вируса в РКЭ составлял 8,0 lg 
ЭИД50/мл, тогда как титр вируса в культуре клеток 
MDCK — 6,3 lg ТЦИД50/мл (рис. 2). При исследо-
вании MDCK-адаптированных вариантов вируса 
Калиф17 обнаружено достоверное увеличение ти-
тров вируса на культуре клеток MDCK более чем  
в 10 раз у 2 штаммов (Калиф17-4 — 7,3 lg ТЦИД50/мл  
и Калиф17-8 — 7,6 lg ТЦИД50/мл), оба содержат му-
тацию A44V в НА2. Вариант Калиф17-8 также со-

хранил высокий уровень репродукции в РКЭ (8,2 lg 
ЭИД50/мл), при этом штамм Калиф17-1, имеющий 
только мутацию N156D в НА1, не улучшил репро-
дукцию в культуре клеток и снизил её в РКЭ более 
чем в 30 раз (6,2 lg ТЦИД50/мл и 6,6 log ЭИД50/мл).  
Таким образом, мутация A44V в НА2 положи-
тельно влияет на репликацию вакцинного штамма 
H1N1pdm09 в обеих системах культивирования. 

Изолированные после клонирования методом 
бляшек варианты вируса Калиф17, имеющие одну 
из двух мутаций, при последующем накоплении 
в культуре клеток MDCK приобретали обе мута-

Рис. 2. Инфекционная активность вакцинного штамма ЖГВ А/17//Калифорния/2009/38 (H1N1pdm09)  
и его MDCK-адаптированных вариантов в РКЭ и культуре MDCK. 

*p < 0,05 по сравнению с ТЦИД50/мл Калиф17; †p < 0,05 по сравнению с ЭИД50/мл Калиф17.

Рис. 3. Иммуногенность и протективная активность  
вакцинного штамма H1N1pdm09, полученного в РКЭ,  

и его аналога, адаптированного к культуре MDCK,  
в эксперименте на мышах линии СВА. 

а — зависимость оптической плотности от разведения  
сывороток в ИФА; б — расчёт площади под кривой по данным 

графика а; в — уровень выживаемости иммунизированных  
и контрольных мышей после экспериментального заражения 

летальным вирусом А/Калифорния/09/07 МА. 
Статистическая обработка произведена методом непараметри-
ческого однофакторного ANOVA с поправкой Краскела–Уоллиса.
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ции — A44V в НА2 и N156D в НА1, становясь иден-
тичными по аминокислотному составу варианту 
Калиф17-8. Этот феномен говорит о том, что эти 
две мутации сильно ассоциированы с адаптацией 
вируса к клеточной линии млекопитающих, но при 
этом исходное пятикратное пассирование не пол-
ностью заменило соответствующие аминокислоты 
в гетерогенной популяции вируса. Дополнительное 
накопление вариантов с одной мутацией на культу-
ре клеток MDCK продолжило процесс адаптации 
вируса, привнося недостающую мутацию в ген НА. 
Таким образом, в эксперименте по иммуногенности 
и протективной активности вирусов на мышах бы-
ла возможность сравнить только штамм Калиф17-8, 
несущий обе адаптационные мутации, с исходным 
вирусом Калиф17, накопленным в РКЭ. 

На рис. 3 представлены результаты ИФА сыво-
роток крови иммунизированных мышей, где в каче-
стве антигенной подложки выступал эпидемический 
штамм А/Калифорния/09/07 (H1N1pdm09), нако-
пленный в РКЭ и очищенный на градиенте плот-
ности сахарозы. Статистическая обработка данных 

эксперимента показала, что значимых отличий меж-
ду уровнями IgG-антител, индуцированных обоими 
вакцинными штаммами, нет, что свидетельствует 
об отсутствии негативного влияния обнаружен-
ных адаптационных мутаций A44V в НА2 и N156D  
в НА1 на иммуногенность ЖГВ H1N1pdm09.

Кросс-реактивность антител, индуцируемых 
MDCK-адаптированным вариантом Калиф17-8 и 
вакцинным штаммом Калиф17, оценивали в РТГА 
по классической методике. Адаптационные мута-
ции не повлияли на способность продуцируемых 
антител связывать исходный вариант HA штамма  
А/Калифорния/07/09 (H1N1pdm09) (табл. 2), что 
полностью согласуется с данными по иммуноген-
ности, представленными выше.

Исследование влияния адаптационных му-
таций N156D в НА1 и A44V в НА2 на защитную 
эффективность проводили с использованием «ди-
кого» вируса А/Калифорния/07/09 (H1N1pdm), 
адаптированного к мышам. В челлендж-экспери-
менте мышей, иммунизированных вакцинными 
штаммами Калиф17 и Калиф17-8, а также кон-
трольную группу наивных животных заражали 
адаптированным к мышам летальным вирусом 
в дозе 105 lgЭИД50, после чего проводили еже-
дневный мониторинг выживаемости в течение 
14 дней. Защитная эффективность как класси-
ческого штамма ЖГВ, так и его MDCK-адапти-
рованного варианта составила 100%, тогда как 
животные контрольной группы погибли пол-
ностью и выживаемость в ней составила 0% 
(рис. 3, в, г). Таким образом, исследуемые MDCK- 
адаптационные мутации не повлияли на защит-

Таблица 2. Кросс-реактивность антител, вырабатывае-
мых в ответ на иммунизацию мышей различными вари-
антами ЖГВ H1N1pdm09

Антигены
Титр антигемагглютинирующих антител  

в сыворотках крови мышей, привитых вариантом

Калиф17 Калиф17-8

Калиф-wt 640 320

Калиф17 640 320

Калиф17-8 320 320

Таблица 3. Мутации, обнаруженные в молекуле HA MDCK-адаптированных вариантов вакцинного штамма Тех17

Субъеди-
ница 
HA

Амино-
кислотная 
позиция

Исход-
ный 

вирус
Тех17

Клоны, адаптированные к культуре клеток MDCK

Тех17-1 Тех17-4 Тех17-8 Тех17-9 Тех17-11 Тех17-15 Тех17-16 Тех17-17 Тех17-20 Тех17-21

HA1

176 Val Val Val Ile Ile Val Val Ile Val Val Ile

215 Pro Pro Pro Pro Pro Thr Thr Pro Thr Pro Pro

221 Pro Pro Pro Ser Ser Pro Pro Ser Pro Pro Ser

265 Asp Asp Asp Asp/
Glu

Asp/
Glu

Asp/
Glu

Asp/
Glu

Asp/
Glu Asp Asp Asp

301 Arg Arg Arg Arg Arg Arg Arg Arg Arg Lys Arg

HA2

79 Asp Asp Asp Asp Gly Asp Asp Asp Asp Asp Asn

83 Tyr His Tyr Tyr Tyr Tyr Tyr Tyr Tyr Tyr Tyr

85 Glu Glu Glu Asp Glu Glu Glu Glu Glu Glu Glu

92 Trp Trp Trp Trp Trp Trp Trp Trp Trp/Gly Trp Trp

124 Lys Lys Glu Lys Lys Lys Lys Lys Lys Lys Lys

154 Asn Asn Asn Asn Asn Asn Asn Lys Asn Asn Asn

160 Asp Asp Asp Asp Asp Asp Asp Asp His Asp Asp

169 Asn Asn Asn Asn Asn Asn Lys Asn Asn Asn Asn

Примечание. Выделены адаптационные аминокислотные замены в НА по сравнению с исходным вакцинным штаммом Тех17.
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ную эффективность вакцинного штамма ЖГВ  
Калиф17.

Адаптация вакцинного штамма H3N2 к культуре 
клеток MDCK в лабораторных условиях

В работе был использован вакцинный штамм 
А/17/Техас/12/30 (H3N2) (Тех17), содержащий 
HA и NA от эпидемического вируса гриппа А/Те-
хас/50/2012 (H3N2). После адаптации Тех17 к куль-
туре клеток MDCK выделено 20 клонов Тех17, у 10 
из которых при секвенировании обнаружены раз-
личные аминокислотные отличия в молекуле HA 
(табл. 3).

В молекуле HA MDCK-адаптированных кло-
нов вакцинного штамма Тех17 не найдено общих 
мутаций, но были отмечены часто встречающие-
ся аминокислотные замены: V176I, P215T, P221S 
и D265E в НА1. Также были выявлены одиноч-
ные мутации: R301K в HA1, D79N, D79G, Y83H, 
E85D, W92G, K124E, N154K, D160H и N169K —  
в HA2 (табл. 3). Локализация часто встречающих-
ся и одиночных мутаций различная: первые распо-
лагаются в глобулярной части НА вблизи рецеп-
тор-связывающего сайта, вторые — в ножке моле-
кулы HA.

Исследование репродуктивной активности ис-
следуемых вариантов показало, что исходный вак-
цинный штамм Тех17 в 50 раз лучше размножается 
в системе куриных эмбрионов, чем в культуре кле-
ток MDCK. Интересно, что один из MDCK-адапти-
рованных вариантов — штамм Тех17-16 — показал 
наиболее значимое увеличение инфекционного ти-
тра в культуре клеток MDCK по сравнению с ис-
ходным вакцинным штаммом Тех17 (рис. 4). Таким 
образом, набор мутаций V176I, P221S, D265E в 
HA1 и N154K в HA2 ассоциируется с повышением 
репродуктивной активности вакцинного штамма  
в культуре клеток MDCK.

Кроме этого, выявлен вариант Тех17-8, кото-
рый имел значительно меньший титр в культуре 
клеток MDCK по сравнению с контрольным штам-
мом Тех17, на что повлияли аминокислотные заме-
ны P221S, D265E в HA1 и Y85E в HA2. Из вышеска-
занного следует, что мутации N154K и Y85E в HA2 
являются критическими для размножения вируса  
в культуре клеток и требуют дальнейшего исследо-
вания. Также оказался интересен штамм Тех17-17, 
который в 200 раз лучше размножался в культуре 
клеток MDCK, чем в системе РКЭ. То есть адап-
тационные мутации P215T в HA1 и W92G, D160H  
в HA2 дали вакцинному штамму существенное 
преимущество для размножения в культуре клеток 
MDCK, что может быть эффективно использовано 
в производстве культуральной ЖГВ. Однако набор 
указанных мутаций значительно снизил репродук-
цию вирусов в РКЭ, и, если обратить внимание на 
вирусы Тех17-11 и Тех17-15, то можно заметить, 
что эти варианты отличаются только мутациями 
в субъединице НА2 молекулы HA, и именно ами-
нокислотные различия в ножке НА являются клю-
чевыми в адаптации вакцинных штаммов H3N2  
к культуре клеток MDCK.

На рис. 5 представлены трёхмерные струк-
туры молекул НА вакцинных штаммов Тех17-8 и  
Тех17-16, на которых отмечены обнаруженные 
адаптационные мутации. Видно, что мутации, 
критическим образом повлиявшие на уровень ре-
продукции вакцинных вирусов в культуре клеток 
MDCK, находятся в ножке молекулы HA. Также 
представляет интерес исследование иммуногенно-
сти и антигенности данных вирусов, однако совре-
менные вирусы гриппа подтипа H3N2 не способны 
эффективно инфицировать мышей, поэтому в рам-
ках данной работы исследование иммуногенности 
вирусов H3N2 в эксперименте на мышах не про-
водилось. Для оценки антигенности наиболее ин-

Рис. 4. Репродукция вакцинных вирусов гриппа А/17/Техас/12/30 (H3N2). 
*p  < 0,05 по сравнению с ТЦИД50/мл Tex17; †p  < 0,05 по сравнению с ЭИД50/мл Tex17-17.
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тересных MDCK-адаптированных вариантов были 
получены гипериммунные крысиные сыворотки.

Кросс-реактивность антител, индуцируемых 
клеточными клонами Тех17-8, Тех17-16 и Тех17-17, 
оценивали в РТГА по классической методике. Пока-
зано, что адаптационные мутации не влияли на спо-
собность продуцируемых антител связывать исход-
ный вариант HA штамма А/Техас/50/2012 (H3N2) 
(табл. 4).

Адаптация вакцинных штаммов трёхвалентной 
ЖГВ к культуре клеток MDCK в условиях  

промышленного производства
В России культуральная ЖГВ разрабатывается 

в ГНЦ ВБ «Вектор», при этом в качестве исходно-
го сырья используются реассортантные вакцинные 
штаммы ЖГВ, подготовленные классическим ме-
тодом реассортации в РКЭ. Компания зарегистри-
ровала систему для производства ЖГВ на культу-
ре клеток млекопитающих и успешно произвела 
экспериментальную серию клеточных моновакцин 
против сезонных вирусов гриппа в 2015 г. [12], а 
затем провела клинические испытания фазы I [18]. 
Однако оставалось неизвестным, как повлиял про-
цесс производства на свойства штаммов ЖГВ.

Секвенирование генов поверхностных бел-
ков HA и NA клеточных моновакцин показало, что 
адаптационные мутации появились только в моле-
кулах HA вирусов гриппа А, тогда как в штамме 
B/60/Пхукет/2013/26 аминокислотных замен не 

обнаружено (табл. 5). Так, в вакцинном штамме  
A/17/Боливия/2013/6585 (H1N1pdm09) была иден-
тифицирована мутация K116E в субъединице НА2, 
а в штамме A/17/Швейцария/2013/1 (H3N2) — му-
тации S219Y и N246K в субъединице НА1.

На рис. 6 на мономерах соответствующих 
молекул HA выделены позиции, в которых были 

Рис. 5. Картирование адаптационных аминокислотных 
замен в молекуле HA вакцинного штамма Тех17. 
Расположение аминокислот показано на мономере HA  

A/Pennsylvania/14/2010 (H3N2) (PDBID: 6MZK). Иллюстрации 
получены с использованием программы «RasMol v. 2.7.5».

 

Таблица 4. Кросс-реактивность антител в гипериммунных сыворотках крыс, полученных к различным вариантам  
вакцинного штамма ЖГВ H3N2

Антигены
Титр антигемагглютинирующих антител в гипериммунных сыворотках крыс,  

полученных к указанным вариантам вакцинного вируса

Тех17 Тех17-8 Тех17-16 Тех17-17

Тех-wt 1280 320 640 640

Тех17 1280 320 320 1280

Тех17-8 2560 320 320 1280

Тех17-16 640 640 640 640

Тех17-17 1280 320 640 640

Таблица 5. Аминокислотные замены в поверхностных антигенах экспериментальных клеточных моновалентных ЖГВ

Вакцина Ген Белок Аминокислота Исходный  
вакцинный штамм

Вакцинный штамм после  
производственных пассажей

A/17/Боливия/2013/6585 
(H1N1pdm)

HA НА2 116 Lys Glu

NA NA Мутаций не обнаружено

A/17/Швейцария/2013/1 (H3N2)
HA HA1

219 Ser Tyr

246 Asn Lys

NA NA Мутаций не обнаружено

B/60/Пхукет/2013/26
HA НА Мутаций не обнаружено

NA NA Мутаций не обнаружено
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обнаружены аминокислотные замены при адапта-
ции вакцинных штаммов к культуре клеток в ла-
бораторном масштабе (A44V в НА2 подтипа H1N1, 
V176I, P215T, P221S и D265E в НА1 подтипа H3N2)  
и в процессе производства серий культуральной 
ЖГВ (K116E в НА2 подтипа H1N1, S219Y и N246K 
в НА1 подтипа H3N2). Нужно отметить, что несмо-
тря на то, что выявленные мутации не идентичны 
в различных вирусах, можно наблюдать их общую 
локализацию у каждого подтипа. Так, позиции 44 
и 116 в НА2 подтипа H1N1 находятся в непосред-
ственной близости друг от друга, позиции 176, 215, 
219, 221 в НА1 подтипа H3N2 локализуются в райо-
не рецептор-связывающего сайта.

Обсуждение
Адаптация вируса к новому кругу хозяев не-

избежно влечёт за собой появление адаптационных 
мутаций, которые могут приводить к изменению 
свойств исходного вируса. При этом адаптацион-
ные мутации могут носить драматический харак-
тер, как, например, произошло при адаптации ви-
русов гриппа от клеток птичьего происхождения  
к клеткам млекопитающих, что привело к пандеми-
ям гриппа H2N2 в 1957 г. и H3N2 в 1968 г. [19–22]. 
Субстрат для наработки биомассы для получения 
гриппозной вакцины — как живой, так и инакти-
вированной, также может оказывать влияние на её 
свойства. Как уже упоминалось выше, подготовка 
штаммов для отечественной ЖГВ возможна только 
в РКЭ, при этом известны случаи появления яич-
но-адаптационных мутаций, которые повлияли на 

антигенность вакцинного штамма, что приводило 
к снижению эффективности вакцины при её массо-
вом применении [21, 23–25]. 

Поскольку штаммы A/H3N2 являются наибо-
лее изменчивыми и больше остальных подвержены 
антигенному дрейфу, это обстоятельство необходи-
мо учитывать при наработке вакцинных вирусов  
в различных субстратах культивирования [21]. Так, 
с 2013 по 2018 г. обнаружен ряд мутаций, критиче-
ски повлиявших на антигенность циркулирующих 
вирусов: замены F159Y и K160T в антигенном сай-
те B вместе с остатком N в сайте 158 способствуют 
приобретению дополнительного сайта гликозили-
рования, что активно помогало вирусу ускользать 
от иммунного ответа [26–28]. Затем в процессе 
эволюции произошла характерная аминокислотная 
замена N171K, расположенная на антигенном сай-
те D молекулы HA, а также замены D122N и T135K  
в антигенном сайте A, каждая из которых вызывает 
потерю N-связанных сайтов гликозилирования [29]. 
Следующий сезон выявил наличие замены S144K в 
молекуле НА1, которая находится в антигенном сай-
те, фланкирующем рецептор-связывающий сайт. Два 
кластера вируса гриппа H3N2 показали, что анти-
генно важны и замены I58V и S219Y, а также замены 
122D и S262N, которые приводят к потере сайта гли-
козилирования [21]. В настоящем исследовании при 
адаптации к культуре клеток MDCK были обнару-
жены мутации, тоже, вероятно, находящиеся в анти-
генных сайтах: V176I, P215T, P221S и S219Y, однако 
было показано, что они не влияют на антигенность 
вакцинного штамма, но влияют на его способность к 
росту в клетках млекопитающих. 

В исследованиях инфекционной активности и 
стабильности высокоурожайных штаммов вируса 
гриппа для инактивированной гриппозной вакцины 
продемонстрировано, что культивирование вирусов 
гриппа H1N1 и H3N2 в культуре клеток Vero или 
MDCK в подкисленных условиях сохраняет ста-
бильность вируса, что успешно использовалось при 
производстве инактивированной гриппозной вак-
цины против птичьего гриппа H5N1. Пассирование 
вирусов без дополнительных условий способство-
вало появлению в молекуле НА2 адаптационных 
мутаций N50K (H1N1) и D160E (H3N2), которые 
улучшали рост вируса в культуре клеток, но при 
этом отрицательно сказывались на стабильности 
антигена [30]. Вирусы H3N2, накопленные в РКЭ, 
запускают конформационные изменения в молекуле 
НА в менее кислых условиях, чем их антигенно схо-
жие первичные изоляты, и этот фенотип связывали 
с наличием аминокислотных замен A138S, L194P  
в НА1 и D160N в НА2, пониженной устойчивостью 
к кислым условиям и повышенной температуре [30]. 
Вероятно, отличие уровней рН при размножении  
в куриных эмбрионах и культуре клеток обуслови-
ло появление мутаций в районе пептида слияния  

Рис. 6. Картирование адаптационных аминокислотных 
замен в молекуле HA вакцинных штаммов Калиф17  

и Боливия17 (а), Тех17 и Швейцария17 (б). 
Расположение аминокислот показано на мономере HA  

A/California/04/2009 (H1N1) и A/Singapore/H2011.447/2011 (H3N2) 
(PDBID: 3UYX и 4WEA соответственно). Иллюстрации получены 

с использованием программы «RasMol v. 2.7.5».
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в НА2 у MDCK-адаптированных вариантов вакцин-
ных штаммов H3N2 Тех17-8, Тех17-16, Тех17-17  
и H1N1 Калиф17-8. 

Интересно, что 5 мутаций в молекуле HA об-
наружились только в молекуле НА1, в частности, 
4 из них (A138S, G218R, P221L и V223I) находят-
ся вблизи рецептор-связывающего сайта [31]. Му-
тация N165K локализовалась в антигенном сайте 
НА [31]. Замена A138S может возникать in vivo  
у пациентов с ослабленным иммунитетом, а также in 
vitro в культуре клеток MDCK, и было обнаружено, 
что она вызывает полную потерю связывания α2,3-ти-
па рецептора [32]. Мутация в позиции 218 в молеку-
ле НА1, которая находится вблизи рецептор-связы-
вающего сайта, была также ассоциирована со сни-
жением аффинности к человеческому рецептору и  
с повышенной патогенностью на модели мышей [33, 
34]. Аминокислотная замена L194P в НА1, превали-
рующая в яично-адаптированных (пассированных 
в куриных эмбрионах 4–5 раз) вариантах вирусов 
H3N2, на 3 порядка снижает связывание и нейтра-
лизацию антителами широкого спектра действия, 
распознающими рецептор-связывающий сайт,  
а также значительно меняет антигенность молекулы 
HA [35]. Несмотря на то что часть обнаруженных  
в нашем исследовании адаптационных мутаций на-
ходится в значимых местах молекулы HA, таких как 
рецептор-связывающий сайт или антигенные сай-
ты, описанные мутации не влияют на ключевые для 
вакцинного штамма ЖГВ показатели — не меняет-
ся антигенность MDCK-адаптированного штамма, 
его иммуногенность, но при этом увеличивается ре-
пликативная активность вакцинного вируса в куль-
туре клеток, т. е. приобретается полезное свойство 
в контексте производства культуральной ЖГВ. При 
этом можно наблюдать снижение инфекционных 
титров MDCK-адаптированных штаммов ЖГВ в 
РКЭ, что является допустимым явлением при смене 
субстрата для культивирования вирусов. Для произ-
водства культуральной ЖГВ наиболее важна высо-
кая репликационная активность в культуре клеток 
MDCK, но не в РКЭ.

Штамм вируса гриппа А/Калифорния/7/2009 
(H1N1pdm) генетически очень похож на штамм  
А/Калифорния/4/2009 (H1N1pdm), но был выделен 
в системе РКЭ и при пассировании получил адап-
тационную мутацию Q226R, а после адаптации  
к мышам добавились мутации N159D и K212M. 
При этом вирус с мутацией Q226R в НА1 потерял 
сродство к рецепторам человеческого типа и при-
обрел сродство к птичьим рецепторам [36]. В обоих 
вирусах мутации, находящиеся непосредственно в 
рецептор-связывающем сайте, ожидаемо повлияли 
на рецепторную специфичность вируса, нарушив 
при этом баланс HA–NA, что повлекло снижение 
репродуктивной активности вируса в культуре 
клеток MDCK-SIAT-1. Появившиеся еще через не-

сколько пассажей в мышах мутации в молекуле НА 
стали компенсаторными по поверхностному заряду 
молекулы и при этом внесли существенный вклад  
в усиление патогенности исследуемых вирусов. 
Интересно, что данные по вкладу мутаций D225E 
и Q226R в НА в вирулентность пандемического ви-
руса гриппа H1N1 на мышах были также получены 
корейскими учеными [37]. В других исследованиях 
мутацию N159D ассоциируют с escape-мутациями, 
которые позволяют вирусу ускользать от иммунно-
го ответа [38]. 

При подготовке вакцинного штамма X-181 
H1N1pdm09 в куриных эмбрионах были обнару-
жены мутации N133D, K212T и Q226R в молеку-
ле НА1, которые привели к сильному изменению 
кросс-реактивности вакцинного штамма, в резуль-
тате чего антитела, индуцированные вакцинным 
штаммом, связывались с диким типом вируса, но не 
нейтрализовали его [39]. Эволюционные исследо-
вания молекулы H1 показали важное значение ами-
нокислот в позициях 156, 190 и 225 для адаптации 
к человеческим рецепторам и антигенному дрейфу 
циркулирующих вирусов H1N1 [40].

Сравнение штаммов H1N1pdm А/Калифор-
ния/9/2007 и А/Брисбен/10/2010 показало наличие 
мутации Е47К в молекуле НА2, которая влияла на 
стабильность тримера HA, снижала пороговое зна-
чение pH слияния мембран с 5,4 до 5,0. Установ-
лено также, что это происходит из-за наличия ме-
жмономерного солевого мостика между аминокис-
лотами К47 в НА2 и Е21 в НА1 [41]. Кроме этого, 
замена Е47К повысила термостабильность вируса 
и его вирулентность у хорьков, что указывает на 
преимущество вируса с К47 в НА2 при адаптации 
к эволюционным изменениям у людей [42]. Мута-
ция V66H в НА2 в месте контакта двух субъединиц 
молекулы HA вируса гриппа A/WSN/33 (H1N1) 
влияет на сдвиг максимума рН слияния мембран  
в сторону более низких значений (с 5,6 до 5,1). При 
этом снижалась способность к репликации вируса 
в культуре клеток MDCK, что сопровождалось бо-
лее долгим клиренсом вируса в мышах [43]. Можно 
заметить, что адаптационные мутации A44V в Ка-
лиф17-8 и К116Е в Боливия17-М, обнаруженные в 
настоящем исследовании, имеют сходную локализа-
цию с уже описанным мутациям К47 в НА2 и Е21 
в НА1. Вероятно, они могут оказывать влияние на 
пороговое значение рН при слиянии мембран, что 
является ожидаемым результатом адаптации виру-
сов к новому субстрату.

Исходя из полученных данных, адаптация вак-
цинного вируса гриппа А(H3N2) к культуре клеток 
MDCK привела к возникновению множественных 
аминокислотных замен в HA. Было показано, что 
мутации N154K и Y85E, обнаруженные в субъедини-
це HA2 молекулы HA вакцинного штамма, являются 
критическими для размножения вируса в культуре. 
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Кроме этого, адаптационные мутации W92G, D160H  
в HA2 дают существенное преимущество реплика-
ции вакцинного вируса в культуре клеток MDCK 
над его репликацией в РКЭ.

Сравнение стерического расположения адапта-
ционных мутаций между штаммами, адаптирован-
ными к клеткам MDCK в лабораторных и производ-
ственных условиях, выявило схожесть этих пози-
ций. Так, в штамме H1N1 аминокислотные замены 
А44V (Калиф17-4) и К116Е (Боливия17) находятся 
в непосредственной близости друг от друга в субъ-
единице НА2 в ножке HA, а большинство обнару-
женных адаптационных замен у штаммов H3N2 —  
в глобулярном домене молекулы НА1 (рис. 6). Та-
ким образом, адаптация вакцинных штаммов ЖГВ  
к культуре клеток MDCK в условиях лаборатории  
и в производственном масштабе приводит к появ-
лению схожих адаптационных замен у штаммов од-
ного подтипа, при этом вирусы гриппа типа В явля-
ются максимально стабильными, а вирусы A/H1N1 
приобретают адаптационные замены, необходимые 
для усиленной репликации вируса в данном субстра-
те. Штаммы А/H3N2 являются наименее стабиль-
ными, а адаптационные мутации могут захватывать  
и рецептор-связывающие области, что указывает 
на необходимость тщательного отслеживания анти-
генных свойств штаммов данного подтипа при их 
производстве на клеточном субстрате.

Заключение
В результате адаптации вакцинного штам-

ма А/17/Калифорния/2009/38 (H1N1pdm09) к 
культуре клеток MDCK были обнаружены мута-
ции N156D в НА1 и A44V в НА2. Исследование 
их влияния на репликативную активность in vitro 
показало, что наличие обеих мутаций увеличи-
вает титр вакцинного штамма в культуре клеток 
MDCK на порядок, что даёт преимущества дан-
ному варианту при его наработке в производ-
ственных масштабах. Обнаруженные мутации 
сохранили иммуногенность, кросс-реактивность  
и защитную эффективность MDCK-адаптирован-
ного штамма Калиф17-8 на уровне исходного вак-
цинного штамма Калиф17. Таким образом, прове-
дённые исследования показывают, что вакцинный 
штамм ЖГВ подтипа H1N1pdm09, полученный 
методом классической реассортации в РКЭ, может 
быть использован для производства ЖКВ на культу-
ре клеток MDCK.
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Встречаемость и генотипирование возбудителей клещевых 
инфекций в иксодовых клещах на востоке Западной Сибири 
(Россия, 2023 г.) 
Ильинских Е.Н.1#, Карпова М.Р.1 , Воронкова О.В.1, Решетова А.В.1, Филатова Е.Н.1,  
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Аннотация 
Введение. Томская область относится к регионам РФ с максимально высоким уровнем заболеваемости 
населения клещевыми инфекциями. Однако спектр и генетическое разнообразие возбудителей клещевых 
инфекций изучены недостаточно. 
Цель исследования — оценить встречаемость и провести генотипирование различных видов возбудите-
лей клещевых инфекций в иксодовых клещах, собранных с растительности в городских и пригородных 
биотопах г. Томска. 
Материалы и методы. В исследовании проанализированы 534 клеща: Ixodes persulcatus (n = 107),  
I. pavlovskyi (n = 234) и Dermacentor reticulatus (n = 193), собранных в 13 биотопах Томска и в биотопах 
пригородов в течение 2023 г. Детекция генетического материала клещевых патогенов проведена методом 
полимеразной цепной реакции (ПЦР) и ПЦР с обратной транскрипцией в индивидуальных клещах с после-
дующим секвенированием и филогенетическим анализом нуклеотидных последовательностей.
Результаты. Обнаружено более чем четырехкратное доминирование клещей I. pavlovskyi и D. reticulatus 
над таёжным клещом. При этом инфицированность клещей I. persulcatus вирусом клещевого энцефа-
лита (ВКЭ) сибирского генотипа составила 1,3%, в клещах рода Ixodes генетический материал Borrelia 
burgdorferi s.l. был обнаружен в 8,5%, B. miyamotoi — 2,1%, Anaplasma phagocytophilum — 1,5%, а Rickettsia 
tarasevichiae — 14,1%. Инфицированность R. raoultii клещей D. reticulatus составила 48,7%, а в единич-
ном образце была обнаружена ДНК Babesia canis. Генотипирование и филогенетический анализ геном-
ных нуклеотидных последовательностей показал наличие новых, необычных для региона геновариантов  
B. garinii, B, bavariensis, B. afzelii и сибирского генотипа ВКЭ (субклайд V).
Заключение. На территории Томска и его пригородов в иксодовых клещах обнаружен генетический мате-
риал 9 видов клещевых патогенов, в том числе их новые генетические варианты. 

Ключевые слова: иксодовые клещи, вирус клещевого энцефалита, Borrelia spp., Rickettsia spp., 
Anaplasma spp., генотипирование, Томск, Россия
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Abstract 
Introduction. Tomsk region is one of the territories of the Russian Federation with the highest possible incidence 
of tick-borne infections. However, the spectrum and genetic diversity of tick-borne pathogens remain insufficiently 
studied.
Materials and methods. The study analyzed 534 ticks: Ixodes persulcatus (n = 107), I. pavlovskyi (n = 234) and 
Dermacentor reticulatus (n = 193), collected in 13 biotopes of Tomsk and its suburbs during 2023. Detection of 
genetic material of tick-borne pathogens was carried out by PCR and RT-PCR in individual ticks with subsequent 
sequencing and phylogenetic analysis of nucleotide sequences. 
Results. More than fourfold dominance of I. pavlovskyi and D. reticulatus ticks over the taiga tick was observed. 
Infection of I. persulcatus ticks with tick-borne encephalitis virus (TBEV) of the Siberian genotype amounted to 
1.3%, in ticks of the Ixodes genus, the genetic material of Borrelia burgdorferi s.l. was detected in 8.5%, B. miya-
motoi – in 2.1%, Anaplasma phagocytophilum — in 1.5%, and Rickettsia tarasevichiae — in 14.1%. R. raoultii 
infection of D. reticulatus ticks was identified in 48.7%, and Babesia canis DNA was detected in a single sample. 
Genotyping and phylogenetic analysis of genomic nucleotide sequences showed the presence of new, unusual for 
the region genetic variants of B. garinii, B. bavariensis, B. afzelii and the Siberian TBEV genotype (subclade V).
Conclusion. In the territory of Tomsk and its suburbs, genetic material of 9 species of tick-borne pathogens, 
including their new genetic variants, was detected in ixodes ticks.
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Введение
Иксодовые клещи являются переносчиками ря-

да возбудителей инфекционных заболеваний вирус-
ной, бактериальной и протозойной природы, игра-
ющих большую роль в инфекционной патологии 
человека. Томская область относится к территориям 
России с наиболее высокими показателями заболе-
ваемости иксодовым клещевым боррелиозом (ИКБ) 
и клещевым энцефалитом [1–4]. В 2020–2023 гг. 
показатели заболеваемости превышали средние по-
казатели заболеваемости по России в 2,0–5,9 раза, 

составляя 10,3–15,7 на 100 тыс. населения для ИКБ, 
и в 4,0 и более раз, варьируя от 2,9 до 4,5 на 100 тыс. 
населения, для клещевого энцефалита. При этом ко-
личество обращений населения в медицинские ор-
ганизации региона за медицинской помощью по по-
воду присасывания клеща составило более 1000 на 
100 тыс. населения в 2020–2023 гг.1 В указанный пе-
риод этот показатель варьировал от 1705,5 до 2390,1 

1 О состоянии санитарно-эпидемиологического благополучия 
населения в Российской Федерации в 2022 году: Государст-
венный доклад. М.; 2023. 368 с. 
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на 100 тыс. населения, превышая соответствующие 
средние значения параметра в России от 5,0 до  
7,4 раза.

В целом, в распространении клещевых инфек-
ций в России участвуют несколько видов клещей, 
при этом наибольшее значение имеют клещи Ixodes 
ricinus и I. persulcatus [5]. В Западной Сибири опи-
сано не менее 11 видов иксодовых клещей, из кото-
рых наибольшую эпидемическую значимость име-
ет клещ I. persulcatus [6–8]. Традиционно таёжный 
клещ считается основным вектором для клещевых 
патогенов на юге Западной Сибири, однако в по-
следнее время в городских и пригородных биото-
пах Томска необычно широкое распространение 
получили клещи I. pavlovskyi (Pomerantzev, 1946) и 
D. reticulatus (Fabricius, 1794) [8, 9]. Известно, что 
клещи рода Dermacentor, преобладающие в степных 
и лесостепных зонах Сибири, могут быть перено-
счиками вируса омской геморрагической лихорад-
ки, риккетсий клещевого сыпного тифа Северной 
Азии, а также возбудителей лихорадки Ку и гра-
нулоцитарного анаплазмоза человека [2, 3, 7, 8]. 
Средняя численность иксодовых клещей на терри-
тории пригородов Томска и г. Томска варьировала 
от 26,5 до 57,7 экземпляров на 1 км маршрута [4]. 
Результаты изучения вирусофорности клещей мето-
дами иммуноферментного анализа и полимеразной 
цепной реакции варьировала от 0,6% до 6,1%. За-
ражённость вирусом клещевого энцефалита (ВКЭ) 
для клещей рода Ixodes составила 6,5%, а для рода 
Dermacentor — 1,9% [4]. 

Исследование видового состава иксодовых кле-
щей в городской черте Томска, проведённое в 2015–
2016 гг., показало значительный рост численности 
D. reticulatus на склонах высокого берега р. Томь 
(район Лагерного сада), достигая 66 особей на 1 км 
маршрута. Ранее, в 2012–2014 гг., средняя сезонная 
численность составляла всего 0,17 экземпляров на 
1 км маршрута [7, 8]. В 2018–2021 гг. максимальная 
численность клещей рода Dermacentor достигала 
20 особей на 1 учётный км. В 2015 г. исследование 
показало, что из числа отловленных с растительно-
сти в пригородах Томска клещей рода Ixodes доля  
I. pavlovskyi составила 70,3%, а доля I. persulcatus — 
29,7%. Средняя сезонная численность I. persulcatus 
составила 3,67 особи, а I. pavlovskyi — 8,42 экзем-
пляра на 1 учётный км соответственно [7, 8].

Недавно существенное доминирование I. pav-
lovskyi и D. reticulatus среди клещей, атакующих 
человека, было также описано в Новосибирске и 
его пригородах [6]. При этом в других сибирских 
регионах подобный факт пока не описан и в них та-
ёжный клещ по-прежнему ассоциируется с распро-
странением клещевых инфекций у населения. 

Инфицированность иксодовых клещей на юге 
Западной Сибири различными возбудителями ви-
русной, бактериальной и протозойной природы 

остаётся недостаточно исследованной. При этом 
растёт количество публикаций о широком спектре 
клещевых патогенов, обнаруженных в различных 
видах клещей на территориях Северное Евразии  
[6, 10, 11]. Для восполнения и обновления данных 
по молекулярной эпидемиологии возбудителей кле-
щевых инфекций в условиях крупного сибирского 
мегаполиса была предпринята попытка определе-
ния уровней инфицированности различных видов 
иксодовых клещей в городских и пригородных 
биотопах Томска в течение одного летнего сезона. 
Детекцию генетического материала возбудителей 
различных клещевых инфекций, включая ВКЭ, ор-
бивирусы (вирус Кемерово), Borrelia spp., Rickettsia 
spp., Anaplasma spp. и Babesia canis, проводили ме-
тодами полимеразной цепной реакции (ПЦР) и ПЦР 
с обратной транскрипцией (ОТ-ПЦР) для каждого 
клеща индивидуально с последующим секвениро-
ванием обнаруженного генетического материала и 
генотипированием выявленных патогенов. 

Материалы и методы
В ходе исследования было собрано и проана-

лизировано 534 индивидуальных особи клещей, 
относящихся к следующим видам: I. persulcatus  
(n = 107), I. pavlovskyi (n = 234) и D. reticulatus  
(n = 193). Сбор клещей проводился стандартным 
методом с растительности на территории 13 город-
ских и пригородных биотопов Томска (рис. 1) в лет-
ний период 2023 г. Видовую идентификацию кле-
щей осуществляли, как описано ранее [6].

Для выделения нуклеиновых кислот клещи 
были дважды обработаны 70% этиловым спиртом 
и промыты фосфатно-солевым буфером для удале-
ния внешних загрязнений и наружной микрофлоры. 
Гомогенизацию полученных образцов осуществля-
ли с использованием лабораторного гомогенизатора 
«TissueLyserLT» («Qiagen») в 300 мкл стерильного 
физиологического раствора. Выделение суммар-
ных нуклеиновых кислот проводили из 100 мкл 
гомогената с использованием набора реагентов  
«АмплиПрайм РИБО-преп» («НекстБио») соглас-
но инструкции производителя. Комплементарную 
ДНК получали в реакции ОТ с помощью коммерче-
ского набора «РЕВЕРТА-L» «АмплиСенс»). 

С целью контроля этапа выделения нуклеино-
вой кислоты, а также её сохранности при хранении 
со всеми изучаемыми образцами была проведена 
ПЦР на выявление участка гена цитохромоксида-
зы субъединицы I, локализованного в митохон-
дриальном геноме клещей. Для этого были ис-
пользованы пары праймеров IpCX-6f/IpCX-9R для 
клещей рода Ixodes и DH_f/DH_r для клещей рода 
Dermacentor.

Скрининг проб на наличие генетического ма-
териала изучаемых патогенов (ВКЭ, вирус Кемеро-
во, B. burgdorferi s.l., B. miyamotoi, Rickettsia spp., 
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A. phagocytophilum, Babesia spp.) проводили мето-
дом ПЦР с последующей электрофоретический де-
текций или ОТ-ПЦР. Постановку ПЦР проводили в 
25 мкл реакционной смеси с использованием набо-
ра «БиоМастер HS­Taq ПЦР (2×)» («Биолабмикс») 
и 0,4 рМ специфичных олигонуклеотидных прай-
меров (табл. 1). Для проведения таргетной ПЦР и 
наработки ампликонов, предназначенных для пол-
ногеномного секвенирования изолятов ВКЭ, была 
использована Фьюжн ДНК-полимераза Pfu-Sso7d 
(«Биолабмикс»). Доверительный 95% интервал 
(ДИ) уровня инфицированности клещей изучаемы-
ми патогенами рассчитывали с использованием он-
лайн-сервиса2.

Анализ продуктов амплификации выполняли 
посредством разделения фрагментов ДНК в 2% ага-
розном геле в трис-ацетатном буфере, содержащем 
0,1% бромистого этидия. Очистку ампликонов из 
агарозного геля для последующей постановки секве-
нирующей реакции проводили с использованием на-
бора на основе микроколонок («Биосилика»).

Постановку реакции секвенирования методом 

2 URL: https://www.pedro.org.au/english/downloads/confidence-
interval-calculator

Сенгера проводили с использованием набора реа-
гентов для циклического секвенирования «Big Dye 
Terminator Kit v. 3.1» («Thermo Fisher Scientific»). 
Определение нуклеотидных последовательностей 
проводили по обеим цепям с помощью автома-
тического секвенатора «3130xl Genetic Analyzer» 
(«Applied Biosystems»), все нуклеотидные после-
довательности были определены дважды в незави-
симых экспериментах. Полногеномное секвениро-
вание выявленных изолятов ВКЭ было выполнено 
с применением технологии MiSeq и соответству-
ющих наборов «MiSeq reagent kits v2» («Illumina») 
путём анализа перекрывающихся специфических 
фрагментов после проведения ПЦР. Сборку по-
следовательностей выполняли методом картирова-
ния прочтений на референс-геном штамма Заусаев 
(AF527415) с определением контигов с использова-
нием программы «Geneious Prime (2024.0.5)». 

Анализ полученных нуклеотидных последо-
вательностей, выравнивания и проведение филоге-
нетического анализа проводили с использованием 
программных продуктов «Unipro UGENE v. 1.50» 
[16] и «MEGA Х» [17]. Построение филогенетиче-
ских деревьев выполняли методом максимального 
правдоподобия и эволюционной модели Тамуры–

Рис. 1. Карта-схема Томска и пригородов с обозначением районов сбора клещей.
A — места выявления РНК ВКЭ; B — ДНК B. burgdorferi s.l.; C — ДНК B. miyamotoi; D — ДНК A. phagocytophilum;  

E — ДНК Rickettsia spp. 
Обозначение районов сбора: 1 — Лагерный сад; 2 — стадион «Буревестник»; 3 — кладбище «Южное»; 4 — гаражный кооператив  

на ул. Континентальная; 5 — микрорайон «Академгородок»; 6 — лес около п. Зональная станция; 7 — микрорайон Аникино;  
8 — лесополоса на Иркутском тракте; 9 — д. Лоскутово; 10 — с. Межениновка; 11 — п. Басандайка; 12 — п. Степановка;  

13 — с. Тимирязевское. 
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Нея (TN93). Статистическую значимость тополо-
гии филогенетических деревьев оценивали методом 
Bootstrap-анализа, вычисления проводили для 500 
псевдовыборок. 

Нуклеотидные последовательности, выявлен-
ные в данной работе, были депонированы в меж-
дународную базу данных GenBank под номерами: 
PP942931–PP942934 для полногеномных последо-
вательностей ВКЭ, PQ126376–PQ126404 для фраг-
ментов гена P83/100 B. burgdorferi s.l., PQ126405–
PQ126411 для фрагментов гена glpQ B. miyamotoi, 
PQ126412–PQ126416 для фрагментов гена msp2 
A. phagocytophilum, PQ123220 для фрагмента гена 
обнаруженного изолята B. canis.

Исследования проводили с соблюдением 

правил биобезопасности, регламентированных  
в СанПиН 3.3686-21 «Санитарно-эпидемиологиче-
ские требования по профилактике инфекционных 
болезней» от 28.01.2021.

Результаты
Из 534 изученных иксодовых клещей I. per-

sul catus были представлены 107 (20,0%) особями  
(56 самок и 51 самец), I. pavlovskyi — 234 (43,8%; 
133 самки и 101 самец), D. reticulatus — 193 
(36,1%; 120 самок и 73 самца). Все клещи были 
исследованы методом ПЦР на наличие генети-
ческого материала 10 видов клещевых патогенов 
вирусной, бактериальной и протозойной этиоло-
гии (вирус Кемерово, ВКЭ, B. garinii, B. afzelii, 

Таблица 1. Праймеры, использованные для выделения фрагментов генов вирусов боррелий, риккетсий и анаплазм из 
иксодовых клещей

Мишень Праймеры Структура праймера (5′→3′) Размер Источник 

Ixodes sp.
IpCX-6f ATTAGGAGCACCTGATATAGCTTTCCC

660
IpCX-9r GCTGTAAATAAGCTCGAGTGTCGATA

D. reticulatus
DH_f TCGAWTAGAAYTAAGACAACCTGG

610 [6]
DH_r GGTGRCCAAAAAATCAAAATARATG

TBEV
Kgg31 AAAGGCAGCATTGTGACCTG

361 [11]
Kgg19 CGTGTCTCCACGGCAGAGCC

ALSV
Miass_gly_3F TGGATCAGCTCACACCACAC

333
Miass_gly_3R TCACCGTCACAGTGGAATGG

YGTV
YGTV_gly_1F ACTACTGGTTGCCGTCCTCG

YGTV_gly_1R GTCGCTGCAGTCAAATATCT 

Kemerovo

rt_Kem4f TCCGCCACCCTGGAATGAGAC

116 [9, 12]rt_Kem4r TCAGGATCGGTCAAGGCCATTC

Kem_prb4 FAM–AGCCGTTTCTGTCCACGAGACG–BHQ1

B. burgdorferi s.l.

F7 TTCAAAGGGATACTGTTAGAGAG [13]

F10 AAGAAGGCTTATCTAATGGTGATG

F5 ACCTGGTGATGTAAGTTCTCC

F12 CTAACCTCATTGTTGTTAGACTT

B. miyamotoi

Q1 CACCATTGATCATAGCTCACAG [13]

Q4 CTGTTGGTGCTTCATTCCAGTC

Q3 GCTAGTGGGTATCTTCCAGAAC

Q2 CTTGTTGTTTATGCCAGAAGGGT

Rickettsia spp.

PrF_gltA GGCTTCGGTCATCGTGT 120 [14]

PrR_gltA TTGCTATTTGTAAGAGCGGATTG

Z(ROX)_gltA ROX-CCACGTGCCGCAGTACTTAAAGAAAC-BHQ2

CS409d CCTATGGCTATTATGCTTGC 765 [15]

RP1258n ATTGCAAAAAGTACAGTGAACA

A. phagocytophilum
MSP2− 3f CCAGCGTTTAGCAAGATAAGAG 334 [13]

MSP2− 3r GCCCAGTAACAACATCATAAGC
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B. bavariensis, B. miyamotoi, R. tarasevichiae, 
R. raoultii, A. phagocytophilum и B. canis) (табл. 2). 
Вирус Кемерово нами не выявлен. 

РНК ВКЭ была обнаружена в 4 (1,3%; 95% ДИ 
0,3–2,6) особях из 341 клеща рода Ixodes. Все выяв-
ленные изоляты ВКЭ при анализе полноразмерной 
нуклеотидной последовательности генома были 
отнесены к сибирскому генотипу. Они характеризо-
вались высоким уровнем гомологии нуклеотидной 
последовательности вирусного генома, который со-
ставляет 94–98% в сравнении другими штаммами 
сибирского генотипа и около 85–86% — с другими 
генотипами ВКЭ (табл. 3). Уровни гомологии ами-

нокислотной последовательности вирусного поли-
протеина составляют около 98–99 и 94–95% соот-
ветственно. Изолят Tomsk 2-2023 отличается более 
низким уровнем гомологии от трех других секвени-
рованных томских изолятов. 

При проведении филогенетического анализа 
выявленные генетические варианты кластеризу-
ются с субкладой V сибирского генотипа ВКЭ [18].  
Обнаруженные изоляты ВКЭ имеют высокий уро-
вень гомологии и кластеризуются вместе с вариан-
тами ВКЭ, циркулирующими в южных регионах 
Сибири, включая регионы, прилегающие к озеру 
Байкал (рис. 2). При этом изолят Tomsk 2-2023 

Таблица 2. Выявление маркеров возбудителей клещевых инфекций в клещах D. reticulatus, I. persulcatus и I. pavlovskyi

Маркеры

Количество ПЦР-положительных образцов в иксодовых клещах, абс./% (95% ДИ)

клещи рода
Ixodes, всего

(n = 341)
I. persulcatus

(n = 107)
I. pavlovskyi

(n = 234)
D. reticulatus

(n = 193)

РНК ВКЭ 4/1,3 (0,3–2,6) 4/1,3 (0,3–2,6) 0 0

ДНК R. tarasevichiae/R. raoultii 48/14,1 (10,8–18,2) 43/40,2 (31,4–49,7) 5/2,1 (0,9–4,9) 94/48,7 (41,8–55,8)

ДНК A. phagocytophilum 5/1,5 (0,6–3,4) 4/3,7% (1,5–9,2) 1/0,4 (0,1–2,4) 0

ДНК B. canis 0 0 0 1/0,5 (0,1–2,9)

ДНК B. miyamotoi 7/2,1 (1,0–4,2) 3/2,8 (0,9–7,9) 4/1,7 (0,6–4,3) 0

ДНК B. burgdorferi s.l. 29/8,5 (5,9–11,9) 17/15,9 (10,2–23,9) 12/5,1 (2,9–8,7) 0

В том числе (n = 29):

B. garinii 19/65,5 (47,4–80,1) 9/8,4 (4,5–15,2) 10/4,3 (2,3–7,7) 0

B. afzelii 7/24,1 (12,2–42,1) 5/4,7 (2,0–10,5) 2/0,8 (0,2–3,0) 0

B. bavariensis 3/10,4 (3,6–26,3) 3/2,8 (0,9–7,9) 0 0

Таблица 3. Степень идентичности (%) нуклеотидной (nuc.) и аминокислотной последовательностей полипротеина 
(aa.) выявленных вариантов ВКЭ по сравнению с прототипными штаммами ВКЭ  

Прототипные штаммы 
Tomsk 1-2023 
(PP942931)

Tomsk 2-2023 
(PP942932)

Tomsk 3-2023 
(PP942933)

Tomsk 4-2023 
(PP942934)

nuc. aa. nuc. aa. nuc. aa. nuc. aa.

Сибирский генотип ВКЭ

Lesopark 11 (KJ701416) 98,14 99,45 96,62 98,99 98,20 99,23 98,27 99,39

Zausaev (AF527415) 98,31 99,42 96,50 99,08 98,06 99,39 98,09 99,48

Kolarovo-2008 (FJ968751) 93,98 96,47 94,06 96,47 94,02 96,47 94,22 96,57

Tomsk-PT122 (KM019545) 94,16 98,31 94,47 98,28 94,24 98,28 94,42 98,41

Vasilchenko (AF069066) 94,23 98,31 94,55 98,25 94,38 98,28 94,58 98,44

Дальневосточный генотип ВКЭ

Sofjin-HO (AB062064) 85,66 95,34 85,52 95,37 85,64 95,40 85,51 95,43

205 (DQ989336) 85,48 95,22 85,51 95,31 85,52 95,28 85,52 95,31

Западный генотип ВКЭ

Hypr (U39292) 85,24 94,88 85,16 94,94 85,34 94,91 85,21 94,79

Neudoerfl (U27495) 85,21 94,39 85,15 94,39 85,26 94,42 85,14 94,33

Байкальский генотип ВКЭ 

886-84 (EF469662) 84,97 95,65 84,92 95,71 84,97 95,61 85,11 95,77

178-79 (EF469661) 85,80 95,92 85,80 96,01 85,86 95,89 85,88 96,04
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Рис. 2. Филогенетическое дерево, построенное по полногеномным нуклеотидным последовательностям ВКЭ. 
Секвенированные варианты ВКЭ выделены жирным шрифтом. Формат представления:  

номер депонирования GenBank, название изолята. 

формирует отдельную филогенетическую ветвь, 
которая может быть перспективной на выделение 
в отдельный субклайд внутри сибирского генотипа 
ВКЭ. Филогенетический анализ показывает, что все 
геномные последовательности томских изолятов 
2023 г. являются оригинальными и отличаются от 
циркулирующих в 2006–2008 гг. в Томске изолятов 
Kolarovo-2008 и Tomsk-PT122, относящихся к суб-
кладе IV сибирского генотипа ВКЭ. 

В 29 клещах рода Ixodes была обнаружена 
ДНК B. burgdorferi комплекса s.l., что соответствует 
уровню инфицированности 8,5% (95% ДИ 5,9–11,9; 

 табл. 2). Генотипирование по нуклеотидной после-
довательности фрагмента гена P83/100 показало, 
что видовое разнообразие боррелий было пред-
ставлено в основном B. garinii — 65,5% случа-
ев, B. afzelii была обнаружена в 24,1% случаев, а  
B. bavariensis — в 10,4%. Результаты филогенети-
ческого анализа этих 3 видов боррелий представ-
лены на рис. 3. Все секвенированные варианты  
B. burgdorferi s.l. на филогенетическом дереве фор-
мировали компактные монофилетические груп-
пы в пределах своего вида, которые группирова-
лись с ранее выделенными изолятами в северной  
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Евразии. 
В 7 клещах рода Ixodes также была выявлена 

ДНК B. miyamotoi на основе анализа нуклеотидной 
последовательности фрагмента гена глицерофос-
фодиэстерфосфодиэстеразы (glpQ), что соответ-
ствует уровню инфицированности 2,1% (95% ДИ 
1,0–4,2; табл. 2). При этом в иксодовых клещах ро-
да Dermacentor ДНК комплекса B. burgdorferi s.l. и  
B. miyamotoi не обнаружена. 

Филогенетический анализ для обнаруженных 
изолятов B. miyamotoi показал, что все они имеют 
высокий уровень идентичности с вариантами, об-

наруженными ранее на территории Томской, Ново-
сибирской областей, Хабаровского и Красноярского 
краёв, и вместе с ними кластеризуются в пределах 
Азиатского субтипа B. miyamotoi (рис. 4).

В 4 клещах I. persulcatus и 1 клеще I. pavlovskyi 
выявлена ДНК A. phagocytophilum (табл. 2). Опреде-
ление нуклеотидной последовательности фрагмен-
та гена major surface protein 2 (msp2) было выполне-
но для обнаруженных изолятов A. phagocytophilum, 
и результаты их филогенетического анализа пред-
ставлены на рис. 5. Все секвенированные изоляты 
A. phagocytophilum формируют монофилетическую 

Рис. 3. Филогенетическое дерево, построенное по фрагменту гена Р83/100 (325 п.н.) выявленных изолятов  
B. burgdorferi комплекса s.l. 
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Рис. 4. Филогенетическое дерево, построенное по фрагменту гена glpQ (433 п.н.) выявленных изолятов B. miyamotoi.

Рис. 5. Филогенетическое дерево, построенное по фрагменту гена msp2 (340 п.н.) выявленных изолятов  
A. phagocytophilum. 
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группу в пределах своего вида с изолятами, ранее 
обнаруженными в Польше, Калининграде и Север-
ной Америке. 

Наиболее часто в ПЦР выявлялся генетиче-
ский материал риккетсий (табл. 2). Так, ДНК R. tara-
sevichiae была выявлена в 48 (14,1%) из 341 клеща 
рода Ixodes, ДНК R. raoultii — в 94 (48,7%) особях 
из 193 клещей рода Dermacentor, в 5 клещах рода 
Ixodes — 1,5%. В 1 клеще D. reticulatus была обна-
ружена ДНК B. canis по фрагменту гена 18S рРНК 
(0,5% случаев), его филогенетическое дерево пред-
ставлено на рис. 6. Генетический материал вируса 
Кемерово в исследованных клещах не выявлен. 

В ряде случаев было обнаружено несколько 
клещевых патогенов в 1 клеще. Так, в 8 (2,3%) кле-
щах рода Ixodes выявлена ДНК 2 клещевых пато-
генов. Генетический материал B. garinii и R. tara-
sevichiae был обнаружен в 5 клещах, B. gari nii и 
B. miyamotoi — в 2 клещах, B. garinii и A. phago-
cytophilum — в 1. Более того, в 1 клеще рода Ixodes 
обнаружена ДНК сразу 3 клещевых патогенов 
(B. ga rinii, R. tarasevichiae и A. phagocytophilum). 

Обсуждение
Среди изученных нами иксодовых клещей 

доминировали виды I. pavlovskyi и D. reticulatus 
(79,9%), что в последнее время характерно для Том-
ска и Новосибирска и их пригородов [6–8]. Так, 
увеличение численности D. reticulatus более чем  
в 200 раз в городских биотопах Томска было впервые 

зарегистрировано осенью 2015 г. При определении 
видового состава клещей, нападающих на человека 
в Новосибирске и его пригородах, зарегистрирова-
но также, что клещи I. pavlovskyi и D. reticulatus со-
ставляют 84,8% среди клещей, снятых с пациентов, 
обратившихся за оказанием медицинской помощи 
по поводу укуса клеща в 2018 г. Доминирование 
клещей I. pavlovskyi и D. reticulatus в 2023 г. в био-
топах Томска и его пригородов свидетельствует об 
устойчивом характере этого явления и фактическом 
вытеснении таёжного клеща из биотопов этих мега-
полисов на юге Западной Сибири. При этом незави-
симое исследование в 2019 г. природного биотопа 
на реке Томь, расположенного выше Томска по те-
чению (приблизительно 125 км), выявило практиче-
ское полное доминирование таёжного клеща, пред-
ставленность которого составила 95,72% при сбо-
рах с растительности, а доли клеща I. pavlovskyi и 
его гибридов составили всего 1,75 и 2,53% соответ-
ственно при сравнимом объёме выборки [19]. Такая 
драматическая разница видового состава клещей  
в городских и природных биотопах в бассейне одной 
реки на юге Западной Сибири позволяет предполо-
жить, что антропогенное воздействие существенно 
меняет условия размножения клещей и спектр ассо-
циированных с ними клещевых инфекций в местах 
компактного проживания человека. 

В результате проведённых исследований  
в иксодовых клещах трех видов был обнаружен ге-
нетический материал 9 видов клещевых патогенов 

Рис. 6. Филогенетическое дерево, построенное по фрагменту гена 18S рибосомальной РНК (394 п.н.) выявленного 
изолята В. canis.
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вирусной, бактериальной и протозойной природы. 
ВКЭ был обнаружен в 4 клещах (таёжный клещ), 
а все выявленные изоляты ВКЭ были отнесены  
к сибирскому генотипу. Как известно, на террито-
рии северной Евразии ВКЭ в основном представлен 
тремя основными генотипами — дальневосточным, 
сибирским и европейским, первый из которых наи-
более часто вызывает тяжёлые клинические формы 
клещевого энцефалита, а второй чаще встречается 
на территории Западной Сибири [5]. Выявленные 
нами изоляты сибирского генотипа ВКЭ можно от-
нести к субкладе V, для которой типовым вирусом 
принято считать штамм Заусаев. Первоначально 
штамм Заусаев был выделен в Москве из мозга по-
гибшего пациента с хронической формой клещевого 
энцефалита (в течение 2 лет), который предположи-
тельно заразился в Томской области и заболел через 
10 лет после присасывания клеща в 1973 г. [20]. 

Однако в Томске и его пригородах ранее была 
выявлена циркуляция вариантов ВКЭ сибирского 
субтипа в 2006–2008 гг., относящихся к субкладе IV, 
штаммы Kolarovo-2008 (FJ968751) и Tomsk-PT122 
(KM019545), а также вариантов дальневосточно-
го генотипа [7, 9, 21]. Филогенетический анализ 
полногеномных последовательностей показал, что 
изоляты ВКЭ 2023 г. являются новыми для Томска, 
причём необычный изолят Tomsk 2023-2 формиру-
ет отдельную филогенетическую ветвь, которая мо-
жет быть перспективной на выделение в отдельный 
субклайд внутри сибирского генотипа ВКЭ. Нам не 
удалось обнаружить генетический материал вируса 
Кемерово в исследованных клещах, хотя имеются 
сообщения о его обнаружении в Западной Сибири 
и Казахстане [12]. 

Инфицированность клещей рода Ixodes B. burg   - 
do r feri комплекса s.l. составила 8,5%, что ниже сред-
них значений последних лет [1–2, 6, 22–23]. Наи-
более часто выявлялись B. garinii (65,5% случаев), 
реже определялись B. afzelii (24,1%) и B. bavariensis 
(10,4%). Популяция боррелий — возбудителей ИКБ 
гетерогенна, насчитывает более 20 видов боррелий, 
а на видовое разнообразие боррелий существенное 
влияние оказывает разнообразие резервуарных хо-
зяев, которые обеспечивают циркуляцию и сохра-
нение возбудителей ИКБ. С мелкими мышевидны-
ми грызунами обычно ассоциируются B. afzelii и 
B. bavariensis, с птицами — B. garinii [23]. Вполне 
вероятно, что доминирование B. garinii можно свя-
зать с тем, что в городских условиях важным прокор-
мителем иксодовых клещей могут быть птицы [1, 8, 
13, 24]. В иксодовых клещах рода Dermacentor ДНК 
B. burgdorferi s.l. нам не удалось обнаружить, но воз-
можность наличия боррелий в клещах D. reticulatus 
подтверждается рядом публикаций [23, 24]. Фило-
генетический анализ секвенированных фрагментов 
ДНК боррелий показал, что изоляты боррелий фор-
мировали компактные монофилетические группы 

в пределах своего вида. Причём изоляты B. garinii 
группировались в 3 различные филогенетических 
ветви. При этом одна из этих групп, включающая 
в себя 9 изолятов, не ассоциировалась с изолятами, 
ранее найденными в Томске. Вероятно, можно го-
ворить о появлении новых генетических вариантов 
B. garinii в городских биотопах Томска. В равной 
степени это предположение распространяется на 
изоляты B. afzelii и B. bavariensis, которые также 
формируют новые филогенетические группы. 

ДНК B. miyamotoi была обнаружена в 2,1% ис-
следованных клещей рода Ixodes. Данный вид бор-
релий относится к возбудителям клещевых возврат-
ных лихорадок, которые широко распространены  
в различных регионах мира, включая Россию [25–
28]. С данным видом боррелий ассоциируются безэ-
ритемные формы ИКБ, при этом возбудитель спосо-
бен вызывать тяжёлые формы заболевания, включая 
менингоэнцефалит, у людей с ослабленным имму-
нитетом, и микст-инфекции с другими возбудите-
лями клещевых патогенов. Инфицированность ик-
содовых клещей B. miyamotoi обычно значительно 
ниже, чем боррелиями других видов и колеблется  
в пределах от 0,3–16% [27, 28]. В 2023 г. в иксодовых 
клещах рода Dermacentor нам не удалось выявить 
ДНК B. miyamotoi, хотя в 2021 г. в Томской области 
она обнаруживалась в 2% клещей D. reticulatus [3]. 
Филогенетический анализ 7 изолятов B. miyamotoi 
по фрагменту гена glpQ показал, что все они фор-
мируют достаточно компактную геногруппу в пре-
делах азиатского субтипа и кластеризуются вместе 
с ранее обнаруженными вариантами на территории 
Томской, Новосибирской областей, Хабаровского и 
Красноярского краёв. 

Наиболее высокая инфицированность изучен-
ных клещей была установлена для риккетсий (48,7% 
для R. raoultii и 14,1% для R. tarasevichiae), при этом 
R. tarasevichiae встречались только в клещах рода 
Ixodes, а R. raoultii — в клещах рода Dermacentor. 
Данные риккетсии способны вызывать у человека 
клещевые риккетсиозы, их циркуляция установлена 
в разных регионах РФ, преимущественно в Сибири, 
и Казахстане [29–30]. В Томской области ежегодно 
регистрируются лишь единичные случаи риккетси-
оза [2, 4]. Как известно, R. raoultii встречается во 
многих странах Европы, в разных областях Рос-
сии, таких как Новосибирская, Омская, Иркутская, 
в Республиках Алтай и Бурятия, в Приморском и 
Хабаровском краях и обычно ассоциируется с кле-
щами рода Dermacentor [6–7, 10, 30]. В настоящее 
время принято считать, что R. raoultii способен 
вызывать развитие синдрома TIBOLA (tick-borne 
lymphadenopathy), который характеризуется пер-
вичным аффектом в виде эритемы, развивающимся 
в месте присасывания клеща, и болезненностью ре-
гионарных лимфоузлов [31–33]. Выявление генети-
ческого материала R. raoultii у луговых клещей, для 
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которых зарегистрирован взрывной рост численно-
сти (более чем 200 раз) в городских биотопах, тре-
бует обратить особое внимание на диагностику син-
дрома TIBOLA у пациентов в Томской области. Для 
R. tarasevichiae характерно инфицирование клещей 
рода Ixodes (чаще I. persulcatus, реже I. pavlovskyi). 
Данный вид риккетсий распространён на террито-
рии азиатской части России, а случаи инфицирова-
ния человека R. tarasevichiae были зафиксированы  
в Новосибирской области [6].

Генетические маркеры A. phagocytophilum вы-
явлены в 1,5% особей клещей рода Ixodes и не были 
обнаружены в клещах рода Dermacentor, хотя ранее 
генетический материал A. phagocytophilum выявлял-
ся в клещах D. reticulatus на территории Томска [7]. 
Все секвенированные изоляты A. phagocytophilum 
формируют монофилетическую группу в пределах 
своего вида с изолятами, ранее обнаруженными  
в Польше, Калининграде и Северной Америке, 
что, по всей вероятности, демонстрирует консер-
ватизм гена msp2, использованного для генотипи-
рования. Также в Томской области ранее регистри-
ровалась инфицированность иксодовых клещей 
бабезиями [2]. В результате проведённого иссле-
дования нам удалось обнаружить B. canis только  
в 1 клеще рода Dermacentor.

Микст-инфекции, ассоциированные с различ-
ными клещевыми инфекциями, встречаются доста-
точно часто и могут влиять на течение и клиниче-
ские проявления заболеваний [34]. Мы выявляли 
разные сочетания возбудителей клещевых инфек-
ций в иксодовых клещах, при этом во всех случаях 
микст-инфицирования встречалась B. garinii.

Сравнивая уровень инфицированности раз-
личных видов клещей, мы выявили достоверно 
значимый более высокий уровень инфицированно-
сти боррелиями (ОШ = 3,1; 95% ДИ 1,43–6,72; F = 
0,004; χ2 = 8,9), риккетсиями (ОШ = 18,81; 95% ДИ 
7,25–48,82; F = 0,000; χ2 = 60,17) и анаплазмами (ОШ 
= 8,75; 95% ДИ 0,97–79,2; F = 0,038; χ2 = 5,35) кле-
щей I. persulcatus по сравнению с I. pavlovskyi. При 
этом в доминирующих в городских биотопах клещах 
I. pavlovskyi регистрировался более широкий спектр 
патогенов (ВКЭ, B. burgdorferi s.l., B. miyamotoi, 
R. tarasevichiae и A. phagocytophilum). Клещи рода 
Dermacentor были преимущественно инфицированы 
R. raoultii, а остальные возбудители клещевых ин-
фекций встречались в них значительно реже. 

Полученные данные подтверждают необхо-
димость мониторинга циркуляции в природных 
и антропоургических очагах клещевых инфекций 
Томска и Томской области наряду с ВКЭ и возбуди-
телями других клещевых инфекций: B. miyamotoi, 
Rickettsia spp., A. phagocytophilum, Babesia spp. Не-
обходимо дальнейшее совершенствование методов 
диагностики и профилактики данных инфекций, 
включая выявление возможных случаев заболевания 

человека и микст-инфекции. Важно подчеркнуть, 
что в настоящее время 3 вида клещей (I. persulcatus, 
I. pavlovskyi, D. reticulatus), инфицированных не ме-
нее чем 9 видами клещевых патогенов, доминируют 
в городских биотопах и принимают участие в фор-
мировании городских очагов клещевых инфекций  
в парковой зоне Томска.

Заключение
На территории Томска и пригородов среди ик-

содовых клещей, собранных с растительности, пре-
обладают I. pavlovskyi и D. reticulatus. В результате 
ПЦР-анализа в иксодовых клещах 3 видов были об-
наружены 9 видов клещевых патогенов вирусной, 
бактериальной и протозойной природы, которые, 
по-видимому, принимают участие в формирова-
нии городских очагов клещевых инфекций. Более 
высокие уровни инфицированности боррелиями, 
риккетсиями и анаплазмами выявлены у клещей 
I. persulcatus по сравнению с I. pavlovskyi. В клещах 
I. pavlovskyi и I. persulcatus регистрировали более 
широкий спектр патогенов (ВКЭ, B. burgdorferi s.l., 
B. miyamotoi, R. tarasevichiae и A. phagocytophilum), 
чем в клещах вида D. reticulatus (ВКЭ, R. raoultii и 
B. canis).

Инфицированность таёжных клещей ВКЭ 
составила 1,3%. Инфицированность клещей рода 
Ixodes: B. burgdorferi s.l. — 8,5%, B. miyamotoi — 
2,1%, A. phagocytophilum — 1,5%, R. tarasevichiae — 
14,1%. Кроме того, показатель встречаемости 
R. raoultii в клещах D. reticulatus составил 48,7%, а в 
единичном образце была обнаружена ДНК B. canis. 
На основе секвенирования выделенных фрагмен-
тов генов ВКЭ, B. burgdorferi s.l., B. miyamotoi, 
A. phagocytophilum и B. canis проведено генотипи-
рование возбудителей клещевых инфекций. Все 
выявленные изоляты ВКЭ при анализе полнораз-
мерной нуклеотидной последовательности генома 
отнесены к сибирскому генотипу, субклайду V. По-
следовательности депонированы в GenBank.
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Аннотация
Введение. Современная медицина сталкивается с резистентностью Candida spp. к антимикотикам, обус-
ловленной изменением экспрессии и структуры гена ERG11 — молекулярной мишени триазолов. Эти 
механизмы часто действуют одновременно, однако взаимодействие между ними остаётся недостаточно 
изученным.
Цель работы — изучение роли гиперэкспрессии гена ERG11 и его мутаций в формировании резистентно-
сти грибов C. albicans к триазолам.
Материалы и методы. Исследование выполнено на 11 штаммах грибов C. albicans из коллекции   
МНИИЭМ им. Г.Н. Габричевского. Штаммы были охарактеризованы по уровню экспрессии гена ERG11 и 
наличию в нем мутаций, а также чувствительности к триазолам: позаконазолу, вориконазолу, итраконазо-
лу и флуконазолу. 
Результаты. Штаммы C. albicans подразделили на 4 группы: 1-я группа — только с повышенной экспрес-
сией гена ERG11; 2-я — только с мутациями в данном гене; 3-я — одновременно оба вида генетических 
изменений; 4-я — без данных генетических изменений. Установлено, что минимальная подавляющая кон-
центрация (МПК) триазолов в 1-й группе была в 15,76 раза выше, чем во 2-й, в 4,97 раза выше, чем в 3-й, 
и в 2,51 раза ниже, чем в 4-й (везде p < 0,05). Во 2-й группе МПК триазолов была в 3,17 раза ниже, чем  
в 3-й, и в 40 раз ниже (p < 0,001), чем в 4-й. МПК триазолов в 3-й группе по сравнению с 4-й группой была 
в 12,5 раза ниже (p < 0,001). Популяционное варьирование МПК триазолов в большей степени зависит от 
изолированного действия мутаций гена ERG11 (45,94%), что в 5,27 раза превосходит эффект изолирован-
ной гиперэкспрессии гена.
Заключение. Устойчивость C. albicans к триазолам обеспечивается кооперативным действием гиперэкс-
прессии и мутаций гена ERG11: наибольшую резистентность обеспечивает гиперэкспрессия, популяцион-
ное разнообразие — мутации.

Ключевые слова: Candida albicans, антимикотики, резистентность, ген ERG11, гиперэкспрессия, му-
тации
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Abstract
Introduction. Modern medicine is faced with the resistance of Candida spp. to antimycotics, due to changes 
in the expression and structure of the ERG11 gene, the molecular target of triazoles. These mechanisms often 
operate simultaneously, but the interaction between them remains poorly understood. 
The aim of this study is to investigate the interaction between ERG11 gene overexpression and mutation in the 
development of triazole resistance in C. albicans.
Materials and methods. Eleven C. albicans strains from the G.N. Gabrichevsky Moscow Research Institute of 
Epidemiology culture collection were analyzed. Each strain was characterized by its ERG11 gene expression 
level, the presence of ERG11 mutations, and its susceptibility to the triazoles posaconazole, voriconazole, 
itraconazole and fluconazole.
Results. The C. albicans strains (n – number of tested strains) were categorized into four groups: Group 1 (n = 2, 
ERG11 overexpression only), Group 2 (n = 3, ERG11 mutations only), Group 3 (n = 4, both ERG11 overexpression 
and mutation) and Group 4 (n = 2, neither ERG11 overexpression nor mutation). The minimum inhibitory concentration 
(MIC) of Triazoles in Group 1 was 15.76-fold higher than in Group 2, 4.97-fold higher than in Group 3, and 2.51-fold 
lower than in Group 4 (p < 0.05 for all comparisons). The MIC of triazoles in Group 2 was 3.17-fold lower than in 
Group 3 and 40.00-fold lower than in Group 4 (p < 0.001). The MIC of triazoles in Group 3 was 12.5-fold lower than 
in Group 4 (p < 0.001). Population-level variation in triazoles MIC was more strongly influenced by the isolated effect 
of ERG11 mutations (45.94%) than by the isolated effect of ERG11 overexpression (5.27-fold less).
Conclusion. Triazole resistance in C. albicans is influenced by the combined actions of ERG11 overexpression 
and mutation. ERG11 overexpression appears to contribute more to the absolute level of resistance, while ERG11 
mutations have a greater impact on the diversity of resistance levels within the C. albicans population.

Keywords: Candida albicans, antimycotics, resistance, ERG11 gene, overexpression, mutations
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Введение
Современная медицина давно столкнулась с 

проблемой резистентности микробов к химиотера-
певтическим препаратам. К настоящему моменту 
этот вопрос достаточно хорошо изучен и известно 
множество различных механизмов, обеспечиваю-
щих микробам уход от токсического действия ан-
тибиотиков. Наиболее примечательными являются 
генетически детерминированные механизмы рези-
стентности, связанные со значительным увеличе-

нием продукции молекулярных мишеней антибио-
тиков или изменением структуры этих молекул-ми-
шеней. Обсуждаемые механизмы резистентности 
могут реализовываться в микробной клетке парал-
лельно и даже независимо друг от друга. Вместе с 
тем результаты их кооперативного действия недо-
статочно ясны [1–3].

Данный вопрос мы исследовали на приме-
ре грибов рода Candida, которых проблема рези-
стентности к противомикробным антибиотическим 
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препаратам также не обошла стороной. Одним из 
таких механизмов у данных микробов является по-
вышенная экспрессия генов, кодирующих синтез 
мишени лекарственного препарата. В этом плане 
немаловажную роль играет ген ERG11, определя-
ющий структуру ланостерол-14α-деметилазы. Она 
участвует в синтезе эргостерола, важного компо-
нента клеточной стенки гриба. Гиперэкспрессия 
гена ERG11 обеспечивает синтез большого коли-
чества эргостерола, что в итоге делает грибы рода 
Candida малочувствительными к терапевтическим 
дозам препаратов азолового ряда [4]. 

Между тем в последнее время в гене ERG11 был 
обнаружен ряд несинонимичных мутаций, способ-
ных модифицировать эффекты данного гена в сто-
рону как снижения, так и повышения чувствитель-
ности грибов рода Candida к азолам [5–9]. Напри-
мер, согласно полученным нами данным, мутации  
в гене ERG11 снижали эффекты его гиперэкспрес-
сии и уменьшали минимальную подавляющую кон-
центрацию (МПК) триазоловых препаратов в му-
тантных штаммах C. albicans до 100 раз [10]. При 
этом полной отмены исходной резистентности не 
наблюдалось. Примечательно, что гиперэкспрессия 
гена ERG11 и его мутации проявляются в различ-
ных штаммах Candida spp. относительно независи-
мо [5, 7–9, 11–15]. 

Очевидно, что оба отмеченных вида генети-
ческой изменчивости участвуют в формировании 
популяционного разнообразия грибов рода Candida 
по степени чувствительности к азолам. Однако 
остаются неясными характер и результат взаимо-
действия этих механизмов. Представляется, что ис-
следование данного вопроса может составить чёт-
кое представление о стратегии выживания Candida 
spp. в условиях массированного медикаментозного 
воздействия и перспективных векторах управления 
эпидемией микробной резистентности.

Цель настоящего исследования — изучение 
взаимодействия гиперэкспрессии гена ERG11 и его 
отдельных мутаций в формировании резистентно-
сти грибов C. albicans к триазоловым противогриб-
ковым препаратам (ТПП).

Материалы и методы
Исследование выполнено на 11 штаммах грибов 

C. albicans из коллекции Московского научно-иссле-
довательского института эпидемиологии и микро-
биологии им. Г.Н. Габричевского, изначально устой-
чивых к действию флуконазола и  вориконазола. 

Коллекционные штаммы грибов C. albicans 
прошли видовую идентификацию по биохимиче-
ской активности и мультиплексной полимеразной 
цепной реакции в реальном времени (ПЦР-РВ),  
а также по уровню экспрессии и наличию мутаций 
гена ERG11. Подробное описание технологии ха-
рактеристики дано в работе [10].

Согласно имеющейся характеристике, 7 иссле-
дованных штаммов были носителями 5 вариантов 
несинонимичных мутаций в гене ERG11 (E266D, 
G464S, I471L, D116E и V488I). В 6 штаммах была 
выявлена повышенная экспрессия гена ERG11.

Все исследованные штаммы C. albicans были раз-
делены на 4 группы в соответствии с обнаружен ными 
генетическими изменениями: 1-я группа (2 штам - 
ма) — только с повышенной экспрессией гена ERG11; 
2-я (3 штамма) — с мутациями только в дан ном ге-
не; 3-я (4 штамма) — с одновременной экс прессией 
обоих видов генетических изменений; 4-я (2 штам-
ма) — без указанных генетических изменений.

Чувствительность изучаемых штаммов гри-
бов C. albicans к четырем представителям ТПП 
(позаконазол, вориконазол, итраконазол, флукона-
зол) исследовали в соответствии с рекомендация-
ми Межрегиональной ассоциации по клинической 
микробиологии и антимикробной химиотерапии 
(МАКМАХ) по определению чувствительности 
микроорганизмов к антимикробным препаратам, 
основанных на стандартах CLSI M44 и M60 для 
грибов и стандартах и критериях Европейского ко-
митета по определению чувствительности к анти-
биотикам (EUCAST) для метода микроразведений 
и бактериальных культур1. 

МПК препарата (в мг/мл) определяли методом 
серийных микроразведений с помощью планшетов 
«Sensititre YeastOne10» («Trek diagnostic system»). Для 
этого инокулят подготавливали аналогично диско- 
диффузионному методу, после чего вносили в моди-
фи цированную среду RPMI-1640 и распределяли по 
96-луночным планшетам для серийных микроразве-
дений с предварительно внесёнными субстанциями 
ТПП [11]. Учёт результатов производили визуально, 
по сравнению с ростом в лунке с положительным кон-
тролем в соответствии с критериями EUCAST [12]. 

Для обеспечения сопоставимости результа-
тов исследования данные по отдельным штаммам 
C. albicans к каждому ТПП были взвешены по 
среднему значению МПК для данного препарата. 
В дальнейшем анализировали полученные относи-
тельные значения. 

Для статистического анализа использова-
ли программное обеспечение «Microsoft Excel», 
«SciPy», «Matplotlib». Оценку значимости различий 
между проводили с помощью U-критерия Манна–
Уитни. Вклад факторов в популяционную изменчи-
вость признака оценивали в одно- и двуфакторном 
анализе с повторами (ANOVA). Критический уро-
вень ошибки при проверке статистических гипотез 
принимали за р < 0,05.

1 Рекомендации МАКМАХ «Определение чувствительности 
микроорганизмов к антимикробным препаратам (2021)». 

  URL: https://www.antibiotic.ru/minzdrav/category/clinical-
recommendations
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Результаты 
МПК ТПП при различных генетических изме-

нениях в C. albicans представлены в табл. 1. Ока-
залось, что различия между отдельными препара-
тами для каждого варианта генетических измене-
ний отсутствуют и имеют единую направленность. 
Данный факт позволил нам объединить результаты 
исследования МПК в единую группу триазолов. 
Итоговые характеристики групп представлены  
в табл. 2.

Сравнительный анализ полученных результа-
тов показал, что МПК триазолов в 1-й группе была в 
15,76 раза выше (p < 0,05), чем во 2-й, в 4,97 раза вы-
ше (p < 0,05), чем в 3-й, и в 2,51 раза ниже (p < 0,05),  
чем в 4-й. Во 2-й группе МПК триазолов была в 3,17 
раза ниже, чем в 3-й, и в 40 раз ниже (p < 0,001), чем 
в 4-й. МПК триазолов в 3-й группе была в 12,5 раза 
ниже (p < 0,001) по сравнению с 4-й.

Оценку влияния различных генетических из-
менений на степень варьирования МПК триазолов 

в исследованной популяции C. albicans проводили 
с использованием дисперсионного анализа. Одно-
факторная модель показала, что совокупный эффект 
повышенной экспрессии и мутаций гена ERG11 со-
ставляет 58,58% (p < 0,001). 

Для расчёта соотносительного влияния дан-
ных генетических изменений применили двухфак-
торный дисперсионный анализ (рисунок). На до-
лю изолированного действия мутаций гена ERG11 
пришлась почти половина (45,94%) всех эффектов 
генетических факторов, что более чем в 5,27 раза 
превышает вклад изолированного действия повы-
шенной экспрессии этого гена и в 3,65 раза — соче-
танного действия мутаций и гиперэкспрессии. При 
этом на долю совокупного эффекта всех генетиче-
ских изменений приходится 67,26%, что сопостави-
мо с результатами расчёта однофакторной модели.

Обсуждение
Мы подтвердили, что резистентность штам-

мов C. albicans, изначально устойчивых к действию 
флуконазола и вориконазола, к препаратам триазо-
лового ряда обеспечивается как гиперэкспрессией 
гена ERG11, так и его мутациями. При этом был 
установлен принцип взаимодействия рассмотрен-
ных генетических механизмов в формировании ре-
зистентности: оба фактора могут действовать как 
независимо, так и в кооперации. Гиперэкспрессия 
гена ERG11 обладает более выраженным действи-
ем, чем его мутации, что совпадает с данными дру-
гих авторов [4–9, 16, 17].

При сочетанном действии должна происходить 
суммация эффектов гиперэкспрессии и мутаций ге-
на ERG11. Мутации способны нивелировать эффек-
ты повышенной экспрессией гена ERG11. Конечный 
результат их сочетанного действия в нашем случае 
проявляется заметным снижением влияния послед-
ней. Мы не берёмся экстраполировать отмеченное 
на все возможные варианты генетически детерми-
нированной резистентности изучаемого микроба 
и поэтому склонны расценивать данный факт как 
особенность нашей коллекции штаммов C. albicans.

К такой же особенности стоит отнести высо-
кую резистентность к ТПП штаммов C. albicans, не 
экспрессирующих изменения в гене ERG11. Помимо 
них, например, может возникать гиперэкспрессия в 
генах CDR1, CDR2, MDR1 и др. [4, 5], сравнитель-
ную эффективность которых ещё предстоит оценить.

Таблица 1. МПК ТПП при различных вариантах генетических изменений в гене ERG11 C. albicans (X ± m)

Группа штаммов
Strain group n Позаконазол Вориконазол Итраконазол Флуконазол

1 2 1,361 ± 1,351 1,184 ± 1,045 1,363 ± 1,353 1,579 ± 1,483

2 3 0,008 ± 0,002 0,139 ± 0,000 0,008 ± 0,002 0,191 ± 0,000

3 4 0,028 ± 0,019 0,383 ± 0,244 0,026 ± 0,020 0,669 ± 0,317

4 2 4,068 ± 1,357 3,343 ± 1,115 4,075 ± 1,359 2,296 ± 0,765

Таблица 2. МПК ТПП в исследуемых группах

Группа штаммов
Strain group n X ± m Me [Q1; Q3]

1 8 1,371 ± 0,501 1,184 [0,010; 2,470]

2 12 0,087 ± 0,024 0,075 [0,007; 0,139]

3 16 0,276 ± 0,113 0,112 [0,006; 0,152]
4 8 3,445 ± 0,522 2,889 [1,879; 3,759]

Двухфакторная модель влияния генетических изменений 
в гене ERG11 на варьирование МПК триазолов в популя-

ции C. albicans, %.

8,71

12,59

45,94

32,74

Только гиперэкспрессия гена ERG11
Совместно гиперэкспрессия и мутации гена ERG11 
Только мутации гена ERG11
Случайные факторы
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ОРИГИНАЛЬНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ

При проведении дисперсионного анализа мы 
приняли в расчёт, что популяционное разнообра-
зие грибов C. albicans по чувствительности к ТПП 
определяется одновременно обоими векторами из-
менений в гене ERG11. Между тем долевое участие 
данных векторов оказалось неравнозначным. Уста-
новлена доминирующая роль мутаций гена ERG11 
в этом процессе.

Оценивая биологическое и медицинское зна-
чение гиперэкспрессии и мутаций гена ERG11  
в грибах C. albicans, мы обратили внимание на то, 
что гиперэкспрессия гена ERG11 и связанная с ней 
гиперпродукция молекулы ланостерол-14α-деме-
тилазы намного эффективнее защищает C. albicans 
от пагубного воздействия ТПП, чем синтез гене-
тически изменённых вариантов молекулы. Однако 
точечные несинонимичные мутации в этом гене 
явно способствуют повышению биологического 
разнообразия данного дрожжеподобного гриба, не 
усугубляя в значительной мере его медицинскую 
опасность в краткосрочной перспективе. Поэтому с 
практической точки зрения с целью прогнозирова-
ния риска возникновения резистентности штаммов 
C. albicans к ТПП представляется целесообразным 
выявление именно гиперэкспрессии гена ERG11.

Заключение
1. Резистентность C. albicans к ТПП обеспечи-

вается кооперативным действием гиперэкспрессии 
гена ERG11 и его мутаций.

2. Эффект гиперэкспрессии гена ERG11 суще-
ственно превосходит таковой его несинонимичных 
мутаций.

3. Мутации гена ERG11 по сравнению с его ги-
перэкспрессией являются доминантами при форми-
ровании популяционного разнообразия C. albicans 
по резистентности к ТПП.

4. Для прогнозирования возникновения рези-
стентности C. albicans к ТПП целесообразно тести-
ровать штаммы на гиперэкспрессию гена ERG11.
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Abstract
Background. Dengue is a rapidly spreading mosquito-borne disease, posing significant global health challenges, 
particularly in endemic regions. Recent years have witnessed an increase in the frequency and intensity of 
dengue outbreaks, necessitating robust forecasting models for early intervention. 
This systematic review aims to synthesize recent literature on dengue forecasting models, evaluate their 
predictive performance, and identify the most effective approaches.
Materials and methods. A comprehensive search in Scopus, PubMed, ScienceDirect, and Springer databases 
was conducted following PRISMA guidelines. Studies were selected based on strict inclusion and exclusion 
criteria, and the quality of the research was evaluated using TRIPOD criteria. Out of 1,366 identified studies, 13 
met the eligibility criteria. Data were extracted and analyzed to assess the accuracy and validity of the forecasting 
models employed.
Results. The findings indicate that machine learning-based models, particularly random forest, outperform 
conventional statistical models such as ARIMA and Poisson regression. Additionally, climate data — especially 
temperature and rainfall play a critical role in forecasting dengue incidence.
Conclusion. The present study corroborates the superior efficacy of machine learning-based forecasting models, 
particularly random forest, in forecasting dengue cases compared to conventional statistical methods. This finding 
provides a foundation for the development of an enhanced early warning system to address future outbreaks of 
dengue.
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Аннотация
Введение. Лихорадка денге — быстро распространяющееся заболевание, переносимое комарами, пред-
ставляет серьёзную проблему для глобального здравоохранения, особенно в эндемичных регионах. Ча-
стота и интенсивность вспышек лихорадки денге увеличиваются, что требует создания надёжных моделей 
прогнозирования для раннего вмешательства. 
Цель систематического обзора — обобщить данные литературы о моделях прогнозирования лихорадки 
денге, оценить их прогностическую эффективность и выявить наиболее эффективные подходы.
Материалы и методы. Всесторонний поиск в базах данных Scopus, PubMed, ScienceDirect и Springer про-
ведён в соответствии с рекомендациями PRISMA. Исследования отбирали на основе строгих критериев 
включения и исключения, а качество исследований оценивали с помощью критериев TRIPOD. Из 1366 
выявленных исследований 13 соответствовали критериям отбора. Данные были проанализированы для 
оценки точности и обоснованности использованных моделей прогнозирования.
Результаты. Результаты показывают, что модели на основе машинного обучения, в частности «случайный 
лес», превосходят традиционные статистические модели, такие как ARIMA и регрессия Пуассона. Кроме 
того, климатические данные, особенно температура и количество осадков, играют важную роль в прогно-
зировании заболеваемости лихорадкой денге.
Заключение. Настоящее исследование подтверждает более высокую эффективность моделей прогно-
зирования на основе машинного обучения, в частности «случайный лес», в прогнозировании случаев 
заболевания лихорадкой денге по сравнению с традиционными статистическими методами. Этот вывод 
закладывает основу для разработки усовершенствованной системы раннего оповещения для борьбы  
с будущими вспышками лихорадки денге.

Ключевые слова: денге, модель прогнозирования, машинное обучение, метод случайного леса, систе-
ма раннего оповещения
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Introduction
Dengue is one of the fastest spreading mosqui-

to-borne disease, especially in tropical and subtropi-
cal regions, caused by various types of dengue virus-
es [1, 2]. The World Health Organization has reported 
an 8-fold increase in global dengue incidence between 
2000 and 2019. In 2023, over 5 million cases were 
documented across 80 countries, with at least 23 na-
tions experiencing dengue outbreaks. That number has 
more than doubled in 2024, with more than 10.6 mil-
lion cases reported in North and South America alone. 
However, the actual number of cases is likely signifi-
cantly higher, emphasizing the urgent need for effective 
public health interventions to mitigate this escalating 
crisis [3]. Although most infections are harmless, den-
gue shock syndrome and dengue are severe forms of 
infection that can lead to death [4, 5]. In the absence 
of a specific drug or vaccine for this virus, case fatality 
rates can reach 20% if diagnosis is not prompt [6], par-
ticularly in resource-constrained areas. When outbreaks 
occur on a large scale, the sheer number of severe den-
gue cases can overwhelm the health system and impede 
the delivery of optimal care. Dengue also poses a huge 
social and economic burden to many tropical countries 
where the disease is endemic [7]. Precise prediction of 

outbreak size and trends in disease incidence early can 
limit further spread [8], and help better plan health re-
source allocation to meet needs during an outbreak.

The two principal vectors are Aedes aegypti and  
A. albopictus, which are capable of transmitting den-
gue. The transmission of dengue is influenced by a 
number of factors, including environmental and cli-
mate change, urbanization, globalization, vector activi-
ty, and beha vioral change [9]. The interaction between 
humans, climate, and mosquitoes gives rise to a complex 
system that exerts a profound influence on dengue trans-
mission patterns, which in turn affects the likelihood of 
outbreaks [10]. This relationship has been researched for 
decades through the development of forecasting models 
in different parts of the world. These models vary widely, 
both in terms of purpose [11, 12], and setting [13–15]. 
While many of these models demonstrate excellence 
in various tasks, to create efficient prediction models, 
a systematic, adaptive and generalizable framework is 
needed, capable of identifying weather- and popula-
tion-related patterns of vulnerability across geographic 
regions. The scientific community has not yet reached 
agreement on which models provide the best predic-
tions. There are many research reports on prediction 
tools for dengue outbreaks [16–19]. However, research 
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that provides a comprehensive summary of the perfor-
mance and predictive ability of these tools remains limi-
ted. Previous studies have underscored the value of in-
tegrating diverse epidemiological tools, including map-
ping and mathematical models, to develop an effective 
early warning system [20]. However, this study did not 
prioritize the identification of significant predictors in 
the development of an early warning system for dengue. 
Other studies that emphasize early warning systems and 
incorporate numerous case forecasting models have been 
conducted, but this study solely examines the case expe-
rience of the various models utilized [21].

Various forecasting models have been developed 
over the years, integrating epidemiological, environ-
mental, and climatic variables. While some models rely 
on traditional statistical methods such as Autoregres-
sive Integrated Moving Average (ARIMA) and Poisson 
regression [14, 22–24]. Emerging research highlights 
the superior accuracy of machine learning models, par-
ticularly random forest and Long Short Term Memory 
(LSTM) [25, 26]. However, there is still no consensus on 
the most effective forecasting approach. To address this 
research gap, several recent studies have explored no-
vel methodologies in dengue forecasting. Recent stud-
ies indicate that integrating deep learning techniques, 
such as LSTM and transformer models, significantly 
improves prediction accuracy compared to convention-
al statistical models [27]. Furthermore, recent findings 
suggest that incorporating real-time meteorological 
and mobility data improves forecasting precision [28]. 
These updated approaches not only improve prediction 
accuracy but also enhance model adaptability across 
different geographical regions. Despite these advance-
ments, inconsistencies in data quality, limited external 
validation, and computational constraints continue to 
pose challenges in real-world applications. This review 
focuses on determining which model exhibits the high-
est accuracy and examining its internal and external va-
lidity. Its objective is to synthesize recent literature on 
dengue case forecasting, discuss related evidence, and 
evaluate different models' forecasting performance to 
identify the most effective one.

Materials and methods
This review used the Preferred Reporting Items 

for Systematic Reviews and Meta-Analyses (PRISMA) 
approach, which includes methods for determining re-
sources, eligibility, inclusion and exclusion criteria, and 
the process of systematic review, extraction, and anal-
ysis of data from the available literature [7]. PRISMA 
2020 replaces the previous edition published in 2009, 
introducing new reporting guidelines that include more 
comprehensive study identification, selection, scoring, 
and synthesis methods [29]. This guide enables the 
search for terms relevant to the review and provides ad-
vice on aspects that need to be addressed in the review 
report for publication purposes [21].

Research Question Formulation

Research questions were developed using PICo,  
a useful tool to help frame relevant research questions for 
systematic reviews. The PICo concept incorporates three 
important elements (population or problem, importance, 
and context) [30]. Based on PICo, the three main com-
ponents in this review are dengue (Problem), case fore-
cast model (Importance), and case prediction (Context). 
These concepts guided the formulation of the research 
question: “What is the evidence of the dengue case fore-
cast model and its performance in predicting cases?”

Systematic Searching Strategies
Systematic searching strategies include identifica-

tion, screening, and eligibility process.

Identification
In the identification stage, synonyms and varia-

tions were used to enrich the keywords, then applied in 
the search process, search strings were created and gen-
erated by using Boolean operators and keyword search, 
as illustrated in Table 1. A systematic literature search 
was conducted against four major databases: Scopus, 
PubMed, ScienceDirect, and Springer, and identified 
a total of 1366 relevant records. 16 duplicate records 
were found and removed, leaving 1,350 records for ti-
tle screening. All potential records were then exported 
from the databases and organized into Excel sheets for 
title and abstract screening.

Screening
Two authors were responsible for the screening of 

titles and abstracts, which was conducted in accordance 
with the review questions that had been developed and 
the specific inclusion and exclusion criteria that had 
been established. Inclusion criteria were primary re-
search in peer-reviewed journals and English-language 
articles. We excluded systematic review articles, books, 
conference proceedings, and non-peer-reviewed arti-
cles, such as editorials, commentaries, opinion pieces, 
or short reports. The screening process resulted in the 
elimination of 1,120 articles that were deemed irrel-
evant to the review. The remaining 230 articles were 
then read in full, including the abstracr reading, and as-
sessed for eligibility.

Eligibility
A total of 64 full-text articles were retrieved for 

eligibility. Two authors independently reviewed all 
full-text articles for eligibility. All studies found to be 
unrelated to the interest and outcome of interest were 
excluded. The reasons for article exclusion were notat-
ed. There were 51 articles excluded due to: 

1) studies that did not focus on predicting the 
number of future cases (n = 14);

2) studies that used or evaluated prediction or 
forecasting models, including machine learning meth-
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Table 1. Keywords search used in the screening process

Databases Keywords used 

Pubmed

((((((((((((((((((((((((dengue fever) OR (dengue incidence)) OR (dengue outbreaks)) OR (dengue epidemic))  
AND (forecasting models)) OR (predictive models)) OR (prediction models)) OR (epidemic forecasting))  

OR (outbreak prediction)) AND (machine learning)) OR (statistical models)) OR (ARIMA)) OR (regression models)) 
OR (random forest)) OR (neural networks)) OR (support vector machines)) AND (environmental factors))  

OR (climate variables)) OR (temperature)) OR (rainfall)) OR (humidity)) OR (climate data)) OR (weather patterns)) 
AND (endemic regions)) AND (tropical areas)

Scopus

TITLE-ABS-KEY ("dengue fever" OR "dengue incidence" OR "dengue outbreak*" OR "dengue epidemic*") AND  
("forecast* model*" OR "predict* model*" OR "prediction model*" OR "epidemic forecast*" OR "outbreak prediction") 

AND ("machine learning" OR "statistical model*" OR "ARIMA" OR "regression model*" OR "random forest"  
OR "neural network*" OR "support vector machine*") AND ("environment* factor*" OR "climate variable*"  

OR "temperature" OR "rainfall" OR "humidity" OR "climate data" OR "weather pattern*") AND ("endemic region*"  
OR "tropical area*" OR "high-risk area*" OR "disease-endemic region*")

ScienceDirect

Search 1: ("dengue fever" OR "dengue incidence") AND ("forecasting models" OR "prediction models")
Search 2: ("dengue fever" OR "dengue incidence") AND ("prediction models" OR "outbreak prediction")  

AND ("machine learning" OR "statistical models")
Search 3: ("dengue fever" OR "dengue outbreaks") AND ("predictive models" OR "forecasting models")  

AND ("environmental factors" OR "temperature" OR "rainfall")

Springer
("dengue fever" OR "dengue incidence" OR "dengue outbreaks") AND ("forecasting models" OR "predictive models") 

AND ("machine learning" OR "statistical models" OR "ARIMA") AND ("environmental factors" OR "climate"  
OR "rainfall") AND ("endemic regions" OR "tropical areas")

ods (random forests, LSTM) or statistical models (such 
as ARIMA, Seasonal Autoregressive Integrated Mov-
ing Average (SARIMA), regression) (n = 19);

3) articles that did not involve key climate vari-
ables in the forecasting (n = 11);

4) studies conducted in non-endemic or low prev-
alence dengue areas (n = 7). 

The remaining 13 eligible articles were continued 
for the quality assessment process.

Quality Assessment
The quality of the study was assessed using the 

quality assessment criteria described in TRIPOD 
(Transparent Reporting of multivariable prediction 
models for Individual Prognosis or Diagnosis) [31]. 
The TRIPOD statement is a checklist of 22 items, 
which are considered essential for the proper reporting 
of research that develops or validates multivariable pre-
diction models [32]. The TRIPOD guidelines explicit-
ly cover the development and validation of prediction 
models for diagnosis and prognosis across all medical 
domains and predictor types. Two authors conducted 
the quality assessment independently. Scores for report 
levels were obtained by awarding one point for each 
reported item relevant to the study. The total score was 
converted to a percentage based on the maximum pos-
sible score. Ultimately, 17 articles (with a percentage 
score > 70%) were included in the review [21]. Table 2 
presents the scores and percentages of each quality as-
sessment adapted from the TRIPOD checklist.

Data Extraction and Synthesis
The author extracted the data independently using 

a standardized data extraction form and organized it 
in a Microsoft Excel worksheet. The information col-
lected included: author (year), country, study design, 

candidate predictors, research, data frequency, model 
techniques used, model performance, outcome, model 
accuracy, evaluation. The PRISMA flowchart is shown 
in Figure 1.

Results

Study characteristics

A total of 13 studies met the eligibility criteria 
and were included in this systematic review. Of these 
13 studies, 4 (31%) were conducted in the Americas, 
4 (31%) in East Asia, 4 (31%) in Southeast Asia, and 
1 (7%) in South Asia. Brazil was the country with the 
highest number of eligible studies (n = 4) [25, 26, 33, 
34], followed by China (n = 2) [27, 35], Taiwan (n = 2) 
[36, 37], Vietnam (n = 2) [28, 38]. Other studies were 
conducted in Malaysia [39], Sri Lanka [40], and the 
Philippines [41]. Five (42%) studies were published 
between 2015 and 2020, 9 studies between 2018–2022, 
and 7 (58%) studies were published between 2021–
2024. Most studies (46%) used weekly time units, there 
were 23% studies using monthly data units, and the rest 
using annual and yearly. More than half (n = 7; 54%) 
of the studies used machine learning model techniques 
[25–28, 33, 36, 39], and the remaining (n = 5; 46%) 
studies used statistical model techniques [34, 35, 37, 
38, 40, 41]. The characteristics of the included studies 
are summarized in Fig. 2. Details of the characteristics 
within each study are presented in Table 3.

Approach and Accuracy of Forecasting Model  
for dengue cases

Various modeling approaches, such as machine 
learning and statistical methods for dengue case expe-
rience have been used in all included studies. Out of 
13 studies, 6 (26,1%) used random forest approach 
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Table 2. Quality appraisal score of eligible articles adapted from TRIPOD checklist [32, 42]

Daftar periksa Item
Source

[25] [26] [27] [28] [33] [34] [35] [36] [37] [38] [39] [40]  [41] 

Title and abstract

Title 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

Abstract 2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

Introduction

Background and objectives 3a 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

3b 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

Methods

Source of data 4a 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

4b 1 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0

Participants 5a 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

5b 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

Outcome 6a 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

Predictors 7a 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

Sample size 8 1 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0

Missing data 9 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Statistical analysis methods 10a 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

10b 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

10d 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

Results

Participants 13a 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0

13b 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

Model development 14a 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

14b 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0

Model specification 15a 1 1 0 0 1 1 1 1 1 0 1 1 1

15b 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

Model performance 16 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

Discussion

Limitations 18 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

Interpretation 19b 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

Implications 20 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

Other information

Supplementary information 21 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0

Funding 22 1 0 1 1 1 0 1 1 0 1 0 0 0

Final score 27 20 20 20 24 20 21 25 20 20 20 20 20

Percentage 100 74.1 74.1 74.1 88.9 74.1 77.8 92.6 74.1 74.1 74.1 74.1 74.1

[25–27, 33, 36, 39], 5 (21,7%) used LSTM approach 
[26, 28, 34, 38, 41], 3 (13%) used ARIMA [34, 40, 41], 
2 others used Least Absolute Shrinkage and Selection 
Operator (LASSO), Gradient Boosting, XGBoost pois-
son regression, SARIMA. In terms of perfomance, all 
studies use different methods, including Root Mean 
Squared Error (RMSE), R-Squared (R²), Pearson Cor-
relation, Mean Absolute Percentage Error (MAPE), 
RMSE, Mean Absolute Error (MAE), Area Under 
the Curve (AUC), Mean Squared Error (MSE), Mean 

Squared Logarithmic Error (MSLE), Akaike Informa-
tion Criterion (AIC). The type of model used can be 
seen in Fig. 3.

Of the 13 articles included, there are 3 best forecast-
ing methods with the highest model accuracy, namely 
random forest, LSTM, and LASSO. 6 articles using the 
random forest method, showed an average model accu-
racy of 89% [25–27, 33, 36, 39], from 5 articles using 
the LSTM method, there are 3 articles that show model 
accuracy, and the average obtained is 89% [26, 28, 38], 



336 337JOURNAL OF MICROBIOLOGY, EPIDEMIOLOGY AND IMMUNOBIOLOGY. 2025; 102(3) 
DOI: https://doi.org/10.36233/0372-9311-694

ORIGINAL RESEARCHES

while the other 2 articles do not mention the percentage 
of model accuracy [34, 41]. Of the 2 articles that used 
the LASSO method, the average model accuracy was 
65% [26, 33]. The accuracy of the forecasting models 
can be seen in Fig. 4. In general, all of the case experi-
ence models included in the study showed fairly good 
forecasting ability. Overall, climate indicators were the 
most frequently used in showing the best performance. 
However, there are studies that used a combination of 
climate and epidemiological indicators, which showed 
that previous dengue cases significantly influenced cur-
rent dengue cases [39].

Random forest model accuracy
The Figure 5 illustrates the accuracy of various 

random forest models applied in dengue forecasting 
studies. The dataset includes models developed by six 
original research, with accuracy values ranging from 
83% to 92%. The average model accuracy is recorded at 
89%. The results highlight the superior predictive per-
formance of random forest models in dengue incidence 
forecasting, reinforcing their potential for integration 
into early warning systems for outbreak management.

Discussion
This systematic review aims to summarize and 

discuss the evidence of various dengue case forecast-
ing methods, model performance, and their ability to 
explain dengue incidence. This review shows that den-
gue prediction studies have become a topic of research 
interest, especially in Asia, where 69% of these includ-
ed studies were conducted in Asia. This trend is due to 
the fact that the Asian region represents about 70% of 
the dengue burden globally [43]. Climate data, partic-
ularly temperature, rainfall and humidity are important 
predictors of dengue incidence, but they are often not 
available in time for health providers working on den-
gue early warning systems. Several studies have found 
that countries with better meteorological records pro-
vide higher performance metrics [25, 34, 35]. There-
fore, integration with local meteorological departments 
on real-time meteorological data will improve access 
to meteorological information and benefit end users in 
early outbreak detection.

In general, climatic variables show an important 
role in the prediction of dengue cases. Climate vari-
ables such as mean temperature [25, 27, 28, 38, 39], 

Records identified from Scopus, 
PubMed, ScienceDirect, Springer

Databases, n = 1366
(n = 46 Scopus, 1,266 PubMed, 
25 ScienceDirect, 28 Springer)

Records removed before screening 
(n = 1136) due to duplicate records (n = 16) 

and for other reasons (n = 1120)

Records excluded (n = 156)
non-English (n = 8), review articles (n = 76), 

books (n = 32), conference proceedings 
(n = 12), editorial (n = 28)

Records screened
(n = 230)

Reports sought for retrieval
(n = 74)

Reports not retrieved
(n = 10)

Reports assessed for eligibility
(n = 64)

Reports excluded (n = 51):
1. Studies that did not focus on predicting the 

number of future cases (n = 14)
2. Studies that used or evaluated prediction or 

forecasting models, including machine learning 
methods or statistical models (n = 19)

3. Articles that did not include key climate 
variables in the experience (n = 11)

4. Studies conducted in non-endemic or low 
prevalence dengue areas (n = 7)

Studies included in review
(n = 13)
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Fig. 1. Systematic review flow.
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minimum temperature [27, 35–37], maximum tempera-
ture [27, 37, 38], rainfall [27, 28, 36, 37, 39], humidity 
[25, 33, 39, 40], relative humidity [25, 28, 33], wind 
speed [25, 28, 33], evaporation and sunshine [28] are 
important input paramaters in the development of den-

Study Location Data unit

Publication year Model techniques used

America;
31%

South 
Asia; 7%

Southeast 
Asia; 31%

East Asia;
31%

Daily;
23%

Weekly;
46%

Monthly;
23%

Yearly;
8%

2015–2020;
42%

2021–2024;
58%

Machine 
Learning;

54%

Statistik; 
46%

Fig. 2. Study characteristics.
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gue incidence prediction models. Temperature showed 
the best predictive capacity of the meteorological vari-
ables studied in this review. In Vietnam, temperature 
was a significant predictor in the best dengue forecast-
ing model, where the AUC and sensitivity were 87.42% 
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Fig. 5. Random forest model accuracy.

and 96.88%, respectively [28]. In Ba Ria Vung Tau 
Province, Vietnam reported temperature and humidity 
as reliable variables in predicting dengue cases, where 
the AUC and sensitivity were 90.00% and 85.00%, re-
spectively [38]. Meanwhile, Taiwan showed that tem-
perature and rainfall are important factors in predicting 
dengue cases, where the AUC and sensitivity are 88% 
and 80% respectively [37].

In general, the dengue case prediction models in-
cluded in the studies demonstrated a relatively high lev-
el of predictive ability. However, the predictive accura-
cy of these models varies considerably depending on 
the specific model employed and the quality of the data 
used. The most commonly utilized statistical modeling 
techniques in dengue research are ARIMA, Generali-
zed Additive Models (GAM), Negative Binomial Re-
gression, and Poisson Regression. ARIMA and GAM 
are established models for examining the relationship 
between environmental factors and disease outcomes, 

as well as for conducting time series prediction anal-
ysis [44, 45]. According to recent literature, time se-
ries techniques are particularly considered effective in 
predicting the highly auto-correlated nature of dengue 
infections [46]. In recent years, data-driven techniques 
based on machine learning algorithms such as Random 
Forest, Decision Tree, Support Vector Machine (SVM), 
and Naïve Bayes have shown promising results in pre-
dictive analysis for classification problems [47].

More than half of the included studies rely on ma-
chine learning methods, particularly supervised learning 
models, to assess conventional and novel data streams. 
Supervised learning models are defined by the use of 
labeled data sets to train algorithms to accurately clas-
sify data or predict outcomes [21]. The advantages of 
machine learning techniques that demonstrate lower er-
ror rates in comparison to conventional statistical-based 
models in predicting dengue cases are manifold. In the 
era of big data, this technique can utilize the availability 
of data and, in addition to being non-parametric, it can 
also provide leeway in terms of strict assumptions [7]. 
Random forest, neural network, gradient boosting, and 
support vector algorithms are part of important machine 
learning algorithms, which have made significant con-
tributions to several areas of public health, especially in 
forecasting infectious diseases such as COVID-19 [48], 
malaria [49], and have similar uses for making dengue 
outbreak predictions [7].

In some of the studies included in this literature, 
we assume that the machine learning method using ran-
dom forest is the best method at the moment. Findings 
in Brazil state that the accuracy of this model in recog-
nizing dengue cases is more than 90% [33]. Likewise, 
findings in Malaysia state that the accuracy of this mo-
del reaches 95% [39]. Similar findings in another study 
in Singapore, which stated that the potential of random 
forest and its strong predictive ability in clustering the 
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spatial risk of dengue transmission in Singapore. The 
dengue risk map generated using random forest has 
high accuracy and is a good tool to guide vector control 
operations, allowing targeted preventive measures be-
fore and during dengue outbreaks [50]. 

All studies employed internal validation to assess 
the accuracy of their findings. The utility of a forecast-
ing model is contingent upon the certainty of its accu-
racy, or the extent to which it can predict real-world 
outcomes [51]. It is notable that the majority of pub-
lished models have not undergone or been subjected to 
real-world validation. It is reasonable to conclude that 
models are unlikely to perform as well in real-world 
samples as they do in derived samples. This discrep-
ancy, or validity shrinkage, is often significant. Con-
sequently, it would be beneficial for future models to 
include mechanisms for estimating and reporting po-
tential validity shrinkage, as well as predictive validity, 
in real-world data [52, 53]. External validation, on the 
other hand, was only used in a few studies that included 
[25–27]. This is despite the fact that external validation 
is considered very important for model development 
and is a key indicator of model performance by high-
lighting its applicability to participants, centers, regions 
or environments [54], It is imperative that external va-
lidation be employed during the process of model rede-
velopment. This entails making adjustments, updates, 
or recalibrations to the original model based on vali-
dation data, with the objective of enhancing its perfor-
mance [55].

It should be noted that this systematic review is 
not without limitations. Firstly, the majority of the in-
cluded studies originate from Asia, which encompasses 
a multitude of non-English speaking countries. Conse-
quently, this review may have overlooked a substantial 
corpus of related literature published in other languag-
es. Secondly, the inclusion criteria stipulated the neces-
sity for studies to be derived from primary research in 
peer-reviewed journals. Consequently, preprints and 
grey literature, such as conference abstracts, committee 
and government reports, were excluded. It is therefore 
possible that some studies may have been omitted from 
our review.

Conclusion
The forecasting of dengue cases is a valuable re-

source for policymakers engaged in the formulation 
of strategies for the prevention of dengue outbreaks, 
particularly in regions where the disearse is endemic. 
The results of this systematic review indicate that the 
machine learning method utilizing the random forest al-
gorithm is more effective than others method, particu-
larly in comparison to statistical methods. Furthermore, 
this systematic review presents evidence of predictors 
in dengue case experience that focuses on incorporat-
ing climatic factors to create an early warning system, 
which can be utilized as a reference for preventing den-

gue transmission. The findings from this review have 
the potential to form the basis for more effective mo-
delling practices in the future. These findings will con-
tribute to the development of robust modelling across 
differenctt settings and populations and have significant 
implications for planning and decision-making process-
es for early dengue intervention and prevention.
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Аннотация
Введение. Более 40% штаммов Mycobacterium tuberculosis устойчивы к рифампицину (RIF) и изониази-
ду — препаратам первого ряда. Возбудитель туберкулёза приобретает устойчивость к RIF главным обра-
зом за счёт мутаций в гене rpoB. 
Цель исследования — поиск наиболее вероятных компенсаторных мутаций в генах rpoA, rpoB и rpoC, 
кодирующих α-, β- и β′-субъединицы РНК-полимеразы M. tuberculosis.
Материалы и методы. Перекрёстный анализ фенотипической и генетической устойчивости к RIF среди 
2298 клинических штаммов M. tuberculosis выявил 8 случаев, когда устойчивость, определённая тестом 
Xpert Ultra MTB/RIF, не подтверждалась бактериологическим методом. Во всех случаях это были хрони-
ческие больные туберкулёзом с множественной или широкой лекарственной устойчивостью, у которых 
был отменён RIF по причине обнаружения устойчивости к этому препарату у выделенного штамма. Для 
исследования генотипа, секвенирования по Сэнгеру и полногеномного секвенирования были получены  
2 штамма. 
Результаты. Повторный тест Xpert Ultra MTB/RIF, секвенирование по Сэнгеру и полногеномное секвени-
рование выявили наличие единственной мутации S450L в гене rpoB при наличии фенотипической чув-
ствительности у обоих штаммов. При филогенетическом анализе выяснено, что оба генома принадлежа-
ли к генотипу Beijing B0/W148. Штаммы отличались более высокой скоростью роста, чем другие изоляты. 
Выявлены две потенциальные компенсаторные мутации V483G и H748P в гене rpoС при отсутствии дру-
гих значимых изменений в генах rpoA и rpoB.
Заключение. Высказано предположение, что феномен расхождения бактериологических и молекуляр-
но-генетических результатов связан с приобретением в процессе лечения RIF штаммами Beijing B0/W148 
компенсаторных мутаций в гене rpoС, а выявленные мутации влияют на конформацию β'-субъединицы, 
восстанавливая эффективность транскрипции, вызванную мажорной мутацией S450L.

Ключевые слова: Mycobacterium tuberculosis, Beijing B0/W148, rpoA, rpoB, rpoC, компенсаторные фит-
нес-мутации
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but predicted resistance by Xpert MTB/RIF
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Abstract
Introduction. More than 40% of Mycobacterium tuberculosis strains are resistant to rifampicin (RIF) and 
isoniazid, the first-line drugs. The tuberculosis pathogen becomes resistant to RIF mainly due to mutations in the 
rpoB gene. The aim of the study was to search for the most probable compensatory mutations in the rpoA, rpoB 
and rpoC genes encoding α-, β- and β′-subunits of M. tuberculosis RNA polymerase.
Materials and methods. A cross-sectional analysis of phenotypic and genetic resistance to RIF among 2298 clinical 
strains of M. tuberculosis revealed 8 cases in which resistance as determined by the Xpert Ultra MTB/RIF test was 
not confirmed bacteriologically. In all cases, these were chronic multidrug-resistant or extensively drug-resistant  
M. tuberculosis patients in whom RIF was discontinued due to the detection of resistance to this drug in the isolated 
strains. Two strains were obtained for genotype testing, Sanger sequencing and whole-genome sequencing.
Results. Repeat Xpert Ultra MTB/RIF test, Sanger sequencing and whole genome sequencing revealed the 
presence of a single S450L mutation in the rpoB gene with phenotypic sensitivity in both strains. Phylogenetic 
analysis revealed that both genomes belonged to the Beijing B0/W148 genotype. The strains were characterized 
by a higher growth rate than the other isolates. Two potential compensatory mutations V483G and H748P in the 
groC gene were identified in the absence of other significant changes in the rpoA and rpoB genes.
Conclusion. It is suggested that the phenomenon of discrepancy between results of bacteriological and molecu-
lar genetic tests is associated with the acquisition of compensatory mutations in the groC gene during RIF treat-
ment of Beijing B0/W148 strains, and the identified mutations affect the conformation of the β'-subunit, restoring 
the transcription efficiency of affected by the major S450L mutation.  
Keywords: Mycobacterium tuberculosis, Beijing B0/W148, rpoA, rpoB, rpoC, compensatory fitness mutations
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Введение
Туберкулёз с множественной лекарственной 

устойчивостью (МЛУ) развивается у больных, ко-
торым назначаются рифампицин (RIF) и изониа-
зид — наиболее эффективные противотуберкулёз-
ные препараты (ПТП), называемые также препара-
тами первого ряда1. В глобальном масштабе более 

1 WHO. Global tuberculosis report 2024. Geneva: World 
Health Organization; 2024. URL: https://www.who.int/teams/
global-tuberculosis-programme/tb-reports/global-tuberculosis-
report-2024

40% штаммов Mycobacterium tuberculosis (МБТ) 
становятся МЛУ или как минимум устойчивыми 
к RIF. RIF связывается близко к активному сайту в 
субъединице β (ген rpoB) фермента РНК-полиме-
разы бактерий [1] в области, определяющей устой-
чивость к RIF (RRDR). Связывание RIF с RRDR 
стерически затрудняет элонгацию вновь синтезиру-
емой РНК, что в конечном итоге блокирует синтез 
белков микробной клеткой. У МБТ нет известного 
механизма горизонтального переноса генов, устой-
чивость RIF в основном возникает из-за хромосом-
ных мутаций в пределах RRDR [2]. Плата за устой-
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чивость к RIF весьма высока и выражается у МБТ  
в большинстве случаев в снижении скорости роста 
и меньшей конкурентоспособности RIF-устойчи-
вых мутантов относительно предковых чувстви-
тельных форм [3]. Однако замечено, что формы 
МБТ с низкой приспособленностью могут со вре-
менем частично или полностью восстанавливать 
фенотипические свойства, в частности увеличивать 
скорость роста за счёт появления так называемых 
компенсаторных мутаций [4]. Идентификация ком-
пенсаторных мутаций весьма сложна и зависит от 
используемой методики. 

Молекулярно-эпидемиологические исследо-
вания геномов Beijing B0/W148, относящегося к 
генетической линии L2 [5, 6], свидетельствуют о 
том, что более 95% клинических штаммов этого ге-
нотипа содержат мутации в RRDR и являются од-
ним из ключевых факторов эпидемического распро-
странения туберкулёза с первичной лекарственной 
устойчивостью к RIF в России [6, 7]. Практически 
90% этих штаммов несут наиболее распространён-
ную аминокислотную замену S450L (нуклеотидная 
замена C→T в 761155-й позиции генома) [6], при 
этом отмечено, что генетическая цена этой замены 
в RRDR гена rpoB для мутантов — наименьшая [2]. 

Цель исследования: поиск наиболее вероят-
ных компенсаторных мутаций в генах rpoA, rpoB и 
rpoC, кодирующих α-, β- и β′-субъединицы РНК-по-
лимеразы МБТ, вызывающих появление феномена 
фенотипической чувствительности к RIF.

Материалы и методы
Проведён ретроспективный перекрёстный ана-

лиз Xpert Ultra MTB/RIF и фенотипических бакте-
риологических результатов за 2022 г., полученных в 
лабораторном отделении Иркутской областной кли-
нической туберкулёзной больницы. Исследование 
проводилось при добровольном информированном 
письменном согласии пациентов. Протокол иссле-
дования одобрен Этическим комитетом Научного 
центра проблем здоровья семьи и репродукции че-
ловека (протокол № 2 от 18.02.2020).

 Исследовано 2298 образцов, из них 529 чув-
ствительных к RIF, 363 — устойчивых; у 90 чув-
ствительность к RIF при использовании Xpert Ultra 
MTB/RIF не определена. Основная причина от-
сутствия положительного результата ПЦР — низ-
кая концентрация мишени при проведении Xpert 

Ultra MTB/RIF. В 8 случаях устойчивость, опре-
деляемая тестом Xpert Ultra, в мокроте не была 
подтверждена бактериологическими методами.  
Во всех случаях это были хронические больные 
туберкулёзом с МЛУ или широкой лекарственной 
устойчивостью, которым был отменён RIF по при-
чине наличия или приобретения устойчивости к 
этому препарату у ранее выделенного штамма. 

Для проведения повторного Xpert Ultra MTB/
RIF, исследования генотипа, секвенирования по 
Сэн геру и полногеномного секвенирования (WGS) 
были получены 2 штамма (табл. 1). Выделение 
ДНК, приготовление библиотек, WGS и биоинфор-
матический, филогенетический и статистический 
анализ проводили, как описано ранее [6]. Первич-
ные нуклеотидные последовательности депониро-
ваны в биопроект PRJNA1215569 NCBI. Устойчи-
вость к ПТП определяли на бактериологическом 
анализаторе «BD Bactec» («Becton Dickinson») и 
на среде Левенштейна–Йенсена согласно Прика-
зу Минздрава России от 21.03.2003 № 109 (ред. от 
05.06.2017). Генетическую гетерорезистентность в 
отдельных позициях генома определяли по числу 
альтернативных коротких прочтений при проведе-
нии WGS, как описано ранее [8].

Вероятность замены аминокислот в обнару-
женных мутациях была исследована с использова-
нием двух подходов: PAM-матриц (Point Accepted 
Mutation matrices) — PAM30 и PAM250 [9] и ал-
горитма SIFT (Sorting Intolerant From Tolerant) для 
предсказания аминокислотных замен, влияющих на 
функцию белка [10]. 

Результаты
Повторный тест Xpert Ultra MTB/RIF, секве-

нирование по Сэнгеру и WGS выявили наличие 
единственной мутации S450L в гене rpoB при на-
личии фенотипической чувствительности у обоих 
штаммов. При филогенетическом анализе выясне-
но, что оба генома принадлежат к генотипу Beijing 
B0/W148. Штаммы отличались более высокой ско-
ростью роста, чем другие изоляты. После выясне-
ния генотипической принадлежности исследуемых 
штаммов к генотипу Beijing B0/W148 в качестве 
модельных геномов были использованы 513 пол-
ных геномов B0/W148 из онлайн-сервиса Short 
Read Archive (NCBI), опубликованных в период  
с 1995 по 2020 г. для штаммов из Северной Евразии. 

Таблица 1. Характеристика изолятов M. tuberculosis

№ Группа учёта больного ВИЧ Лекарственная устойчивость Генотип

Irk1 Неэффективный курс лечения туберкулёза + К изониазиду, RIF*, капреомицину, пиразинамиду, 
протианамиду, бедаквилину, линезолиду Beijing B0/W148

Irk2 Рецидив туберкулёза _
К изониазиду, RIF*, этамбутолу, капреомицину, 
пиразинамиду, левофлоксацину, бедаквилину, 

линезолиду
Beijing B0/W148

Примечание. *По результатам Xpert Ultra MTB/RIF, но не микробиологического теста.
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Таблица 2. Наличие мутаций 1, 2 и 3-го уровней значимости [11]

Ген Мутации 1-го уровня 
значимости

Мутации 2-го уровня  
значимости

Мутации 3-го уровня  
значимости

rpoB
L430P; Q432P; D435V; 
D435Y; H445D; H445L; 
S450L; L452P; H723D

T427A; S431R

P45S; G79S; V305I; G376V; 
T400A; P454S; I491M; V496A; 
L554P; Y564H; S672Y; L731P; 
V800A; R827C; R827L; H835P; 
G836S; K891E; Q980K; R1008C

rpoC Нет

E187G; G311R; G332S; G433C; P434A; P434L; K445R; L449R; 
F452C; V483G; D485N; E488Q; I491V; I491T; L507V; L516P; 

V517L; G519S; A521D; Q523E; H525N; L527V; L558L; Y586H; 
Q693H; N698H; N698S; N698K; E702K; D735N; D735E; D747A; 
H748P; E757A; R770H; T812I; S838C; D943N; D943G; M983I; 

P1040S; P1040R; I1046M; V1147A; K1152N

Нет

rpoA Нет G31C; R153R; T187P; V183A; R182Q Нет

From Tolerant) [10]. Для предсказания аминокис-
лотных замен, влияющих на функцию белка, PAM- 
матрицы использовали для оценки вероятности за-
мены аминокислот в процессе эволюции [9]. Алго-
ритмом SIFT определяли, влияют ли аминокислот-
ные замены на функцию белка, используя эволюци-
онную информацию и выравнивание гомологичных 
последовательностей [10].

Для V483G (IRK2) получено значение SIFT 
0,00 указывающее на низкую толерантность, что 
может свидетельствовать о значительном влиянии 
этой замены на функцию β'-субъединицы РНК-по-
лимеразы. Однако умеренные значения PAM10 (0) и 
PAM250 (–1) предполагают, что эта мутация не при-
водит к полной потере функции и может стабилизи-
ровать комплекс РНК-полимеразы, компенсируя де-
стабилизацию, вызванную S450L. В свою очередь, 
мутация H748P (IRK1) с SIFT 0,05 и PAM250 (–3) 
демонстрирует умеренную толерантность, что ука-
зывает на небольшое негативное воздействие на бе-
лок. Можно предположить, что указанные мутации 
влияют на конформацию β'-субъединицы, восста-
навливая эффективность транскрипции, вызванную 
мажорной мутацией S450L, где V483G может играть 
более выраженную компенсаторную роль.

Обсуждение
Феномен появления «чувствительности» у 

штаммов наблюдался нами и ранее в рамках двух 
международных проектов [8] при последователь-
ном определении минимальной ингибирующей 
концентрации у штаммов МБТ от одного больного. 
Было неоднократно замечено (данные не опублико-
ваны), что отмена некоторых ПТП, в том числе RIF, 
ведёт к уменьшению минимальной ингибирую-
щей концентрации вплоть до значений «погранич-
ной чувствительности», определяемой произво-
дителем наборов «Sensititre MYCOTB» («TREK 
Diagnostics»). Основной гипотезой, которая могла 
бы объяснить этот феномен, было предположение, 
что в популяции возбудителя после отмены ПТП 
из пула персистеров начинают более активно раз-

Для этого набора геномов всего обнаружено 
34 миссенс-мутаций в гене rpoB [11]. Мутации 1-го 
уровня значимости были в 9 вариантах; 2-го уров-
ня — в 2; 3-го уровня — в 20 (табл. 2). Также в ге-
не rpoB были обнаружены 3 мутации, отсутствую-
щие в описании каталога ВОЗ: E82G, I90M, R219G.  
В гене rpoC обнаружены 45 миссенс-мутации, 
все они относились к мутациям 2-го уровня зна-
чимости (табл. 1). В гене rpoA обнаружено только  
5 миссенс-мутаций, также относящихся к мутациям  
2-го уровня значимости (табл. 1). 

В 2 исследованных штаммах обнаружены 
следующие комбинации мутаций. В штамме Irk1 
rpoB — S450L; rpoC — H748P; в штамме Irk2 
rpoB — S450L; rpoC — V483G. Интересно, что ана-
логичный случай лекарственной чувствительности 
при наличии комбинации мутаций rpoB — S450L; 
rpoC — V483G был описан в 2024 г. у штамма  
Евро-Американской линии (4.2.2.2.1) [12]. Однако 
авторы предположили, что полученный результат 
является лабораторной ошибкой, связанной с ис-
пользованием завышенных концентраций RIF при 
тестировании. Мутация H748P в гене rpoC в окон-
чательной версии статьи не рассматривается как 
компенсаторная, хотя она была описана в качестве 
таковой в исходной рукописи этих же авторов2 [12]. 

Тестируемые геномы Irk1 и Irk2 занимают наи-
более высокие позиции по значениям гетерорези-
стентности (214 и 212) в позиции 761155 (нуклео-
тидная замена rpoB — S450L; рисунок). Наиболь-
шая гетерорезистентность (235), выражающаяся  
в наличии альтернативных коротких прочтений при 
WGS на исследуемую позицию, наблюдалась толь-
ко у одного генома из Якутии, выделенного в 2013 г. 
Проведено исследование вероятности появления 
обнаруженных замен аминокислот в гене rpoC  
с использованием двух подходов: PAM-матриц 
(Point Accepted Mutation matrices) — PAM30 и 
PAM250 [9] и алгоритма SIFT (Sorting Intolerant 

2 URL: https://www.biorxiv.org/content/10.1101/2022.02.22.4815
65v1.full.pdf
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множаться чувствительные к данному антибиоти-
ку клоны [8]. Генотип Beijing B0/W148, более чем  
в 95% случаев несёт устойчивость к RIF при пер-
вичном заражении, т. е. все необходимые компен-
саторные мутации для выживания вне организма 
он уже получил в процессе эволюции. Ключевой 
вопрос: какие фитнесс-мутации приводят к появле-
нию феномена «чувствительности» на фоне нали-
чия мажорной мутации rpoB — S450L? Обнаружен-
ные нами миссенс-мутации V483G и H748P в гене 

rpoС при отсутствии других значимых изменений в 
генах rpoA и rpoB могут свидетельствовать о том, 
что отмена некоторых ПТП может приводить к по-
явлению компенсаторных фитнесс-мутаций, про-
являющихся как «чувствительность» к ПТП при 
наличии основной замены, определяемой при про-
ведении клинической ПЦР. Можно также предполо-
жить, что на фоне высокой гетерогенности по гену 
rpoB в популяции возбудителя описываемая ком-
бинация мутаций S450L совместно с V483G/H748P 

Оценка гетерорезистентности выборки из 515 геномов в позиции 761155 (нуклеотидная замена rpoB — S450L). 
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находится под действия стабилизирующего отбора 
только на фоне лечения RIF. Отмена RIF приводит к 
постепенному возвращению популяции возбудите-
ля к более устойчивой модели, при которой клоны, 
содержащие V483G/H748P и другие фитнес-мута-
ции, элиминируются. Источником этого являются 
персисторы с S450L, но без мутаций в гене rpoC. 

Выводы
Можно предположить, что феномен расхож-

дения бактериологических и молекулярно-гене-
тических результатов связан с приобретением  
в процессе лечения RIF штаммами Beijing B0/W148 
компенсаторных мутаций в гене rpoС. Выявленные 
мутации влияют на конформацию β'-субъединицы, 
восстанавливая эффективность транскрипции, вы-
званную мажорной мутацией S450L. Необходимы 
дальнейшие исследования феномена уменьшения 
устойчивости к ПТП у возбудителя туберкулёза по-
сле его отмены.
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Изучение патогенного потенциала и возможности межвидового 
перехода вирусов гриппа птиц подтипа Н5, выявленных  
на территории России в 2018–2022 годах
Зиняков Н.Г., Грехнева А.Д. , Андриясов А.В., Овчинникова Е.В., Гусева Н.А.,  
Козлов А.А., Никонова З.Б., Жестков П.Д., Андрейчук Д.Б., Чвала И.А.
Федеральный центр охраны здоровья животных, Владимир, Россия

Аннотация
Введение. Высокая скорость эволюции вирусов высокопатогенного гриппа птиц (ВПГП), обусловленная 
антигенным дрейфом и реассортацией, может привести к устойчивой репликации и передаче вируса мле-
копитающим, что наблюдается в популяциях животных в последние годы. Исследование маркеров пато-
генности для млекопитающих у циркулирующих вирусов ВПГП даёт возможность оценить их патогенный 
потенциал и способность к межвидовому переходу.
Цель работы — провести анализ геномных последовательностей изолятов вируса гриппа птиц (ВГП) под-
типа Н5, выявленных на территории России в 2018–2022 гг. 
Материалы и методы. В работе использованы результаты собственного полногеномного секвенирования 
и нуклеотидные последовательности изолятов и штаммов ВГП подтипа Н5, опубликованные в открытых 
базах данных.
Результаты. Установлено, что преобладают вирусы с репликативным комплексом, адаптированным к 
размножению в клетках птиц. Анализ аминокислотной последовательности вирусного гемагглютинина 
выявил доминирование в рецептор-связывающем сайте белка аминокислот, характерных для ВГП и обе-
спечивающих повышенное сродство к рецепторам SAα-2,3-Gal эпителиальных клеток птиц. Показано по-
явление и распространение в популяции ВГП факторов вирулентности для млекопитающих, таких как 
полноразмерный активный белок PB1-F2, дополнительная вставка из 5 аминокислот в белке NS1 и ами-
нокислотные замены в белке M1. 
Заключение. Наличие в популяции ВГП факторов патогенности для млекопитающих может способство-
вать успешному межвидовому переходу вируса за счёт подавления отдельных элементов иммунной за-
щиты с последующей адаптацией вирусного гемагглютинина к клеточным рецепторам млекопитающих  
в результате антигенного дрейфа с дальнейшим закреплением приобретённых мутаций естественным от-
бором. Элиминация из популяции ВГП ряда адаптационных мутаций, способствующих размножению ВГП 
в клетках млекопитающих, подтверждает эффективность стратегии стемпинг аут и запрета на вакцинацию 
в промышленном птицеводстве в качестве сдерживающего фактора для гриппа птиц как зооантропоноз-
ного заболевания. 

Ключевые слова: грипп птиц, генетический анализ, аминокислотные замены, адаптационные мута-
ции, межвидовой переход вируса
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Abstract
Introduction. The rapid evolution of highly pathogenic avian influenza (HPAI) viruses through antigenic drift 
and reassortment can lead to enhanced replication efficiency and cross-species transmission to mammals, as 
evidenced by recent outbreaks in various animal populations. Identifying mammalian pathogenicity markers in 
circulating HPAI viruses is crucial for evaluating their pathogenic potential and ability to cross species barriers.
The aim. This study analyzed genomic sequences of highly pathogenic H5 avian influenza virus (AIV) isolates 
collected in the Russian Federation between 2018 and 2022.
Materials and methods. We utilized original complete genome sequencing data alongside with nucleotide 
sequences of H5 AIV isolates and strains available in public databases.
Results. Analysis revealed a predominance of viruses with replication complexes adapted to avian cells. 
Examination of viral hemagglutinin amino acid sequences showed that most strains maintained receptor-binding 
sites of avian origin, with enhanced affinity for SAα-2,3-Gal receptors present in avian epithelial cells. However, 
we identified several mammalian virulence factors that have emerged and spread within the avian influenza virus 
population, including full-length active PB1-F2 protein, a 5-amino-acid insertion in the NS1 protein, and specific 
amino acid substitutions in the M1 protein.
Conclusion. The presence of mammalian pathogenicity factors in the avian influenza virus population may 
facilitate successful cross-species transmission through suppression of specific immune responses, followed 
by adaptation of viral hemagglutinin to mammalian cell receptors through antigenic drift and natural selection. 
The observed elimination of certain adaptive mutations from the avian influenza virus population validates the 
effectiveness of stamping-out policies and vaccination restrictions in industrial poultry farming as important 
measures to mitigate the zoonotic potential of avian influenza.
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Введение
Вирус гриппа птиц (ВГП) является возбудите-

лем опасной высококонтагиозной болезни домаш-
них и диких птиц, характеризующейся преимуще-
ственно поражением органов дыхания и пищевари-
тельного тракта. В случае инфицирования вирусами 
высокопатогенного гриппа птиц (ВПГП) подтипов 
Н5 или Н7 гибель птиц достигает 100%. В 1996 г.  

в Китае был обнаружен вирус гриппа подтипа H5N1 
A/goose/Guangdong/1/1996, который впоследствии 
был признан основоположником генетической ли-
нии ВПГП Gs/Gd/96. Со временем изоляты виру-
сов этой генетической линии получили широкое 
распространение не только в странах Азии, но и по 
всему миру. Так, с 2005 по 2007 г. вспышки болез-
ни, вызванные этим подтипом вируса, нанесли зна-
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чительный ущерб птицеводству России. С 2014 г. 
на территории России выявляли в том числе вирус 
ВПГП подтипа H5N8, с 2016 г. — подтипа H5N5,  
с 2018 г. — подтипа H5N6. В 2018–2019 гг. вспышки 
ВПГП (подтипы H5N1, H5N6 и H5N8) регистриро-
вали среди дикой и домашней птицы в странах Азии 
и Африки, на территории России — в Централь-
ном, Южном, Приволжском и Дальневосточном 
федеральных округах, в том числе у сельскохозяй-
ственных птиц на птицефабриках (подтип H5N8). 
В 2020 г. ВПГП H5N8 широко распространился в 
странах Европы и Ближнего Востока, на территории 
России и Казахстана [1, 2]. Кроме того, в Омской, 
Ростовской, Астраханской областях выявляли ВПГП 
подтипа H5N5. В конце 2020 г. вирус H5N8 был вы-
явлен у людей, контактировавших с больной птицей 
на птицефабрике Астраханской области [3, 4].

В 2021–2022 гг. широкое распространение по-
лучил ВПГП подтипа H5N1 — вспышки болезни 
регистрировали в странах Европы, Азии, Африки 
и Северной Америки [4]. Большую озабоченность 
вызвали вспышки гриппа среди млекопитающих, 
таких как норки, лисицы, морские котики [5–9].  
У выделенного вируса были обнаружены замены, 
которые указывают на адаптацию к размножению в 
организме млекопитающих. На настоящий момент 
ВПГП на территории России представлен подти-
пом Н5N1. В августе 2023 г. на территории острова 
Сахалин был обнаружен мертвый морской котик1, а 
исследование патологического материала от живот-
ного показало наличие ВГП подтипа H5N1. 

Весной 2024 г. в США впервые выявили ви-
рус ВПГП Н5N1 у коров на молочной ферме. Из 
клинических признаков наблюдались мастит, ле-
таргия, снижение потребления корма, диарея и вы-
деления из носа. С тех пор вирус был выявлен на 
молочных фермах не менее чем в 13 штатах США, 
также подтверждено выделение вируса в окружа-
ющую среду с молоком. Выявленный вирус отнес-
ли к генетической кладе 2.3.4.4b и генотипу B3.13, 
циркулирую щему у диких и домашних птиц на 
территории стран Северной Америки с 2021 г. [10, 
11]. Через некоторое время вирус ВПГП Н5N1 был 
выявлен у больных и погибших кошек [12] и чело-
века — работника молочной фермы. Вирус, иден-
тифицированный в пробах от человека, имел ами-
нокислотную замену в белке PB2 (E627K), которая 
связана с вирусной адаптацией к хозяевам-мле-
копитающим и ранее обнаружена у людей и дру-
гих млекопитающих, инфицированных вирусами 
ВПГП Н5N1 и другими подтипами ВГП типа A, 
включая H7N9 и H9N2 [13]. Передача вируса ВП-
ГП от птиц к млекопитающим и затем доказанный 
межвидовой переход от коров к кошкам и человеку 

1 World Organisation for Animal Health. Event 5191. 
  https://wahis.woah.org/#/in-event/5191/dashboard

указывают на существенную угрозу общественно-
му здоровью.

Наличие у вируса гриппа типа А полиосновного 
сайта протеолитического расщепления белка гемаг-
глютинина обеспечивает возможность обширного 
инфекционного процесса, затрагивающего различ-
ные органы и ткани, у разных видов животных. Воз-
можность же репликации вируса и противодействие 
иммунному ответу организма хозяина обеспечива-
ется другими вирусными белками. Ранее различны-
ми группами учёных были выявлены специфичные 
аминокислотные замены, которые обеспечивают воз-
можность репликации в организме млекопитающих, 
противодействие иммунному ответу и более тяжёлое 
протекание инфекционного процесса [14–54]. 

Целью данной работы был анализ генома ВГП, 
выявленных на территории России, на наличие 
маркеров патогенности, потенциально способству-
ющих преодолению вирусом межвидового барьера 
от птиц к млекопитающим и оценке патогенного 
потенциала циркулирующих вирусов как возбуди-
телей зооантропонозного заболевания. 

Материалы и методы

Биоматериал

В работе исследовали изоляты ВГП подтипа Н5, 
выделенные из биоматериала от птиц в  ВНИИЗЖ 
в 2018–2022 гг. В качестве материала использова-
ли вируссодержащую аллантоисную жидкость эм - 
брио нов кур, свободных от патогенов, или, в случае 
невозможности выделения вирусов на эмбрионах 
кур, патологический материал от птиц (клоакаль-
ные и трахеальные смывы, 10–20% суспензии орга-
нов, приготовленные на основе 0,9% NaCl).

Авторы подтверждают соблюдение институци-
ональных и национальных стандартов по исполь-
зованию лабораторных животных в соответствии с 
«Consensus Author Guidelines for Animal Use» (IAVES, 
23.07.2010). Протокол исследования одобрен Этиче-
ским комитетом Федерального центра охраны здоро-
вья животных (протокол № 17 от  24.04.2023).

Выделение РНК
Выделение суммарной РНК осуществляли 

с помощью комплекта реагентов для выделения  
РНК/ДНК из клинического материала «РИБО-преп» 
(ЦНИИ Эпидемиологии Роспотребнадзора).

Обратная транскрипция и полимеразная  
цепная реакция

Полимеразную цепную реакцию с обратной 
транс крипцией в реальном времени (ОТ-ПЦР-РВ) 
про водили в одну стадию с помощью реагентов 
для ам плификации («Синтол») и систем прайме-
ров и зондов для амплификации фрагментов генов  
MP и HA. 
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Реакцию ОТ проводили в две стадии (отжиг 
праймеров и непосредственно ОТ) с использова-
нием набора реактивов «Maxima H Minus Reverse 
Transcriptase» (включает RT-буфер и ревертазу 
Maxima H; «Thermo Fisher Scientific»), ингибитора 
РНКаз «RiboLock RNase Inhibitor» («Thermo Fisher 
Scientific»), раствора dNTPs («Синтол»), бидистил-
лированной воды, свободной от РНКаз, и раство-
ра прямых специфичных сегмент-универсальных 
праймеров для амплификации всех сегментов ВГП 
типа А. Классическую ПЦР проводили с использо-
ванием реагентов для амплификации («Синтол») 
и системы специфичных сегмент-универсальных 
праймеров для амплификации всех сегментов ВГП 
типа А. Очистку продуктов ПЦР из ПЦР-смеси осу-
ществляли с помощью набора «Wizard(R) SV Gel 
and PCR Clean-Up System» («Promega»).

Секвенирование
Полногеномное секвенирование проводили 

с помощью генетического анализатора «MiSeq» 
(«Illumina») в соответствии с инструкцией к при-
бору. Для приготовления библиотек использовали 
коммерческие наборы «Nextera XT» и «Nextera XT 
Index Kit» («Illumina»). 

Нуклеотидные последовательности
В работе использованы результаты собствен-

ного полногеномного секвенирования и нуклео-
тидные последовательности изолятов и штаммов 
ВГП подтипа Н5 из России, опубликованные в базе 
данных GenBank электронного ресурса NCBI2 и на 
платформе EpiFlu3 (см. Приложение на сайте жур-
нала https://microbiol.crie.ru/jour). 

Анализ нуклеотидных и соответствующих им 
аминокислотных последовательностей проводили 
с помощью программы «BioEdit v. 7.0.5.3». После-
довательности выравнивали с помощью программы 
множественного выравнивания «ClustalW». Фило-
генетическое дерево строили по алгоритму NJ в ре-
ализации пакета «MEGA v. 7.06». 

Результаты
В результате исследований, проведённых в 

2018–2022 гг. и охвативших все федеральные окру-
га РФ, специалистами ВНИИЗЖ были выявлены 
1082 пробы, содержавшие генетический материал 
ВГП подтипа Н5 (табл. 1). 

ВГП подтипа H5 на протяжении всего срока 
исследования выявляли преимущественно в пробах 
от домашних птиц (табл. 1). Часть вирусов (45) бы-
ла подвергнута полногеномному секвенированию 
с целью изучения эволюции вирусов и характери-
стики их биологических свойств, выборка состав-

2 URL: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/
3 URL: https://www.gisaid.org/

лена на основе географического распространения 
и различий в подтипах вируса по нейраминидазе. 
Для расширения исследуемой выборки были им-
портированы доступные в открытых базах данных 
полногеномные последовательности ВГП подтипа 
H5, выявленные на территории России с 2018 по 
2022 г. (134 изолята). Необходимо сделать акцент на 
том, что в отношении ВГП , который в течение одно-
го сезона миграции дикой птицы способен распро-
страняться на огромные территории, использование 
терминов «популяция», «циркуляция вируса» не яв-
ляется корректным. В данном случае под термином 
«популяция вируса гриппа птиц» будет пониматься 
набор из 179 вирусов, выявленных на территории 
России в 2018–2022 гг., для которых были получены 
полногеномные последовательности. Термин «попу-
ляция ВГП» не подразумевает заявления о наличии 
на территории России очагов стойкого неблагополу-
чия и длительной циркуляции ВПГП.

На основании анализа предсказанной амино-
кислотной последовательности был определён сайт 
расщепления вирусного гемагглютинина сравнива-
емых изолятов. Для всех вирусов он имел сходную 
структуру, содержащую 6 основных аминокислот 
с вариацией по позиции 342 — RE(K/R)RRKR. 
Исключение составил вирус A/dalmatian pelican/
Astrakhan/417-1/2021 (H5N5), сайт нарезания кото-
рого содержал 7 основных аминокислот RKKRRKR. 
В рецептор-связывающей части вирусного белка 
у всех вирусов обнаружен аминокислотный мотив 
G225QRG228 (по нумерации подтипа H3).

Вирусы ВПГП подтипа Н5 способны инфи-
цировать млекопитающих, в том числе человека, 
несмотря на то что их гемагглютинин преимуще-
ственно взаимодействует с клеточными рецеп-
торами SAα-2,3-Gal. Однако в случае успешной 
репродукции ВГП в клетках млекопитающих ис-
следователями были выявлены мутации в других 
вирусных генах, которые рассматриваются как мар-
керы адаптации ВГП для размножения в организме 
млекопитающих. По фенотипическому проявлению 
маркерные замены можно разделить на две основ-

Таблица 1. Результаты исследования проб на наличие 
генома ВГП подтипа H5 на территории России с 2018  
по 2022 г.

Год
Количество 

исследованных 
проб

Количество проб,  
содержавших ВГП/H5

от домашних птиц от диких птиц

2018 2749 208 0

2019 5558 2 0

2020 6288 222 27

2021 6418 297 56

2022 6087 250 20

Сумма 27 100 979 103
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Таблица 2. Маркерные аминокислотные замены, связанные с адаптацией к размножению ВГП в КК млекопитающих

Белок Номер позиции аминокислоты  
и изоляты ВГП, содержащие мутации Фенотипическое проявление мутации 

PB1

622G — все исследованные вирусы Повышение активности полимеразы [39]
678S — все исследованные вирусы, за исключением:

678N — A/turkey/Rostov-on-Don/332-ХХ/2021, 
678G — A/dabchick/Tyva/767-58/2021

678N — повышение активности полимеразы [19]

PB2

89V, 309D, 339K, 477G — все исследованные вирусы, 495V/I/A, 
676T/I/M/A

Совокупность мутаций: 89V, 309D, 339K, 477G, 495V, 
676T —  повышение активности полимеразы  

и репликации в КК млекопитающих [15]
292I/T, 588A — все исследованные вирусы, за исключением:

292V — H5N8 2018–2020 (кроме кур из Новосибирска в 2020 г.), 
A/chicken/Kostroma/1761-1 (H5N8),
A/chicken/Tomsk/1797-7/20 (H5N8),
A/duck/KChR/1590-14/20 (H5N8),

A/crow/Khabarovsk/2712-1/2022 (H5N1),
A/dabchick/Tyva/767-58/2021 (H5),

588V,
A/common gull/Saratov/1676/2018 (H5N6)

292V, 588V — повышение активности полимеразы  
и репликации в КК млекопитающих, повышенная  

вирулентность для мышей [40]

389R, 598T — все исследованные вирусы
389R, 598T — повышение активности полимеразы  

и репликации в КК млекопитающих при низких  
температурах [41]

482K — все исследованные вирусы, за исключением:
482R, 

A/chicken/Kostroma/304-XX/2020 (H5N8), 
A/chicken/Kostroma/ 1761-1 (H5N8),

A/crow/Khabarovsk/776-56/22 (H5N1),
A/duck/Magadan/2272-8/2022 (H5N1),
A/goose/Magadan/2272-5/22 (H5N1),

A/poultry/Magadan/1560-1/2022 (H5N1)

482R — повышение активности полимеразы в КК 
млекопитающих [42]

PA

37A, 100V — все исследованные вирусы, за исключением:
37S, 

A/turkey/Stavropol/165-5/2022

37A, 100V — повышение активности полимеразы  
и репликации в КК млекопитающих, повышенная  

вирулентность для мышей [18]
97T — все исследованные вирусы, за исключением:

97I,
A/Chicken/Ryazan/1093-1/2022 (H5N1),
A/Poultry/Samara/1659-1/2022 (H5N1),
A/Poultry/Samara/1643-1/2022 (H5N1),
A/Chicken/Kursk/1281-1/2022 (H5N1),
A/Goose/Saratov/1965-1/2022 (H5N1),
A/Goose/Belgorod/1498-1/2022 (H5N1),

A/Duck/Ivanovo/1462-3/2022 (H5N1),
A/Duck/Belgorod/1482-10/2022 (H5N1),

A/Chicken/Orel/1484-5/2022 (H5N1),
A/Chicken/Kaluga/1424-2/2022 (H5N1),
A/Chicken/Rostov/1724-2/2022 (H5N1)

97I — повышение активности полимеразы и реплика-
ции в КК млекопитающих, увеличение вирулентности 

для мышей [43]

127V, 44V, 241C, 343A, 573I — все исследованные вирусы, за 
исключением:

127A — все вирусы H5N8/2018
343A, 347D — все исследованные вирусы, за исключением:

343T — A/Crow/Khabarovsk/2712-1/2022 (H5N1),
343S — вирусы H5N5 и H5N8, циркулировавшие в 2020–2021 гг.

127A, 44I, 241Y, 343T, 573V — повышенная реплика-
ция в КК млекопитающих, увеличение вирулентности 

для мышей [16] 
343S, 347E — повышенная репликация в КК млекопи-
тающих, увеличение вирулентности для мышей [44]

142K, 147I, 171I, 182M — все исследованные вирусы,
142R,

A/common gull/Saratov/1676/2018 (H5N6),
182L,

A/waterfowl/Russia/1526-4/2021 (H5N5),
A/shelduck/Kalmykia/1814-1/2021 (H5N5)

142R, 147V, 171V, 182L —  повышение активности 
полимеразы и репликации в КК млекопитающих [45]

224S/A — все исследованные вирусы,
383D — все исследованные вирусы

224P, 383D — повышение активности полимеразы  
и репликации в КК млекопитающих [17]

NP 41I — все исследованные вирусы, за исключением:
41V — A/common teal/Chelyabinsk/1379-1/2021 (H5N1)

41V — повышение активности полимеразы в КК  
млекопитающих при низкой температуре [46]

NS1

3P/S, 41K, 74D — все исследованные вирусы, за исключением:
41R — A/chicken/Tomsk/1797-7/20 (H5N8)

3S, 41K, 74N — усиленная репликация в КК  
млекопитающих и патогенность для мышей [47]

55E, 66E, 138F — все исследованные вирусы, за исключением:
66K — вирусы H5N8 2020–2021

138L
A/goose/Omsk/3003/2020 (H5N8)
A/goose/Omsk/3008/2020 (H5N8)

55E, 66E, 138F — усиленная репликация в КК  
млекопитающих, снижение реакции на интерферон 

[48]
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ные группы: мутации, связанные с повышением 
активности вирусного полимеразного комплекса 
в культуре клеток (КК) млекопитающих; мута-
ции, усиливающие вирулентные свойства вируса 
при экспериментальном заражении лабораторных 
мышей и вызывающие изменение метаболизма на 
уровне организма, связанное с модификацией им-
мунного ответа в организме хозяина. В анализ были 
включены аминокислотные замены, для которых 
экспериментально было показано изменение биоло-
гических свойств вируса и установлена связь меж-
ду мутацией и её фенотипическим проявлением.  
В табл. 2 указаны позиции замен аминокислот бел-
ков ВГП, способствующие репродукции ВГП в ор-
ганизме млекопитающих.

Анализ предсказанной аминокислотной по-
следовательности белков полимеразного комплекса 
выявил единичные маркерные замены, способные 
усиливать работу репликативного комплекса вируса 
в клетках млекопитающих, которые закрепились в 
популяции ВГП. Так, в белке РВ1 закрепилась лишь 
1 замена в положении 622G. Две другие мутации 
(678N и 105S) имели единичное распространение. 

В белке РВ2 естественным отбором произо-
шло закрепление мутаций 389R и 598T. Данные 
мутации среди ВГП регистрировались и ранее, но в 
настоящее время стали доминирующими. Отмечено 
широкое распространение в 2018–2020 гг. мутации 
292V, появление в популяции единичных мутаций 
482R. Анализ набора «адаптационных мутаций» 
89V, 309D, 339K, 477G, 495V, 676T свидетельствует 
о закреплении естественным отбором этого набора 
аминокислотных замен. Экспериментальные иссле-
дования показали, что совокупность данных замен 
способна компенсировать отсутствие лизина в по-

зиции 627 белка РВ2 для успешного размножения 
ВГП в клетках млекопитающих [15].

Анализ предсказанной аминокислотной по-
следовательности гена РА показал, что в популяции 
произошло закрепление мутации 383D. Выявлено 
широкое распространение мутаций 37А, 61I, 63V, 
100V, 343S, 383D и единичные случаи мутаций 
224P, 343T, 142R. Несмотря на то что в нуклеотид-
ных последовательностях гена РА обнаружено наи-
большее число «адаптационных мутаций», это не 
представляется критичным, поскольку они случай-
ным образом распределены среди вирусов. Кроме 
того, ряд выполненных исследований показал необ-
ходимость синергического эффекта для фенотипи-
ческого проявления у млекопитающих «адаптаци-
онных мутаций» в гене РА [16–18].

Анализ маркерных аминокислотных замен, 
связанных с вирулентными свойствами ВГП, пока-
зал, что в популяции ВГП закрепилась мутация 42S 
в белке NS1 (табл. 3). Данная замена является мар-
кером вирулентных свойств для мышей и способна 
противодействовать индукции интерферона в клет-
ке-хозяине, а также предотвратить активацию пу-
ти NF-κB при иммунном ответе [19]. Кроме этого,  
у всех изолятов были выявлены аминокислотные 
замены 30D и 215A в белке M1, признанные детер-
минантами патогенности для мышей [20]. 

При изучении факторов патогенности отмече-
но закрепление в популяции ВГП гена NS1, кодиру-
ющего соответствующий белок с дополнительной 
вставкой из 5 аминокислот в позиции 80–84. Экс-
периментальные исследования показали, что ги-
бридные вирусы, имеющие данную вставку, могут 
вызывать в организме гипериммунный ответ — так 
называемый «цитокиновый шторм» [21]. Проведён-

Таблица 3. Маркерные аминокислотные замены, связанные с повышенной вирулентностью ВГП

Белок Номер позиции аминокислоты  
и изоляты ВГП, содержащие мутации Фенотипическое проявление мутации

PB1 105S — A/chicken/Penza/300/2018 Увеличение вирулентности у мышей [43]

PB1-F2 66N — все исследованные вирусы, за исключением:
66S — изоляты ВГП 2019–2022 подтипов H5N5, H5N1

66S — вирулентность и усиление иммунного ответа  
для мышей [34, 54]

NP

319N — все исследованные вирусы, за исключением:
319K

A/Crow/Khabarovsk/776-56/22 (H5N1) 
A/Duck/Magadan/2272-8/2022 (H5N1) 
A/Goose/Magadan/2272-5/22 (H5N1) 

A/Poultry/Magadan/1560-1/2022 (H5N1) 
A/Chicken/Ryazan/1093-1/2022 (H5N1)

319K — нарушение внутриядерного транспорта  
в клетках млекопитающих [23]

M1 30D, 215A — все исследованные вирусы
43M — все исследованные вирусы

30D, 215A — увеличение вирулентности у мышей
Увеличение вирулентности у мышей [49]

NS1 42S — все исследованные вирусы Повышенная вирулентность и снижение противовирусного  
ответа для мышей [50]

92D — все исследованные вирусы, за исключением:
92E,

A/common gull/Saratov/1676/2018 (H5N6)
92D — повышенная вирулентность для свиней и мышей [51]

103F/Y, 106M — все исследованные вирусы 103F, 106M — повышенная вирулентность для мышей [52, 53]
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ный анализ показал, что среди вирусов гриппа дан-
ная мутация стала закрепляться после 2017 г. 

Обсуждение
В результате проведённой работы установле-

но закрепление эволюционным отбором ряда ами-
нокислотных замен, способствующих успешному 
размножению ВГП в организме млекопитающих. 
При этом остаются вопросы о механизме функцио-
нирования вирусного рецептора, который позволяет 
вирусу осуществлять межвидовой переход. Соглас-
но ранее проведённым исследованиям, аминокис-
лотный мотив G225QRG228 характерен для вирусов 
гриппа, выделенных от птиц, и обладает высокой 
аффинностью к рецепторам группы SAα-2,3-Gal 
[14, 22]. Однако интерпретация аффинных свойств 
вирусного гемагглютинина к рецепторам группы 
SAα-2,3-Gal или к рецепторам группы SAα-2,6-Gal 
по первичной аминокислотной последовательности 
затруднительна. Установлено, что изменение троп-
ных свойств вирусов гриппа возможно в результа-
те возникновения как единичных мутаций, так и 
целого набора мутаций в аминокислотной после-
довательности. В наших неопубликованных иссле-
дованиях и данных литературы по сравнительному 
анализу предсказанной аминокислотной последова-
тельности гена HA вирусов, выделенных от птиц и 
млекопитающих, не выявлено аминокислотных за-
мен, которые были бы характерны только для ВГП 
или только для вирусов, выделенных от млекопита-
ющих. По всей видимости, гемагглютинин вируса 
гриппа генетической клады 2.3.4.4 в результате еди-
ничных мутаций способен менять свои аффинные 
свойства в отношении остатков сиаловых кислот и, 
сохраняя функциональность, может преодолевать 
межвидовой барьер, сочетаясь с различными типа-
ми вирусной нейраминидазы. 

У ВГП, выделенных в промышленном хозяй-
стве в Ростовской области, — A/turkey/Rostov-on-
Don/332-ХХ/2021 в белке PB1 обнаружена мутация 
678N; на территории Республики Тыва выявлен ви-
рус A/dabchick/Tyva/767-58/2021 с мутацией 678G. 
Согласно экспериментальным данным, сочетание 
аминокислот 13P и 678N вызывает резкое увели-
чение полимеразной активности ВГП при размно-
жении в клетках млекопитающих [19]. У изолята 
A/chicken/Penza/300/2018 выявлена мутация 105S, 
усиливающая проявление вирулентных свойств в от-
ношении мышей. Для проверки происхождения дан-
ных мутаций был выполнен филогенетический ана-
лиз, который показал, что вирусы A/turkey/Rostov-
on-Don/332-08/2021, A/dabchick/Tyva/767-58/2021 и  
A/chicken/Penza/300/2018 находятся в группах, вклю-
чающих вирусы, распространившиеся на террито-
рии России в период с 2018 по 2022 г. и не имевшие 
подобных мутаций (рисунок). Филогенетический 
анализ подтверждает, что появление мутаций 105S, 

678N, 678G в белке РВ1 среди ВГП, выявленных на 
территории России, является результатом антиген-
ного дрейфа, а не антигенного шифта.

Анализ возникновения замен в репликативных 
белках ВГП (на примере мутаций 678N и 105S белка 
РВ1) показал, что возникновение единичных мута-
ций в результате антигенного дрейфа происходит 
крайне редко даже в условиях частых эпизоотий. 
Единичное и незначительное распространение в 
популяции ВГП мутаций, способствующих разви-
тию болезни у млекопитающих в случае межвидо-
вого перехода, демонстрирует целесообразность и 
эффективность стратегии стемпинг-аут в борьбе с 
гриппом птиц как болезни с зооантропонозным по-
тенциалом. Применение стратегии стемпинг-аут,  
подразумевающей тотальное уничтожение всех 
инфицированных животных, рекомендовано Все-
мирной организацией здоровья животных для ряда 
эмерджентных болезней, обладающих панзоотиче-
ским потенциалом и способных сохраняться в по-
пуляциях диких животных. При надлежащем над-
зоре за поголовьем сельскохозяйственной птицы с 
использованием методов молекулярной биологии 
можно своевременно выявлять ВГП и проводить 
ликвидацию очага, не допуская возможности меж-
видового перехода к млекопитающим. Эффектив-
ность стратегии стемпинг-аут подтверждает исчез-
новение из вирусной популяции таких мутаций, как 
127А в белке РА и 292V в белке PB2. Эти мутации 
были выявлены у вирусов в период эпизоотии ВГП 
подтипа H5N8 2018 г. Мутация 292V в белке РВ2  
в единичных случаях была зарегистрирована и 
после 2018 г., однако своевременное уничтожение 
инфицированного поголовья не позволило ВГП 
проникнуть в популяцию млекопитающих. Из по-
пуляции ВГП эти мутации были отсеяны естествен-
ным отбором, поскольку имели негативный эффект 
для размножения вируса в организме птиц. По всей 
видимости, в популяциях ВГП существует динами-
ческое равновесие, поддерживаемое естественным 
отбором, благодаря чему адаптационные мутации  
к млекопитающим исчезают из популяции. Это 
можно наблюдать на примере разброса подобных 
мутаций по различным генам среди ВГП — они 
встречаются у различных вирусов с разной часто-
той, но не было обнаружено вирусов, которые бы 
содержали в своем геноме полный спектр адапта-
ционных мутаций к млекопитающим. Кроме этого, 
у изученных нами вирусов выявлены новые замены 
в позициях, изменения в которых влияют на репли-
кацию в клетках млекопитающих (табл. 3). 

Влияние новых мутаций на репликацию и ви-
рулентные свойства ВГП в отношении млекопита-
ющих экспериментально не изучено. Несмотря на 
отсутствие экспериментальных данных, указываю-
щих на усиление репликации вируса от новых замен, 
это внушает опасение, поскольку ранние работы по 
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Филогенетическое дерево, построенное методом NJ на основе нуклеотидной последовательности фрагмента  
гена PB1 (1–2275 п.н. ОРС) ВГП подтипа H5.

Треугольниками отмечены ВГП с адаптационными мутациями.

эволюции ВГП показали, что, преодолевая видовой 
барьер, он проходит фазу, позволяющую посте-
пенно приобретать адаптивные мутации, не теряя 
приспособленности к старому хозяину [23, 24].  
Ранее проведённые исследования по изучению 
трансмиссивности ВГП, выполненные другими ис-

следователями, указывают на сложный и зачастую 
комплексный характер изменений в геноме ВГП 
при межвидовом переходе и закреплении вируса 
в популяции нового вида [25–28]. Исследования, 
выполненные в НИЦ эпидемиологии и микробио-
логии им. Н.Ф. Гамалеи, также показали возмож-
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ность адаптации и приобретения ВГП патогенных 
свойств для лабораторных мышей в течение 7–10 
циклов экспериментального заражения [29]. 

В нашем анализе, кроме единичных замен, 
отмечено, что в популяции ВГП после 2020 г. на 
территории России закрепились вирусы, способ-
ные транслировать полноразмерный белок PB1-F2. 
Трансляция стала возможна благодаря нуклеотид-
ной мутации A129C (нумерация от начала откры-
той рамки считывания гена PB1), ликвидировавшей 
стоп-кодон. Ген PB1-F2 находится внутри рамки 
считывания гена PB1 и кодирует белок, влияющий 
на тяжесть воспалительного процесса. В настоящее 
время однозначного описания влияния данного бел-
ка на вирулентные свойства вируса нет. Достоверно 
известно, что фенотипическое проявление одной 
и той же формы гена PB1-F2 различается у птиц и 
млекопитающих. Уже было показано, что экспрес-
сия PB1-F2 снижает вирулентность для птиц [30–
32]. По результатам экспериментального заражения 
установлено, что в то время как при заражении птиц 
не было замечено усиления вирулентности, зараже-
ние мышей выявило явное участие белка PB1-F2 
вируса H7N1 в воспалительной реакции организ-
ма хозяина, как ранее было показано для штаммов 
ВГП подтипов H1N1 и H5N1 [32]. Результаты экс-
периментального заражения у хорьков при зараже-
нии ВГП с экспрессией PB1-F2 отличались от те-
чения инфекционного процесса при использовании 
вируса без экспрессии PB1-F2. Заражение вирусом, 
экспрессирующим PB1-F2, коррелировало со зна-
чительным нарушением регуляции числа лейкоци-
тов на 3-й и 7-й дни после заражения; экспрессия 
PB1-F2 была связана как с лимфопенией, так и с 
повышенным количеством нейтрофилов. Лимфо-
пения у всех хорьков была проходящей, и уровни 
лейкоцитов возвращались к исходному значению  
на 19-й день после заражения [33]. Все вирусы с 
активной формой гена PB1-F2 имеют аминокис-
лотную мутацию 66S. В ряде исследований по-
казано, что вирусы с данной мутацией вызывали 
более тяжёлый инфекционный процесс среди ин-
фицированных лабораторных мышей [34]. Данная 
мутация была у ВГП, выделенных от норок в Ис-
пании в 2022 г. [5]. Кроме этого, данная мутация 
была одной из тех, что отличали смертоносный 
вирус A/Brevig Mission/18, так называемый «ис-
панский грипп», полыхавший в начале ХХ столе-
тия по всему миру [34]. Помимо непосредствен-
ного воздействия белка PB1-F2 на протекание 
инфекционного процесса, получены данные, ко-
торые указывают на возможность более тяжёлого 
инфекционного процесса при взаимной экспрес-
сии полноразмерных белков PB1-F2 и РА-Х [35].  
Проведённый анализ показал, что все исследован-
ные в данной работе ВГП способны экспрессиро-
вать полноразмерный белок РА-Х.

Отдельно стоит обратить внимание на вари-
абельность С-концевой последовательности бел-
ка NS1. Ранее проведённые работы показали, что 
единичные замены в 4 последних аминокислотах 
влияют на возможность эффективного межвидово-
го перехода от свиней к мышам, сопровождающе-
гося проявлением патогенных свойств в отноше-
нии нового хозяина [36]. Так, ВГП подтипа H1N1, 
имевшие в своем составе белок NS1, где последние  
4 аминокислоты были PEQK и RSEV, не могли ин-
фицировать мышей, тогда как тот же вирус, чей бе-
лок NS1 заканчивался аминокислотным мотивом 
GSEI и EPEV, успешно индуцировал инфекционный 
процесс у мышей, достигая титра 2300 БОЕ/г [37]. 
Среди ВГП, выявленных на территории России за 
2018–2022 гг., концевой мотив белка NS1 имел ва-
риации GSEV, LPPK, FPPK, ESEV, ESEI. Подобное 
разнообразие концевого мотива белка NS1 может 
обеспечивать широкое распространение ВГП среди 
различных видов птиц [38].

Полученные в результате анализа наличия 
маркерных замен у ВГП/H5 данные указывают на 
активный эволюционный процесс, происходящий 
в настоящее время в популяции ВГП. Наличие в 
популяции ВГП факторов патогенности для млеко-
питающих может способствовать успешному меж-
видовому переходу вируса за счёт подавления от-
дельных элементов иммунной защиты. После меж-
видового перехода вирус может оказаться в русле 
«накопительной» изменчивости, когда в процессе 
естественного отбора закрепляются единичные му-
тации, усиливающие фенотипическое проявление 
или функциональные свойства отдельных белков и 
предоставляющие конкурентные преимущества от-
носительно других вирусов. 

Подобный сценарий межвидового перехода 
подчёркивает необходимость использования стра-
тегии стемпинг-аут и запрета на вакцинацию против 
ВПГП в промышленном птицеводстве в качестве 
сдерживающего фактора для ВГП как возбудителя 
зооантропонозного заболевания. Своевременное и 
полное уничтожение инфицированного поголовья 
птицы позволяет избежать межвидового перехо-
да ВГП к млекопитающим через бродячих собак, 
 кошек или мелких грызунов. В случае бесконтроль-
ной вакцинации против ВПГП может происходить 
скрытая циркуляция ВГП среди восприимчивого 
поголовья без проявления клинических признаков, 
результатом которой будет увеличение генетическо-
го разнообразия популяции ВГП и активное появ-
ление новых мутаций, в числе которых могут ока-
заться и «полезные» для вируса, способствующие 
межвидовому переходу. 

Заключение
В результате проведённых исследований 

установлено, что среди ВГП подтипа H5, выявлен-
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ных на территории России в 2018–2022 гг., пре-
обладали вирусы с ферментативным комплексом, 
адаптированным к репликации в клетках птиц. 
Адаптационные мутации к репликации в клетках 
млекопитающих единичны и хаотично распреде-
лены в популяции вируса. Вирусный гемагглюти-
нин обладает аффинностью преимущественно к 
клеточным рецепторам птиц. Показано появление 
и распространение в популяции ВГП факторов ви-
рулентности для млекопитающих. Наличие таких 
факторов может способствовать успешному меж-
видовому переходу вируса с последующей адап-
тацией вирусного гемагглютинина к клеточным 
рецепторам млекопитающих в результате антиген-
ного дрейфа и закрепления новых мутаций в ходе 
естественного отбора. 

Полученные результаты указывают на эф-
фективность стратегии стемпинг-аут и запрета на 
вакцинацию против ВПГП в промышленном пти-
цеводстве в качестве сдерживающего фактора для 
ВГП как возбудителя зооантропонозного заболева-
ния. Своевременное и полное уничтожение пого-
ловья птицы, инфицированной ВПГП, способным 
в процессе размножения продуцировать факторы 
патогенности для млекопитающих и обладающим 
отдельными адаптационными мутациями в репли-
кативных белках, позволяет избежать или значи-
тельно снизить вероятность межвидового перехода 
ВГП от птиц к млекопитающим через бродячих жи-
вотных или мелких грызунов. 
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Усовершенствование бактериологического метода  
при выделении Listeria monocytogenes
Храмов М.В., Домотенко Л.В., Полосенко О.В. , Мицевич И.П.
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Аннотация 
Введение. Листериоз расценивается как одна из опасных вакцинонеуправляемых инфекций, характери-
зующаяся тяжестью клинического процесса и высокой летальностью. Актуальным направлением остаёт-
ся совершенствование методов лабораторной диагностики, особенно при листериозном менингите, для 
выявления возбудителя в оптимально сжатые сроки.
Цель исследования — изучить поведение музейных и клинических штаммов различных видов листе-
рий на ГБМ-агаре — питательной среде для выделения возбудителей гнойных бактериальных менинги-
тов — для усовершенствования бактериологического метода при выделении и идентификации Listeria 
monocytogenes.
Материалы и методы. В работе использованы 1125 образцов клинического материала и пищевых про-
дуктов, 95 выделенных и 5 референтных штаммов Listeria spp., питательные среды для выделения листе-
рий: агар Listeria пo Оттавиани и Агости (ALOA); питательный бульон для выделения и культивирования 
листерий (ПБЛ), питательный агар для выделения листерий (ПАЛ), ГБМ-агар.
Результаты. Из 1125 образцов, поступивших на исследование, с использованием ПБЛ, ПАЛ и ALOA вы-
делены штаммы: L. monocytogenes — 89, L. welshimeri — 2, L. innocua — 3, L. seeligeri — 1. Все изоляты 
и тест-штаммы субкультивировали на традиционные селективные среды (ПАЛ, ALOA) и дополнительно 
на ГБМ-агар, модифицированный внесением селективной добавки для выделения L. monocytogenes и 
желточной эмульсии. На модифицированном ГБМ-агаре выросшие колонии, относящиеся к роду Listeria, 
были крупнее и имели отличительные морфологические признаки от колоний, полученных на классиче-
ских листериозных средах, что позволило провести первичную дифференциацию L. monocytogenes от 
непатогенных видов листерий и других возбудителей гнойных бактериальных менингитов.
Заключение. Показана возможность использования в алгоритме культурального метода новой питатель-
ной среды (модифицированный ГБМ-агар), обладающей улучшенными ростовыми свойствами в отноше-
нии L. monocytogenes, внедрение которой послужит дополнительным эффективным средством для диф-
ференциации листерий при проведении исследований в санитарной и клинической микробиологии.

Ключевые слова: листерии, Listeria monocytogenes, питательные среды, модифицированный ГБМ- 
агар, пищевая инфекция
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Improvement of the bacteriological method for isolation  
of Listeria monocytogenes
Mikhail V. Khramov, Lyubov V. Domotenko, Olga V. Polosenko , Irina P. Mitsevich
State Research Center for Applied Microbiology and Biotechnology, Obolensk, Russia

Abstract
Introduction. Currently, listeriosis is regarded as one of the dangerous infections that cannot be prevented by 
vaccination and is characterized by the severity of the clinical process and high mortality. Improving laboratory 
diagnostic methods especially in listeriosis meningitis to identify the pathogen in the shortest possible time 
remains an urgent problem.
The aim of the study was to investigate the behavior of collection and clinical strains of various listeria species 
on GBM-agar — a nutrient medium for isolating pathogens of purulent bacterial meningitis — in order to improve 
the bacteriological method for isolating and identifying Listeria monocytogenes.
Materials and methods. In the current study, 1125 samples of clinical material and food produces were used.  
Of these, 95 were isolated and 5 were reference strains of Listeria spp. The following culture media to isolate 
listeria were used: Agar Listeria by Ottaviani and Agosti (ALOA); Listeria enrichment broth (LEB), Listeria isolation 
agar (LIA), GBM-agar.
Results. Of the 1125 samples involved the following strains were isolated using LEB, LIA and ALOA media:  
L. monocytogenes — 89, L. welshimeri — 2, L. innocua — 3, L. seeligeri — 1. All isolates and reference strains 
were subcultured by using conventional selective media (LIA, ALOA) and additionally GBM-agar modified by 
adding a selective additive to isolate L. monocytogenes, and yolk emulsion. Colonies grown on the modified GBM-
agar and belonging to the Listeria genus were larger and had distinctive morphological traits making them differ 
from colonies obtained by means of conventional listeriosis media. This allowed for the primary differentiation of  
L. monocytogenes from non-pathogenic listeria species and some other pathogens of purulent bacterial meningitis.
Conclusion. It is shown that the algorithm of the culture method can use a new nutrient medium (modified GBM 
agar) possessing improved growth properties for L. monocytogenes, the introduction of which will serve as an 
additional effective means for differentiating listeria during research in sanitary and clinical microbiology.

Keywords: listeria, Listeria monocytogenes, nutrient media, modified GBM-agar, food-borne infection
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Введение
Листериоз является не только медико-социаль-

ной, но и экономической проблемой. Несмотря на 
то что в последние годы заболеваемость листери-
озом держится на уровне спорадических случаев, 
листериоз расценивается как одна из опасных вак-
цинонеуправляемых инфекций, характеризуется тя-
жестью клинического процесса и высокой леталь-
ностью (до 20%) [1, 2].

Заболеваемость листериозом обусловлена кон-
таминацией и активным размножением листерий 
в продуктах питания, повышением восприимчиво-
сти к листериям у групп риска на фоне нарушений 

клеточного иммунитета [1, 3]. В последние годы 
получены данные о циркуляции листерий в расти-
тельных, почвенных, водных субстратах, их высо-
ких адаптивных возможностях в широком темпера-
турном диапазоне, влажности и рН среды. Имеются 
данные о контаминации возбудителем листериоза 
водных источников вблизи животноводческих пред-
приятий [4].

У здоровых людей инфицирование обычно 
протекает бессимптомно или в виде гастроэнтерита 
[1, 2, 5]. У пожилых людей с ослабленным имму-
нитетом, беременных женщин и новорождённых 
или у пациентов, получающих иммуносупрессив-
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ную терапию, листериоз может проявляться в виде 
бактериемии или сепсиса, поражения центральной 
нервной системы и т. д., приводя к серьёзным или 
потенциально смертельным заболеваниям, включая 
сепсис или менингит [2, 6, 7–12].

Клинические проявления этих форм заболе-
вания, включая листериозный менингит, неспеци-
фичны, в основном это повышение температуры, 
головная боль, рвота и расстройства сознания, что 
аналогично другим типам гнойного менингита [2, 
3, 6, 7]. 

Листериоз вызывают грамположительные, фа-
культативно анаэробные, энтероинвазивные бак-
терии рода Listeria. Основным возбудителем забо-
леваний человека является L. monocytogenes, кото-
рый способен вызвать листериоз и у животных [1]. 
Основной возбудитель листериоза у животных — 
L. ivanovii, который в редких случаях может при-
вести к заболеванию у людей [19]. Известны еди-
ничные случаи листериоза, вызванные L. innocua и  
L. seeligeri [20, 21].

При лабораторной диагностике листериозов и 
санитарно-бактериологических исследованиях ве-
дущую роль занимает бактериологический метод  
с использованием питательных сред [13].

Выделение листерий из нестерильного клини-
ческого материала и пищевых продуктов удаётся 
лишь с помощью селективных питательных сред 
или процедуры обогащения. В качестве селективных 
сред обогащения используют питательный бульон 
для выделения и культивирования листерий (ПБЛ), 
бульон Фрейзера, бульон UVM, в качестве селектив-
ных дифференциально-диагностических сред: пита-
тельный агар для выделения листерий (ПАЛ), агар 
Listeria пo Оттавиани и Агости (ALOA), Бриллианс 
Listeria агар, Оксфорд агар, Палкам агар и др. 

Среды ПАЛ, Палкам агар не обеспечивают ви-
довую дифференциацию листерий. На таких средах 
выделение листерий основано на их способности 
гидролизовать эскулин с образованием эскулети-
на, который в присутствии ионов железа образует 
чёрный комплекс; в результате листерии всех видов 
формируют колонии сероватого цвета с чёрной зо-
ной вокруг. 

Хромогенные среды (ALOA и Бриллианс 
Listeria агар) со специальной селективной и хро-
могенной добавками позволяют выделять листерии 
разных видов в виде колоний сине-зелёного цвета 
и дифференцировать L. monocytogenes и некоторые 
штаммы L. ivanovii от других видов Listeria по об-
разованию характерного ореола вокруг колоний за 
счёт способности продуцировать фосфолипазу С. 

Селективность сред по отношению к сопут-
ствующей микрофлоре обеспечивается включением 
в их состав хлорида лития, акрифлавина, циклогек-
симида, налидиксиновой кислоты, полимиксина и 
других антибиотиков [14]. 

Для выделения листерий из стерильных в 
норме биологических субстратов (кровь, спинно-
мозговая жидкость и др.), что характерно при бак-
териологическом исследовании менингита, могут 
быть использованы кровяной и шоколадный агары,  
а также ГБМ-агар — питательная среда для выде-
ления и культивирования возбудителей гнойных 
бактериальных менингитов без селективных доба-
вок [15]. Листерии на этих средах через 24–48 ч куль-
тивирования вырастают в виде круглых выпуклых 
полупрозрачных непигментированных колоний  
с гладкой поверхностью.

Богатая основа ГБМ-агара, содержащая ги-
дролизат казеина, пептон, дрожжевой экстракт, 
стимулятор роста гемофильных микроорганизмов, 
глюкозу, способна поддерживать рост листерий раз-
личных видов.

Поскольку основное назначение ГБМ-агара 
связано с культивированием и выделением трех 
основных возбудителей бактериальных менинги-
тов: Haemophilus influenzae type B, Streptococcus 
pneumoniae, Neisseria meningitidis, в его состав вхо-
дят селективные добавки только для них. Селек-
тивные добавки для листерий имеют иной состав 
антибиотиков и содержат краситель акрифлавин, 
обладающий антисептическими свойствами и спо-
собный придавать колониям L. monocytogenes зелё-
ный цвет.

Предварительные исследования клинического 
материала от больных менингитом показали, что 
использование ГБМ-агара с селективной добавкой 
для листерий позволяет выделить возбудитель ли-
стериоза в более короткие сроки, чем обычные ли-
стериозные среды. 

Для внедрения питательной среды в схему ла-
бораторной диагностики листериоза необходимы 
исследования с использованием широкого набора 
штаммов, относящихся к L. monocytogenes и другим 
видам листерий.

Цель исследования — изучить поведение 
музейных и клинических штаммов различных ви-
дов листерий на ГБМ-агаре для усовершенствова-
ния бактериологического метода при выделении  
и идентификации L. monocytogenes в клинической  
и санитарной микробиологии.

Материалы и методы
В работе использованы: клинический матери-

ал (секционный материал, кровь, спинномозговая 
жидкость, отделяемое цервикального канала), про-
довольственное сырье и пищевые продукты, по-
ступившие в испытательный лабораторный центр 
ГНЦ прикладной микробиологии и биотехноло-
гии (ГНЦ ПМБ) (всего 1125 образцов); музейные 
тест-штаммы микроорганизмов, полученные из 
Государственной коллекции патогенных микроор-
ганизмов и клеточных культур «ГКПМ-Оболенск»:  
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L. monocytogenes 766, L. monocytogenes NCTC11994, 
L. ivanovii ATCC19119, L. innocua NCTC 11288,  
L. seeligeri АТСС 35967, Escherichia coli АТСС 25922, 
Proteus vulgaris HX 19 222, Staphylococcus aureus 
Wood-46, S. pneumoniae ATCC 6305, N. meningitidis 
ATCC 13102, H. influenzae ATCC 49247. Пробопод-
готовка образцов и их исследования осуществлены 
с использованием алгоритмов и методов, рекомен-
дованных СанПиН 3.3686-211, МУК 4.2.1122-022,  
ГОСТ 32031-20223. Исследование проводилось при 
добровольном информированном согласии паци-
ентов или их законных представителей. Протокол 
исследования одобрен Этическим комитетом ГНЦ 
ПМБ (протокол № ВП-2025/3 от 17.05.2025).

Для накопления листерий использованы пита-
тельные среды производства ГНЦ ПМ: питательный 
бульон для культивирования и выделения листерий 
c внесением селективной добавки  (Среда ПБЛ, 
ГНЦПМБ, РУ № ФСР 2010/09161); в качестве диф-
ференциально-диагностических — питательный 
агар для культивирования и выделения листерий c 
внесением селективной добавки (Среда ПАЛ, ГНЦ 
ПМБ, РУ № ФСР 2010/09162); Listeria Ottaviani 
Agosti HiCynth Agar (ALOA, «HiMedia», РУ № ФСЗ 
2009/03705) c внесением добавок Enrichment 
Supplement (FD214), Selective Supplement (FD 
212A); питательная среда для выделения воз-
будителей гнойных бактериальных менингитов  
(ГБМ-агар, ГНЦ ПМБ, РУ № РЗН 2016/4872) с вне-
сением селективной добавки (полимиксина В суль-
фат — 0,01 г/л; налидиксовая кислота — 0,025 г/л; 
акрифлавин — 0,01 г/л) (далее — модифицирован-
ный ГБМ-агар). 

Для определения лецитиназной активности ис-
пользовали питательную среду для количественно-
го определения микробной загрязнённости (среда 
№ 1 ГРМ, ГНЦ ПМБ, РУ № ФСР 2011/11415) и мо-
дифицированный ГБМ-агар с внесением ex tempore 
5% желточной эмульсии, и эти же среды с внесени-
ем активированного угля в концентрации 0,5%. 

Идентификацию изолятов проводили на ав-
томатической системе «MALDI Biotyper» («Bruker 
Daltonik»).

Результаты 
Исследования проведены в 2 этапа. Первый 

этап был посвящён выделению возбудителя листе-
риоза из клинического материала, продовольствен-

1 СанПиН 3.3686-21 «Санитарно-эпидемиологические требо-
вания по профилактике инфекционных болезней» (введён в 
действие 01.09.2021).

2 МУК 4.2.1122-02 «Организация контроля и методы выявле-
ния бактерий Listeria monocytogenes в пищевых продуктах: 
методические указания». М.; 2002.

3 ГОСТ 32031-2022 «Продукты пищевые. Методы выявле-
ния бактерий Listeria monocytogenes и других видов Listeria 
(Listeria spp.)». 

ного сырья и пищевых продуктов. Подготовленные 
к исследованию образцы высевали на среду обога-
щения — ПБЛ. Через 24 и 48 ч инкубации при 37 ± 
1°С со среды ПБЛ проводили высевы культураль-
ной жидкости на специальные питательные сре-
ды для выделения листерий (ПАЛ, ALOA). После 
инкубации отобраны характерные колонии, пред-
положительно относящиеся к листериям, и суб-
культивированы на среде № 1 ГРМ для последую-
щей идентификации с помощью автоматической 
системы «MALDI Biotyper». В ходе исследования 
выделены 89 изолятов L. monocytogenes, 2 изолята  
L. welshimeri, 3 изолята L. innocua, 1 изолят L. seeligeri.

На втором этапе изучили поведение всех вы-
деленных изолятов, в том числе от больных менин-
гитом, и тест-штаммов листерий на ГБМ-агаре в 
сравнении с поведением их на классических пита-
тельных средах (ПАЛ, ALOA) в условиях равно-
значности.

На среде ПАЛ выделенные культуры и 
тест-штаммы L. monocytogenes через 24 ч форми-
ровали мелкие, сероватого цвета колонии диаме-
тром до 1,0 мм; на 2-е сутки их размер увеличивал-
ся до 1,2–1,4 мм. На среде ALOA L. monocytogenes 
вырастали в виде колоний сине-зелёного цвета, 
окружённых непрозрачным ореолом диаметром 
0,6–0,8 мм на 1-е сутки инкубации посевов и ди-
аметром до 2,0 мм — на 2-е сутки. На модифи-
цированном ГБМ-агаре уже через 18 ч инкуба-
ции L. monocytogenes диаметр колоний достигал  
1,5–2,5 мм (рис. 1). Колонии приобретали при этом 
зеленоватый цвет, в отличие от колоний, получен-
ных на классической среде ПАЛ.

Рост других видов листерий на ГБМ-агаре 
отличался от роста L. monocytogenes. При изуче-
нии характера их роста музейные тест-штаммы: 
L. ivanovii ATCC19119, L. innocua NCTC 11288, 
L. seeligeri АТСС 35967 и выделенные культуры ли-
стерий: L. welshimeri, L. innocua, L. seeligeri высева-
ли на модифицированный ГБМ-агар и среды срав-
нения ПАЛ и ALOA. Через 18–24 ч инкубации на 
модифицированном ГБМ-агаре рост данных видов 
листерий обнаруживался в виде гладких колоний 
молочного цвета диаметром 1,6–2,0 мм, в отличие 
от сред ПАЛ и ALOA, на которых наблюдался рост 
мелких колоний диаметром 0,3–0,8 мм. 

При посеве из смеси тест-штамма L. mono-
cytogenes 766 и L. innocua NCTC 11288 на моди-
фицированный ГБМ-агар и последующей инкуба-
ции при 37 ± 1°С в течение 18 ч обнаружено, что 
среда обладает дифференцирующими свойствами: 
рост тест-штамма L. monocytogenes 766 наблюдался  
в виде колоний зеленоватого цвета диаметром  
1,8–2,2 мм; L. innocua NCTC 11288 — в виде коло-
ний молочного цвета диаметром 1,5–1,8 мм (рис. 2). 

Кроме того, при добавлении в модифициро-
ванную среду ГБМ-агар желточной эмульсии обе-
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спечивалась чёткая дифференциация тест-штамма 
L. ivanovii ATCC19119, обладающего лецитиназ-
ной активностью, от тест-штамма L. innocua NCTC 
11288, не имеющего лецитиназы (рис. 3).

Исследования клинического материала, про-
довольственного сырья и пищевых продуктов на 
наличие листерий включают стадию по определе-
нию лецитиназной активности, наличие которой яв-
ляется показателем патогенности, для подтвержде-
ния принадлежности выделенных бактерий к виду 
L. monocytogenes. Оригинальность бактериологи-
ческого метода основана на сопоставлении леци-
тиназной активности культуры в присутствии или 
при отсутствии активированного угля. В данной 
работе предпринята попытка определить лецити-
назную активность листерий в соответствии с ме-
тодикой, регламентированной нормативными до-
кументами МУК 4.2.1122-02 и ГОСТ 32031-2022 
при использовании модифицированного ГБМ-ага-
ра с внесением желточной эмульсии с активиро-
ванным углём и без него. Выделенные культуры 
L. monocytogenes и тест-штаммы L. monocytogenes 
766 и L. ivanovii ATCC19119 высевали на среду 
из разведений 10–6. Посевы инкубировали при  
37 ± 1°С в течение 24 ч и просматривали их в про-
ходящем свете. В качестве контрольной среды 
сравнения применяли традиционно используемую 
для этих целей среду № 1 ГРМ.

На среде № 1 ГРМ с внесением желточной 
эмульсии в присутствии угля через 24 ч наблюда-
лась плотная зона помутнения вокруг колоний вы-
деленных штаммов L. monocytogenes, тест-штам-
ма L. monocytogenes 766 и L. ivanovii ATCC19119 
шириной более 2,0 мм, характерной для проявле-
ния лецитиназной активности культур. На той же 
среде без активированного угля вокруг колоний 
L. monocytogenes зон помутнения не отмечалось,  
в отличие от колоний L. ivanovii ATCC19119. 

На модифицированном ГБМ-агаре с желточной 
эмульсией без угля также наблюдалось чётко разли-

Рис. 1. Рост выделенных культур L. monocytogenes на 
ПАЛ (1), ALOA (2) и модифицированном ГБМ-агаре (3). Рис. 2. Рост смеси тест-штаммов L. monocytogenes 766  

и L. innocua NCTC 11288 на модифицированном  
ГБМ-агаре.

Рис. 3. Рост смеси тест-штаммов L. ivanovii ATCC19119 и 
L. innocua NCTC 11288 на модифицированном ГБМ-агаре 

с внесением желточной эмульсии.

Рис. 4. Рост тест-штамма L. ivanovii ATCC19119  
на модифицированной среде ГБМ-агар с внесением 

желточной эмульсии.
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чимое проявление лецитиназной активности только 
вокруг колоний L. ivanovii ATCC19119 (рис. 4). 

Внесение в модифицированный ГБМ-агар ак-
тивированного угля в тех же концентрациях при-
водило к более интенсивному почернению среды, 
что не дало возможности рассмотреть и правильно 
интерпретировать результаты по выявлению леци-
тиназной активности. 

При определении селективных свойств мо-
дифицированного ГБМ-агара обнаруживалось по-
давление роста тест-штаммов E. coli АТСС 25922, 
P.  vulgaris HX 19 222, S. aureus Wood-46, S. pneu-
moniae ATCC 6305, N. meningitidis ATCC 13102, 
H. influenzae ATCC 49247 из разведений 10–4. 

Обсуждение
Менингит, вызванный L. monocytogenes, яв-

ляется серьёзным и опасным для жизни заболева-
нием. В последние годы L. monocytogenes является 
третьей по распространённости причиной бак-
териального менингита у пожилых людей после 
S. pneumoniae и N. meningitidis из-за снижения за-
болеваемости менингитом, вызванным H. influenzae 
типа b в связи с вакцинацией [18]. Заболевание 
чаще встречается у пожилых людей, клинические 
проявления при этом виде менингита не специфич-
ны, поэтому для правильной постановки диагноза 
важно учитывать результаты бактериологического 
исследования, направленного на выделение и иден-
тификацию возбудителя. 

Питательная среда ГБМ-агар, предназначен-
ная для выделения основных возбудителей гнойных 
бактериальных менингитов, хорошо зарекомендо-
вала себя при исследовании клинического мате-
риала на наличие S. pneumoniae, N. meningitidis и 
H. influenzae типа b [15]. Поэтому представляло ин-
терес изучение возможности использования данной 
питательной среды для выделения листерий, но при 
ис пользовании для этого специальной селективной 
добавки для листерий. Входящие в её состав ан-
тибиотики ингибируют рост основных возбудите-
лей гнойного бактериального менингита, а также 
ряда других микроорганизмов (например, E. coli,  
P. vulgaris, S. aureus). Среду с селективной добавкой 
назвали модифицированным ГБМ-агаром.

В нашем исследовании изучено поведение 
различных видов листерий на модифицированном 
ГБМ-агаре: 89 изолятов L. monocytogenes, 2 изолята 
L. welshimeri, 3 изолята L. innocua, 1 изолят L. seeligeri 
и 5 тест-штаммов Listeria spp. На модифицирован-
ном ГБМ-агаре колонии L. monocytogenes приобре-
тали зеленоватый цвет и уже через 18 ч инкубации 
значительно превосходили по размеру колонии на 
классической среде ПАЛ и даже ALOA. При этом 
непатогенные листерии формировали некрупные 
колонии молочного/кремового цвета. Такая спо-
собность модифицированного ГБМ-агара позволит 

ускорить выделение и дифференциацию основного 
возбудителя листериоза — L. monocytogenes — от 
других видов листерий по морфологическим осо-
бенностям колоний (цвет и размер).

Добавление в модифицированный ГБМ-агар 
желточной эмульсии обеспечивало чёткую диффе-
ренциацию тест-штамма L. ivanovii ATCC19119, 
обладающего лецитиназной активностью, от 
тест-штамма L. innocua NCTC 11288, не имею-
щего лецитиназы. Однако добавление активиро-
ванного угля, который активизирует проявление 
лецитиназной активности у L. monocytogenes на 
среде № 1 ГРМ, зон помутнения вокруг колоний 
L. monocytogenes не наблюдали. Возможно, такая 
ситуация объясняется более интенсивным почер-
нением ГБМ-агара, который из-за входящего в его 
состав стимулятора роста гемофильных микроор-
ганизмов уже окрашен в тёмно-коричневый цвет.  
И на такой тёмной питательной среде трудно рас-
смотреть и правильно интерпретировать результаты 
по выявлению лецитиназной активности. 

И.С. Тартаковским и соавт. было отмечено, 
что идентификация L. monocytogenes по выявлению 
лецитиназной активности часто затруднена вслед-
ствие морфологических и биохимических особен-
ностей возбудителя листериоза [13]. В работах оте-
чественных и зарубежных авторов упоминается, 
что при культивировании на питательных средах, 
содержащих желточную эмульсию, лецитиназная 
активность листерий выявляется чрезвычайно сла-
бо или вообще не наблюдается. Добавление активи-
рованного угля может сорбировать секретируемый 
листериями продукт, ингибирующий продуцирова-
ние фермента лецитиназы [13, 16, 17].

Заключение
Показана возможность использования в алго-

ритме культурального метода новой питательной 
среды (модифицированный ГБМ-агар), обладаю-
щей улучшенными ростовыми свойствами в отно-
шении L. monocytogenes. Её внедрение послужит 
дополнительным эффективным средством для диф-
ференциации листерий при проведении исследова-
ний в санитарной и клинической микробиологии. 
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Органоидные (3D-клеточные) культуры в оценке способности 
вирусов к межвидовым переходам
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Аннотация 
Цель обзора — охарактеризовать возможности применения органоидных (3D-клеточных) культур для 
оценки способности вирусов к межвидовым переходам. 
Использованы источники из баз данных Web of Science, PubMed, Scopus, Elsevier, Google Scholar 
и eLIBRARY.RU по состоянию на февраль 2025 г. 
В работе системы эпидемиологического надзора, помимо классических методов эпидемиологической 
диагностики и надзора за вирусными инфекциями, широко применяются молекулярно-генетические тех-
нологии (полимеразная цепная реакция и секвенирование). Как показывает передовой мировой опыт,  
в решении этих вопросов перспективным является использование органоидных (3D-клеточных) культур.  
В настоящем обзоре проанализированы данные по применению органоидных (3D-клеточных) культур че-
ловеческого и животного происхождения для изучения иммунопатогенеза, а также оценки способности 
ряда вирусов (SARS-CoV-2, гриппа, Зика, кори и др.) к межвидовым переходам, что обусловливает их 
пандемический потенциал.

Ключевые слова: обзор, органоидные (3D-клеточные) культуры, вирусы, межвидовые переходы, эпи-
демиология
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Abstract
The aim of this review is to characterize the possibilities of using organoid (3D-cell) cultures to assess the ability 
of viruses for cross-species transmission. 
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Введение
Успешное решение задач по обеспечению са-

нитарно-эпидемиологического благополучия на-
селения требует совершенствования деятельности 
российской сети специализированных учреждений 
в области эпидемиологического надзора — систе-
мы комплексного наблюдения за эпидемическим 
процессом конкретного заболевания в динамике на 
определённой территории с целью повышения эф-
фективности профилактических и противоэпиде-
мических мероприятий [1]. 

Пандемия COVID-19, этиологически связан-
ная с коронавирусом тяжёлого острого респиратор-
ного синдрома 2-го типа (Nidovirales: Coronaviridae, 
Betacoronavirus, подрод Sarbecovirus) SARS-CoV-2 
(severe acute respiratory syndrome 2), с одной сто-
роны, продемонстрировала предсказательные воз-
можности эпидемиологических методов (о панде-
мическом потенциале коронавирусов отечествен-
ные специалисты предупреждали за несколько лет 
до начала пандемии [2–4]), а с другой стороны — 
способствовала формированию новых подходов: ге-
номного эпидемиологического надзора [5]. Геном-
ный эпидемиологический мониторинг в настоящее 
время является одним из основных элементов круп-
ного федерального проекта «Санитарный щит — 
безопасность для здоровья (предупреждение, 
выявление, реагирование)», который Роспотреб-
надзор осуществляет на территории Российской 
Федерации [6]. Этот проект включает построение 
сети диагностических ПЦР-лабораторий и центров 
секвенирования, оснащённых современными вы-
сокоэффективными NGS-секвенаторами [5, 7]. По-
лученные данные агрегируются Российской плат-
формой генетических данных VGARus [5]. Однако, 

наряду с молекулярно-генетическими методами ис-
следований, классические методы эпидемиологиче-
ского надзора в области вирусологии, в частности 
подходы, связанные с клеточными культурами, так-
же продолжают активно развиваться [8, 9]. В то же 
время, с учётом современных потребностей и воз-
можностей, получили применение 3D-клеточные 
культуры.

Способность вирусов к межвидовым перехо-
дам обусловливает пандемический потенциал ви-
русов [10–12]. Большинство пандемий связано с 
вирусами, в числе которых могут быть ещё не иден-
тифицированные и потенциально опасные вирусы, 
способные быстро эволюционировать и переда-
ваться от одного организма-хозяина к другому. При-
чинами появления новых потенциально опасных 
вирусов могут быть изменение климата и таяние 
полярных ледников, урбанизация, торговля дикими 
животными. В связи с возможностью возникнове-
ния новых эпидемических вспышек вирусных за-
болеваний, вызванных новыми или мутирующими 
вирусами, создающими значительные угрозы здо-
ровью населения, необходимо планирование адек-
ватных профилактических и противоэпидемиче-
ских мероприятий. В их числе — разработка новых 
экспериментальных моделей для изучения вирусов. 
Прогнозирование способности вирусов к межвидо-
вым переходам также нуждается в новых экспери-
ментальных моделях.

Цель обзора — охарактеризовать современные 
возможности применения органоидных (3D-кле-
точных) культур для оценки способности вирусов  
к межвидовым переходам. 

Проанализирована научная литература, пред-
ставленная в основных базах данных (Web of 
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Science, PubMed, Scopus, Elsevier, Google Scholar и 
eLIBRARY.RU) по состоянию на февраль 2025 г. 

Применение органоидных (3D-клеточных) 
культур в вирусологии 

Метод органоидных (3D-клеточных) культур 
нашёл широкое применение в вирусологии для 
культивирования и изучения репродукции вирусов 
человека и животных, изучения механизмов имму-
нопатогенеза, разработки и тестирования проти-
вовирусных препаратов и вакцин [13–15]. Сравни-
тельно новым аспектом использования органных 
культур является решение с их помощью ряда во-
просов, касающихся эпидемиологического надзора 
и мониторинга вирусных инфекций. В частности, 
органоидные (3D-клеточные) культуры применяют-
ся для оценки способности вирусов к межвидовым 
переходам, что обусловливает их пандемический 
потенциал. 

Органоиды и их разновидность — сферои-
ды — относятся к 3D-культурам. Единого опреде-
ления органоидов не существует, но неотъемлемой 
их характеристикой является многоклеточность, 
способность к самоорганизации и выполнению 
каких-либо физиологических функций органа. 
Сфероиды — 3D-клеточные культуры, которые в 
процессе пролиферации образуют сфероподобные 
образования, что позволяет клеткам расти и диффе-
ренцироваться в нескольких направлениях.

Органоиды получают из плюрипотентных 
стволовых клеток, включая индуцированные плю-
рипотентные стволовые клетки и эмбриональные 
стволовые клетки, а также из дифференцированных 
клеток или клеток опухолевой ткани [16–18]. Про-
токолы получения органоидов по способу получе-
ния подразделяют на две большие группы: 

• различные модификации метода Ланкастера 
(2014) [19], различающиеся по срокам куль-
тивирования и применению индукторов диф-
ференцировки с последующим вызреванием 
в микропробирках или планшетах [20];

• использование биореакторов или минибио-
реакторов [21]. 

Одним из подходов к созданию 3D-клеточных 
моделей является клеточная линия, выращенная на 
трёхмерном гелевом каркасе, а также культура сфе-
роидов либо органотипическая (органная) культура, 
полученная непосредственно фрагментированием 
органа и его последующим культивированием [18]. 
3D-культуры занимают более выгодное положение 
по сравнению с 2D-культурами и моделями in vivo, 
поскольку позволяют воспроизводить структуру ре-
альных органов, управлять сигнальными путями и 
редактировать геномы клеток в среде, напоминаю-
щей организм, но лишены ряда недостатков живых 
систем. Отличная от нативной морфология клеток 
в 2D-клеточной культуре негативно влияет на кле-

точные процессы, включая пролиферацию, диффе-
ренцировку, апоптоз, экспрессию генов и белков. 
Кроме того, эти культуры имеют опухолевое проис-
хождение, генетически нестабильны и не воспроиз-
водят сложные межклеточные взаимодействия, не-
обходимые для моделирования вирусных инфекций 
[8, 9, 22].

Преимуществом 3D-клеточных систем и, в 
частности, органоидов, по сравнению с клеточны-
ми линиями, является воспроизводимость клеточ-
ных слоев и структуры тканей, присутствующих в 
органах. Органоиды можно культивировать в тече-
ние более длительных периодов, замораживать и 
использовать для изучения физиологических явле-
ний более реалистично, чем это возможно с клеточ-
ными линиями. Несмотря на то что культуры орга-
ноидов дороги и с трудом воспроизводят масштаб 
массивных систем культивирования клеточных 
линий, технологии по их конструированию быстро 
развиваются [13–15, 23].

Структура органоидов способствует усилению 
тропности вирусов к тканям и увеличивает вероят-
ность развития вирусной инфекции [14, 23]. Чело-
веческие органоиды стали важным инструментом в 
области исследований вирусных инфекций, сыгра-
ли большую роль в их моделировании и исследова-
нии молекулярных механизмов, лежащих в основе 
их патогенеза. Только органоидные системы позво-
ляют изучить реальное взаимодействие вируса с 
хозяином, патогенез инфекции, вопросы лечения и 
профилактики. Органоиды также представляют со-
бой незаменимую модель для межвидовой провер-
ки новых вирусов [14, 23, 24], о чём идёт речь ниже. 
Однако с точки зрения вирусологии применение 
органоидов в России пока находится в зачаточном 
состоянии.

Как отмечают ряд авторов, существует острая 
необходимость в использовании более совершенных 
биологических систем для исследования вирусных 
инфекций, в том числе для оценки межвидового по-
тенциала антропозоонозных вирусов [12, 25].

Применение органоидных культур  
человеческого происхождения для изучения  

преодоления вирусами межвидового барьера
Взаимодействие между вирусом и хозяином 

является основной движущей силой эволюции ви-
руса. Экологию вируса можно понять только через 
экологию его актуальных и потенциальных хозя-
ев [26]. Природно-очаговые возбудители инфекци-
онных заболеваний являются сочленами естествен-
ных биоценозов и могут циркулировать без участия 
человека [27]. Если человек оказывается на терри-
тории природного очага, то он может стать случай-
ным хозяином возбудителя, причём в некоторых 
случаях возможно формирование антропонозной 
цепи его передачи [28].
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Ключевым элементом экологической пластич-
ности природно-очаговых вирусов является их 
способность преодолевать межвидовые барьеры. 
В наибольшей степени эта способность выражена 
у арбовирусов, которые передаются позвоночным 
путём биологической трансмиссии членистоноги-
ми переносчиками [26, 28]. К экологической груп-
пе арбовирусов относится, в частности, вирус Зика 
(Amarillovirales: Flaviviridae, Flavivirus), который 
является причиной спорадической заболеваемо-
сти в Африке и Азии, а в 2015 г. проник в Южную 
Америку [29]. Для изучения иммунопатогенеза ли-
хорадки Зика и путей заражения этим вирусом ис-
пользованы органоиды головного мозга, поскольку 
он ассоциирован с повышенным риском развития 
неврологических осложнений у взрослых и детей, 
а также вызывает пороки развития мозга у плодов 
инфицированных беременных женщин [30]. Ор-
ганоидные культуры активно используются для 
изучения путей заражения и механизмов межви-
довых переходов и для других арбовирусов: Чи-
кунгунья (Martellivirales: Togaviridae, Alphavirus), 
японского энцефалита (Amarillovirales: Flaviviridae, 
Flavivirus), Повассан (Amarillovirales: Flaviviridae, 
Flavivirus); Денге (Amarillovirales: Flaviviridae, 
Flavivirus) [14, 31]. 

Примером применения органоидов в каче-
стве подходящей модели для межвидовых виру-
сологических исследований является открытие и 
характеристика клеточных рецепторов CD46 для 
вируса кори (Mononegavirales: Paramyxoviridae, 
Morbillivirus). На модели органоидов дыхательной 
системы человека установлено, что вакцинные и 
лабораторно адаптированные штаммы этого вируса 
используют в качестве рецептора CD46 (молекула 
адгезии, экспрессируемая ядерными клетками чело-
века и действующая как костимулирующий фактор 
для T-лимфоцитов), тогда как вакцинные и клиниче-
ские штаммы дикого типа не способны к использо-
ванию CD46 [32]. Затем был идентифицирован ещё 
один рецептор для адгезии диких штаммов вируса 
кори — нектин-4 (nectin-4) или PVRL4 (poliovirus 
receptor-related 4), интенсивно экспрессируемый 
на базолатеральной стороне эпителиальных кле-
ток [33]. Это открытие привело к созданию новой 
парадигмы о том, как вирус кори проникает в ды-
хательные пути и покидает хозяина, что отразилось 
на разработке профилактических мероприятий.

Что касается вирусов, передающихся контакт-
ным путём, порог проникновения в человеческую 
популяцию понижен для вирусов человекообразных 
обезьян (Primates: Hominidae). Вирус иммунодефи-
цита человека 1-го и 2-го типов некогда произошёл 
от вируса иммунодефицита обезьян (Ortervirales: 
Retroviridae, Lentivirus) [28], и тканевый тропизм 
этих вирусов активно изучают на органоидных 
культурах [34]. Вирус оспы обезьян (Chitovirales: 

Poxviridae, Orthopoxvirus), вызывающий большую 
настороженность у эпидемиологов, способен легко 
передаваться от приматов к человеку и вызывать 
эпидемические вспышки [28]. Y. Watanabe и со-
авт. (2023) использовали модели органоидов тол-
стой кишки и кератиноцитов человека, полученных 
из плюрипотентных клеток, для изучения динамики 
репликации этого вируса в соответствующих тка-
нях; было показано, что вирус наиболее интенсивно 
накапливается в кератиноцитах, дисфункция кото-
рых была связана со значительным повреждением 
митохондрий [35]. Чем более уникален — не только 
в генетическом, но и в физиологическом плане — 
основной хозяин вируса, тем сложнее вирусу пре-
одолеть межвидовой барьер. Особенно интересны 
в этом отношении рукокрылые (Chiroptera), физио-
логия и паразитом (включая виром) которых весьма 
специфичны [36]. Летучие мыши считаются есте-
ственным резервуаром различных вирусов, вклю-
чая SARS-CoV-2, вирус Эбола и возможно другие. 
В большинстве случаев для эффективного проник-
новения в человеческую популяцию вирусам руко-
крылых необходим промежуточный хозяин. Наибо-
лее известное исключение из этого правила состав-
ляют лиссавирусы (Mononegavirales: Rhabdoviridae, 
Lyssavirus), вызывающие бешенство, которые легко 
преодолевают межвидовые барьеры вследствие 
универсальности никотинового ацетилхолинового 
рецептора нервных окончаний, используемых для 
проникновения этих вирусов в клетку-мишень [28]. 
Именно поэтому органоиды нервной системы явля-
ются удобными и широко используемыми 3D-моде-
лями для изучения путей заражения и механизмов 
межвидовых переходов лиссавирусов [37]. Для эбо-
лавирусов (Mononegavirales: Filoviridae, Ebolavirus) 
и марбургвирусов (Mononegavirales: Filoviridae, 
Marburgvirus), ассоциированных с геморрагически-
ми лихорадками, в качестве факультативных (в не-
которых случаях возможна и прямая передача воз-
будителя человеку от рукокрылых) промежуточных 
хозяев выступают приматы, которые долгое время 
считались природным резервуаром филовиру-
сов [38]. В этом случае были эффективны органои-
ды кровеносных сосудов, позволяющие установить 
особенности патогенеза инфекции [39].

Для SARS-CoV (severe acute respiratory 
coronavirus — коронавируса тяжёлого острого ре-
спираторного синдрома)1, который вызвал круп-
ную эпидемию в Китае в 2002–2003 гг. [3], про-
межуточным хозяином стали гималайские циветы 
(Paguma larvata) [40]; для MERS-CoV (Middle East 
respiratory syndrome — коронавируса Ближнево-
сточного респираторного синдрома), вызвавшего 
серию эпидемических вспышек на Аравийском 

1 В связи с появлением SARS-CoV-2 в настоящее время допу-
скается именовать SARS-CoV как SARS-CoV-1.
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полуострове и множество завозных случаев по все-
му миру [3], — одногорбые верблюды-дромадеры 
(Camelus dromedarius) [40]; для пандемического 
SARS-CoV-2 — панголины (Pholidota), которые ши-
роко встречаются на рынках Юго-Восточной Азии, 
поскольку их дериваты используются в восточной 
медицине, а мясо считается деликатесом [40, 41]. 
Значительный эпидемический потенциал коронави-
русов рукокрылых [40] требует необходимости раз-
работки органоидных моделей для изучения меж-
видовых переходов этих вирусов. 

Принимая во внимание, что вирусы гриппа, 
Эбола, Зика, пандемический вариант коронавируса 
(SARS-CoV-2) продемонстрировали значительные 
угрозы общественному здравоохранению, органо-
идные культуры нашли применение для более глу-
бокого понимания механизмов патогенеза и путей 
заражения при этих инфекциях. 

Одновременно с широким внедрением геном-
ного эпиднадзора пандемия COVID-19 стимулиро-
вала имплементацию клеточных 3D-моделей для 
изучения возбудителя этого заболевания, в част-
ности — органоидных культур лёгких, бронхов 
и миндалин, печени и кишечника, почек и крове-
носных сосудов человека [42]. Было показано, что 
COVID-19 является сосудистым заболеванием и 
вызывает прямое повреждение эндотелия [43]. На 
органоидах головного мозга был исследован нейро-
инвазивный потенциал SARS-CoV-2 [44]. Исполь-
зование кишечных энтероидов человека, в которых 
поддерживалась устойчивая репликация SARS-
CoV-2, наряду с обнаружением вирусной РНК в 
образцах кала и с развитием желудочно-кишечных 
симптомов у некоторых пациентов с COVID-19, 
подтвердило, что желудочно-кишечный тракт мо-
жет служить одним из путей передачи SARS-CoV-2 
в дополнение к воздушно-капельному [45]. При-
менение органоидной модели верхних дыхатель-
ных путей и лёгких человека для культивирования 
SARS-CoV-2 показало, что эта релевантная и на-
дёжная модель для исследования коронавирусов 
имеет дополнительную ценность для тестирования 
других респираторных вирусов, изучения иммуно-
патогенеза, разработки терапевтических и профи-
лактических мероприятий [42].

Одним из наиболее изученных примеров пре-
одоления вирусом межвидовых барьеров является 
вирус гриппа А (Articulavirales: Orthomyxoviridae, 
Alpha influenzavirus), природным резервуаром кото-
рого являются птицы водно-околоводного экологи-
ческого комплекса — в первую очередь гусеобраз-
ные (Anseriformes) и ржанкообразные (Charadrii­
formes) [26–28]. Все варианты этого вируса, 
циркулирующие среди млекопитающих, включая 
эпидемические [46] и пандемические [47] вариан-
ты, имеют предшественников в популяциях диких 
птиц. 

Для изучения путей заражения при инфекции, 
вызванной вирусами гриппа А субтипов H1N1, 
H3N2, H7N1 и H5N1, были использованы органо-
иды головного мозга [14, 48]. Для изучения спо-
собности к размножению вирусов гриппа и других 
респираторных инфекций также использовались 
органоиды дыхательных путей человека с реснит-
чатым эпителием [48, 49]. Например, органоиды 
бронхов — для культивирования вирусов гриппа 
типов А (Alphainfluenzavirus), В (Betainfluenzavirus) 
и С (Gammainfluenzavirus) [50], органоиды лёг-
ких — для вирусов парагриппа (Mononegavirales: 
Paramyxoviridae) 1-го, 3-го (Respirovirus), 2-го, 4-го 
(Rubulavirus) типов [48]. На органоидах дыхатель-
ных путей человека, содержащих основные типы 
эпителиальных клеток респираторного тракта, при 
моделировании гриппа A выявлена различная сте-
пень инфекционности штаммов человека и птиц. 
Это относится к размножению вируса, тропизму к 
тканям и продукции цитокинов на эти штаммы [51]. 

С использованием органоидных моделей ре-
спираторного тракта проводилось исследование 
рецептор-связывающего сайта гемагглютинина 
штаммов, адаптированных к птицам. Установле-
но, что этот сайт имеет высокую аффинность к 
α2'-3'-сиалозидам, в то время как эпидемические 
штаммы имеют сродство к α2'-6'-сиалозидам; сви-
ньи (Suidae) содержат клетки с обоими указанными 
типами сиалозидов, поэтому в их организме может 
происходить естественная адаптация птичьих вари-
антов вируса к «человеческой» рецепторной специ-
фичности [26, 28, 52]. Ситуация осложняется тем, 
что клетки столбчатого эпителия в верхних отде-
лах респираторного тракта человека несут на своей 
поверхности, главным образом, α2'-6'-сиалозиды,  
а в нижних отделах — α2'-3'-сиалозиды. Поэтому 
в процессе инфекции каждого отдельного челове-
ческого организма возможна постепенная положи-
тельная селекция вирусных вариантов с α2'-3'-спе-
ци фичностью рецептор-связывающего сайта гемаг-
глютинина по мере перехода инфекции от верхних 
дыхательных путей к бронхиолам, что способствует 
развитию тяжёлых (вплоть до летальных) первич-
ных вирусных пневмоний [53]. В связи с этим раз-
работка органоидных (3D-моделей) для изучения 
дрейфа рецепторной специфичности вируса грип-
па А в зависимости от условий его взаимодействия 
с клетками имеет значение не только в контексте 
адаптации вируса к человеческому организму и для 
изучения вопросов преодоления вирусами межви-
дового барьера, но и для прогнозирования клиниче-
ских последствий развития инфекции. 

Органоидные культуры животных в изучении  
преодоления вирусами межвидового барьера

По разным оценкам, из 1,5 тыс. известных  
в ми ре инфекционных заболеваний 60% имеют жи-
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вотное происхождение, причём около 75% новых 
инфекционных заболеваний имеют зоонозный ха-
рактер, а 25% зоонозов возникают у домашних жи-
вотных. Вирусы являются этиологическими аген-
тами зоонозов примерно в 30% случаев. Зоонозные 
вирусные инфекции у животных являются прямым 
доказательством способности вирусов преодоле-
вать межвидовые барьеры и заражать человека [41, 
54, 55].

Применение органоидов животных для мо-
делирования зоонозных инфекций открывает пер-
спективы для исследования взаимодействия хозя-
ин–патоген при зоонозных вирусных инфекциях 
[41, 56, 57]. В этом аспекте для научно обоснован-
ного прогнозирования возникновения новых опас-
ных для человека вирусных вариантов с эпидемиче-
ским потенциалом, помимо молекулярно-генетиче-
ских методов, значительный интерес представляют 
межвидовые (cross-species) органоидные культуры 
на основе клеток человека и животных [58]. По 
мнению ряда исследователей, применение таких 
органоидов способствует обеспечению биосистемы 
для подтверждения зоонозного потенциала вновь 
появляющихся вирусов, эффективному изучению 
цикла заражения этими вирусами у различных ви-
дов домашних и диких животных и способности 
вирусов к межвидовым переходам, в том числе 
адаптироваться к организму человека. Кроме того, 
использование межвидовых органоидов позволяет 
культивировать новые вирусы, не поддающиеся вы-
ращиванию в клеточных линиях [57, 58].

Y. Sang и соавт. проанализировали статус и 
потенциал межвидовых органоидных культур и 
отметили необходимость их разработки для изуче-
ния межвидовой восприимчивости и исследования 
вновь появляющихся зоонозных вирусов как у до-
машних, так и у диких животных. Авторы также 
отмечают необходимость адаптировать технологию 
получения органоидов человека для разработки ор-
ганоидов животных, и в 1-ю очередь, на основе ор-
ганов дыхания [58].

Несмотря на интенсивные исследования в свя-
зи с распространением возбудителя COVID-19 и 
других зоонозных респираторных вирусов, до теку-
щего года не было сообщений о респираторных или 
лёгочных органоидах животных, поскольку респи-
раторный тракт является одним из основных путей 
для вирусной инфекции. Только в 2025 г. появилось 
сообщение о разработке органоидов лёгких летучих 
мышей вида Rousettus leschenaultia. Эти органоиды 
успешно воспроизводят структуру и морфологию 
лёгочного эпителия, а также экспрессируют ре-
цепторы входа коронавируса, подобные человече-
ским — ACE2-рецепторы (angiotensin-converting 
enzyme 2 — ангиотензинпревращающий фермент 
2-го типа) и TMPRSS2 (transmembrane protease 
serine group 2 — трансмембранная сериновая про-

теаза 2-го типа). Такая модель очень востребована 
и представляет широкие перспективы для изучения 
инфекций, исходящих от летучих мышей [59].

По мнению ряда исследователей, интегриро-
вание органоидных культур в эпидемиологическое 
прогнозирование способствует решению вопросов, 
касающихся межвидовых переходов вирусов, осо-
бенно после существенной оптимизации человече-
ских органоидных систем [24, 60, 61]. В качестве 
примера оптимизированной системы D. Holthaus 
и соавт. подразумевают гармонизированную систе-
му межвидовых культур органоидов для моделиро-
вания инфекционных заболеваний животных [62].  
С этой целью при использовании трансвелл-плат-
формы разработаны кишечные органоиды, полу-
ченные из стволовых клеток четырех видов (че-
ловек, мышь, свинья и курица), которые являются 
важными хозяевами токсоплазмы Apicomplexa и 
других простейших как агентов зоонозных инфек-
ций [62]. В этом аспекте также интересна работа, 
посвящённая межвидовому анализу транскриптома 
клеток эпителия подвздошной кишки мыши, крысы, 
свиньи, макаки и человека, в которой предоставле-
на информация о клеточном составе этих органов 
и их функциональном назначении у 4 видов мле-
копитающих и человека. Полученные результаты 
также показали, что крыса и человек имеют схожие 
паттерны экспрессии генов, что важно для изучения 
метаболизма лекарственных препаратов. По всей 
вероятности, эти данные важны и для конструиро-
вания межвидовых (cross-species) органоидов [63].

Недостаточное количество животных моделей 
обусловлено индивидуальным разнообразием жи-
вотного мира и другими проблемами (особенно по 
отлову и обследованию диких животных). В этом 
аспекте органоидные системы представляют пре-
красную замену для изучения межвидовой и видо-
специфической инфекционности вирусов. Для под-
держания и дифференциации органоидов различ-
ных видов домашних и диких животных требуется 
видоспецифическая оптимизация условий культи-
вирования. Так, для генерации кишечных органо-
идов мыши необходимы кондиционированные сре-
ды, содержащие соответствующие факторы роста и 
дифференцировки стволовых клеток, которых пока 
не существует для большинства видов животных 
[64–66]. Проблему сложности экспериментального 
подтверждения восприимчивости к коронавирусу 
у большинства видов животных, особенно у диких, 
выделяют и другие исследователи. Они также счи-
тают, что существенная оптимизация органоидов 
человека поможет в решении вопросов эпидемио-
логического прогнозирования [24, 44, 60]. 

После получения определённой органоидной 
культуры животных требуется дать ей аутентичную 
характеристику, например, на предмет гетерогенно-
сти клеток и дифференциации линий (экспрессии 
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генов) и др. С этой целью требуются различные 
клеточные маркеры. Такие маркеры существуют в 
отношении человека и мыши, но очень ограничены 
в отношении большинства видов животных [61, 67].

Несмотря на это, за последние 10 лет активи-
зировались исследования, связанные с органоидами 
животных [59, 66, 68–70]. 

Животноводческие фермы, где содержатся 
несколько различных видов животных, особенно в 
случаях, когда в окружении могут быть дикие жи-
вотные, являются возможным местом для появле-
ния новых штаммов вирусов и их передачи чело-
веку. Органоидам сельскохозяйственных животных 
отведена важная роль в исследовании зоонозных и 
репродуктивных заболеваний не только для улуч-
шения сельскохозяйственного производства, но и 
в целях благополучия в сфере общественного здра-
воохранения. Кишечные органоиды, полученные из 
крипт или плюрипотентных стволовых клеток, мо-
гут служить моделями для исследования механизмов 
межклеточных или патоген–хозяин взаимодействий 
при зоонозных инфекциях желудочно-кишечного 
тракта, при которых животные могут выступать в ка-
честве бессимптомных носителей [69, 70]. 

Для успешного моделирования различных 
вирусных инфекций у животных и исследования 
взаимодействия патоген–хозяин в кишечнике ис-
пользованы кишечные органоиды основных видов 
сельскохозяйственных животных: домашней сви-
ньи (Sus scrofa) [71, 72], крупного рогатого скота 
(Bos taurus) [68, 73], овец (Ovis aries) [74] и других 
животных.

Получены органоиды толстого и тонкого ки-
шечника мартышек (модельные нечеловеческие 
приматы, восприимчивые к желудочно-кишечным 
заболеваниям), способные к пассированию и дли-
тельному культивированию [75].

Также получены органоидные модели, вос-
производящие различные органы домашних плото-
ядных: кошек (Felis catus), собак (Canis lupus) [76, 
77], поскольку нельзя исключать, что домашние 
животные могут являться промежуточными хо-
зяевами при передаче вирусных инфекций [28, 
68]. Установлено, что различные виды животных, 
включая домашних (кошек, собак, хомяков) и ди-
ких (львов, тигров), заражаются SARS-CoV-2 [78–
80]. Большое число работ посвящено применению 
органоидов животных для изучения патогенеза 
коронавирусной инфекции. Так, при инфициро-
вании энтероидов, полученных из разных сегмен-
тов кишечника свиней, двумя видами коронавиру-
са (вирус эпидемической диареи свиней (Porcine 
epidemic diarrhea virus) и вирус трансмиссивного 
гастроэнтерита (Transmissible gastroenteritis suum)) 
был выявлен тропизм коронавируса к определён-
ным клеткам [71, 72]. Получены кишечные ор-
ганоиды (энтероиды) китайских подковоносов 

(Rhinolophus sinicus), воспроизводящие кишечный 
эпителий и восприимчивые к инфекции SARS-
CoV-2, в отличие от неудачных попыток с приме-
нением клеточных культур [45]. На основании ре-
зультатов моделирования молекулярной структуры 
рецептора ACE2 in silico основным кандидатом на 
роль промежуточного хозяина стал малайский пан-
голин (Manis javanica) [81]. Как отмечено выше, 
зарегистрированы органоиды лёгких летучих мы-
шей, клетки которых экспрессировали рецепторы 
входа ACE2 и TMPRSS2 для коронавируса [59].

Несмотря на то что многочисленные иссле-
дования с органоидами сельскохозяйственных жи-
вотных направлены на моделирование инфекций, 
большинство авторов сходятся во мнении, что эта 
клеточная технология открывает большие перспек-
тивы применения в ветеринарии, сельском хозяй-
стве, биомедицинских науках, а также для оценки и 
прогнозирования возможности преодоления виру-
сами межвидового барьера. 

Заключение
В практике работы системы эпидемиологиче-

ского надзора за вирусными инфекциями, помимо 
современных молекулярно-генетических техноло-
гий (ПЦР и секвенирование), являющихся основ-
ными инструментами эпидемиологических иссле-
дований, весьма актуально и перспективно исполь-
зование органоидных (3D-клеточных) культур. 

В обзоре проанализированы многочисленные 
примеры применения органоидных (3D-клеточных) 
культур человеческого и животного происхождения 
при моделировании и изучении патогенеза инфек-
ций, вызываемых вирусами гриппа, Зика, кори и 
др. Отдельное внимание уделено анализу исследо-
ваний с применением таких культур при расшиф-
ровке пандемии новой коронавирусной инфекции, 
которые позволили раскрыть источник и причины 
её быстрого распространения по миру. Значитель-
ный интерес в изучении преодоления вирусами 
межвидового барьера и способности адаптировать-
ся к организму человека представляет разработка 
межвидовых органоидных культур на основе кле-
ток человека и диких и домашних животных. Такие 
сведения необходимы для построения стратегии 
предотвращения и контроля межвидовой передачи 
и разработки научно обоснованных мероприятий 
по недопущению возникновения эпидемических 
вспышек. Несмотря на интенсивные исследования, 
существует ряд ограничений и проблем, касающих-
ся межвидовых органоидных культур. Это ряд кон-
структивных особенностей, вопросы повышения 
их воспроизводимости, видоспецифической опти-
мизации и стандартизации протоколов культивиро-
вания. Открытым остаётся вопрос о возможности 
конструирования органоидов путём слияния клеток 
человека и животных. 
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Таким образом, органоидные (3D-культуры) 
человеческого и животного происхождения пред-
ставляют эффективную модель для изучения пато-
генеза вирусных инфекций, взаимодействия виру-
са и хозяина и для решения вопросов, связанных с 
межвидовой передачей вирусов, следовательно, и 
для реализации целей и задач эпидемиологического 
надзора за вирусными инфекциями.

Будучи широко имплементированы в деятель-
ность вирусологических и микробиологических 
лабораторий, эти модели будут способствовать раз-
работке научно обоснованного прогноза проникно-
вения патогенов от диких и сельскохозяйственных 
животных в человеческую популяцию, профилак-
тических мероприятий, эффективных химиопрепа-
ратов и стратегий лечения пациентов.
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3 июля 2025 года отмечает 60-летие Василий 
Геннадьевич Акимкин, доктор медицинских на-
ук, профессор, академик Российской академии 
наук, директор Центрального научно-исследова-
тельского института эпидемиологии Роспотреб-
надзора. 

 Более 30 лет своей жизни Василий Геннадье-
вич посвятил проблемам эпидемиологии и органи-
зации эпидемиологического надзора за инфекцион-
ными болезнями, в том числе на основе молекуляр-
но-генетических методов и цифровых технологий, 
профилактики инфекций, связанных с оказани-
ем медицинской помощи, иммунопрофилактики, 
устойчивости микроорганизмов к противомикроб-
ным препаратам. За годы научной и научно-орга-
низационной деятельности В.Г. Акимкин создал 
научную эпидемиологическую школу и внёс неоце-
нимый вклад в развитие отечественной эпидемио-
логической науки. 

Василий Геннадьевич Акимкин окончил Том-
ский медицинский институт (1988) и Военно-меди-
цинскую академию (1994). В 2007–2010 гг. занимал 
пост Главного государственного санитарного врача 
Министерства обороны Российской Федерации.  
За годы службы им были разработаны и внедрены  
в практику деятельности Вооруженных Сил РФ 
научные принципы защиты военнослужащих и 
мирного населения от современных эпидемиологи-
ческих угроз. В результате проведённых концепту-
альных реформ и санитарно-эпидемиологических 
мероприятий в армии достигнуто существенное 
снижение уровня заболеваемости военнослужащих 
вирусным гепатитом А, брюшным тифом, гриппом, 
внебольничными пневмониями и ветряной оспой. 

Научная деятельность академика В.Г. Акимки-
на охватывает широкий круг задач современной ме-
дицины и здравоохранения. Им научно обоснованы, 
разработаны и внедрены в практику эпидемиологи-
чески безопасная система обращения с медицински-
ми отходами в России, современные методы и инно-
вационные отечественные технологии очистки и дез-
инфекции воздуха в медицинских организациях. На 
основании фундаментальных научных исследований 
В.Г. Акимкиным разработано современное научное 
направление комплексного использования бакте-
риофагов для лечения и профилактики инфекций, 
связанных с оказанием медицинской помощи, по-
зволяющее в короткие сроки локализовать и ликви-
дировать длительно существующие эпидемические 
очаги. Изучена иммунологическая и эпидемиологи-

ческая эффективность вакцинации против гепатита В  
медицинского персонала и отдельных категорий  
пациентов с применением отечественных вакцин. 

В 2018 г. Василий Геннадьевич Акимкин при-
нял руководство Центральным научно-исследова-
тельским институтом эпидемиологии Роспотреб-
надзора, и сегодня его имя неразрывно связано с 
новейшей историей института. За это время ФБУН 
ЦНИИ Эпидемиологии Роспотребнадзора стал 
крупнейшим развивающимся научно-производ-
ственным комплексом, решающим задачи в области 
эпидемиологического надзора, диагностики, про-
филактики и лечения широкого спектра инфекци-
онной и неинфекционной патологии человека. Бла-
годаря организаторской деятельности В.Г. Акимки-
на был введён в эксплуатацию Научный центр по 
профилактике и борьбе со СПИДом; ФБУН ЦНИИ 
Эпидемиологии Роспотребнадзора стал девятым в 
мире международным референс-центром Продо-
вольственной и сельскохозяйственной организации 
Организации Объединённых Наций по устойчиво-
сти к противомикробным препаратам. 

В 2020 г., в период начала пандемии новой 
коронавирусной инфекции, под руководством 
В.Г. Акимкина в короткие сроки были организова-
ны действия сотрудников ФБУН ЦНИИ Эпидемио-
логии Роспотребнадзора по созданию, регистрации 
и массовому промышленному выпуску уникальных 
тест-систем (наборов реагентов) для диагности-
ки COVID-19. Было выполнено 8 распоряжений  

ЮБИЛЕИ

К 60-летию академика РАН Василия Геннадьевича Акимкина
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Правительства Российской Федерации по обеспече-
нию отечественными тест-системами медицинских 
учреждений России и 40 стран. Проведено рекорд-
ное количество исследований (более 5 млн) методом 
ПЦР-диагностики населения г. Москвы и Москов-
ской области, выполнено более 1 млн серологиче-
ских тестов на наличие антител против новой коро-
навирусной инфекции у населения, проведено секве-
нирование более 300 тыс. штаммов SARS-CoV-2. 

Под руководством В.Г. Акимкина развёрнута 
беспрецедентная деятельность по созданию базы 
данных геномов возбудителей инфекционных бо-
лезней (Российская платформа агрегации геномов 
возбудителей инфекционных болезней — VGARus), 
включающей на сегодня более 400 тыс. образцов 
геномов более 80 различных патогенов. Сегодня в 
Институте продолжается работа по расширению 
спектра изучения геномов возбудителей других ин-
фекционных болезней, разрабатываются и внедря-
ются в практику инновационные решения на основе 
технологии CRISPR-Cas и метода петлевой изотер-
мической амплификации нуклеиновых кислот, по-
зволяющие проводить диагностику инфекционных 
болезней в 3–4 раза быстрее, чем стандартным ме-
тодом ПЦР. 

Академиком РАН В.Г. Акимкиным впервые  
в Российской Федерации разработаны научные и 
методологические основы функционирования ге-
номного эпидемиологического надзора, основанно-
го на мониторинге генетических свойств возбудите-
лей инфекционных болезней — ведущего («движу-
щего») фактора развития эпидемического процесса.

В.Г. Акимкин возглавляет Президиум Всерос-
сийского научно-практического общества эпиде-
мио логов, микробиологов и паразитологов; удосто-
ен золотой медали им. В.И. Покровского — высшей 
награды Всероссийского научно-практического об-
щества эпидемиологов, микробиологов и паразито-
логов и Евро-Азиатского общества специалистов по 
инфекционным болезням. 

В.Г. Акимкин — автор более 1500 опублико-
ванных научных работ (в том числе 20 моногра-
фий, 14 руководств для врачей), 79 патентов РФ 
на изобретения, 46 баз данных, 111 программных 
продуктов для ЭВМ, в том числе 8 международных 
публикаций по системе РСТ, более 40 методических 
рекомендаций и пособий для врачей. Индекс Хир-
ша — 33, Web of Science — 14, SCOPUS — 19. 

Под его руководством защищено более 40 кан-
дидатских и докторских диссертаций. 

Василий Геннадьевич Акимкин ведет активную 
общественную и научную деятельность: он является 
председателем Президиума Всероссийского науч-
но-практического общества эпидемиологов, микро-
биологов и паразитологов; членом Бюро Секции про-
филактической медицины Отделения медицинских 
наук РАН; председателем Комиссии Научного совета 
по микробиологии, эпидемиологии и инфекцион-

ным болезням Отделения медицинских наук РАН; 
членом двух диссертационных советов по специ-
альности «Эпидемиология» на базе ФБУН ЦНИИ 
Эпидемиологии Роспотребнадзора и ФГБУ НИЦЭМ 
им. Н.Ф. Гамалеи; учёным секретарем Экспертного 
совета ВАК РФ по медико-профилактическим нау-
кам; членом Бюро Комиссии по государственному 
санитарно-эпидемиологическому нормированию 
Рос потребнадзора; входит в редакционные советы и 
редакционные коллегии более 20 научных журналов.

В.Г. Акимкин — заслуженный врач Российской 
Федерации (2010); имеет государственные награды: 
орден Почета (2006), орден Пирогова (2022). Явля-
ется лауреатом правительственных и национальных 
премий: «Лучший врач года» в номинации «Сани-
тарный врач» (2005), национальной премии луч-
шим врачам России «Призвание» в номинации «За 
вклад в развитие медицины, внесённый представи-
телями фундаментальной науки и немедицинских 
профессий» (2011), премии Правительства в обла-
сти науки и техники (2017), национальной премии 
лучшим врачам России «Призвание» в номинации 
«За вклад в развитие медицины, медицинской нау-
ки и здравоохранения, внесённый представителями 
науки — научными работниками и (или) врачами 
любых специальностей и (или) специалистами с 
высшим немедицинским образованием» (2023).

В.Г. Акимкин награждён медалями, почётны-
ми грамотами и имеет благодарности от президен-
та Российской академии наук; министра обороны 
Российской Федерации; руководителя Федеральной 
службы по надзору в сфере защиты прав потреби-
телей и благополучия человека; министра здраво-
охранения Российской Федерации; Аппарата Сове-
та Федерации Федерального Собрания Российской 
Федерации; Аппарата Государственной Думы Феде-
рального Собрания Российской Федерации, прокура-
туры, Центральной избирательной комиссии и др. 

Научная деятельность академика РАН, доктора 
медицинских наук, профессора Василия Геннадье-
вича Акимкина вносит значительный вклад в раз-
витие отечественной науки. 

Коллектив Центрального научно-исследо-
вательского института Роспотребнадзора, мно-
готысячный коллектив членов Общероссийской 
общественной организации «Всероссийское науч-
но-практическое общество эпидемиологов, микро-
биологов и паразитологов», авторы и читатели на-
учно-практических журналов «Вопросы вирусоло-
гии» и «Журнал микробиологии, эпидемиологии и 
иммунобиологии», учредителем и издателем кото-
рых является ФБУН ЦНИИ Эпидемиологии Роспо-
требнадзора, поздравляют Василия Геннадьевича 
Акимкина с 60-летним юбилеем!

Примите искренние пожелания процветания 
Вашему великому делу! От всей души желаем Вам 
здоровья, творческих сил и вдохновения для новых 
побед и великих свершений! 
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6 июля 2025 года отмечает свой 100-летний 
юбилей заслуженный деятель науки Российской 
Федерации, доктор медицинских наук, профес-
сор Наталья Николаевна Костюкова, старейший 
сотрудник Национального исследовательского 
центра эпидемиологии и микробиологии имени 
почетного академика Н.Ф. Гамалеи.

Наталья Николаевна — высококвалифициро-
ванный специалист в области медицинской микро-
биологии и эпидемиологии, чей трудовой стаж со-
ставляет 76 лет.

Закончив с отличием 1-й Московский меди-
цинский институт, Наталья Николаевна избрала 
путь учёного и посвятила свою жизнь служению 
медицинской науке. В 1947 г. поступила в аспиран-
туру Московского Научно-исследовательского ин-
ститута вакцин и сывороток имени И.И. Мечникова 
по специальности «микробиология», где выполни-
ла и защитила кандидатскую диссертацию «Ми-
крофлора гематогенных остеомиелитов». Далее вся 
её трудовая деятельность связана с НИЦЭМ им. 
Н.Ф. Гамалеи, в котором она трудится вот уже бо-
лее 60 лет и вносит несомненный вклад в развитие 
отечественной медицинской науки. 

Являясь с 1976 по 1992 г. руководителем ла-
боратории этиологии и эпидемиологии острых ме-
нингитов НИИЭМ им. Н.Ф. Гамалеи АМН СССР 
(позже — РАМН), Наталья Николаевна внесла су-
щественный вклад в расшифровку этиологической 
структуры острых гнойных менингитов у детей, в 
том числе новорождённых, в результате чего были 
значительно расширены представления о возбуди-
телях этих заболеваний в нашей стране. 

В зоне строительства Байкало-Амурской же-
лезнодорожной магистрали (БАМ) ею были прове-
дены широкомасштабные исследования по выявле-
нию менингококковой инфекции, практическим ре-
зультатом которых явилась осуществлённая под её 
руководством впервые в СССР вакцинация детей, 
предотвратившая развитие надвигавшейся эпиде-
мии менингококковой инфекции в зоне строитель-
ства БАМ и в Республике Тува.

Наталья Николаевна является автором та-
ких научных работ, как «Уроки дифтерии» (1999), 
«Эпидемический процесс гонококковой инфек-
ции — анализ и современные тенденции» (2012), 
обзоров о современных менингококковых (2024) 
и пневмококковых (2023) вакцинах, дифтерийном 
бактерионосительстве (2018).

Н.Н. Костюкова — ведущий научный сотруд-
ник НИЦЭМ им. Н.Ф. Гамалеи. Ей принадлежат 
свыше 250 научных трудов, в том числе моногра-
фии по частной медицинской микробиологии и 

этиологической диагностике инфекций (2010) и 
оппортунистическим инфекциям: возбудителям и 
этиологической диагностике (2013). Под её руко-
водством защищены докторская и 19 кандидатских 
диссертаций.

Наталья Николаевна много сил и внимания 
уделяет воспитанию научных кадров, в том числе 
консультируя аспирантов и докторантов. Её лекции, 
доклады всегда подготовлены на высоком научном 
уровне, чётко структурированы, содержат яркие, 
убедительные примеры, факты, обоснования, доку-
менты и научные доказательства, что способствует 
формированию у молодых учёных современного 
научного мышления.

В течение нескольких последних десятилетий 
она остается бессменным учёным секретарем Науч-
ного совета по комплексной проблеме «Микробио-
логия». 

Широкий кругозор и высокая эрудиция в соче-
тании с огромной творческой активностью и трудо-
любием позволяют Наталье Николаевне Костюко-
вой быть признанным научным лидером не только в 
нашей стране, но и за рубежом.

Распоряжением Президента Российской Фе-
дерации от 26.06.2025 № 251-рп «О поощрении» за 
заслуги в области здравоохранения и многолетнюю 
добросовестную работу заслуженному деятелю на-
уки Российской Федерации, ведущему научному 
сотруднику, доктору медицинских наук, профессо-
ру Н.Н. Костюковой объявлена благодарность Пре-
зидента Российской Федерации.

Коллектив НИИЭМ им. Н.Ф. Гамалеи, члены 
Общероссийской общественной организации «Все­
российское научно-практическое общество эпиде­
миологов, микробиологов и паразитологов», редак­
ция «Журнала микробиологии, эпидемиологии и им­
мунобиологии» поздравляют Наталью Николаевну 
с юбилеем и желает ей мира и здоровья.

К 100-летию профессора  
Натальи Николаевны Костюковой
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29 июня 2025 года на 84-м году жизни скончал-
ся Виталий Александрович Романов, заведующий 
кафедрой микробиологии с вирусологией и имму-
нологией, профессор, доктор медицинских наук, 
Почётный работник высшего профессионального 
образования России, Почётный профессор Ярос-
лавского государственного медицинского универ-
ситета.

Вся трудовая научно-педагогическая деятель-
ность Виталия Александровича Романова связана с 
Ярославским государственным медицинским уни-
верситетом. После окончания аспирантуры на ка-
федре микробиологии Воронежского медицинского 
института в 1967 году он прошёл путь от ассистента 
до заведующего кафедрой микробиологии с вирусо-
логией и иммунологией Ярославского государствен-
ного медицинского университета (с 1975 года).

Высококвалифицированный врач, учёный, пе-
дагог Виталий Александрович Романов оказывал 
большую помощь практическому здравоохранению 
в подготовке врачей-бактериологов, их сертифика-
ции и аттестации. Совместно с органами здравоох-
ранения Ярославской области и Роспотребнадзором 
Виталий Александрович неоднократно принимал 
участие в организации и проведении противоэпи-
демических мероприятий в периоды проведения в 

нашей стране Олимпийских игр, Игр доброй воли, 
других массовых мероприятий, участвовал в рас-
следовании причин вспышек различных инфекций 
и купировании их распространения.

Профессор В.А. Романов проявил себя выдаю-
щимся научным работником и педагогом, готовил 
дипломированных специалистов высшей квалифи-
кации в области микробиологии и иммунологии. 
Им подготовлены 26 кандидата наук и 2 доктора 
наук. В.А. Романов является автором 385 научных 
работ.

Награждён дипломом мэрии г. Ярославля за 
многолетний добросовестный труд, активное уча-
стие в общественной жизни и большой вклад в со-
циально-экономическое развитие города, почётным 
знаком губернатора Ярославской области «За заслу-
ги в науке», золотой медалью Вернадского Россий-
ской Академии Естествознания «За заслуги в нау-
ке», присвоены звания Почетный работник высше-
го профессионального образования РФ, Отличник 
здравоохранения РФ.

Коллектив Ярославского государственного 
медицинского университета и редакция журна­
ла выражают глубокие соболезнования родным и 
близким Виталия Александровича.

НЕКРОЛОГ

Памяти Виталия Александровича Романова
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