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Прогнозирование динамики заболеваемости COVID-19  
и планирование мероприятий по вакцинопрофилактике 
населения Москвы на основе математического моделирования
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Введение. Распространение вируса SARS-CoV-2 продолжается во всем мире. Большие надежды возла-
гаются на вакцины, которые разрабатываются во многих ведущих научных центрах мира, в том числе в 
России.
Цель исследования — с помощью разработанной эпидемиологической модели провести анализ и прогноз 
динамики заболеваемости COVID-19 на территории Москвы и определить основные подходы к организа-
ции противоэпидемических мероприятий (ПЭМ) с учетом вакцинации населения на сезон 2020/2021 гг. 
Материалы и методы. Эпидемиологическая модель разработана на базе отечественной теории матема-
тического моделирования эпидемий «Эпиддинамика». Прогнозную оценку на среднесрочный период про-
водили на основе прогнозных сценариев развития эпидемической ситуации при различных изменениях 
ПЭМ (по изоляции инфицированных и контактных лиц, прерыванию механизма передачи), в том числе с 
учетом различных объемов вакцинации населения Москвы.
Результаты и обсуждение. Вычислительные эксперименты показали, что существует вероятность 
подъема заболеваемости при ослаблении ПЭМ в отсутствие вакцинации населения. При этом высота 
пика ежедневной заболеваемости зависит от степени снижения ПЭМ и практически не зависит от вре-
мени начала их снижения. Проведение вакцинации на фоне ослабления ПЭМ позволяет снизить забо-
леваемость, однако степень влияния зависит от времени начала, объема и скорости охвата населения 
вакцинацией. 
Заключение. Результаты вычислительных экспериментов показали, что для предотвращения значитель-
ного подъема заболеваемости COVID-19 на фоне проводимой вакцинации необходимо поддерживать 
остальные ПЭМ до достижения объема охвата вакцинацией около 2 млн человек. Оптимальным пред-
ставляется сохранение мер по изоляции и прерыванию механизма передачи до достижения суммарного 
объема охвата вакцинацией 4 млн человек, после которого возможно значительное ослабление ограничи-
тельных мер; при охвате вакцинацией 50% населения Москвы возможна их полная отмена.

Ключевые слова: COVID-19; SARS-CoV-2; эпидемический процесс; эпидемиологическая модель; про-
гнозные сценарии; противоэпидемические мероприятия; прогнозно-аналитические исследования.
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Введение
Проблема возникновения эпидемий и панде-

мий инфекционных заболеваний и поиск мер по 
их предотвращению никогда не потеряют свою ак-
туальность. Об этом в 2005 г. писал заведующий 
лабораторией эпидемиологической кибернетики 
НИИЭМ им. Н.Ф. Гамалеи д.т.н. Б.В. Боев: «Со-
гласно прогнозам, в первой половине текущего ве-
ка в любой географической точке планеты следует 
ожидать эпидемии или вспышки как «новых», так и 
«старых» инфекционных заболеваний. В этих усло-
виях особое значение приобретают опережающие 
научные исследования по анализу и прогнозу веро-
ятных сценариев развития эпидемий опасных ин-
фекционных заболеваний, которые могут появиться 
в результате чрезвычайных ситуаций природного и 
техногенного характера» [1].

После первых сообщений в декабре 2019 г. о 
вспышке заболеваний пневмонией в Ухане (КНР) 
новый коронавирус быстро распространился по 
всем странам и континентам. К началу августа 
2020 г. количество зарегистрированных случаев 
инфицирования SARS-CoV-2 составило более 18 
млн, погибло по причинам, связанным с коронави-
русом, более 688 тыс. человек. В России, благодаря 
введенным противоэпидемическим мерам, удалось 
значительно уменьшить скорость распространения 
вируса. Тем не менее, по данным официальной ста-
тистики, к началу августа 2020 г. в России выявле-
но более 850 тыс. инфицированных SARS-CoV-2 и 
зафиксировано 14 тыс. летальных случаев. Однако 
зарегистрированное количество инфицированных 
лиц представляет собой лишь часть их реального 
числа. Доля невыявленных инфицированных лиц, 

Мarina N. Asatryan1 , Elita R. Gerasimuk2, Denis Yu. Logunov1,  
Tatyana A. Semenenko1, Aleksander L. Gintsburg1

1N.F. Gamaleya Federal Research Centre for Epidemiology and Microbiology, 123098, Moscow, Russia; 
2Dubna State University, 141982, Dubna, Russia

The results of the predictive analytical studies on Covid-19 incidence dynamics in Moscow, taking into account 
different changes in epidemic prevention measures, including vaccination coverage of the population, are 
presented.
Research Objective. Using the new epidemiological model for analysis and prediction of the Covid-19 incidence 
dynamics in Moscow and outlining main strategies in implementing epidemic prevention measures (EPMs), 
including vaccination  in 2020/2021.
Materials and methods. The epidemiological model is based on the Russian approach to mathematical 
modeling of epidemics, known as Epiddynamics. The medium-term forecasting incorporated probable scenarios 
of epidemic development with different EPMs (isolation of the infected and contacts, breaking the transmission 
chains), including different rates of vaccination coverage in Moscow.
Results and discussion. The computational simulations demonstrated that the incidence rate is likely to increase 
with scaling down EPMs and zero vaccination coverage. At the same time, the daily incidence rate depends on 
the degree of EPMs reduction and basically does not depend on the time when the reduction begins. With 
scaled-down EPMs, vaccination can decrease the incidence, though its effectiveness will depend on the time of 
its commencement, coverage and rate.
Conclusion. The  computational simulations showed that the vaccination will be efficient for prevention of new 
surges in COVID-19 cases only if the other EPMs (isolation of the infected and contacts, breaking the transmission 
chains) are still in place until the vaccination coverage reaches about 2 million people. Ideally, the measures 
aimed at isolation and breaking of transmission chains should be continued until the total vaccination coverage 
reaches 4 million people, after which the restrictive measures can be scaled down significantly. With vaccination 
coverage of 50% of the population of Moscow, the restrictive measures can be completely discontinued.

Keywords: Covid-19, SARS-CoV-2, epidemic process, epidemiological model, potential scenarios, epidemic 
prevention measures, predictive analytical studies.
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по оценкам различных исследований, может со-
ставлять от 11,6 до 35,8% [2–5].

Распространение вируса SARS-CoV-2 продол-
жается во всем мире. Большие надежды возлагают-
ся на вакцины, которые разрабатываются во многих 
ведущих научных центрах мира, в том числе в Рос-
сии1,2. Новая вакцина от коронавируса, разработан-
ная в Национальном центре эпидемиологии и ми-
кробиологии им. Н.Ф. Гамалеи, уже успешно про-
шла этап клинических испытаний, после которого 
планируется наладить промышленное производ-
ство и начать проведение вакцинации населения. 

Применение адекватной эпидемиологической 
модели позволяет «восстановить» данные по заболе-
ваемости и на их основе провести вычислительные 
эксперименты на компьютере по различным вариан-
там развития эпидемической ситуации. В этой свя-
зи представляется актуальным проведение прогноз-
но-аналитических исследований на основе разра-
ботанной математической модели распространения 
SARS-CoV-2 с целью поиска наиболее приемлемых 
сценариев противоэпидемических мероприятий 
(ПЭМ) с учетом вакцинации населения.

Цель исследования — с помощью эпидемио-
логической модели провести анализ и прогноз ди-
намики заболеваемости COVID-19 на территории 
Москвы и определить основные подходы к органи-
зации ПЭМ с учетом вакцинации населения на сезон 
2020/2021 гг. 

Материалы и методы
При разработке эпидемиологической моде-

ли использованы доступные публикации об осо-
бенностях клиники, патогенеза и эпидемиологии 
COVID-19; статистические данные о регистрации 
заболеваемости COVID-19 и количестве леталь-
ных случаев в Москве за период наблюдения3; све-
дения Росстата о численности населения Москвы 
(12,678 млн человек)4.

Была применена детерминированная мате-
матическая модель, разработанная на базе теории 
«Эпиддинамика», которая позволяет на основе 

1 Официальный сайт Министерства здравоохранения по 
COVID-19 в России. URL: https://covid19.rosminzdrav.ru/
mihail-murashko-17-vakczin-protiv-koronavirusa-pokazali-se-
bya-kak-perspektivnye/ (дата обращения 20.07.2020).

2 ВОЗ. Временные рекомендации. Механизм для принятия 
решений при проведении кампаний массовой вакцинации  
в условиях COVID-19. 20.05.2020. URL: https://apps.who.int/
iris/bitstream/handle/10665/332159/WHO-2019-nCoV-Frame-
work_Mass_Vaccination-2020.1-rus.pdf (дата обращения 
20.07.2020).

3 Стопкоронавирус.рф. Отчеты Коммуникационного центра 
Правительства РФ по ситуации с коронавирусом. URL: 
https://стопкоронавирус.рф/info/ofdoc/reports  
(дата обращения 20.07.2020).

4 Федеральная служба государственной статистики.  
URL: https://gks.ru (дата обращения 20.07.2020).

данных о закономерностях развития инфекционно-
го процесса (среди индивидуумов) получить пред-
ставление о динамике эпидемического процесса в 
популяции [6]. На основе теории «Эпиддинамика» 
были успешно реализованы математические моде-
ли для изучения распространения значимых инфек-
ционных и неинфекционных заболеваний [7–11]. 

За основу была взята модель типа SEIRF, кото-
рая описывает динамику «потока» лиц по соответ-
ствующим стадиям-состояниям: восприимчивые (S), 
в инкубационной стадии (E), в инфекционной ста-
дии (I), с исходами болезни — реконвалесценция (R) 
или смерть (F). Для моделирования были определе-
ны следующие длительности стадий: инкубация — 
2–14 дней, клиническая (инфекционная) стадия — 
7–14 дней [12]. Вероятность перехода индивидуума 
в следующую стадию задается функциями: γ(τ) — 
функция развития периода инкубации; δ(τ) — функ-
ция развития инфекционного периода. Математиче-
ская модель развития эпидемии имеет вид системы 
нелинейных интегро-дифференциальных уравнений 
в частных производных с начальными и граничными 
условиями [1]. Модель успешно верифицирована на 
статистических данных о заболеваемости (с учетом 
«восстановленных» данных). В модели не учитыва-
лись сезонные изменения вирулентности вируса, а 
также сделано предположение о том, что вирус су-
щественно не мутирует за сезон 2020/2021 гг. При 
разработке прогнозных сценариев с учетом исполь-
зования новой вакцины сделано предположение о 
70% иммунологической эффективности. 

Исследования проводились в несколько эта-
пов:
1. Проведение процедуры «восстановления» дан-

ных о заболеваемости COVID-19 и выбор базо-
вого сценария.

2. Прогнозно-аналитические исследования, вклю-
чающие:
2.1. Анализ и прогноз текущей эпидемической 

ситуации (по базовому сценарию). 
2.2. Вычислительные эксперименты, проведен-

ные по прогнозным сценариям.
На заключительном этапе проведена интерпре-

тация полученных результатов и сделаны выводы.

Результаты и обсуждение
«Восстановление» данных о заболеваемости  

и выбор базового сценария

Особенностью новой коронавирусной инфек-
ции является наличие случаев бессимптомного и 
легкого течения, что способствует передаче инфек-
ции в популяции [13]. Если больные с тяжелым те-
чением и средней тяжести регистрируются в связи 
с обращением в лечебные учреждения, то лица с 
легким и бессимптомным течением могут не об-
ратиться за помощью. До проведения широкомас-
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штабных сероэпидемиологических исследований 
лишь небольшая часть бессимптомных лиц могла 
быть выявлена при тщательном эпидемиологиче-
ском расследовании контактов [14]. Таким образом, 
количество зарегистрированных случаев представ-
ляет собой лишь «видимую часть айсберга», а для 
правильной трактовки эпидемической ситуации 
требуется иметь полную картину заболеваемости. 
Поэтому первый этап наших исследований заклю-
чался в проведении расчетов по «восстановлению» 
исходных данных. 

«Восстановление» данных заболеваемости 
COVID-19 среди населения Москвы проведено на 
основании расчетов по двум показателям, которые 
затем сравнивали: 

1) по оценке верхней и нижней границы леталь-
ности от COVID-19 (Infection-Fatality Rate — IFR); 

2) по оценке иммунной прослойки населения 
Москвы, основанной на исследовании репрезента-
тивной выборки.

По данным систематического обзора лите-
ратуры и метаанализа результатов исследований 
G. Meyerowitz-Katz и соавт. [15] был определен IFR. 
В отличие от показателя CFR (Case-Fatality Rate), 
который соответствует отношению количества ле-
тальных случаев к количеству зарегистрированных 
(выявленных) случаев заболевания, IFR вычисляет-
ся как отношение количества летальных случаев от 
инфекции к количеству всех инфицированных лиц 
(включая бессимптомные и легкие случаи инфек-
ции). Показатель летальности IFR в европейских 
странах составил в среднем 0,64% с доверительным 
интервалом (ДИ) 0,50–0,78% [15].

Данные оперативного штаба о летальных слу-
чаях в Москве соответствуют количеству умер-
ших с основной причиной смерти COVID-195.  
В соответствии с международными методически-
ми  рекомендациями по удостоверению и коди-
рованию COVID-19 в качестве причины смерти6 
исходные данные были пересчитаны с учетом слу-
чаев, когда вирус SARS-CoV-2 оказал существен-
ное влияние на развитие смертельных осложнений 
заболевания7,8.

5 Официальный сайт Министерства здравоохранения по 
COVID-19 в России. URL: https://static-1.rosminzdrav.ru/sys-
tem/attachments/attaches/000/050/527/original/27052020_MR_
STAT_1.pdf (дата обращения 20.07.2020).

6 ВОЗ. Международные методические рекомендации по 
удостоверению и кодированию COVID-19 в качестве 
причины смерти. 20.04.2020. URL: https://www.who.int/
classifications/icd/Guidelines_Cause_of_Death_COVID-19-
20200420-RU.pdf?ua=1 (дата обращения 20.07.2020).

7 Официальный сайт Министерства здравоохранения по 
COVID-19 в России. URL: https://mosgorzdrav.ru/professional/
covid-19 (дата обращения 20.07.2020).

8 WHO. Media briefing on #COVID19 with  @DrTedros. 
10.06.2020. URL: https://twitter.com/WHO/sta-
tus/1270739116078981120 (дата обращения 20.07.2020).

В результате расчетов в соответствии с дан-
ными Росстата9 получается, что количество ле-
тальных случаев за апрель 2020 г. составило 850 
+ 360 = 1165, за май 2020 г. — 2757 + 980 = 3737.  
С учетом того, что за март 2020 г. количество ле-
тальных случаев на несколько порядков ниже, чем 
в апреле и в мае (без относительного разделения на 
причины), для расчетов были взяты данные опера-
тивного штаба в количестве 24 случаев. Таким об-
разом, суммарное количество летальных случаев с 
момента официальной регистрации до 01.06.2020 
составило 4926.

Взяв за основу количество летальных случаев 
на 01.06.2020, мы провели расчеты с помощью мо-
дели с целью поиска отношения числа выявленных 
случаев заболевания к «восстановленным», при 
которых расчетное (модельное) количество леталь-
ных случаев на 01.06.2020 будет наиболее близким 
к 4926. Для верхней границы показателя летально-
сти (IFR = 0,78%) отношение выявленных (зареги-
стрированных) случаев по официальной статистике 
к «восстановленным» данным составляет примерно 
25%, или 1 : 4. Например, кумулятивная заболевае-
мость на 01.06.2020 составляет по модели 718 687 
человек, а данные официальной статистики — 
183 088. Для нижней границы показателя леталь-
ности (IFR = 0,50%) отношение выявленных (со-
общаемых) случаев по официальной статистике к 

9 Естественное движение населения в разрезе субъектов 
Российской Федерации за январь–май 2020 года.  
URL: https://rosstat.gov.ru/storage/mediabank/yjmHZnUV/
edn05-2020.htm (дата обращения 20.07.2020).

Рис. 1. Результат верификации модели — сравнение 
модельных (SW_0,16; SW_0,25) и статистических данных 

кумулятивной заболеваемости (выявленные случаи, 
SW_Stat). 

Здесь и на рис. 2–10: по оси абсцисс — даты;  
по оси ординат — число случаев.

Fig. 1. The result of model verification is a comparison  
of models (SW_0,16; SW_0,25) and statistical data  
on cumulative morbidity (detected cases, SW_Stat). 

Here and in Figs. 2–9: the horizontal axis shows the dates; the 
vertical axis shows the number of cases.
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«восстановленным» с помощью модели данным — 
примерно 16%, или 1 : 6. Например, кумулятивная 
заболеваемость на 01.06.2020 составляет по модели 
1 134 836 человек, а данные официальной статисти-
ки — 183 088.

Кривая верифицированной кумулятивной за-
болеваемости (выявленные случаи) для двух вари-
антов расчетов (1 : 6 и 1 : 4) хорошо совпадает с 
кривой официальной статистики (рис. 1). 

Следующим этапом расчетов для обоснования 
и выбора «базового» сценария из двух верифициро-
ванных стал анализ результатов тестов на определе-
ние антител в рандомизированных выборочных ис-
следованиях, которые проводились в Москве с 15 по 
23 мая 2020 г. Согласно официальным источникам 
и сообщениям пресс-службы Правительства Мо-
сквы, по результатам этого исследования вирусней-
трализующие антитела к SARS-CoV-2 были опре-
делены у 12,5% населения города10 [16]. C учетом 
информации о специфичности и чувствительности 
использованных тест-систем был получен «расчет-
ный» показатель доли инфицированного населения. 
Для этого из заявленной доли 12,5% были вычте-
ны возможные ложноположительные случаи (3,8%) 
и добавлены ложноотрицательные случаи (0,2%), 
в итоге получилось 8,9% населения Москвы, или 

10 Официальный портал Мэра и Правительства Москвы. 
Иммунитет к коронавирусу формируется у 12,5 процента 
москвичей. URL: https://www.mos.ru/news/item/74512073/ 
(дата обращения 20.07.2020).

1130 тыс. человек11. Эта оценка близка к резуль-
татам расчетов отношения выявленных случаев к 
«восстановленным» данным по кумулятивной забо-
леваемости, которая составляет 1 : 6 (IFR = 0,50%). 

Таким образом, для дальнейших исследований 
в качестве «базового» выбран сценарий с показате-
лем летальности 0,50%, который был обозначен как 
сценарий С0. На рис. 2, 3 приведены графики со-

11 SARS-CoV-2 IgM. URL: https://keul.de/wp-content/up-
loads/2020/04/IFU-SARS-CoV-2-IgM-CLIA-1.0.pdf  
(дата обращения 20.07.2020).

Рис. 3. Выявленные (зарегистрированные) случаи 
кумулятивной заболеваемости.

Cтатистические данные — SW_Stat, модельные — SW_0,16.
Fig. 3. Detected (reported) cases of cumulative incidence.

Statistical data — SW_Stat, model — SW_0,16.

Рис. 2. Выявленные (зарегистрированные) случаи ежедневной заболеваемости.
Статистические данные — W_Stat, модельные — W_0,16. 

Fig. 2. Detected (reported) cases of daily incidence.
Statistical data — W_Stat, model — W_0,16.
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ответствия модельных и статистических данных по 
зарегистрированной ежедневной и кумулятивной 
заболеваемости.

В соответствии с результатом расчетов отно-
шение выявленных случаев к «восстановленным» 
данным по кумулятивной заболеваемости составило 
1 : 6. На рис. 4 представлены результаты моделиро-
вания динамики «восстановленной» кумулятивной 
заболеваемости и для сравнения приведен график 
выявленных (зарегистрированных) случаев. Даль-
нейшие исследования проводились на основе «вос-
становленных» данных по базовому сценарию С0.

Прогнозно-аналитические исследования 
Анализ и прогноз текущей эпидемической  

ситуации по базовому сценарию (сценарий 1 : 6)
Использование математической модели позво-

ляет «проиграть» (на компьютере) различные сцена-
рии развития эпидемии, которые дают возможность 
ответить как на естественный для исследователя 

вопрос: «что будет, если…», так и на риторический 
вопрос: «что было бы, если…». Последний вопрос 
оказывается тоже полезным, т.к. позволяет оценить 
предпринятые системой здравоохранения меры и 
сравнить текущую ситуацию с гипотетически веро-
ятным сценарием развития эпидемии без предпри-
нятых мер.

На рис. 5 представлены графики ежедневной 
заболеваемости без введения мер противодействия 
и при реализованных ПЭМ. Введенные вовремя 
меры по изоляции инфицированных лиц (включая 
самоизоляцию населения) и социальному дистан-
цированию позволили существенно снизить еже-
дневную заболеваемость (примерно в 25 раз) и со-
хранить десятки тысяч жизней.

Проведенная идентификация параметров мо-
дели показала, что для сценария С0, обозначенно-
го как «базовый», ПЭМ, достигнутые к 12.06.2020, 
соответствуют следующим показателям: меры по 
изоляции на уровне 67% (доля от всех лиц в инфек-
ционной (заразной) стадии); меры, направленные 
на прерывание механизма передачи (гигиенические 
мероприятия на всех социально значимых объек-
тах, социальное дистанцирование, ношение масок 
и перчаток, личная гигиена) снизили вероятность 
передачи вируса до 14% от максимального значе-
ния (вероятность передачи до введения ограничи-
тельных мер). В соответствии с осуществлением 
этапов снятия ПЭМ (с сохранением социального 
дистанцирования и ношения масок) и предположе-
нием о повышении деловой активности в сентябре 
2020 г. при моделировании мы сделали допущение 
о незначительном (и постепенном) ослаблении мер 
в период с 12 июня до 25 сентября 2020 г.12,13 Дата 
25.09.2020 определена условно как вероятное нача-
ло проведения вакцинации населения г. Москвы14. 
При условии сохранения в дальнейшем уровня мер 
противодействия, достигнутого к 25.09.2020, еже-
дневная заболеваемость будет снижаться, соста-
вив лишь единичные случаи после января 2021 г.  
(рис. 6). Кумулятивное количество инфицирован-
ных лиц может составить 1,558 млн человек, а ку-

12 Методические рекомендации от 08.05.2020 № МР 3.1.0178-
20 «Определение комплекса мероприятий, а также 
показателей, являющихся основанием для поэтапного 
снятия ограничительных мероприятий в условиях 
эпидемического распространения COVID-19». URL: 
https://www.rospotrebnadzor.ru/upload /МР_поэтапное%20
снятие%20огранич._08.05.2020.pdf (дата обращения 
20.07.2020).

13 Сайт Сергея Собянина. Возвращение к нормальной жизни. 
Образование, театры, кино и детские развлекательные 
центры. URL: https://www.sobyanin.ru/otme-
na-ogranicheniy-obrazovanie-i-detskie-tsentry  
(дата обращения 20.07.2020). 

14 Умеренное снижение мер одновременно с началом 
вакцинации, например, с 25.11.2020, показывает 
аналогичные результаты моделирования.

Рис. 4. Выявленная (зарегистрированные случаи) 
(SW_0,16) и «восстановленная» кумулятивная  
заболеваемость в соответствии с выбранным  

базовым сценарием С0 (SW_C0). 
Fig. 4. Detected (reported cases) (SW_0,16)  

and «recovered» cumulative incidence in accordance  
with the selected baseline scenario C0 (SW_C0).

Рис. 5. Сравнение текущей ежедневной заболеваемости 
(W_C0) и гипотетической (без мер, W_no measures). 

Fig. 5. Comparison of the current daily morbidity (W_C0) 
and the hypothetical (without measures, W_no measures).
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мулятивное количество смертельных случаев при 
таком сценарии не превышает 8 тыс. 

Сценарий С0 показывает, что при сохранении 
достигнутых ПЭМ в течение продолжительного 
времени заболеваемость можно удерживать на до-
статочно низком уровне. Но что будет, если при до-
стижении низкого уровня заболеваемости ослабить 
меры? Для ответа на этот вопрос мы провели вы-
числительные эксперименты по прогнозным сцена-
риям.

Вычислительные эксперименты 
по прогнозным сценариям 

Для ограничения распространения инфекции 
основные ПЭМ должны быть направлены на 3 фак-
тора (движущие силы) эпидемического процесса: 

• источник инфекции (изоляция больных в за-
разной стадии);

• механизм передачи инфекции (прерывание 
основных путей передачи, включающее ги-
гиенические мероприятия на всех социально 
значимых объектах, социальное дистанциро-
вание, ношение масок и перчаток, усиление 
личной гигиены);

• восприимчивых лиц (плановая вакцинация, 
экстренная профилактика)15 [17]. 

Реальная ситуация складывалась таким обра-
зом, что основные меры до разработки новой вак-
цины были направлены на 2 фактора — источник 
инфекции и механизм передачи. Как показывает 
моделирование, введенные вовремя ограничитель-

15 Методические рекомендации МР 3.1.0170-20 
«Эпидемиология и профилактика COVID-19» (в редакции  
МР 3.1.0175-20 «Изменения № 1 в МР 3.1.0170-20  
«Эпидемиология и профилактика COVID-19», 
утв. Роспотребнадзором 30.04.2020). URL: https://
www.rospotrebnadzor.ru/upload/iblock/070/metod_
recomend_3.1.0170_20_v_1.pdf (дата обращения 20.07.2020).

ные меры позволили значительно снизить заболева-
емость (рис. 5). 

Успешно проведенные клинические испыта-
ния новой отечественной вакцины на доброволь-
цах позволяют с уверенностью планировать меры с 
учетом вакцинации населения. Можно ли при этом 
ослаблять меры противодействия, в каком объеме и 
какими темпами следует проводить вакцинацию? 
При каких условиях можно снижать меры без ри-
ска резкого подъема заболеваемости? Для ответа 
на поставленные вопросы мы разработали прогно-
зные сценарии развития эпидемической ситуации 
COVID-19 при различных изменениях ПЭМ, в том 
числе с учетом проведения различных объемов вак-
цинации населения Москвы (с началом вакцинации 
с 25.09.2020), и провели вычислительные экспери-
менты с моделью (табл. 1). 

Уровни ослабления мер противодействия в 
таб лице определены терминами: «незначительное», 
«умеренное» и «значительное», которые соответ-
ствуют следующим показателям:

• незначительное снижение мер — в среднем 
на 2% от достигнутого к 12.06.2020 уровня; 

• умеренное снижение мер — в среднем на 
13% от достигнутого к 25.09.2020 уровня;

• значительное снижение мер — в среднем на 
50% от достигнутого к 25.09.2020 уровня.

Прогнозные сценарии с различным уровнем  
снижения ПЭМ без вакцинации населения 
Результаты моделирования по прогнозным 

сценариям С1.0, С2.0, С3.0 (без вакцинации) пред-
ставлены на рис. 7.

Сценарий С1.0 иллюстрирует ситуацию, ког-
да на фоне единичных случаев заболевания (прак-
тически могут не регистрироваться даже единич-
ные случаи к концу февраля) к завершению подъ-
ема заболеваемости сезонными ОРВИ снимаются 

Рис. 6. Динамика ежедневного количества инфицированных лиц по базовому сценарию С0 (W_C0). 
Fig. 6. Dynamics of the daily number of infected cases according to the C0 baseline scenario (W_C0). 
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Таблица 1. Прогнозные сценарии — варианты комплекса ПЭМ
Table 1. Forecast scenarios — options for a complex of anti-epidemic measures

Сценарии
Scenarios

Изоляция инфицированных лиц и прерывание механизма  
передачи (гигиенические мероприятия на всех социально 

значимых объектах, социальное дистанцирование,  
ношение масок и перчаток, усиление личной гигиены)

Isolation of infected persons and interruption of the transmission 
mechanism (hygiene measures at all socially significant facilities, 

social distancing, wearing masks and gloves, strengthening  
of personal hygiene)

Объем и скорость вакцинации*
(суммарный объем, достигнутый 

на дату 01.01.21 —  
01.04.21 — 21.10.21)

Vaccination volume and rate*
(total volume reached

on the date 01.01.21 —  
01.04.21 — 21.10.21)

Сценарий С0 «базовый» (рис. 6)
Scenario C0 «Basic» (Fig. 6)

Незначительное снижение ПЭМ с 12 июня до сентября 2020 г. 
с последующим поддержанием их на достигнутом уровне

A slight decrease in measures from June 12 to September 2020, 
followed by their maintenance at the achieved level

Вакцинация не проводится
No vaccination

Сценарий С1.0 (рис. 7)
Scenario C1.0 (Fig. 7)

Значительное снижение ПЭМ с марта 2021 г.
Significant reduction in measures from March 2021

Вакцинация не проводится
No vaccination

Сценарий С1.1 (рис. 8)
Scenario C1.1 (Fig. 8)

Значительное снижение ПЭМ с марта 2021 г.
Significant reduction in measures from March 2021

2 млн — 4 млн — 6,5 млн
2M — 4M — 6.5M

Сценарий С1.2 (рис. 8)
Scenario C1.2 (Fig. 8)

Значительное снижение ПЭМ с марта 2021 г.
Significant reduction in measures from March 2021

300 тыс. — 2 млн — 6,5 млн 
300k — 2M — 6.5M

Сценарий С2.0 (рис. 7)
Scenario C2.0 (Fig. 7)

Умеренное снижение ПЭМ с сентября 2020 г.* 
Moderate reduction in measures from September 2020*

Вакцинация не проводится
No vaccination

Сценарий С2.1 (рис. 9)
Scenario C2.1 (Fig. 9)

Умеренное снижение ПЭМ с сентября 2020 г.* 
Moderate reduction in measures from September 2020*

2 млн — 4 млн — 6,35 млн
2M — 4M — 6.35M

Сценарий С2.2 (рис. 9)
Scenario C2.2 (Fig. 9)

Умеренное снижение ПЭМ с сентября 2020 г.*
Moderate reduction in measures from September 2020*

300 тыс. — 2 млн — 4,3 млн
300k — 2M — 4.3M

Сценарий С3.0 (рис. 7)
Scenario C3.0 (Fig. 7)

Значительное снижение ПЭМ c сентября 2020 г.*
Significant reduction in measures from September 2020*

Вакцинация не проводится
No vaccination

Сценарий С3.1 (рис. 10)
Scenario C3.1 (Fig. 10)

Значительное снижение ПЭМ с сентября 2020 г.*
Significant reduction in measures from September 2020*

2 млн — 2,3 млн — 2,3 млн
2M — 2.3M — 2.3M

Примечание. *Начало изменения ПЭМ совпадает с началом вакцинации — 25.09.2020.
Note. *Тhe beginning of the change in measures coincides with the beginning of vaccination — 25.09.2020.

ограничительные меры, например, начиная с марта 
2021 г., что равнозначно значительному снижению 
ПЭМ. При таких условиях и отсутствии вакцина-
ции имеется высокая вероятность нового подъема 
заболеваемости с пиком (380 тыс.) к середине авгу-
ста 2021 г. (рис. 7, W_C1.0).

Сценарий С2.0 иллюстрирует вероятность 
подъема заболеваемости (с пиком 65 тыс. в середи-
не июня 2021 г.) при умеренном снижении ПЭМ с 
конца сентября по январь 2021 г. и отсутствии вак-
цинации (рис. 7, W_C2.0).

Сценарий С3.0 иллюстрирует вероятность 
подъема заболеваемости (с пиком 360 тыс. в первых 
числах января 2021 г.) при значительном снижении 
ПЭМ с конца сентября по январь 2021 г. и отсут-
ствии вакцинации (рис. 7, W_C3.0).

Таким образом, вычислительные эксперимен-
ты показали, что существует вероятность подъема 
заболеваемости при ослаблении ПЭМ в отсутствие 
вакцинации населения. При этом высота пика еже-
дневной заболеваемости зависит от степени сниже-
ния ПЭМ и практически не зависит от времени на-
чала снижения мер. Следующий этап исследований 

связан с поиском объема и скорости охвата вакцина-
цией населения для предотвращения резкого подъе-
ма заболеваемости.

Прогнозные сценарии с различным объемом  
охвата вакцинацией населения 

Сценарий С1.1 соответствует проведению 
вакцинации населения с 25.09.2020 на фоне сохра-
нения достигнутого уровня мер до начала марта 
2021 г. и с последующим значительным снижени-
ем ПЭМ. При постепенном увеличении объема 
охвата вакцинацией населения до 2 млн человек к 
01.01.2021, затем увеличивая объем до 4 млн к на-
чалу апреля 2021 г. и постепенно достигая объема  
6,5 млн к концу августа 2021 г., удается предотвра-
тить экспоненциальный рост заболеваемости, на-
блюдаемый при отсутствии вакцинации по сцена-
рию С1.0 (рис. 8, W_C1.1).

Сценарий С1.2 — на фоне значительного ос-
лабления мер по изоляции и прерыванию механиз-
ма передачи с марта 2021 г. и при снижении объема 
охвата вакцинацией (с 25.09.2020) до 300 тыс. чело-
век к 01.01.2021 и до 2 млн к началу апреля 2021 г., 
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снижении темпа достижения суммарного объема 
вакцинации 6,5 млн человек к середине октября 
2021 г. полностью предотвратить подъем не удается 
и наблюдается появление небольшой второй волны 
заболеваемости с пиком (11 387 случаев) в середине 
декабря 2021 г. (рис. 8, W_C1.2).

Таким образом, для предотвращения значитель-
ного подъема заболеваемости на фоне проводимой 
вакцинации необходимо поддерживать остальные 
ПЭМ (по изоляции инфицированных лиц и преры-
ванию механизма передачи) до достижения объема 
охвата вакцинацией по крайней мере 2 млн человек. 
Сохранение мер (по изоляции и прерыванию меха-

низма передачи) до достижения суммарного охвата 
вакцинацией 4 млн человек позволяет практически 
предотвратить появление так называе мой второй 
волны. После достижения объема охвата населения  
4 млн человек возможно значительное снижение 
ПЭМ. При условии дальнейшего продолжения прове-
дения вакцинации до достижения объема охвата 50% 
населения Москвы возможна полная отмена ПЭМ.

Сценарий С2.1 — при умеренном снижении 
ПЭМ с конца сентября по январь 2021 г. и прове-
дении вакцинации (с 25.09.2020) с объемом 2 млн 
человек к 01.01.2021, 4 млн к 01.03.2021 и 6,35 млн 
к 01.11.2021 наблюдается низкая заболеваемость до 

Рис. 7. Результаты моделирования динамики ежедневной заболеваемости по прогнозным сценариям С1.0, С2.0, С3.0 
без вакцинации. 

Fig. 7. The modeling of the daily incidence dynamics under scenarios C1.0, C2.0, and C3.0 without vaccination.

Рис. 8. Сравнение динамики ежедневной заболеваемости по сценариям значительного снижения мер  
(по изоляции и прерыванию механизма передачи) с марта 2021 г. c разными темпами вакцинации.

Fig. 8. Comparison between the daily incidence dynamics under the scenario of a significant reduction in measures  
(isolation and breaking chains of transmission) from March 2021 and different rates of vaccination.
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01.01.2021, затем незначительный подъем заболе-
ваемости с пиком (1120 человек) в середине марта 
2021 г. (рис. 9, W_C2.1). 

Сценарий С2.2 — при умеренном снижении 
ПЭМ с конца сентября по январь 2021 г. и объемом 
охвата вакцинацией 300 тыс. до 01.01.2021, 2 млн к 
01.04.2021 и далее до 4,3 млн к 01.10.2021 приводит 
к более значимому подъему ежедневной заболева-
емости с пиком (18 302 человека) в конце апреля 
2021 г. (рис. 9, W_C2.2).

Проведение вакцинации на фоне умеренного 
ослабления ПЭМ (по изоляции инфицированных 
лиц и прерыванию механизма передачи) позволяет 
снизить заболеваемость, однако степень влияния 
зависит от времени начала, объема и скорости охва-
та населения вакцинацией.

Сценарий С3.1 — при значительном сниже-
нии ПЭМ с конца сентября по январь 2021 г. тре-
буются очень высокие темпы наращивания объ-
ема вакцинации в достаточно короткий срок, до 
начала подъема заболеваемости, т.е. к 300-му дню 
(01.01.2021). Достижение объема 2 млн человек к 
01.01.2021 не позволяет предотвратить экспоненци-
альный рост заболеваемости с пиком второй волны 
(220 тыс. человек) к 20.01.2021, такой объем дает 
возможность лишь снизить пик заболеваемости  
(с 360 тыс. до 220 тыс. человек) (рис. 10).

Таким образом, значительное ослабление ПЭМ 
одновременно с началом вакцинации не позволяет 
избежать существенного роста заболеваемости. 

Сводные результаты вычислительных экспери-
ментов по прогнозным сценариям представлены в 
табл. 2.

При сравнении сценариев С0 и С1.0 вычисли-
тельные эксперименты проиллюстрировали ситу-
ацию, когда, казалось бы, эпидемия уже сошла на 
нет, но при значительном снижении ПЭМ (начиная 
с марта 2021 г.) при отсутствии вакцинации имеет-
ся высокая вероятность значительного подъема за-
болеваемости с пиком 380 тыс. человек в середине 
августа 2021 г.

При сравнении сценариев С1.0 и С1.1 вычис-
лительные эксперименты показали, что проведение 
вакцинации с началом в конце сентября 2020 г. и до-
стижением объема 4 млн человек до начала значи-
тельного снижения ПЭМ предотвращает появление 
второй волны заболеваемости. 

При сравнении сценариев С1.0 и С1.2 вычис-
лительные эксперименты показали, что на фоне 
низкой заболеваемости начало проведения вакцина-
ции в конце сентября 2020 г. с суммарным объемом 
6,5 млн человек и более низким начальным темпом 
вакцинации (300 тыс. — 2 млн — 6,5 млн) не позво-
ляет полностью предотвратить подъем ежедневной 
заболеваемости с пиком 11 387 случаев в середине 
декабря 2021 г.

При сравнении сценариев С0 и С2.0 вычис-
лительные эксперименты показали, что на фоне 
умеренного снижения ПЭМ в сентябре 2020 г. без 
вакцинации наблюдается низкая заболеваемость 
до середины ноября 2020 г., затем подъем заболе-
ваемости с пиком 65 300 случаев в середине июня 
2021 г. 

При сравнении сценариев С2.0 и С2.1 вычис-
лительные эксперименты показали, что на фоне 
умеренного снижения ПЭМ в сентябре начало про-

Рис. 9. Сравнение динамики ежедневной заболеваемости по сценариям умеренного снижения ПЭМ с конца сентября 
по январь 2021 г. с разным темпом проведения вакцинации. 

Fig. 9. Comparison between the daily incidence dynamics under the scenario of a moderate reduction in EPMs  
from the end of September to January 2021 and different rates of vaccination.
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Рис. 10. Сравнение динамики ежедневной заболеваемости по сценарию значительного снижении ПЭМ с конца  
сентября по январь 2021 г. без вакцинации (W_C3.0) и при проведении вакцинации (W_C3.1).

Fig. 10. Comparison between the daily incidence dynamics under the scenario of a significant reduction in EPMs  
from late September to January 2021 without vaccination (W_C3.0) and with vaccination (W_C3.1).

ведения вакцинации в конце сентября 2020 г. с сум-
марным объемом 6,35 млн человек и умеренным 
темпом вакцинации (2 млн — 4 млн — 6,35 млн) 
позволит практически предотвратить вторую вол-
ну в конце апреля 2021 г. Наблюдается небольшой 
подъем заболеваемости (1120 случаев) в середине 
марта 2021 г. 

При сравнении сценариев С2.0 и С2.2 вычис-
лительные эксперименты показали, что на фоне 
умеренного ослабления ПЭМ начало проведения 
вакцинации в конце сентября с суммарным объемом 
4,3 млн человек и более низким начальным темпом 
вакцинации (300 тыс. — 2 млн — 4,3 млн) позволит 
снизить заболеваемость. Наблюдается небольшой 
подъем заболеваемости с пиком (18 302 случая) в 
конце апреля 2021 г. 

При сравнении сценариев С0 и С3.0 вычисли-
тельные эксперименты показали, что на фоне значи-
тельного снижения ПЭМ в сентябре без вакцинации 
наблюдается низкая заболеваемость до 01.11.2020, 
затем экспоненциальный рост ежедневной заболе-
ваемости с пиком (360 тыс. случаев) в начале января 
2021 г. 

При сравнении сценариев С3.0 и С3.1 вычис-
лительные эксперименты показали, что на фоне 
значительного снижения ПЭМ в сентябре начало 
проведения вакцинации в конце сентября с уме-
ренным начальным темпом (2 млн — 2,3 млн — 
2,3 млн) и максимально возможным суммарным 
объе мом 2,3 млн не может предотвратить появление 
второй волны. Вакцинация способствует уменьше-
нию пика ежедневной заболеваемости с 360 тыс. до 
220 тыс.человек. 

Выводы
Существует высокая вероятность подъема за-

болеваемости при ослаблении ПЭМ в отсутствие 
вакцинации населения. При этом высота пика еже-
дневной заболеваемости зависит от степени сни-
жения ПЭМ и практически не зависит от времени 
начала ослабления мер.

Значительное снижение ПЭМ одновременно с 
началом вакцинации не позволяет избежать суще-
ственного роста заболеваемости.

Проведение вакцинации на фоне ослабления 
ПЭМ (по изоляции инфицированных лиц и преры-
ванию механизма передачи) позволяет снизить за-
болеваемость, однако степень влияния зависит от 
времени начала, объема и скорости охвата населе-
ния вакцинацией.

Для предотвращения значительного подъема 
заболеваемости COVID-19 на фоне проводимой 
вакцинации необходимо поддерживать осталь-
ные ПЭМ (по изоляции инфицированных лиц и 
прерыванию механизма передачи) до достижения 
объема охвата вакцинацией около 2 млн человек. 
Оптимальным представляется сохранение вышеу-
казанных ПЭМ до достижения суммарного охвата 
вакцинацией 4 млн человек, после чего возможно 
значительное снижение ПЭМ. При охвате вакцина-
цией 50% населения Москвы возможна полная от-
мена ПЭМ.

Заключение
Целью моделирования не было точное пред-

сказание развития эпидемической ситуации в Мо-
скве. Наши исследования по прогнозным сценари-
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Таблица 2. Результаты моделирования по прогнозным сценариям
Table 2. Simulation results for forecast scenarios

Сценарии
Scenarios

Вакцинация
Vaccination 

Динамика ежедневной  
заболеваемости, пик

Dynamics of daily morbidity, peak

Кумулятивное  
количество  

инфицированных  
(на 01.02.2021)

Cumulative number  
of infected  

(as of 01.02.2021)

Кумулятивное количество 
летальных случаев  

(на 01.02.2021)
Cumulative deaths  
(as of 01.02.2021)

Сценарий С0 «базовый»  
(рис. 6)
Scenario C0 «Basic» 
(Fig. 6)

Не проводится
No vaccination

Ежедневная заболеваемость —  
единичные случаи после 

01.01.2021
Daily morbidity — isolated cases 

after 01.01.2021

1 557 718 7789

Сценарий С1.0 (рис. 7)
Scenario C1.0 (Fig. 7)

Не проводится
No vaccination

Пик второй волны 380 тыс.  
человек на 530-й день  

(в середине августа 2021 г.)
The peak of the second wave of 

380,000 people on day 530  
(mid-August 2021)

10 737 123 53 686

Сценарий С1.1 (рис. 8)
Scenario C1.1 (Fig. 8)

Проводится
Vaccinate

Нет подъема заболеваемости 
No rise in incidence

1 568 972 7832

Сценарий С1.2 (рис. 8)
Scenario C1.2 (Fig. 8)

Проводится
Vaccinate

Подъем заболеваемости с пиком 
11 387 человек на 662-й день 

(середина декабря 2021 г.)
Rise in incidence with a peak  
of 11,387 people on day 662  

(mid-December 2021)

2 691 315 13 082

Сценарий С2.0 (рис. 7)
Scenario C2.0 (Fig. 7)

Не проводится
No vaccination

Пик второй волны 65 000 человек 
на 430-й день (в середине июня 

2021 г.)
The peak of the second wave  
of 65,000 people on day 430  

(mid-June 2021)

7 678 221 38 391

Сценарий С2.1 (рис. 9)
Scenario C2.1 (Fig. 9)

Проводится
Vaccinate

Подъем заболеваемости  
1120 человек на 378-й день  

(середина марта 2021 г.)
The increase in the incidence  

of 1120 people on day 378  
(mid-March 2021)

1 717 293 8586

Сценарий С2.2 (рис. 9)
Scenario C2.2 (Fig. 9)

Проводится
Vaccinate

Пик 18 302 случаев на 417-й день 
(конец апреля 2021 г.)

Peak 18,302 cases on day 417  
(end of April 2021)

3 610 443 18 052

Сценарий С3.0 (рис. 7)
Scenario C3.0 (Fig. 7)

Не проводится
No vaccination

Пик 360 тыс. случаев на 310-й 
день (к 20.01.2021)

Peak 360,000 cases on day 310  
(20 January 2021)

10 728 363 53 642

Сценарий С3.1 (рис. 10)
Scenario C3.1 (Fig. 10)

Проводится
Vaccinate

Пик 220 тыс. случаев на 320-й 
день (к 20.01.2021)

Peak 220,000 cases on day 320  
(20 January 2021)

8 356 263 41 781

ям имели своей целью поиск возможностей управ-
ления эпидемической ситуацией при различных 
вариантах ее развития. Как показывают результаты 
вычислительных экспериментов, в настоящее время 
существует возможность избежать появления так 
называемой второй волны эпидемии COVID-19 при 
рациональной стратегии комплекса противоэпиде-
мических мероприятий, включающего вакцинацию 

населения. Оптимальным представляется сохра-
нение мер (на достигнутом уровне) по изоляции и 
прерыванию механизма передачи до достижения 
суммарного объема охвата вакцинацией 4 млн чело-
век, после чего возможно значительное ослабление 
противоэпидемических мероприятий. При охвате 
вакцинацией 50% населения Москвы возможна их 
полная отмена.
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Predicting the dynamics of Covid-19 incidence and planning 
preventive vaccination measures for Moscow population based  
on mathematical modeling
Мarina N. Asatryan1 , Elita R. Gerasimuk2, Denis Yu. Logunov1,  
Tatyana A. Semenenko1, Aleksander L. Gintsburg1

1N.F. Gamaleya Federal Research Centre for Epidemiology and Microbiology, 123098, Moscow, Russia; 
2Dubna State University, 141982, Dubna, Russia

The results of the predictive analytical studies on Covid-19 incidence dynamics in Moscow, taking into account 
different changes in epidemic prevention measures, including vaccination coverage of the population, are 
presented.
Research Objective. Using the new epidemiological model for analysis and prediction of the Covid-19 incidence 
dynamics in Moscow and outlining main strategies in implementing epidemic prevention measures (EPMs), 
including vaccination  in 2020/2021.
Materials and methods. The epidemiological model is based on the Russian approach to mathematical 
modeling of epidemics, known as Epiddynamics. The medium-term forecasting incorporated probable scenarios 
of epidemic development with different EPMs (isolation of the infected and contacts, breaking the transmission 
chains), including different rates of vaccination coverage in Moscow.
Results and discussion. The computational simulations demonstrated that the incidence rate is likely to increase 
with scaling down EPMs and zero vaccination coverage. At the same time, the daily incidence rate depends on 
the degree of EPMs reduction and basically does not depend on the time when the reduction begins. With 
scaled-down EPMs, vaccination can decrease the incidence, though its effectiveness will depend on the time of 
its commencement, coverage and rate.
Conclusion. The  computational simulations showed that the vaccination will be efficient for prevention of new 
surges in COVID-19 cases only if the other EPMs (isolation of the infected and contacts, breaking the transmission 
chains) are still in place until the vaccination coverage reaches about 2 million people. Ideally, the measures 
aimed at isolation and breaking of transmission chains should be continued until the total vaccination coverage 
reaches 4 million people, after which the restrictive measures can be scaled down significantly. With vaccination 
coverage of 50% of the population of Moscow, the restrictive measures can be completely discontinued.

Keywords: Covid-19, SARS-CoV-2, epidemic process, epidemiological model, potential scenarios, epidemic 
prevention measures, predictive analytical studies.
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Rationale
The problem of the emergence of epidemics and 

pandemics of infectious diseases and the search for pre-
ventive measures will never lose their relevance. The 
head of the Laboratory of Epidemiological Cybernet-
ics at the Gamaleya Research Institute of Epidemiolo-
gy and Microbiology, D. Eng. Sci. B.V. Boev wrote in 
2005: "According to forecasts, in the first half of this 
century, anywhere in the world, one should expect an 
epidemic or an outbreak of both "new" and "old" infec-
tious diseases. In this context, advanced scientific stud-
ies on the analysis and forecasting of probable scenarios 
for development of epidemics of dangerous infectious 
diseases that may occur as a result of natural and man-
made emergencies are of particular importance" [1].

After an outbreak of pneumonia had been report-
ed in Wuhan in December 2019, the novel coronavi-

rus quickly spread across all countries and continents. 
By early August 2020, the number of recorded SARS-
CoV-2 cases exceeded 18 million people, with the death 
toll reaching more than 688 thousand fatalities caused 
by the coronavirus. In Russia, due to the epidemic pre-
vention measures, we were able to curb the spread of 
the virus; however, according to official statistics, by 
the beginning of August 2020, more than 850 thousand 
of SARS-CoV-2 cases and 14 thousand deaths had been 
reported in Russia. In the meantime, the true number of 
people who have been infected with the virus far ex-
ceeds the number of reported cases. The proportion of 
unidentified infected people, according to various stud-
ies, can range from 11.6% to 35.8% [2–5].

The SARS-CoV-2 virus continues its global 
spread. We have great expectations for vaccines that 
are being developed at leading research centers around 

1ФГБУ «Национальный исследовательский центр эпидемиологии и микробиологии имени почетного академика 
Н.Ф. Гамалеи», 123098, Москва, Россия; 
2Государственный университет «Дубна», 141982, Дубна, Россия

Введение. Распространение вируса SARS-CoV-2 продолжается во всем мире. Большие надежды возла-
гаются на вакцины, которые разрабатываются во многих ведущих научных центрах мира, в том числе в 
России.
Цель исследования — с помощью разработанной эпидемиологической модели провести анализ и прогноз 
динамики заболеваемости COVID-19 на территории Москвы и определить основные подходы к организа-
ции противоэпидемических мероприятий (ПЭМ) с учетом вакцинации населения на сезон 2020/2021 гг. 
Материалы и методы. Эпидемиологическая модель разработана на базе отечественной теории матема-
тического моделирования эпидемий «Эпиддинамика». Прогнозную оценку на среднесрочный период про-
водили на основе прогнозных сценариев развития эпидемической ситуации при различных изменениях 
ПЭМ (по изоляции инфицированных и контактных лиц, прерыванию механизма передачи), в том числе с 
учетом различных объемов вакцинации населения Москвы.
Результаты и обсуждение. Вычислительные эксперименты показали, что существует вероятность 
подъема заболеваемости при ослаблении ПЭМ в отсутствие вакцинации населения. При этом высота 
пика ежедневной заболеваемости зависит от степени снижения ПЭМ и практически не зависит от вре-
мени начала их снижения. Проведение вакцинации на фоне ослабления ПЭМ позволяет снизить забо-
леваемость, однако степень влияния зависит от времени начала, объема и скорости охвата населения 
вакцинацией. 
Заключение. Результаты вычислительных экспериментов показали, что для предотвращения значитель-
ного подъема заболеваемости COVID-19 на фоне проводимой вакцинации необходимо поддерживать 
остальные ПЭМ до достижения объема охвата вакцинацией около 2 млн человек. Оптимальным пред-
ставляется сохранение мер по изоляции и прерыванию механизма передачи до достижения суммарного 
объема охвата вакцинацией 4 млн человек, после которого возможно значительное ослабление ограничи-
тельных мер; при охвате вакцинацией 50% населения Москвы возможна их полная отмена.

Ключевые слова: COVID-19; SARS-CoV-2; эпидемический процесс; эпидемиологическая модель; про-
гнозные сценарии; противоэпидемические мероприятия; прогнозно-аналитические исследования.
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the world, including Russia1,2. The new vaccine against 
coronavirus developed at the Gamaleya National Cen-
ter for Epidemiology and Microbiology has successful-
ly passed the clinical trials; its manufacturing is sche-
duled for September 2020, and then it will be available 
for vaccination of the population.

The use of an appropriate epidemiological model 
makes it possible to "recover" data on the incidence, 
and, by using them, to perform computational simu-
lations of various scenarios of the epidemic situation. 
It seems relevant to conduct predicative and analytical 
studies based on the mathematical model of the spread 
of SARS-CoV-2 and to select the most reasonable sce-
narios of epidemic prevention measures (EPMs), in-
cluding vaccination of the population (through the ex-
ample of Moscow).

Materials and methods
The new epidemiological model incorporated data 

from the published studies on clinical features, patho-
genesis and epidemiology of Covid-19, statistical data 
on the reported Covid-19 cases and deaths in Moscow 
over the observation period3 as well as census data on 
the population of Moscow (12.678 million people)4.

The new deterministic mathematical model is 
based on the Epiddynamics approach incorporating 
patterns of infection process development (among indi-
viduals) to get an insight into   the dynamics of the epi-
demic process in the population [6]. The Epiddynamics 
approach was successfully used in mathematical mod-
eling and analysis of the spread of significant infectious 
and non-infectious diseases [7–11]. We used a SEIRF 
type model as a basis to study the infection dynamics in 
individuals going through different phases: susceptible 
(S), exposed (or the incubation period) (E), infected (I), 
recovered (R) or fatal (F). For modeling, the estimated 
duration of the phases was as follows: the incubation 
period after exposure 2–14 days, the clinical (infec-
tious) stage 7–14 days [12].

The probability of an individual’s moving to the 
next stage is set by the functions: γ (τ) is the function 
of the incubation period; δ (τ) is the function of infec-

1 Official website of the Ministry of Health, COVID-19 in 
Russia. URL: https://covid19.rosminzdrav.ru (reference date 
20.07.2020).

 URL: https://covid19.rosminzdrav.ru/mihail-murashko-17-vak-
czin-protiv-koronavirusa-pokazali-sebya-kak- perspektivnye/ 
(reference date 20.07.2020). 

2 WHO. COVID-19 Strategy Update. 20.05.2020.
 URL: https://apps.who.int/iris/bitstream/handle/10665/332159/

WHO-2019-nCoV-Framework_Mass_Vaccination-2020.1-rus.
pdf  (reference date 20.07.2020).

3 Stopkoronavirus.rf. Reports of the Communication Center of 
the Government of the Russian Federation on the situation with 
the coronavirus URL: https://стопкоронавирус.рф/info/ofdoc/
reports (reference date 20.07.2020)

4 Federal State Statistics Service.  URL: https://gks.ru (reference 
date  20.07.2020).

tion development. The mathematical model of epide-
mic development is presented as a system of nonlin-
ear integro-differential equations in partial derivatives 
with initial and boundary conditions [1]. The model has 
been successfully verified with statistical data on mor-
bidity (with consideration of "recovered" data, ref. to 
section 1). The model disregards seasonal variations in 
the virus virulence. In addition, it was assumed that the 
virus did not significantly mutate during the 2020/2021 
season. The potential scenarios were developed with 
consideration for a new vaccine and 70% immunolog-
ical efficacy.

The research was carried out in several stages:
1. Recovery of data on the Covid-19 incidence and 

selection of the baseline scenario;
2. Predictive and analytical studies, including:
2.1. Analysis and prediction of the current epi-

demic situation (according to the baseline scenario);
2.2. Computational simulations based on the po-

tential scenarios.
At the final stage, the obtained results were inter-

preted and conclusions were made.

Results and discussion

Recovery of incidence data and selection  
of a baseline scenario

The existence of asymptomatic and mildly symp-
tomatic cases being a distinctive feature of the novel 
coronavirus infection contributes to the transmission of 
infection in the population [13]. While severe and mod-
erately severe cases are recorded in clinics and hospi-
tals, patients with mild or absent symptoms may not 
seek help. Prior to the large-scale sero-epidemiological 
studies, only a small proportion of asymptomatic cases 
was identified through epidemiological contact tracing 
[14]. Thus, the number of reported cases is only a tip 
of the iceberg, and the complete picture is required for 
correct interpretation of the epidemic situation. There-
fore, the first stage of our research was focused on com-
putations and recovery of the source data.

The data on Covid-19 incidence among the popu-
lation of Moscow were recovered by two parameters, 
which were compared later:

1) by estimating upper and lower bounds in mor-
tality from Covid-19 (Infection-Fatality Rate),

2) by estimating the immune stratum of the Mos-
cow population through the analysis of the representa-
tive sample.

The infection-fatality rate (IFR) was estimated 
through the systematic review of the reference litera-
ture and the meta-analysis of research results obtained 
by G. Meyerowitz-Katz and L. Merone [15]. Unlike the 
CFR (the case fatality rate), which is the ratio between 
the number of deaths and the number of reported (de-
tected) cases, IFR is calculated as the ratio between the 
number of deaths from infection and the number of all 
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infected people (including asymptomatic and mildly 
symptomatic cases of infection). The IFR in European 
countries averaged 0.64% at a confidence interval (CI) 
of 0.50–0.78% [15]. 

The data on mortality in Moscow from the Emer-
gency Operations Center correspond to the number 
of deaths due to Covid-195. In accordance with inter-
national guidelines for the certification and coding of 
Covid-19 as a cause of death6, the source data were 
recalculated with consideration for the cases when the 
SARS-CoV-2 virus had a significant impact on the de-
velopment of fatal complications of the disease7,8.

The calculations based on the data9 showed that in 
April, the number of deaths totaled 850 + 360 = 1,165 
cases; in May, the number of deaths was 2,757 + 980 =  
3,737 cases. Since the number of deaths in March was 
several times lower than in April and May (without 
breakdown by the cause), 24 death cases recorded in 
the statistical reports of the Emergency Operations 
Center were taken for calculations. Thus, from the date 
of official registration to June 1, 2020, the number of 
deaths totals 4,926 cases.

Based on the number of deaths by June 01, 2020 
(4,926 cases), we performed calculations, using the 
model, to find the ratio between the number of detected 
cases and the number of "recovered" cases, where the 
calculated (model) number of deaths by June 1 will be 
close to 4,926. For the upper bound of the mortality rate 
(IFR 0.78%), the ratio between the detected (reported 
cases) and the "recovered" cases is approximately 25% 
or 1 : 4. For example, by June 1, 2020 the cumulative 
incidence is 718,687 cases according to the model, and 
183,088 cases according to official statistics. For the 
lower bound of the fatality rate (IFR 0.50%), the ra-
tio between the detected (reported cases) and the mod-
el-based "recovered" cases is approximately 16% or  
1 : 6. For example, the cumulative incidence by June 

5 Official website of the Ministry of Health, COVID-19 in Russia. 
URL: https://covid19.rosminzdrav.ru 

 URL:https://static-1.rosminzdrav.ru/system/attachments/attach-
es/000/050/527/original/27052020_MR_STAT_1.pdf (reference 
date 20.07.2020). 

6 WHO. COVID-19 - GUIDELINES FOR DEATH CERTIFICA-
TION AND CODING.20.04.2020. 

 URL: https://www.who.int/classifications/icd/Guidelines_
Cause_of_Death_COVID-19-20200420-RU.pdf?ua=1 (refer-
ence date 20.07.2020).

7 Official website of the Ministry of Health, COVID-19 in Russia. 
URL: https://covid19.rosminzdrav.ru. 

 URL: https://mosgorzdrav.ru/professional/covid-19 (reference 
date 20.07.2020). 

8 WHO. Media briefing on #COVID19 with @DrTedros. 
10.06.2020. 

 URL: https://twitter.com/WHO/status/1270739116078981120 
(reference date 20.07.2020).

9 Natural movement of the population in the context of the con-
stituent entities of the Russian Federation in January-May 2020.

 URL: https://rosstat.gov.ru/storage/mediabank/yjmHZnUV/
edn05-2020.htm (reference date 20.07.2020).

1, 2020 is 1,134,836 cases according to the model, and 
183,088 cases according to official statistics.

The curve of the verified cumulative incidence 
(detected cases) for two calculation examples (1 : 6 and 
1 : 4) matches the curve of official statistics (Fig. 1).

The next stage required for well-grounded selec-
tion of the baseline scenario from two verified scena-
rios included the analysis of the antibody test results 
obtained during the randomized sample studies, which 
were performed in Moscow from May 15 to May 23, 
2020. According to official sources and press service 
of the Moscow government, SARS-CoV-2 neutralizing 
antibodies were found in 12.5%   of the city's popula-
tion10 [16].

 Taking into account the specificity and sensitivity 
of the test systems, the proportion of the infected pop-
ulation was estimated. For this purpose, the possible 
false-positive cases amounting to 3.8% were subtract-
ed from the declared portion of 12.5%, and then, the 
false-negative cases amounting to 0.2% were added, 
representing 8.9% of Moscow population, or 1,130 thou-
sand people11. This estimate is close to the calculated 
ratio between the detected cases and "recovered" cases, 
which is 1: 6 (at 0.50% IFR).

Thus, for further studies, the scenario with the 
mortality rate of 0.50% was chosen as the baseline or 
C0 scenario. Figures 2 and 3 show the graphs of the 
model and statistical data on the recorded daily and cu-
mulative incidence.

Based on the calculations, the ratio between the 
detected cases and the "recovered" cases was 1 : 6.  

10 Official portal of the Mayor and the Government of Moscow. 
Immunity to coronavirus is formed in 12.5%.

 URL: https://www.mos.ru/news/item/74512073/ (reference date 
20.07.2020). 

11 SARS-CoV-2 IgM. URL: https://keul.de/wp-content/up-
loads/2020/04/IFU-SARS-CoV-2-IgM-CLIA-1.0.pdf (reference 
date 20.07.2020).

Fig. 1. The result of model verification is a comparison  
of models (SW_0,16; SW_0,25) and statistical data  
on cumulative morbidity (detected cases, SW_Stat). 
Here and in Figs. 2–9: the horizontal axis shows the dates;  

the vertical axis shows the number of cases.

JOURNAL OF MICROBIOLOGY, EPIDEMIOLOGY AND IMMUNOBIOLOGY. 2020; 97(4) 
DOI: https://doi.org/10.36233/0372-9311-2020-97-4-1

ORIGINAL RESEARCHES



293

Figure 4 shows the modeling of the dynamics of the 
"recovered" cumulative incidence and the graph of the 
detected (reported) cases for reference. The further 
studies were based on the "recovered" data for the base-
line scenario C0.

Predictive and analytical studies
Analysis and prediction of the current epidemic 

situation according to the baseline scenario  
(scenario 1 : 6)

The use of a mathematical model allows us to play 
out (by using the computer) various scenarios of epi-
demic development, making it possible to answer two 
questions: "What will happen if…" and "what would 
happen if…". The last question is also useful, as it helps 
evaluate the measures taken by the healthcare system 
and compare the current situation with a hypothetically 
probable scenario for the epidemic development with-
out the implemented measures.

Figure 5 shows the graphs of daily incidence 
without preventive measures (red line) and with the im-
plemented EPMs. As can be seen in Fig. 5, the timely 
implemented measures for isolation of the infected (in-
cluding self-isolation of the population) and social dis-
tancing significantly reduced the daily incidence (ap-
proximately by 25 times) and saved thousands of lives.

The analysis of the model parameters showed that 
for the baseline C0 scenario, EPMs implemented by 
June 12, 2020 resulted in the following: the isolation 
reached 67% (the proportion of all infected (conta-
gious) people); measures aimed at breaking the chains 
of transmission (hygienic precautions at all socially sig-
nificant facilities, social distancing, wearing face masks 

Fig. 3. Detected (reported) cases of cumulative incidence.
Statistical data — SW_Stat, model — SW_0,16.

Fig. 2. Detected (reported) cases of daily incidence.
Statistical data — W_Stat, model — W_0,16.
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Fig. 4. Detected (reported cases) (SW_0,16)  
and «recovered» cumulative incidence in accordance  

with the selected baseline scenario C0 (SW_C0).
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and gloves, personal hygiene) reduced the probability 
of virus transmission to 14% of its maximum value (the 
probability  of transmission before adoption of the re-
strictive measures). Taking into account the elimination 
of restrictions (while retaining social distancing and 
mask wearing) and expecting an increase in business 
activity in September, we assumed a slight (and gra-
dual) EPM reduction from June 12 to September 25, 
202012,13. The date of September 25, 2020 is selected 
randomly as the probable commencement of vaccina-
tion among the population of Moscow14. Provided that 
the level achieved by September 25, 2020 due to the 
prevention measures remains stable in the future, the 
daily incidence will decrease, comprising singular cas-
es after January 2021 (Fig. 6). The cumulative number 
of the infected can total 1.558 million, and the cumu-
lative number of deaths will not exceed 8 thousand ac-
cording to this scenario.

The C0 scenario shows that if the adopted EPMs 
remain effective for a long time, the incidence can stay 
at a fairly low level. But what will happen if measures 
are scaled down when the incidence rate is low? To an-
swer this question, we performed computational simu-
lations under the scenarios presented below.

Computational simulations under  
potential scenarios

To reduce and prevent the spread of infection, the 
main EPMs should be aimed at 3 factors (drivers) of 

12 Methodological Guidelines of 08.05.2020 MR 3.1.0178-20 
«Determination of a set of measures, as well as indicators that 
are the basis for the phased lifting of restrictive measures in the 
context of the epidemic spread of COVID-19».

 URL: https://www.rospotrebnadzor.ru/upload /МР_
поэтапное%20снятие%20огранич._08.05.2020.pdf (reference 
date 20.07.2020). 

13 Sergey Sobyanin's website. Return to normal life. Educational, 
theater, cinema and children's entertainment centers. 

 URL: https://www.sobyanin.ru/otmena-ogranicheniy-obrazo-
vanie-i-detskie-tsentry (reference date 20.07.2020). 

14 A moderate reduction in measures and vaccination commence-
ment from 25.11. 2020 show similar simulation results. 

the epidemic process: The source of infection (isola-
tion of contagious patients), transmission of infection 
(breaking the chain of infection through different mea-
sures, including hygiene preventive measures in public 
spaces and social facilities, social distancing, wearing 
face masks and gloves, improved personal hygiene), 
and susceptible individuals (routine vaccination, emer-
gency preventive care)15 [17]. Before the new vaccine 
was developed, the main measures were focused on two 
factors — source of infection and transmission chains. 
The model shows that timely adopted restrictive mea-
sures helped significantly reduce the disease incidence 
(Figure 5).

The successful clinical trials of the new Russian 
vaccine with participation of volunteers add confidence 
in planning of the measures including vaccination of 
the population. Can EPMs be scaled down? What co-
verage and rate of vaccination are required? Under 
what conditions can the measures be reduced without 
causing a surge in Covid-19 cases? To answer these 
questions, we prepared potential scenarios of develop-
ment of the Covid-19 epidemic situation, taking into 
account different changes in EPMs and various ranges 
of vaccination coverage of the Moscow population (the 
vaccination commencement on September 25, 2020). 
In addition, we conducted computational simulations 
with the model (Table 1).

The EPM reduction levels are shown in the table 
as slight, moderate and significant, in percentage terms:

• Slight (insignificant) reduction in measures —
reduction by 2% from the level achieved by 
June 12, 2020;

• Moderate reduction in measures — reduction by 
13% from the level achieved by September 25, 
2020;

• Significant reduction in measures — reduction 
by 50% from the level achieved by September 
25, 2020.

Potential scenarios with different levels of reduction  
in EPMs without vaccination of the population
The modeling results for potential scenarios C1.0, 

C2.0, and C3.0 (without vaccination) are shown in  
Fig. 7.

Scenario C1.0 illustrates the situation when there 
are only a few isolated cases of the disease (or no cases 
may be recorded by the end of February) and seasonal 
ARVI (acute respiratory viral infection) incidence goes 
down, the restrictive measures will be eliminated, for 
example, starting from March 2021, which means a sig-

15 Methodological Guidelines MR 3.1.0170-20. Epidemiology and 
Prevention of COVID-19 (read with MR 3.1.0175-20, Amend-
ment No. 1 in MR 3.1.0170-20, Epidemiology and Prevention of 
COVID-19, approved by Rospotrebnadzor on 30/4/2020). 

 URL: https://www.rospotrebnadzor.ru/upload/iblock/070/metod_
recomend_3.1.0170_20_v_1.pdf (reference date 20.07.2020).

Fig. 5. Comparison of the current daily morbidity (W_C0) 
and the hypothetical (without measures, W_no measures).
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nificant reduction in EPMs. Under such conditions and 
in absence of vaccination, there is a high probability of 
a new surge in cases and an incidence peak (380,000) 
reached by mid-August 2021 (Fig. 7, W_C1.0).

Scenario C2.0 illustrates the likelihood of in-
creased incidence (with a peak of 65 thousand in mid-
June 2021), when there is a moderate reduction in 
EPMs, from late September to January 2021, and no 
vaccination (Fig. 7, W_C2.0).

Scenario C3.0 illustrates the likelihood of in-
creased incidence (with a peak of 360 thousand in early 
January 2021), when there is a significant reduction in 
EPMs, from late September to January 2021, and no 
vaccination (Fig. 7, W_C3.0).

Thus, computational simulations have shown that 
the incidence rates are likely to increase if EPMs are 
scaled down and the vaccination is not available. At 

the same time, the daily incidence peak rates depend 
on the extent of EPM reduction and do not depend 
on the time when the reduction starts. The next stage 
of our research focuses on the vaccination coverage 
and rate required to prevent a sharp increase in the 
incidence.

Potential scenarios with different vaccination  
coverage of the population

Scenario C1.1: The vaccination of the popula-
tion starts September 25, 2020 and the achieved level 
of measures is maintained till the beginning of March 
2021 when EPMs can be significantly reduced. If the 
vaccination coverage gradually increases to 2 million 
people by January 1, 2021 and, then to 4 million peo-
ple by the beginning of April, reaching the level of 6.5 
million by the end of August 2021, the exponential in-

Fig. 6. Dynamics of the daily number of infected cases according to the C0 baseline scenario (W_C0). 
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Table 1. Forecast scenarios — options for a complex of anti-epidemic measures

Scenarios
Isolation of infected persons and interruption of the transmission 
mechanism (hygiene measures at all socially significant facilities, 

social distancing, wearing masks and gloves, strengthening  
of personal hygiene)

Vaccination volume and rate*
(total volume reached

on the date 01.01.21 —  
01.04.21 — 21.10.21)

Scenario C0 «Basic» (Fig. 6) A slight decrease in measures from June 12 to September 2020, 
followed by their maintenance at the achieved level

No vaccination

Scenario C1.0 (Fig. 7) Significant reduction in measures from March 2021 No vaccination

Scenario C1.1 (Fig. 8) Significant reduction in measures from March 2021 2M — 4M — 6.5M

Scenario C1.2 (Fig. 8) Significant reduction in measures from March 2021 300k — 2M — 6.5M

Scenario C2.0 (Fig. 7) Moderate reduction in measures from September 2020* No vaccination

Scenario C2.1 (Fig. 9) Moderate reduction in measures from September 2020* 2M — 4M — 6.35M

Scenario C2.2 (Fig. 9) Moderate reduction in measures from September 2020* 300k — 2M — 4.3M

Scenario C3.0 (Fig. 7) Significant reduction in measures from September 2020* No vaccination

Scenario C3.1 (Fig. 10) Significant reduction in measures from September 2020* 2M — 2.3M — 2.3M

Note. *Тhe beginning of the change in measures coincides with the beginning of vaccination — 25.09.2020.
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crease in the incidence observed with zero vaccination 
in scenario C1.0 (Fig. 8, W_C1.1) will be prevented.

Scenario C1.2L The isolation measures and the 
measures aimed at breaking chains of transmission are 
significantly reduced from March 2021 and the vacci-
nation coverage (from September 25) is scaled down to 
300 thousand people by January 1, 2021 and to 2 million 
people by early April 2021, totaling 6.5 million people 
vaccinated by mid-October 2021. It will not be possible 
to completely prevent the increase, and there will be 
a small second wave of Covid-19 with a peak (11,387 
cases) in mid-December 2021. (Fig. 8, W_C1.2).

Thus, to prevent a significant increase in the inci-
dence, the vaccination must be conducted together with 
the other EPMs (isolation  and breaking chains of trans-
mission) until the vaccination coverage reaches at least 
2 million people. The measures (isolation and breaking 

chains of transmission) remaining in effect until a total 
vaccination coverage of 4 million people is achieved 
will it possible to prevent the so-called second wave. 
After 4 million people are vaccinated, EPMs can be re-
duced significantly. If the vaccination is administered 
until 50% of the Moscow residents are vaccinated, 
EPMs can be completely discontinued.

Scenario C2.1: A moderate reduction in EPMs 
from the end of September to January 2021, and the 
vaccination (from September 25) covering 2 million 
people by January 2021, 4 million people by March 
2021 and 6.35 million people by October-Novem-
ber 2021 will result in a low incidence until January 
2021, followed by a slight surge in cases with a peak 
(1,120 people) in mid-March (Fig. 9, W_C2.1).

Scenario C2.2: A moderate reduction in EPMs 
from late September 2020 to January 2021 and the 

Fig. 7. The modeling of the daily incidence dynamics under scenarios C1.0, C2.0, and C3.0 without vaccination.

Fig. 8. Comparison between the daily incidence dynamics under the scenario of a significant reduction in measures  
(isolation and breaking chains of transmission) from March 2021 and different rates of vaccination.
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vaccination covering 300 thousand people by January 
2021, 2 million people by early April and then 4.3 mil-
lion by October 2021 will lead to a more significant 
increase in the daily incidence with a peak (18,302 peo-
ple) at the end of April 2021. (Fig. 9, W_C2.2).

The vaccination conducted while EPMs (isolation 
and breaking the chains of transmission) are moderate-
ly reduced can contribute to the decreasing incidence, 
though its effectiveness depends on the time of its com-
mencement, on its coverage and rate.

Scenario C3.1: A significant reduction in EPMs 
from the end of September to January 2021 will require 
a very high rate of vaccination within a short period by 

the 300th day (2021) before the incidence begins to rise. 
The coverage 2 million people reached by 2021 is not 
sufficient for preventing an exponential increase in the 
incidence with a peak of the second wave (220,000 pe-
op le) reached by January 20, 2021. The above co verage 
helps decrease the incidence rate (from 360 thousand to 
220 thousand people) (Fig. 10).

Thus, it has been shown that the vaccination ac-
companied by a significant reduction in EPMs will not 
prevent a significant increase in the incidence.

The summarized results of computational simu-
lations under the potential scenarios are presented in 
Table 2.

Fig. 9. Comparison between the daily incidence dynamics under the scenario of a moderate reduction in EPMs  
from the end of September to January 2021 and different rates of vaccination.

Fig. 10. Comparison between the daily incidence dynamics under the scenario of a significant reduction in EPMs  
from late September to January 2021 without vaccination (W_C3.0) and with vaccination (W_C3.1).
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Table 2. Simulation results for forecast scenarios

Scenarios Vaccination Dynamics of daily morbidity, peak
Cumulative number  

of infected  
(as of 01.02.2021)

Cumulative deaths  
(as of 01.02.2021)

Scenario C0 «Basic» 
(Fig. 6)

No vaccination Daily morbidity — isolated cases 
after 01.01.2021

1 557 718 7789

Scenario C1.0 (Fig. 7) No vaccination The peak of the second wave of 
380,000 people on day 530  

(mid-August 2021)

10 737 123 53 686

Scenario C1.1 (Fig. 8) Vaccinate No rise in incidence 1 568 972 7832

Scenario C1.2 (Fig. 8) Vaccinate Rise in incidence with a peak  
of 11,317 people on day 662  

(mid-December 2021)

2 691 315 13 082

Scenario C2.0 (Fig. 7) No vaccination The peak of the second wave  
of 65,000 people on day 430  

(mid-June 2021)

7 678 221 38 391

Scenario C2.1 (Fig. 9) Vaccinate The increase in the incidence  
of 1120 people on day 378  

(mid-March 2021)

1 717 293 8586

Scenario C2.2 (Fig. 9) Vaccinate Peak 18,302 cases on day 417  
(end of April 2021)

3 610 443 18 052

Scenario C3.0 (Fig. 7) No vaccination Peak 360,000 cases on day 310  
(20 January 2021)

10 728 363 53 642

Scenario C3.1 (Fig. 10) Vaccinate Peak 220,000 cases on day 320  
(20 January 2021)

8 356 263 41 781

When comparing scenarios C0 and C1.0, the com-
putational simulations illustrated a situation when the 
epidemic was already on the decline, but a significant 
reduction in EPMs (starting from March 2021) and the 
absence of vaccination can result in a high probability 
of a significant increase in the incidence (with a peak of 
380,000 in mid-August 2021).

When comparing scenarios C1.0 and C1.1, the 
computational simulations showed that the vaccination 
(from the end of September) covering 4 million people 
before EPMs are significantly reduced prevents the oc-
currence of a second wave of the disease.

When comparing scenarios C1.0 and C1.2, the 
computational simulations showed that, while the in-
cidence is low, the vaccination (from the end of Sep-
tember) starting from 300 thousand people, then rea-
ching 2 million people and, finally, covering the total 
of 6.5 million people, does not completely prevent the 
increase in the daily incidence (with a peak of 11,317 
cases in mid-December 2021).

When comparing scenarios C0 and C2.0, the com-
putational simulations showed that the moderate re-
duction in EPMs in September 2020 and the absence 
of vaccination will result in low incidence rates until 
mid-November 2020 to be followed by an increase in 
the incidence with a peak (65,300) in mid-June 2021.

When comparing scenarios C2.0 and C2.1, the 
computational simulations showed that the moderate 
reduction in EPMs in September 2020, the vaccination 

(from the end of September 2020), the total coverage of 
6.35 million people and the moderate rate of vaccina-
tion (2 mln — 4 mln — 6.35 mln ) will help prevent the 
second wave of the disease (at the end of April 2021). 
There is a slight increase in the incidence (11,20 cases) 
in mid-March 2021.

When comparing scenarios C2.0 and C2.2, the 
computational simulations showed that the moderate 
reduction in EPMs, the vaccination (from the end of 
September 2020), the total coverage of 4.3 million peo-
ple and the lower rate of vaccination (300 thousand —  
2 million — 4.3 million) will help decrease the inci-
dence. There is a slight increase in the incidence (18,302 
cases) with a peak at the end of April 2021.

When comparing scenarios C0 and C3.0, the com-
putational simulations showed that the significant re-
duction in EPMs in September 2020 and the absence of 
vaccination will result in a low incidence until Novem-
ber 1, 2020 to be followed by an exponential increase in 
the daily incidence (360,000 cases) with a peak in early 
January 2021.

When comparing scenarios C3_0 and C3_1, the 
computational simulations showed that the significant 
reduction in EPMs in September, the vaccination (from 
the end of September) at a moderate rate (2 million — 
2.3 million — 2.3 million) and the maximum possible 
total coverage of 2.3 million people cannot prevent the 
occurrence of a second wave. The vaccination helps de-
crease the daily incidence rates from 360,000 to 220,000.
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Implications
1. There is a high probability of an increase in the 

incidence if EPMs are reduced and the vaccination is 
absent. However, daily incidence rates depend on the 
extent of reduction in EPMs, hardly depending on the 
time when the reduction takes place.

2. The commencement of vaccination accompa-
nied by a significant reduction in EPMs does not pre-
vent a significant increase in the incidence;

3. The vaccination accompanied by a reduction in 
EPMs (isolation and breaking chains of transmission) 
can decrease the incidence, but the impact depends on 
the time of its commencement, its coverage and rate.

4. To prevent a significant increase in the Covid-19 
incidence during the vaccination, the other EPMs (iso-
lation of the infected and breaking chains of transmis-
sion) must be maintained until the vaccination coverage 
reaches approximately 2 million people. Ideally, EPMs 
should remain effective until the total vaccination cov-
erage of 4 million people is reached’ then, EPMs can be 
significantly reduced. When the vaccination coverage 
reaches 50% of the Moscow population, EPMs can be 
completely discontinued.

Conclusion
The modeling was not intended for making an ac-

curate prediction of development of the epidemic situa-
tion in Moscow. Our research by using scenarios was 
aimed at finding opportunities for managing the epi-
demic situation in different versions of its development. 
The computational simulations show that the appropri-
ate strategy in EPMs and vaccination will prevent the 
so-called second wave of Covid-19 epidemic. The opti-
mum solution is to keep maintaining EPMs until a total 
vaccination coverage of 4 million people is reached, 
after which EPMs can be significantly reduced. When 
the vaccination coverage reaches 50% of the Moscow 
population, EPMs can be completely discontinued.
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Характеристика маркеров холодовой адаптации кандидатных 
вакцинных штаммов для живых аттенуированных вакцин  
против ветряной оспы и опоясывающего герпеса
Нагиева Ф.Г. , Баркова Е.П., Строева А.Д., Сидоров А.В., Зверев В.В.

ФГБНУ «Научно-исследовательский институт им. И.И. Мечникова», 115088, Москва, Россия

Введение. Значимость ветряной оспы обусловлена ее широкой распространенностью, значительной ве-
роятностью тяжелого клинического течения, осложнений, которые могут приводить к летальным исходам. 
Вакцинация является единственным специфическим способом профилактики заболевания. Цель работы 
заключалась в оценке аттенуации холодоадаптированных (ХА) кандидатных вирусных штаммов Varicella 
zoster и Herpes zoster традиционными и новыми методами.
Материалы и методы. В работе использовали штаммы диплоидных клеток легких и кожно-мышечной 
ткани эмбриона человека, первичные и диплоидные клетки фибробластов эмбриона морской свинки. Бы-
ли получены два клинических изолята вируса — от ребенка, больного ветряной оспой, и взрослого в пе-
риод реактивации опоясывающего герпеса. В качестве контроля использовали вакцинный штамм vOка и 
лабораторный штамм Ellen. Инфекционную активность вирусов определяли методом предельных разве-
дений вируса в чувствительных культурах. Вирулентность устанавливали при анализе инфицированных 
вирусом Varicella zoster хорион-аллантоисных оболочек развивающихся куриных эмбрионов.
Результаты. Клинические изоляты пассированы при пониженной температуре и исследованы в сравни-
тельных экспериментах на наличие биологических маркеров аттенуации. Установлено, что штаммы ви-
руса Varicella zoster vFiraVax и вируса Herpes zoster vZelVax обладали температурочувствительностью и 
холодоадаптируемостью, но не вирулентностью. Аттенуированные  ХА вирусные штаммы индуцировали 
более низкий уровень экспрессии α- и γ-интерфероновых рeцепторов на мононуклеарных клетках челове-
ка в отличие от их родительских вариантов.
Заключение. Нами созданы и охарактеризованы два кандидатных вакцинных штамма на основе аттену-
ации клинических изолятов. 

Ключевые слова: вирус ветряной оспы; вирус опоясывающего герпеса; живой аттенуированный вирус 
ветряной оспы и опоясывающего герпеса; температурочувствительность; холодоадаптируемость; 
клеточный маркер; att-фенотип; новые биологические маркеры аттенуации.
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Characterization of markers of cold-adapted candidate virus strains 
for live attenuated vaccines against chickenpox and shingles
Firaya G. Nagieva , Elena P. Barkova, Alexandra D. Stroeva,  
Alexander V. Sidorov, Vitaly V. Zverev
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Introduction. Chickenpox poses a significant public health concern due to its worldwide occurrence, a substan-
tial probability of severe clinical progression, development of complications that can lead to a fatal outcome. Rou-
tine vaccination is the only way to prevent the disease. The purpose of this study was to assess the attenuation 
of cold-adapted (CA) candidate virus strains of Varicella zoster and Herpes zoster by using traditional and new 
methods.
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ORIGINAL RESEARCHES

Введение
Вирус Varicella zoster (VZV) является челове-

ческим α-герпесвирусом и тесно связан с вирусом 
герпеса простого 1-го и 2-го типов. VZV имеет ти-
пичную морфологию вируса герпеса, однако его ге-
ном является самым небольшим среди α-герпесви-
русов и он кодирует более 70 генных продуктов [1].

Ветряная оспа (ВО) имеет общую этиоло-
гию и тесную патогенетическую связь с хрониче-
ской формой инфекции — опоясывающим герпе-
сом (ОГ), обусловленным вирусом Herpes zoster 
(HZV). ВО и ОГ являются разными клинически-
ми формами одного инфекционного процесса. 
Риск развития ОГ у переболевших ВО составляет 
10–30%. Среди лиц в возрасте 60–80 лет частота 
заболевания ОГ варьирует от 5 до 10 случаев на 
1000 человек. У 15–40% больных ОГ развивается 
постгерпетическая невралгия, плохо поддающаяся 
лечению и приводящая к значительному сниже-
нию качества жизни. Другие осложнения реакти-
вации включают энцефалиты, моторную слабость, 
миелопатию и др. Наиболее тяжелые осложнения 
возникают у иммунокомпрометированных инди-
видуумов [2–4].

За рубежом на протяжении многих лет приме-
няется живая культуральная вакцина на основе ат-
тенуированного вирусного штамма vОка (Япония). 
Эта вакцина создает длительный напряженный 
поствакцинальный иммунитет после двукратного 
цикла иммунизации (на 10–20 лет — период на-
блюдения) и предотвращает смертельные исходы 
у новорожденных и детей с ослабленным иммуни-
тетом, а также частично предотвращает развитие 
ОГ у пожилых людей и людей с ослабленным им-
мунитетом [5].

На основе вакцинного штамма vОка произво-
дится вакцина для иммунизации детей и взрослых. 
Доза вируса VZV в вакцине для взрослых увеличи-
вается на 2 порядка.

Отечественные аналоги вакцины против ВО в 
России отсутствуют. В нашей лаборатории созданы 
два отечественных аттенуированных вакцинных 
штамма VZV для конструирования живых культу-
ральных отечест венных вакцин, предназначенных 
для детей и взрослых.

Основной целью настоящей работы является 
оценка аттенуированных вакцинных штаммов по 
традиционным биологическим маркерам аттенуа-
ции и поиск новых маркеров аттенуации для более 
полного контроля свойств кандидатов в вакцинные 
вирусные штаммы для живой культуральной вакци-
ны против ВО и ОГ.

Материалы и методы
Культуры клеток

В работе использовали штаммы диплоид-
ных клеток легких эмбриона человека (ЛЭЧ-3  
и MRC-5), штамм диплоидных клеток кожно-мы-
шечной ткани эмбриона человека (КМ 27), первич-
ные и диплоидные клетки фибробластов эмбрионов 
морской свинки (ФЭМС).

Диплоидные клеточные культуры выращива-
ли на питательной среде ДМЕМ/F12 («PanEco») с 
10 мМ HEPES, 5% эмбриональной телячьей сыво-
ротки («HyClone») с добавлением 2 мМ глутамина 
и 40 мкг/мл гентамицина.

Вирусы
Получили клинический изолят VZV и клини-

ческий изолят HZV от инфицированных пациентов 

Materials and methods. The study was performed on strains of diploid cells from human embryonic lung and 
musculocutaneous tissue, primary and diploid cells of guinea pig fetal fibroblasts. Two clinical isolates of the virus 
were obtained — from a child with chickenpox and from an adult during the reactivation of shingles. The vOka 
vaccine strain and Ellen strain, a laboratory strain, were used as a control. The viral infectivity was measured by 
using a sensitive limiting dilution assay. The virulence was measured through the analysis of chick embryo cho-
rioallantoic membranes infected with the Varicella zoster virus.
Results. The clinical isolates were sub-cultured at lower temperatures, put through comparative tests and 
checked for presence of attenuation biomarkers. It was found that vFiraVax, a Varicella zoster virus strain, and 
vZelVax, a Herpes zoster virus strain were temperature-sensitive and cold-adaptable, but they lacked virulence. 
Attenuated CA virus strains induced lower expression of IFN-α and IFN-γ receptors on human mononuclear cells 
as compared to their parental variants.
Conclusion. We created and assessed two candidate vaccine strains through attenuation of clinical isolates. 
Keywords: varicella zoster virus; herpes zoster virus; live attenuated varicella zoster and herpes zoster virus; 
temperature-sensitive; cold-adapted; cell marker; att-phenotype; new attenuation biomarkers.
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ОРИГИНАЛЬНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ

в виде корочек от везикул, сформировавшихся с 
начала появления сыпи. Один изолят получили от 
здоровой девочки 6 лет, заболевшей ВО в Москве, 
другой — от мужчины 63 лет в период реактивации 
рецидивирующего ОГ. 

Аттенуация клинических изолятов
Вирусный изолят ВО и ОГ аттенуировали на 

клетках ЛЭЧ-3 при низкой температуре (30°С). Изо-
ляты прошли 12 пассажей на диплоидных клетках 
ЛЭЧ-3, 6 пассажей на первичных клетках ФЭМС и 
дополнительно 2 пассажа на клетках ЛЭЧ-3. После 
завершения полного цикла холодовой адаптации 
изоляту VZV присвоили название vFiraVax VZV, а 
изоляту HZV — vZelVax HZV.

В качестве референс-вирусов VZV использова-
ли аттенуированный вакцинный вирусный штамм 
vОКА/Merсk VZV (CША) и лабораторный вирус-
ный штамм Ellen VZV (США).

Определение инфекционной активности  
вирусов VZV

Инфекционную активность вирусов опреде-
ляли на клеточных культурах КМ-27 или ФЭМС, 
выращенных на 24-луночных планшетах. В под-
держивающей питательной среде ДМЕМ с 2% 
эмбриональной телячьей сыворотки (ЭТС) гото-
вили 10-кратные разведения вируссодержащей 
жидкости (ВСЖ) с 10–1 до 10–10. Из планшетов с 
выросшими клетками ростовую среду удаляли и 
монослой клеток однократно промывали фосфат-
но-буферным раствором (ФБР). По 0,1 мл каждого 
разведения ВСЖ вносили в центр лунки с клеточ-
ным монослоем и оставляли на контакт при 36,5°С 
и 5% СО2 на 1 ч. После завершения контакта в ка-
ждую лунку, включая лунки с контрольными клет-
ками, вносили по 1 мл поддерживающей среды 
ДМЕМ с 2% ЭТС. Результаты титрования учиты-
вали на 6–7-е сутки с момента инфицирования в 
реакции гемадсорбции с 0,25% взвесью эритроци-
тов морской свинки или человека 0 группы Rh+. 
За титр вируса принимали максимальное разве-
дение вируса, вызывающее гемадсорбцию в 50% 
инфицированных культур клеток, при отсутствии 
гемадсорбции в контрольных неинфицированных 
культурах клеток.

Заражение хорион-аллантоисной оболочки (ХАО) 
развивающихся куриных эмбрионов

У 11–12-дневных куриных эмбрионов созда-
вали искусственную воздушную полость, на нее 
наносили по 0,1 мл ВСЖ VZV. Ежедневно просма-
тривали эмбрионы на жизнеспособность. В случае 
гибели эмбрионов на следующие сутки их уничто-
жали. Наблюдали за эмбрионами в течение не более 
6 сут. После охлаждения инфицированных эмбрио-
нов из них извлекали ХАО на чашку Петри, обо-

лочку отмывали ФБР и просматривали на наличие 
геморрагии или белых оспин. 

Получение мышиных сывороток,  
специфичных к VZV

Мышей линии BALB/c, свободных от патоген-
ной флоры (SPF-мыши), иммунизировали ВСЖ по 
0,5 мл с 6 lg ГАДЕ50/0,1 мл (ГАДЕ — гемадсорбирую-
щая единица) внутрибрюшинно трехкратно 3 дня 
подряд. Указанный цикл иммунизации повторяли 
трижды с 2-недельным интервалом.

Определение вирусспецифических антител  
в непрямом иммуноферментном анализе
В качестве VZV-cорбента на твердую фазу им-

мунологического 96-луночного планшета («Nunk») 
сорбировали лизаты клеток КМ 27, инфицирован-
ных лабораторным штаммом Ellen VZV. Лизаты 
инфицированных клеток получали путем зараже-
ния монослоя клеток КМ 27, выращенных на куль-
туральных флаконах площадью 175 см2 («Сostar») . 
Для инфицирования клеточного монослоя из куль-
турального флакона удаляли ростовую среду, мо-
нослой клеток дважды промывали ФБР и на кле-
точный монослой вносили по 5 мл ВСЖ Ellen VZV 
с множественностью инфицирования 0,2. Культи-
вирование инфицированных клеток проводили в 
инкубаторе в течение 10 сут при 36,5°С и 5% СО2. 
Затем из культуральных флаконов собирали ВСЖ, а 
в культуральный флакон с инфицированными клет-
ками вносили по 5 мл ФБР, и культуральный флакон 
с инфицированными клетками трижды заморажива-
ли при –70°С и размораживали при 4°С. В получен-
ном инфицированном лизате, содержащем клеточно- 
ассоциированный VZV, на аппарате «NanoPhotometer 
NP80-Touch» определяли концентрацию белка. 

После вортексирования инфицированный кле-
точный лизат сорбировали на лунки 96-луночных 
планшетов по 50 мкл с концентрацией белка 5 мкг 
на лунку и высушивали в термостате при 36,5°С в 
течение 18–20 ч. 

Постановку непрямого иммуноферментного 
анализа осуществляли по общепринятой методике: 
блокировка открытых связей 1% бычьим сыворо-
точным альбумином на 0,01 М ФБР в термостате 
в течение 1,5 ч, удаление блокирующего раствора, 
титрование исследуемой сыворотки морской свин-
ки с двукратным шагом в длинном ряду 96-луноч-
ного планшета, начиная с разведения 1 : 100 до  
1 : 204 800. Связывание твердофазного антигена с 
иммунными сыворотками проходило в термостате в 
течение 1,5 ч. После завершения контакта планше-
ты промывали трижды по 200 мкл на лунку 0,01 М 
ФБР с 0,05% Tвин-20. Иммунные комплексы вы-
являли с помощью конъюгата Protein A–Peroxidase 
(«Sigma») в рабочем разведении 1 : 500 по 100 мкл 
на лунку в течение 1 ч в термостате. Далее план-
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шеты отмывали пятикратно 0,01 М ФБР c 0,05% 
Tвин-20 и детектировали иммунные комплексы 
субстратным раствором тетраметилбензидина с пе-
рекисью водорода в течение 15 мин в темноте. Ре-
акцию останавливали 4N Н2SO4. Оптическую плот-
ность измеряли на фотометре «Bio-Rad 680» при 
длине волны 450 нм.

Определение экспрессии рецепторов  
для α- и γ-интерферонов (ИФН) человека
Выделение лимфоцитов из венозной крови че-

ловека 0 группы Rh+ и пробоподготовка для прямой 
реакции иммунофлюоресценции подробно описа-
ны в работах [6, 7]. Мононуклеарные клетки чело-
века (МКЧ) выделяли из гепаринизированной кро-
ви в градиенте фиколла при плотности 1,077 г/см3 
(«PanEco»). Полученные МКЧ ресуспендировали в 
среде RPMI-1640 с 1% бычьего сывороточного аль-
бумина, индуцировали антигенами VZV, культиви-
ровали в инкубаторе при 36,5°С и 5% СО2 и в разные 
временны�е интервалы готовили образцы, индуци-
рованные VZV МКЧ, для прямой реакции иммуно-
флюоресценции. Приготовленные образцы окра-
шивали ФИТЦ-конъюгатами на основе монокло-
нальных антиидиотипических антител, структурно 
имитирующих α/β- и γ-ИФН человека. Эти антииди-
отипические антитела являются антирецепторными 
для ИФН-α/β и ИФН-γ. После мечения маркерными 
препаратами их оценивали в люминесцентном ми-
кроскопе «Optika» при длине волны 510–550 нм.

Получение гемагглютинина VZV по E. Norrby [8]
Для постановки реакции торможения гемаг-

глютинирующей активности (РТГА) специфиче-
ских анти-VZV-иммунных сывороток [8] получили 
гемагглютинин из ВСЖ Ellen VZV.

ВСЖ получали путем инфицирования куль-
туры клеток Vero-CCL 81 лабораторным штаммом 
Ellen VZV. ВСЖ осветляли центрифугированием 
при 1500 об/мин в течение 30 мин и обрабатывали 
Твин-80 и эфиром. Обработанный материал вновь 
центрифугировали при тех же условиях, в резуль-
тате происходило расслаивание смеси. Гемагглю-
тинирующий антиген находился в нижнем слое, 
который аккуратно отсасывали во флакон, закрыва-
ли стерильной марлевой салфеткой и оставляли на 
ночь для освобождения от паров эфира. Для опре-
деления титра вирусного гемагглютинина ставили 
реакцию гемагглютинации (РГА) со взвесью эри-
троцитов морской свинки.

РГА применяли для выбора рабочего разведе-
ния гемагглютинирующего антигена для постанов-
ки РТГА. В основе последней лежала задержка ге-
магглютинирующего действия вирусного антигена 
специфическими иммунными сыворотками.

РТГА. В реакции использовали рабочее разве-
дение антигена, содержащее в 0,25 мл 2 единицы 

антигена. До постановки реакции исследуемые сы-
воротки освобождали от термолабильных (прогре-
вание при 56°С в течение 30 мин) и термостабиль-
ных (обработка фильтратом холерного вибриона) 
ингибиторов. Реакцию проводили по стандартной 
методике. За титр антител принимали предельное 
разведение сыворотки, полностью подавляющее  
гемагглютинирующую активность антигена. 

Определение иммуногенности холодоадапти-
рованных (ХА) вакцинных штаммов vFiraVax VZV и 
vZelVax HZV проводили на животной модели. Мор-
ским свинкам массой 300–400 г вводили подкожно 
одну прививочную дозу вакцины против ВО и ОГ. 
Через 2, 3 и 5 мес с момента иммунизации из сердца 
извлекали кровь для постановки реакции нейтрали-
зации и РТГА.

Из иммунных сывороток были удалены тер-
молабильные и термостабильные ингибиторы для 
реакции нейтрализации и РТГА. В качестве ней-
трализующего вируса в реакции нейтрализации ис-
пользовали вакцину VariVax (США), содержащую 
1000 БОЕ50/0,5 мл или 6 lg ГАДЕ50/0,5 мл.

Реакция нейтрализации была поставлена на 
клетках КМ 27. Реакцию нейтрализации учитывали 
на 7-е сутки с момента постановки, титр устанав-
ливали на основе 100% защиты клеточных культур.

Статистическую обработку проводили с помо-
щью t-критерия Стьюдента.

РЕЗУЛЬТАТЫ
В процессе холодовой адаптации вирусы, как 

правило, приобретают мутации по температурочув-
ствительности (ts-фенотип) и холодоадаптирован-
ности (ca-фенотип). Эти два фенотипа являются ос-
новными лабораторными контролями кандидатов в 
вакцинные штаммы для живой вирусной вакцины, 
т.е. основными биологическими маркерами аттену-
ированных вирусных штаммов [9].

В табл. 1 и 2 представлены результаты титро-
вания аттенуированных штаммов и диких родитель-
ских штаммов VZV и HZV на диплоидных клетках 
ФЭМС и MRC-5.

Представленные в табл. 1 и 2 результаты де-
монстрировали, что кандидаты в вакцинные ви-
русные штаммы vFiraVax VZV и vZelVax HZV не 
репродуцировались при непермиссивной темпера-
туре 39°С, т.е. обладали температурочувствитель-
ностью — ts-фенотипом, и репродуцировались бо-
лее эффективно при субоптимальной температуре, 
т.е. обладали холодоадаптированностью — са-фе-
нотипом.

Кандидаты в вакцинные штаммы должны так-
же различаться по способности репродуцироваться 
в клеточной культуре ФЭМС. При этом аттенуиро-
ванные штаммы VZV должны обладать более высо-
кой репродуктивной активностью в этих клетках по 
сравнению с дикими вирусными изолятами.
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Таблица 1. Определение ts- и са-маркеров биологической аттенуации кандидатов в вакцинные штаммы VZV  
на клетках ФЭМС
Table 1. Identification of ts- and ca-markers of biological attenuation of candidate VZV vaccine strains on GPFF cells

Вирусный штамм
Viral strain

Инфекционный титр VZV и НZV при различных  
температурных режимах, lg ГАДЕ50/0,1 мл

The VZV and HZV infectious titer at different temperatures, lg HAU50/0.1 ml

30°С 36°С 39°С

vFiraVax VZV, 19-й пассаж, ВСЖ, 11 сут
vFiraVax VZV, 19th passage, vaccinated liquid, 11 days

9,0 7,75 0

vFiraVax VZV, 19-й пассаж, инфицированные клетки, 11 сут
vFiraVax VZV, 19th passage, infected cells, 11 days

12,8 11,8 0

pFira VZV, 2-й пассаж, ВСЖ, 11 сут
pFira VZV, 2nd passage, vaccinated liquid, 11 days

7,75 7,5 6,5

vZelVax HZV, 19-й пассаж, ВСЖ, 11 сут
vZelVax HZV, 19th passage, vaccinated liquid, 11 days

8,5 6,5 0

vZelVax HZV, 19-й пассаж, инфицированные клетки, 11 сут
vZelVax HZV, 19th passage, infected cells, 11 days

12,8 10,3 0

pZel HZV, 2-й пассаж, ВСЖ, 11 сут
pZel HZV, 2nd passage, vaccinated liquid, 11 days

7,5 7,5 6,5

vОКА/Merck (USA) 6,5 5,5 0

Примечание. Здесь и в табл. 2–6: v — вакцинный штамм, p — родительский штамм.
Note. Here and in Tables 2–6: v — a vaccine strain, p — a parental strain.

Таблица 2. Определение ts- и са-маркеров биологической аттенуации кандидатов в вакцинные штаммы VZV  
на клетках MRC-5
Table 2. Identification of ts- and ca-markers of biological attenuation of candidate VZV vaccine strains on MRC-5 cells

Вирусный штамм
Viral strain

Инфекционный титр VZV и НZV при различных  
температурных режимах, lg ГАДЕ50/0,1 мл

The VZV and HZV infectious titer at different temperatures, lg HAU50/0.1 ml

30°С 36°С 39°С

vFiraVax VZV, 19-й пассаж, ВСЖ, 11 сут
vFiraVax VZV, 19th passage, vaccinated liquid, 11 days

9,5 7,75 0

vFiraVax VZV, 19-й пассаж, инфицированные клетки, 11 сут
vFiraVax VZV, 19th passage, infected cells, 11 days

12,8 10,8 0

pFira VZV, 2-й пассаж, ВСЖ, 11 сут
pFira VZV, 2nd passage, vaccinated liquid, 11 days

8,0 7,25 6,5

vZelVax HZV, 19-й пассаж, ВСЖ, 11 сут
vZelVax HZV, 19th passage, vaccinated liquid, 11 days

8,5 7,5 0

vZelVax HZV, 19-й пассаж, инфицированные клетки, 11 сут
vZelVax HZV, 19th passage, infected cells, 11 days

12,3 11,3 0

pZel HZV, 2-й пассаж, ВСЖ, 11 сут
pZel HZV, 2nd passage, vaccinated liquid, 11 days

8,0 8,0 6,5

vОКА/Merck (USA) 6,5 6,0 0

В табл. 3 представлены результаты определе-
ния титров аттенуированных и родительских ви-
русов VZV и HZV, репродуцирующихся в клетках 
ФЭМС и оцененных по реакции гемадсорбирую-
щей активности на диплоидных клетках ФЭМС.

Результаты, представленные в табл. 3, показы-
вали, что инфекционная активность родительских 
вариантов VZV, установленная на клетках ФЭМС, 

на 1,5–2,0 lg ГАДЕ50/0,1 мл ниже по сравнению с ат-
тенуированными штаммами VZV. Это указывало 
на другой биологический маркер аттенуации кан-
дидатных вакцинных штаммов для живых культу-
ральных вакцин.

Нами разработаны новые маркеры биологиче-
ской аттенуации кандидатных вакцинных штаммов 
VZV.
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Таблица 3. Сравнительная репродуктивная активность 
аттенуированных и родительских вирусных штаммов 
VZV в клетках ФЭМС
Table 3. Comparative reproductive activity of attenuated and 
parental VZV virus strains in GPFF cells

Вирусный штамм
Viral strain

Инфекционный 
титр VZV и НZV, lg 

ГАДЕ50/0,1 мл
Infectious titer VZV 

and НZV, lg HAU50/0.1 ml

vFiraVax VZV, 19-й пассаж, ВСЖ, 14 сут
vFiraVax VZV, 19th passage, vaccinated 
liquid, 14 days

8,5 

pFira VZV, 2-й пассаж, ВСЖ, 14 сут 
pFira VZV, 2nd passage, vaccinated liquid, 
14 days

6,5

vZelVax HZV, 19-й пассаж, ВСЖ, 14 сут
vZelVax HZV, 19th passage, vaccinated 
liquid, 14 days

8,0

pZel HZV, 2-й пассаж, ВСЖ, 14 сут 
pZel HZV, 2nd passage, vaccinated liquid, 
14 days

6,5

Таблица 4. Сравнительная экспрессия рецепторов для ИФН-α/β (в %) на МКЧ, индуцированных in vitro  
аттенуированными и родительскими штаммами VZV на разных пассажных уровнях
Table 4. Comparative expression of IFN-α/β receptors (%) on HMC induced in vitro by attenuated and parental  
VZV strains at different passage levels

Вирусный штамм
Viral strain

Экспрессия рецепторов для ИФН-α/β на МКЧ в различные временны́е интервалы (в часах)
Expression of IFN-α/β receptors on HMC at different time intervals (hours)

3 24 48 72

pFira VZV, 3-й пассаж
pFira VZV, 3rd passage

14,8 ± 0,9 23,9 ± 1,3 20,0 ± 0,6 6,6 ± 0,7

vFiraVax VZV, 17-й пассаж
vFiraVax VZV, 17th passage

3,6 ± 0,5* 8,1 ± 0,4** 4,5 ± 0,4** 1,6 ± 0,3**

pZel HZV, 3-й пассаж
pZel HZV, 3rd passage

13,5 ± 0,9 13,4 ± 1,0 17,8 ± 0,8 6,4 ± 0,5

vZelVax HZV 17-й пассаж
vZelVax HZV, 17th  passage

4,3 ± 0,7** 9,4 ± 1,0* 9,0 ± 0,3** 4,3 ± 0,7*

Ellen# VZV 27,8 ± 3,2 18,8 ± 1,4 15,8 ± 2,3 11,6 ± 1,5

Примечание. Здесь и в табл. 5: уровень экспрессии ИФН-рецепторов определяли путем вычисления процентного соотношения све-
тящихся клеток из общего числа 2000 клеток, подсчитанных на 4 образцах МКЧ для каждого временнóго интервала. # Вирус сконцен-
трирован ультрацентрифугированием и очищен в сахарозном градиенте.
*р < 0,05, **p < 0,001 по сравнению с родительским штаммом.
Note. Here and in Table 5: The expression of IFN-receptors was estimated through calculating the percentage of light-producing cells in the 
total number of 2,000 cells, using 4 HMC samples for each time interval. # The virus was concentrated by ultracentrifugation and purified in 
sucrose density gradient.
* p < 0.05, **p < 0.001 as compared to the parental strains.

Антиидиотипические моноклональные антите-
ла, направленные к рецепторам ИФН-α/β и ИФН-γ 
на иммунокомпетентных клетках человека, инду-
цированных in vitro VZV, использовали для оценки 
количественных показателей уровня экспрессии 
ИФН-рецепторов [6, 7]. Ранее на модели различных 
штаммов вируса кори нами показано, что уровень 
и продолжительность экспрессии ИФН-рецепторов 
находились в обратной зависимости от степени ат-
тенуации вируса кори [10].

Проведена сравнительная оценка показателей 
экспрессии рецепторов ИФН-α/β и ИФН-γ на МКЧ 
периферической крови, индуцированных кандидат-
ными ХА-штаммами vFiraVax VZV и vZelVax HZV 
на ранних и поздних пассажных уровнях. В табл. 
4 и 5 представлены результаты этого исследования. 
Полученные данные показали, что оба вирусных 
ХА-штамма VZV индуцировали более низкий уро-
вень экспрессии рецепторов для ИФН-α/β и ИФН-γ 
в сравнении с их родительскими вариантами. Дан-
ный биологический маркер аттенуации кандидатных 
штаммов VZV назвали экспресс-ИФН-фенотипом. 
Этот фенотип может быть использован и для других 
аттенуированных вирусных вакцинных штаммов. 

Еще одним биологическим маркером аттену-
ации для вакцинных штаммов VZV является ви-
рулентность аттенуированных штаммов (att-фено-
тип). Нами обнаружено, что при заражении ХАО 
развивающихся куриных эмбрионов ВСЖ от дикого 
вируса эмбрионы гибли, а если оставались живыми, 
то на ХАО появлялась обширная геморрагия крове-
носных сосудов. При заражении ХАО ВСЖ от атте-
нуированных штаммов VZV на ХАО обнаруживали 
белые оспины. 

Важным свойством аттенуированных вакцин-
ных вирусных штаммов является их иммуноген-
ность. В табл. 6 приведены результаты титрования 
иммунных сывороток в реакции нейтрализации и 
РТГА.

Результаты, представленные в табл. 6, пока-
зали, что нейтрализующая активность иммунных 
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вирусспецифических сывороток по отношению к 
кандидатным вакцинным штаммам vFiraVax VZV и 
vZelVax HZV как в реакции нейтрализации, так и в 
РТГА была высокой. При этом надо отметить, что 
титры иммунных сывороток в реакции нейтрали-
зации оставались высокими на протяжении всех 5 
мес исследования, в то время как титры иммунных 
сывороток в РТГА к этому сроку снизились почти 
в 4 раза. Известно, что вирусные гемагглютинины 
менее стабильны по сравнению с вирусными ней-
трализинами.

Обсуждение
В данном исследовании мы изучали биологи-

ческие маркеры аттенуации созданных нами ХА 
кандидатных штаммов VZV и HZV для создания 
живых культуральных вакцин против ВО у детей и 
ОГ у взрослых после 50 лет. 

Экспериментально было установлено, что оба 
ХА-штамма обладали основными биологическими 
маркерами аттенуации: ts- и ca-фенотипом (табл. 
1, 2). Для вирусных штаммов VZV характерен еще 
один дополнительный фенотип, названный нами 
cell-фенотипом, т.е. изменение тканевого тропизма. 
Дикие варианты клинических изолятов VZV, как 
правило, обладают более низкой репродуктивной 
активностью в первичных клетках эмбрионов мор-
ской свинки в сравнении с аттенуированными ви-
русными штаммами. Экспериментально установле-
но, что ХА-штаммы vFiraVax VZV и vZelVax HZV 
обладали cell-фенотипом (табл. 3).

В настоящее время не существует модельного 
объекта для оценки вирулентности VZV — att-фе-
нотипа. Нами обнаружено, что подходящей моде-
лью является ХАО развивающихся куриных эм-
брионов. Установлено, что родительские варианты 

Таблица 5. Сравнительная экспрессия рецепторов для ИФН-γ (в %) на МКЧ, индуцированных in vitro  
аттенуированными и родительскими штаммами VZV на разных пассажных уровнях
Table 5. Comparative expression of IFN-γreceptors (%) on HMC induced in vitro by attenuated and parental VZV strains  
at different passage levels

Вирусный штамм
Viral strain

Экспрессия рецепторов ИФН-γ на МКЧ в различные временны�е интервалы (в часах)
Expression of IFN-γ receptors on HMC at different time intervals (hours)

3 24 48 72

pFira VZV, 3-й пассаж
pFira VZV, 3rd passage

5,8 ± 1,0 14,9 ± 1,1 15,1 ± 0,9 12,0 ± 0,4

vFiraVax VZV, 17-й пассаж
vFiraVax VZV, 17th passage

3,6 ± 0,5* 8,1 ± 0,4** 4,5 ± 0,4** 6,0 ± 0,3**

pZel HZV, 3-й пассаж
pZel HZV, 3rd passage

7,9 ± 0,8 14,4 ± 0,9 14,3 ± 1,2 11,13 ± 0,5

vZelVax HZV, 17-й пассаж
vZelVax HZV, 17th  passage

4,8 ± 0,9* 4,9 ± 0,9** 7,1 ± 0,9** 5,2 ± 0,02**

Ellen VZV 16,6 ± 1,6 12,5 ± 0,35 10,4 ± 0,6 9,0 ± 0,71

Таблица 6. Иммуногенность аттенуированных вакцинных штаммов vFiraVax VZV и vZelVax НZV, установленная  
иммунизацией морских свинок с оценкой в реакции нейтрализации на культуре клеток и в РТГА в различные  
временны�е интервалы
Table 6. Immunogenicity of attenuated vFiraVax VZV and vZelVax НZV vaccine strains through immunization of guinea pigs 
and a neutralization test on cell culture and in HAI assay at different time intervals

Иммунные сыворотки  
к вакцинным штаммам VZV
Immune sera for VZV vaccine 

strains

Реакция нейтрализации (со 100% защитой)
Neutralization test (at 100% protection)

РТГА (гемагглютинин, штамм Ellen VZV)
HAI assay (hemagglutinin, Ellen VZV strain)

срок с момента иммунизации, мес
time since immunization, months

2 3 5 2 3 5

vFiraVax VZV, 20-й пассаж
vFiraVax VZV, 20th passage

1 : 1600 1 : 1600 1 : 1600 1 : 25600 1 : 12800 1 : 6400

vZelVax HZV, 20-й пассаж
vZelVax HZV, 20th passage

1 : 1600 1 : 1600 1 : 1600 1 : 25600 1 : 12800 1 : 6400

Нейтрализующий VZV-штамм 
vOka, 1000 доз
Neutralizing VZV strain vOka, 
1000 doses

6,0 lg ГАДЕ50/0,1 мл
6.0 lg HAU50/0.1 ml
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вирусов VZV вызывают гибель эмбрионов или об-
ширную геморрагию ХАО, а ХА вирусные штаммы 
VZV вызывали образование белых оспин. Канди-
датные ХА-штаммы vFiraVax VZV и vZelVax HZV 
оказались авирулентными и обладали att-феноти-
пом. Этот же метод можно использовать для оценки 
генетической стабильности вакцинных вирусных 
штаммов VZV.

Нами предложен новый маркер биологической 
аттенуации кандидатных вакцинных штаммов. Так, 
ранее нами был разработан новый методический 
подход к оценке функционального состояния систе-
мы ИФН [6, 7]. С этой целью использовали высоко-
чувствительные и специфичные флюоресцирующие 
зонды на основе моноклональных антиидиотипиче-
ских антител, имитирующих биологические эффек-
ты ИФН-α/β и ИФН-γ человека. Обследование об-
разцов крови доноров с различными группами кро-
ви не выявило на МКЧ экспрессии рецепторов для 
ИФН-α и ИФН-γ, что указывало на сбалансирован-
ное функционирование системы ИФН в организме 
[7]. При индукции in vitro МКЧ периферической 
крови доноров различными штаммами вирусов ко-
ри установлено, что уровень и продолжительность 
экспрессии рецепторов для различных типов ИФН 
находились в обратной зависимости от степени ат-
тенуации вируса кори [10].

В наших экспериментах ХА-штаммы VZV и 
HZV экспрессировали на мембранах МКЧ более 
низкий уровень рецепторов для ИФН-α/β и ИФН-γ 
(табл. 4 и 5), и эти показатели были стабильными, 
что позволило нам считать этот экспресс-ИФН-фе-
нотип характерным для всех аттенуированных вак-
цинных штаммов.

Самым важным свойством живых ХА-вакцин 
является их более высокая эффективность по срав-
нению с инактивированными вакцинами, поскольку 
они обладают способностью вызывать более эффек-
тивные врожденный и адаптивный гуморальный и 
клеточный иммунные ответы [11, 12].

Иммуногенность аттенуированных вакцин-
ных штаммов vFiraVax и vZelVax изучали путем 
подкожной иммунизации морских свинок. Оце-
нивали гуморальный иммунный ответ в реакциях 
нейтрализации против 1000 доз вируса, содержа-
щихся в вакцине OkaVax/Merсk (США), и в РТГА 
против 2-гемагглютинирующих единиц гемагглю-
тинина, полученного из лабораторного вирусно-
го штамма Ellen VZV. ХА-вакцинные штаммы 
vFiraVax VZV и vZelVax HZV обладали высокой 
иммуногенностью на протяжении 5 мес наблюде-
ния (табл. 6).

Таким образом, нами созданы и охарактери-
зованы два ХА-вакцинных штамма: vFiraVax VZV 
и vZelVax HZV — кандидаты для создания живых 
культуральных вакцин для профилактики ВО у де-
тей и ОГ у взрослых.
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Введение. Рост заболеваемости коклюшем среди разных групп населения и несовершенство существую-
щих профилактических препаратов требуют разработки новых безопасных вакцин, удобных для иммуни-
зации детей раннего младенческого возраста, реиммунизации подростков и взрослых. 
Целью настоящей работы является характеристика безопасности, иммуногенности и защитной активно-
сти сконструированных нами аттенуированных бактерий Bordetella pertussis 4МКS в тесте интраназального 
заражения иммунизированных обезьян Macaca mulatta вирулентными бактериями возбудителя коклюша.
Материалы и методы. Для иммунизации и экспериментальной инфекции использованы 5 половозрелых, 
клинически здоровых обезьян Macaca mulatta в возрасте 3–4 лет. Реиммунизацию проводили через 6 мес.  
В качестве контроля использовали 3 неиммунизированных животных того же возраста.
Результаты. Интраназальная однократная и повторная инокуляции аттенуированных бактерий B. pertussis 
не вызывали воспалительных процессов в носоглотке обезьян Macaca mulatta и изменений лабораторных 
показателей крови, наблюдаемых после экспериментальной инфекции нечеловекообразных приматов 
вирулентными бактериями. Не зарегистрировано увеличения количества общих IgE в сыворотке крови 
обезьян Macaca mulatta после однократной и двукратной иммунизации. Интраназальная иммунизация 
обезьян Macaca mulatta аттенуированными и вирулентными бактериями B. pertussis приводит к формиро-
ванию защитной реакции организма на повторную инфекцию, проявляющейся в подавлении размножения 
бактерий, ускорении темпов их элиминации из носоглотки животных и развитии гуморального иммунного 
ответа на инфекцию. Развитие иммунитета к повторной коклюшной инфекции сопровождается выражен-
ным бустерным эффектом.
Обсуждение. Представленные результаты указывают на общие механизмы формирования поствакци-
нального иммунитета в результате интраназальной вакцинации животных и постинфекционного противо-
коклюшного иммунитета, обеспечивающих защиту от повторного инфицирования бактериями B. pertussis 
и развития клинических симптомов коклюша.

Ключевые слова: коклюш; живая вакцина интраназального применения; защитная активность; ат-
тенуированные бактерии Bordetella pertussis; нечеловекообразные обезьяны.

Источник финансирования. Авторы заявляют об отсутствии финансирования при проведении иссле-
дования.
Конфликт интересов. Авторы декларируют отсутствие явных и потенциальных конфликтов интере-
сов, связанных с публикацией настоящей статьи. 
Для цитирования: Медкова А.Ю., Синяшина Л.Н., Амичба А.А., Семин Е.Г., Шевцова З.В., Матуа А.З., 
Джидарян А.А., Кубрава Д.Т., Конджария И.Г., Баркая В.С., Миквабия З.Я., Каратаев Г.И. Доклиниче-
ские исследования безопасности, иммуногенности и защитной активности аттенуированных бактерий 
Bordetella pertussis на экспериментальной модели Macaca mulatta. Журнал микробиологии, эпидемиоло-
гии и иммунобиологии. 2020; 97(4): 312–323.
DOI: https://doi.org/10.36233/0372-9311-2020-97-4-3

Поступила 12.06.2020
Принята в печать 08.07.2020

Preclinical studies of safety, immunogenicity and protective activity 
of attenuated Bordetella pertussis bacteria on the Macaca mulatta 
model

JOURNAL OF MICROBIOLOGY, EPIDEMIOLOGY AND IMMUNOBIOLOGY. 2020; 97(4) 
DOI: https://doi.org/10.36233/0372-9311-2020-97-4-3

ORIGINAL RESEARCHES



313

ЖУРНАЛ МИКРОБИОЛОГИИ, ЭПИДЕМИОЛОГИИ И ИММУНОБИОЛОГИИ. 2020; 97(4)
DOI: https://doi.org/10.36233/0372-9311-2020-97-4-3

ОРИГИНАЛЬНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ

Введение

Несмотря на массовую противококлюшную 
вакцинацию, проводимую в разных странах с на-
чала 1950-х гг., элиминации возбудителя коклюша 
среди населения не происходит. На фоне гиподиа-
гностики коклюша ежегодно в мире регистрируется 
более 16 млн случаев заболевания разной степени 
тяжести, из которых около 200 тыс. заканчиваются 
летальным исходом [1]. В последнее десятилетие 
отмечается значительный рост числа лабораторно 
подтвержденных случаев коклюша среди подрост-
ков и взрослых [2, 3], распространение стертых 
форм заболевания, выявлены бессимптомные носи-
тельства бактерий Bordetella pertussis (ВР) [2, 4, 5]. 

В США, где охват детей прививками с коклюшной 
вакциной (КВ) составляет 95%, с начала 2000-х гг. 
отмечен значительный рост заболеваемости коклю-
шем, приближающейся к довакцинному периоду 
[6, 7]. Растет заболеваемость в Италии и Англии 
[8, 9]. В России в 2018 г. зарегистрировано более 
чем 2-кратное увеличение числа случаев коклюша 
по сравнению с 2017 г. Тенденция роста заболе-
ваемости сохранялась как в 2019 г., так и в начале 
2000 г. [10]. В предыдущие годы рост заболеваемо-
сти регистрировали главным образом в Москве и 
Санкт-Петербурге, что связано, вероятно, с качест-
вом диагностики [11].

Для профилактики коклюша в настоящее время 
используют вакцины, содержащие корпускулярный 
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Introduction. An increasing incidence of pertussis among different groups of population and shortcomings of the 
existing preventive solutions pinpoint urgency of development of new safe vaccines suitable for immunization of 
infants and for booster immunization of adolescents and adults.
The purpose of this study is evaluation of safety, immunogenicity and protective activity of the new constructed 
attenuated Bordetella pertussis bacteria 4MKS by infecting immunized Macaca mulatta monkeys intranasally with 
virulent bacteria of the pertussis pathogen.
Materials and methods. Five adult, clinically healthy Macaca mulatta monkeys aged 3–4 years were used for 
immunization and experimental infection. The re-immunization was performed in 6 months. Three non-immunized 
animals of the same age were used as controls.
Results. The intranasal single-dose inoculation and re-inoculation of attenuated B. pertussis bacteria did not 
cause any nasopharyngeal inflammation in the rhesus monkeys and any changes in the blood lab test values 
after the nonhuman primates had been infected with virulent bacteria. No elevation of total IgE was detected 
in blood serum of the Macaca mulatta monkeys after the single-dose and double-dose immunization. When 
the monkeys were intranasally immunized with attenuated and virulent B. pertussis bacteria, they developed a 
defensive reaction to re-infection, namely suppression of the bacterial growth, increased rates of elimination of 
bacteria from the animals’ nasopharynxes and development of a humoral immune response to the infection. The 
development of immunity against pertussis re-infection is accompanied by a pronounced booster effect.
Discussion. The obtained results suggest common mechanisms of development both of post-vaccination 
immunity after intranasal vaccination of animals and infection-acquired immunity against pertussis. Both of them 
provide protection against re-infection with B. pertussis bacteria and prevent development of clinical symptoms 
of pertussis.
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коклюшный компонент (цельноклеточные КВ — 
ЦКВ) или бесклеточный коклюшный компонент 
(бесклеточные КВ — БКВ) в сочетании с инакти-
вированными дифтерийным и столбнячным анаток-
синами. Иногда ЦКВ или БКВ используют как мо-
новакцины. Считается, что БКВ менее реактогенна, 
но прямые исследования на приматах показали, что 
она не обеспечивает антибактерийного иммунитета 
и не защищает животных от экспериментальной ко-
клюшной инфекции [12]. На невысокую эффектив-
ность ревакцинации подростков и взрослых БКВ 
указывает ее сравнительное определение заболе-
ваемости вакцинированной и невакцинированной 
популяций [13, 14]. 

Другим важным недостатком современных 
КВ является невысокая длительность сформиро-
ванного иммунитета. Изучение эффективности КВ 
разного типа показало, что длительность поствак-
цинального иммунитета не превышает 5 лет. После 
перенесенного заболевания иммунитет сохраняется 
до 10–15 лет [15]. 

Все современные КВ вводятся детям старше 
2 мес не менее 3 раз. Таким образом, полный цикл 
вакцинации завершается не раньше чем к 6-месяч-
ному возрасту ребенка, что сохраняет высокий риск 
в первые, самые опасные в отношении заболевания 
коклюшем, месяцы его жизни.

Рост заболеваемости коклюшем, в том числе 
среди старших детей и взрослого населения, при-
вел к пониманию необходимости ревакцинации 
подростков и взрослых. Рассматривается необ-
ходимость вакцинации матерей и формирования 
«семейного иммунитета» [3, 4, 16, 17]. Для этих 
целей рекомендована только БКВ [4], которая, как 
упомянуто выше, не обеспечивает защиту детей и 
взрослых от заражения и распространения инфек-
ции. Таким образом, приходится констатировать, 
что, несмотря на целесообразность ревакцинации 
подростков и взрослых, формирования семейного 
иммунитета, в настоящее время отсутствует вак-
цина для этих целей. ЦКВ не рекомендована ВОЗ к 
применению у взрослых, а современная БКВ, ско-
рее всего,  неэффективна. БКВ продемонстрировала 
свою эффективность и безопасность в качестве аль-
тернативы ЦКВ для вакцинации младенцев. Такая 
вакцинация контролирует смертность и тяжесть за-
болевания детей младенческого, наиболее уязвимо-
го для коклюша возраста. Однако, как и ЦКВ, она 
требует 3–4-кратной вакцинации и плохо защищает 
детей от инфицирования и заболевания при неза-
вершенном цикле вакцинации. 

В рамках доклинических исследований нами 
показаны безопасность интраназального введения 
аттенуированных бактерий BР 4МКS лаборатор-
ным животным и защитный эффект вакцинации 
мышей в отношении их внутримозгового и интра-
назального заражения вирулентными бактериями 

BР [18]. Исследования последних лет продемон-
стрировали перспективность экспериментальной 
модели нечеловекообразных обезьян для изучения 
иммунобиологических характеристик возбудителя 
коклюша и иммуногенности КВ [19–23]. Показано, 
что экспериментальная инфекция обезьян приводит 
к развитию лабораторных показателей коклюшной 
инфекции, гиперемии носоглотки, длительной пер-
систенции BР и нарастанию титра специфических 
иммуноглобулинов в сыворотке крови животных. 
Исследования на павианах гамадрилах продемон-
стрировали возможность передачи инфекции от че-
ловека к обезьяне и между обезьянами [23].

Целью настоящей работы является характери-
стика безопасности, иммуногенности и защитной 
активности сконструированных нами аттенуиро-
ванных бактерий BР 4МКS в тесте интраназально-
го заражения иммунизированных обезьян Macaca 
mulatta (макака резус; МР) вирулентными бактери-
ями возбудителя коклюша.

Материалы и методы
BР культивировали на твердых питательных 

средах КУА с добавлением 10% дефибринирован-
ной крови барана при 36оС. Аттенуированные BР 
4МКS из назофарингеальных смывов высевали на 
КУА, содержавшую 200 мкг/мл стрептомицина.

Для определения серотипового состава куль-
туры использовали сыворотки диагностические ко-
клюшные к агглютиногенам бактерий BР 1, 2, 3 ад-
сорбированные, для реакции агглютинации, сухие 
(ФГБУ НИЦЭМ им Н.Ф. Гамалеи) в соответствии с 
рекомендациями производителя.

Иммунизацию и экспериментальное инфици-
рование проводили у 5 половозрелых, клинически 
здоровых МР в возрасте 3–4 лет. Реиммунизацию 
проводили через 6 мес. В качестве контроля ис-
пользовали 3 неиммунизированных МР того же 
возраста. Работа с животными осуществлялась на 
базе Сухумского питомника обезьян (НИИ экспе-
риментальной патологии и терапии Академии наук 
Абхазии). Использование животных соответствова-
ло принципам Европейской конвенции по защите 
позвоночных животных, используемых для экспе-
риментальных и иных научных целей, а также тре-
бованиям отечественных нормативных документов.

Защитную активность аттенуированных бакте-
рий определяли по сравнению динамики выведения 
вирулентных бактерий BР 475 из носоглотки вак-
цинированных и контрольных — неиммунизиро-
ванных МР, развитию иммунологических реакций, 
а также клинических симптомов и лабораторных 
признаков коклюша.

Перед манипуляциями (иммунизацией, экс-
периментальной инфекцией, взятием назофарин-
геальных мазков) МР подвергали наркозу вну-
тримышечным введением 0,03–0,04 мл золетила 
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(«Virbac», Франция) в концентрации 100 мг/мл (с 
премедикацией ксилазингидрохлоридом, 20 мг/мл). 
Экспериментальную инфекцию и вакцинацию (107–
1010 бактерий) осуществляли путем введения 0,5 мл 
суспензии вирулентных или аттенуированных бак-
терий в каждую ноздрю животного в положении ле-
жа на спине. 

Кровь на анализ у МР брали без наркоза с ис-
пользованием «прижимных клеток».

Для выявления ДНК бактерий ВР использован 
смыв назофарингеальных тампонов в 500 мкл фи-
зиологического раствора. После центрифугирова-
ния ДНК выделяли с помощью стандартной обра-
ботки раствором гуанидинтиоцианата с последую-
щей сорбцией на магнитном сорбенте («Promega»). 
Идентификацию ДНК бактерий ВР проводили с 
помощью разработанной нами тест-системы ПЦР в 
реальном времени [24, 25].

Определение специфических к  коклюшному 
токсину и филаментозному гемагглютинину IgG, 
IgМ и неспецифических IgE в сыворотках крови 
МР после одно- и двукратной интраназальной вак-
цинации проводили с применением тест-систем 
«Ridascreen». Неспецифические IgE определяли с 
помощью тест-системы «Вектор-Бест». 

Результаты проанализированы по тесту Стью-
дента. Различия значимы при р ≤ 0,05. 

Результаты 

Общее состояние МР и анализ крови после  
иммунизации и заражения вирулентными BР 475

Первая и повторная интраназальные иммуни-
зации МР не привели к отклонениям от нормы в 
поведении, общем состоянии животных, формуле 
крови, количестве лейкоцитов и глюкозы, актив-
ности аспартат- и аланинаминотрансферазы, к воз-
никновению воспалительных или других реакций в 
носоглотке (табл. 1). 

Экспериментальная инфекция иммунизиро-
ванных обезьян вирулентными бактериями ВР че-
рез 12 мес после реиммунизации также не выявила 
отклонений измеренных параметров от нормы (та-
бл. 1). При этом в контрольном эксперименте, при 
заражении нативных обезьян вирулентными бакте-
риями, зарегистрированы достоверное увеличение 
количества лейкоцитов и снижение содержания 
глюкозы (табл. 1), наличие слизи и воспаления но-
соглотки на 3–10-е сутки инфекции. Кашля у кон-
трольных и опытных обезьян не зарегистрировано. 

Результаты измерений неспецифических IgЕ в 
сыворотке крови иммунизированных и инфициро-
ванных животных представлены в табл. 2.

Из табл. 2 видно, что из иммунизированных 
животных только у обезьяны 31883, а из контроль-

Таблица 1. Биохимический анализ крови МР после интраназальной иммунизации аттенуированными бактериями BР и 
экспериментальной инфекции вирулентными бактериями BР 475
Table 1. RMs’ blood biochemistry after their intranasal immunization with attenuated BP bacteria and experimental infection 
with virulent BP 475 bacteria

Интраназальная инокуляция
Intranasal inoculation

Дни
Days

Aланинамино-
трансфераза, Ед/мл

Alanine 
aminotransferase, U/ml

Aспартатамино-
трансфераза, Ед/мл

Aspartate 
aminotransferase, U/ml

Глюкоза, 
Мм/л

Glucose, Mm/l

Лейкоциты, ×103

White blood cells, 
×103

Первая иммунизация
First immunization

Фон
Background

34,5 ± 4,4 36,5 ± 12,5 5,4 ± 1,1 10,1 ± 2,8

3 38,8 ± 10,2 36,2 ± 10,4 4,7 ± 0,3 8,2 ± 1,9

7 42,1 ± 6,1 33,1 ± 2,6 5,5 ± 0,5 9,8 ± 2,7

14 46,1 ± 6,7 41,1 ± 10,6 4,7 ± 0,7 8,8 ± 2,3

Повторная иммунизация
Re-immunization

Фон
Background

39,1 ± 4,6 43,5 ± 11,5 4,4 ± 0,6 9,1 ± 2,6

3 37,2 ± 3,9 38,2 ± 8,4 4,7 ± 0,4 7,2 ± 1,9

7 40,0 ± 3,1 34,1 ± 5,6 5,3 ± 0,5 8,0 ± 3,1

14 41,8 ± 4,0 39,1 ± 7,1 4,7 ± 0,4 8,3 ± 2,5

Инфекция бактериями BР 475 
нативных обезьян 
Infection of native monkeys  
with BP 475 bacteria

Фон
Background

42,2 ± 6,4 42,0 ± 6,5 6,2 ± 0,3 12,1 ± 1,4

3 44,2 ± 4,9 39,2 ± 7,4 5,7 ± 0,7 17,8 ± 2,9

7 40,4 ± 4,1 41,1 ± 5,5 4,4 ± 0,6* 19,3 ± 2,9*

14 39,8 ± 3,8 40,1 ± 5,1 4,7 ± 0,4* 19,3 ± 2,9*

Примечание. *р < 0,05 по сравнению с фоном.
Note. *p < 0.05 as compared to the background.
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ных — 31927 содержатся IgE в количестве, близком 
к значениям отрицательного контроля у человека 
(20–30 МЕ/мл). У всех обезьяны 31882 значения 
IgE варьируют от 117 до 350 ед., у остальных — 
200–850 ед. 

Не зарегистрировано регулярного увеличения 
количества IgE после их иммунизации и реимму-
низации. Напротив, у обезьяны 31882 наблюдается 
тенденция к снижению количества IgE уже после 
реиммунизации, и у всех животных регистрируется 
значительное уменьшение числа IgE после зараже-
ния вирулентными бактериями BР 475. 

Бактериальная нагрузка BР в носоглотке  
обезьян после иммунизации и заражения  

вирулентными BР 475
Золотым стандартом для диагностики коклюша 

является бактериологический метод. Мы произво-

дили высев материала смывов назофарингеальных 
тампонов, собранного с задней стенки носоглотки 
обезьян, на среду КУА с кровью, содержащую или 
не содержащую стрептомицин. Мазки брали через 
1 ч после иммунизации или экспериментальной ин-
фекции и далее в динамике через 3, 7, 10, 14 сут 
и т.д. Рост бактерий на среде КУА оценивали на 
4–5-е сутки после посева. Выросшие колонии ти-
пировали с помощью специфических сывороток к 
агглютиногенам 1, 2 и 3. Рост бактерий BР на чаш-
ках удавалось регистрировать в течение первых  
2 нед, в редких случаях — 3–4 нед после иноку-
ляции. Дополнительную сложность представляло 
наличие посторонней микрофлоры, особенно при 
анализе материала на среде КУА без антибиотика. 
Поэтому, а также учитывая низкую эффективность 
метода бактериального посева, для диагностики 
коклюша и характеристики количества бактерий в 

Таблица 2. Значения IgЕ в сыворотке крови МР, вакцинированных и ревакцинированных аттенуированными  
бактериями BР 
Table 2. Values of IgE in blood sera of RMs vaccinated and re-vaccinated with attenuated BP bacteriа

День после  
инфекции

Day after infection

Номер обезьяны
Monkey identification number

31881 31882 31883 31901 31908 31926 31927 31843 31870 31888

Первая иммунизация
First immunization

Фон
Background

320 250 66 680 678

7 290 190 73 – –

14 285 220 56 845 693

24 427 350 48 690 578

64 469 191 53 662 750

180 668 117 63 609 555

Реиммунизация через 6 мес 
Re-immunization in 6 months

Фон
Background

668 117 63 609 555

7 720 141 31 745 449

14 518 187 43 722 458

24 562 203 62 648 –

64 669 177 47 393 524

180 580 258 – – 180

Заражение вирулентными бактериями BР
Infection with virulent BP bacteria

Фон
Background

219 22 45 58 55 656 48 559 376 257

7 73 13 15 45 32 732 37 635 281 201

14 48 13 17 10 14 651 25 759 351 224

28 43 7 9 23 9 515 52 569 390 356
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Рис. 1. Динамика изменения количества геном-эквива-
лентов бактерий BР в носоглотке МР после первого и 
повторного интраназального введения бактерий BР.

N — количество геном-эквивалентов бактерий BР в 1 мл назо-
фарингеального аспирата. 1 — первое введение вирулентных 
бактерий BР; 2 — повторное введение вирулентных бактерий 

BР; 3 — первое введение аттенуированных бактерий BР;  
4 — повторное введение аттенуированных бактерий BР;  

5 — инфицирование вирулентными BР через 12 мес после 
введения аттенуированных бактерий BР.

Fig. 1. Changes in the number of BP genome-equivalents in 
the RMs’ nasopharynx after the first and repeated intranasal 

vaccination with BP bacteria.
N — the number of BP genome-equivalents in 1 ml of the 

nasopharyngeal aspirate. 1 — the first vaccination with virulent BP 
bacteria; 2 — the repeated vaccination with virulent BP bacteria; 

3 — the first vaccination with attenuated BP bacteria; 4 — the 
repeated vaccination with attenuated BP bacteria; 5 — the infection 

with virulent BP bacteria 12 months after the vaccination with 
attenuated BP bacteria.

Рис. 2. Динамика изменения количества 
геном-эквивалентов бактерий BР 18323 

после 1-й и 2-й экспериментальной  
интраназальной инфекции МР.

1 — 1-я экспериментальная интраназальная 
инфекция в дозе 107 КОЕ; 2 — 1-я эксперимен-

тальная интраназальная инфекция в дозе  
109 КОЕ; 3 — повторная экспериментальная 

инфекция BР 18323 в дозе 109–1010 КОЕ.
Fig. 2. Changes in the number of BP 18323 

genome-equivalents after the 1st and 2nd 
experimental intranasal infection of RMs.
1 — the 1st experimental intranasal infection at 
a dose of 107 CFU; 2 — the 1st experimental 

intranasal infection at a dose of 109 CFU;  
3 — repeated experimental infection with BP 18323  

at a dose of 109–1010 CFU.
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ротоносоглотке животных использован разработан-
ный нами метод ПЦР в реальном времени.

На рис. 1 и 2 представлена динамика изме-
нения количества геном-эквивалентов бактерий в 
условном миллилитре смыва назофарингеального 
тампона (аспирата) обезьян, однократно и двукрат-
но инфицированных вирулентными и аттенуиро-
ванными бактериями BР. 

Повторную инокуляцию аттенуированных бак-
терий BР проводили через 6 мес после 1-го введе-
ния, а экспериментальную инфекцию вирулентны-
ми бактериями BР — через 12 мес после реимму-
низации. 

Для прояснения зависимости картины элимина-
ции от штамма бактерий и инфицирующей дозы про-
ведено заражение половозрелых МР двумя дозами 
(107 КОЕ и 109–1010 КОЕ) вирулентных бактерий BР 
18323. Каждой из доз интраназально инфицировали 
по 3 МР. Повторно всех МР инфицировали одной до-
зой 109–1010 бактерий. Повторную эксперименталь-
ную инфекцию вирулентными BР 475 или BР 18323 
проводили через 4–6 мес после 1-й инокуляции. На 
рис. 1 и 2 видно, что число бактерий в носоглотке МР 
достигает максимума через 7–14 дней после экспери-
ментальной инфекции аттенуированными бактерия-
ми BР 4МКS (tmax = 7–14 дней), через 14–21 день по-
сле инфекции изогенными вирулентными бактерия-
ми BР 475 и через 7–10 дней после интраназальной 
инокуляции вирулентных бактерий BР 18323.

При посеве и ПЦР-анализе смывов назофарин-
геальных тампонов контрольных животных роста 
колоний и регистрации ДНК возбудителя коклюша 
не наблюдали. 

Титр специфических IgG в сыворотке крови  
вакцинированных обезьян МР после  

интраназального инфицирования BР
Все эксперименты, описанные в предыдущем 

разделе, сопровождались изучением динамики из-
менения уровня специфических IgG к BР в сыво-
ротке крови инфицированных животных. При 1-й 
экспериментальной инфекции количество специфи-
ческих IgG в сыворотке крови животных нарастало 
(рис. 3, 4) начиная с 10–14-го дня и достигало мак-
симума к 28-му дню у обезьян, инфицированных 
вирулентными и атенуированными бактериями BР 
475, и к 35–48-му дню после инфекции BР 18323. 
После повторной инфекции бактериями BР 18323 
IgG достигал максимального значения к 14-му дню 
после инокуляции бактерий любого штамма.
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в экспериментах на кроликах и морских свинках 
продемонстрировали безопасность интраназаль-
ного применения сконструированной нами живой 
рекомбинантной коклюшной вакцины (ЖКВ) [18].

Исследования, проведенные нами на поло-
возрелых нечеловекообразных приматах, показали, 
что экспериментальная интраназальная инфекция 
обезьян вирулентными бактериями BР приводит 
к развитию лабораторных признаков коклюшной 
инфекции у обезьян МР, павиан гамадрил, макак 
яванский и макак японский [22]. У неполовозре-
лых павианов анубисов развивался характерный 
для коклюша кашель [19]. Иммунизация павианов 
анубис ЖКВ на основе аттенуированных бактерий 
BР BPZE1 продемонстрировала ее безопасность и 
иммуногеность [21]. Эти результаты указывали на 
перспективность экспериментальной модели нече-
ловекообразных обезьян для изучения иммунобио-
логических характеристик возбудителя коклюша и 
иммуногенности коклюшных вакцин. 

Представленные в настоящем исследовании 
результаты продемонстрировали отсутствие изме-
нения показателей анализа крови и местных реак-
ций у МР после интраназальной инокуляции атте-
нуированных бактерий BР в полном соответствии 
с экспериментами на мелких лабораторных жи-
вотных. После первой и повторной вакцинации не 
зарегистрировано воспалительных процессов в но-
соглотке животных, наблюдаемых нами после экс-
периментальной инфекции вирулентными бактери-
ями. Не отмечено увеличения количества общих IgE 
в сыворотке крови обезьян после вакцинации и ре-
вакцинации. У всех иммунизированных животных 
регистрировалось снижение IgE после заражения 
вирулентными бактериями BР 475. Эти наблюдения 
хорошо согласуются c результатами R. Li с соавт. 
[26], показавших, что интраназальная вакцинация 
мышей аттенуированными бактериями BР BPZE1 
не только не вызывает аллергических реакций, но 
и защищает животных от экспериментального ал-
лергического воспаления и снижает уровень IgE в 
сыворотке крови.
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Рис. 3. Динамика изменения количества IgG в сыворот-
ке крови МР после 1-го и повторного интраназального 

введения им бактерий BР.
По оси ординат — относительное значение количества IgG 
(в %): ОПК+/ОПi, где ОПК+ — значение оптической плотности 

положительного контроля, ОПi — оптическая плотность в лунке 
с исследуемой сывороткой.

1 — 1-е введение аттенуированных бактерий BР; 2 — 1-е 
введение вирулентных бактерий BР; 3 — инфицирование 

вирулентными бактериями BР через 12 мес после введения ат-
тенуированных бактерий BР; 4 — повторное введение вирулент-

ных бактерий BР; 5 — повторное введение аттенуированных 
бактерий BР.

Fig. 3. Changes in the IgG level in the RMs’ blood serum 
after the 1st and repeated intranasal vaccination with BP 

bacteria.
On the vertical axis — the relative value of IgG levels (%): ODC+/ODi, 
where ODC+ — optical density of the positive control, ODi — optical 

density in the well with the studied serum.
1 — the 1st vaccination with attenuated BP bacteria; 2 — the 1st 

vaccination with virulent BP bacteria; 3 — the infection with virulent 
BP bacteria 12 months after the vaccination with attenuated BP 
bacteria; 4 — the repeated vaccination with virulent BP bacteria;  

5 — the repeated vaccination with attenuated BP bacteria.
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Рис. 4. Динамика изменения относительного 
количества IgG в сыворотке крови МР после 
1-й и повторной интраназальной инфекции 

животных бактериями BР 18323.
1 — 1-я экспериментальная интраназальная ин-

фекция в дозе 107 КОЕ; 2 — 1-я экспериментальная 
интраназальная инфекция в дозе 109 КОЕ;  

3 — повторная экспериментальная инфекция  
BР 18323 в дозе 109 КОЕ.

Fig. 4. Changes in the IgG relative levels in the 
RMs’ blood serum after the 1st and repeated 

intranasal infection of the animals with BP 18323 
bacteria.

1 — the 1st experimental intranasal infection at a dose 
of 107 CFU; 2 — the 1st experimental intranasal infection 

at a dose of 109 CFU; 3 — the repeated experimental 
infection with BP 18323 at a dose of 109 CFU.

Обсуждение
Доклинические исследования острой токсич-

ности на крысятах и мышатах, лейкоцитоз- и гиста-
минсенсибилизирующей активности коклюшного 
токсина и весовой токсичности суспензии аттену-
ированных бактерий BР в классических экспери-
ментах на линейных мышах, активности дермоне-
кротического эндотоксина и гипоаллергенности 
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Следует отметить, что тест-система «IgE 
Ridascreen», предназначенная для работы с сыво-
ротками крови человека, не выявляла IgE в сыворот-
ке обезьян. Для регистрации IgE в сыворотке крови 
обезьян была использована тест-система «IgE Век-
тор-Бест». Эта система не применялась ранее для 
оценки IgE обезьян, поэтому полученные цифры 
не могут быть использованы для количественного 
определения, но пригодны для качественной оцен-
ки изменения содержания IgE после иммунизации 
животных. 

Размножение вирулентных бактерий BР в но-
соглотке и их персистенция в организме человека 
являются важными характеристиками коклюшной 
инфекции. Согласно имеющимся в настоящее вре-
мя данным иммунизация обезьян ЦКВ и аттенуиро-
ванными бактериями, в отличие от БКВ, приводит к 
формированию мукозального иммунитета, препят-
ствующего размножению вирулентных бактерий 
BР при их проникновении в организм человека и 
обезьяны. Представленные на рис. 1 и 2 графики де-
монстрируют схожую динамику размножения/эра-
дикации аттенуированных и вирулентных бактерий 
разных штаммов в рото-носоглотке МР. Отдельные 
геном-эквиваленты BР регистрируются в назофа-
рингеальных изолятах с помощью ПЦР в реальном 
времени вплоть до 6 мес. Аналогичные результаты 
получены нами при обследовании выздоравливаю-
щих от коклюша детей разного возраста, у 15–20% 
которых возбудитель коклюша регистрировали с 
помощью ПЦР в реальном времени спустя 6 мес 
после постановки диагноза [27]. 

Схожая картина наблюдалась после повтор-
ной инокуляции аттенуированных и вирулентных 
бактерий обезьянам и после экспериментальной 
инфекции иммунизированных животных вирулент-
ными бактериями. Кривые размножения/эрадика-
ции после повторной инокуляции бактерий (рис. 1 
и 2) не имеют качественных отличий, но принци-
пиально отличаются от картины после 1-й инокуля-
ции отсутствием накопления и значительно более 
быстрой эрадикацией бактерий. Например, к 28-му 
дню после повторной инфекции (иммунизации) 
бактерии не выявлялись или их удавалось реги-
стрировать только в единичных копиях, тогда как в 
эти же сроки после 1-й инфекции число геном-экви-
валентов бактерий BР могло составлять несколько 
десятков. Необходимо отметить, что чувствитель-
ность использованной нами тест-системы составля-
ет 0,01–0,1 геном-эквивалента в 5 мкл раствора и 
определяется применением многокопийной после-
довательности IS481 в качестве мишени амплифи-
кации [24, 25]. 

Для изучения зависимости динамики размно-
жения бактерий и развития иммунного ответа от 
инфицирующей дозы и штамма бактерий наряду 
с изогенными вирулентными и аттенуированны-

ми бактериями BР 475 и 4МКS использованы ви-
рулентные бактерии BР 18323, применяемые для 
определения защитной активности ЦКВ. Бактерии 
вводили 3 МР по 109–1010 КОЕ, 3 МР — по 107 КОЕ. 
Количество бактерий и динамика размножения/эра-
дикации после экспериментальной инфекции МР, 
получивших 109 бактерий, не имели статистически 
значимых отличий от динамики при инфицирова-
нии животных другими штаммами BР. Измеренные 
нами значения tmax для BР 475, 18323 и 4МKS близки 
друг к другу и совпадают со значениями, приведен-
ными в работе J.M. Warfel и соавт. [19] для бактерий 
BР D420, полученных при инфицировании детены-
шей павиана анубиса. 

При инфицировании обезьян дозой 107 КОЕ 
бактерий BР на протяжении всего времени развития 
1-й инфекции наблюдали достоверно меньшее ко-
личество геном-эквивалентов бактерий BР в носо-
глотке животных (рис. 2). Это обстоятельство было 
учтено нами при определении вакцинирующей до-
зы для клинических исследований ЖКВ на здоро-
вых добровольцах, продолжающихся в настоящее 
время.

Следует отметить, что проведенные нами ра-
нее исследования показали, что в процессе перси-
стенции бактерий BР в организме обезьяны проис-
ходит изменение фазового состава популяции. Если 
в первые часы после инфекции подавляющее боль-
шинство бактерий BР находятся в вирулентном со-
стоянии, характеризующемся нативной структурой 
оперона bvgAS, то в процессе развития инфекции 
гетерогенность популяции бактерий BР возрастает 
за счет увеличения доли авирулентных мутантов 
возбудителя коклюша, несущих инсерцию IS481 в 
опероне bvgAS BР. В наибольшей степени процесс 
выражен после повторных инокуляций, когда коли-
чество инсерционных мутантов бактерий BР в пер-
систирующей популяции может достигать 50% от 
числа зарегистрированных бактерий [28]. Это на-
блюдение указывает на возможный механизм фор-
мирования длительно персистирующих бактерий, 
обеспечивающих выживание патогена и его переда-
чу новому хозяину.

На рис. 3 и 4 видно, что динамика изменения 
титра специфических IgG в сыворотке крови вакци-
нированных обезьян, экспериментально инфициро-
ванных вирулентными бактериями BР, близка к со-
ответствующей кривой, полученной после повтор-
ного инфицирования МР, и значительно отличается 
от динамики IgG после 1-й экспериментальной ин-
фекции вирулентными и аттенуированными бакте-
риями. У всех реиммунизированных и инфициро-
ванных после иммунизации вирулентными бакте-
риями BР животных количество антител быстро 
нарастало и достигало максимума к 10–14-му дню. 
Эти результаты полностью соответствуют результа-
там определения IgG после повторного заражения 
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вирулентными бактериями BР 475 и хорошо согла-
суются с приведенными выше результатами изуче-
ния динамики накопления бактерий в носоглотке 
инфицированных животных. Быстрое нарастание 
специфических антител после повторного контакта 
с инфекцией способствует подавлению размноже-
ния бактерий и их элиминации из носоглотки жи-
вотных. 

Схожая динамика выявлена нами при 2- и 
3-кратных экспериментальных заражениях разных 
видов обезьян Старого Света вирулентными бак-
териями BР, в том числе в дозах 1010–1011 КОЕ. Во 
всех случаях зарегистрированы выраженный бу-
стер гуморального иммунного ответа и ускоренная 
элиминация возбудителя после повторного зараже-
ния [22]. Наличие бустерного эффекта повторной 
вакцинации при низких значениях и даже при от-
сутствии IgG у некоторых животных после 1-й вак-
цинации, а также ускоренная элиминация бактерий 
у всех животных после повторной вакцинации ука-
зывают на то, что даже однократная интраназальная 
вакцинация аттенуированными бактериями может 
оказаться достаточной для обеспечения защиты от 
экспериментальной инфекции. 

Таким образом, экспериментальная интрана-
зальная инфекция МР аттенуированными и виру-
лентными бактериями BР приводит к формирова-
нию защитной реакции организма, проявляющейся 
в подавлении размножения бактерий, ускорении 
темпов их элиминации из носоглотки животных 
и развитии гуморального иммунного ответа. Раз-
витие гуморального, антительного ответа после 
повторной инфекции носит бустерный характер, 
независимо от штамма бактерий. Представленные 
результаты указывают на общие механизмы фор-
мирования поствакцинального иммунитета после 
интраназальной иммунизации животных ЖКВ и 
постинфекционного противококлюшного иммуни-
тета, обеспечивающих защиту от повторного ин-
фицирования бактериями BР и развития клиниче-
ских симптомов коклюша. Представленные данные 
не противоречат результатам C. Locht и соавт. [21], 
продемонстрировавшим наличие выраженного за-
щитного эффекта в отношении экспериментальной 
инфекции вирулентными бактериями BР D420 у па-
вианов анубисов, иммунизированных живыми атте-
нуированными бактериями BР. Менее выраженным 
защитным эффектом обладают инактивированные 
бактерии возбудителя (ЦКВ), в то время как БКВ не 
обеспечивала защиты от размножения бактерий по-
сле повторной инфекции [20, 21].

Отсутствие специфичных для обезьян тест-си-
стем иммуноферментного анализа (ИФА) значи-
тельно осложняет регистрацию коклюшных анти-
тел у этих животных. Если использованная нами 
тест-система ИФА IgG человека «Ridascreen» ока-
залась пригодной для регистрации IgG у МР, павиа-

нов гамадрилов, макак яванских и макак японских, 
то тест-система той же фирмы для IgА человека бы-
ла совершенно не чувствительна к IgА обезьян. Нам 
удалось определить значения IgМ на разных сроках 
экспериментальной коклюшной инфекции обезьян 
с помощью тест-системы ИФА IgМ человека BР 
«Ridascreen», однако низкие абсолютные значения 
величин и большой разброс делают непродуктив-
ным их обсуждение. Скорее всего, наблюдаемая 
картина объясняется недостаточной эффективно-
стью коммерческой тест-системы на сыворотке 
обезьян. Полученные результаты указывают на не-
обходимость конструирования тест-систем ИФА, 
специфичных для иммуноглобулинов нечеловеко-
образных обезьян, в процессе дальнейшего исполь-
зования этих животных в качестве эксперименталь-
ной модели.

Заключение 
Интраназальная однократная и повторная ино-

куляции аттенуированных бактерий BР не вызывали 
воспалительных процессов в носоглотке МР и изме-
нения лабораторных показателей крови, наблюдае-
мых после экспериментальной инфекции нечелове-
кообразных приматов вирулентными бактериями.

Не зарегистрировано повышения уровня об-
щего IgE в сыворотке крови обезьян после и одно- и 
двукратной иммунизации.

Экспериментальная интраназальная инфек-
ция МР аттенуированными и вирулентными бак-
териями BР приводит к формированию защитной 
реакции организма, проявляющейся в подавлении 
размножения бактерий, ускорении темпов их эли-
минации из носоглотки животных и развитии гумо-
рального иммунного ответа. Развитие гуморально-
го, антительного ответа после повторной инфекции 
носит бустерный характер, независимо от штамма 
бактерий.

Представленные результаты указывают на об-
щие механизмы формирования поствакцинального 
иммунитета после интраназальной вакцинации жи-
вотных и постинфекционного противококлюшного 
иммунитета, обеспечивающих защиту от повторно-
го инфицирования бактериями BР и развития кли-
нических симптомов коклюша.
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Молекулярно-эпидемиологические особенности циркуляции 
энтеровируса Коксаки А10 в Дальневосточном федеральном 
округе
Бутакова Л.В. , Сапега Е.Ю., Троценко О.Е. 

ФБУН «Хабаровский научно-исследовательский институт эпидемиологии и микробиологии» Роспотребнадзора, 
680610, Хабаровск, Россия

Актуальность. В Дальневосточном федеральном округе (ДФО) ежегодно наблюдаются подъемы заболе-
ваемости энтеровирусной инфекцией. При этом отмечается широкое разнообразие циркулирующих непо-
лиомиелитных энтеровирусов. Среди них можно выделить те, которые на протяжении ряда лет постоянно 
идентифицируют у населения ДФО, в том числе вирус Коксаки А10. 
Цель. Изучить особенности циркуляции энтеровируса Коксаки А10 на территории ДФО в 2014–2018 гг.
Материалы и методы. Для работы были использованы 117 полных нуклеотидных последовательностей 
гена VP1 энтеровируса Коксаки А10, которые были выделены в ДФО в 2014–2018 гг.
Результаты. По результатам филогенетического анализа выявлены две генетические линии Коксаки А10, 
при этом в Сахалинской области в 2017 г. отмечена их одновременная циркуляция. Активная миграция 
населения способствует широкому распространению Коксаки А10 на сопредельных территориях с фор-
мированием эпидемических вариантов.
Заключение. Энтеровирус Коксаки А10 является одним из наиболее актуальных типов неполиомиелит-
ных энтеровирусов для ДФО. Проведенный филогенетический анализ позволил выявить его генетическое 
разнообразие и предположить как европейское, так и азиатское происхождение полученных штаммов.

 Ключевые слова: энтеровирус; Коксаки А10; кластер; филогенетический анализ.
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Molecular epidemiological features of the Coxsackievirus A10 
circulation in the Far Eastern Federal District of Russia
Lyudmila V. Butakova , Elena Yu. Sapega, Olga E. Trotsenko

Khabarovsk Research Institute of Epidemiology and Microbiology, 680610, Khabarovsk, Russia

Background. Increase in incidence rates of enterovirus infections in the Far Eastern Federal District of Russia 
is observed annually. There is a wide genetic diversity of circulating non-polio enteroviruses. Some of them have 
been constantly identified for a number of years in the population of the district, including the Coxsackie A10 virus. 
Purpose. To study the features of the Coxsackievirus A10 circulation in the Far Eastern Federal District of Russia 
in 2014–2018.
Methods. For this work, 117 Coxsackievirus A10 complete sequences of the VP1 gene were used, which were 
isolated in the Far Eastern Federal District of Russia in 2014–2018.
Results. Phylogenetic analysis revealed two Coxsackievirus A10 lineages in the Far Eastern Federal District 
of Russia in 2014-2018, while their simultaneous circulation was noted in the Sakhalin region in 2017. Active 
population migration contributes to the widespread distribution of Coxsackievirus A10 in border areas with the 
formation of epidemic variants.
Conclusion. Coxsackievirus A10 is one of the most relevant types of non-polio enteroviruses for the Far Eastern 
Federal District of Russia. Phylogenetic analysis revealed its genetic diversity and suggested both European and 
Asian origin of the obtained strains.
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Введение
Актуальность энтеровирусной инфекции 

(ЭВИ) для населения России обусловлена возник-
новением на ее территории ежегодных сезонных 
подъемов заболеваемости с формированием вспы-
шечных очагов. ЭВИ имеет многочисленные клини-
ческие проявления и поражает различные возраст-
ные группы. Учитывая, что в большинстве случаев 
ЭВИ протекает при отсутствии ярко выраженных 
специфических признаков, имеется высокая веро-
ятность неправильного или/и несвоевременного 
установления диагноза. В свою очередь это явля-
ется одной из причин быстрого распространения 
инфекции и приводит к возникновению очагов за-
болеваемости.

Энтеровирусы (ЭВ) входят в состав крупно-
го семейства Picornaviridae и представляют собой 
мелкие безоболочечные вирусы с геномом в виде 
одноцепочечной положительно заряженной РНК. 
ЭВ, вызывающие заболевания у человека, образуют 
4 вида: A, B, C и D [1].

ЭВ Коксаки А10 является одним из наиболее 
часто выявляемых типов ЭВ и впервые был выде-
лен Г. Далдорфом и сотр. в США в 1950 г. от боль-
ных серозным менингитом [2]. Кроме того, Коксаки 
А10 идентифицируют у пациентов с герпангиной, 
респираторной формой ЭВИ, экзантемой полости 
рта и конечностей (HFMD — hand, foot and mouth 
disease), плевродинией [3]. Несмотря на то что для 
большинства случаев ЭВИ, обусловленных Коксаки 
А10, характерно благоприятное течение, в некото-
рых случаях могут наблюдаться тяжелые невроло-
гические и кардиопульмональные осложнения [4], а 
также летальные исходы у новорожденных [5].

В последнее десятилетие ЭВ Коксаки А10, на-
ряду с ЭВ Коксаки А6, стал чаще выявляться при 
вспышках HFMD, которые ранее в основном вызы-
вали ЭВ А71 и Коксаки А16 [6]. Так, имеются пу-
бликации об участии Коксаки А10 в возникновении 
эпидемической заболеваемости HFMD в Финлян-
дии в 2008 г. [7], Испании в 2008 г. [8], Сингапуре 
в 2008 г. [9], Франции в 2010 г. [10], Китае в 2012–
2013 гг. [11]. 

Цель настоящей работы — изучить особен-
ности циркуляции ЭВ Коксаки А10 на территории 

Дальневосточного федерального округа (ДФО) в 
2014–2018 гг.

Материалы и методы
Для анализа регистрируемой заболеваемости 

ЭВИ в ДФО использованы статистические данные 
государственных форм отчетности № 1 и 2 «Све-
дения об инфекционной и паразитарной заболева-
емости», № 23-09 «Сведения о вспышках инфек-
ционных заболеваний», отчеты Дальневосточного 
регионального научно-методического центра по 
изучению энтеровирусных инфекций (ФБУН «Ха-
баровский НИИ эпидемиологии и микробиологии» 
Роспотребнадзора).

Биологический материал от лиц с подозрени ем 
на ЭВИ, поступавший из субъектов ДФО в 2014–
2018 гг., был исследован молекулярно-генетически-
ми методами. Тип ЭВ в положительных образцах 
устанавливали с помощью секвенирования фраг-
ментов областей генома VP1 (≈370 ну клео тидных 
оснований (н.о.)) и VP2 (≈368 н.о.) с последующим 
сравнением полученных нуклеотидных последова-
тельностей с референсными, представленными в 
GenBank. 

В настоящем исследовании дополнительно по-
лучены полные нуклеотидные последовательности 
гена VP1 (длина = 894 н.о.) штаммов ЭВ Коксаки 
А10, необходимые для проведения более оптималь-
ного филогенетического анализа. В качестве рефе-
ренсных из GenBank были взяты 800 нуклеотидных 
последовательностей, представляющих полный 
участок VP1 (894 н.о.) и полный геном Коксаки А10 
(≈7400 н.о.). После выравнивания всех референс-
ных последовательностей некачественные сиквен-
сы были удалены (с наличием гэпов, неопределен-
ных нуклеотидов), остальные подвергнуты анализу 
с целью выявления сходных друг с другом на 1–3%, 
т.к. исключение похожих последовательностей мо-
жет считаться оптимальным подходом при выборе 
референсных сиквенсов для филогенетического 
анализа [12].

Реконструкцию эволюционных взаимоотно-
шений со статистической обработкой данных осу-
ществляли с использованием байесовского алгорит-
ма с методами Монте-Карло по схеме цепи Марко-

Keywords: enterovirus; Coxsackievirus A10; cluster; phylogenetic analysis.
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ва, представленного в программном обеспечении 
«BEAST v1.8.4». Для аннотирования применяли 
«TreeAnnotator v1.8.4», последующую визуализа-
цию дерева с максимальным доверием к кладам 
проводили в «FigTree 1.4.3».

Результаты и обсуждение
ДФО является неблагополучной территорией 

по ЭВИ. Показатели регистрируемой в сезонный 
период заболеваемости ЭВИ ежегодно значительно 
превышают общероссийские (рис. 1). За проанали-
зированный нами период времени с 2014 по 2018 г. 
в ДФО наблюдались 2 пика заболеваемости ЭВИ: в 
2016 г. (40,4 на 100 тыс. населения) и 2018 г. (39,9 на 
100 тыс. населения).

Среди субъектов ДФО наибольшее число слу-
чаев ЭВИ с 2006 по 2015 г. регистрировалось в Ха-
баровском крае (показатель заболеваемости в сред-
нем равнялся 76,4 на 100 тыс. населения). С 2016 г. 
отмечен рост заболеваемости ЭВИ в Сахалинской 
области, достигший в 2018 г. максимума за 10 лет 
официальной регистрации инфекции. При этом Са-
халинская область с 2016 по 2018 г. была лидирую-
щим субъектом по заболеваемости ЭВИ и в ДФО, и 
в целом по России с показателями заболеваемости 
103,0; 103,3 и 222,6 на 100 тыс. населения соответ-
ственно. Кроме того, в 2017 г. были впервые зафик-
сированы случаи ЭВИ в Чукотском автономном 
округе.

ЭВИ среди населения ДФО с 2014 по 2018 г. в 
основном протекала в виде герпангины, серозного 
менингита и экзантемы. В эпидемический процесс 
были вовлечены все возрастные группы, но ос-
новное количество заболеваний зарегистрировано  

у детей 3–6 лет. Помимо спорадической заболевае-
мости ЭВИ в субъектах ДФО в 2014–2018 гг. фикси-
ровались очаги инфекции в детских организованных 
коллективах, большинство из которых было обус-
ловлено ЭВ Коксаки А6. Среди других неполиомие-
литных ЭВ (НПЭВ), ответственных за вспышки 
ЭВИ в указанный период времени, следует отметить 
Коксаки А5, А10, В3, В4 и В5, ECHO6, 9 и 30.

С 2014 по 2018 г. в лаборатории Дальнево-
сточного регионального научно-методического 
центра по изучению ЭВИ с помощью молекуляр-
но-генетических методов исследованы пробы от 
2494 человек из 9 субъектов ДФО. Были получены 
1360 нуклеотидных последовательностей НПЭВ 39 
типов, относившиеся к видам А (ЭВА — 54,1%),  
В (ЭВВ — 43,3%) и С (ЭВС — 2,6%). Несмотря на 
общее преобладание ЭВА в течение рассматрива-
емого в данной работе периода времени, в 2014 и 
2016 гг. в ДФО доминировали ЭВВ. Внутри каж-
дого вида наиболее часто выявляемыми типами 
НПЭВ были: среди ЭВА — Коксаки А6, А10 и А5; 
ЭВВ — ECHO30, ECHO6 и Коксаки В5; ЭВС — 
Коксаки А1, А19 и А24. ЭВ Коксаки А6 с 2014 по 
2018 г. лидировал по количеству обнаружений во 
всех субъектах ДФО, кроме Приморского края, где 
преобладали ECHO-вирусы. Помимо Коксаки А6 
наибольшее число идентифицированных в 2014–
2018 гг. нуклеотидных последовательностей ЭВ в 
ДФО принадлежало к ECHO30 и Коксаки А10.

Всего за 2014–2018 гг. в ДФО методом секве-
нирования выявлено 120 штаммов ЭВ Коксаки 
А10, для 117 из которых удалось получить полные 
нуклеотидные последовательности участка генома 
VP1 длиной 894 н.о.. Циркуляция Коксаки А10 за-

Рис. 1. Заболеваемость ЭВИ в ДФО в многолетней динамике в сравнении с Россией (на 100 тыс. населения).
Fig. 1. The incidence of enterovirus infections in the Far Eastern Federal District in long-term dynamics in comparison  

with Russia (per 100 thousand population).
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фиксирована во всех субъектах ДФО, за исключе-
нием Чукотского автономного округа, где из НПЭВ 
молекулярно-генетическими методами обнаружен 
лишь Коксаки А6.

С 2014 по 2016 г. Коксаки А10 выявлялся в 
клиническом материале от лиц с подозрением на 
ЭВИ в небольшом количестве (процент выявляе-
мости в эти годы от числа других НПЭВ состав-
лял лишь 2,3–3,7%). В 2017 г. отмечена активиза-
ция циркуляции Коксаки А10 в ДФО (31,3% среди 
идентифицированных НПЭВ), который потеснил 
безусловного лидера предыдущих лет — ЭВ Кок-
саки А6. В 2017 г. получены 92 штамма Коксаки 
А10 (преимущественно из Хабаровского края и Са-
халинской области), что составило 76,7% от числа 
всех выделенных Коксаки А10 за 2014–2018 гг.  
В 2018 г. Коксаки А10 был идентифицирован лишь 
в 1 (0,5%) случае. 

Циркуляция Коксаки А10 в отдельных субъек-
тах ДФО по годам также была неравномерной. Так, 
в 2014 г. он выявлялся в Республике Саха (Якутия) и 
Еврейской автономной области, в 2015 г. — в Хаба-
ровском и Камчатском краях, в 2016 г. – в Хабаров-
ском и Приморском краях, Амурской области и Рес-
публике Саха (Якутия). В 2017 г. Коксаки А10 был 
изолирован от пациентов с ЭВИ из Хабаровского и 
Приморского краев, Сахалинской, Еврейской авто-
номной и Магаданской областей, Республики Саха 
(Якутия). При этом в 2017 г. Коксаки А10 обусловил 
подъем заболеваемости ЭВИ в Хабаровском крае и 
Сахалинской области. В 2018 г. удалось получить 
штамм Коксаки А10 только у 1 заболевшего ЭВИ 
ребенка из Приморского края. 

Инфекция, вызванная ЭВ Коксаки А10, среди 
населения ДФО протекала в виде герпангины, ре-
спираторных проявлений и серозного менингита. 
Случаи тяжелого течения, осложнения после пере-
несенного заболевания не установлены.

С 2014 по 2018 г. в ДФО был зафиксирован 
лишь 1 очаг групповой заболеваемости, обус-
ловленный Коксаки А10. Он идентифицирован у 
4 детей с герпангиной, посещавших детский сад  
№ 17 г. Амурска Хабаровского края в 2016 г.  

Завозных случаев ЭВИ на территории ДФО с 
участием Коксаки А10 не было зарегистрировано, 
что может быть связано с недостаточным сбором 
эпидемиологического анамнеза у лиц с ЭВИ.

Филогенетический анализ полученных на-
ми полных нуклеотидных последовательностей 
участка генома VP1 ЭВ Коксаки А10 показал, что с 
2014 по 2018 г. на территории ДФО циркулировали  
2 разные генетические линии этого вируса (рис. 2). 
Поскольку в настоящее время устоявшаяся система 
генотипов для ЭВ Коксаки А10 отсутствует [12], 
для удобства представления полученных данных в 
этой работе мы условно обозначили их как линии 
А и В. Различие между штаммами, относящимися 

к разным линиям, составило 18–21% по нуклео-
тидной последовательности. Причем дивергенция 
линий А и В произошла около 1950 г. (95% довери-
тельный интервал (ДИ) 1934–1966). 

В состав генетической линии А вошли штам-
мы Коксаки А10, выявленные в Республике Саха 
(Якутия), Еврейской автономной и Сахалинской 
областях, Хабаровском и Приморском краях. На 
дендрограмме видно, что штаммы линии А разде-
лились на 2 кластера (условно А1 и А2) с отличи-
ем нуклеотидных последовательностей 7–8%. Рас-
хождение между ними возникло приблизительно в 
2003 г. (95% ДИ 1999–2006). В состав кластера А1 
вошли вирусы, изолированные в Еврейской авто-
номной области и Республике Саха (Якутия) в 2014 
г. и в Хабаровском крае в 2016 г. На филогенети-
ческом дереве с ними сгруппировались штаммы 
Коксаки А10, выделенные во Франции в 2010 г., что 
позволяет предполагать их европейское происхож-
дение.

Кластер А2 представлен вирусами, идентифи-
цированными в Республике Саха (Якутия) в 2016 г., 
Сахалинской области в 2017 г. и Приморском крае 
в 2018 г. Кроме того, штамм Коксаки А10, относя-
щийся к данному кластеру, был выявлен в субъекте 
Сибирского федерального округа (Красноярском 
крае) в 2017 г. при расследовании завозного случая 
ЭВИ из Турции. 

Генетическая линия В на дендрограмме отли-
чается более широким разнообразием относящихся 
к ней штаммов Коксаки А10 и также представлена 
двумя кластерами — условно В1 и В2. Расхожде-
ние между кластерами линии В произошло око-
ло 2002 г. (95% ДИ 1999–2005), а различие между 
нуклеотидными последовательностями составляет 
также 7–8%. В кластер В1 вошли большинство вы-
деленных нами штаммов Коксаки А10. Это виру-
сы, циркулировавшие в 2015 г. в Хабаровском крае,  
в 2016 г. — в Приморском крае, в 2017 г. — в Хаба-
ровском и Приморском краях, Еврейской автоном-
ной, Сахалинской и Магаданской областях, в Ре-
спублике Саха (Якутия). С ними сгруппировались 
Коксаки А10, изолированные в Китае в 2010–2018 
гг., в США в 2016 г., в Австралии в 2016–2017 гг., 
а также другие российские штаммы 2013, 2016 и 
2017 гг. Вероятнее всего, дальневосточные Кокса-
ки А10 из кластера В1 были завезены на террито-
рию округа из соседнего государства — Китайской  
Народной Республики.

Следует отметить, что основное количество 
штаммов Коксаки А10 из кластера В1, выделен-
ных в ДФО в 2017 г., образовали единую группу 
со штаммом LC412978, который был изолирован 
во время вспышки HFMD в китайской провинции 
Юньнань в 2017 г. Их общий предок существовал 
в 2014 г. (95% ДИ 2013–2015), что свидетельству-
ет в пользу того, что подъем заболеваемости ЭВИ в 
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2017 г. в ряде субъектов ДФО (в Хабаровском крае и 
Сахалинской области), связанный с ростом выявля-
емости Коксаки А10 в клиническом материале, мог 
быть обусловлен завозом «нового» эпидемического 
варианта вируса, который на протяжении ряда лет 
циркулирует в Китае с формированием вспышеч-
ных очагов. 

В состав кластера В2 вошли штаммы Коксаки 
А10, изолированные в Республике Саха (Якутия) и 
Амурской области в 2016 г., которые сгруппирова-
лись с вирусами, выделенными во Вьетнаме в 2014 г. 
и Китае в 2017 г. соответственно. Дальневосточные 

вирусы Коксаки А10 из кластера В2 имеют общего 
предшественника с французскими вирусами 2010 г., 
который существовал приблизительно в 2004 г. (95% 
ДИ 2001–2007). Рассматривая группу, образованную 
штаммами 98_AMUR_2016/LC430226_China_2017, 
можно предположить, что активные миграционные и 
социально-экономические связи между государства-
ми способствуют не только завозу ЭВ на территорию 
России, но и их распространению с ее территории в 
соседние страны, что в целом отражает обширную 
циркуляцию ЭВ среди населения мира без учета гео-
графических границ. 

Рис. 2. Филогенетическое дерево с максимальным доверием к кладам для нуклеотидных последовательностей  
ЭВ Коксаки А10 (полная последовательность VP1 = 894 н.о.).

На дереве отражено время существования предшественников отдельных групп вирусов с использованием ДИ наибольшей апостери-
орной плотности 95%. 

KHV — Хабаровский край, YKT — Республика Саха (Якутия), SAH — Сахалинская область, PRIM — Приморский край,  
MGD — Магаданская область, AMUR — Амурская область, JAR — Еврейская автономная область, IRKT — Иркутская область,  

KJA — Красноярский край. Для обозначения некоторых стран использована система ISO 3166-1 alpha-3.
Fig. 2. Maximum clade credibility tree for the Coxsackievirus A10 nucleotide sequences  

(complete sequence of VP1 = 894 b.p.).
The tree shows the age of the ancestors of certain groups of viruses using the confidence interval of the highest posterior density of 95%.

KHV — Khabarovsk Territory, YKT — Republic of Sakha (Yakutia), SAH — Sakhalin Region, PRIM — Primorsky Territory,
MGD — Magadan Region, AMUR — Amur Region, JAR — Jewish Autonomous Region, IRKT — Irkutsk Region,

KJA — Krasnoyarsk Territory. For some countries, the ISO 3166-1 alpha-3 system is used.
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Заключение
Коксаки А10 можно считать одним из наибо-

лее актуальных для ДФО типом НПЭВ, учитывая 
его непрерывную циркуляцию в округе с 2014 по 
2018 г. Проведенный филогенетический анализ по-
зволил выявить генетическое разнообразие этого 
ЭВ в ДФО, а также одновременное присутствие 
вирусов из разных линий (А2 и В1) в одном субъек-
те — Сахалинской области в 2017 г. Вероятнее все-
го, полученные дальневосточные штаммы Коксаки 
А10 имели как европейское, так и азиатское проис-
хождение. Появляющиеся «новые» эпидемические 
варианты способствуют возникновению подъемов 
заболеваемости. Кроме того, филогенетический 
анализ показал, что существует возможность рас-
пространения Коксаки А10 из России в сопредель-
ные государства. 

К сожалению, среди представленных в 
GenBank нуклеотидных последовательностей Кок-
саки А10, подходивших по размеру и качеству для 
филогенетического анализа в данной работе, нет 
большого географического разнообразия, что не по-
зволило более широко рассмотреть пути циркуля-
ции данного вируса. Тем не менее дальнейший над-
зор за ЭВИ в целом и за отдельными типами НПЭВ, 
в том числе Коксаки А10, а также размещение в 
GenBank полученных нами нуклеотидных последо-
вательностей позволят пополнить международную 
базу данных и расширить представление об их мо-
лекулярной эпидемиологии.
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Особенности получения белкового комплекса вегетативных 
культур Bacillus anthracis для протеомного картирования 
штаммов
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Введение. Исследование белкового состава возбудителя сибирской язвы Bacillus anthracis позволяет вы-
являть как общие видовые характеристики, так и индивидуальные особенности штаммов, различаю щихся 
по фенотипическим свойствам, проявляющимся в основном в вегетативной форме и имеющим важное 
значение для вирулентности, иммуногенности и способности адаптироваться к разным условиям вегети-
рования. 
Цель работы — на группе штаммов B. anthracis, имеющих разный плазмидный состав и вирулентность, 
апробировать разные способы экстракции тотального протеома из вегетативных клеток бацилл. 
Результаты. Показано, что скорость спорообразования значительно варьирует между отдельными штам-
мами B. anthracis и может оказать существенное влияние на эффективность экстракции и состав белково-
го комплекса. Предварительная обработка лизоцимом, влияющим на клеточную оболочку, способствует 
более полному лизису клеток, а ультрамикроцентрифужная фильтрация обеспечивает полную специфи-
ческую стерильность полученных образцов. 
Заключение. Разработана схема подготовки культур B. anthracis, позволяющая получать культуру в веге-
тативной фазе жизненного цикла и эффективно экстрагировать белки в сочетании с надежным обеззара-
живанием образцов.

Ключевые слова: протеом; сибирская язва; Bacillus anthracis; спорообразование; MALDI-TOF/TOF MS; 
2D-гель-электрофорез; вегетативная форма; методы экстракции белков.

Источник финансирования. Авторы заявляют об отсутствии финансирования при проведении иссле-
дования.
Конфликт интересов. Авторы декларируют отсутствие явных и потенциальных конфликтов интере-
сов, связанных с публикацией настоящей статьи. 
Для цитирования: Котенева Е.А., Цыганкова О.И., Калинин А.В., Родионов И.С., Абрамович А.В., 
Щербакова В.Ю. Особенности получения белкового комплекса вегетативных культур Bacillus anthracis 
для протеомного картирования штаммов. Журнал микробиологии, эпидемиологии и иммунобиологии. 
2020; 97(4): 331–338.
DOI: https://doi.org/10.36233/0372-9311-2020-97-4-.5

Поступила 20.03.2020
Принята в печать 27.06.2020

Features of obtaining the protein complex of vegetative cultures 
Bacillus anthracis for proteomic mapping of strains
Elena A. Koteneva , Olga I. Tsygankova, Aleksander V. Kalinin, Ivan S. Rodionov,  
Alena V. Abramovich, Victoriya Yu. Shcherbakova 

Stavropol Research Antiplague Institute, 355035, Stavropol, Russia

Introduction. The study of the protein composition of the causative agent of anthrax — Bacillus anthracis, allows 
you to identify both general species and individual characteristics of strains that differ in phenotypic properties, 
manifested mainly in the vegetative form and which are important for virulence, immunogenicity and the ability to 
adapt to different vegetation conditions. 
Purpose of the work. In the group of anthrax microbe strains having different plasmid composition and virulence, 
different methods of extraction of the total proteome from vegetative bacillus cells have been tested. 
Results. In the course of the work, it was shown that the rate of spore formation varies significantly between 
individual strains of the anthrax microbe and can have a significant impact on the efficiency of extraction and 
the composition of the protein complex. Preliminary treatment with lysozyme, which affects the cell membrane, 
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promotes a more complete lysis of cells, and ultramicrocentrifuge filtration provides complete specific sterility of 
the obtained samples. 
Conclusion. A culture preparation scheme was developed for B. anthracis, which allows one to obtain a culture 
in the vegetative phase of the life cycle and to efficiently extract proteins in combination with reliable disinfection 
of samples.

Keywords: proteome; anthrax; Bacillus anthracis; spore formation; MALDI-TOF/TOF MS; 2D-gel electrophoresis; 
vegetative form; protein extraction methods.
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Введение
Изучение протеома патогенных микроорга-

низмов является актуальной задачей, т.к. позволя-
ет не только выявить основные и вспомогательные 
факторы вирулентности, но и объективно оценить 
их продукцию в конкретных условиях культивиро-
вания в лабораторных условиях или при естествен-
ной циркуляции в организме животных и человека 
и во внешней среде. Исследование белкового соста-
ва возбудителя сибирской язвы Bacillus anthracis 
позволяет определить как общие видовые характе-
ристики, так и индивидуальные особенности штам-
мов, различающихся по фенотипическим свой-
ствам, проявляющимся в основном в вегетативной 
форме и имеющим важное значение для вирулент-
ности, иммуногенности и способности адаптиро-
ваться к разным условиям вегетирования. 

Для объективной оценки особенностей про-
теомов штаммов B. anthracis необходимо, чтобы 
источником выделения белкового комплекса яв-
лялась чистая культура с однородной по основ-
ным фенотипическим признакам популяцией. Не 
менее важным условием качественной пробопод-
готовки является нахождение культуры в одной 
морфофункцио нальной фазе, т.к. при работе с воз-
будителем сибирской язвы формирование спор вле-
чет изменение белкового состава культур, что мо-
жет приводить к некорректным результатам сравни-
тельного анализа белковых комплексов штаммов, 
различающихся по скорости спорообразования. Так, 
около половины проб вегетативных культур пред-
ставителей группы Bacillus cereus при исследовании 
масс-спектрометрическим методом имеют пики, ха-
рактерные для спектров споровых форм [1, 2]. Не-
посредственно метод лизиса культуры должен быть 
эффективным по отношению к культурам, имеющим 
особенности состава и строения поверхностных кле-
точных структур, для наиболее полного извлечения 
белков и предусматривать их защиту от деградации, 
в том числе под действием собственных протеаз.

Полученный на конечном этапе материал дол-
жен включать весь спектр белков, присущих микро-
организму в конкретных условиях, в концентрации, 
достаточной для проведения протеомных исследо-
ваний, и не содержать жизнеспособных клеток ми-
кроорганизмов. 

Цель работы — разработка алгоритма получе-
ния и эффективной экстракции белкового комплек-
са вегетативных культур B. anthracis, отвечающего 
требованиям режима работы с возбудителями особо 
опасных инфекций. 

Материалы и методы
В работе использовали вакцинные штаммы 

B. anthracis СТИ, 228/8, Sterne 34F2, 55, СТИ-ПР, 
71/12, Ихтиман, вирулентные штаммы 140 П, 228, 
1265, 1(СО) и 81/1, а также их культуральные ва-
рианты ΔСТИ, СТИ-II, ΔSterne 34F2, 228/8-II, 228/4, 
1(СО)-5-1, 1(СО)-16, 1(СО)-23, 1(СО)-24, которые 
различались по генетическим характеристикам (все 
варианты плазмидного состава, различные MLVA- 
и SNP-генотипы) и по фенотипическим признакам: 
культурально-морфологическим свойствам, токси-
нопродукции, ферментативной активности, усло-
виям формирования капсулы, вирулентности, чув-
ствительности к специфическим сибиреязвенным 
бактериофагам.

В качестве питательных сред использовали 
LB-бульон и LB-агар (по Ленноксу), а при необхо-
димости добавляли кровь (5%), сыворотку крови 
(10%), глицерин (4%). 

Спорообразование контролировали визуально 
в мазках, окрашенных по Ребигеру, приготовленных 
из культур на различных этапах культивирования. 
Подсчитывали долю бациллярных клеток, содержа-
щих формирующиеся споры, и отмечали наличие 
внеклеточно расположенных спор. 

Процесс пробоподготовки включал предвари-
тельную обработку клеток лизоцимом, разрушаю-
щим клеточную стенку, в конечной концентрации 
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40 мг/мл с инкубацией 1 ч при 37°С. Далее образ-
цы дважды отмывали в 40 мM растворе основно-
го Трис-буфера от лизоцима и клеточного дебриса. 
Экстракцию тотального протеома проводили парал-
лельно для каждого образца в 2 лизирующих буфе-
рах: 8 М мочевина/2 М тиомочевина и 6 М гуани-
дина тиоцианат. Для предотвращения деградации 
экстрагируемых белков в лизирующий буфер вно-
сили ингибиторы бактериальных протеаз в концен-
трации 1 мкг/мл. Обеззараживание проб проводили 
методом ультрамикроцентрифужной фильтрации 
лизата через фильтр PVDF с размером пор 0,22 мкм. 
Специфическую стерильность полученного мате-
риала подтверждали отрицательными результатами 
высева на LB-агар. 

Характер воздействия лизирующих буферов 
оценивали визуально по состоянию культуры в 
окрашенных мазках на различных этапах подго-
товки материала. Сравнительную оценку полноты 
экстракции белкового комплекса из бациллярных 
клеток осуществляли по количеству и интенсивно-
сти белковых полос, полученных при одномерном 
электрофоретическом разделении образцов на ав-
томатической системе капиллярного электрофореза 
«Experion» («Bio-Rad») с использованием набора 
«Experion Pro260 Analysis Kit» («Bio-Rad») после 

предварительной очистки образцов набором «Ready 
Prep 2-D Cleanup Kit» («Bio-Rad»).

Двумерный электрофорез проводили с исполь-
зованием комплекта оборудования для протеомных 
исследований («Bio-Rad») и специализированно-
го программного обеспечения «Quantity One 1-D 
analysis software» и «PDQuest 2-D analysis software». 
Концентрацию образцов перед проведением 1-го 
направления измеряли на флюориметре «Qubit» и 
параллельно методом Бредфорда. Изоэлектрофо-
кусировку проводили с использованием стрипов 
«ReadyStrip IPG strips» pH 3–10, 7 см, загружая об-
разцы из расчета 10–15 мкг белка на 300 мкл ре-
гидратационного буфера. Уравновешивание стри-
пов осуществляли в буфере с 6 М мочевиной в два 
этапа: с 2% дитиотреитолом и 2,5% йодацетамидом 
по 15 мин. Второе направление проводили в камере 
«Mini Protean» с охлаждением 10°C в 12% ПААГ в 
течение ~1,5 ч. Готовые гели окрашивали серебром 
с использованием набора «Silver Stain Plus». 

За основу взяли методику, описанную в рабо-
тах [3–6], с авторскими модификациями, включаю-
щими предварительную обработку культуры лизо-
цимом, а также различные варианты состава лизи-
рующих буферов. Посев вегетативной культуры для 
дальнейшего исследования протеомными методами 

Рис. 1. Схема опыта по подбору оптимальных условий экстракции тотального протеома штаммов B. anthracis.
Fig. 1. An experimental design for selecting optimal extraction conditions for a total proteome of B. anthracis strains.
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Экстракция протеомного комплекса B. anthracis для исследования методом 2D-электрофореза
Extraction of B. anthracis proteomic complex for study by 2D-electrophoresis

Взвесь 18–24 ч вегетативной культуры
Suspension of 18–24 h vegetative culture

Трехкратная отмывка дистиллированной водой
Three times washing with distilled water

Лизирующий буфер с гуанидин тиоцианатом
Lysis buffer with guanidine thiocyanate

Лизирующий буфер с мочевиной/тиомочевиной
Lysis buffer with urea/thiourea

Обработка лизоцимом, 40 мг/мл, 37°С, 1 ч
Lysozyme treatment, 40 mg/ml, 37°C, 1 h

Инкубация, 2ч при 25°С
Incubation, 2 h at 25°C

Ультрамикроцентрифужная фильтрация через PVDF 0,22 мкм
Ultramicrocentrifuge filtration through PVDF 0.22 μm filters

Контроль фильтрата на специфическую стерильность
Control of the filtrate for specific sterility

Анализ протеома методом электрофореза
Proteome analysis by electrophoresis
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проводили в несколько этапов, чтобы минимизиро-
вать образование спор: первоначальный посев на 
LB-агар (20 ч) для отбора изолированных колоний 
и пересева в LB-бульон (18 ч) с последующим пере-
севом на LB-агар (18 ч). Схема опыта представлена 
на рис. 1. 

Результаты
На мазках, приготовленных из культуры на 

последнем этапе, выявили значительные разли-
чия скорости спорообразования изученных куль-
тур. Так, у штаммов B. anthracis 55, СТИ, СТИ-II, 
СТИ-ПР, 228/8-II, 228/4, ΔSterne, 140-П, 1265, 81/1, 
228/8, Ихтиман, 71/12, 1(СО), 1(СО)-5-1 наблюдали 
2–30% бактериальных клеток, содержащих споры 
на различных этапах формирования (рис. 2, а). В то 
же время у штаммов Sterne 34F2 и ΔСТИ достаточ-
но сформированные споры наблюдались в 82–88% 
бактериальных клеток, а у штамма ΔСТИ они рас-
полагались свободно вне бацилл (рис. 2, б, в).

На следующем этапе работы попытались до-
биться отсутствия спор в культурах путем добав-
ления в LB-агар добавок, тормозящих процесс спо-

рообразования — глицерина, дефибринированной 
крови и инактивированной сыворотки крови, а так-
же путем изменения сроков инкубирования культур. 
Для этого были выбраны штаммы B. anthracis 55, 
Sterne 34F2, ΔСТИ с различной скоростью спорооб-
разования. Использовали жидкую и плотные пита-
тельные среды на основе LB-бульона: LB-бульон, 
LB-агар, LB-агар с добавлением 5% дефибриниро-
ванной крови, LB-агар с добавлением 4% глицери-
на. Споры засевали в LB-бульон и оставляли на 6 ч 
при 37ºС, после чего культуру пересевали в новую 
порцию LB-бульона и помещали на 18 ч при 37ºС. 
На следующий день 18-часовую бульонную культу-
ру высевали пипеткой на плотные питательные сре-
ды и распределяли по всей поверхности шпателем, 
инкубировали 6 ч при 37ºС. После этого из культу-
ры готовили взвесь и оставляли при –20ºС на ночь. 
На всех этапах пересевов и приготовления взвеси 
готовили мазки для контроля спорообразования. 
При таких сроках выращивания в окрашенных маз-
ках ни у одного из штаммов на всех средах споры 
не обнаруживались (рис. 2, г). Учитывая, что куль-
тура предназначается для исследования особенно-

Рис. 2. Различия в спорообразовании на LB-агаре 20-часовых культур штаммов B. anthracis ΔSterne (а), Sterne 34F2 
(б) и ΔСТИ (в), а также 6-часовой культуры штамма Sterne (г). 

Окраска методом Ребигера, ув. 500.
Fig. 2. Differences in spore formation on LB agar of 20-hour cultures of B. anthracis ΔSterne strains (a), Sterne 34F2 (b)  

and ΔSTI (c), as well as a 6-hour culture of Sterne strain (d). 
Coloring with the Rebiger method, ×500.

а / a

в / c

б / b

г / d

JOURNAL OF MICROBIOLOGY, EPIDEMIOLOGY AND IMMUNOBIOLOGY. 2020; 97(4) 
DOI: https://doi.org/10.36233/0372-9311-2020-97-4-5

ORIGINAL RESEARCHES



335

стей протеомного комплекса различных штаммов, 
а также возможность экстракции белков крови или 
сыворотки при смывании культуры с поверхности 
среды, которые в дальнейшем могут искажать кар-
тину белкового спектра культур, получаемую мето-
дом 2D-электрофореза, вероятно, предпочтительнее 
использовать на последнем этапе пересевов культур 
LB-агар без добавок.

При использовании метода 2D-электрофореза 
важным фактором эффективной подготовки мате-
риала является полнота извлечения белкового ком-
плекса из бациллярных клеток. Для разрушения 
бактериальных клеток и экстракции внутриклеточ-
ного белкового комплекса использовали лизирую-
щие буферы, содержащие хаотропные вещества (гу-
анидина тиоцианат, мочевина, тиомочевина), раз-
рушающие мембранные структуры, поверхностно 
активные вещества, способствующие максималь-
ному извлечению белков, восстановитель, способ-
ный восстанавливать структуру белковых молекул, 
нарушенную денатурирующим действием хаотроп-

ных веществ, и коктейль ингибиторов протеаз, пре-
дотвращающий деградацию белков под действием 
внутриклеточных протеаз. Далее в работе исполь-
зовали взвеси 20-часовых культур авирулентных 
штаммов B. anthracis СТИ, 228/8, Sterne 34F2, 55, 
СТИ-ПР, 71/12, Ихтиман, вирулентных — 140 П, 
228, 1265, 1(СО) и 81/1, а также их культуральных 
вариантов ΔСТИ, СТИ-II, ΔSterne 34F2, 228/8-II, 
228/4, 1(СО)-5-1, 1(СО)-16, 1(СО)-23 и 1(СО)-24.

Культуры всех штаммов после обработки лизо-
цимом образовывали конгломераты слабоокрашен-
ных бациллярных клеток в виде комочков, за исклю-
чением штаммов B. anthracis 1(СО)-23 и 1(СО)-24, 
которые сохраняли длинные цепочки. Результаты 
микроскопии мазков на различных этапах выяви-
ли некоторые особенности у отдельных штаммов. 
Исходная 20-часовая культура штамма B. anthracis 
ΔСТИ содержала уже вполне сформировавшиеся 
споры, в том числе расположенные внеклеточно, 
и практически полностью лизировалась при всех 
вариантах обработки лизирующими буферами в 

Рис. 3. Микрофотографии осадка бактериальных клеток штаммов B. anthracis после последовательной обработки 
лизоцимом и лизирующим буфером с 6 М гуанидина тиоцианатом: а — 1(СО); б — 1(СО)-5-1; в — 1(СО)-24; г — ΔСТИ. 

Окраска методом Ребигера, ув. 500.
Fig. 3. Microphotographs of the sediment of bacterial cells of B. anthracis strains after sequential treatment with lysozyme and 

lysis buffer with 6 M guanidine thiocyanate: a — 1(CO); b — 1(СО)-5-1; c — 1(СО)-24; d — ΔSTI. 
Coloring with the Rebiger method, ×500.

а / a

в / c

б / b

г / d
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сочетании с лизоцимом, в результате чего в мазках 
наблюдались свободно лежащие споры и детрит 
бактериальных клеток (рис. 3, г). 

После воздействия лизирующего раствора, 
содержащего 6 М гуанидина тиоцианата, на натив-
ные (не обработанные лизоцимом) взвеси бацилл 
в мазках наблюдали характерные для штаммов  
B. anthracis цепочки клеток, окраска которых была 
менее интенсивной и неравномерной по сравнению 
с исходной культурой. Наименьшие изменения пре-
терпевали штаммы B. anthracis 1(СО)-23 и 1(СО)-24.

При обработке бактериальных взвесей лизи-
рую щим раствором с 8 М мочевиной/2 М тио мо-
че виной видимые изменения культур были мини-
мальными — окраска клеток становилась несколько 
слабее, а у штаммов 1(СО)-23 и 1(СО)-24 она прак-
тически не менялась. Бациллы штамма 1(СО)-5-1 
располагались в окружении вещества, аналогично-
го по окраске капсульному.

Воздействие лизирующих растворов на ба-
циллы, предварительно обработанные лизоцимом, 
приводило у большинства изученных штаммов к 
образованию бактериального детрита и слабоокра-
шенных «теней» бактериальных клеток (рис. 3, а, 
б), штаммы 55, 71/12 сохраняли цепочки, в которых 
клетки прокрашивались значительно слабее натив-
ной культуры, культура штамма 1(СО)-24 визуаль-
но практически не менялась (рис. 3, в).

При оценке результатов экстракции белкового 
комплекса вегетативных культур B. anthracis наибо-
лее эффективным методом оказывался лизис буфе-
ром, содержащим 6 М гуанидина тиоцианат, после 
предварительной обработки лизоцимом. 

Наибольшее количество белковых фракций 
выявляли в материале классического по феноти-
пическим свойствам и плазмидному составу виру-
лентного штамма B. anthracis 1(СО). На электрофо-
реграмме у него наблюдалось наибольшее количе-
ство полос, особенно в области 25–75 кД. Штамм 
B. anthracis 1(СО)-5-1, имеющий полный набор 
плазмид и обладающий способностью формиро-
вать капсулу на обычных питательных средах, в том 
числе LB-агаре, в атмосфере воздуха, несмотря на 
наличие выраженного слоя капсульного вещества, 
демонстрировал большое количество белковых по-
лос, которые были несколько менее интенсивно вы-
ражены, в отличие от исходного штамма B. anthracis 
1(СО). У остальных штаммов в области 50–75 кД 
наблюдалось меньшее количество полос, особенно 
у изогенных вариантов штамма B. anthracis 1(СО): 
1(СО)-16 (нарушение прорастания спор при по-
вышенном содержании СО2), 1(СО)-23 (бесплаз-
мидный) и 1(СО)-24 (отсутствие плазмиды pXO1). 
Следует отметить, что указанные культуральные 
варианты штамма 1(СО) были выделены по при-
знаку фагорезистентности к специфическим сиби-
реязвенным бактериофагам. Меньшее количество 

белковых фракций штамма 1(СО) наблюдалось при 
обработке этим же лизирующим буфером нативной 
культуры: отмечалось некоторое (незначительное) 
снижение на электрофореграмме количества и ин-
тенсивности линий, соответствующих белкам с мо-
лекулярной массой 50–75 кД.

 Экстракция белкового комплекса бацилл при 
воздействии лизирующего буфера, содержащего 
8 М мочевину/2 М тиомочевину, была менее эффек-
тивной именно в области белков с молекулярной 
массой более 50 кД; лизирующий эффект, как и в 
предыдущем случае, был более выражен при пред-
варительной обработке культуры лизоцимом.

Описанные различия в эффективности экс-
тракции бациллярных белков двумя лизирующими 
буферами с различными составами с предваритель-
ной обработкой культуры лизоцимом и в ее отсут-
ствие продемонстрированы на примере типичного 
вирулентного штамма B. anthracis 1(СО) (рис. 4). 

Рис. 4. Разделение белков штамма B. anthracis 1(СО), 
выделенных лизисом культуры: 2 — раствором с гуани-
дина тиоцианатом после обработки лизоцимом; 3 — тем 
же раствором без обработки лизоцимом; 4 — раствором 
с мочевиной/тиомочевиной после обработки лизоцимом; 

5 — тем же раствором без обработки лизоцимом.  
1 — маркер молекулярных масс белков.

Fig. 4. The separation of proteins of the strain B. anthracis 
1(CO), isolated by culture lysis: 2 — a solution with 

guanidine thiocyanate after treatment with lysozyme;  
3 — the same solution without treatment with lysozyme;  

4 — a solution with urea/thiourea after treatment with 
lysozyme; 5 — the same solution without treatment  

with lysozyme. 1 — marker of molecular masses of proteins.
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Поскольку разрешающая способность капил-
лярного электрофореза недостаточно высока, этот 
метод может служить только для предварительной 
оценки образцов, полученных с применением раз-
личных схем подготовки культуры и получения 
лизатов. На конечном этапе оценку эффективно-
сти экстракции белков вакцинного штамма СТИ с 
невысокой скоростью спорообразования (13% при 
выращивании на LB-агаре в течение 20 ч) прово-
дили методом 2D-электрофореза. На 2D-электро-
фореграмме (рис. 5) зарегистрирован широкий 
набор белков, различающихся по значениям изоэ-
лектрических точек (1-е направление) и величине 
молекулярных масс (2-е направление). Полученное 
разделение белков позволяет проводить их выделе-
ние и идентификацию методом MALDI-TOF/TOF 
масс-спектрометрии после их экстракции из геля, 
очистки и трипсинолиза. 

Обсуждение
Скорость спорообразования у штаммов B. an­

thracis значительно различается, что является зна-
чимым фактором при соблюдении стандартных 
условий получения вегетативной культуры для 
протеомного картирования штаммов возбудителя 
сибирской язвы методом 2D-электрофореза в соче-
тании с методом MALDI-TOF/TOF масс-спектроме-
трии.

Анализ результатов различных методов экс-
тракции тотального белкового комплекса выявил 
влияние индивидуальных свойств штаммов B. an­
thracis на эффективность различных способов про-
боподготовки. Так, культура штамма ΔСТИ практи-
чески полностью лизировалась под действием лизо-
цима, в то время как культурам штаммов B. anthracis 
1(СО) и 1(СО)-5-1 для деструкции бактериальных 

клеток требовалось сочетанное действие лизоцима 
и лизирующих растворов, содержащих хаотропные 
вещества. Большую чувствительность штамма B. 
anthracis ΔСТИ, вероятно, можно объяснить особой 
физиологической фазой культуры — естественным 
лизисом бацилл, завершающим процесс спорооб-
разования. Практически не измененный по сравне-
нию с контролем (свежеприготовленная бактери-
альная взвесь) вид культур после обработки лизи-
рующими растворами подтверждает данные о том, 
что хаотропные вещества вызывают деградативные 
процессы, затрагивающие почти все клеточные 
структуры. Однако клеточная стенка в основном 
сохраняет свою целостность, ультраструктуру и 
ригидность, что обусловливает поддержание исход-
ной морфологии клетки. В этих случаях, несмотря 
на визуальную целостность клеток, на электрофо-
реграммах наблюдались интенсивные полосы, со-
ответствующие белкам с различной молекулярной 
массой, хотя и в несколько меньшем количестве, 
чем при сочетанном воздействии лизоцима и гуани-
дина тиоцианата. 

Предварительная обработка культуры лизо-
цимом с последующей ее обработкой раствором, 
содержащим мочевину/тиомочевину, напротив, 
уменьшала количество белковых фракций на элек-
трофореграмме, чему мы не смогли найти объясне-
ние. Меньшая эффективность экстракции внутри-
клеточных белков у штамма 1(СО)-24 испытанными 
методами, возможно, объясняется особенностями 
поверхностных структур клеток, т.к. данный штамм 
(вариант) был выделен из популяции исходного 
штамма 1(СО) по признаку резистентности к сиби-
реязвенному бактериофагу ВА-9 и у него отсутству-
ет плазмида pXO1.

Меньшее количество полос на электрофоре-
грамме вряд ли можно объяснить отсутствием про-
дукции части белков, синтез которых детермини-
руется указанной плазмидой, т.к. бесплазмидный 
штамм ΔСТИ был представлен на электрофоре-
грамме в этих же условиях значительно бóльшим 
количеством белковых фракций. 

Заключение
Протеомное картирование штаммов B. an thra­

cis является, безусловно, аналитическим методом 
их изучения для выявления индивидуальных осо-
бенностей и их корреляции с патогенными свой-
ствами или важными для жизнеобеспечения физио-
логическими механизмами и сравнительного ана-
лиза синтеза определенных белков в конкретных 
условиях. Исходя из этого, ввиду трудоемкости и 
затратности указанных исследований получение 
материала для дальнейшего анализа методом 2D- 
электрофореза должно проводиться с учетом ин-
дивидуальных особенностей штаммов, в том числе 
скорости спорообразования и чувствительности 

Рис. 5. Картина разделения белков штамма B. anthracis 
СТИ методом 2D-электрофореза. 

Экстракция белкового комплекса проводилась из взвеси  
20-часовой культуры B. anthracis СТИ, предварительно  

обработанной лизоцимом, в лизирующем буфере  
с 6 М гуанидина тиоцианатом.

Fig. 5. Protein separation pattern of B. anthracis STI strain 
by 2D electrophoresis. 

The protein complex was extracted from a suspension of a 20-hour 
culture of B. anthracis STI, pretreated with lysozyme in lysis buffer 

with 6 M guanidine thiocyanate.
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к действию определенных лизирующих смесей, с 
подбором оптимальных питательных сред и сроков 
предварительного культивирования культуры, а так-
же оптимальной схемы экстракции белков. Самым 
эффективным способом лизиса вегетативной культу-
ры с целью получения наиболее полного комплекса 
белков является применение лизирующего буфера, 
содержащего 6 М гуанидина тиоцианата, с предвари-
тельной обработкой лизоцимом.

Л И Т Е РА Т У РА / R E F E R E N C E S

1. Castanha E.R., Fox A., Fox K.F. Rapid discrimination of Bacil­
lus anthracis from other members of the B. cereus group by mass 
and sequence of «intact» small acid soluble proteins (SASPs) 
using mass spectrometry. J. Microbiol. Methods. 2006; 67(2): 
230-40. DOI: http://doi.org/10.1016/j.mimet.2006.03.024

2. Lasch P., Beyer W., Nattermann H., Stämmler M., Sieg-
brecht E., Grunow R., et al. Identification of Bacillus anthracis 

by using matrix-assisted laser desorption ionization — time of 
flight mass spectrometry and artificial neural networks. Appl. 
Environ. Microbiol. 2009; 75(22): 7229-42. 
DOI: http://doi.org/10.1128/AEM.00857-09

3. Mottaz-Brewer H., Norbeck A., Adkins J., Manes N., An-
song C., Shi L., et al. Optimization of proteomic sample prepa-
ration procedures for comprehensive protein characterization of 
pathogenic systems. J. Biomol. Tech. 2008; 19(5): 285-95.

4. Chitlaru T., Shafferman A. Proteomic studies of Bacillus an­
thracis. Future Microbiol. 2009; 4(8): 983-98. 
DOI: http://doi.org/10.2217/fmb.09.73

5. Gao Z., Wang Z., Zhang K., Li Y., Zhang T., Wang D., et al. 
Experimental validation of Bacillus anthracis A16R proteo-
genomics. Sci. Rep. 2015; 5: 14608. 
DOI: http://doi.org/10.1038/srep14608

6. Rajoria S., Sabna S., Babele P., Kumar R.B., Kamboj D.V., Ku-
mar S., et al. Elucidation of protein biomarkers for verification 
of selected biological warfare agents using tandem mass spec-
trometry. Sci. Rep. 2020; 10(1): 2205. 
DOI: http://doi.org/10.1038/s41598-020-59156-3

Information about the authors:
Elena A. Koteneva — PhD. (Biol.), Head, Laboratory of postgenomic 
investigations, Stavropol Research Antiplague Institute,  
355035, Stavropol, Russia. 
ORCID ID: https://orcid.org/0000-0003-4525-1594.  
E-mail: postgenom_stv@mail.ru 
Olga I. Tsygankova — D. Sci. (Med.), bacteriologist, Brucellosis 
laboratory, Stavropol Research Antiplague Institute,  
355035, Stavropol, Russia. 
ORCID ID: https://orcid.org/0000-0002-7940-9460.
Aleksander V. Kalinin — biologist, Laboratory of postgenomic 
investigations, Stavropol Research Antiplague Institute,  
355035, Stavropol, Russia. 
ORCID ID: https://orcid.org/0000-0002-2678-2624.
Ivan S. Rodionov — junior researcher, Laboratory of postgenomic 
investigations, Stavropol Research Antiplague Institute,  
355035, Stavropol, Russia. 
ORCID ID: https://orcid.org/0000-0002-0049-7411.
Alena V. Abramovich — junior researcher, Laboratory of 
postgenomic investigations, Stavropol Research Antiplague 
Institute, 355035, Stavropol, Russia. 
ORCID ID: https://orcid.org/0000-0001-8852-4332.
Victoriya Yu. Shcherbakova — assistant, Laboratory of postgenomic 
investigations, Stavropol Research Antiplague Institute,  
355035, Stavropol, Russia. 
ORCID ID: https://orcid.org/0000-0002-2982-4877.
Contribution: the authors contributed equally to this article.

Информация об авторах:
Котенева Елена Анатольевна — к.б.н., зав. лаб. постгеномных 
технологий ФКУЗ «Ставропольский противочумный институт», 
355035, Ставрополь, Россия. 
ORCID ID: https://orcid.org/0000-0003-4525-1594.  
E-mail: postgenom_stv@mail.ru 
Цыганкова Ольга Ивановна — д.м.н., врач-бактериолог лаб. 
бруцеллеза  ФКУЗ «Ставропольский противочумный институт», 
355035, Ставрополь, Россия. 
ORCID ID: https://orcid.org/0000-0002-7940-9460.
Калинин Александр Васильевич — биолог лаб. постгеномных 
технологий ФКУЗ «Ставропольский противочумный институт», 
355035, Ставрополь, Россия. 
ORCID ID: https://orcid.org/0000-0002-2678-2624.
Родионов Иван Сергеевич — м.н.с. лаб. постгеномных 
технологий ФКУЗ «Ставропольский противочумный институт», 
355035, Ставрополь, Россия. 
ORCID ID: https://orcid.org/0000-0002-0049-7411.
Абрамович Алена Владимировна — м.н.с. лаб. постгеномных 
технологий ФКУЗ «Ставропольский противочумный институт», 
355035, Ставрополь, Россия. 
ORCID ID: https://orcid.org/0000-0001-8852-4332.
Щербакова Виктория Юрьевна — лаборант-исследователь 
лаб. постгеномных технологий ФКУЗ «Ставропольский 
противочумный институт», 355035, Ставрополь, Россия. 
ORCID ID: https://orcid.org/0000-0002-2982-4877.
Участие авторов: все авторы сделали эквивалентный вклад в 
подготовку публикации.

JOURNAL OF MICROBIOLOGY, EPIDEMIOLOGY AND IMMUNOBIOLOGY. 2020; 97(4) 
DOI: https://doi.org/10.36233/0372-9311-2020-97-4-5

ORIGINAL RESEARCHES



339

ЖУРНАЛ МИКРОБИОЛОГИИ, ЭПИДЕМИОЛОГИИ И ИММУНОБИОЛОГИИ. 2020; 97(4)
DOI: https://doi.org/10.36233/0372-9311-2020-97-4-6

ОБЗОРЫ

ОБЗОРЫ

© Шатунова П.О., Быков А.С., Свитич О.А., Зверев В.В., 2020

Ангиотензинпревращающий фермент 2.  
Подходы к патогенетической терапии COVID-19
Шатунова П.О. , Быков А.С., Свитич О.А., Зверев В.В.
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Возбудителем коронавирусной инфекции, которая привела к пандемии в 2020 г., является вирус SARS-
CoV-2. Он относится к β-коронавирусам и имеет высокое генетическое сходство с вирусом SARS-CoV, вы-
звавшим вспышку тяжелого острого респираторного синдрома в 2002–2003 гг. Анализ межмолекулярных 
взаимодействий показывает, что SARS-CoV-2 более вирулентен вследствие снижения свободной энергии 
при связывании с ангиотензинпревращающим ферментом 2 (АСЕ2), который является транспортером для 
вируса в клетку-хозяина. В связи с широким распространением коронавирусной инфекции по всему миру 
остро встает вопрос о подробном изучении ключевого звена патогенеза заболевания — АСЕ2. Детальное 
изучение фермента, который является рецептором на поверхности различных тканей и в норме осущест-
вляет превращение ангиотензина II в ангиотензин (1–7), привело к неоднозначным выводам. Будучи не-
тканеспецифичным, рецептор широко распространен в сердце, почках, тонкой кишке, яичках, щитовидной 
железе, жировой ткани. Помимо прямой барорегулирующей функции он подавляет воспаление, главным 
образом в легочной ткани, участвует в транспорте аминокислот и поддерживает жизнедеятельность ми-
кробиома кишечника. Ввиду существенных положительных функций становится очевидной неоднознач-
ность АСЕ2, в том числе при коронавирусной инфекции. Перспективным терапевтическим направлением 
при коронавирусной инфекции может оказаться влияние на ренин-ангиотензиновую систему. Предвари-
тельные данные о применении ингибиторов АСЕ2, препаратов, содержащих данный рецептор в циркуля-
торной форме, и блокаторов ангиотензинового рецептора II свидетельствуют об их эффективности и, как 
следствие, улучшении состояния и прогнозов для пациентов с коронавирусной инфекцией.
В обзоре представлена информация о распространении ACE2 в различных тканях человека, его взаи-
модействии с SARS-CoV-2, дано теоретическое обоснование практического применения препаратов, 
связанных с метаболическим путем ACE2, для лечения и ограничения распространения коронавирусной 
инфекции. 

Ключевые слова: SARS-CoV-2; коронавирусная инфекция; ангиотензин-превращающий фермент 2; 
АПФ2, COVID-19; блокаторы ангиотензинового рецептора II.
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Angiotensin-converting enzyme 2.  
Approaches to pathogenetic therapy of COVID-19
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The SARS-CoV-2 virus is a pathogen causing the coronavirus infection that culminated in a worldwide pandemic 
in 2020. It belongs to β-coronaviruses and has high genetic similarity to the SARS-CoV virus that is responsible 
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for an outbreak of severe acute respiratory syndrome in 2002–2003. The analysis of molecular interactions shows 
that SARS-CoV-2 has higher virulence due to lower binding free energy in interaction with the angiotensin-con-
verting enzyme 2 (ACE2), which is used by the virus to enter the host cell. At the time of the global coronavirus 
pandemic, the thorough study of ACE2 as a key component of the disease pathogenesis comes to the fore. The 
detailed study of the enzyme, which is a receptor located on the surface of different tissues and which normally 
catalyzes the conversion of angiotensin II to angiotensin (1–7), led to diverging conclusions. Being non-tissue 
specific, the receptor is abundantly present in the heart, kidneys, small intestine, testes, thyroid, and adipose 
tissue. Besides regulating blood pressure, it suppresses inflammation, mainly in the lung tissue, participates in 
amino acid transport and maintains the activity of the gut microbiome. With all its essential positive functions, the 
role of ACE2 is highly ambiguous, specifically in coronavirus infection. The influence on the renin-angiotensin 
system can be seen as a promising therapeutic route in treatment of coronavirus infection. The preliminary data 
on using of ACE2 inhibitors, soluble forms of ACE2, and angiotensin II receptor blockers demonstrate their ef-
fectiveness and, consequently, improvement in symptoms and prognoses for patients with coronavirus infection.
The review presents information about ACE2 distribution in human tissues, explores its interaction with  
SARS-CoV-2, provides a theoretical basis for medications involving ACE2 metabolic pathways and for using them 
in treatment of coronavirus infection and its prevention. 

Keywords: SARS-CoV-2; coronavirus infection; angiotensin-converting enzyme 2; COVID-19; ACE2, 
angiotensin  II receptor blockers..
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ка, его взаимодействии с SARS-CoV-2, дано теоре-
тическое обоснование практического применения 
препаратов, связанных с метаболическим путем 
ACE2, для лечения и ограничения распространения 
COVID-19.

Роль ACE2 в патогенезе COVID-19
SARS-CoV-2

SARS-CoV-2 — это одноцепочечный РНК-со-
держащий вирус с похожим на корону S-гликопро-
теином. Полногеномный сиквенс вируса SARS-
CoV-2, показал, что он на 96% схож с SARS-подоб-
ным коронавирусом летучих мышей. Также данный 
вирус на 79,5% идентичен SARS-CoV [2], а некото-
рые закодированные белки, такие как главная про-
теиназа коронавируса, папаиноподобная протеина-
за и РНК-зависимая РНК-полимераза [3], обладают 
96% сходством с SARS-CoV. Ввиду их близкого 
родства считается, что патогенетические механиз-
мы развития инфекции у SARS-CoV и SARS-CoV-2 
действуют по одному принципу. 

Для проникновения в клетку хозяина и обеспе-
чения слияния мембраны вируса с мембраной клет-
ки хозяина во время инфицирования SARS-CoV-2 
использует поверхностный спайковый гликопроте-
ин (S). S-гликопротеин является тримерным белком. 
Он играет ключевую роль в обеспечении выживае-
мости коронавирусов, т.к. не только выступает в ка-
честве важной функциональной части вириона, но 
и всецело обеспечивает присоединение и слияние 
с мембранами клетки-хозяина. Кроме того, S-бе-
лок, являющийся самым крупным поверхностным 

Введение
В декабре 2019 г. в Китае произошла вспышка 

острой респираторной инфекции с такими клиниче-
скими проявлениями, как лихорадка, сухой кашель, 
одышка и пневмония [1]. Возбудителем является 
новый коронавирус, принадлежащий к β-коронави-
русам и имеющий схожие характеристики с виру-
сом, вызывающим тяжелый острый респираторный 
синдром (SARS), который являлся пандемичным 
штаммом в 2002–2003 гг. Новый вирус получил 
название коронавирус-2 (SARS-CoV-2), а болезнь 
была названа коронавирусной инфекцией 2019 года 
(COVID-19). Смертность от COVID-19 повышается 
в группах пожилых людей (старше 70 лет) и лиц с 
хроническими заболеваниями (гипертензией, сахар-
ным диабетом, сердечно-сосудистыми нарушения-
ми). Два из вышеперечисленных заболеваний тесно 
связаны с приемом лекарств, которые действуют в 
качестве ингибитора рецептора ангиотензинпре-
вращающего фермента (ACE). Они применяются 
для блокировки ангиотензинового рецептора и, как 
следствие, снижения артериального давления. 

Ученые тщательно исследуют патофизиоло-
гические механизмы COVID-19, взаимодействие 
вируса с легкими и сердцем человека. Согласно 
нескольким источникам, ACE2, расположенный 
на альвеолярных эпителиальных клетках, служит 
котранспортером для SARS-CoV-2 в клетки легких 
человека. Таким образом, ACE2 является ключом 
для понимания механизма развития COVID-19. 

В данном обзоре представлена информация о 
распространении ACE2 в различных тканях челове-
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белком коронавирусов, определяет растворимость 
вирусных частиц и, как следствие, контагиозность 
SARS-CoV-2. 

S-белок имеет два важных участка — S1 и S2: 
S1 связывается с рецептором на поверхности клет-
ки хозяина, а S2 обеспечивает слияние мембран [4]. 
В S1-участке имеется N-концевой (NTD) и С-кон-
цевые домены (CTD1, CTD2 и CTD3). У вируса 
SARS-CoV на CTD1 располагается рецепторсвязы-
вающий домен (RBD). 

Коронавирус SARS-CoV-2 проявляет высо-
кую степень гомологичности к SARS-CoV [5]. Он 
проникает в клетку-хозяина с помощью взаимо-
действия между S-белком вируса и ACE2 человека. 
Однако молекулярный механизм данной связи, как 
и эволюция SARS-CoV-2, остаются не до конца изу-
ченными. 

Было доказано, что S-гликопротеин SARS-
CoV-2 обладает меньшей свободной энергией по 
сравнению с SARS-CoV [5]. Данное наблюдение 
подчеркивает, что SARS-CoV-2 является более ста-
бильным и меньше подвержен разрушению при по-
вышенных температурах — следовательно, SARS-
CoV-2 имеет более высокую персистирующую спо-
собность, чем SARS-CoV при такой же температуре. 

На S-белке у коронавирусов расположен 
RBD — крайне важный для жизнедеятельности ви-
руса домен, обеспечивающий инфицирование. Ин-
тересно, что свободная энергия RBD у SARS-CoV-2 
оказалась ниже, чем у SARS-CoV, как и его энергия 
сольватации. Дело в том, что для связи RBD с ACE2 
он должен отсоединиться от S-гликопротеина и рас-
твориться в воде. Другими словами, SARS-CoV-2 
становится более растворимым, и в этом случае 
взаимодействие с ACE2 происходит гораздо легче. 

Снижение свободной энергии S-гликопротеина 
и энергии сольватации RBD у SARS-CoV-2 может 
быть следствием эволюции вируса или адаптации к 
организму хозяина, поскольку обычно природным 
резервуаром для SARS-подобных коронавирусов 
являются летучие мыши, у которых температура те-
ла в норме выше, чем у людей [6].

Говоря о RBD SARS-CoV-2, необходимо упо-
мянуть еще одну важную особенность — он более 
гибкий, чем аналогичный участок вируса SARS-
CoV. Иными словами, для связи с ACE2 он дол-
жен преодолеть большую энтропию, а значит, при 
повышении температуры комплекс RBD–ACE2 
становится нестабильным. Эта деталь позволяет 
надеяться на снижение темпов роста пандемии при 
наступлении жаркой погоды. 

При сравнении комплексов, которые образу-
ют анализируемые вирусы с ACE2, выяснилось, 
что SARS-CoV-2 связывается с ферментом с более 
высокой аффинностью. Мутационные адаптивные 
изменения в SARS-CoV-2 относительно SARS-
CoV могут служить разгадкой высокой контаги-

озной способности и широкого распространения 
COVID-19.

Строение и функции ACE2
Человеческая карбоксипептидаза ACE2 коди-

руется геном ACE2, расположенным на 22-й хромо-
соме [7]. ACE2 представляет собой трансмембран-
ный белок I типа, имеющий внеклеточный N-гли-
козилированный N-концевой участок, на котором 
находится карбоксипептидазный сайт, а также ко-
роткий внутриклеточный С-концевой цитоплазма-
тический хвост [8]. N-концевой пептидазный домен 
является местом связи ACE2 с SARS-CoV. Также 
выделяют две формы белка ACE2: клеточную (свя-
занную с мембраной) и циркулирующую (раствори-
мую). Клеточная форма — это полноценный белок, 
синтезируемый в больших количествах пневмоци-
тами или энтероцитами тонкой кишки. 

Циркулирующая форма (у нее сохраняется 
N-концевой пептидазный участок) возникает после 
расщепления клеточной формы ACE2 металлопро-
теазой ADAM17, после чего она попадает в межкле-
точное пространство [8]. Напротив, взаимодействие 
ACE2 с трансмембранной сериновой протеазой II 
типа TMPRSS2 обеспечивает вхождение SARS-
CoV-2 в клетки — мишени легочной ткани и тонкой 
кишки. TMPRSS2-путь расщепления может инги-
бировать ADAM17-путь. TMPRSS2 связывается с 
ADAM17 для диссоциации комплекса ADAM17–
ACE2. Как ADAM17, так и TMPRSS2 отщепляют 
от ACE2 небольшой С-концевой фрагмент. Именно 
это служит началом проникновения вируса SARS-
CoV в клетку. 

Несмотря на схожесть генов ACE и ACE2, 
белки ACE и ACE2 выполняют различные функ-
ции в организме человека. Так, ACE отщепляет от 
субстрата по одной аминокислоте, действуя как 
карбоксипептидаза, в то время как ACE2 гидроли-
зует связь между белковым остовом и дипептидом 
с С-конца субстрата. ACE и ACE2 являются неза-
менимыми компонентами ренин-ангиотензиновой 
системы (RAS), задачи которой — поддержание го-
меостаза сердечно-сосудистой системы и функцио-
нирования различных органов, регуляция систоли-
ческого давления, осмотического и электролитного 
баланса.

Ангиотензиноген синтезируется в печени, 
после чего преобразуется ренином в ангиотен-
зин I (AngI), а затем при участии ACE — в AngII. 
AngII — это ключевое звено RAS, он связывается 
с ангиотензиновым рецептором I типа (AT1R). Это 
взаимодействие приводит к сокращению гладкой 
мускулатуры бронхов, пролиферации фибробла-
стов в легких, апоптозу альвеолярных эпителиаль-
ных клеток, повышению проницаемости сосудов 
в легочной ткани, а также к острому респиратор-
ному дистресс-синдрому [9]. Тем временем ACE2 
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выступает в качестве контррегулятора активности 
комплекса ACE–AngII–AT1R, он гидролизует AngII 
в Ang1–7, который, взаимодействуя через Mas-ре-
цептор, вызывает вазодилатацию, снижение арте-
риального давления и индукцию апоптоза. Схожая 
защитная функция наблюдается при связывании 
AngII с рецептором AT2R. Кроме того, ACE2 может 
взаимодействовать с AngI, превращая его в Ang1–9, 
из которого возможен переход в Ang1–7 при уча-
стии ACE. Также, выступая в качестве партнера для 
транспортера аминокислот B0AT1, ACE2 прини-
мает участие в абсорбции нейтрально заряженных 
аминокислот в кишечнике [9].

ACE2 в больших количествах экспрессиру-
ется в альвеолярных эпителиальных клетках I и II 
типов, эндотелиальных клетках сосудов, гладкомы-
шечных клетках легочной ткани [10]. Коронавирус 
может проникать в организм человека различными 
способами. Самым распространенным считается 
аэрогенный механизм передачи, при котором у за-
болевшего человека появляются симптомы тяжелой 
пневмонии. Однако было установлено, что ACE2 
содержится в больших количествах в тонкой кишке, 
яичках, почках, сердце, щитовидной железе, жиро-
вой ткани. В меньшей концентрации его обнаружи-
вают в печени, толстом кишечнике, мочевом пузыре 
и надпочечниках. 

Структурное моделирование показало, что ком-
плекс ACE2–B0AT1 может связываться с S-белком 
вируса SARS-CoV-2. Таким образом, SARS-CoV-2 
может проникать в организм человека через другие 
ткани и органы, минуя респираторный тракт [11]. 
Об этом свидетельствуют недавние исследования, 
показывающие наличие SARS-CoV-2 в стуле зара-
женных пациентов, а также развитие заболевания 
без пневмонии или с добавочными симптомами, не 
связанными с респираторным трактом. В данном 
случае у больных наблюдаются симптомы зараже-
ния желудочно-кишечного тракта: диарея, тошнота, 
рвота, а также спутанность сознания, головная боль 
и инфекционные поражения сердца [12–14]. 

Наличие ACE2 в яичках и тестикулярных со-
судах указывает на бóльшую восприимчивость к 
COVID-19 у мужчин. Гендерных, возрастных или 
расовых различий в концентрации ACE2 в тканях 
организма человека не выявлено, тем не менее риск 
смертности повышается для мужчин по сравнению 
с женщинами и для пожилых людей относительно 
более молодого поколения. Это связано с возраст-
ными и функциональными особенностями меха-
низмов врожденного и адаптивного иммунитета, 
способностью SARS-CoV-2 вызывать цитокиновый 
шторм, который приводит к иммунопатологиче-
ским нарушениям у пациентов с коронавирусной 
инфекцией. Различное количество клеток иммун-
ной системы в легочной ткани способно по-разному 
противостоять инфекции и аутоповреждению. Уста-

новлено, что у женщин (рассматривая гендерные 
группы) и у людей молодого возраста (рассматривая 
две возрастные группы до и после 49 лет) те клетки 
легочной ткани, которые экспрессировали ACE2 в 
большем количестве, легче инфицировались виру-
сом SARS-CoV, при этом клеток иммунной систе-
мы в данном случае обнаруживалось меньше, чем в 
аналогичных тканях со средней экспрессией ACE2. 
Для пожилых лиц и лиц мужского пола характерна 
обратная зависимость — при высокой экспрессии 
ACE2 наблюдается рост числа иммунных клеток в 
легочной ткани. Это означает, что при инфицирова-
нии SARS-CoV и SARS-CoV-2 у этих людей с боль-
шей вероятностью будут наблюдаться аутоагрессия 
и цитокиновый шторм, что существенно отягощает 
течение болезни.

АСЕ2 и коронавирусная инфекция
COVID-19 представляет собой заболевание, 

поражающее нижние дыхательные пути [15]. При 
вскрытии трупов людей, болевших COVID-19, об-
наружены массивные поражения легких с фиброз-
ными и экссудативными изменениями. При этом 
мокрота и экссудат заполняли нижние дыхательные 
пути и альвеолы. По сравнению с воздействием 
SARS-CoV, при SARS-CoV-2 экссудативных пора-
жений наблюдается больше, но фиброз протекает в 
более легкой форме. Наличие у трупов сегменталь-
ной дилатации и стеноза тонкой кишки подчерки-
вает развитие инфекционного процесса в данном 
органе. Поражений иных органов и тканей не вы-
явлено. Исследование, проведенное с другими за-
болевшими [12], указывает на присутствие у них 
билатерального диффузного поражения альвеол с 
фибромукоидным экссудатом, десквамацией пнев-
моцитов и формированием гиалиновой мембраны 
в легких. 

Если иммунная система не в состоянии спра-
виться с SARS-CoV-2, то вирус активно реплици-
руется с использованием внутриклеточного ACE2 
и затем при выходе во внеклеточное пространство 
разрушает клетку-хозяина. Как следствие, метабо-
лический путь ангиотензина не ингибируется. Это 
обстоятельство только усугубляет инфекционный 
процесс и развитие воспаления, а цитокиновый 
шторм нарушает функционирование не только ре-
спираторного тракта, но и сердечно-сосудистой 
и иных систем органов. Для людей с такими хро-
ническими заболеваниями, как артериальная ги-
пертензия, ишемическая болезнь сердца и сахар-
ный диабет, крайне опасно инфицирование SARS-
CoV-2 — при этих заболеваниях метаболический 
путь ангиотензина является избыточным, а приоб-
ретение коронавирусной инфекции серьезно усу-
губляет течение сопутствующих заболеваний и с 
большей вероятностью может привести к тяжелым 
состояниям и даже к смерти.
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ACE2 играет значимую роль во многих патоло-
гических и физиологических состояниях. Установ-
лено, что мыши, зараженные вирусом SARS-CoV, 
испытывают недостаток ACE2, у них повышается 
уровень AngII и развиваются тяжелые заболевания 
органов дыхания [16]. Отсутствие ACE2, обеспечи-
вающего протективную функцию, ведет к дисфунк-
ции RAS и острым патологическим респираторным 
состояниям. Интересно, что защитная функция 
ACE2 при острых поражениях легких наблюдает-
ся не только при инфицировании коронавирусом. 
У лабораторных мышей, имеющих массивный отек 
легких, тяжелейшую гипоксию, гиалиноз и воспали-
тельные клеточные инфильтраты, при введении ре-
комбинантного ACE2 наблюдалось восстановление 
легочной ткани. Также ACE2 защищает от избыточ-
ного воспаления при заражении птичьим гриппом. 
При данном состоянии тяжесть заболевания, его 
прогрессирование и летальность находятся в прямой 
зависимости от уровня AngII в плазме крови. 

Наличие ACE2 в нереспираторных органах 
оказывает положительный эффект на функциони-
рование данных тканей. У лабораторных мышей с 
эндогенной недостаточностью ACE2 наблюдаются 
тяжелые поражения сердца — снижение сократи-
тельной способности за счет незначительной вен-
трикулярной дилатации и истончения стенки левого 
желудочка [9]. 

Концентрация ACE2 может увеличиваться 
после ишемического инсульта. Это компенсатор-
ная реакция, направленная на устранение избытка 
Ang1–7 и обеспечение защитных эффектов путем 
уравновешивания AngII. 

ACE2 участвует в патологических процессах 
почечной ткани, хотя точный механизм еще не уста-
новлен. У мышей с недостаточностью ACE2 раз-
виваются гломерулосклероз и альбуминурия [17]. 
Снижение концентрации ACE2 вызывает дисбаланс 
AngII, который участвует в почечном воспалении и 
фиброзе, объясняя, по крайней мере частично, про-
грессирующее поражение почек.

Важной непептидазной функцией ACE2 явля-
ется участие в транспорте аминокислот через стен-
ку тонкого кишечника. Одной из таких аминокис-
лот является триптофан, регулирующий секрецию 
антимикробных пептидов, которые влияют на со-
став кишечного микробиома. Это объясняет нали-
чие колита у мышей с недостаточностью ACE2, у 
которых происходит нарушение транспорта трипто-
фана и его недостаток ведет к дисбактериозу и вос-
палению. 

Несмотря на проведение интенсивной тера-
пии, смертность от COVID-19 по-прежнему остает-
ся на высоком уровне. Изобретение вакцины — к 
сожалению, крайне трудоемкий и длительный про-
цесс. Кроме того, SARS-CoV-2 мутирует в каждом 
репликационном цикле. Это существенно осложня-

ет разработку вакцины, а при определенном исходе 
и вовсе может сделать ее бесполезной. Лекарствен-
ные препараты, направленные на регулирование 
дисбаланса RAS, теоретически можно использо-
вать в иных целях. Например, для блокирования 
сайта связывания SARS-CoV-2 с ACE2 возможно 
применение растворимой формы ACE2, которая, 
связываясь с RBD вируса, будет ингибировать его 
проникновение в клетку. Кроме того, ACE2 умень-
шит развитие патологических изменений, участвуя 
в различных протективных метаболических путях.

Сериновая протеаза TMPRSS2 играет ключе-
вую роль в клеточном проникновении SARS-CoV-2 
и дисфункции ACE2, поэтому блокировка данного 
фермента может служить для предотвращения тя-
желых критических осложнений COVID-19. Уста-
новлено, что ингибитор TMPRSS2 камостат мези-
лат частично блокирует TMPRSS2-ACE2-опосре-
дованный вход SARS-CoV-2 в клетку [18]. В то же 
время нафамостат мезилат, являющийся ингибито-
ром мембранного слияния мембран клетки-хозяина 
и SARS-CoV-2, показывает десятикратную эффек-
тивность относительно камостатат мезилата. Оба 
препарата обладают доказанной безопасностью для 
клинического применения, поэтому могут исполь-
зоваться для лечения COVID-19 в медицинских ор-
ганизациях. Нафамостат мезилат имеет еще одно 
свойство — он блокирует протеолиз фибриногена 
и его переход в фибрин. При коронавирусной ин-
фекции наблюдается увеличение в сыворотке крови 
уровня D-димера — продукта деградации фибрина, 
а его концентрация более 1 мг/мл ассоциирована 
с высоким риском смерти пациентов с COVID-19. 
Таким образом, нафамостат мезилат потенциально 
является препаратом двойного действия — он не 
только блокирует вхождение вируса SARS-CoV-2 в 
клетку, но и предотвращает тромбоз и синдром дис-
семинированного внутрисосудистого свертывания. 
В Японии в марте 2020 г. начались клинические ис-
пытания данного препарата для лечения коронави-
русной инфекции. 

Ингибиторы ACE, блокаторы рецептора AngII, 
агонисты Mas, возможно, позволят скорректировать 
нарушения RAS. Блокаторы рецептора AngII приоб-
ретают доверие благодаря доказанной функции об-
легчения симптомов поражения легочной ткани под 
действием SARS и вируса птичьего гриппа. Ожи-
дается, что блокирование рецепторов Ang — более 
надежный способ, чем применение ингибиторов 
ACE, т.к. AngII может синтезироваться различны-
ми ферментами. Важно отметить, что препараты с 
указанным действием терапевтически безопасны и 
часто применяются. Парадоксально, но, исходя из 
клинических данных [19], увеличение экспрессии 
ACE на фоне приема этих лекарственных препаратов 
не приводит к возрастанию вирулентности SARS-
CoV-2. Исследования вируса иммунодефицита че-
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ловека (HIV) показали, что повышенная экспрессия 
HIV-связывающих сайтов CCR5 и CD4 защищает па-
циентов от вирулентности вируса. HIV избегает су-
перинфекции во время процесса попадания в клетку 
посредством уменьшения количества CCR5. Данное 
снижение способствует эффективной репликации 
вируса и, как следствие, влияет на патогенетические 
механизмы синдрома приобретенного иммунодефи-
цита. Остается неясным, применима ли данная кон-
цепция для SARS-CoV-2, однако, если коронавирус 
использует такой же механизм, применение блокато-
ров рецептора AngII и ACEI вполне обоснованно.

Заключение
Важные мутационные изменения в геноме ви-

руса SARS-CoV привели к появлению более сильно-
го вида SARS-CoV-2 и развитию пандемии в 2020 г. 
АСЕ2, с одной стороны, играет ключевую роль в 
проникновении вируса в клетку-хозяина, а с другой 
стороны, защищает организм человека от тяжелых 
поражений внутренних органов при коронавирус-
ной инфекции. Разработка вакцины против вируса, 
который претерпевает множество мутаций, остает-
ся длительным и трудоемким процессом. Зная роль 
АСЕ2 в RAS, становится возможным применение 
лекарственных средств, воздействующих на дан-
ный метаболический путь, для лечения COVID-19.
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Angiotensin-converting enzyme 2.  
Approaches to pathogenetic therapy of COVID-19
Polina O. Shatunova , Anatoly S. Bykov, Oksana A. Svitich, Vitaly V. Zverev 

I.M. Sechenov First Moscow State Medical University (Sechenov University), 119991, Moscow, Russia

The SARS-CoV-2 virus is a pathogen causing the coronavirus infection that culminated in a worldwide pandemic 
in 2020. It belongs to β-coronaviruses and has high genetic similarity to the SARS-CoV virus that is responsible 
for an outbreak of severe acute respiratory syndrome in 2002–2003. The analysis of molecular interactions shows 
that SARS-CoV-2 has higher virulence due to lower binding free energy in interaction with the angiotensin-con-
verting enzyme 2 (ACE2), which is used by the virus to enter the host cell. At the time of the global coronavirus 
pandemic, the thorough study of ACE2 as a key component of the disease pathogenesis comes to the fore. The 
detailed study of the enzyme, which is a receptor located on the surface of different tissues and which normally 
catalyzes the conversion of angiotensin II to angiotensin (1–7), led to diverging conclusions. Being non-tissue 
specific, the receptor is abundantly present in the heart, kidneys, small intestine, testes, thyroid, and adipose 
tissue. Besides regulating blood pressure, it suppresses inflammation, mainly in the lung tissue, participates in 
amino acid transport and maintains the activity of the gut microbiome. With all its essential positive functions, the 
role of ACE2 is highly ambiguous, specifically in coronavirus infection. The influence on the renin-angiotensin 
system can be seen as a promising therapeutic route in treatment of coronavirus infection. The preliminary data 
on using of ACE2 inhibitors, soluble forms of ACE2, and angiotensin II receptor blockers demonstrate their ef-
fectiveness and, consequently, improvement in symptoms and prognoses for patients with coronavirus infection.
The review presents information about ACE2 distribution in human tissues, explores its interaction with  
SARS-CoV-2, provides a theoretical basis for medications involving ACE2 metabolic pathways and for using them 
in treatment of coronavirus infection and its prevention. 

Keywords: ACE2; angiotensin-converting enzyme 2; SARS-CoV-2; coronavirus infection; angiotensin-converting 
enzyme; COVID-19; angiotensin II receptor blockers.
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Ангиотензинпревращающий фермент 2.  
Подходы к патогенетической терапии COVID-19
Шатунова П.О. , Быков А.С., Свитич О.А., Зверев В.В.

ФГАОУ ВО Первый МГМУ им. И.М. Сеченова Минздрава России (Сеченовский Университет), 119991, Москва, Россия

Возбудителем коронавирусной инфекции, которая привела к пандемии в 2020 г., является вирус SARS-
CoV-2. Он относится к β-коронавирусам и имеет высокое генетическое сходство с вирусом SARS-CoV, вы-
звавшим вспышку тяжелого острого респираторного синдрома в 2002–2003 гг. Анализ межмолекулярных 
взаимодействий показывает, что SARS-CoV-2 более вирулентен вследствие снижения свободной энергии 
при связывании с ангиотензинпревращающим ферментом 2 (АСЕ2), который является транспортером для 
вируса в клетку-хозяина. В связи с широким распространением коронавирусной инфекции по всему миру 
остро встает вопрос о подробном изучении ключевого звена патогенеза заболевания — АСЕ2. Детальное 
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изучение фермента, который является рецептором на поверхности различных тканей и в норме осущест-
вляет превращение ангиотензина II в ангиотензин (1–7), привело к неоднозначным выводам. Будучи не-
тканеспецифичным, рецептор широко распространен в сердце, почках, тонкой кишке, яичках, щитовидной 
железе, жировой ткани. Помимо прямой барорегулирующей функции он подавляет воспаление, главным 
образом в легочной ткани, участвует в транспорте аминокислот и поддерживает жизнедеятельность ми-
кробиома кишечника. Ввиду существенных положительных функций становится очевидной неоднознач-
ность АСЕ2, в том числе при коронавирусной инфекции. Перспективным терапевтическим направлением 
при коронавирусной инфекции может оказаться влияние на ренин-ангиотензиновую систему. Предвари-
тельные данные о применении ингибиторов АСЕ2, препаратов, содержащих данный рецептор в циркуля-
торной форме, и блокаторов ангиотензинового рецептора II свидетельствуют об их эффективности и, как 
следствие, улучшении состояния и прогнозов для пациентов с коронавирусной инфекцией.
В обзоре представлена информация о распространении ACE2 в различных тканях человека, его взаи-
модействии с SARS-CoV-2, дано теоретическое обоснование практического применения препаратов, 
связанных с метаболическим путем ACE2, для лечения и ограничения распространения коронавирусной 
инфекции. 

Ключевые слова: ACE2; ангиотензин-превращающий фермент 2; SARS-CoV-2; коронавирусная инфек-
ция; COVID-19; блокаторы ангиотензинового рецептора II.
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Role of ACE2 in COVID-19 pathogenesis
SARS-CoV-2

SARS-CoV-2 is a single-stranded RNA virus 
with a crown-like appearance of spike glycoproteins (S 
proteins). The whole-genome sequence of the SARS-
CoV-2 virus revealed that it is 96% identical to the 
SARS-like coronavirus found in bats. Besides, this vi-
rus is 79.5% identical to SARS-CoV [2], while some 
encoded proteins like coronavirus main proteinase, 
papain-like protease and RNA-dependent RNA poly-
merase [3] show 96% identity to SARS-CoV. Their 
close relationship suggests that pathogenic mechanisms 
of infection progression both in SARS-CoV and SARS-
CoV-2 are based on the same principle. 

The SARS-CoV-2 virus uses the surface spike (S) 
glycoprotein to enter the host cell and to mediate the 
host cell and viral membrane fusion during infection. 
The S-glycoprotein is a trimeric protein. It is essential 
for survival of coronaviruses, as it not only acts as an 
important component of the virion, but also is respon-
sible for attachment and fusion with host cell mem-
branes. In addition, the S-protein is the major surface 
protein of coronaviruses; it determines the solubility 
of virus particles and, consequently, contagiousness of 
SARS-CoV-2. 

The S-protein is composed of two subunits, S1 and 
S2; the S1 subunit binds to host receptors and the S2 
subunit facilitates membrane fusion [4]. The S1 subunit 
contains an N-terminal (NTD) and C-terminal domains 
(CTD1, CTD2 and CTD3). The receptor-binding domain 
(RBD) is located in CTD1 of the SARS-CoV virus. 

Introduction
In December 2019, China reported an outbreak 

of acute respiratory infection accompanied by such 
symptoms as fever, dry cough, shortness of breath and 
pneumonia [1]. The infection was caused by the novel 
coronavirus belonging to β-coronaviruses and having 
common features with the virus causing severe acute 
respiratory syndrome (SARS), which was a pandemic 
strain in 2002–2003. The novel virus was named coro-
navirus-2 (SARS-CoV-2) and the disease was referred 
to as coronavirus infection 2019 (COVID-19). The 
COVID-19 death rate tends to increase in groups of el-
derly people (over 70 years) and people with chronic 
health conditions (hypertension, diabetes, cardiovascu-
lar diseases). Two of the above listed diseases are close-
ly associated with administered medications acting as 
inhibitors of the receptor of the angiotensin-converting 
enzyme (ACE). They are used to block the angiotensin 
receptor and, consequently, to lower blood pressure. 

Scientists thoroughly study pathophysiologic 
mechanisms of COVID-19, the interaction of the virus 
with the human lungs and heart. According to differ-
ent sources, ACE2 located on alveolar epithelial cells 
serves as a co-transporter for SARS-CoV-2, helping it 
enter human lungs. Therefore, ACE2 is the key to un-
derstanding the COVID-19 pathogenesis. 

The review presents information about ACE2 dis-
tribution in human tissues, explores its interaction with 
SARS-CoV-2, provides a theoretical basis for medica-
tions involving ACE2 metabolic pathways and for us-
ing them in treatment of COVID-19 and its prevention.
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The SARS-CoV-2 coronavirus is highly homolo-
gous to the SARS-CoV virus [5]. It penetrates the host 
cell through interaction between the S-protein of the 
virus and ACE2 of a human. However, the underlying 
molecular mechanism of this relationship as well as the 
evolution of SARS-CoV-2 need further study. 

It was proved that the S-glycoprotein of SARS-
CoV-2 has a significantly lower free energy than 
SARS-CoV [5]. This observation implies that SARS-
CoV-2 is more stable and is not as easily destroyed at 
warmer temperatures, which means that SARS-CoV-2 
has stronger persistence than SARS-CoV at the same 
temperature. 

S-protein has RBD domain that is important for 
activity of the coronavirus, as it is critical for infection. 
Interestingly, the RBD free energy and solvation energy 
in SARS-CoV-2 are lower than in SARS-CoV. The fact 
is that RBD must move away from the S-glycoprotein 
and get dissolved in water in order to bind to ACE2. 
In other words, SARS-CoV-2 becomes more soluble so 
that it can bind to ACE2 more easily. 

The lower free energy of the S-glycoprotein and 
lower RBD solvation energy in SARS-CoV-2 can result 
from the evolution of the virus or its adaptation to the 
host organism; normally bats serve as natural reservoirs 
for SARS-like coronaviruses, as their body temperature 
is consistently higher than the temperature in humans [6].

RBD of SARS-CoV-2 has another distinctive 
feature: It exhibits significantly higher flexibility than 
RBD of SARS-CoV. In other words, it must overcome 
a higher entropy penalty in order to bind to ACE2 and, 
therefore, the RBD–ACE2 complex loses its stability 
at higher temperatures. The latter gives hope that the 
pandemic rates will go down when the weather gets 
warmer. 

It was found that SARS-CoV-2 can bind to the hu-
man enzyme with a higher binding affinity than SARS-
CoV. Adaptive mutations in SARS-CoV-2 as compared 
to SARS-CoV can provide explanation of the higher 
infection ability of SARS-CoV-2 and wide spread of 
COVID-19.

ACE2: Structure and function
The human carboxypeptidase ACE2 is encoded by 

the ACE2 gene located on chromosome 22 [7]. ACE2 is 
a type I transmembrane protein comprised of an extra-
cellular N-glycosylated N-terminal domain containing 
a carboxypeptidase site and a short intracellular C-ter-
minal cytoplasmic tail [8]. The N-terminal peptidase 
domain is also an ACE2 and SARS-CoV binding site. 
There are two forms of ACE2 protein: cellular (mem-
brane-bound) and circulating (soluble). The cellular 
form is a full-length protein, which is expressed abun-
dantly in pneumocytes and enterocytes of the small in-
testine. 

The circulating form (with the N-terminal pepti-
dase domain) is cleaved from the cellular ACE2 form 

by the ADAM17 metalloprotease and then released into 
the extracellular environment [8]. On the other hand, 
the interaction of ACE2 with the type II transmembrane 
serine protease, TMPRSS2, helps SARS-CoV-2 enter 
target cells of lung tissue and small intestine. The TM-
PRSS2-cleavage path can inhibit the ADAM17-cleav-
age path. TMPRSS2 binds to ADAM17 to dissociate 
the ADAM17–ACE2 complex. Both ADAM17 and 
TMPRSS2 cleave a short C-terminal fragment from 
ACE2, thus facilitating the entry of the SARS-CoV vi-
rus into the cell. 

Despite the similarity between ACE and ACE2 
genes, ACE and ACE2 proteins function differently in 
the human body. For example, ACE cleaves a single 
amino acid from the substrate, acting as carboxypep-
tidase, while ACE2 hydrolyzes the bond between the 
protein backbone and the C-terminal dipeptide. ACE 
and ACE2 are key components of the renin-angiotensin 
system  (RAS) playing a critical role in maintaining the 
homeostasis of the cardiovascular system and functions 
of different organs as well as in regulating the systolic 
blood pressure, fluid and electrolyte balance.

 The angiotensinogen is synthesized in the liv-
er and then is cleaved by renin to form angiotensin I  
(AngI), which is further converted to angiotensin II 
(AngII) by ACE. AngII is a key player of RAS; it 
binds to the angiotensin type I receptor (AT1R), thus 
inducing contraction of bronchial smooth muscles, 
proliferation of lung fibroblasts, alveolar epithelial 
cell apoptosis, increased pulmonary vascular perme-
ability, and acute respiratory distress syndrome [9]. 
In the meantime, ACE2 acts as a counter-regulator of 
the activities of the ACE–AngII–AT1R axis; it hydro-
lyzes AngII into Ang(1–7), which, mediating through 
the Mas-receptor, causes vasodilation, a decrease in 
the arterial pressure and induction of apoptosis. The 
similar protective function can be observed when An-
gII binds to the AngII receptor. Besides, ACE2 can 
interact with AngI and convert it to Ang(1–9), which 
can be converted to Ang(1–7) with the help of ACE. 
Acting as a partner for the B0AT1 amino acid trans-
porter, ACE2 participates in the intestinal absorption 
of neutral amino acids [9].

ACE2 is highly expressed in type I and II alveolar 
epithelial cells, in vascular endothelial cells, and in pul-
monary smooth muscle cells [10]. The coronavirus can 
enter the human body in different ways, the most com-
mon of which is the aerogenic mechanism of transmis-
sion, when the infected person develops symptoms of 
severe pneumonia. On the other hand, high ACE levels 
were found in the small intestine, testes, kidneys, heart, 
thyroid, and adipose tissue. ACE is present in lower 
concentrations in the liver, colon, bladder and adrenal 
glands. 

The structural modelling has demonstrated that 
the ACE2–B0AT1 complex can bind to the S-protein of 
the SARS-CoV-2 virus. Thus, SARS-CoV 2 can enter 
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the human body through other tissues and organs, by-
passing the respiratory tract [11]. This fact is supported 
by recent studies that revealed the presence of SARS-
CoV-2 in feces of infected patients and by the disease 
development without pneumonia or with other symp-
toms unrelated to the respiratory tract. Then, patients 
develop gastrointestinal symptoms: diarrhea, nausea, 
vomiting as well as confusion, headache and cardiac 
involvement [12–14]. 

The ACE2 presence in testes and testicular ves-
sels suggests that males may be more susceptible to 
COVID-19. Although no gender, age or race-related 
differences have been found in ACE2 concentration 
levels in the human body, males and older adults face 
a higher risk of death than females and younger adults, 
respectively. It can be explained by age and functional 
characteristics of innate and adaptive immune mech-
anisms and by the ability of SARS-CoV-2 to cause a 
cytokine storm, which leads to immunopathological 
events in patients with coronavirus infection. Different 
numbers of lung-tissue-resident immune cells fight off 
infection and auto-damage differently. It was found that 
in females (gender groups) and in younger adults (two 
age groups of under and over 49 years), the lung-tissue 
cells that expressed high levels of ACE2 were infec-
ted by SARS-CoV more easily, and there were fewer 
immune cells than in the similar tissues with medium 
expression of ACE2. Older people and males demon-
strate the opposite relationship – the higher expression 
of ACE2 and an increasing number of immune cells in 
the lung tissue. It means that if infected with SARS-
CoV and SARS-CoV-2, these people are most likely to 
have auto-aggression and a cytokine storm, which can 
aggravate the disease progression.

ACE2 and coronavirus infection
COVID-19 is a disease, which affects the lower 

respiratory tract [15]. The anatomic pathology reports 
indicated that people who died from COVID-19 had 
seriously injured lungs with fibrosis and exudative le-
sions. Phlegm and exudates filled up the lower respira-
tory tract and alveoli. Compared to SARS-CoV, exuda-
tive lesions were significantly more sever, but fibrosis 
was much milder in SARS-CoV-2. The segmental dil-
atation and stenosis of the small intestine in the cadav-
ers suggest the development of an infection process in 
this organ. Lesions of other organs and tissues were not 
found. The pathological findings obtained from other 
COVID-19 victims [12] showed bilateral diffuse alveo-
lar damage with fibromyxoid exudates, desquamation 
of pneumocytes and hyaline membrane formation in 
the lungs. 

If the immune system is not able to defeat SARS-
CoV-2, the virus will be massively replicated, will oc-
cupy cellular ACE2 and then will destroy the host cells 
when released to the extracellular space. As a conse-
quence, the metabolic pathway of the angiotensin is not 

inhibited. It results in aggravation of the infection pro-
cess and development of inflammation. The cytokine 
storm disrupts functioning of the respiratory tract, car-
diovascular system as well as other systems and organs. 
Patients with such underlying diseases as hypertension, 
coronary heart disease and diabetes are at high risk 
when infected with SARS-CoV-2: With these diseases, 
the metabolic pathway of angiotensin becomes redun-
dant and the coronavirus infection aggravates severely 
concurrent conditions and, therefore, can induce critical 
conditions and even death.

ACE2 is a major player in many pathological and 
physiological conditions. It is found that mice infected 
with SARS-CoV experience a shortage of ACE2; they 
have an elevated level of AngII and they develop severe 
conditions of the respiratory system [16]. The absence 
of ACE2, which maintains the protective function, re-
sults in RAS dysfunction and acute pathological respi-
ratory conditions. Interestingly, the protective function 
of ACE2 in severe lung involvement can be observed 
not only during coronavirus infection. Restoration of 
the lung tissue was observed in laboratory mice, which 
had massive pulmonary edema, the severest form of 
hypoxia, hyaline degeneration and inflammable cellu-
lar infiltrates, when recombinant ACE2 was injected. 
ACE2 also protects against excessive inflammation 
when infected with the avian flu. The severity of the 
disease, its progression and lethality depend directly on 
the AngII level in blood plasma. 

The presence of ACE2 in non-respiratory organs 
has a positive impact on functioning of the related tis-
sues. Laboratory mice with endogenous deficiency 
of ACE2 develop severe cardiac involvement — de-
creased contractility caused by insufficient ventricular 
dilation and thinning of the left ventricular wall [9]. 

The concentration levels of ACE2 can increase af-
ter an ischemic stroke. It is a compensatory response 
aimed at removing excessive amounts of Ang (1–7) and 
at providing protective effects by balancing AngII. 

ACE2 participates in pathological processes in re-
nal tissue, though the exact mechanism is not obvious. 
Mice with ACE2 deficiency develop glomeruloscle-
rosis and albuminuria [17]. Decreased concentration 
levels of ACE2 cause imbalance of AngII, which par-
ticipates in inflammation of kidneys and fibrosis, thus 
explaining, though partially, the reasons for progressing 
renal disease.

An important non-peptidase function of ACE2 is 
its participation in transportation of amino acids through 
the wall of the small intestine. One of such amino ac-
ids is tryptophan regulating secretion of antimicrobial 
peptides, which have an impact on the intestinal micro-
biome composition. The latter can offer explanation to 
development of colitis in mice with ACE2 deficiency; 
the mice have disruption in the tryptophan transport; 
the disruption causes its deficiency, which leads to dys-
biosis and inflammation. 
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Despite intensive therapy, the death rates from 
COVID-19 remain high. Creation of a vaccine is a time 
and labor-consuming process. Besides, SARS-CoV-2 
tends to mutate in every replication cycle. It substan-
tially complicates the development of a vaccine and 
even may make it useless. Theoretically, medications 
regulating the RAS imbalance can be used for other 
purposes. For example, they can be used to block the 
SARS-CoV-2 and ACE2 binding site; ACE2 can be 
used in a soluble form to inhibit the viral entry into the 
cell by binding to the RBD of the virus. Furthermore, 
ACE2 can subdue development of pathological chan-
ges by participating in different protective metabolic 
pathways.

The type II transmembrane serine protease, TM-
PRSS2, plays a key role in the cellular entry of SARS-
CoV-2 and dysfunction of ACE2; therefore, if this en-
zyme is blocked, it may help prevent severe critical 
complications of COVID-19. It is found that the inhibi-
tor camostat mesylate TMPRSS2 can partially block the 
TMPRSS2-ACE2-mediated entry of SARS-CoV-2 into 
the cell [18]. At the same time, the nafamostat mesylate, 
which inhibits the membrane fusion of the host cell and 
SARS-CoV-2, demonstrates ten times higher efficiency 
than camostat mesylate. Both camostat mesylate and 
nafamostat mesylate are clinically safe and, therefore, 
can be used for COVID-19 treatment in clinical practi-
ces. Nafamostat mesylate has another property — it can 
block the proteolysis of fibrinogen into fibrin. Corona-
virus infection can cause increased D-dimer levels in 
bold serum. D-dimer is a fibrin degradation product and 
its concentration exceeding 1 mg/ml is associated with 
high risk of death for COVID-19 patients. Thus, nafa-
mostat mesylate is potentially a product of dual action: 
It not only blocks the entry of SARS-CoV-2 into the 
cell, but also prevents thrombosis and disseminated in-
travascular coagulation. Clinical trials of this product 
intended for coronavirus infection treatment started in 
Japan in March 2020. 

ACE inhibitors, AngII receptor blockers, agonists 
of AngII or Mas receptors may help fix impairments 
in RAS. AngII receptor blockers gain trust due to their 
proven symptomatic relief in case of pulmonary tissue 
injury caused by SARS and the avian influenza virus. 
It is expected that blocking of AngI receptors with the 
help of AngII receptor blocker will be more reliable 
than using ACE inhibitors, as AngII can be synthetized 
by different enzymes. It should be noted that the above 
products are clinically safe and commonly used. Par-
adoxically, based on clinical data [19], the increased 
ACE expression during treatment with the above medi-
cations does not cause any increase in the SARS-CoV-2 
virulence. Studies of the human immunodeficiency 
virus (HIV) showed that the increased expression of 
HIV-binding CCR5 and CD4 sites protects patients 
against the virus virulence. HIV avoids superinfection 
during its entry into the cell by reducing the amounts 

of CCR5. Such reduction facilitates efficient replication 
of the virus and, consequently, affects the pathological 
mechanisms of the acquired immune deficiency syn-
drome. It remains unclear whether this concept can be 
applied to SARS-CoV-2; however, if the coronavirus 
uses the similar mechanism, application of AngII re-
ceptor blockers and ACEI is well-reasoned.

Conclusion
Significant mutation changes in the SARS-CoV 

virus genome resulted in emergence of a stronger 
type, SARS-CoV-2, and caused a global pandemic in 
2020. On the one hand, ACE2 plays a key role in the 
viral entry into the host cell; on the other hand, it pro-
tects the human body from severe damage that may 
me caused to internal organs by coronavirus infec-
tion. The development of a vaccine against the virus 
that undergoes numerous mutations is a labor-inten-
sive and time-consuming process. Being aware of the 
ACE2 role in RAS, it is possible to use medications 
that can affect this me tabolic pathway during treat-
ment of COVID-19.
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Современные представления о про-/эукариотических 
взаимодействиях организма человека — основа создания  
нового поколения пробиотических препаратов 
Михайлова Н.А., Воеводин Д.А. , Лазарев С.А. 

ФГБНУ «Научно-исследовательский институт вакцин и сывороток им. И.И. Мечникова», 105064, Москва, Россия 

Многоклеточные организмы в совокупности с сапрофитной флорой формируют сложные, глубоко инте-
грированные химерные системы (ассоциативные симбиозы, метаорганизмы) с выраженным взаимным 
влиянием про- и эукариотического компонентов. Способность микроорганизмов (МО) к симбиотическому 
взаимодействию формируется только в условиях целостного организма. 
При длительном выращивании на искусственных средах симбиотические МО, адаптируясь к существова-
нию в искусственных условиях, постепенно и обратимо утрачивают способность к ассоциативному взаи-
модействию с организмом человека, что приводит к снижению терапевтической эффективности пробио-
тических препаратов, приготовленных на их основе. Для повышения терапевтической активности пробио-
тических МО необходима их функциональная реабилитация.
При развитии патологического процесса складываются предпосылки формирования вторичного обмен-
ного дисбиоза, вследствие этого изменения регуляторных процессов самого индивида становятся пре-
пятствием для восстановления нормальной микрофлоры. Поэтому функциональная реабилитация про-
биотических МО должна проводиться на этапе культивирования, а процесс культивирования должен в 
необходимой степени воспроизводить условия целостного организма.

Ключевые слова: пробиотики; регуляторные пептиды; белковый гидролизат; дисбиоз; коррекция.
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A modern view of pro-/eukaryote interactions in the human body  
as the basis for development of next-generation probiotics 
Natalia A. Mikhailova, Dmitry A. Voevodin , Sergey A. Lazarev
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Multicellular organisms and the saprophytic flora form complex, highly integrated chimeric systems (associative 
symbioses, metaorganisms) characterized by interplay between pro- and eukaryotic components. To be able to 
interact symbiotically microorganisms (MO) need a whole body. 
When grown on artificial media for a long time, symbiotic MO have to adapt to the artificial environment and 
gradually, though reversibly, lose their ability of associative interaction with the human body, thus causing a 
decrease in the therapeutic efficacy of MO-derived probiotic products. To increase the therapeutic activity of 
probiotic MO, they must be functionally rehabilitated.
A pathological process induces development of a secondary metabolic dysbiosis; as a result, changes in the 
regulatory processes of an individual interfere with the restoration of the normal microflora. Therefore, functional 
rehabilitation of probiotic MO must take place during cultivation, while the cultivation process must replicate the 
whole-body conditions.
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Введение
Человек является многоклеточным эукарио-

том, который сформировался в мире бактерий, су-
ществовавших задолго до его появления. Филоге-
нетически эволюционирующая иммунная система 
сталкивалась с бактериальными сигналами сотни 
миллионов лет, приспосабливалась реагировать на 
них, поэтому формирование и коррекция структуры 
симбиотической микробиоты в настоящее время ак-
тивно изучается.

Несмотря на обилие и многообразие инфор-
мации по формированию и коррекции структуры 
симбиотической микробиоты, работы, проводимые 
в этой области, носят разрозненный характер. С од-
ной стороны, это свидетельствует о том, что для 
большинства авторов восприятие проблемы не вы-
шло за рамки первоначального накопления инфор-
мации с оценкой данных с позиций традиционно 
упрощенных («инфекционных», антагонистиче-
ских) представлений. С другой — разнообразие об-
суждаемых «дисбиозассоциированных» патологи-
ческих состояний поднимает вопрос об общепато-
логическом значении симбиотической микробиоты 
в формировании заболеваемости у человека и роли 
коррекции дисбиоза в комплексной терапии.

Однако признание важной роли дисбиоза в раз-
витии патологических состояний у человека само 
по себе еще не решает никаких проблем. По наше-
му мнению, первопричиной сложившейся противо-
речивой ситуации являются упрощенные (искажен-
ные) представления о взаимодействии собственно 
организма хозяина и его микробиоты с разделением 
единой про-/эукариотической системы целостного 
организма на два персонифицированных, часто ан-
тагонистичных субъекта.

Формирование адекватных представлений о 
про-/эукариотических взаимодействиях является 
важной практической задачей настоящего момента, 
позволит выявить роль микробиоты среди причин 
и механизмов развития патологического состояния, 
наметить комплекс возможных терапевтических 
подходов с определением необходимых характери-
стик лекарственных средств, способов их производ-
ства и применения.

Влияние регуляторных процессов хозяина  
на структурно-функциональное состояние  

симбиотической микрофлоры
Первый шаг к обобщающему взгляду на про-

блему про-/эукариотических взаимодействий ор-

ганизма человека сделан акад. О.В. Бухариным с 
соавт. [1], предложившими концепцию «ассоциа-
тивного симбиоза» (АС). «АС представляет собой 
многокомпонентную интегральную систему, вклю-
чающую хозяина в качестве макропартнера, ста-
бильный доминантный микросимбионт и ассоции-
рованные микросимбионты с разнонаправленными 
воздействиями, определяющими формирование, 
стабильность существования и продуктивность 
симбиоза в целом» [1]. Концепция АС постулиру-
ет тесную взаимосвязь между микро- и макросим-
бионтами без достаточной детализации, что затруд-
няет ее полноценное практическое использование.

Расширяя и конкретизируя положения АС, но 
уже с учетом динамических превращений, кото-
рым подвержены как прокариотические, так и эу-
кариотические элементы системы, было предложе-
но положение о про-/эукариотическом химеризме 
организма человека. «Взаимное функциональное 
проникновение систем цитокинов и QS-медиаторов 
позволяет рассматривать микробиоценоз как экс-
тракорпоральную, цитокиноподобную, негенетиче-
ски наследуемую регуляторную систему организма 
носителя, а целостный организм человека как про-/
эукариотическую химеру, приближая, по сути, ме-
тоды бактериотерапии к методам цитокиновой и 
клеточной терапии» [2].

Данное положение сформулировано на ос-
нове опыта клинического использования препа-
ратов пробиотиков и цитокинов, подтвердившего 
схожий, взаимопотенцирующий результат при те-
рапевтическом применении этих препаратов [3].  
В последующем приведенное положение получило 
прямое подтверждение. В серии работ [4–7] была 
продемонстрирована способность микроорганиз-
мов (МО) продуцировать широкий спектр цитоки-
ноподобных медиаторов в количествах, сопоста-
вимых с продукцией цитокинов клетками крови 
человека. Добавление в культуральную среду бак-
терий синтетического аналога гранулоцитарно-ма-
крофагального колониестимулирующего фактора 
стимулировало продукцию цитокиноподобных 
агентов МО [7]. Авторы используют термин «цито-
киноподобные агенты», поскольку их структурная 
идентичность цитокинам не установлена, однако 
определение возможно с помощью стандартных 
тест-систем, предназначенных для определения ци-
токинов.

Выявленные обстоятельства не только расши-
ряют наши представления о про-/эукариотических 
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взаимоотношениях в целостном организме и объ-
ясняют многообразие терапевтических эффектов 
пробиотиков, но и имеют, как нам кажется, боль-
шое практическое значение при разработке пробио-
тических препаратов, обусловливая возможность 
и необходимость модулирования функциональной 
активности пробиотических свойств.

С обобщенных позиций целостный организм 
человека можно рассматривать как функциональ-
ную химеру (по принятой в западной литературе 
терминологии — «метаорганизм»), состоящую из 
двух по сути равноценных подсистем, организо-
ванных по схожему принципу (ауто-/паракринная 
сетевая регуляция на уровне межклеточных и меж-
бактериальных взаимодействий) и обладающих 
схожим «языком» коммуникаций, с неизбежным и 
закономерным за счет структурно-функциональ-
ного (филогенетического) родства перекрестным 
взаимодействием. Изменения в одной из подсистем 
неизбежно порождают изменения в другой, что да-
ет право говорить о наличии в организме челове-
ка единой двунаправленной регуляторной системы 
микробиоценоз–цитокины–гормоны (МЦГ).

Например, дисбаланс микробиоты рассматри-
вается как причина или предрасполагающий фактор 
сахарного диабета 1-го типа (СД1) и метаболиче-
ского синдрома (ожирение, атеросклероз, гиперто-
ния, сахарный диабет 2-го типа) [8], а недостаточно 
контролируемая гормонотерапия — как патогенети-
ческий фактор вторичного гормонобусловленного 
дисбиоза [9]. 

Участие регуляторной системы МЦГ широко 
проявляется в клинической практике, в переломные 
моменты онтогенеза, при гормональной перестрой-
ке, связанной с беременностью: стресс с развити-
ем постстрессорного дисбиоза и постстрессорного 
синдрома, дисбиоз беременных с развитием ослож-
ненной беременности, дисбиоз пожилого возраста 
с развитием возрастной патологии, негативные или 
позитивные изменения при половом созревании в 
подростковом возрасте. Процесс запускается есте-
ственными изменениями гормонального фона ма-
кропартнера, но клинические изменения обуслов-
лены перестройками в системе микросимбионтов. 
«Изменения состава нормальной микрофлоры, на-
рушения системы иммунитета и симптомы заболе-
вания должны рассматриваться в их сочетании…, 
так как ведущую роль играет состояние иммуноло-
гической реактивности макроорганизма, а не виру-
лентность возбудителя» [10].

Однако подобная реакция развивается не у 
всех, а негативный или позитивный сценарий пре-
допределяется задолго до клинической манифеста-
ции и связан с формированием микробиоценоза в 
перинатальном возрасте (перинатальное програм-
мирование), происходящим под влиянием материн-
ской микрофлоры [11]. По нашему мнению, акти-

вация роста условно-патогенной флоры, сопряжен-
ная с манифестацией заболевания и определяющая 
его развитие, является результатом нейро-цитоки-
но-гормональных изменений, происходящих в ус-
ловиях стресса (в том числе инфекционного) или 
естественного изменения гормонального статуса 
(беременность, старение, половое созревание), с ак-
тивацией условно патогенной флоры как депрессив-
ного (до поры скрытого) компонента микробиоце-
ноза, сформировавшегося, однако, в перинатальном 
возрасте. Отсюда негенетическая наследуемость 
(т.е. контактная передача от матери) предрасполо-
женности к патологическому процессу, «програм-
мируемые» в младенчестве предпосылки патологии 
зрелого возраста.

Тесная зависимость микробиоты от обменных 
процессов носителя позволяет использовать неожи-
данные, на первый взгляд, подходы в терапии и про-
филактике инфекционно-воспалительных заболева-
ний. Например, применение тестостерона в терапии 
простатита позволяет восстановить микрофлору 
мочеполовой сферы и купировать воспалительные 
проявления без использования антибиотиков [12], 
или применение синтетического аналога природно-
го иммуномодулятора и адаптогена тафцина («Се-
ланк») для профилактики постстрессорных, в том 
числе дисбиотических [13], нарушений.

Модели обменных (гормонобусловленных) 
дисбиозов особенно подчеркивают значимую роль 
регуляторных процессов хозяина в формировании 
и поддержании дисбиотических сдвигов, именно 
регуляторные процессы хозяина запускают и под-
держивают их с формированием порочного круга: 
обменно-регуляторные сдвиги — дисбиоз — усу-
губление обменно-регуляторных нарушений с раз-
витием дисбиозассоциированных патологических 
состояний. 

Таким образом, сам организм хозяина (его ре-
гуляторные процессы), формируя порочный круг, 
становится активным препятствием для восста-
новления нормальной микрофлоры. Применение 
на этом фоне пробиотических препаратов с низкой 
метаболической активностью (лиофилизированные 
бактериальные препараты) заведомо малоэффек-
тивно. Это наводит на мысль, что для успешного 
использования пробиотических средств, вырабаты-
ваемых на основе музейных (фармакологических) 
штаммов, необходима предшествующая функцио-
нальная реабилитация, повышающая их метаболи-
ческую активность и адаптацию к условиям суще-
ствования в целостном организме (см. ниже).

«Изменения в составе микрофлоры слизистых 
происходят значительно раньше, чем проявляются 
клинические симптомы, поэтому их можно считать 
предвестниками обусловленных условно-патоген-
ной микрофлорой патологических процессов» [10]. 
В чем причина паузы между формированием ки-
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шечного дисбиоза и манифестацией его клиниче-
ских проявлений?

Наиболее ярко процессы про-/эукариотическо-
го химеризма проявляются на модели эндогенного 
микробиоценоза, в которой в наибольшей мере вы-
ражена степень сродства про- и эукариотического 
элементов единой системы целостного организма, 
взаимные влияния симбиотической микрофлоры и 
организма хозяина.

Обсуждение проблемы дисбиоза у человека, 
как правило, сводится к оценке качественного и 
количественного состава микрофлоры в естествен-
ных полостях организма. Многие авторы продол-
жают придерживаться положения о стерильности 
внутренней среды организма человека. В то же 
время у растений общепринято деление сапрофит-
ной микрофлоры на экзо- и эндофитную (экзо- и 
эндогенную). А у человека это не так? Тогда отку-
да признанные проблемы образования биопленок 
на эндопротезах, выявления МО в атерогенных 
бляшках, внутриклеточной персистенции инфек-
ционных агентов и пр.? При этом перечень МО, 
способных к внутриклеточной персистенции, рас-
ширяется с каждым годом. Роль эндогенной флоры 
обсуждается при наличии явного инфекционного и 
инфекционно-воспалительного процессов. А если 
формируется иммунологическая толерантность или 
иммунологическая гипореактивность, а воспали-
тельная реакция в силу этого слабо выражена или 
отсутствует — значит, эндогенной флоры нет? Ма-
ловероятно.

Основной успех в изучении эндогенной ми-
крофлоры и связанных с этим явлений достигнут 
в растениеводстве. Способность растений к веге-
тативному размножению порождает соблазн мно-
гократного тиражирования экономически наиболее 
продуктивных особей, при этом размножение воз-
можно не только отдельными органами, но и не-
большими фрагментами тканей (экспланты). Одна-
ко оказалось, что негативная роль эндогенной (эн-
дофитной) микрофлоры может являться серьезным 
препятствием для широкого использования метода 
клонирования.

Относительно низкая требовательность рас-
тительных клеток к условиям культивирования, их 
высокий регенеративный потенциал, способность к 
многократному пассированию эксплантов позволи-
ли создать достаточно информативную модель для 
выявления и изучения эндогенной микробиоты, ее 
функциональных особенностей, роли в формиро-
вании фенотипа хозяина. Подобные модели на ос-
нове клеток животных и человека пока не созданы. 
Однако в литературе подчеркивается лишь относи-
тельная правомерность исторического деления на 
микрофлору человека, животных и растений [14, 
15], поскольку показана способность одних и тех 
же патогенных бактерий персистировать как в орга-

низме человека, так и в растениях [14] и, напротив, 
способность одних и тех же пробиотических МО 
оказывать защитный эффект на организмы челове-
ка, животных и растений в отношении патогенных 
воздействий (многочисленные препараты на основе 
Bacillus subtilis). Столь же условно с позиций общей 
биологии деление моделей на растительные и жи-
вотные, поэтому фитомодель эндогенного микро-
биоценоза привлекает внимание не только фитобио-
логов, но и представителей других биологических и 
медико-биологических специальностей.

Препятствием для выявления и изучения эн-
догенных МО методами классической микробио-
логии является их существование во внутренней 
среде хозяина в виде некультивируемых форм. 
Долгое время было принято считать, что образо-
вание некультивируемых форм бактерий связано 
с воздействием травмирующих факторов. Послед-
ние данные демонстрируют однобокость этого 
мнения. Становясь элементом единой про-/эука-
риотической системы, МО естественным образом 
подчиняются ее законам, по которым автономный, 
неконтролируемый рост недопустим. Обратимо 
утрачивая способность к пролиферации (автоном-
ному росту), эндогенные МО приобретают спо-
собность эффективно функционировать в рамках 
гетерогенной про-/эукариотической системы, вли-
яя на обменные процессы хозяина, участвуя в фор-
мировании его фенотипических характеристик, в 
значительной мере определяя устойчивость ма-
кроорганизма к инфекционным воздействиям [16]. 
В последнем случае защитный эффект реализуется 
не только через реакции прямого антагонизма, но 
и через активацию защитных механизмов самого 
хозяина [17]. В этом контексте пробиотическую 
функцию МО следует рассматривать как функци-
ональное, неконститутивное состояние, формиру-
ющееся только в условиях целостного организма и 
под воздействием регуляторных сигналов хозяина. 
Вне регуляторных воздействий хозяина (музейное 
содержание вне системы) пробиотическая функ-
ция за ненадобностью, видимо, снижается. Эти 
обстоятельства необходимо учитывать при разра-
ботке пробиотических средств.

Предположим, что внутрисредовая и внутри-
клеточная персистенция МО, являясь общебиоло-
гическим состоянием для многоклеточных эукари-
от, — это нормальная, естественная составляющая 
про-/эукариотических систем (метаорганизмов). 
Она имеет большое практическое значение в меди-
цине не только для формирования фенотипических 
характеристик хозяина (физическое благополучие/
неблагополучие), но и для определения сроков кор-
ригирующих мероприятий и, пусть это покажется 
неожиданным, для формирования методологиче-
ских, в перспективе и методических, основ разра-
ботки пробиотических средств. Эндогенный ми-
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кробиоценоз в контексте настоящей статьи — это 
модель для выявления механизмов регуляции функ-
циональной активности МО, изучаемая с целью ис-
пользования выявленных механизмов для модуля-
ции функциональной активности пробиотических 
бактерий и создания природоподобных технологий 
разработки пробиотических лечебных средств.

Возникает вопрос: имеет ли значение, какие 
МО представлены в эндогенном пуле? Понятно, что 
конечные эффекты эндогенной микрофлоры обу-
словлены видовой принадлежностью МО — напри-
мер, зависимость повышения или снижения жизне-
способности растительных эксплантов в культуре 
от видового состава эндогенной микрофлоры [15]. 

В случае изменения регуляторных процессов 
хозяина, при доминировании условно-патогенной 
флоры в микробиоценозе и у человека [10], и у рас-
тений [15] происходит функциональная активация 
патогенного начала условно-патогенных МО, вос-
станавливается способность бактерий к культиви-
рованию (автономному существованию) [18].

Естественным источником эндогенного пула у 
человека служат, прежде всего, МО естественных 
полостей. Например, считается, что причиной эн-
догенных бактериальных инфекций является гема-
тогенный занос микрофлоры слизистых в органы 
внутренней среды [19].

Эти рассуждения указывают на необходимость, 
во-первых, деления дисбиоза на экзо- и эндогенную 
составляющие и, во-вторых, проведения корриги-
рующей дисбиоз терапии с учетом не только ми-
крофлоры полостей, но и эндогенной компоненты. 
Необходимо учитывать, что кишечная (экзогенная) 
микрофлора более доступна для корригирующих 
мероприятий по сравнению с эндогенной, отсюда 
отсроченность эффектов дисбиозкорригирующей 
терапии [9] — обратная параллель с формировани-
ем кишечного дисбиоза и отмеченной выше отсро-
ченностью его клинических проявлений.

Учет эндогенной компоненты проявляется, 
прежде всего, в определении сроков проводимых 
мероприятий, позволяющих добиться «физиоло-
гической» санации, т.е. естественной смены кле-
точной популяции — резервуара внутриклеточных 
микробиологических агентов. Более эффективных 
методов внутриклеточной санации на настоящий 
момент не разработано.

В различных областях медицины можно стол-
кнуться с любопытными параллелями: пробиоти-
котерапия, проводимая свыше 6 мес, приводит к 
обратному развитию поздних осложнений у детей 
с СД1 [9]; через 6 мес после трансплантации поч-
ки резко снижается вероятность отторжения органа 
[20]; критическим возрастом у детей с тяжелыми 
врожденными уродствами считается возраст 6 мес, 
если ребенок преодолевает этот порог — положи-
тельный прогноз выживания повышается [21]. В 

приведенных случаях эффект обусловлен сменой 
клеточной популяции с «физиологической» санаци-
ей, как при СД1, или с формированием трансплан-
тационного химеризма, т.е. с постепенной заменой 
в трансплантате клеток донора на клетки реципи-
ента со снижением иммуногенности и вероятности 
отторжения трансплантата. Сама повторяемость 
срока указывает на его функциональное значение, 
зависимость клинической эффективности пробио-
тикотерапии от физиологических процессов но-
сителя. По нашему мнению, при проведении про-
биотикотерапии срок 6 мес следует рассматривать 
как минимально необходимый, но в каждом случае 
этот вопрос должен решаться, исходя из индиви-
дуальных и нозологических особенностей пациен-
та и особенностей используемых пробиотических 
средств.

В необходимости длительной пробиотикоте-
рапии, разновидности антибактериальной терапии, 
нет ничего необычного или неожиданного. Дли-
тельные курсы антибиотиков с достаточной эффек-
тивностью показали себя при тяжелых инфекцион-
ных и инфекционно-воспалительных заболеваниях: 
туберкулезе, лепре, ревматизме и др. В основе дли-
тельной антибиотикотерапии лежат те же принци-
пы, что и при длительной пробиотикотерапии, но 
пробиотики имеют ряд преимуществ: возможность 
длительного неосложненного применения, занятие 
экологических ниш с профилактикой эндогенного 
реинфецирования, системный общетерапевтиче-
ский эффект. 

Отсутствие (несформированность) целостной 
идеологии и методологии проблемы нормоценоза/
дисбиоза и про-/эукариотических взаимодействий 
является первопричиной, формирующей комплекс 
проблем, затрудняя не только разработку эффектив-
ных лечебных средств, но и клиническое использо-
вание этого направления в целом. В конце концов, 
пробиотики — это инструмент, который необходи-
мо не только уметь «настраивать», но которым надо 
уметь пользоваться.

Под дисбиозом понимают нарушения микро-
биологического пейзажа естественных полостей 
организма человека и кожи, т.е. в основу положен 
микробиологический подход, не учитывающий ро-
ли носителя. При клиническом рассмотрении этого 
вопроса и в соответствии с доминирующим принци-
пом организации здравоохранения (нозологический 
принцип) общемедицинская проблема (микробио-
ценоз/дисбиоз) оказалась разделена на «сферы вли-
яния» между гастроэнтерологами, стоматологами, 
дерматологами и пр. Узкие специалисты пытаются 
решать общепатологическую и даже общебиологи-
ческую проблему (общую для всех многоклеточных 
эукариот) с позиций своего узкоспециального под-
хода, ограничивая представления о клинических 
проявлениях дисбиоза только областью своих про-
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фессиональных интересов. Для таких специалис-
тов, как гематологи, эндокринологи и пр., которым 
«не досталось естественных полостей», если толь-
ко они не проявляют личной инициативы, клиниче-
ская проблема дисбиоза отсутствует.

На настоящем этапе произошло невольное 
разделение понятия «дисбиоз» на микробиологи-
ческое состояние и клиническое. Диагностикой и 
выработкой рекомендаций по коррекции дисбиоза 
как микробиологического состояния занимаются 
микробиологи, а как клинического — врачи узких 
специальностей. При этом первые не видят резуль-
татов воздействия микробиоценоза на носителя, 
не знают специфики конкретного заболевания, не 
учитывают роли носителя в формировании дисби-
оза, а вторые, в силу узконаправленной подготовки, 
не способны в полной мере оценить системность 
причинно-следственных процессов, приведших к 
развитию конкретного клинического состояния. В 
результате и у тех, и у других возникает недопо-
нимание важности проблематики. Для успешного 
решения проблемы дисбиоза нужны специалисты, 
способные преодолеть этот разрыв.

Состояние АС, в клиническом контексте этого 
явления, — является переменным и складывается 
не только из текущих микробиологических харак-
теристик, из позитивных и негативных влияний 
микробиоценоза на носителя, но и из текущей спо-
собности носителя реагировать на негативные и 
позитивные влияния микросимбионтов. Без восста-
новления обменных процессов, их энергообеспе-
ченности рассчитывать на эффективность реаби-
литационных мероприятий нельзя. Использование 
средств нормализации обменно-регуляторных про-
цессов носителя — составной элемент купирования 
дисбиоза как клинического состояния. Поэтому 
в клинической практике для достижения лучше-
го результата необходимо рассматривать организм 
человека как целостную про-/эукариотическую си-
стему и корригировать не только микробиоценоз, 
но всю систему АС в целом. В реальной практике, 
при использовании комплексного подхода, так и 
происходит, но опора на адекватную методологию 
позволяет более осознанно и эффективно приме-
нять комплексный инструментарий, существенно 
расширить его перечень. 

Клиническое (не путать с микробиологиче-
ским) состояние дисбиоза в самом общем виде, 
с позиций общей патологии — это, прежде всего, 
нарушение обменно-регуляторных процессов носи-
теля (дисфункция цитокиноподобной регуляторной 
системы), инициация состояния тканевой гипоксии. 
Нозологические формы процесс приобретает под 
действием дополнительных условий: исходный ми-
кробиологический спектр в сочетании с внешним 
микробиологическим воздействием («микросим-
биоценоз» по О.В. Бухарину [22]), индивидуальная 

иммунореактивность (толерантность), генетиче-
ские особенности, бытовые привычки и пр. Кон-
кретные клинические проявления — это, по сути, 
отражение сиюминутного состояния АС (состояния 
про-/эукариотического химеризма) конкретного 
индивида, т.е. клинические проявления дисбиоза 
обусловлены множеством переменных, микробио-
логическая переменная — лишь одна из них. От-
сюда сложность диагностики (прогнозирования) 
клинических проявлений только по микробиоло-
гическим показателям, невозможность моделиро-
вания процесса, т.е. невозможность использования 
современного понятийного микробиологического 
инструментария для моделирования и коррекции 
процессов, формирующих АС.

Положение о регуляторной системе МЦГ по-
зволяет рассматривать текущее состояние индиви-
да как интегральное отражение функционального 
состояния системы АС, использовать двунаправ-
ленный, взаимопотенцирующий подход (т.е. одно-
временное воздействие как на прокариотический, 
так и на эукариотический элементы) в коррекции 
состояния системы. 

Приведенные рассуждения приобретают 
смысл только при наличии в арсенале врача эффек-
тивных средств коррекции микробиоценоза. 

Постулированная равноценность подсистем в 
АС повышает биологическое значение микрофлоры 
в обеспечении процессов жизнедеятельности носи-
теля, позволяет предположить ведущую роль дис-
биоза в развитии как приобретенной, так и врожден-
ной патологии человека, обоснованно расширяет 
спектр терапевтических подходов, закономерно 
актуализирует проблему разработки эффективных 
пробиотических средств и формирует методологи-
ческую основу для разрешения этой проблемы. 

Использование природоподобных  
технологий для создания лечебных  

пробиотических средств
Модель эндогенного микробиоценоза указы-

вает на возможность существования симбионтных 
микроорганизмов в двух формах: в форме свобод-
ноживущих (независимых от хозяина) бактерий и 
бактериальных ассоциаций и в форме тесной ас-
социации с организмом хозяина. Оба способа су-
ществования формируются под влиянием текущих 
внешних условий, могут переходить друг в друга, 
сопровождаются функциональными, физиологиче-
скими, генетическими, иногда морфологическими 
изменениями МО [23]. МО, обитающие в кишеч-
нике человека, играя роль камбиальной популяции 
для восполнения эндогенной микробиоты, нахо-
дятся, вероятно, в промежуточном состоянии, т.е. 
не утратили в полной мере связи с регуляторными 
процессами хозяина, но обладают способностью к 
свободному росту.
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Изначально многие пробиотические МО были 
выделены из кишечника человека, однако длитель-
ное культивирование МО в лабораторных условиях 
приводит к переходу бактерий в состояние, харак-
терное для свободноживущих форм, с возможным 
снижением пробиотической активности. При раз-
работке пробиотических препаратов необходимо 
учитывать, что свободноживущие формы не имеют 
возможности для функциональной реверсии в орга-
низме больного из-за блокирующих регуляторных 
воздействий самого человека, отсюда недостаточ-
ная клиническая эффективность существующих 
пробиотиков. Поэтому функциональную реабили-
тацию (реверсию) необходимо проводить на этапе 
культивирования производственных штаммов.

На ту же зависимость функциональных прояв-
лений симбиотических МО от условий обитания, 
но на примере условно-патогенной микрофлоры, 
указывают и другие авторы: «Экспрессия генов, 
определяющих вирулентность, не является консти-
тутивной. … Гены вирулентности «выключаются» 
при переходе микроорганизма во внешнюю среду и 
«включаются» в организме хозяина» [10]. 

Формирование единой про-/эукариотической 
системы возможно только при условии единого 
языка коммуникаций, т.е. наличии языка взаимо-
действия, понятного обеим сторонам. В качестве 
такого языка может выступать система регулятор-
ных пептидов. Способность влиять на ростовые и 
функциональные свойства МО показана для факто-
ра некроза опухоли, интерлейкинов-2, -6, эмбрио-
нальной сыворотки, антибактериальных пептидов 
[24, 25]. В последнем случае подчеркивается, что 
антибактериальный эффект проявляется только при 
завышенных концентрациях агента, а при физио-
логических концентрациях эффект «антибактери-
альных» пептидов ограничивается регуляторными 
воздействиями [26]. 

Пептидная регуляция является по меньшей 
мере одним из механизмов, посредством которых 
организм хозяина воздействует на функцию микро-
биоты. Познание и использование данного меха-
низма, варьируя комплекс регуляторных пептидов, 
позволит, по нашему мнению, получать пробиоти-
ческие препараты с заданной функциональной ак-
тивностью. В этом положении заключены возмож-
ные методические нюансы, которые необходимо 
учитывать при разработке и производстве пробио-
тических препаратов. 

Филогенетическое родство в организации про- 
и эукариотических систем проявляется на различ-
ных моделях. Предполагают, что прокариоты для 
амплификации генома, дифференцировки и роста 
клеток используют ту же стратегию, что и эукари-
оты [23]. Показана способность МО продуцировать 
регуляторные агенты, схожие с таковыми у эука-
риот [2, 27]. Сродство процессов, протекающих в 

про- и эукариотических элементах системы, застав-
ляет предположить, по аналогии с эукариотами, за-
висимость функциональной активности бактерий 
от возраста культуры: суммарный пробиотический 
(терапевтический) эффект культуры МО (пробио-
тического препарата), спектр продуцируемых МО 
агентов и, соответственно, характер терапевтиче-
ского воздействия будут зависеть от функциональ-
ной «зрелости» культуры МО. У эукариот подобная 
зависимость регуляторного спектра от «зрелости» 
процесса показана неоднократно и на различных 
моделях [28], вероятно, являясь общей закономерно-
стью для доклеточных и клеточных сообществ. 

В естественных условиях регуляторные аген-
ты пептидной природы образуются при гидролизе 
крупных молекул-предшественников, т.е. являются 
естественными (природными) гидролизатами. Эта 
закономерность позволяет надеяться, что использо-
вание контролируемого гидролиза с подбором про-
теолитических агентов, исходного субстрата, необ-
ходимых условий реакции, с контролем и стандар-
тизацией регуляторной активности образующихся 
агентов позволит получить материал с необходи-
мыми характеристиками для применения в качестве 
основы культуральных сред при выращивании про-
биотических культур.

Возможно возражение: белковые гидролизаты 
давно и активно используются в микробиологии. 
Да, это так. Однако, замыкаясь в рамках традици-
онных представлений, микробиологи не учитывали 
возможную регуляторную роль пептидных молекул 
гидролизата, рассматривая его только как источник 
азотистого питания, с оценкой результатов с пози-
ций нутрициологии. Кроме того, при подготовке 
культуральных сред традиционно широко исполь-
зуется высокотемпературная стерилизация, при-
водящая к возможной инактивации регуляторных 
пептидов. Этот факт требует дальнейшего осмыс-
ления и изучения, как и ситуация, предполагающая 
учет способности МО реализовывать свои функции 
не в прямых, а в опосредованных через организм 
хозяина процессах.

Заключение
Положение об АС (метаорганизме) изменяет 

методологию разработки пробиотических препара-
тов: для инициации пробиотической функции усло-
вия культивирования пробиотических МО должны 
воспроизводить условия целостной про-/эукари-
отической системы, а оценку терапевтической эф-
фективности необходимо проводить не только по 
антагонистической активности in vitro и способно-
сти влиять на микробиологический пейзаж in vivo, 
но и по суммарной клинической эффективности в 
соответствии с критериями тяжести основного за-
болевания. Клинико-экспериментальные модели 
очень трудоемки и продолжительны, а потому плохо 
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подходят для оперативного решения задач. В этой 
связи чрезвычайно важной задачей становится вы-
явление критерия, определяемого in vitro, но по-
зволяющего прогнозировать терапевтическую эф-
фективность пробиотического препарата в услови-
ях целостного организма. Таким критерием может 
послужить способность МО синтезировать систе-
мообразующие медиаторы (цитокины и лектины), 
чья важная роль отмечена для функционирования 
как прокариотических, так и эукариотических си-
стем [5, 27]. Кроме того, нельзя не учитывать зави-
симость уровня продукции этих медиаторов от ус-
ловий обитания с заметным снижением у музейных 
штаммов [5, 29]. 

Обобщение представленных данных позво-
ляет заключить, что пробиотическая функция МО 
не является конститутивной, формируется только 
в условиях целостного организма и находится под 
контролем регуляторных процессов хозяина. Это 
ключевое обстоятельство необходимо учитывать 
при разработке пробиотических средств. 
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В обзоре изложена основная информация, имеющаяся в литературе, об использовании метода газовой 
хромато-масс-спектрометрии. Обсуждены вопросы, затрагивающие значимость этого метода для иденти-
фикации микроорганизмов. Отмечена перспективность создания отечественного программного обеспече-
ния и баз данных масс-спектров микроорганизмов.
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The review presents the basic information available in literature on the use of gas chromatography-mass-
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Существует множество методов идентифика-
ции микроорганизмов (МО): фенотипические, гено-
типические, хемотаксономические методы, прямое 
белковое профилирование и др. [1]. Каждый из этих 
методов имеет свои достоинства и недостатки и 
применяется в зависимости от цели эксперимента.

Одним из современных методов, используе-
мых для дифференциации и идентификации МО, 
является метод газовой хромато-масс-спектроме-
трии (ГХ/МС). Он основан на сочетании двух ана-
литических методов: капиллярной газовой хромато-
графии и масс-спектрометрии. Принцип метода —  
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качественное и количественное определение мар-
керных веществ МО (жирных кислот (ЖК), альде-
гидов, спиртов, стеринов и др.) непосредственно в 
исследуемом материале. 

Количественное газохроматографическое оп-
ре деление индивидуальных ЖК в биологических 
объектах является одним из наиболее востребован-
ных методов аналитической и клинической биохи-
мии: оно широко используется при оценке пищевой 
ценности продуктов питания, для таксономическо-
го и судебно-медицинского установления приро-
ды биологических образцов, в качестве источника 
информативных биомедицинских критериев в ди-
агностике заболеваний разной этиологии, в науч-
но-исследовательских, бактериологических и вете-
ринарных лабораториях [2]. Одной из перспектив 
применения газовой хроматографии в биомедицин-
ских исследованиях является концепция метаболи-
ческих профилей — систем интегральной оценки 
метаболизма как для макроорганизмов (метаболи-
ческие профили биосред: мочи, крови, слюны, вы-
дыхаемого воздуха), так и для МО. Метаболические 
профили так же индивидуальны, как и отпечатки 
пальцев [3]. 

Наличие специфических веществ (маркеров) в 
исследуемых образцах открывает возможность для 
направленного поиска и идентификации МО в со-
обществах с использованием метода ГХ/МС. Так, с 
определения маркера были начаты работы группы 
американских исследователей под руководством 
D.C. White [4], впоследствии изучивших структуру 
микробных сообществ [5] различных групп МО по 
известным маркерам без количественных определе-
ний видового состава сообщества. Установлено, что 
нечетные, разветвленные и циклопропановые ЖК, 
а также жирные альдегиды встречаются преимуще-
ственно у грамположительных бактерий, а высшие 
жирные β-оксикислоты присущи только грамотри-
цательным МО. К настоящему времени состав ЖК 
большинства МО III и IV групп патогенности изу-
чен [6–13], показана его воспроизводимость, дока-
заны родо- и видоспецифичность ЖК [14].

Разработанный Г.А. Осиповым алгоритм [14] 
позволил не только рассчитать качественный и ко-
личественный состав микробного сообщества, в 
том числе МО III–IV групп патогенности, в биото-
пах человека, но и следить за изменением его со-
става, отслеживая изменения метаболизма МО ме-
тодом ГХ/МС.

Идентификация МО путем получения профиля 
ЖК включает в себя несколько последовательных 
этапов: 

• рост и накопление бактерий в определенных 
условиях;

• омыление клеточных липидов;
• метилирование ЖК;
• экстракцию и очистку метиловых эфиров ЖК;

• разделение метиловых эфиров ЖК газовой 
хроматографией;

• идентифицирование и количественное опре-
деление пиков. 

Полученные профили можно сравнить с серией 
библиотек профилей и списком бактерий с наиболее 
похожими профилями, представленными вместе 
с расчетом относительного сходства. За рубежом 
продаются подобные системы, например система 
микробиологической идентификации «Sherlock» 
(«MIDI Inc. Delaware», США), запущенная в 1991 г. 
для быстрой идентификации более 1500 видов МО 
путем анализа ЖК и альдегидов [15]. Программное 
обеспечение позволяет автоматизировать газовую 
хроматографию. Метод хорошо себя зарекомендо-
вал; результаты, полученные путем ГХ/МС-анали-
за, были аналогичными данным, полученным с ис-
пользованием молекулярно-биологических методов 
исследования. 

Необходимо отметить, что значимость си-
стемы микробиологической идентификации зави-
сит от вида исследуемого МО. Наибольшая слож-
ность возникает при проведении внутривидовой 
межштаммовой дифференциации. Высокая степень 
вариабельности ЖК-состава либо высокая гомоло-
гия спектров ЖК изолятов одного вида не всегда 
позволяют провести внутривидовую дифференциа-
цию [16, 17]. Поэтому в настоящее время для иден-
тификации МО, помимо ЖК, в качестве биомарке-
ров используют сахара, аминокислоты, нуклеози-
ды, органические кислоты и некоторые вторичные 
метаболиты. Также следует учитывать тот факт, что 
на фенотипическую экспрессию ЖК в клеточных 
стенках бактерий или клеточных мембранах влияет 
целый ряд факторов, включая состав среды, тем-
пературу культивирования и фазу роста. В связи с 
этим требуется строгая стандартизация протокола 
исследования.

В России на основе ГХ/МС также была раз-
работана и внедрена в практику комплексная авто-
матизированная хемотаксономическая система для 
обнаружения патогенных бактерий, возбудителей 
острых кишечных инфекций в продуктах питания 
по профилю ЖК [18]. Подобно работе с использова-
нием системы микробиологической идентификации 
«Sherlock», не исключен этап выделения чистых 
культур с помощью селективных питательных сред. 
Авторами была создана отечественная база данных 
по ЖК для более чем 200 микробов, принадлежа-
щих к 12 родам (Salmonella, Klebsiella, Enterobacter, 
Haf nia, Serratia, Citrobacter, Campylobacter, Esche ri­
chia, Listeria, Yersinia, Staphylococcus, Francisella). В 
настоящее время метод ГХ/МС с анализом спектра 
ЖК успешно используется для описания и характе-
ристики патогенных бактерий ΙΙΙ–ΙV групп [14].

В то же время сведений о применении данно-
го подхода для идентификации возбудителей особо 
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опасных инфекционных заболеваний мало. В част-
ности, в отношении возбудителя холеры в доступ-
ной литературе обнаружена работа американских 
авторов [19], в которой была предпринята попытка 
провести межвидовую дифференциацию предста-
вителей семейства Vibrionaceae по наличию или 
отсутствию гидрокси-, разветвленных, циклопропа-
новых и ненасыщенных ЖК. В эксперимент были 
взяты 16 представителей семейства, которые в про-
цессе анализа были разделены на 12 групп. Низкая 
специфичность метода могла быть обусловлена не-
достаточно полной на тот момент базой данных мо-
лекулярных маркеров МО. В настоящее время такая 
база данных включает информацию по ЖК, спиртам, 
стеролам и другим биологически активным соедине-
ниям МО (более 200 позиций), что является доста-
точным для определения таксономической принад-
лежности МО на уровне рода, а иногда и вида.

Т.Е. Кузьменко с соавт. [20] исследовали со-
став ЖК свободных липидов у 3 штаммов Vibrio 
cho lerae O1: 1 штамма El Tor и 2 штаммов клас-
сического биовара. Следует отметить, что немно-
гочисленные работы по попытке изучения состава 
ЖК у холерных вибрионов проводились на разном 
оборудовании с применением различных методи-
ческих приемов выделения и идентификации без 
стандартизации условий культивирования МО, что 
не позволяло адекватно интерпретировать получен-
ные результаты.

В 1996 г. группой исследователей была про-
ведена идентификация двух клинических изолятов 
F. tularensis от пациентов с пневмонией. При срав-
нении спектров ЖК с применением базы данных 
MIDI была подтверждена их видовая принадлеж-
ность и обнаружены межштаммовые различия. В 
данном исследовании показано, что дискриминиру-
ющая способность метода ГХ/МС аналогична мето-
ду полногеномного секвенирования [21].

T.J.J. Inglis и соавт. [22] показали возмож-
ность дифференциации близкородственных штам-
мов — Burkholderia pseudomallei и Burkholderia 
thai landensis. В результате проведенного исследова-
ния показано, что в состав клеток штамма B. pseu­
domallei, вызывающего мелиоидоз, входит 2-гид-
ро кситетрадекановая кислота. Данная кислота от-
сутствует в составе клеток непатогенного штамма 
B. thailandensis.

Разрешающая способность метода ГХ/МС для 
дифференциации представителей рода Yersinia по-
казана в работе A. Leclercq и соавт. [16]. Анализ со-
отношения ЖК (12:0/16:0 и 14:0/16:0) позволил раз-
делить род Yersinia на 3 кластера: непатогенные иер-
синии; патогенные изоляты Yersinia enterocolitica; 
Yersinia pseudotuberculosis и Yersinia pestis. При ана-
лизе 29 штаммов Y. pestis были выявлены основные 
ЖК: 12:0, 14:0, 3-OH-14:0, 16:0, 16:1ω9-цис, 17:0-
цис и 18:11ω9-транс. Авторы отметили, что состав 

ЖК штаммов Y. pestis был достаточно однороден и 
не зависел от биотипа, риботипа и эпидемиологиче-
ских характеристик.

В 2000 г. группа исследователей применила 
метод ГХ/МС для сравнения ЖК-спектров споро-
вых и вегетативных клеток аэробных бацилл, об-
разующих эндоспоры (роды Bacillus, Paenibacillus 
и Brevibacillus). В ходе исследования была проде-
монстрирована высокая воспроизводимость метода 
ГХ/МС. Показано, что как в споровых, так и в ве-
гетативных формах преобладают разветвленные на-
сыщенные ЖК. При этом содержание насыщенных 
ЖК в споровых формах значительно выше, чем в 
вегетативных. По мнению авторов, анализ спектра 
ЖК может быть дополнительным инструментом 
при проведении хемотаксономического анализа аэ-
робных бацилл [23]. Метод ГХ/МС был успешно ис-
пользован для исследования неизвестных порошков 
на предмет наличия спор сибирской язвы [24].

Кроме исследования ЖК-состава мембран, 
метод ГХ/МС широко используется для характе-
ристики липополисахарида (ЛПС). Установлено, 
что, имея общую структуру ЛПС, липид А у раз-
ных представителей грамотрицательных бактерий 
отличается по головным заместителям, количеству 
и составу ЖК. В зависимости от вида МО состав 
липида А может варьировать от 4 ЖК (Francisella 
tularensis, Helicobacter pylori, Pseudoalteromonas 
issachenkonii KMM 3549T), образуя тетраацилиро-
ванные формы липида А, до 7 ЖК — гептаацили-
рованные варианты липида А (Erwinia carotovora 
и Acinetobacter radioresistens S13). Большинство 
гексаацилированных молекул липида А имеют 
асимметричное распределение ЖК между глюко-
заминами дисахарида липида А. Симметричное 
(2 + 2) распределение ЖК обнаружено в липиде А 
из Coxiella burnetii и некоторых гексаацилирован-
ных (3 + 3) структурах. В составе эндотоксинов из 
морских бактерий Pseudoalteromonas haloplanktis 
TAC 125 и Alteromonas addita KMM 3600T иден-
тифицированы пентаацилированные структуры 
липида А [25–27].

N. Phillips с соавт. [28] провели исследова-
ние модификаций липида А ЛПС возбудителя ту-
ляремии. В работе были использованы 2 штамма: 
F. tularensis LVS (ATCC 29684) с ранее изученным 
жирнокислотным профилем липида А и F. tularensis 
1547-57 (тип B). При использовании метода ГХ/МС 
показано, что штамм F. tularensis 1547-57 (тип B) 
имеет схожий с F. tularensis LVS ЖК-состав липида 
А, но дополнительно содержит в составе длинноце-
почечные ЖК (С20:0, С22:0, С24:0). В ходе дальнейшего 
исследования липида А было показано присутствие 
в нем галактозамина. По мнению авторов, данная 
модификация липида А может влиять на устойчи-
вость бактерии к действию антимикробных пепти-
дов. Применение метода ГХ/МС позволило выявить 
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молекулярные маркеры природного и вакцинного 
штаммов туляремийного микроба. 

В диагностических целях используется муль-
тиионный метод ГХ/МС-анализа in situ, созданный 
отечественными исследователями, который позво-
ляет проводить идентификацию возбудителя непо-
средственно в биологическом материале (мокрота, 
гнойный экссудат, биоптаты тканей и др.), минуя 
стадию выделения чистой культуры. Данный метод 
предусматривает проведение идентификации по 
150 микробным маркерам одновременно, что дела-
ет анализ на основе ГХ/МС экспрессным методом 
диагностики [29].

Метод ГХ/МС может быть использован для 
реконструкции видового состава и структуры эко-
логических сообществ МО [3], позволяя опреде-
лять состав микробного сообщества не только ка-
чественно, но и количественно [30], включая пато-
генные МО в биотопах человека, а также следить за 
изменением состава микробиоценоза и отслеживать 
изменения метаболизма его участников [14, 31, 32]. 
Показана возможность применения газохромато-
графического анализа для определения наличия 
в пробах клинического материала возбудителей 
анаэробных инфекций [3]. При таком инфекцион-
ном процессе в пробах гноя, дренажной жидкости 
открытой раны накапливаются летучие ЖК С3–С6 
(в том числе изомерные), тогда как при инфекции 
аэробного происхождения — уксусная кислота и 
нелетучие кислоты [3]. 

Изучение профиля ЖК позволяет получать 
данные о микробном сообществе некультивируе-
мых МО при бактериологическом анализе.

Методы ГХ/МС могут быть успешно исполь-
зованы в изучении адаптационных свойств МО. 
Спектр ЖК является фенотипической характери-
стикой бактериальной клетки. Вариации его состава 
позволяют судить об изменениях условий культиви-
рования МО. В настоящее время наиболее изучен 
регуляторный механизм адаптации бактерий к тем-
пературному режиму окружающей среды [33, 34].

Клеточные мембраны бактерий представля-
ют собой сложные гетерогенные системы, физи-
ко-химические свойства которых зависят от коли-
чественного и качественного состава липидных 
компонентов. Наглядным примером могут служить 
изменения вязкости мембран, ассоциированных со 
спектром ЖК, у бактерий рода Yersinia. Установле-
но, что повышение вязкости мембраны при сниже-
нии температуры культивирования обусловлено из-
менением физических свойств мембранных липи-
дов, связанным со способностью МО модулировать 
спектр ЖК, входящих в состав фосфолипидов [33].

F. Chen и соавт. [35] изучили пути метаболизма 
двух штаммов возбудителя туляремии: F. tularensis 
subsp. holarctica (патогенный для человека) и F. 
tularensis subsp. novicida (непатогенный для чело-

века). При изучении ГХ/МС-методом профиля изо-
топологов аминокислот, полисахаридного деривата 
глюкозы, фруктозы, аминосахаров, ЖК, 3-гидрок-
сибутирата, лактата, сукцината и малата показано, 
что штаммы в различной степени используют дан-
ные субстраты. По мнению авторов исследования, 
различия в использовании субстратов могут быть 
связаны с вирулентностью штаммов и их перси-
стенцией в организме хозяина и переносчика.

Одним из ключевых моментов при проведении 
ГХ/МС является анализ полученных данных. Под-
ход основан на анализе времени выхода вещества 
и наличия нескольких значимых ионов. Данный 
метод анализа является наиболее точным и дает 
наилучшие результаты, однако сильно зависит от 
используемого оборудования — одно и то же веще-
ство будет иметь разное время удержания при при-
менении разных колонок. Это делает практически 
невозможным использование данных, полученных 
другими авторами, и требует создания баз данных 
именно на «своем» оборудовании. Помимо этого 
практически все базы данных содержат масс-спек-
тры отдельных веществ, а не целых МО. Одной из 
возможных проблем использования зарубежного 
программного обеспечения и баз данных является 
зависимость от хаотичной санкционной политики 
зарубежных стран, что может привести к блокиро-
ванию работы дорогостоящего импортного обору-
дования. Все это делает актуальными работы по 
созданию отечественного программного обеспе-
чения, баз данных масс-спектров веществ и базы 
профилей МО для их идентификации с помощью 
 ГХ/МС.

Выводы
Таким образом, ГХ/МС-метод характеризуют:
• высокая чувствительность (1×103–1×104 кле-

ток в пробе) и достоверность, возможность 
использования в клинической диагностике; 

• способность выявлять возбудителей инфек-
ций, находящихся в «спящем» состоянии 
(микроколонии окутаны защитной полисаха-
ридной капсулой);

• универсальность методики в отношении раз-
ных групп МО: бактерий, грибов, вирусов; 

• экспрессность — полное время анализа со-
ставляет 2 ч;

• селективность — возможность идентифика-
ции МО до вида; 

• использование любого биоматериала. 
Метод лишен недостатков классических ме-

тодов идентификации и дифференциации. Так, 
в отличие от бактериологических исследований  
ГХ/МС — экспрессный метод: отсутствуют стадии 
повторных пересевов и биохимических тестов, ко-
торые особенно сложны, трудоемки и длительны. 
Нет необходимости в получении чистой культуры; 
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возможна идентификация некультивируемых форм 
МО. В отличие от иммуносерологических исследо-
ваний ГХ/МС — прямой метод: отсутствуют оши-
бочные определения, связанные с индивидуальны-
ми вариациями иммунного ответа; он также более 
чувствительный. В отличие от молекулярно-биоло-
гических методов дается адекватная количествен-
ная оценка; метод менее дорогой, для его реализа-
ции используются доступные любым лабораториям 
химические реактивы и методики пробоподготовки.
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Введение. Ротавирусная инфекция (РВИ) является наиболее распространенной причиной тяжелого га-
строэнтерита у детей раннего возраста во всем мире: ежегодно 600 тыс. детей в мире умирают, около  
3 млн нуждаются в госпитализации, 25 млн требуется врачебная помощь. Основной мерой борьбы с дан-
ной инфекцией признана вакцинопрофилактика. Цель работы — оценка реактогенности, безопасности и 
иммуногенности вакцины для профилактики РВИ пентавалентной живой при иммунизации детей. 
Материалы и методы. В России впервые проведено многоцентровое проспективное рандомизирован-
ное двойное слепое плацебо-контролируемое клиническое исследование вакцины для профилактики РВИ 
пентавалентной живой с участием здоровых детей в возрасте 2 мес на момент первой вакцинации. 
Результаты. Вакцина характеризовалась удовлетворительным профилем безопасности и высокой имму-
нологической активностью при трехкратной иммунизации детей. Отрицательной динамики в состоянии 
здоровья детей в ходе наблюдения не выявлено. 
Обсуждение. Показатели сероконверсии, фактора сероконверсии и средней геометрической титров ан-
тител были сопоставимы с результатами зарубежных исследований как данного препарата, так и его ана-
логов. 

Ключевые слова: ротавирусная инфекция; дети; вакцина пентавалентная живая; иммуногенность; 
безопасность; реактогенность.
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Введение
Ротавирусная инфекция (РВИ) — самая массо-

вая кишечная инфекция практически во всем мире. 
По данным экспертов ВОЗ, среди 1,0–1,2 млрд «диа­
рейных заболеваний», регистрируемых ежегодно, 
49–67% приходится на вирусные инфекции [1, 2]. 
Столь широкое распространение РВИ определяет-
ся рядом факторов: невозможностью эффективного 
воздействия на возбудителя инфекции вследствие 
большого количества носителей и отсутствия эти-
отропной терапии, неконтролируемостью путей 
передачи, высокой контагиозностью возбудителя и 
недостаточной эффективностью дезинфицирующих 
средств [3–5]. В силу высокой контагиозности (у де-
тей выделяется ≥10 млрд вирусных частиц/мл стула, 
минимальная заражающая доза — 10 бляшкообразу-
ющих единиц/мл) РВИ является одной из основных 
причин внутрибольничных диарей, доля которых в 
отдельные сезоны года может достигать 87% [6–9].

По данным экспертов ВОЗ, заболеваемость 
РВИ в различных странах колеблется в широких 
пределах: 250–3000 на 100 тыс. детей. Ежегодно в 
США наблюдается свыше 1 млн случаев тяжелых 
ротавирусных диарей среди пациентов в возрасте 
1–4 года [10–13]. Массовые исследования в этой 
стране показали, что еще до начала программы вак-
цинации от РВИ 80% детей были серопозитивны, 
что свидетельствовало о ранее перенесенной ими 
инфекции. Аналогичные исследования, проведен-
ные в Польше в 2008 г., подтвердили наличие РВИ 
практически у каждого третьего ребенка с острой 
кишечной инфекцией [14, 15].

По мнению ВОЗ, РВИ является ведущей при-
чиной гастроэнтеритов у детей в возрасте младше 
5 лет в странах как с низким, так и с высоким уров-
нем экономического развития. Достоверные разли-
чия имеет лишь показатель смертности, ее высокий 
уровень от РВИ наиболее характерен для развиваю-

Irina V. Feldblium1 , Kseniya A. Subbotina1, Olga A. Rychkova2, Aleksander N. Mironov3,  
Darya A. Volkova1, Аzamat О. Metov5, Irina V. Sakaeva3, Natalia V. Kupina4,  
Mikhail S. Karbyshev5, Nikita A. Mironov3, Yaroslava Yu. Kondratyeva4

1Perm State Medical University named after Academician E.A. Wagner, 614990, Perm, Russia; 
2Tyumen State Medical University, 625023, Tyumen, Russia; 
3National Agency of Medicines, 119192, Moscow, Russia; 
4CTR-Pharma, 119311, Moscow, Russia; 
5Pharm Aid Ltd, 119311, Moscow, Russia

Introduction. Rotavirus infection (RVI) is the most common cause of severe gastroenteritis in infants and young 
children worldwide: 600,000 children die annually; it accounts for approximately 3 million hospitalizations and  
25 million physician visits each year among children. Preventive vaccination is universally recognized as the most 
effective measure against this infection. 
The purpose of the study is assessment of reactogenicity, safety and immunogenicity of the pentavalent live 
vaccine for RVI prevention in childhood immunization. 
Materials and methods. The first multicenter prospective, randomized, double-blind, placebo-controlled clinical 
trial of the pentavalent live vaccine for RVI prevention was conducted in Russia among healthy infants aged  
2 months at the time of the first vaccination. 
Results. The vaccine had a satisfactory safety profile and high immunologic activity when administered in a three-
dose series for childhood immunization. No negative changes in the children’s health condition were detected 
during the surveillance monitoring. 
Discussion. The seroconversion rates, the seroconversion factor and the geometric mean antibody titer were 
consistent with the results obtained during trials of the above vaccine and its equivalents in other countries. 
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щихся государств и достигает почти 82% смертель-
ных случаев от РВИ на планете. 

Проблема РВИ в экономически развитых 
странах стоит не менее остро. По оценкам евро-
пейских экспертов, на 23,6 млн детей младше 
5 лет, проживающих в странах Евросоюза, еже-
годно приходится 3,6 млн эпизодов ротавирусного 
гастроэнтерита, частота составляет 1 случай кли-
нически значимой инфекции на 7 детей ежегодно 
[16]. В результате инфекции ежегодно погибает 
231 ребенок, более 87 тыс. госпитализируются и 
еще около 700 тыс. обращаются за медицинской 
помощью. В странах Евросоюза смертность от 
данной инфекции невысока, но именно РВИ опре-
деляет высокую заболеваемость среди детского на-
селения с наличием большого числа клинических 
форм, требующих госпитализации и обращения 
за неотложной помощью. Средняя продолжитель-
ность госпитализации составляет 2–10 дней, стои-
мость случая внутрибольничной РВИ — 1500 евро 
[15]. Доля ротавирусного гастроэнтерита в общем 
числе случаев острого гастроэнтерита у детей до 
5 лет в европейских странах варьирует от 25,3% 
(Греция) до 63,5% (Норвегия). В других странах 
эта доля составляет 36–45% [16, 17].

В структуре детской смертности от вакци-
ноконтролируемых заболеваний РВИ, по данным 
ВОЗ, занимает 2­е место после пневмококковой 
инфекции [18–21]. В 2011 г. инфекционная диарея 
стала причиной 9,9% из 6,9 млн смертей в данной 
возрастной группе, причем более 70% умерших бы-
ли младше 2 лет [14, 18, 19]. Среди этиологически 
расшифрованных вирусных диарей РВИ выявляет-
ся в 65% случаев, причем ею обусловлены 17,8% 
смертельных диарей. Таким образом, ежегодно с 
ротавирусным гастроэнтеритом связано 197 тыс. 
смертей, т.е. каждый час от этой инфекции погибает 
23 ребенка [14, 18, 20, 21].

В России в структуре острых кишечных ин-
фекций более 50% случаев приходится на острые 
кишечные инфекции вирусной этиологии (рота­ и 
норовирусные). Заболеваемость РВИ в России на 
протяжении последних 10 лет сохраняет тенден-
цию к росту и по итогам 2018 г. составила 81,3 на 
100 тыс. населения. Очевидно, что одной из причин, 
обусловивших данную динамику, является улучше-
ние качества лабораторной диагностики острых ки-
шечных инфекций, что позволяет более детально 
обозначить основных возбудителей острых гастро-
энтеритов у населения России [22]. Уровень виру-
соносительства у детей раннего возраста составля-
ет 1,5–9,0% [23].

Основной мерой борьбы с этой инфекцией в 
мире признана вакцинопрофилактика. В настоя-
щее время вакцинация против РВИ внедрена в 69 
странах мира и включена в календари профилак-
тических прививок США, Бельгии, Германии, Ав-

стрии, ряда стран Латинской Америки и др. [24–
26]. Курс вакцинации состоит из 2–3 доз, вводи-
мых внутрь с интервалом 4–8 нед в течение первых  
6 мес жизни (одновременно с вакцинами против 
дифтерии, столбняка, коклюша, полиомиелита и 
гемофильной инфекции). Эффективность имму-
низации достигает 70–80%, а в отношении форм, 
требующих госпитализации или внутривенной ре-
гидратации, — 100% [27, 28]. В Мексике примене-
ние вакцины против РВИ в течение первых 3 лет 
позволило сократить количество смертей у детей 
на 700 в год с момента вакцинации [25]. В Рос-
сии Национальный календарь профилактических 
прививок (НКПП) иммунизацию детей от РВИ не 
предусматривает. Вакцинация проводится лишь в 
отдельных субъектах России в рамках региональ-
ных программ (календарей) иммунизации.

В мире лицензированы и успешно применяют-
ся две аттенуированные ротавирусные вакцины — 
пентавалентная реассортантная Ротатек («Merck 
Sharp & Dohme B.V.», Нидерланды) и моновалент-
ная Ротарикс («GlaxoSmithKline Trading», Бельгия). 
На территории России в настоящее время зарегист­
рирована лишь одна вакцина — Ротатек. Она содер-
жит 5 реассортантных вирусов: 4 несут на наруж-
ной оболочке поверхностные белки VP7 серотипов 
G1, G2, G3, G4 человеческих штаммов и VP4 се-
ротипа P7 бычьего штамма, а 5­й — белок P1A от 
человеческого и белок G6 от бычьего родительских 
штаммов [29, 30]. Отечественная вакцина против 
РВИ отсутствует. 

В 2014 г. была создана термостабильная ораль-
ная пятивалентная вакцина на основе бычьих рота-
вирусов в Индии. С 2018 г. она стала доступна на 
международном уровне как преквалифицированная  
ВОЗ вакцина. Данный иммунобиологический пре-
парат был апробирован в Индии и показал высокую 
эффективность (66,7%) [30, 31].

В клинических исследованиях (I, II, III фа-
зы) вакцины для профилактики РВИ пентавалент-
ной живой (ВПЖ) («Serum Institute оf India Ltd.», 
Индия) в Индии и Нигере приняли участие более  
15 тыс. человек. Исследуемые популяции включали 
взрослых, детей младшего возраста и новорожден-
ных. В ходе клинических исследований была дока-
зана безопасность и хорошая переносимость ВПЖ 
во всех возрастных группах. Серьезные нежела-
тельные явления не отмечались. Зарегистрировано 
несколько нежелательных явлений, которые были 
умеренными и преходящими. Выделения вируса в 
образцах стула не наблюдалось. 

Проведенные клинические исследования по-
казали наиболее высокую иммуногенность и про-
филактическую эффективность ВПЖ при иммуни-
зации детей в возрасте 4–6 нед  в режиме, предус-
матривающем введение 3 доз вакцины. Три дозы 
вакцины вводили в сочетании с вакцинами против 

ЖУРНАЛ МИКРОБИОЛОГИИ, ЭПИДЕМИОЛОГИИ И ИММУНОБИОЛОГИИ. 2020; 97(4)
DOI: https://doi.org/10.36233/0372-9311-2020-97-4-9

НАУКА И ПРАКТИКА



366

дифтерии, столбняка, коклюша, гемофильной ин-
фекции, гепатита В и полиомиелита, что могло обе-
спечить быстрое расширение масштабов иммуниза-
ции с использованием ВПЖ, сокращение расходов 
и нагрузки, которая ложится на плечи семей в связи 
с посещением центров вакцинации.

С учетом вышеизложенного с целью государ-
ственной регистрации данного препарата в России 
было проведено проспективное рандомизирован-
ное двойное слепое плацебоконтролируемое кли-
ническое исследование безопасности и эффектив-
ности ВПЖ на здоровых добровольцах в возрасте 
18–45 лет в соответствии с Протоколом клиниче-
ского исследования № РТВ 001/18 и получено раз-
решение МЗ РФ для проведения клинических ис-
следований на детях (№ 46 от 29.01.2019 г.).

Целью настоящего исследования явилась 
оценка реактогенности, безопасности и иммуноло-
гической эффективности ВПЖ с участием детей. 
Исследование данной вакцины при иммунизации 
детей раннего возраста в России проведено нами 
впервые.

Материалы и методы
Реактогенность, безопасность и иммунологи-

ческая эффективность ВПЖ были изучены в мно-
гоцентровом проспективном рандомизированном 
двойном слепом плацебо­контролируемом клини-
ческом исследовании с участием здоровых детей в 
возрасте 2 мес на момент первой вакцинации. 

ВПЖ представляет собой стерильную лио-
филизированную массу от розоватого до желтова-
то­белого цвета, рН 6,8–8,8. Для растворения лио­
филизата используют цитратно­бикарбонатный 
буферный раствор, который предотвращает инак-
тивацию лекарственной формы в кислой среде же-
лудка. В состав цитратно­бикарбонатного буфер-
ного раствора входят бикарбонат натрия и кислоты 
лимонной моногидрат. Растворитель представляет 
собой прозрачную бесцветную жидкость. Растворе-
ние производят перед применением ВПЖ. Одна до-
за (2,5 мл) содержит живые реассортанты человече-
ского и бычьего ротавирусов, выращенные на куль-
туре клеток Vero: ротавирусы типа G1, G2, G3, G4 и 
G9 не менее 105,6 фокус флюоресцирующих единиц 
каждого. Все штаммы содержат ген VP7 соответ-
ствующего серотипа из штаммов человеческих ви-
русов, реассортантных с бычьим ротавирусом.

Бычьи и человеческие реассортантные штам-
мы серотипов G1, G2, G3, G4 и G9 предоставлены 
компании «Serum Institute оf India Ltd.» (Индия) 
доктором А.З. Капайкианом (Национальный инсти-
тут здравоохранения, США). В «Serum Institute оf 
India Ltd.» приготовили первичный банк вакцинных 
штаммов вируса, вторичный банк вакцинных штам-
мов вируса и рабочий банк вакцинных штаммов 
вируса для использования в производстве монова-

лентной нефасованной вакцины. В качестве стаби-
лизатора в процессе производства готовой лекар-
ственной формы использовали сахарозу и глицин, 
которые обеспечивают стабильность препарата в 
разных температурных режимах.

Клиническое исследование с участием детей 
проводилось в соответствии с этическими нормами 
и требованиями, регламентированными Хельсинк-
ской декларацией (2013 г.), а также нормативными 
документами, регламентирующими проведение кли ­ 
нических исследований в России.

Исследование проводилось в двух клиниче-
ских центрах: в Перми и Тюмени.

Критерии включения: здоровые дети мужско-
го или женского пола в возрасте 2 мес на момент 
проведения первой вакцинации, не имеющие про-
тивопоказаний к иммунизации, гестационный воз-
раст которых составил ≥37 нед, вес при рождении 
≥2500 г, привитые согласно возрасту в соответствии 
с НКПП. Для включения в исследование родитель 
ребенка должен был собственноручно и доброволь-
но подписать информированное согласие и выпол-
нять требования протокола. 

Критерии невключения: 
• диарея или кровь в кале в анамнезе или на-

рушение режима дефекации за последние  
14 дней; 

• хронические заболевания желудочно­ки-
шечного тракта, инвагинация кишечника и 
врожденные пороки развития желудочно­ки-
шечного тракта, предрасполагающие к ней; 

• операции на органах брюшной полости; 
• аллергические реакции на компоненты вак-

цины или на любую предшествовавшую вак-
цинацию;

• сильные поствакцинальные реакции и ос-
ложнения, связанные с любой предыдущей 
вакцинацией; 

• наличие какого­либо значительного систем-
ного нарушения со стороны легких, печени, 
почек, кожных покровов, сердечно­сосуди-
стой системы, желудочно­кишечного тракта, 
эндокринной системы, иммунной системы, 
нервной системы, а также онкологическое 
или аутоиммунное заболевание; 

• врожденные или генетические нарушения; 
• острые инфекционные или неинфекционные 

заболевания на момент включения в иссле-
дование или если прошло менее 4 нед после 
выздоровления;

• наличие в анамнезе доказанного перене-
сенного гепатита В, дифтерии, столбняка, 
коклюша, полиомиелита, гемофильной или 
пневмококковой инфекции; 

• подтвержденное либо подозреваемое имму-
нодефицитное состояние (наследственный 
или врожденный иммунодефицит); 

JOURNAL OF MICROBIOLOGY, EPIDEMIOLOGY AND IMMUNOBIOLOGY. 2020; 97(4) 
DOI: https://doi.org/10.36233/0372-9311-2020-97-4-9

SCIENCE AND PRACTICE



367

• постоянное применение иммуносупрессоров 
или иммуномодуляторов, стероидных препа-
ратов, иммуноглобулинов или компонентов 
крови. 

 Исследование состояло из 3 этапов. Первый 
этап состоял из периода скрининга, длительность 
которого могла достигать 7 дней, и периода после-
дующего первичного динамического наблюдения за 
развитием ребенка после введения 1­й дозы ВПЖ 
длительностью 30 дней.

Второй этап включал 2­е введение ВПЖ с по-
следующим вторичным динамическим наблюдени-
ем за развитием ребенка длительностью 45 дней. 

Третий этап — 3­е введение ВПЖ с последу-
ющим третичным динамическим наблюдением за 
развитием ребенка, согласно общепринятым педи-
атрическим нормам, длительностью 30 дней. По 
данным клинических и лабораторных методов об-
следования в исследование были включены 100 де-
тей с верифицированным диагнозом «здоров», со-
ответствовавшие критериям включения и не имев-
шие критериев невключения.

Все дети­участники были рандомизирова-
ны в соотношении 1:1 в одну из групп: 1­я группа  
(n = 50) — дети, которые получали ВПЖ трехкратно 
перорально с интервалом не менее 4 нед в объеме 
2,5 мл; 2­я группа (n = 50) — дети, которые получа-
ли плацебо трехкратно перорально с интервалом не 
менее 4 нед в объеме 2,5 мл.

 Все дети — участники исследования получа-
ли другие профилактические прививки в соответ-
ствии с НКПП: против пневмококковой инфекции 
(в возрасте 2 мес — первая вакцинация, в возрасте 
4,5 мес — вторая вакцинация), дифтерии, коклюша, 
столбняка, полиомиелита (в возрасте 3 мес — пер-
вая вакцинация, в возрасте 4,5 мес — вторая вакци-
нация). При этом допускалась одновременная вак-
цинация с введением ВПЖ/плацебо. 

Реактогенность и безопасность ВПЖ оцени-
вали по данным физикального осмотра, антропо­
метрии, результатам измерений частоты сердечных 
сокращений, частоты дыхания, температуры тела, 
частоте возникновения поствакцинальных реакций 
и нежелательных явлений, а также по данным ла-
бораторных исследований в ходе активного (визиты 
в поликлинику и телефонные звонки) и пассивного 
(дневники наблюдения, заполняемые родителями) 
наблюдения за участниками процесса.

После приема каждой дозы ВПЖ или плаце-
бо все участники исследования наблюдались в ис-
следовательском центре в течение 2 ч. Через 30 и 
60 мин после приема дозы ВПЖ/плацебо врач­ис-
следователь проводил физикальный осмотр и из-
мерял основные жизненно важные показатели. 
Через 6 ч после каждой вакцинации врач­иссле-
дователь совершал телефонный звонок родителю 
ребенка.

Оценка выраженности поствакцинальных ре-
акций проводилась по 4­балльной шкале по следую­
щим критериям: 

• реакция не выражена;
• слабая степень выраженности реакции — на-

личие слабовыраженных симптомов, гипер-
термия 37,0–37,5°С; 

• средняя степень выраженности — симптомы, 
заметно нарушающие нормальную ежеднев-
ную деятельность, гипертермия 37,6–38,5°С; 

• сильная реакция — симптомы, препятствую-
щие нормальной ежедневной деятельности, 
гипертермия >38,6°С.

Лабораторные исследования включали опреде-
ление показателей клинического (уровень гемогло-
бина, скорость оседания эритроцитов, форменные 
элементы, лейкоцитарная формула, тромбоциты, 
эритроциты) и биохимического (содержание ала-
нин­ и аспартатаминотрансферазы, γ­глутамил-
трансферазы, билирубина общего, общего белка, 
мочевины, креатинина, С­реактивного белка, глю-
козы) анализов крови, общего анализа мочи (содер-
жание белка, глюкозы, клеточных элементов, солей, 
удельный вес, pН) и определение уровня общего 
IgE в сыворотках крови участников исследования. 

Иммунологическую эффективность ВПЖ 
оценивали по величине титра антител (IgA) к ро-
тавирусу в сыворотках крови детей до введения и 
после трехкратного введения исследуемого препа-
рата. Изучение противоротавирусного IgA прово-
дили в исследовательской лаборатории «Wellcome 
Trust» Христианского медицинского колледжа 
(Индия) методом иммуноферментного анализа в 
соответствии с утвержденной стандартной опе-
рационной процедурой «WTRL/ASA/035 «Опре-
деление антиротавирусного IgA методом ИФА с 
использованием 1% реагента для вестерн­блот-
тинга». Валидированная аналитическая процедура 
иммуноферментного анализа предназначена для 
количественной оценки антител IgA к ротавирусу 
в образцах сыворотки крови человека при анализе 
результатов клинических исследований ротави-
русных вакцин. 

В данном анализе использовали очищенные 
противовирусные IgG кролика в качестве иммоби-
лизованных антител для связывания лизатов рота-
вируса. Связанный лизат ротавируса иммобилизует 
противоротавирусное антитело, присутствующее в 
испытательном образце. Противоротавирусное ан-
титело IgA обнаруживается биотинилированным 
вторичным антителом к IgA. Определение ампли-
фицировано предварительно сформированным 
комплексом авидин–биотинпероксидазы хрена. 
Концентрацию специфичного к ротавирусу IgA в 
тестовом образце определяли путем экстраполиро-
вания из стандартной кривой, которую составляли 
из нескольких разведений референтного стандарта 
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с известным количеством противоротавирусного 
IgA (в ЕД/мл). 

В лаборатории было проведено изучение 197 
проб сывороток крови детей раннего возраста, при-
нявших участие в исследовании. Образцы храни-
лись при –20°C до проведения тестирования.

Иммуногенность ВПЖ оценивали по следую-
щим показателям:

• средняя геометрическая величина титра 
(СГТ) антител (IgA) у детей до вакцинации 
и не менее чем через 4 нед после 3­й вакци-
нации;

• уровень сероконверсии — количество и про-
цент детей, у которых величина титра анти-
тел (IgA) не менее чем через 4 нед после 3­й 
вакцинации повысилась в 2–4 раза и более по 
сравнению с исходным уровнем;

• фактор сероконверсии — кратность приро-
ста СГТ антител (IgA) не менее чем через 
4 нед после 3­й вакцинации по сравнению с 
исходным уровнем.

Статистический анализ проводили с исполь-
зованием методов параметрической и непараме-
трической статистики. Достоверность различий 
оценивали при помощи компьютерной программы 
«Statistica 6.0» с использованием t­распределения 
Стьюдента и критерия χ2. Уровень статистической 
значимости (вероятность получения ошибки) 95% 
расценивали как наличие статистически значи-
мых различий между двумя явлениями (применя-
ли однофакторный дисперсионный анализ). Для 
создания базы данных была применена программа 
MS Excel. При анализе полученных результатов 
 определяли средние величины и стандартное от-
клонение.

Результаты
В ходе исследования зарегистрировано 55 по-

ствакцинальных реакций у 25 участников. 
Через 60 мин после приема 1, 2 и 3­й доз вак-

цины поствакцинальных реакций не зарегистри-
ровано. По результатам телефонного звонка через  
6 ч после 1­й иммунизации было зарегистрировано 
7 поствакцинальных реакций у 2 участников иссле-
дования из 1­й группы в виде раздражительности, 
беспокойства, вздутия живота, снижения аппетита 
и повышения температуры тела до 37,6оС. Во 2­й 
группе поствакцинальных реакций в течение 6 ч не 
было.

Всего в течение 7 дней после 1­го введения 
препарата зарегистрировано 11 поствакцинальных 
реакций у 4 участников исследования из 1­й группы 
и 13 — у 5 участников исследования из 2­й группы. 
В дальнейшем в группе наблюдения после введения 
2­й дозы препарата в течение 7 дней было зареги-
стрировано 10 реакций, после 3­й — 1. При этом в 
группе сравнения было зарегистрировано 1 и 7 ре-
акций соответственно. Характеристика поствакци-
нальных реакций по степени выраженности на всех 
этапах исследования представлена в табл. 1.

Таким образом, в течение 7­дневного наблюде-
ния после трехкратного введения препаратов заре-
гистрировано 43 поствакцинальных реакции. Они 
были слабыми или средними, за исключением од-
ной сильной температурной реакции у ребенка из 
2­й группы. Корригирующая терапия для снятия 
нежелательных симптомов использовалась только в 
2 случаях: для купирования температурной реакции 
после 3­й иммунизации у ребенка из 2­й группы и 
купирования таких симптомов, как вздутие живота и 
кишечные колики, после 1­й иммунизации у ребенка 

Таблица 1. Поствакцинальные реакции, зарегистрированные у участников исследования в течение первых 7 дней 
после введения препарата 
Table 1. Postvaccinal reactions recorded in the trial participants during the first 7 days after the vaccination

Клинические 
проявления 

реакций
Clinical 

manifestations 
of reactions

Степень 
выражен-

ности
Intensity

I этап исследования
Phase I of the trial

II этап исследования
Phase II of the trial

III этап исследования
Phase III of the trial

Итого
Total

χ2*
1-я группа
1st group 
(n = 50)

2-я группа
2nd group 
(n = 50)

1-я группа
1st group 
(n = 49)

2-я группа
2nd group 
(n = 49)

1-я группа
1st group 
(n = 48)

2-я группа
2nd group 
(n = 49)

1-я группа
1st group 
(n = 50)

2-я группа
2nd group 
(n = 50)

Вздутие 
живота
Bloating

Слабая
Mild

1 (2%) 1 (2%) 1 (2,1%) 0 0 0 2 
(4%)

1
(2%)

0,344

Средняя
Moderate

0 0 0 0 0 0

Сильная
Severe

0 0 0 0 0 0

Кишечные 
колики
Bellyaches

Слабая
Mild

0 1 (2%) 0 0 0 0 0 2
(4%)

2,041

Средняя
Moderate

0 1 (2%) 0 0 0 0

Сильная
Severe

0 0 0 0 0 0
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Окончание табл. 1.
End of Table 1.

Клинические 
проявления 

реакций
Clinical 

manifestations 
of reactions

Степень 
выражен-

ности
Intensity

I этап исследования
Phase I of the trial

II этап исследования
Phase II of the trial

III этап исследования
Phase III of the trial

Итого
Total

χ2*
1-я группа
1st group 
(n = 50)

2-я группа
2nd group 
(n = 50)

1-я группа
1st group 
(n = 49)

2-я группа
2nd group 
(n = 49)

1-я группа
1st group 
(n = 48)

2-я группа
2nd group 
(n = 49)

1-я группа
1st group 
(n = 50)

2-я группа
2nd group 
(n = 50)

Диарея  
(жидкий стул)
Diarrhea 
(loose stool)

Слабая
Mild

1 (2%) 0 0 0 0 0 1
(2%)

0 1,010

Средняя
Moderate

0 0 0 0 0 0

Сильная
Severe

0 0 0 0 0 0

Повышение 
температуры 
тела
Elevated body 
temperature

Слабая
Mild

1 (2%) 0 1 (2,1%) 0 0 0 5
(10%)

3
(6 %)

0,543

Средняя
Moderate

1 (2%) 1 (2%) 1 (2,1%) 0 1 (2,1%) 1 (2,1%)

Сильная
Severe

0 0 0 0 0 1 (2,1%)

Раздражи-
тельность
Irritability

Слабая
Mild

3 (6%) 1 (2%) 1 (2,1%) 0 0 1 (2,1%) 4 
(8%)

3 
(6%)

0,154

Средняя
Moderate

0 1 (2%) 0 0 0 0

Сильная
Severe

0 0 0 0 0

Беспокойство
Restlessness

Слабая
Mild

2 (4%) 1 (2%) 3 (6,2%) 0 0 1 (2,1%) 5
(10%)

3 
(6%)

0,543

Средняя
Moderate

0 1 (2%) 0 0 0 0

Сильная
Severe

0 0 0 0 0 0

Снижение 
аппетита
Decreased 
appetite

Слабая
Mild

2 (4%) 3 (6%) 2 (4,1%) 0 0 1 (2,1%) 4 
(8%)

4
 (8%)

0,000

Средняя
Moderate

0 0 0 0 0 0

Сильная
Severe

0 0 0 0 0 0

Капризность
Naughtiness

Слабая
Mild

0 0 1 (2,1%) 0 0 0 1
 (2%)

1
 (2%)

0,000

Средняя
Moderate

0 0 0 0 0 1 (2,1%)

Сильная
Severe

0 0 0 0 0 0

Плач
Crying

Слабая
Mild

0 2 (4%) 0 0 0 0 0 2
(4%)

2,041

Средняя
Moderate

0 0 0 0 0 0

Сильная
Severe

0 0 0 0 0 0

Снижение 
уровня  
активности
Decreased 
activity

Слабая
Mild

0 0 0 1 (2,1%) 0 1 (2,1%) 0 2
(4%)

2,041

Средняя
Moderate

0 0 0 0 0 0

Сильная
Severe

0 0 0 0 0 0

Примечание. *Критическое значение критерия χ2 Пирсона при уровне значимости p = 0,05 составляет 3,841.
Note. *The critical value of the Pearson chi-square (χ2) is 3.841 at the significance level p = 0.05.
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из 2­й группы. Все реакции были кратковременными 
(длительность от нескольких часов до 3 сут) и раз-
решились выздоровлением без последствий. 

Статистически значимых различий в частоте 
зарегистрированных поствакцинальных реакций 
между группами не выявлено.

Обращает внимание, что возникновение ки-
шечных колик, вялости и плача было отмечено 
только у детей из 2­й группы, что исключает связь 
с введением ВЖП. Кроме того, такие реакции, как 
повышение температуры тела, раздражительность, 
плач, снижение аппетита, диарея, как известно, 
характерны и для вакцин Превенар® 13 и Пентак-
сим®, которые участники исследования получали 
одновременно с исследуемым препаратом, соглас-
но НКПП. Вероятно, поствакцинальные реакции, 
зарегистрированные в течение 7­дневного периода 
наблюдения после введения ВПЖ, могли быть обу-
словлены и сопутствующей вакцинацией. 

Наряду с этими реакциями за весь период 
наблюдения за детьми было зарегистрировано  
12 побочных проявлений после иммунизации в ви-
де неблагоприятных симптомов, жалоб или интер-
куррентных заболеваний, не связанных с иммуни-
зацией, из которых 9 — у детей 1­й группы и 3 — 
среди детей из 2­й группы. При этом все они были 
слабой или средней степени тяжести, за исклю-
чением повышения температуры тела до 38,7оС у  
1 ребенка из 2­й группы, которое было оценено как 
тяжелое. Статистически значимых различий в ча-
стоте развития и степени тяжести побочных про-
явлений после иммунизации между группами не 
выявлено. 

Полученные результаты по безопасности ВПЖ 
сопоставимы с результатами клинических исследо-
ваний вакцины Ротатек, которая зарегистрирована 
и успешно используется в России. При изучении 
безопасности вакцины Ротатек нежелательные ре-
акции регистрировались в течение 42 дней после 
вакцинации. Наиболее частыми нежелательными 
явлениями также явились инфекции верхнего ды-
хательного тракта, диарея, рвота, острый средний 
отит, кашель и раздражительность [29].

По данным зарубежной литературы, исполь-
зование ротавирусной вакцины нередко ассоции-
ровалось с повышенной частотой возникновения 
инвагинации кишечника, необычной формы непро-
ходимости кишечника [32, 33]. В ходе проведения 
нашего клинического исследования поствакциналь-
ных осложнений, включая инвагинацию кишечни-
ка, а также серьезных нежелательных явлений не 
зарегистрировано. 

Анализ влияния введения вакцины на показа-
тели клинического и биохимического анализов кро-
ви, общего анализа мочи показал, что лабораторные 
показатели, регистрируемые в динамике наблюде-
ния, колебались в пределах физиологической нор-

мы, существенного отклонения от фоновых значе-
ний не отмечено.

Аллергизирующих свойств у ВПЖ не выявле-
но — показатели сывороточного IgE не претерпе вали 
значительных изменений в динамике наблюдения.

Отрицательной динамики в состоянии здоро-
вья детей, привитых как ВПЖ, так и плацебо, не 
выявлено. Дети развивались гармонично, в соответ-
ствии с возрастом. Результаты проведенных лабо-
раторных исследований подтвердили, что введение 
ВПЖ не оказывает негативного влияния на основ-
ные показатели клинического и биохимического 
анализов крови и показатели общего анализа мочи. 

Таким образом, полученные нами результаты 
сви детельствуют об удовлетворительном профиле 
бе зопасности ВПЖ при трехкратной иммунизации 
де тей. Полученные результаты были сопоставимы 
с данными зарубежных и отечественных авторов 
[30, 32].

Оценка иммунологической эффективности 
ВПЖ показала, что доля детей — участников кли-
нического исследования, которые были серопо-
зитивными с концентрацией ротавирусспецифи-
ческого IgA ≥20 Eд/мл на момент их включения в 
исследование перед приемом 1­й дозы, состави-
ла 20,8% в группе наблюдения и 32,7% в группе 
сравнения, что подтверждает данные литературы 
о возможной серопозитивности младенцев, причи-
ной которой могут быть высокий уровень воздей-
ствия природной ротавирусной инфекции в очень 
раннем возрасте (ранее полученные результаты 
клинических исследований изучаемой вакцины в 
Индии и Нигере), трансплацентарная передача ма-
теринских антител ребенку, а также алиментарный 
путь передачи материнских антител через грудное 
молоко [34].

Проведение трехкратной вакцинации серопо-
зитивных детей позволило достичь показателя серо-
конверсии 50%. В группе исходно серонегативных 
участников 92,1% привитых ВПЖ имели четырех-
кратное и более увеличение титра специфических 
антител. Увеличение количества специфических ан-
тител IgA после трехкратного введения ВПЖ в 1­й 
группе статистически значимо отличалось от крат-
ности увеличения уровня IgA в группе плацебо (t = 
2,020; р = 0,047). 

Результаты оценки иммунологической эффек-
тивности ВПЖ в популяции серонегативных и се-
ропозитивных детей — участников исследования 
представлены в табл. 2.

Обсуждение
Полученные результаты свидетельствуют о 

высоких иммуногенных свойствах ВПЖ и явля-
ются доказательством того, что сероконверсия при 
трехкратной иммунизации может происходить даже 
у исходно серопозитивных лиц, что подтверждает 
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ранее полученные результаты клинических иссле-
дований и позволяет предполагать высокую потен-
циальную эффективность препарата [35].

Таким образом, проведенные исследования по-
зволяют заключить, что ВПЖ характеризуется удов-
летворительным профилем безопасности, высокой 
иммуногенностью при трехкратной иммунизации 
детей и может быть рекомендована к регистрации 
для иммунизации детей с 2­месячного возраста. 
Вопрос о локализации производства вакцин против 
РВИ на отечественных предприятиях в условиях 
сопоставимости двух зарегистрированных вакцин 
по показателям безопасности и иммуногенности 
может быть решен на основе результатов фармако­
экономического анализа.
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Таблица 2. Иммунологическая эффективность ВПЖ
Table 2. Immunological efficacy of BRV-PV

Группа
Group

СГТ антител, Ед/мл
GMC of antibodies, U/ml

Кратность 
нараста-

ния титров 
антител

Antibody titer 
ratio

Количество лиц
с не менее чем 

2-кратной  
сероконверсией

Number of  
individuals with  

≥2 seroconversions

Количество лиц
с не менее чем 

3-кратной  
сероконверсией

Number of 
individuals with  

≥3 seroconversions

Количество лиц 
с не менее чем 

4-кратной  
сероконверсией

Number of  
individuals with  

≥4 seroconversions

до 
вакцинации

before 
vaccination

после 
трехкратной 
вакцинации

after 
three-dose 
vaccination

t
(p-value)

абс.
abs
(n)

% [95% ДИ]
% [95% CI]

абс.
abs
(n)

% [95% ДИ]
% [95% CI]

абс.
abs
(n)

% [95% ДИ]
% [95% CI]СГТ [95% ДИ]

GMC [95% CI]

1 (n = 48) 3,4
[1,64–6,87]

130,8
[79,3–215,6]

2,819 
(0,007)*

39,05 40 83,3
[70,4–91,3]

39 81,3
[68,1–89,8]

38 79,2
[65,7–88,3]

2 (n = 49) 5,9
[2,7–11,2]

16,6
[8,2–32,0]

0,556 
(0,581)

2,80 22 44,9
[31,9–58,7]

19 38,8 
[26,4–52,8]

17 34,7 
[22,9–48,7]

t (p-value) 0,385
(0,701)

3,499
(0,0007)*

– 2,493
(0,014)*

χ2 15,531* 18,196* 19,534*

Примечание. *Статистически значимые различия.
Note. *Statistically significant differences.
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Современные практики иммунизации детей,  
экспонированных ВИЧ и ВИЧ-инфицированных
Кукаркина В.А.1,2 , Голубкова А.А.3, Подымова А.С.1

1ГБУЗ Свердловской области «Областной центр профилактики и борьбы со СПИД», 620102, Екатеринбург, Россия;
2ФГБОУ ВО «Уральский государственный медицинский университет», 620014, Екатеринбург, Россия;
3ФБУН «Центральный научно-исследовательский институт эпидемиологии» Роспотребнадзора, 111123, Москва, 
Россия 

Цель исследования — на основании изучения современных практик вакцинопрофилактики в рамках На-
ционального календаря профилактических прививок (НКПП) скорректировать тактику иммунизации детей, 
экспонированных ВИЧ и ВИЧ-инфицированных.
Материалы и методы. По информации в амбулаторной карте пациента, карте профилактических при-
вивок и истории развития ребенка проведен анализ полноты и своевременности иммунизации 216 де-
тей, экспонированных ВИЧ, и 198 ВИЧ-инфицированных детей. Контрольную группу составили 100 детей, 
рожденных от матерей с отрицательным ВИЧ-статусом. Для изучения приверженности прививкам был 
проведен опрос 160 родителей детей, состоявших на диспансерном учете по ВИЧ-инфекции.
Результаты. Установлено, что, несмотря на отсроченное проведение прививок, охват детей вакцина цией 
против основных инфекций НКПП составлял 94,4–97,5%. Наибольшие трудности в реализации НКПП воз-
никали при иммунизации детей до 2 лет. «Упущенные возможности» при иммунизации в дальнейшем 
привели к нарушению календарных сроков прививок и проведению их в более старшем возрасте. Число 
«пропущенных прививок» в исследуемой когорте не превышало критерии, рекомендованные ВОЗ (10%) и 
составляло по отдельным видам прививок (АКДС и полиовакцина) 5,8%. 
Доля детей, вакцинированных против туберкулеза в родильном доме, в группе ВИЧ-экспонированных бы-
ла в 2 раза меньше, чем в контрольной, однако различий в частоте формирования вакцинальной аллергии 
в группах не выявлено.
В процессе вакцинации детей с ВИЧ-инфекцией на фоне высокоактивной антиретровирусной терапии 
(ВААРТ) количество CD4-лимфоцитов соответствовало параметрам возрастной нормы. По сравнению с 
исходными данными изменений в иммунном статусе привитых не зарегистрировано. 
Организационными упущениями при иммунизации детей с ВИЧ-инфекцией были использование живой 
полиовакцины, 3-кратная схема прививок против вирусного гепатита В у детей из групп риска, а также 
вакцинация против туберкулеза при отсутствии трехэтапной химиопрофилактики передачи ВИЧ от матери 
ребенку.
При оценке приверженности прививкам родителей установлено, что 85% респондентов считали вакцина-
цию необходимой для профилактики инфекционных заболеваний, 11,3% затруднялись с ответом в связи 
с возможным риском вакцинальных реакций и отсутствием гарантированной защиты и 3,8% были про-
тив вакцинации, ссылаясь на собственное мнение. Наиболее авторитетным источником информации для 
большинства респондентов — как положительно настроенных по отношению к вакцинации, так и сомне-
вающихся в ее необходимости — были медицинские работники (98,5 и 72,2% соответственно). У 33,3% 
негативно относящихся к прививкам источником информации также были медицинские работники.
Заключение. Проведенный анализ полноты и своевременности вакцинации в когорте ВИЧ-инфицирован-
ных и экспонированных ВИЧ детей позволил выявить наиболее проблемные вопросы, касающиеся про-
ведения прививок в сроки, регламентированные НКПП. Дети с ВИЧ-инфекцией, имеющие 1-ю категорию 
иммунных нарушений на фоне ВААРТ, подлежат вакцинации в рамках НКПП в полном объеме.
Использование комбинированных вакцин позволит снизить в этой когорте манипуляционную нагрузку, 
преодолеть выявленные несоответствия и оптимизировать НКПП.

Ключевые слова: ВИЧ-инфекция; дети; проблемы вакцинации; приверженность прививкам.
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Введение
Среди известных человечеству технологий 

управления эпидемическим процессом при инфек-
циях с различными механизмами передачи вакцино-
профилактика считается наиболее эффективным и 
рентабельным мероприятием. Ее результаты на про-
тяжении всей истории применения вакцин, начиная 

Modern practices of immunizing children exposed  
to HIV and HIV-infected
Vera A. Kukarkina1,2 , Alla A. Golubkova3, Anzhelika S. Podymova1

1Regional Center for the Prevention and Control of AIDS, 620102, Yekaterinburg, Russia; 
2Ural State Medical University, 620014, Yekaterinburg, Russia; 
3Central Research Institute for Epidemiology, 111123, Moscow, Russia

The purpose of the study is to adjust the tactics of immunization of children exposed to HIV and HIV-infected 
people on the basis of studying modern vaccination practices within the framework of the National Calendar of 
Preventive Vaccinations (NCPV).
Materials and methods. According to the information in the patient's outpatient card, the card of preventive 
vaccinations and the history of the child's development, the completeness and timeliness of immunization of 216 
children exposed to HIV and 198 HIV-infected children were analyzed. The control group consisted of 100 children 
born to mothers with negative HIV status. In order to study adherence to vaccines, a survey was conducted 
among 160 parents of children registered in the dispensary for HIV infection.
Results. It was established that, despite the delayed immunization, the coverage of vaccination against the major 
infections from NCPV among children ranged from 94.4% to 97.5%. The greatest difficulties in the implementation 
of the NCPV arose when immunizing children under 2 years of age. The “missed opportunities” during immunization 
subsequently led to a violation of the calendar terms of vaccinations and their implementation at an older age. The 
number of “missed vaccinations” in the study cohort did not exceed the criteria recommended by WHO (10%) and 
amounted to 5.8% for certain types of vaccines (DTP and polio).
The proportion of children vaccinated against tuberculosis in the maternity hospital in the HIV-exposed group 
was 2 times less compared to the control group, however, there were no differences in the incidence of vaccine 
induced allergy.
During the vaccination of children with HIV on the highly active antiretroviral therapy (HAART), the number of 
CD4 lymphocytes corresponded to the parameters of the age norm. Compared to baseline data, no changes in 
the immune status of vaccinees were recorded.
Organizational omissions in immunizing children with HIV infection were the use of live polio vaccine, a 3-dose 
vaccination schedule against viral hepatitis B in children at risk, and vaccination against tuberculosis in the 
absence of a three-stage chemoprevention of mother-to-child transmission of HIV.
When assessing parental vaccine adherence, it was found that 85% of respondents considered vaccination 
necessary for the prevention of infectious diseases, 11.3% found it difficult to answer, due to the possible risk of 
vaccine reactions and the lack of guaranteed protection, and 3.8% were against vaccination, citing own opinion. 
The most authoritative source of information for most respondents, both positive for vaccination and those who 
doubted its need, was medical workers (98.5 and 72.7%, respectively). In 33.3% of those who are negatively 
related to vaccines, health workers were also a source of information.
Conclusion. The analysis of the completeness and timeliness of vaccinations in a cohort of HIV-infected and 
exposed to HIV revealed the most problematic issues regarding vaccinations within the time periods regulated 
by the NCPV. Children with HIV infection who have the 1st category of immune disorders on the background of 
HAART are subject to vaccination in the framework of the National calendar of vaccinations to full extent. The use 
of combined vaccines will make it possible to reduce the manipulation load in this cohort, overcome the identified 
inconsistencies and optimize the vaccination calendar.

Keywords: HIV infection; children; vaccination problems; vaccination commitment.
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от Э. Дженнера до наших дней, настолько очевидны, 
что лишают аргументов любых оппонентов [1].

При всей эффективности санитарных мер, 
улучшении водоснабжения, появлении новых ле-
карственных препаратов и технологий лечения не 
удалось получить таких результатов, как от массо-
вой вакцинации [2, 3]. Эпидемиологический кон-
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троль над инфекциями с помощью вакцинопро-
филактики и снижение, а порой даже отсутствие 
заболеваемости на достаточно продолжительном 
отрезке привели к отрицанию необходимости про-
водить прививки, особенно иммунокомпромети-
рованным контингентам и лицам с хронической 
соматической патологией, тогда как именно они 
нуждаются в гарантированной защите от инфекции. 
К контингентам с высоким риском инфицирования 
и высокой вероятностью неблагополучных исходов 
заболевания относятся дети, рожденные от ВИЧ-ин-
фицированных родителей: экспонированные ВИЧ 
(ЭВИЧ) и ВИЧ-инфицированные (ИВИЧ) [4].  
С другой стороны, введение им иммунобиологиче-
ских препаратов, содержащих живые, хотя и аттену-
ированные антигены, требует взвешенного подхода 
к определению тактики иммунизации [5, 6].

В настоящее время накоплен определенный 
опыт иммунизации ИВИЧ-детей и взрослых про-
тив ряда инфекционных заболеваний, хотя единой 
стратегии вакцинации не существует. Большинство 
специалистов подтверждают полную безопасность 
для ИВИЧ-людей введения инактивированных 
вакцин и анатоксинов [7]. В отношении прививок 
живыми вакцинами единой точки зрения не су-
ществует, однако поиск компромиссов неизбежен. 
Первоначальная практика отказа от использования 
у ИВИЧ-людей живых аттенуированных вакцин в 
последние годы была пересмотрена и скорректи-
рована с учетом эпидситуации в каждой отдельно 
взятой стране [8].

Наиболее значимые коррективы в календарь 
прививок внесла ситуация по туберкулезу1. Перво-
начальные рекомендации Всемирной организации 
здравоохранения (ВОЗ) 1987 г. об обязательных 
прививках детей от ИВИЧ-родителей в 2007 г. были 
отменены в связи с регистрацией у вакцинирован-
ных диссеминированной БЦЖ-инфекции, и только 
в 2018 г. были окончательно определены условия, 
при которых вакцинация БЦЖ стала возможной и 
максимально безопасной [9, 10].

В Свердловской области накоплен региональ-
ный опыт иммунизации ЭВИЧ- и ИВИЧ-детей от 
ИВИЧ-родителей в рамках Национального календа-
ря профилактических прививок (НКПП), однако во-
просы полноты, своевременности их проведения и 
факторы, влияющие на приверженность прививкам 
родителей, ранее не изучались [2].

Цель настоящего исследования — на основа-
нии изучения современных практик вакцинопрофи-
лактики в рамках существующего НКПП скорректи-
ровать тактику иммунизации ЭВИЧ- и ИВИЧ-детей.

1 Приказ Министерства здравоохранения Российской Феде-
рации от 21.03.2014 №125-н «О национальном календаре 
профилактических прививок и календаре профилактических 
прививок по эпидемическим показаниям». 

Материалы и методы
В проспективном когортном исследовании 

проведен анализ полноты и своевременности вак-
цинации 198 детей с ВИЧ-инфекцией и 216 детей с 
перинатальным контактом по ВИЧ с нереализован-
ной трансмиссией вируса, состоявших на диспан-
серном учете в клинико-диагностическом отделе-
нии ГБУЗ СО «ОЦ СПИД». 

Критериями включения в исследование были 
диспансерное наблюдение в клинико-диагностиче-
ском отделении, проживание на территории Ека-
теринбурга и вертикальный путь инфицирования. 
Критерии исключения — проживание за пределами 
Екатеринбурга и иные пути заражения. 

На момент исследования средний возраст 
ЭВИЧ-детей составлял 3,9 ± 2,7 года (95% довери-
тельный интервал (ДИ) 1,4–9,1), ИВИЧ-детей — 
11,0 ± 4,4 года (95% ДИ 2,4–19,6). 

В группе ЭВИЧ-детей оценивали величину 
вакцинального рубца и размер папулы при прове-
дении пробы Манту. Вакцинальный рубец считали 
достаточным при его размере более 4 мм. Пробу 
Манту оценивали как нормергическую при величи-
не папулы 5–16 мм.

Контрольную группу составили 100 детей, 
рожденных в родильных домах г. Екатеринбурга от 
матерей с отрицательным ВИЧ-статусом. Средний 
возраст детей в контрольной группе составлял 2,4 ± 
0,3 года (95% ДИ 1,8–2,9). 

Для оценки иммунного статуса ИВИЧ-детей 
определяли количество CD4-лимфоцитов в мо-
мент постановки клинического диагноза и далее в 
процессе наблюдения. При оценке иммунных на-
рушений в соответствующих возрастных группах 
руководствовались клиническими рекомендациями 
«ВИЧ-инфекция у детей» № 459 (2017 г.).

При анализе привитости использовали ин-
формацию из карт профилактических прививок 
(форма № 063/у), истории развития ребенка (форма 
№  112/у) и амбулаторной карты пациента (форма 
№ 025/у).

Расчет показателя проводили по так называе-
мым «пропущенным детям» упрощенным методом 
«отсева», рекомендованным ВОЗ, по формуле: 

(V1 – V3)/V1 × 100, 
где V1 — количество детей, охваченных первой 
вакцинацией; V3 — количество детей с завершен-
ной вакцинацией. 

Для изучения отношения к вакцинации ро-
дителей ИВИЧ-детей был проведен опрос 160 че-
ловек методом анкетирования. Анкета включала  
15 вопросов, часть которых характеризовала их от-
ношение к вакцинации и предпочтительные источ-
ники информации о прививках. 

В работе использовали эпидемиологические  
(описательно-оценочный и аналитический) и стати-
стический методы исследования. Определяли сред-

ЖУРНАЛ МИКРОБИОЛОГИИ, ЭПИДЕМИОЛОГИИ И ИММУНОБИОЛОГИИ. 2020; 97(4)
DOI: https://doi.org/10.36233/0372-9311-2020-97-4-10

НАУКА И ПРАКТИКА



378

неарифметическую (М), стандартную ошибку по-
казателя (m) и среднее квадратическое отклонение. 
Оценку достоверности результатов исследования 
проводили по критерию Пирсона (χ2) и угловому 
распределению Фишера (φэмп). За величину уров-
ня статистической значимости принимали р < 0,05.

Результаты
ВИЧ-инфекция была выявлена у 198 детей в 

возрасте от 3 мес до 5 лет, средний возраст постанов-
ки диагноза ВИЧ-инфекции соответствовал 15,9 ±  
1,5 мес. 

Высокоактивную антиретровирусную терапию 
(ВААРТ) получали 97% детей, время назначения 
терапии от момента постановки диагноза в среднем 
составляло 28,1 ± 2,8 мес (95% ДИ 0,3–111,1). Сред-
няя продолжительность жизни с ВИЧ в этой группе 
составляла 9,7 ± 0,3 года (ДИ 95% 6,2–15,5). 

При сравнительной оценке количества 
CD4-лимфоцитов в динамике болезни на фоне по-
стоянно проводимой ВААРТ их снижения по срав-
нению с исходными показателями не установлено. 
В процессе наблюдения отмечено, что доля лиц, 
имевших на момент постановки диагноза ВИЧ-ин-
фекции проявления выраженного и тяжелого им-
мунодефицитного состояния, уменьшилась в 37,4 и 
25,8 раза соответственно (табл. 1). 

При иммунизации детей группы наблюдения 
ни в раннем, ни в поздних вакцинальных перио-
дах не зарегистрировано снижения абсолютного и 
относительного количества CD4-лимфоцитов, что 
свидетельствует о стабильном иммунном статусе 
пациентов на фоне ВААРТ.

В соответствии с НКПП все новорожденные в 
первые 24 ч жизни подлежали вакцинации против 
вирусного гепатита В. Дальнейшая схема иммуни-
зации предполагала двукратное введение вакцины с 

интервалом 1 и 5 мес. Для отдельных категорий па-
циентов, таких как дети, рожденные от женщин — 
носителей вирусов гепатитов В и С и потребителей 
инъекционных наркотиков, было предусмотрено 
введение дополнительной дозы вакцины.

При анализе прививочной документации 
ИВИЧ-детей было установлено, что 1-е введение 
вакцины против вирусного гепатита В в родильном 
доме получили 79,3% детей, а 18,2% были привиты 
позже, на 1-м году жизни. Основными причинами 
отсроченной прививки были недоношенность и 
патология периода новорожденности. По причине 
позднего старта прививок завершили вакцинацию 
против вирусного гепатита В к 6 мес только 24,3% 
(табл. 2). 

Полный вакцинальный комплекс в этой когор-
те получили 91,4% при нормируемом показателе 
95%. Часть детей (79,3%), наиболее уязвимых по 
вирусным гепатитам, подлежали введению допол-
нительной дозы вакцины, однако получили ее толь-
ко 46 (29,3%) детей. 

Наибольшие сложности при проведении при-
вивок в период новорожденности были при вакци-
нации БЦЖ. Изменение стратегии ВОЗ в отноше-
нии прививок БЦЖ с 2007 по 2017 г. повлияло на 
полноту и своевременность их проведения. Общий 
охват вакцинацией против туберкулеза ИВИЧ-де-
тей составлял 46% (91 из 198), хотя 86,2% из них 
были привиты в родильном доме. При этом до  
2007 г. были привиты более половины детей 57 
(62,6%), в последующие годы — только 34 (37,4%). 

Причинами непривитости против туберкулеза 
в родильном доме в когорте ИВИЧ были недоно-
шенность (46,8%), отсутствие трехэтапной химио-
профилактики перинатального инфицирования 
ВИЧ (31,9%), а после выписки из родильного до-
ма — подтвержденный диагноз ВИЧ-инфекции.

Таблица 1. Характеристика иммунного статуса ИВИЧ-детей (n = 198) в момент постановки диагноза ВИЧ  
и в процессе наблюдения на фоне проводимой ВААРТ
Table 1. Characteristics of the immune status of children with HIV infection at the time of HIV diagnosis and during follow-up 
against the background of HAART

Характеристика  
иммунного статуса

Characteristics of the immune status

В момент постановки диагноза 
ВИЧ-инфекции

At the time of diagnosis  
of HIV infection

В процессе наблюдения на 
фоне ВААРТ

During observation on  
the background of HAART

Критерий
Фишера

Fisher's test p

абс. / abs % абс. / abs %

Отсутствие иммунодефицита или 
незначительный иммунодефицит
No or minor immunodeficiency

78 39,4 183 92,4 12,2 <0,01

Умеренный иммунодефицит
Moderate immunodeficiency

32 16,2 12 6,1 3,3 <0,01

Выраженный иммунодефицит
Expressed immunodeficiency

37 18,7 1 0,5 7,4 <0,01

Тяжелый иммунодефицит
Severe immunodeficiency

51 25,8 2 1,0 8,6 <0,01
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В группе ЭВИЧ из 216 детей были вакцини-
рованы БЦЖ-М 196 (90,7%), хотя доля привитых 
в родильном доме не превышала 40% (p < 0,01), и 
большинство были вакцинированы после 6 мес, в 
том числе каждый 6-й — в возрасте старше 12 мес. 
В контрольной группе прививку БЦЖ в родильном 
доме получили 82,8% (табл. 3).

Основными причинами непривитости против 
туберкулеза в родильном доме у ЭВИЧ-детей были 
отсутствие трехэтапной химиопрофилактики пери-
натального инфицирования ВИЧ (35%), патология 
периода новорожденности и недоношенность (бо-
лее 40%). В контрольной группе, наряду с патоло-
гией периода новорожденности, 35,3% составляли 
отказы родителей от прививок.

Анализ результатов прививки БЦЖ в группе 
ЭВИЧ-детей показал, что из 196 привитых против 
туберкулеза у 141 (71,9%) ребенка в прививочной 
документации были отмечены размер вакцинально-
го рубца и результаты пробы Манту, в контрольной 
группе доля таких детей составляла 89%.

Средний размер вакцинального рубца в груп-
пе ЭВИЧ-детей составлял 4,1 ± 1,2 мм (95% ДИ 
1,9–6,4), в том числе у 65,3% размер вакцинального 
рубца был более 4 мм, а величина папулы при пробе 
Манту у 55,3% была более 5 мм и в среднем состав-
ляла 8,2 ± 3,1 мм (95% ДИ 2,1–14,3). 

В контрольной группе данные показатели не 
отличались от таковых в группе наблюдения. Ве-
личина вакцинального рубца была 4,2 ± 1,3 мм 
(95% ДИ 1,8–6,7), а средний размер папулы при 
пробе Манту — 7,4 ± 2,2 мм (95% ДИ  3,2–11,6; 
табл. 4). 

Различий в формировании прививочных реак-
ций у детей исследуемых групп не выявлено, кор-
реляции между размером вакцинального рубца и 
величиной папулы в ответ на введение туберкулина 
не установлено.

Вместе с тем были установлены различия в 
результативности прививки БЦЖ в зависимости от 
места ее проведения. В группе вакцинированных в 
родильном доме доля детей с величиной вакциналь-
ного рубца более 4 мм и положительной пробой 
Манту составляла 53 и 46%, против 43 и 36% среди 
привитых в условиях поликлиники (табл. 5). 

С позиций гарантий безопасности прививки 
БЦЖ в 2013–2019 гг. была проведена сравнительная 
оценка доли вакцинальных реакций и осложнений у 
ИВИЧ-детей в общем количестве осложнений (21) 
этой прививки, зарегистрированных в медицинских 
организациях Свердловской области. В их структу-
ре преобладали осложнения 2-й категории (БЦЖ-о-
ститы и БЦЖ-остеомиелиты) — 57,1%, которые 
были связаны с нарушением инструкции по приме-
нению препарата либо с индивидуальной реактив-
ностью ребенка, и 42,9% приходилось на ослож-
нения 1-й категории (регионарные лимфадениты), 
развитие которых обусловили нарушения техники 
вакцинации.

Таблица 2. Полнота и своевременность вакцинации  
против вирусного гепатита В детей с ВИЧ-инфекцией (%)
Table 2. Completeness and timeliness of vaccination against 
viral hepatitis B in children with HIV infection (%)

Срок
Time

Вакцинация
Vaccination

I III

24 ч / h 79,3

1–3 мес / months 7,3

4–6 мес / months 2,6

6 мес / months 24,3

7–12 мес / months 8,3 58,6

>12 мес / months 2,6 17,1

Таблица 3. Полнота и своевременность вакцинации против туберкулеза детей, перинатально экспонированных  
и неэкспонированных ВИЧ 
Table 3. Completeness and timeliness of vaccination against tuberculosis in children perinatally exposed and not exposed 
to HIV

Группа
Group

Всего 
детей

All children

Из них / Of  them

привиты
vaccinated

в том числе в сроки / including on time

не привиты
not 

vaccinated
до 7 дней

before  
7 days

с 7 дней  
до 2 мес 

from 7 days 
to  2 months

2–5 мес / 
months

6–12 меc / 
months

12–24 мес / 
months

позже
24 мес

after
24 months

абс.
abs % абс. 

abs % абс. 
abs % абс. 

abs % абс. 
abs % абс. 

abs % абс. 
abs % абс. 

abs %

ЭВИЧ
HIV exposed

216 196 90,7 74 37,8 3 1,5 3 1,5 81 41,3 29 14,8 6 3,1 20 9,3

Не-ЭВИЧ
Not exposed 
to HIV

100 99 99,0 82 82,8 5 5,1 8 8,1 4 4,0 – – – – 1 1,0
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Таблица 4. Частота прививочных реакций у детей, вакцинированных против туберкулеза, в анализируемых группах
Table 4. Frequency of vaccination reactions in children vaccinated against tuberculosis in the analyzed groups

Параметр
Parameter

ЭВИЧ-дети
Children exposed to HIV

(n = 141)

Не-ЭВИЧ-дети
Children not exposed to HIV

(n = 89) χ2 р
абс.
abs % абс. 

abs %

Вакцинальный рубец ≥4 мм
Vaccination scar measuring ≥4 mm

92 65,3 51 57,3 1,5 0,2

Папула при пробе Манту >5 мм
Papule with Mantoux test >5 mm

78 55,3 53 59,6 0,4 0,5

Таблица 5. Результаты вакцинации против туберкулеза в зависимости от места проведения прививки у ЭВИЧ-  
и не-ЭВИЧ-детей
Table 5. Results of vaccination against tuberculosis depending on the place of vaccination in children exposed  
and not exposed to HIV

Группа
Group

Всего  
привито
Totally 

vaccinated

Из них по месту вакцинации / Of which at the place of vaccination

родильный дом / maternity hospital поликлиника / polyclinic

всего
total

в том числе / including

всего 
total 

в том числе / including 

рубец  
>4 мм
scar  

>4 mm

папула при пробе 
Манту >5 мм

papule with Mantoux 
test >5 mm

рубец  
>4 мм 
scar  

>4 mm

папула при пробе 
Манту >5 мм 

papule with Mantoux 
test >5 mm

абс. 
abs % абс. 

abs % абс. 
abs % абс. 

abs % абс. 
abs % абс. 

abs % абс. 
abs %

ЭВИЧ
HIV exposed

196 100,0 74 37,8 39 52,7 34 45,9 122 62,2 53 43,4 44 36,1

Не-ЭВИЧ
Not exposed to HIV

99 100,0 82 82,8 45 45,5 46 26,4 17 17,2 6 32,3 7 41,2

В ИВИЧ-группе после прививки БЦЖ были за-
регистрированы 4 случая поствакцинальных ослож-
нений, что составило 19% от суммы осложнений 
прививки БЦЖ, зарегистрированных в Свердлов-
ской области: 2 случая регионарного лимфаденита 
и по 1 случаю генерализованной и диссеминиро-
ванной БЦЖ-инфекции, последний с летальным 
исходом. Причиной генерализации процесса было 
отсутствие трехэтапной химиопрофилактики пере-
дачи ВИЧ от матери ребенку и тяжелая форма им-
мунодефицитного состояния к моменту постановки 
диагноза ВИЧ-инфекции. 

По прививкам против дифтерии, столбняка, 
коклюша и полиомиелита, старт которых прихо-
дится на возраст 3 мес, было установлено, что в 
ИВИЧ-группе их получили только 33,2% детей, 
остальные 66,8% были привиты в более старшем 
возрасте. 

Количество медицинских отводов от приви-
вок и отказов родителей было незначительным и не 
превышало 5%. 

В связи с поздним стартом прививок имело 
место запаздывание окончания вакцинального ком-
плекса, а также 1-й и возрастных ревакцинаций. Во 

2-е полугодие жизни были вакцинированы 72,7% 
детей, 15,3% завершили регламентированный 
НКПП комплекс только на 2-м году жизни (табл. 6).

В результате полный вакцинальный комплекс 
из 3 введений АКДС-вакцины и полиовакцины по-
лучили 176 (88,9%) детей. 

Из числа первично вакцинированных АКДС и 
полиовакциной комплекс из 3 прививок получили 
94,2%. Следовательно, число «пропущенных де-
тей» по критериальной оценке ВОЗ составило 5,8%, 
т.е. было ниже пороговых значений (10%).

Первичную ревакцинацию АКДС и полиовак-
циной в декретированном возрасте получили 81,3% 
детей, следовательно, детей с незавершенным ком-
плексом (первичная ревакцинация) было 18,7%, что 
в 1,9 раза превышало порог, установленный ВОЗ по 
количеству «пропущенных детей» (p < 0,01). 

Полнота охвата последующими ревакцина-
циями против дифтерии и столбняка в декретиро-
ванном возрасте составляла 63,2–67,7%, против 
полиомие лита — 67,6–79,8% (рисунок) при норми-
руемом показателе 95%. 

В процессе анализа у 70 (37,4%) ИВИЧ-детей 
были установлены факты иммунизации живой по-
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лиомиелитной вакциной, хотя ни у одного из при-
витых не было зарегистрировано постпрививочных 
реакций.

При анализе своевременности вакцинации 
против краснухи, кори и эпидемического паротита 
нельзя не отметить, что, несмотря на нарушения 
графика календарных прививок, против краснухи 
были привиты 95,5%, а против кори и эпидемиче-
ского паротита — 96,7% детей, в том числе 63% в 
декретированном возрасте. 

Ревакцинация против кори и эпидемического 
паротита была проведена у 86,6% детей, против 
краснухи — у 84,1%, в том числе в декретирован-
ном возрасте — у 76,1 и 64,6% соответственно. 

Для оценки отношения к прививкам родите-
лей детей с ВИЧ-инфекцией был проведен опрос 

160 респондентов; из них 83,1% были родителями и 
16,9% — опекунами. Большинство (70%) респонден-
тов относились к возрастной группе до 40 лет; 81,3% 
имели среднее специальное и высшее образование. 

Значительная доля (85%) респондентов счита-
ли, что прививки необходимы, т.к. они защищают 
от инфекционных заболеваний, хотя каждый деся-
тый (11,3%) из опрошенных не определился с отве-
том и 3,8% были против вакцинации. 

Наиболее значимыми для родителей и опе-
кунов были прививки против туберкулеза (78,1%) 
и вирусного гепатита (77,5%). Рейтинги прививок 
против кори, краснухи и эпидемического паротита, 
коклюша, дифтерии и столбняка были несколько 
ниже (73,1%).

Среди родителей, которые сомневались в эф-
фективности прививок и были против них, основ-
ной причиной было беспокойство по поводу воз-
никновения поствакцинальных реакций (42,4%) и 
отсутствия гарантированной защиты от инфекции 
после вакцинации (36,4%). У детей 57 (35,6%) ре-
спондентов были зарегистрированы обычные ре-
акции после постановки прививок. Наиболее часто 
(64,4%) возникали общие реакции в виде подъема 
температуры тела до 38°С и общего недомогания, и 
у 30% были местные реакции. 

Для уточнения источников получения инфор-
мации о прививках родителям предложили проран-
жировать эти источники и их значимость по 7 пози-
циям (медицинские работники, родственники, зна-
комые, телевидение, информация из СМИ, печатная 
продукция), указав наиболее авторитетные для них. 
Установлено, что из источников получения инфор-
мации на 1-й ранговой позиции во всех группах бы-
ли медицинские работники (66,7–92,6%); на 2-й и 
3-й — интернет и печатная продукция (табл. 7).

Наиболее авторитетным источником информа-
ции для лиц, положительно настроенных по отно-
шению к прививкам, и даже среди сомневающихся 
в их эффективности были медицинские работники 
(98,5 и 72,2%). Лица, негативно относящиеся к вак-
цинации, считали, что имеют собственное мнение 
о прививках, однако источником информации у 
33,3% из них также были медицинские работники.

Обсуждение
В современных условиях в отношении детей, 

рожденных от ИВИЧ-женщин, сохраняется неод-
нозначное толкование понятия «иммунодефицит», 
хотя известно, что ВИЧ-инфекция сама по себе не 
всегда определяет наличие иммунодефицита.

При положительной практике вакцинопрофи-
лактики ИВИЧ- и ЭВИЧ-детей в Свердловской об-
ласти вопросы тактики иммунизации живыми вак-
цинами требуют обсуждения.

Целесообразность вакцинации должна рассма-
триваться в контексте сравнительной оценки поль-

Таблица 6. Полнота и своевременность вакцинации 
против дифтерии, столбняка, коклюша и полиомиелита 
ИВИЧ-детей (%)
Table 6. Completeness and timeliness of vaccination  
against diphtheria, tetanus, pertussis and poliomyelitis  
in HIV-infected children (%)

Срок, мес
Time, months

Вакцинация
Vaccination Ревакцинация

Revaccination
I II

3 33,2

4–6 31,6

6 11,9

7–12 25,7 72,7

>12 9,6 15,3

18 13

>18 87

Привитость против дифтерии, столбняка и полиомиелита 
детей с ВИЧ-инфекцией.

Vaccination against diphtheria, tetanus and poliomyelitis  
in children with HIV infection.

67,7
63,2

79,8

67,6
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зы, которую она может принести, и опасности ос-
ложнений, которые она может вызвать, с поиском 
компромисса.

В проведенном исследовании по оценке свое-
временности и полноты вакцинации ИВИЧ- и 
ЭВИЧ-детей установлено, что полнота охвата их 
прививками  против большинства инфекций соглас-
но НКПП составляла 94,4–97,5%. 

Наибольшие затруднения в части соблюдения 
календарных сроков прививок возникали в отноше-
нии детей в возрасте до 2 лет, на который прихо-
дится наибольшее количество профилактируемых 
инфекций и число введений иммунобиологических 
лекарственных препаратов.

В период новорожденности наиболее низкие 
показатели охвата прививками в родильном доме 
были при вакцинации против туберкулеза. При-
чиной отсроченной прививки БЦЖ у ЭВИЧ-детей 
было отсутствие трехэтапной химиопрофилактики, 
тогда как у ИВИЧ-детей — неоднократно меняв-
шаяся стратегия проведения прививок БЦЖ и нор-

мативная база. В результате около 60% ЭВИЧ-детей 
были привиты против туберкулеза только во 2-м 
полугодии жизни. Итоговые показатели полноты 
 охвата прививками против туберкулеза в этой ко-
горте составили 90,3%, хотя и отставали от анало-
гичных показателей в контрольной группе здоро-
вых детей (98%).

При сравнительной оценке частоты формиро-
вания вакцинального рубца в группах наблюдения 
и контрольной, а также поствакцинальной аллергии 
по результатам пробы Манту достоверных разли-
чий не установлено, что подтверждает результа-
ты других исследований, где детей, рожденных от 
ИВИЧ-матерей, прививали вакциной БЦЖ-М на 
3–7-й день жизни при отсутствии общих противо-
показаний для вакцинации против туберкулеза [8]. 

Более того, у детей, получивших прививку 
БЦЖ в родильном доме, частота формирования вак-
цинального рубца и поствакцинальной аллергии 
была даже несколько выше по сравнению с приви-
тыми в поликлинике: 53 и 46% против 43 и 36%. 

Таблица 7. Источники получения информации о прививках среди родителей и опекунов ИВИЧ-детей (%)
Table 7. Sources of information on vaccinations among parents and guardians of children with HIV infection (%)

Источник информации
Sources of information

Отношение родителей к иммунизации / Parental attitudes towards immunization

положительное / positive
(n = 136)

неоднозначное / ambiguous
(n = 18)

негативное / negative
(n = 6)

Медицинские работники
Medical workers

92,6 77,7 66,7

Телевидение, радио
Television, radio

1,5 5,6 0,0

Интернет
Internet

2,9 11,1 16,7

Печатная продукция
Printed products

2,2 0,0 0,0

Научные исследования
Scientific research

0,0 0,0 16,6

Коллеги по месту работы
Colleagues

0,7 0,0 0,0

Не имею информации
I have no information

0,0 5,6 0,0

Наиболее авторитетный источник
Most authoritative sourcе

Медицинские работники
Medical workers

98,5 72,2 33,3

Телевидение, радио
Television, radio

0,7 0,0 0,0

Интернет
Internet

– 5,6 16,7

Родственники
Relatives

0,7 0 16,7

Родители других детей, знакомые
Parents of other children, acquaintances

0,0 5,6 0,0

Научная литература
Scientific literature

0,0 0,0 16,7

Собственное мнение
Own opinion

0,0 16,7 16,7
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В анамнезе у 35,6% ИВИЧ-детей были зареги-
стрированы реакции на прививки, в структуре кото-
рых 64,4% составляли общие реакции в виде подъ-
ема температуры тела до 38°С и 30% — местные. 

В процессе исследования были проанализи-
рованы 4 случая поствакцинальных осложнений 
2-й категории в ответ на введение вакцины БЦЖ. 
Причинами возникновения осложнений стало им-
мунодефицитное состояние вследствие отсутствия 
трехэтапной химиопрофилактики передачи ВИЧ 
от матери ребенку и тяжелая форма иммунодефи-
цитного состояния к моменту постановки диагноза 
ВИЧ-инфекции. 

В исследованиях других авторов показана аб-
солютная безопасность ранней вакцинации БЦЖ-М 
детей с реализованной перинатальной ВИЧ-инфек-
цией при отсутствии поствакцинальных осложне-
ний [8]. 

«Упущенные возможности» иммунизации в 
декретированных возрастных группах приводят к 
пролонгированию сроков завершения вакцинально-
го комплекса прививок против вирусного гепатита 
В, коклюша, дифтерии, столбняка и полиомиелита, 
в том числе возрастных ревакцинаций, и наруше-
нию календарного графика прививок против кори, 
краснухи и эпидемического паротита. Аналогичные 
выводы были сделаны учеными из Китая, где охват 
прививками ИВИЧ-детей в рамках Национально-
го календаря составлял 70,9–77,7%, что было зна-
чительно ниже, чем на общенациональном уровне 
(≥97%) [9].

ВААРТ является гарантом безопасности им-
мунизации ИВИЧ-детей, особенно в случаях при-
менения живых вакцин, т.к. снижает вирусную на-
грузку и риски формирования иммунодефицитного 
состояния. У детей с выраженным и тяжелым им-
мунодефицитным состоянием назначение ВААРТ 
приводит к восстановлению абсолютного и относи-
тельного количества CD4-лимфоцитов.

Данные об изучении приверженности при-
вивкам родителей ИВИЧ-детей свидетельствовали 
об их понимании необходимости вакцинопрофи-
лактики как инструмента сбережения здоровья.  
В этой когорте наиболее авторитетным источни-
ком информации о прививках были медицинские 
работники.

В данной статье не представлены материалы 
по оценке гуморального иммунитета к вводимым 
вакцинным антигенам, т.к. их результаты находятся 
в обработке.

Заключение
Проведен анализ полноты и своевременности 

вакцинации в когорте ИВИЧ- и ЭВИЧ-детей, по 
результатам которого было установлено, что ох-
ват прививками детей в рамках НКПП составил 
94,4–97,5%, однако были выявлены нарушения 

сроков проведения прививок в декретированном 
возрасте. 

Благодаря проводимой ВААРТ количество 
CD4-лимфоцитов не снижалось по сравнению с 
исходными параметрами в момент постановки ди-
агноза ВИЧ-инфекции, что является гарантом безо-
пасной иммунизации ИВИЧ-детей. 

Согласно результатам исследования вакцина-
ция ЭВИЧ-детей против туберкулеза возможна в 
родильном доме при наличии трехэтапной хими-
опрофилактики перинатальной передачи ВИЧ и 
отсутствии общих противопоказаний. ЭВИЧ-де-
ти иммунокомпетентны и при введении вакцины 
БЦЖ-М способны формировать вакцинальный 
рубец (65,3% случаев) и поствакцинальную аллер-
гию (55,3%), что не отличает их от детей контроль-
ной группы.

Результаты изучения специфического иммуни-
тета у детей будут представлены в следующей пу-
бликации.
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