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

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

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

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

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

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

3.2.7. Аллергология  и иммунология (медицинские и биологические науки).
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Биологические свойства отечественного штамма vRub-Ant 
вируса краснухи
Нагиева Ф.Г. , Баркова Е.П., Строева А.Д., Аммур Ю.И., Сидоров А.В., 
Харченко О.С., Бахтояров Г.Н., Свитич О.А., Зверев В.В. 

Научно-исследовательский институт вакцин и сывороток им. И.И. Мечникова, Москва, Россия

Аннотация
Введение. Краснуха — лёгкое инфекционное заболевание, поражающее преимущественно детей, вызыва-
ется вирусом краснухи (Rubella virus — RV), входящим в семейство Matonoviridae, род Rubivirus. Краснуха 
вызывает синдром врождённой краснухи (СВК) и является основной причиной аномалий развития, особенно 
слепоты и глухоты. Специфического лечения краснухи и СВК не существует. С целью избежать возможных ос
ложнений от краснушной инфекции используется живая аттенуированная вакцина против краснухи на основе 
зарубежного штамма Wistar RA 27/3 RV. Однако актуальным, более эффективным и предпочтительным вак-
цинным штаммом RV для России считается вирусный штамм краснухи, циркулирующий на её территории.
Целью исследования являлось изучение биологических свойств созданного отечественного холодо
адаптированного штамма vRub-Ant, циркулирующего на территории России.
Материалы и методы. Использовали клеточные культуры — штамм диплоидных клеток лёгких эмбрио-
на человека ЛЭЧ-3, перевиваемую клеточную линию Vero CCL-81 и Vero ECC из эмбриональных клеток 
почек зелёных мартышек, мезенхимальные стволовые клетки человека, мононуклеарные клетки перифе-
рической крови человека (МКПК). Клеточные культуры выращивали на питательной среде DMEM/F 12 с 
добавлением 5% эмбриональной телячьей сыворотки. В качестве клинического вирусного материала ис-
пользовали мазки из зева и носовых ходов от ребёнка, больного краснухой. Для оценки уровня экспрессии 
α/β- и γ-интерфероновых рецепторов (ИФН-Р) использовали моноклональные антиидиотипические анти-
тела, имитирующие биологические эффекты α/β- и γ-ИФН человека. В работе применяли культуральные, 
вирусологические, иммунохимические и серологические методы исследования.
Результаты. Аттенуацию клинического изолята рRub-Ant RV проводили на протяжении 20 последователь-
ных пассажей на диплоидных клетках ЛЭЧ-3 при пониженной температуре 30°С. Определены основные 
биологические маркеры аттенуации: температурочувствительность и холодоадаптированность. Установ-
лен более низкий уровень экспрессии α/β- и γ-ИФН-Р на мембранах МКПК человека, индуцированных 
вакцинным штаммом vRub-Ant в сравнении с родительским диким вариантом RV. Этот признак характерен 
для аттенуированных вирусных штаммов. Показано, что вакцинный штамм vRub-Ant утратил нейротро-
пизм и не связывается с мембранными рецепторами мозга эмбрионов морских свинок, в отличие от дикого 
родительского варианта RV. Высокая иммуногенность отечественного холодоадаптированного штамма 
vRub-Ant подтверждается высокими титрами нейтрализующих краснушных антител у морских свинок, при-
витых подкожно одной прививочной дозой вируса.
Заключение. Создан отечественный аттенуированный вакцинный штамм vRub-Ant RV, обладающий ос-
новными биологическими маркерами аттенуации. Вакцинный штамм vRub-Ant вызывает высокий уровень 
нейтрализующих антител в организме морских свинок при однократной иммунизации одной прививочной 
дозой вакцины. Вирусный штамм vRub-Ant утратил тропизм к мембранным рецепторам мозга эмбрионов 
морских свинок, в отличие от своего родительского варианта.

Ключевые слова: вирус краснухи, культура клеток, холодоадаптированный отечественный штамм 
вируса краснухи, биологические маркеры аттенуации вируса краснухи, инфекционность образца, имму-
ногенность, антигенность, нейротропность, препарат мембранного рецептора мозга морских свинок
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Biological properties of domestic strain vRub-Ant of rubella virus
Firaya G. Nagieva , Elena P. Barkova, Alexandra D. Stroeva, Yulia I. Ammour, Alexandr V. Sidorov, 
Olga S. Kharchenko, Georgy N. Bukhtoyarov, Oksana A. Svitich, Vitaly V. Zverev

Mechnikov Research Institute for Vaccines and Sera, Moscow, Russia

Abstract
Introduction. Rubella is a mild infectious disease affecting mainly children and is caused by the rubella virus, part 
of the Matonoviridae family, genus Rubivirus. Rubella causes congenital rubella syndrome (CRS) and is the main 
cause of developmental abnormalities, especially blindness and deafness.
There is no specific treatment for rubella and CRS. In order to avoid possible complications from rubella infection, 
a live attenuated rubella vaccine based on the foreign strain of Wistar RA 27/3 rubella virus is used. However, the 
actual, more effective and preferred vaccine strain the rubella virus for the Russian Federation is considered to 
be a viral strain of rubella circulating on its territory.
The aim of the study was to study the biological properties of the developed domestic cold-adapted strain  
vRub-Ant circulating in the territory of the Russian Federation.
Materials and methods. Following cell cultures were used in the study — human embryo lung diploid cell strain  
LECH-3, transferable cell line from embryonic kidney cells of green monkeys Vero CCL-81 and Vero ECC, human 
mesenchymal stem cells, human peripheral blood mononuclear cells (PBMC). Cell cultures were grown on a 
DMEM/F12 nutrient medium with the addition of 5% fetal bovine serum. Swabs from the pharynx and nasal pas-
sages from a child with rubella were used as clinical virus-containing material. Monoclonal anti-idiotypic antibo
dies m(anti-ID)Ab were used to assess the expression level of alpha/beta and gamma interferon receptors (α/β 
and γIFN-R)Ab, imitating the biological effects of alpha/beta and gamma interferons (α/β and γIFN) of humans. 
The cultural, virological, immunochemical and serological research methods were applied in the study.
Results. Attenuation of the vRub-Ant clinical isolate of rubella virus was carried out for 20 consecutive passages 
on LECH-3 diploid cells at a reduced temperature of 30°C. The main biological markers of attenuation were de-
termined to be ts and ca phenotypes. The avirulence of the attenuated viral strain (att-phenotype) was assessed 
by the level of expression of α/β and γIFN-R. A lower level of α/β and γIFN-R expression was found on the mem-
branes of human PBMC induced by the vaccine strain vRub-Ant in comparison with the parent wild variant of the 
rubella virus. This trait,the att phenotype, is characteristic of attenuated viral strains. It has been shown that the 
vaccine strain vRub-Ant has lost neurotropism and was unable to bind to the membrane receptors of the brain 
(MRB) of guinea pig embryos, unlike its parent rubella virus strain. The high immunogenicity of the domestic 
cold-adapted strain vRub-Ant was confirmed by high titers of neutralizing rubella antibodies observed in guinea 
pigs immunized subcutaneously with one vaccination dose of the virus.
Conclusion. A domestic attenuated vaccine strain vRub-Ant of the rubella virus that has the main biological 
markers of attenuation (ts-ca and att phenotypes) has been developed. The vaccine strain vRub-Ant induces a 
high levels of neutralizing antibodies in guinea pigs following the immunization with a single vaccination dose of 
the vaccine. The viral strain vRub-Ant has lost its tropism to the MRB of guinea pig embryos, unlike its parent 
variant.  

Keywords: rubella virus, cell culture, cold-adapted domestic strain of rubella virus attenuation, infectivity of the 
sample, immunogenicity, antigenicity, neurotropicity, preparation of the membrane receptor of the brain of guinea 
pigs
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Введение 
Краснуха — это лёгкое инфекционное заболева-

ние, которое поражает преимущественно детей и вы-
зывается вирусом краснухи (Rubella virus — RV), вхо-
дящим в семейство Matonoviridae, род Rubivirus [1].  
Краснуха остаётся социально-экономическим бре-
менем из-за высокой заболеваемости синдромом 
врождённой краснухи (СВК). Если инфекция воз-
никает у женщины в I триместре беременности, RV 
способен установить инфекцию у плода в 90% слу-
чаев в виде развития СВК. Специфического лече-
ния краснухи и СВК не существует. В США в 1950-
х гг. у 8–13% детей с СВК развился аутизм во время 
рубеолярной эпидемии. Считают, что СВК, вызван-
ный в ранние сроки беременности, возникает вслед-
ствие дисфункции материнской печени, приводя-
щей к гипервитаминозу А, который воздействует 
на развивающийся зародыш [2]. СВК, вызванный 
краснушной инфекцией, является основной причи-
ной аномалий развития, особенно слепоты и глухо-
ты. Системные осложнения включают сыпь при ро-
ждении, малый вес, сердечно-сосудистые дефекты, 
микроцефалию, психомоторное торможение, гепа-
тит и др. Реже возникает фатальное нейродегене-
ративное расстройство, названное прогрессивным 
краснушным панэнцефалитом. Инсулинзависимый 
сахарный диабет как осложнение СВК обнаружива-
ется поздно [3–6].

Для предотвращения осложнений краснушной 
инфекции существует живая аттенуированная вак-
цина против краснухи. Большинство лицензирован-
ных вакцин против краснухи основаны на штаммах 
генотипа 1А, таких как Wistar RA 27/3. Другие вак-
цинные штаммы краснухи генотипа 1А включают 
штаммы Matsuura, Takahashi и ТО-336, использу-
емые главным образом в Японии [7]. Штаммы RV 
группируются в 2 клада и далее делятся на 13 гено-
типов (клада 1: 1а, 1В, 1С, 1D, 1E, 1F, 1G, 1H, 1I и 
1J; клада 2: 2А, 2В и 2С) на основе 739 нуклеотид-
ных последовательностей в гене Е1.

Краснушная вакцина обеспечивает защиту от 
инфекции RV любого генотипа, за исключением 
лиц с ослабленным иммунитетом.

Разработана 4-компонентная вакцина на ос-
нове отечественных штаммов вирусов кори, эпи-
демического паротита и ветряной оспы и зарубеж-
ного штамма RV Wistar RA 27/3 [8]. Однако более 
актуальным, эффективным и предпочтительным 
вакцинным штаммом RV для России считается ви-
русный штамм краснухи, циркулирующий на её 
территории. Кроме того, известно, что зарубежный 
штамм RV Wistar RA 27/3, на основе которого из-
готавливается краснушная вакцина, обладает по-
бочным эффектом, заключающимся в поражении 
суставов. Этот эффект может встречаться у 70% 
привитых женщин после полового созревания. 
Симптомы могут варьировать по степени тяжести 

от преходящей скованности суставов до артрита с 
болью, отёком и ограничением движения [9].

Целью исследования являлось изучение био-
логических свойств созданного отечественного хо-
лодоадаптированного (ха) вакцинного штамма RV 
vRub-Ant, циркулирующего на территории России.

Материалы и методы
При выполнении работы были использованы 

культуральные, вирусологические, иммунохимиче-
ские и серологические методы исследования.

Культура клеток
Штамм диплоидных клеток лёгких эмбриона 

человека (ЛЭЧ-3) — основной клеточный субстрат 
для размножения и накопления штаммов RV. Для 
приготовления антигена RV для серологических ре-
акций использовали Vero CCL-81 и Vero ЕCC — пе-
ревиваемые клеточные линии почки зелёных мар-
тышек американской и европейской коллекций кле-
точных культур соответственно, для приготовления 
антигена RV для серологических реакций — мезен-
химальные стволовые клетки костного мозга чело-
века поздних пассажей и мононуклеарные клетки 
периферической крови человека (МКПК).

Питательные среды
Культуры клеток выращивали в ростовой пита-

тельной среде DМЕМ/F12 с 5% эмбриональной те-
лячьей сывороткой (ЭТС), 2 мМ глутамина, 10 мМ 
НЕРЕS, 40 мкг/мл гентамицина. Поддерживающей 
средой для репродукции вируса была среда DМЕМ 
с повышенным содержанием глюкозы и 40 мкг/мл 
гентамицина.

Моноклональные антиидиотипические анти-
тела с подобными α/β- и γ-интерферону (ИФН) че-
ловека свойствами получали из мышиных лимфо-
цитарных гибридом.

Вирусы
Клинический материал для выделения вируса 

получен в 2008 г. во время эпидемической вспышки 
краснушной инфекции в г. Ивантеевке Московской 
области от здорового мальчика 7 лет, заболевшего 
краснухой. Законные представители ребёнка дали 
информированное добровольное согласие на уча-
стие в научных исследованиях. Клинический об-
разец хранили в транспортной среде при –70°С до 
марта 2020 г. в виде мазков из зева, правой и левой 
ноздрей. Клинические образцы раздельно перенес-
ли на монослой штамма диплоидных клеток ЛЭЧ-3 
и культивировали в инкубаторе при 30°С и 5% СО2. 
На 4-е сутки культивирования на монослое клеток 
ЛЭЧ-3 все 3 изолята вызвали цитопатическое дей-
ствие в виде цитолиза клеток. Аттенуацию клиниче-
ского изолята проводили в течение 20 пассажей на 
штамме диплоидных клеток ЛЭЧ-3, выращенных в 
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культуральных флаконах с ростовой поверхностью 
175 см2. Пассирование клинического изолята про-
должали при 30°С. Интервалы между пассажами 
составляли 7–9 сут.

В качестве референс-штамма RV использовали 
вакцинный штамм Wistar RA 27/3 RV, выделенный 
в 1965 г. S.A. Plotkin в США от ребёнка с СВК [10].

Оценка вирулентности вирусов
МКПК выделяли из венозной гепаринизиро-

ванной (20 ЕД/мл) крови человека 0 группы, резус 
плюс, в градиенте плотности фиколла 1,077 г/см3  
(«PanEco») при центрифугировании в течение 
25  мин при 1500 об/мин. Клеточную фракцию 
дважды промывали холодным фосфатно-буферным 
раствором (ФБР), осадок клеток ресуспендировали 
в питательной среде DМЕМ/F12 с 2% ЭТС с таким 
расчётом, чтобы в 1 мл было не менее 1 млн клеток. 
Лимфоциты по 1 мл распределяли в лунки 12-лу-
ночных планшет. В лунки планшет с лимфоцитами 
вносили по 0,1 мл вируссодержащей жидкости раз-
ных пассажных уровней (3-й и 20-й пассажи) штам-
мов Rub-Ant. В определённые интервалы из лунок 
планшет извлекали по 20 мкл суспензии лимфоци-
тов и наносили равномерно на предметные стекла 
с окнами, образцы клеток высушивали при комнат-
ной температуре в течение ночи. Образцы фикси-
ровали дважды фильтрованным 3% параформаль-
дегидом с 0,2% бычьим сывороточным альбумином 
в течение 1 ч при комнатной температуре. Фиксатор 
дважды промывали ФБР, образцы слегка подсуши-
вали и проводили блокировку 10% нормальной коз-
линой сывороткой в течение 1 ч. Затем на образцы 
наносили мышиные асцитические жидкости, со-
держащие моноклональные антиидиотипические 
антитела с «внутренним образом» α/β- и γ-ИФН, 
т.е. антирецепторные антитела для ИФН. После 1 ч 
контакта образцов с антителами во влажной камере 
при 37°С предметные стекла с образцами дважды 
промывали ФБР, слегка подсушивали и на окна с 
образцами наносили анти-мышиный ФИТЦ-конъ-
югат («Bio-Rad») в рабочем разведении на 1 ч во 
влажной камере при 37°С. По завершении контакта 
с ФИТЦ-конъюгатом предметные стекла промыва-
ли в ФБР и подсушивали.

Экспрессию α- и γ-ИФН-Р на МКПК оценива-
ли под люминесцентным микроскопом «Optica» при 
увеличении 1000 по процентному соотношению све-
тящихся лимфоцитов на 200 анализируемых клеток.

Иммуноферментный анализ
В качестве антигенов для твёрдой фазы на 

96-луночные планшеты сорбировали лизаты ме-
зенхимальных стволовых клеток, инфицирован-
ных вакцинным штаммом RV Wistar RA 27/3 или
концентраты вируссодержащей жидкости с кле-
ток Vero-CCL-81, инфицированных вакцинным

холодоактивированным (ха) штаммом vRub-Ant 
RV на 20-м пассажном уровне. Остальные этапы 
иммуноферментного анализа (ИФА) проводили 
общепринятым методом. Концентрацию вирус-
содержащей жидкости проводили на ультрацен-
трифуге ротор SW32 Ti при 25 или 26 тыс об/мин  
(75,0–87,5 тыс. G) в течение 6 ч.

Иммунизация морских свинок
Морским свинкам массой 300–400 г вводили 

подкожно в холку по 0,5 мл одну прививочную до-
зу вакцинных штаммов vRub-Ant и Wistar RA 27/3. 
Через 2 мес после иммунизации делали кардиаль-
ную пункцию. Полученные иммунные сыворотки 
были обработаны препаратом RDE 2 («Seiken») для 
удаления термолабильных и термостабильных ин-
гибиторов для постановки реакции нейтрализации 
на клеточной культуре и ИФА.

Авторы подтверждают соблюдение институци-
ональных и национальных стандартов по исполь-
зованию лабораторных животных в соответствии 
с «Consensus Author Guidelines for Animal Use» 
(IAVES, 23.07.2010). Протокол исследования одо-
брен Этическим комитетом НИИВС им. И.И. Меч-
никова (протокол № 6 от 07.06.2021).

Постановка перекрёстной 
реакции нейтрализации

Реакция нейтрализации поставлена на клеточ-
ной культуре Vero-ЕCC, выращенной на 24-луноч-
ных планшетах («Costar») в ростовой питательной 
среде. Приготовлены двукратные разведения им-
мунных вирусспецифических сывороток морских 
свинок к вакцинным штаммам vRub-Ant и Wistar 
RA 27/3, а также разведения моноклональных анти-
тел (МКА) к штамму Chendehill-C 74 [11] RV. В ка-
ждое разведение иммунных сывороток и МКА-С-74 
в объёме 0,1 или 0,2 мл вносили равный объём 1000 
доз RV, смесь вортексировали и оставляли на кон-
такт на 1,5 ч при 36,5°С в инкубаторе с 5% СО2, пе-
риодически вортексируя каждые 15 мин. В 24-лу-
ночные планшеты с выросшими клетками и с пред-
варительно удалённой ростовой средой вносили в 
каждые 2 лунки по 0,1 мл разведений смеси вируса 
и сыворотки и вируса с МКА и оставляли на контакт 
на 1,5 ч в инкубаторе. После завершения контакта в 
лунки вносили по 0,9 или 0,8 мл поддерживающей 
среды. На планшете в 2 лунках ставили контроль 
дозы вируса и контроль клеток, культивирование 
продолжали в течение 7 сут. Результат реакции ней-
трализации учитывали при 100% защите клеток.

Получение мембранного рецептора мозга 
Иссекали мозги 5 эмбрионов морских сви-

нок, определяли вес, ткань мозга промывали ФБР 
от крови, добавляли к мозговой ткани 50 мМ 
трис-буфера рН 7,6 и гомогенизировали в гомоге-
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низаторе Даунса. Гомогенат центрифугировали при  
14  000 об/мин при 4°С в настольной центрифуге. 
Соотношение мозговой ткани масса : объём состав-
ляло 1  : 7. Надосадок декантировали, добавляли в 
него аналогичный объём буфера, и этот процесс по-
вторяли дважды. Между 2-м и 3-м центрифугирова-
нием гомогенат инкубировали при 37°С в течение 
10 мин. Конечный осадок ресуспендировали в пи-
тательной среде DМЕМ с 2% ЭТС, и влажный мозг 
хранили при –70°С до использования. Концентра-
ция белка в эксперименте была 40 мг/мл препарата 
мембранного рецептора мозга (МРМ) эмбрионов 
морских свинок.

Определение остаточной инфекционной  
активности

К 100 мл вируссодержащей жидкости дико-
го варианта RV рRub-Ant (3-й пассаж), вакцинно-
го ха-штамма vRub-Ant (20-й пассаж) RV, рефе-
ренс-штамма RA 27/3 RV и Трис-буфера добавляли 
по 900 мкл нейрорецепторов мозга морских свинок. 
Все вышеперечисленные образцы инкубировали при 
37°С в течение 30 мин с периодическим встряхива-
нием каждые 5 мин. Затем все образцы центрифу-
гировали при 14  000 об/мин в течение 15  мин для 
удаления мембранного материала и связанного с ним 
вируса. Определяли остаточную вирусную инфекци-
онность образцов в супернатанте путём титрования 
методом предельных разведений на чувствительных 
к RV клеточных культурах. Инфекционную актив-
ность оценивали по реакции гемадсорбции с 0,25% 
взвесью эритроцитов морских свинок. 

Анализ результатов проводили с использова-
нием статистического пакета «Prism-GfaphPad».

Результаты
На рис. 1 представлены результаты оценки 

феноменов температурочувствительности (ts-му-
тация) и холодоадаптированности (ха-мутация) ат-
тенуированного вирусного штамма vRub-Ant на  
20-м пассажном уровне в сравнении с диким роди-
тельским вариантом pRub-Ant на 2-м пассажном
уровне. Аттенуированный ха-штамм не размножался
при высокой температуре, в отличие от родительско-
го дикого варианта, т.е. этот штамм обладает ts-мута-
цией. Репродуктивная активность аттенуированного
вакцинного штамма была на 2 lg выше при 30°С, чем
при 36,5°С, что свидетельствует о ха-мутации.

В табл. 1 представлены результаты сравнитель-
ной оценки уровней экспрессии α/β- и γ-ИФН-Р на 
МКПК человека, индуцированных диким вариантом 
RV рRub-Ant (3-й пассажный уровень) и вакцинный 
ха-штамм vRub-Ant (20-й пассажный уровень). 

Ранее нами был предложен новый биологи-
ческий маркер аттенуации кандидатных вирусных 
штаммов [8]. В эксперименте по сравнительной 
оценке показателей экспрессии α/β- и γ-ИФН-Р на 
МКПК человека, индуцированных дикими вари-
антами RV и их аттенуированными вакцинными 
ха-штаммами, было чётко продемонстрировано, что 
дикие варианты родительских вирусов вызывали 
более высокую экспрессию α/β- и γ-ИФН-Р, чем их 
аттенуированные вирусные штаммы. Этот признак 
характеризует вирулентность (att-фенотип) диких 
вариантов вирусов в отличие от аттенуированных 
вирусных штаммов.

В табл. 1 показано, что начиная с 3 ч с момен-
та индукции на МКПК диким вариантом рRub-Ant 
RV и аттенуированным ха-штаммом vRub-Ant сни-

Рис. 1. Оценка маркеров биологической аттенуации (ха- и ts-фенотипы) вакцинного штамма vRub-Ant 
и дикого варианта RV.

Fig. 1. Evaluation of markers of biological attenuation (ca and ts phenotypes) of the «vRub-Ant» vaccine strain 
and the wild-type variant of RV.
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жается уровень экспрессии α/β- и γ-ИФН-Р аттену-
ированным ха-штаммом vRub-Ant. Максимальное 
снижение уровня экспрессии α/β- и γ-ИФН-Р ат-
тенуированным вирусным штаммом наблюдается  
с 24 ч и позже с момента начала индукции. 

Для оценки сравнительной иммуногенности 
аттенуированных штаммов RV поставлена пере-
крёстная реакция нейтрализации указанных штам-
мов RV с сыворотками морских свинок, иммуни-
зированных подкожно одной прививочной дозой, 
смесью 2 МКА к штамму Chendehill (C-74) RV. Вы-
сокая иммуногенность отечественного вакцинного 

ха-штамма vRub-Ant подтверждается высокими 
титрами иммунных сывороток морской свинки в 
РН со 100% защитой против 1000 доз RV штаммов 
vRub-Ant и штамма Wistar RA 27/3, а также МКА к 
штамму С-74 RV (рис. 2).

Антигенная активность сравниваемых вакцин-
ных штаммов устанавливалась в ИФА (рис. 3). Оба 
вакцинных штамма обладают высокой антигенной 
активностью.

Специфичность связывания RV с МРМ мозга 
эмбрионов морских свинок определяли с помощью 
сравнения вирусов дикого типа и аттенуированных 

Рис. 2. Перекрёстная реакция нейтрализации аттенуированных штаммов RV.
Fig. 2. Cross-neutralization reactivity of attenuated strains of RV.
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Таблица 1. Уровень экспрессии α/β- и γ-ИФН-Р на МКПК человека, индуцированных различными вариантами RV
Table 1. The level of expression of α/β and γ IFN-P on human PBMC induced by various variants of the RV

Временные интервалы, ч
Time intervals, hours

Уровень экспрессии α/β- и γ-ИФН-Р, % | Expression level of α/β- and γ-IFN-R, %

α/β-ИФН-Р | α/β-IFN-R % снижения 
α/β-ИФН-Р
% decrease 
of α/β-IFN-P

γ-ИФН -Р | γ-IFN-R % снижения 
γ-ИФН-Р

% decrease 
of γ-IFN-P

рRub-Ant,
3-й пассаж
3rd passage

vRub-Ant,
20-й пассаж
20th passage

рRub-Ant,
3-й пассаж
3rd passage

vRub-Ant,
20-й пассаж
20th passage

0 0,2 ± 0,01 0,3 ± 0,01 0 0,4 ± 0,02 0,5 ± 0,03 0

3 1,6 ± 0,07 1,4 ± 0,05 12,5 1,6 ± 0,07 1,2 ± 0,03 25

6 4,0 ± 0,09 2,5 ± 0,07 37,5 5,0 ± 0,04 3,0 ± 0,07 40

21 5,9 ± 0,07 4,1 ± 0,03 30,5 6,3 ± 0,06 4,1 ± 0,05 34,9

24 5,2 ± 0,05 3,25 ± 0,01 37,5 5,6 ± 0,07 3,7 ± 0,04 33,9

27 6,0 ± 0,09 3,0 ± 0,05 50 5,0 ± 0,05 2,3 ± 0,06 54

30 4,0 ± 0,03 2,3 ± 0,07 42,5 3,5 ± 0,07 2,2 ± 0,03 37,1
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вакцинных вирусных штаммов [12]. При сравнении 
ха-штамма vRub-Ant вируса краснухи на 20-м пас-
сажном уровне с его диким родительским вариан-
том на 3-м пассажном уровне выявлено, что дикий 
вариант связывается с препаратом нейрорецепторов 
мозга эмбрионов морской свинки с индексом свя-
зывания 1,0 lg ГАДЕ50/0,1 мл, процент связывания со-
ставляет 10,5, в то время как вакцинный ха-штамм 
vRub-Ant полностью утратил тропизм к нервной 
ткани (табл. 2). Такая же картина наблюдается и со 
сравниваемым зарубежным вакцинным штаммом 
RV Wistar RA 27/3.

Обсуждение
В НИИВС им. И.И. Мечникова создана 4-ком-

понентная живая культуральная вакцина vRub-Ant 
на основе 3 отечественных вакцинных штаммов 
вируса кори, эпидемического паротита и ветряной 
оспы [13, 14] и зарубежного вакцинного штамма 
Wistar RA 27/3 RV. Вакцинный штамм RV получен в 
СШA S.A. Plotkin от ребёнка с СВК [10].

Целью нашего исследования являлось создать 
отечественный вакцинный штамм RV, циркулирую
щий на территории России. Основными биологи-
ческими маркерами аттенуации являются темпера-
турочувствительность и холодоадаптированность 
вируса. Вакцинный штамм vRub-Ant обладает ts- и 
ха-фенотипами.

Как правило, вирулентность вирусов оценива-
ется на животной модели. Однако для RV такой мо-
дели для оценки вирулентности вирусного штамма 
не существует, кроме обезьян.

Ранее нами на мембранах МКПК человека 
установлено, что уровень экспресии α/β- и γ-ИФН-Р 
дикого варианта RV выше, чем аттенуированного 
штамма vRub-Ant, т.е. вирулентность вакцинного 
штамма значительно ослаблена.

Основным свойством вакцины является её им-
муногенность. Вирус-специфические сыворотки 
морских свинок в реакции нейтрализации с 1000 
дозой гомологичных и гетерологичных RV показа-
ли высокие титры при 100% защите чувствитель-

Рис. 3. Значения оптической плотности при длине волны 450 нм (ОП450) специфических сывороток морских свинок 
на 60-е сутки после иммунизации штаммами vRub-Ant и Wistar RA 27/3 RV.

Fig. 3. Diagram of OP450 values of specific guinea pig serums on the 60th day after immunization with vRub-Ant and Wistar RA 
27/3 strains of RV.
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Таблица 2. Сравнительная оценка связывания штаммов вируса краснухи с препаратами МРB эмбрионов морских 
свинок
Table 2. Comparative evaluation of binding of rubella virus strains with MRM preparations of guinea pig embryos

Вирусный штамм
Viral strain

Инфекционность, lg ГАДЕ50/0,1 мл
Infectivity, lg НAU50/0,1 ml

p

Индекс связыва-
ния,  lg ГАДЕ50/0,1 мл
The binding index, 

lg НAU50/0,1 ml

Связывание, %
Binding, %RV + буфер

RV + buffer
(n = 5)

RV + МРМ
RV + MRM

(n = 5)

vRub-Ant 8,5 ± 0,08 8,5 ± 0,1 < 0,001 0 0

pRub-Ant 9,5 ± 0,1 8,5 ± 0,09 < 0,001 1,0 10,5

Wistar RA 27/3 6,5 ± 0,08 6,5 ± 0,06 < 0,001 0 0

Контроль (трис-буфер)
Control (Tris buffer)

0 0 0 0
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ной клеточной культуры.
Другим важным свойством вакцинных штам-

мов является отсутствие нейротропности. Мы срав-
нили нейротропность вакцинного штамма vRub-Ant 
и дикого родительского варианта рRub-Ant с ис-
пользованием МРМ эмбрионов морских свинок и 
установили, что родительский вариант RV связыва-
ется с МРМ эмбрионов морских свинок, а вакцин-
ный ха-штамм утратил эту способность.

Заключение
Создан отечественный вакцинный штамм RV 

vRub-Ant, обладающий основными биологически-
ми маркерами аттенуации. Вакцинный штамм RV 
vRub-Ant вызывает высокий уровень нейтрализую-
щих антител в организме морских свинок при одно-
кратной иммунизации прививочной дозой. В про-
цессе холодовой адаптации на диплоидных клетках 
лёгких эмбриона человека показано, что вакцинный 
штамм RV vRub-Ant утратил тропизм к рецепто-
рам мозга эмбрионов морских свинок в отличие 
от своего родительского дикого варианта. Деталь-
но охарактеризованный отечественный вакцинный 
штамм vRub-Ant может быть использован при из-
готовлении краснушной моновакцины и включён в 
качестве компонента в тривакцину (корь, эпидеми-
ческий паротит, краснуха) и в тетравакцину (корь, 
эпидемический паротит, краснуха и ветряная оспа). 
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Оптимизация мультилокусного сиквенс-анализа  
для лабораторной идентификации возбудителей 
иксодового клещевого боррелиоза
Голидонова К.А. , Коренберг Э.И., Гинцбург А.Л.

Национальный исследовательский центр эпидемиологии и микробиологии имени почётного академика 
Н.Ф. Гамалеи, Москва, Россия

Аннотация
Введение. Наиболее широко распространённые этиологические агенты иксодового клещевого боррели-
оза (ИКБ) в России — Borrelia garinii, B. afzelii, B. bavariensis. Для определения видовой принадлежно-
сти боррелий в современных исследованиях используют методы мультилокусного сиквенс-типирования 
и сиквенс-анализа (МЛСА). Ранее были продемонстрированы результаты применения схемы МЛСА для 
идентификации возбудителей эритемных форм ИКБ.
Цель работы — изучить возможность оптимизации МЛСА для практической лабораторной идентифи-
кации возбудителей ИКБ. Задачи: сравнительный анализ нуклеотидных последовательностей локусов  
6 консервативных генов (rrs, hbb, fla, groEL, recA, ospA) и межгенного спейсера rrfA-rrlB, рекомендованных 
протоколом МЛСА; выявление минимальной совокупности генов, сцепленные сиквенсы которых позволя-
ют идентифицировать видовую принадлежность изолята боррелий.
Материалы и методы. Сиквенсы вышепредставленных локусов 23 «контрольных» изолятов, полученных 
от больных ИКБ и предварительно типированных методом МЛСА как B. bavariensis, использованы для 
сравнительного анализа с последовательностями аналогичных генов других видов боррелий, имеющими-
ся в международных базах данных. На основе этого материала методом UPGMA построена и проанали-
зирована серия дендрограмм.
Результаты. Сиквенсы локусов гена ospA контрольного вида показали наибольшее отличие (не менее 
8,5%) от последовательностей этого гена у других сравниваемых видов боррелий; близкие показатели 
видовых отличий (не менее 6,7%) продемонстрировало сравнение сиквенсов гена recA. Сиквенсы выяв-
ленных вариантов двух этих генов у B. bavariensis отличались от последовательностей аналогичных генов 
у наиболее близкого вида — B. garinii. Дендрограмма сцепленных нуклеотидных последовательностей ге-
нов recA и ospA продемонстрировала её идентичность результатам идентификации изолятов по полному 
протоколу МЛСА.
Заключение. Предложен оптимизированный подход к МЛСА боррелий группы B. burgdorferi sensu lato, 
который сводится к выявлению их видовой принадлежности на основании специфики результата сцеплен-
ного анализа локусов только двух генов (recA и ospA) из 7 локусов, рекомендованных протоколом этого 
метода.

Ключевые слова: иксодовые клещевые боррелиозы, МЛСА, идентификация возбудителя, лаборатор-
ная диагностика
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Optimized multilocus sequence analysis for laboratory identification 
of pathogens of ixodid tick-borne borreliosis
Kristina A. Golidonova , Edward I. Korenberg, Alexander L. Gintsburg

National Research Center for Epidemiology and Microbiology named after the honorary academician N.F. Gamaleya, 
Moscow, Russia

Abstract
Introduction. The most common etiological agents of ixodid tick-borne borreliosis (ITBB) in Russia are Borrelia 
garinii, B. afzelii, B. bavariensis. Multilocus sequence typing and multilocus sequence analysis (MLSA) have been 
used in recent studies for Borrelia species identification. The results of using the MLSA scheme for identification 
of pathogens causing erythemic forms of ITBB have been presented earlier.
The purpose of the study was to explore the possibility of MLSA optimization for laboratory identification of ITBB 
pathogens. Objectives: comparative analysis of nucleotide sequences of 6 conserved genes (rrs, hbb, fla, groEL, 
recA, ospA) and the rrfA-rrlB intergenic spacer, which are recommended by the MLSA protocol; identification 
of the minimum set of genes, the concatenated sequences of which are essential for species identification of 
Borrelia isolates.
Materials and methods. The sequences of the above loci of 23 reference isolates collected from patients with 
ITBB and assigned, using MLSA, to B. bavariensis were compared with the sequences of similar genes of 
other Borrelia species available in international databases. The UPGMA method was used to build and analyze 
dendrograms based on the obtained data.
Results. The sequences of ospA gene loci of reference species demonstrated the greatest difference (not less 
than 8.5%) from the sequences of the above gene in other analyzed species of Borrelia; approximately similar 
species-related differences (not less than 6.7%) were demonstrated by the comparison of recA gene sequences. 
The sequences of the identified variants of these two genes in B. bavariensis differed from the sequences of the 
similar genes in the most closely related species — B. garinii. The dendrogram of the concatenated nucleotide 
sequences of recA and ospA genes demonstrated that it was totally consistent with the results of identification of 
the isolates based on the MLSA protocol.
Conclusion. The optimized approach to MLSA of the B. burgdorferi sensu lato group suggests that species 
identification should be based on the concatenated analysis of loci of only two genes (recA and ospA) out of 7 loci 
recommended by the MLSA protocol.

Keywords: ixodid tick-borne borrelioses, MLSA, identification of a pathogen, laboratory diagnostics
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20 видов [3], 8 из которых обнаружены в России [4]. 
Наиболее широко распространённые этиологиче-
ские агенты ИКБ в нашей стране и большей части 
Евразии — B. garinii, B. afzelii и B. bavariensis [1, 5].  
B. garinii чаще вызывает среднетяжёлую форму
заболевания с общим инфекционным синдромом,
при этом около 60% случаев составляет эритем-
ная форма. Инфекционный процесс, вызванный
B. afzelii, чаще протекает в лёгкой форме и обычно
сопровождается развитием мигрирующей эритемы
на месте укуса клеща [6, 7]. Эритемную форму ИКБ
с различным спектром клинических проявлений

Введение
Иксодовые клещевые боррелиозы (ИКБ) — 

группа этиологически самостоятельных хрониче-
ских или рецидивирующих спирохетозных при-
родно-очаговых трансмиссивных инфекций, спо-
собных поражать различные системы и органы. 
Природные очаги ИКБ распространены в России в 
основном в лесной зоне. По уровню заболеваемо-
сти боррелиозы занимают одно из ведущих мест 
среди природно-очаговых зоонозов [1, 2]. 

Возбудители ИКБ — спирохеты комплекса 
Borrelia burgdorferi sensu lato, включающего более 
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вызывает и B. bavariensis [5]. Следовательно, ми-
грирующая эритема, которую клиницисты считают 
единственным патогномоничным признаком ИКБ, 
с большей или меньшей частотой может возникать 
при любом из наиболее распространённых этиоло-
гических агентов заболеваний этой группы.

Даже при наличии у пациента эритемы, сте-
пень выраженности и величина которой могут зави-
сеть от ряда причин, включая сходные кожные про-
явления иной этиологии, клинический диагноз ИКБ 
в большинстве случаев нуждается в лабораторном 
подтверждении. С этой целью в настоящее время 
обычно применяют различные серологические ме-
тоды: реакцию непрямой иммунофлюоресценции, 
иммуноферментный анализ, иммуноблоттинг, ва-
рианты мультиплексного анализа (включая фос-
форесцентный) и др. Эти методы характеризуются 
различными показателями специфичности и чув-
ствительности, варьирующими в разные сроки от 
начала заболевания ИКБ. Они, как правило, наиме-
нее эффективны в его первые недели и совершенно 
безрезультативны в нередких серонегативных слу-
чаях. Возможность прямой изоляции возбудителя 
путём посевов проб на питательную среду сильно 
ограничена непродолжительностью боррелиемии, а 
также необязательностью его присутствия (особен-
но в остром периоде инфекционного процесса) в 
том или ином органе, тканях и биологических жид-
костях пациента. Кроме того, посевы биоматериала 
не могут быть массовым лабораторно-диагности-
ческим тестом ИКБ из-за продолжительности ро-
ста боррелий в положительных пробах. Однако из 
различных материалов, полученных от пациентов, 
можно амплифицировать ДНК боррелий методом 
полимеразной цепной реакции (ПЦР). Её клиниче-
ская чувствительность при исследовании ликвора 
пациентов не превышает 20%, при анализе плазмы 
крови — варьирует от 30 до 50%, при тестировании 
синовиальной жидкости может превышать 70%, а 
биоптатов кожи — 80% [1, 8].

Для определения видовой принадлежности 
боррелий в современных исследованиях широко ис-
пользуют методы мультилокусного сиквенс-типи-
рования (МЛСТ) [9] и сиквенс-анализа (МЛСА) [1],  
основанные на выявлении специфики нуклеотидных 
последовательностей консервативных генов [10].  
Применительно к видовой идентификации этиоло-
гии ИКБ каждый из этих методов имеет определён-
ные особенности. Так, оба метода основаны на ана-
лизе нуклеотидных последовательностей локусов 
7–8 разных консервативных генов (включая межген-
ный спейсер rrfA-rrlB), которые рекомендовано ис-
пользовать при построении итоговых дендрограмм 
по сцепленным данным. При МЛСТ для построе-
ния дендрограмм используют матрицу несовпаде-
ний в аллельном профиле, игнорируя количество 
нуклеотидных различий между аллелями, которым 

присваивают разные номера независимо от того, 
различаются ли нуклеотидные последовательности 
в одном сайте или во многих сайтах [10]. Этот ме-
тод давно и успешно используют при видовой иден-
тификации различных групп патогенных бактерий, 
а для некоторых из них его считают «золотым стан-
дартом» [11–13]. При МЛСА, наоборот, для опреде-
ления филогенетических отношений тестируемых 
образцов используют сцепленные последователь-
ности фрагментов их генов домашнего хозяйства [4, 
10]. Схемой МЛСТ в зависимости от источника и 
концентрации ДНК рекомендовано проводить одно- 
или двухраундовую ПЦР и амплифицировать более 
длинные фрагменты консервативных генов [14],  
а схема МЛСА рекомендует однораундовую ПЦР 
менее длинных локусов [10, 15]. Поэтому для видо-
вой идентификации значительного числа изолятов 
боррелий МЛСА во всех отношениях менее затра-
тен, чем МЛСТ. Подробнее преимущества и недо-
статки этих методов рассмотрены нами ранее [16].

Результаты применения схемы МЛСА для 
идентификации этиологического агента эритемных 
форм ИКБ продемонстрированы нами на клини-
ческом материале (более 20 изолятов, полученных 
из биоптатов кожи и плазмы крови пациентов). 
Было установлено, что все изоляты относятся к  
B. bavariensis, выявлена вариабельность нуклео-
тидных последовательностей локусов анализиро-
ванных консервативных генов [5]. Это определило
цель нашего исследования: изучить возможность
оптимизации МЛСА для практической лаборатор-
ной идентификации возбудителей ИКБ.

Поставлены следующие задачи: сравнитель-
ный количественный анализ внутривидовой гете-
рогенности нуклеотидных последовательностей 
локусов 6 консервативных хромосомных генов (rrs, 
hbb, fla, groEL, recA, ospA) и межгенного спейсера 
(rrfA-rrlB), рекомендованных для МЛСА; выявле-
ние минимальной совокупности генов, сцеплен-
ные нуклеотидные последовательности которых 
позволяют идентифицировать видовую принад-
лежность изолята боррелий группы B. burgdorferi 
sensu lato.

Материалы и методы
У 23 изолятов, хранящихся в музейной кол-

лекции боррелий лаборатории переносчиков ин-
фекций ФГБУ НИЦЭМ имени почётного ака-
демика Н.Ф. Гамалеи, исследованы нуклеотид-
ные последовательности локусов каждого из 6 
генов (перечислены выше) и спейсера rrfA-rrlB, 
рекомендованных для МЛСА [15]. Изоляты по-
лучены от больных людей путём посева на сре-
ду BSK кожных биоптатов из периферической 
части эритем (17 изолятов) или из плазмы крови  
(6 изолятов) пациентов Краевой инфекционной 
больницы г. Пермь (восток Восточной Европы; 
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58°00' с.ш.; 56°15' в.д.) с локализованной стадией 
манифестной формы ИКБ с мигрующей эритемой. 
Количество исследованных изолятов составляет не 
менее 30–40% среднего числа всех пациентов с ИКБ, 
ежегодно поступающих в этот клинический стаци-
онар [6]. Культивирование и типирование изолятов 
методом ПЦР-полиморфизма длин рестрикцион-
ных фрагментов спейсерного участка rrfA-rrlB по-
зволило ранее отнести их к B. garinii NТ29 [17, 18].  
По результатам наших исследований методом МЛ-
СА эти изоляты идентифицированы как B. bava­
riensis. Нуклеотидные последовательности исполь-
зованных праймеров, режим ПЦР и условия по-
следующего секвенирования ампликонов описаны 
ранее [5, 15, 19].

Все полученные нуклеотидные последова-
тельности сравнивали между собой (с использова-
нием платформы BLAST) и с нуклеотидными по-
следовательностями локусов аналогичных генов у 
типовых или референсных штаммов других видов 
спирохет B. burgdorferi sensu lato, представленны-
ми в базах данных GenBank INSDC и PubMLST 
Borrelia spp. Для этого методом невзвешенного по-
парного среднего (UPGMA) была построена серия 
дендрограмм с использованием пакета программ 
«MEGA-X v. 10.2.4» при величине bootstrap 1000 
повторов. Значительная часть этих дендрограмм 
проанализирована ранее [5, 19]. В данной статье 
приведены лишь те, которые необходимы для обо-
снования заключения данной статьи и ранее не пу-
бликовались. 

Нуклеотидные последовательности 10 локусов 
исследованных генов депонированы в базу данных 
Genbank (номера доступа MW981426, MZ005315-

MZ005321, OM310938–OM310939) и 4 более корот-
ких сиквенса — в базу данных European Nucleotide 
Archive (номера доступа OD916881–OD916884).

Результаты

Сравнительный анализ данных нуклеотидных 
последовательностей локусов генов,  

рекомендованных для МЛСА

В табл. 1 представлены показатели сходства 
нуклеотидных последовательностей локусов каж-
дого гена у всех изученных нами изолятов, иден-
тифицированных по результатам МЛСА как B. ba­
variensis, включая опубликованные ранее данные 
по генам rrs, fla, hbb и recA [5, 19]. Сходство ока-
залось значительным (до 99,5–100%) у изолятов из 
кожных биоптатов и из плазмы крови пациентов. 
С локусами других генов минимальное сходство 
(95,3%) имели некоторые последовательности ге-
на ospA. Однако сиквенсы этого гена на 9,5–10,9% 
отличались от сиквенсов того же гена B. garinii 
20047T (наиболее близкий вид по общей струк-
туре генома [20]), а также на 8,5% (т.е. больше, 
чем у всех других генов) от совокупности сиквен-
сов широко распространённых боррелий группы  
B. burgdorferi sensu lato. Аналогичные показатели
для сиквенсов гена recA оказались несколько мень-
ше, чем у гена ospA, но больше, чем у остальных
исследованных генов (табл. 1). Отличия нуклеотид-
ных последовательностей секвенированных нами
локусов двух этих генов от последовательности
аналогичного участка генома референсного штам-
ма PBi европейской подгруппы B. bavariensis были
существенными (до 8,1%). Эти результаты стиму-

Таблица 1. Вариабельность нуклеотидных последовательностей совокупности локусов (по результатам 
23 исследованных изолятов B. bavariensis) каждого гена
Table 1. Variability of the nucleotide sequences of the set of loci (according to the results of 23 studied isolates 
of B. bavariensis) of each gene

Ген (мишень)
Gene (target)

Сходство нуклеотидных последо-
вательностей между изолятами из 
кожных биоптатов и из плазмы, %

Nucleotide sequence similarity between 
skin biopsy and plasma isolates, %

Отличие от (в %) | Difference from (in %)

B. bavariensis
PBi

B. garinii
20047T

других видов боррелий
B. burgdorferi s. l, не менее

other Borrelia species
B. burgdorferi s. l, not less than

rrs 100 0,4 0,2 0,8

hbb 98,5–100 1,2–1,5 1,2–1,5 4,3

fla 99,5–100 0,6–1,2 1,2–1,8 5,8

groEL 98,7–100 2,2–2,7 2,2–2,7 3,6

recA 97,3–100 0,7–2 2–3,4 6,7

ospA 95,3–100 4,7–8,1 9,5–10,9 8,5

Спейсер rrfA-rrlB
Spacer rrfA-rrlB

98,8–100 1,7–2,3 1,7–2,3 4,8

Сцепленные последовательно-
сти локусов генов recA и ospA
Concatenated sequences  
of recA and ospA gene loci

96,1–100 3,6–5,6 6,4–7,8 8,3
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Рис. 1. Дендрограмма нуклеотидных после-
довательностей гена recA исследованных 

изолятов. 
Здесь и на рис. 2, 3 в круглых скобках приве-
дено наименование штаммов по базе данных 

PubMLST Borrelia spp.; в квадратных скобках — 
номера доступа в банках Genbank или ENA. 

Hs — изоляты от пациентов. Величины bootstrap 
(1000) указаны в процентах около соответствую-

щего узла. 
Для определения коэффициента конгруэнтности 
между матрицами генетических расстояний генов 
recA и ospA по отдельности и в сопоставлении с 
матрицей сцепленных последовательностей при-
менён тест Мантеля [24] в «Excel» с надстройкой 

GenALEx — R = 0,499 (recA/ospA).
Fig. 1. Dendrogram of nucleotide sequences 

of the recA gene in the studied isolates. 
Here and in Fig. 2, 3, the names of strains according 

to the PubMLST Borrelia spp. database are given 
in parentheses; the square brackets were used to 
show accession numbers assigned by Genbank or 
ENA. Hs — isolates from patients. The bootstrap 
(1000) values are shown as percentage near the 

respective node. 
To identify the congruence between matrices of 
genetic distances of recA and ospA genes, both 

separately and against the matrix of concatenated 
sequences, we used the Mantel test [24] in Excel 

with the GenALEx add-in — R = 0.499 (recA/ospA).
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Рис. 2. Дендрограмма нуклеотидных последовательностей гена ospA. 
Тест Мантеля — R = 0,838 (ospA/recA). 

Fig. 2. Dendrogram of nucleotide sequences of the ospA gene. 
Mantel test — R = 0.838 (ospA/recA). 
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Таблица 2. Сходство (в %) некоторых «контрольных» изолятов с боррелиями различных видов, нуклеотидные после-
довательности которых имеются в базах данных GenBank и PubMLST
Table 2. Similarity (in %) of some “control” isolates with Borrelia of various species, the nucleotide sequences of which are 
available in the GenBank and PubMLST databases
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Hs-7 100

Hs-10 98,9 100

Hs-55 98,9 100 100

Hs-104 98,9 100 100 100

Hs-128 100 98,9 98,8 98,9 100

Hs-139 99,6 98,9 98,8 98,9 99,7 100

B. garinii 20047T 97,8 97,6 97,5 97,6 97,7 97,3 100

B. bavariensis PBi 98,2 98,4 98,3 98,4 98,1 97,8 98,1 100

NT29 98,8 100 99,9 100 98,8 98,8 97,6 98,4 100

Prm7564-11 100 98,9 98,8 98,9 100 99,7 97,7 98,1 98,8 100

Hiratsuka 100 98,9 98,9 98,9 100 99,6 97,8 98,2 98,8 100 100

B. spielmanii A14S 94,5 94,5 94,5 94,5 94,4 94,4 94,3 94,0 94,5 94,4 94,5 100

B. burgdorferi s. s. B31T 93,6 93,5 93,4 93,5 93,5 93,5 93,3 93,2 93,5 93,5 93,6 93,6 100

B. lusitaniae PotiB2T 93,8 93,9 93,9 93,9 93,7 93,9 93,6 93,5 93,9 93,7 93,8 94 93,3 100

B. valaisiana VS116T 94,5 94,9 94,9 94,9 94,5 94,4 94,2 94,4 94,6 94,5 94,5 94,3 93,8 94,3 100

B. afzelii VS461T 93,9 93,9 93,8 93,9 93,9 94,0 94,2 94,0 93,9 93,9 93,9 94,5 94,1 93,1 94,2 100

ко отличаются от такового у B. garinii и референс-
ных штаммов наиболее распространённых видов  
B. burgdorferi sensu lato, а также от последователь-
ности этого гена у широко распространённой па-
тогенной B. miyamotoi, таксономический статус
которой остаётся дискуссионным [1]. Аналогичная
дендрограмма, построенная по результатам секве-
нирования локусов гена ospA (рис. 2), в целом
принципиально не отличается от предыдущей.

Результаты МЛСА 6 отобранных изолятов, 
которые представляют все выявленные нами ал-
лельные варианты генов recA и ospA B. bavariensis 
(рис. 1, 2), показали, что они на 98,5–100,0% сход-
ны с сиквенсами различных изолятов евразийской 
генетической подгруппы боррелий этого вида (SZ, 
Prm7564-11, Prm7569-11, Hiratsuka) и несколько 
менее — с европейскими изолятами, например, с 
референсным штаммом PBi — на 97,8–98,4%. Вме-
сте с тем все генетические варианты B. bavariensis, 
включая штамм PBi, имеют существенные отличия 
(т.е. сходство не более 94,9%), позволяющие четко 
дифференцировать их по данным МЛСА от борре-

лировали проведение более детального анализа 
внутривидовой гетерогенности нуклеотидных по-
следовательностей генов recA и ospA на материале 
наших изолятов B. bavariensis, а также их отличий 
от сиквенсов аналогичных генов у боррелий других 
видов комплекса B. burgdorferi sensu lato.

Детальный анализ дендрограмм  
последовательностей локусов генов recA и ospA 

и сравнение этих данных с результатами  
полного МЛСА

Сиквенсы генов recA анализированных нами 
изолятов показали, что все они попадают в боль-
шой кластер с тремя различными аллельными ва-
риантами евразийской генетической подгруппы 
B. bavariensis: нуклеотидные последовательности
большинства изолятов (19 из 23) идентичны вари-
анту SZ, 3 — варианту Prm7504-11 и 1 — вариан-
ту Hiratsuka (номера доступа GenBank; рис. 1). Это
объясняет некоторое несходство нуклеотидных по-
следователей локусов этого гена у разных изолятов
(табл. 1). Тем не менее все сиквенсы этого гена чёт-
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Рис. 3. Дендрограмма сцепленных нуклеотидных последовательностей генов recA и ospA. 
Тест Мантеля — R = 0,860 (сцепленные/recA), R = 0,965 (сцепленные/ospA). 

Fig. 3. Dendrogram of concatenated nucleotide sequences of recA and ospA genes. 
Mantel test — R = 0.860 (concatenated/recA), R = 0.965 (concatenated/ospA).

лий других видов (табл. 2). Дендрограмма сцеплен-
ных нуклеотидных последовательностей двух генов 
(recA и ospA) тех же наших изолятов демонстрирует 
наличие двух генетических подгрупп B. bavariensis 
(евразийской и европейской) и их чёткие отличия от 
соответствующих сцепленных сиквенсов боррелий 
других видов из баз данных (рис. 3). 

Это свидетельствует о полной идентичности 
результатов идентификации боррелий группы B. bur- 
gdorferi sensu lato путём анализа сцепленных нукле-
отидных последовательностей локусов генов recA, 
ospA и по протоколу МЛСА.

Обсуждение 
Определение видовой принадлежности борре-

лий группы B. burgdorferi sensu lato, циркулирую-
щих в природных очагах и (или) вызвавших заболе-
вание ИКБ, как было отмечено выше, в настоящее 
время в основном проводится молекулярно-био-
логическими методами. При этом использование в 
качестве мишени какого-либо одного консерватив-
ного гена или спейсера обычно не позволяет точ-
но идентифицировать изучаемый образец [10, 20]. 
Методы МЛСА и МЛСТ, протоколами которых 
предусмотрено секвенирование локусов несколь-
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ких (6–8) генов, затратны, времяёмки и затрудни-
тельны [5, 10, 14–16], особенно при необходимости 
быстрой индикации этиологического агента ИКБ в 
условиях диагностических лабораторий лечебных 
учреждений.

Представленный в этой статье детальный ана-
лиз данных, полученных ранее и характеризую
щих генетическую структуру пула изолятов B. ba­
variensis [5, 19], привёл к выводу, что нуклеотидные 
последовательности локусов генов recA и ospA в 
наибольшей степени отличаются от последова-
тельностей других генов, рекомендованных про-
токолом МЛСА для индикации распространённых 
видов комплекса B. burgdorferi sensu lato. Ранее бы-
ли предприняты попытки достижения этой цели на 
основе разнообразия структуры отдельно каждого 
из генов recA и ospA [21, 22]. Сравнение таких на-
ших данных (рис. 1 и 2) показывает, что они дают 
близкие, но не идентичные результаты генотипиче-
ской принадлежности некоторых изолятов. Однако 
дендрограмма сцепленных нуклеотидных после-
довательности локусов генов recA и ospA (рис. 3) 
демонстрирует точно такую же видовую и генова-
риантную принадлежность изолятов, как и ранее 
полученные результаты их типирования в соответ-
ствии с полным протоколом МЛСА.

Для проведения «контрольного» исследования, 
соответствующего задаче статьи, нами использован 
репрезентативный пул изолятов B. bavariensis, ви-
довая принадлежность и гетерогенность которых 
были предварительно изучены этим методом и из-
вестны [5]. Сцепленные нуклеотидные последова-
тельности локусов генов recA и ospA, принадлежа-
щие референсным штаммам каждого из наиболее 
распространённых видов группы B. burgdorferi 
sensu lato (рис. 3), чётко различаются. Поэтому ви-
довая принадлежность вновь исследуемого образца 
может быть выявлена путём расчёта максимально-
го сходства сцепленных последовательностей этих 
двух его генов с аналогичными последовательно-
стями определённых видов боррелий данной груп-
пы, включая B. bavariensis, или построением ана-
логичной дендрограммы. Для оптимизации регу-
лярных лабораторных исследований её неизменный 
«шаблон» по типу рис. 3 может храниться в виде 
файла (например, в программе MEGA или другой). 
Простое сопоставление числа генов, рекомендо-
ванных протоколами МЛСА и МЛСТ, с их числом, 
которое по представленным нами данным необхо-
димо и достаточно секвенировать для определения 
уже известного науке вида возбудителя ИКБ, пока-
зывает, что трудовые и финансовые затраты могут 
быть при этом сокращены примерно в 3–4 раза.

Специального дальнейшего изучения заслужи-
вает возможность дифференциации боррелий груп-
пы B. burgdorferi sensu lato от B. miyamotoi по их 
нуклеотидным последовательностям гена recA, су-

щественные отличия которых подтверждают наши 
данные (рис. 1). Это может иметь важное значение 
для совершенствования генодиагностики этиоло-
гии ИКБ, тем более что известен прецедент исполь-
зования этого гена в совокупности с двумя другими 
для лабораторного подтверждения заболевания, вы-
званного B. miyamotoi [23].

Заключение
На основании исследований, приведённых 

выше, мы предлагаем оптимизированный подход 
к МЛСА боррелий группы B. burgdorferi sensu lato. 
Он сводится к выявлению их видовой принадлеж-
ности на основании специфики результата сцеплен-
ного анализа локусов только 2 генов (recA и ospA) 
из 6, а также спейсера rrfA-rrlB, рекомендованных 
протоколом данного метода. Это значительно со-
кращает затраты и ускоряет лабораторное исследо-
вание идентифицируемых образцов.
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Каскад медицинской помощи детям с инфекций, вызванной 
вирусом гепатита С, в Московской области
Мескина Е.Р.1 , Галкина Л.А.1, Целипанова Е.Е.1, Одинаева Н.Д.1,2 

1Московский областной научно-исследовательский клинический институт им. М.Ф. Владимирского, Москва, 
Россия; 
2Научно-клинический институт детства, Мытищи, Россия

Аннотация
Актуальность. Детям и подросткам с инфекцией, вызванной вирусом гепатита С (ВГС), уделялось недо-
статочно внимания из-за более лёгкого течения и отставания одобрения схем противовирусной терапии. 
Следует устранить пробелы исследований в педиатрических когортах и недостатки политики ведения де-
тей, обеспечив организацию доступа к тестированию и лечению. 
Цель исследования — представить результаты каскадной последовательности мер оказания медицин-
ской помощи детям с ВГС в Московской области (МО). 
Материалы и методы. Включены все серопозитивные к ВГС дети МО (n = 175), прошедшие скринин-
говое тестирование, и не включены пациенты, живущие с коинфекцией ВИЧ/ВГС. Дети наблюдались в 
2017–2022 гг. РНК ВГС определена у 164 и его генотипирование — у 99. Стадия фиброза печени оценена 
у 73 детей с помощью транзиторной эластографии и расчёта индекса FIB-4. 
Результаты. В МО охват тестированием на РНК ВГС-серопозитивных детей составил 93,7%, пролечено 
71,2% подростков старше 12 лет. Распространённость серопозитивности к ВГС оценивается как не ме-
нее 0,113/1000 детского населения, хронической ВГС-инфекции — как не менее 0,059/1000. Доминирова-
ли субтипы G1b (43,4% [95% доверительный интервал 33,5–53,8%]), G3a (23,2% [15,3–32,8%]) и G3a/3b 
(20,2% [12,8–29,5%]). Заболеваемость виремической ВГС на 100 тыс. детей составила 3,3 у детей младше 
3 лет; 7,0 — у детей 3–6 лет; 7,7 — у детей 7–11 лет, 4,4 — у подростков старше 12 лет. Естественный 
клиренс ВГС зарегистрирован с частотой 19,5% [13,8–26,4%]. Внепечёночные проявления встречались 
редко — 2,9% [0,9–6,5%]. Основной путь передачи ВГС — вертикальный (78,3% [71,4–84,2%]), предпо-
лагаемое заражение при медицинских инвазивных процедурах — 7,4% [4,0–12,4%], употреблении нар-
котиков — 0,6% [0,01–3,10%], в семейном очаге — 0,6% [0,01–3,10%]. Новые случаи ВГС-инфекции вы-
являлись чаще при плановом обследовании детей перед госпитализацией или у рождённых от матерей 
с ВГС. Виремическая ВГС подтверждена у 90,2% [84,6–94,3%], в том числе ВГС-инфекция — у 53,4% 
[45,0–61,6%], хроническая болезнь печени — у 35,8% [28,1–44,1%] с низкой степенью активности и ред-
кими последствиями (фиброз по шкале METAVIR F1 и F1-2 — 17,8% [9,8–28,5%]). Не установлено суще-
ственных клинико-эпидемиологических отличий между естественным течением хронической ВГС-инфек-
ции и болезни печени, вызванной ВГС. Бремя педиатрической ВГС в МО утяжелено значительной долей 
социально уязвимых и коморбидных пациентов. 
Заключение. Резервом для выявления новых случаев ВГС-инфекции в МО у детей может быть укрепле-
ние преемственности между медицинскими организациями и раннее лечение женщин детородного воз-
раста. Необходимы исследования, чтобы оценить эффективность рутинного тестирования всех социаль-
но уязвимых педиатрических групп. Раннее применение пангенотипных схем противовирусной терапии, 
вероятно, быстро позволяет контролировать заболеваемость ВГС-инфекцией у детей.

Ключевые слова: каскад медицинской помощи, дети, вирус гепатита С, ВГС-инфекция, болезнь пе-
чени, вызванная вирусным гепатитом С, хронический гепатит С, генотипы ВГС, пути передачи ВГС, 
результаты скринингового тестирования
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Abstract
Background. Children and adolescents with infection caused by the hepatitis C virus (HCV) have not been given 
sufficient attention due to mild forms of HCV and delays in approval of antiviral treatment regimens. Omissions in 
the studies of pediatric cohorts and shortcomings of management policies aimed at children should be eliminated 
by improving screening coverage and access to treatment. 
The aim of the study was to present the results of the cascade sequence of diagnostic testing, care and treatment 
of children with HCV in the Moscow Region (MR). 
Materials and methods. The study included all HCV seropositive children of MR (n = 175), who underwent 
screening tests, and it did not include patients living with HIV/HCV coinfection. Children were observed from 2017 
to 2022. The HCV RNA was detected in 164 children and HCV genotypes were identified in 99 children. The stage 
of liver fibrosis was assessed in 73 children by transient elastography and by FIB-4 index calculation.
Results. In MR, 93.7% of seropositive children were tested for HCV RNA; 71.2% of adolescents over 12 years of 
age received treatment. The prevalence of HCV seropositivity was estimated at 0.113/1,000 children population; 
the prevalence of chronic HCV infection was at least 0.059/1,000. The dominant HCV subtypes were GT 1b 
(43.4% [the 95% confidence interval, 33.5–53.8%]), GT 3a (23.2% [15.3–32.8%]) and GT 3a/3b (20.2% [12.8–
29.5%]). The incidence of viremic HCV infection per 100,000 children was 3.3 among children under 3 years of 
age; 7.0 – among children aged 3–6 years; 7.7 – among children aged 7–11 years, 4.4 – among adolescents 
older than 12 years. Natural HCV clearance was reported at the frequency of 19.5% [13.8–26.4%]. Extrahepatic 
manifestations were of rare occasion – 2.9% [0.9–6.5%]. Vertical transmission was the primary route of HCV 
transmission (78.3% [71.4–84.2%]); infection is assumed to occur during medical invasive procedures — 7.4% 
[4.0–12.4%], drug using — 0.6% [0.01–3.10%], in the family household – 0.6% [0.01–3.10%]. New cases of HCV 
infection were more frequently detected during routine examination of children prior to hospitalization or children 
born to mothers with HCV. Viremic HCV was confirmed in 90.2% [84.6–94.3%], including HCV infection – in 53.4% 
[45.0–61.6%], chronic liver disease – in 35.8% [28.1–44.1%] having low activity and occasional consequences 
(the fibrosis METAVIR score of F1 and F1-2 – 17.8% [9.8–28.5%]). No significant clinical and epidemiological 
differences between the natural course of chronic HCV infection and the liver disease caused by HCV have been 
found. The burden of pediatric HCV in MR is aggravated by a significant proportion of socially vulnerable patients 
and patients with comorbid conditions. 
Conclusion. One of the solutions for detection of new pediatric cases of HCV infection in MR can be offered 
by improvement of collaboration and continuity of care among healthcare organizations and early treatment of 
women of childbearing age. Further research is required to evaluate the effectiveness of routine testing of all 
socially vulnerable pediatric groups. Early application of pan-genotypic antiviral treatment regimens can contribute 
significantly to control of the HCV infection incidence in children.

Keywords: testing and treatment cascade, children, hepatitis C virus, HCV infection, liver disease caused by viral 
hepatitis C, chronic hepatitis C, HCV genotypes, HCV transmission routes, screening test results
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туберкулёзом. Всемирная ассамблея здравоохране-
ния определила ВГС в качестве приоритета систем 
здравоохранения и в 2016 г. одобрила Глобальную 
стратегию сектора здравоохранения с достижением 

Хроническая инфекция, вызванная вирусом 
гепатита С (ВГС-инфекция), представляет серьёз-
ную угрозу общественному здоровью, сопостави-
мую с вирусом иммунодефицита человека (ВИЧ) и 
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сокращения новых случаев на 90% к 2030 г.1 Учи-
тывая масштабы усилий, необходимых для дости-
жения этих амбициозных целей, в качестве этапа 
элиминации ВГС на глобальном уровне может быть 
использована концепция «микроэлиминации» в це-
левых группах пациентов, в том числе среди детей 
и подростков, проживающих на конкретной терри-
тории [1].

До настоящего времени детям и подросткам 
уделялось недостаточно внимания, главным обра-
зом из-за более лёгкого течения ВГС и отставания 
одобрения схем противовирусной терапии (ПВТ) 
в педиатрии [2]. Глобальная распространённость 
ВГС в педиатрической популяции сильно варьиру-
ет в различных странах, может достигать 0,13% и 
увеличивается с возрастом по всему миру [3]. От-
мечается прирост заболеваемости ВГС среди под-
ростков в некоторых странах, ассоциированный с 
широкой практикой татуировок, пирсинга и пове-
дения высокого риска [4]. По некоторым данным, 
совокупность инфицированных ВГС детей в Рос-
сии — самая крупная в Европе (6-е место в глобаль-
ном масштабе) [3] с существенным преобладанием 
подростков [5, 6]. 

Имеются сведения, что в России четверть ре-
гулярно наблюдающихся детей инфицированы при 
оказании медицинских процедур, их средний возраст 
не превышает 2 лет [7], что значительно отличается 
от европейских показателей и отражает существую-
щие недостатки раннего выявления ВГС у подрост-
ков. В течение 2016–2020 гг. заболеваемость детей 
и взрослых в России постепенно снижалась [6],  
однако регистрация новых случаев может быть не-
оптимальной [8], поскольку у многих инфициро-
ванных подростков отсутствовали показания для 
тестирования [9]. По опубликованным данным, по-
ловина инфицированных ВГС в России детей живёт 
с хроническим гепатитом (ХГС), а степень фиброза 
печени (ФП) прогрессирует к возрасту 15 лет [7]. 

Каскад медицинской помощи (КМП) при ин-
фекции ВГС (рутинное тестирование, диагности-
ка, динамическое наблюдение и начало лечения) 
не оптимален как в России [10, 11], так и в других 
странах [9]. В настоящее время доступны новые 
технологии, упрощающие комплекс КМП и повы-
шающие возможности его реализации, которые мо-
гут быть залогом успешного продвижения по пути 
элиминации ВГС. 

Основные действия по устранению существую
щих пробелов в политике ведения детей и подрост-
ков с ВГС-инфекцией в сравнении со взрослыми 
должны включать: организацию кампании доступа 

1	 ВОЗ. Глобальная стратегия сектора здравоохранения по ви-
русному гепатиту на 2016–2021: на пути к ликвидации вирус-
ного гепатита; 2016. 
URL: https://apps.who.int/iris/handle/10665/250042

к тестированию и лечению, ориентированной на 
детей и подростков; ускоренную оценку пангено-
типных схем лечения и ускоренное одобрение пе-
диатрических составов ПВТ [4]. Следует устранить 
пробелы исследований в педиатрических когортах 
и сконцентрироваться на изучении распространён-
ности виремии ВГС в возрастных группах в прио-
ритетных странах, дальнейшей валидации неинва-
зивных тестов для определения стадии заболевания 
печени у детей, создании педиатрических реги-
стров лечения и международных консорциумов для 
продвижения программ совместных исследований. 

Учитывая неоднородность оценок распростра-
нения ВГС на различных территориях, необходимо 
получение точной клинико-эпидемиологической ха-
рактеристики инфекции ВГС у детей в Московской 
области (МО) для понимания её истинного бреме-
ни. Полученные данные могут быть использованы 
для определения приоритетных методологических 
подходов и формирования политики системы здра-
воохранения, направленной на элиминацию ВГС 
среди детей и подростков в МО. 

Цель исследования — представить результаты 
каскадной последовательности мер оказания ме-
дицинской помощи детям с инфекцией, вызванной 
ВГС, в МО. 

Материалы и методы 
Тип исследования — продольное обсервацион-

ное клинико-эпидемиологическое (неинтервенци-
онное) исследование. Тема исследования утвержде-
на Министерством здравоохранения МО в рамках 
перечня научно-исследовательских работ МОНИКИ  
им. М.Ф. Владимирского в рамках государственно-
го задания на 2020–2024 гг. от 15.01.2020.

КМП пациентам с ВГС включает рутинное 
тестирование населения и целевых когорт с опре-
делением антител к ВГС (анти-ВГС), привязку к 
централизованно организованной системе оказания 
медицинской помощи в МО, диагностику виреми-
ческой инфекции и болезни печени, наблюдение 
для раннего выявления последствий ВГС, осложне-
ний, сопутствующих заболеваний и состояний, ран-
нее начало лечения, мониторинг ответа на лечение. 

Тестирование с определением анти-ВГС про-
ведено в соответствии с требованиями эпидеми-
ологического надзора за вирусными гепатитами  
В и С, регламентированными Санитарными прави-
лами и нормами Российской Федерации [12]. Учте-
ны результаты рутинного и целевого тестирования 
на ВГС. 

В исследование включены все серопозитивные 
к ВГС дети и подростки МО, прошедшие тестиро-
вание, в том числе дети с перинатальным контак-
том, у которых подтверждена виремическая инфек-
ция либо анти-ВГС сохранялись более 18 мес. Все-
го в 2017–2022 гг. к наблюдению были прикреплены  
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175 детей и подростков с положительным скринин-
говым тестом. Информация о пациентах извлече-
на из медицинских карт пациентов, получающих 
медицинскую помощь в амбулаторных условиях 
(форма № 112/у), выписок из медицинских карт ам-
булаторного или стационарного больного (форма  
№ 027/у), собственной базы данных наблюдения 
за пациентами, а также собрана при сборе анамне-
за у законных представителей. Путём стандартно-
го опроса родителей или опекунов были получены 
данные о наличии перинатального контакта ВГС 
или других возможных способах передачи ВГС, 
сроках инфицирования, сопутствующих заболева-
ниях в анамнезе, социальных факторах (в том числе 
наличие членов семьи с ВГС и коинфекцией), вли-
яющих на течение ВГС у наблюдаемых пациентов.  
В исследовании учтены результаты анамнестиче-
ского обследования пациентов. 

В исследование не включены пациенты, живу-
щие с коинфекцией ВИЧ + ВГС, наблюдающиеся 
в Центре по профилактике и борьбе со СПИДом и 
инфекционными заболеваниями.

Определение количественного содержания 
РНК ВГС (n = 164) и его генотипирование (n = 99) 
проведены у детей методом обратной транскрип-
ции и полимеразной цепной реакции с применени-
ем тест-систем «ОТ-ГЕПАТОГЕН-С количествен-
ный с детекцией в режиме реального времени» и  
«ОТ-ГЕПАТОГЕН-С ГЕНОТИП» (ООО «НПО 
ДНК-Технология») в лаборатории СПИД и вирус-
ных гепатитов МОНИКИ им. М.Ф. Владимирско-
го. Сывороточный уровень общего билирубина и 
активность аланинаминотрансферазы (АЛТ) и ас-
паратаминотрансферазы (АСТ) определены у 152 
(86,9%) пациентов. Нормальные уровни АЛТ и АСТ 
зависят от возраста. Использовалась верхняя грани-
ца референсного интервала для АСТ и АЛТ, равная 
40 МЕ/л, чтобы можно было сравнить результаты с 
данными литературы. 

Для определения последствий ВГС-инфекции 
(степени ФП) применяли рекомендованные неин-
вазивные методы, наиболее приемлемые в педиат- 
рии [13]. Определение жёсткости печени с помощью 
транзиторной эластографии проведено у 43 (24,6%) 
пациентов, преимущественно у детей с болезнью 
печени, с помощью аппарата для неинвазивного 
определения ФП «FibroScan 502 TOUCH» с ульт-
развуковым датчиком («ECHOSENS»). Результаты 
транзиторной эластографии были классифициро-
ваны как норма (< 5,0 кПа по шкале METAVIR 0),  
лёгкое повышение (от 5,0 до < 7,0 кПа, по шка-
ле METAVIR 1), умеренное повышение (от 7,0  
до < 9,0 кПа, по шкале METAVIR 2),сильное повы-
шение (≥ 9,0 кПа); предиктор тяжёлого ФП (≥F3)  
(≥ 9 кПа) [13, 14]. У 30 (17,1%) пациентов стадию 
ФП рассчитывали с использованием индекса FIB-4 
по формуле: FIB-4 = возраст (лет) × АСТ/тромбоци-

ты (109/л) × sqrt(АЛТ). При значении FIB-4 < 1,45 
можно судить об отсутствии значимого ФП, при 
значении FIB-4 > 3,25 с большей вероятностью 
можно утверждать о наличии ФП стадии 4–6 по 
шкале Ishak с достаточной чувствительностью и 
специфичностью [15]. По показаниям 55 (31,4%) 
пациентам проведено ультразвуковое исследование 
органов брюшной полости.

Законные представители детей подписали ин-
формированное согласие на использование персо-
нальных данных для анализа, обобщения и опу-
бликования результатов с соблюдением принципов 
конфиденциальности.

В настоящем отчёте об исследовании примене-
ны следующие термины с соответствующими опре-
делениями.

Хроническая инфекция, вызванная вирусом ге-
патита С (ХГС), определялась как обнаруживаемая 
РНК ВГС в 2 или более образцах крови с интерва-
лом не менее 6 мес. Для детей, не инфицированных 
вертикально, продолжительность диагностирован-
ной инфекции рассчитывалась как время от даты 
верификации диагноза.

Болезнь печени, вызванная ВГС (или ХГС), 
определялась как обнаружение повышенного уров-
ня АЛТ и АСТ у ребёнка с определяемой РНК ВГС 
с наличием критериев ФП или без такового.

Пути передачи инфекции: вертикальный путь 
передачи (известно, что у матери ВГС), подозрение 
на инфекцию, связанную с оказанием медицинской 
помощи (история получения продуктов крови или 
инвазивных процедур в медицинских учреждениях 
и отсутствие в анамнезе ВГС у матери и других чле-
нов семьи), употребление инъекционных наркоти-
ков или неизвестно.

Успешный результат лечения препаратами 
прямого противовирусного действия (ПППД) опре-
делялся как устойчивый вирусологический ответ 
(отсутствие РНК ВГС) через 12 нед (УВО12) и  
24 нед (УВО24) после окончания лечения2.

Статистическая обработка результатов про-
ведённого исследования выполнена с использова-
нием пакетов программ «Microsoft Exсel 2011» и 
«Statistica 6.0» («StatSoft Inc.»). Дискретные призна-
ки представлены в виде частоты событий, выражен-
ной в процентах от общего числа пациентов в груп-
пе. Распространённость ВГС рассчитана как число 
случаев на 1000 детского населения, в том числе в 
соответствующих возрастных группах, и представ-
лена в промилле. Заболеваемость рассчитана как 
число случаев на 100 тыс. детского населения. При 
сравнении качественных признаков использован 

2	 WHO Monitoring and evaluation for viral hepatitis B and C:  
recommended indicators and framework. Technical 
report. Geneva; 2016. URL: http://apps.who.int/iris/bitstre
am/10665/204790/1/9789241510288_eng.pdf
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критерий χ2 Пирсона или точный критерий Фишера 
при числе наблюдений в одной из ячеек четырёх-
польной таблицы менее 5, либо χ2 для произволь-
ных таблиц. Статистически значимыми считали 
различия при p < 0,05. Качественное суждение о 
значимости статистических отличий проводили с 
помощью 95% доверительного интервала (ДИ) для 
долей.

Для оценки величины эффекта использовались 
критерии, отношение рисков события в сравнива-
емых группах, сокращение относительного риска, 
сокращение абсолютного риска, отношение шан-
сов (ОШ) события к отсутствию шансов события в 
сравниваемых группах с расчётом ДИ. ОШ < 1 сви-
детельствует о снижении риска, ОШ = 1 — об от-
сутствии эффекта, ОШ > 1 — об увеличении риска. 

Результаты

Показатели охвата тестированием и лечением 
детей с ВГС-инфекцией в Московской области 

На 01.06.2022 в МО выявлено 175 детей с 
положительным тестом анти-ВГС, из них опре-
деление РНК ВГС было выполнено у 164 (93,7%) 
пациентов. Неопределённый статус ВГС к момен-
ту публикации статьи имеют 11 детей, в том числе  
9 продолжающих наблюдение и 2 подростка, закон-
чивших наблюдение по достижении 18 лет. Виреми-
ческая ВГС была подтверждена у 148 детей (90,2% 
[84,6–94,3%] от числа тестированных с определени-
ем РНК ВГС) и у 16 (9,8% [5,7–16,4%]) изначаль-
но подтверждена ВГС-инфекция, перенесённая в 
анамнезе с естественным клиренсом вируса (2 от-
рицательных теста РНК ВГС с интервалом 6 мес).  
В течение 2017–2022 гг. естественный клиренс ви-

руса констатирован ещё у 16 пациентов, и в целом 
(до прикрепления к КМП или во время наблюдения) 
его частота составила 19,5% [13,8–26,4%]. 

До прикрепления к организованной в МО КМП 
дасабувир + омбитасвир +  паритапревир + ритона-
вир (G1 ВГС) получили 3 подростка, софосбувир — 
ещё 3 подростка с достижением УВО24, пегили-
рованный интерферон альфа-2b + рибавирин —  
8 детей, в том числе с УВО24 — 4 ребёнка (поло-
вина случаев). К настоящему времени в России ли-
цензировано и доступно лечение ХГС у подрост-
ков старше 12 лет с применением пангенотипных 
схем ПППД. За период наблюдения подлежало 
лечению 52 подростка, из них к моменту публика-
ции глекапревир + пибрентасвир получили 37 де-
тей (71,2%, в том числе 2 получавших безуспешно 
интерфероновую схему) с достижением УВО24 в 
97,3% случаев. 

К моменту публикации из 100 детей, прикре-
плённых к КМП, с текущей ХГС-инфекцией живёт 
91 ребёнок (у 9 детей тестирование с определени-
ем РНК ВГС не выполнено). Статус наблюдения в 
2017–2020 гг. инфицированных ВГС детей пред-
ставлен в табл. 1.

Из табл. 1 видно, что максимальное коли-
чество как новых, так и подтверждённых ранее 
случаев инфицирования ВГС зарегистрировано в 
централизованном педиатрическом КМП МО на 
3-й год его работы. В течение 2020–2022 гг. до-
ля новых выявленных случаев, прикреплённых к
КМП, увеличивалась последовательно (42,9, 51,6
и 85,1% соответственно; р = 0,029), хотя по-преж-
нему каждый год в течение 5 лет к динамическому
наблюдению были прикреплены дети, имеющие
длительный анамнез ВГС.

Таблица 1. Динамика статуса наблюдения детей с анти-ВГС в МО в течение 2017–2022 гг. (n = 175)
Table 1. Dynamics of the observation status for children with anti-HCV antibodies in MR during 2017–2022 (n = 175)

Год
Year

Выявлено | Revealed Закончили наблюдение на 01.06.2022 
The observation was completed on 01.06.2022

всего случаев
total cases

в том числе впервые 
выявленных

including those identified 
for the first time

в том числе состояв-
ших на учёте ранее
including previously 

registered

естественный 
клиренс
natural 

clearance

выздоровление 
после лечения

recovery 
after treatment

по достижении 
18 лет*

upon reaching 
the age of 18*

n % n % n % n % n % n %

2017 7 4,0 3 1,7 4 2,3 1 0,6 3 1,8 1 0,6

2018 25 14,3 7 4,0 18 10,3 3 1,8 8 4,6 1 0,6

2019 50 28,6 22 12,6 28 16,0 13 7,3 14 8,0 4 2,3

2020 21 12,0 12 6,9 9 5,2 4 2,3 7 4,0 2 1,1

2021 31 17,7 15 8,6 16 9,1 4 2,3 10 5,6 1 0,6

2022 41 23,4 6 3,3 35 20,0 7 4,0 1 0,6 – –

Итого
Total

175 100 65 37,1 110 62,9 32 18,3 43 24,6 9 5,2

Примечание. *Все подростки с ХГС, достигшие 18 лет, но не получившие противовирусное лечение. 
Note. *All adolescents with CHCV who reached the age of 18, but did not receive any antiviral treatment.
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Эпидемиология ВГС-инфекции среди  
педиатрической популяции МО

Распространённость инфицированности ВГС 
(когда-либо по имеющимся данным) детей и под-
ростков в МО составляет не менее 0,113/1000 дет-
ского населения; распространённость установлен-
ной педиатрической ХГС в МО на момент публика-
ции статьи — не менее 0,059/1000. 

Распространённость как анти-ВГС (инфициро-
ванных), так и виремической ХГС у детей в возрас-
те 3–12 лет почти одинаковая и больше, чем среди 
детей раннего возраста (рис. 1). Инфицированность 
(когда-либо по имеющимся данным) подростков в 
2 раза выше, чем среди детей младших возрастных 
групп. Однако распространённость ХГС-инфекции 
среди подростков на 01.06.2022 существенно ниже 
в связи с доступностью лечения этой категории па-
циентов в России и достигнутым показателям охва-
та лечением. 

Для полной эпидемиологической характери-
стики педиатрической ВГС-инфекции в МО прове-
дён анализ всех выявленных случаев текущей или 
ранее перенесённой ВГС за 2017–2022 гг. Среди 
наблюдавшихся пациентов преобладали подрост-
ки (табл. 2), поскольку лечение ВГС с применени-
ем эффективных ПППД было одобрено в России 
только в 2019 г. Превалировали дети женского по-
ла. Четверть пациентов с ВГС (26,3%) — это де-
ти-сироты и социальные сироты, проживающие в 
социальных учреждениях или приёмных семьях, 
причём вдвое чаще с опекунами, чем с усыновите-
лями (табл. 2).

Наиболее часто в педиатрической популяции 
анти-ВГС были выявлены при рутинном тестиро-
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Таблица 2. Характеристика некоторых демографических 
и социальных факторов у детей с анти-ВГС в МО  
(n = 175)
Table 2. Some demographic and social factors typical 
of children with anti-HCV in MR (n = 175)

Показатель
Indicator

Частота показателей 
Frequency of indicators

n % 95% ДИ 
95% CI

Возраст, лет: | Age, years: 

< 3 10 5,7 2,8–10,2

3–7 45 25,7 19,4–32,9

7–12 47 26,9 20,4–34,1

≥ 12 73 41,7 34,3–49,4

Пол: | Gender:

женский | female 104 59,4 51,8–66,8

мужской | male 71 40,6 33,2–48,2

Воспитанники социальных учреждений
Рupils of social institutions

7 4,0 1,6–8,4

Проживание: | Аccommodation:

с родителями | with parents 129 73,7 66,5–80,1

с опекунами | with guardians 26 14,9 9,9–21,0

с усыновителями
with adoptive parents

13 7,4 4,0–12,4

Рис. 1. Возрастная распространённость на 1000 детей соответствующей возрастной группы анти-ВГС (за весь период 
наблюдения) и ХГС (на 01.06.2022) в педиатрической популяции МО.

Fig. 1. Age-specific prevalence of anti-HCV (over the entire observation period) and CHCV (as of 1/6/2022) per 1,000 children 
in the pediatric population of MR.

вании перед плановой госпитализацией, во время 
госпитализации по неотложным показаниям (треть 
случаев) или при обследовании младенцев с пе-
ринатальным контактом по ВГС с матерью (треть 
случаев; табл. 3). Доля выявленных при плановом 
тестировании целевых контингентов была неболь-
шой. Пятая часть (21,9%) детей из 137 с перина-
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тальным контактом по ВГС была выявлена поздно, 
при обследовании по другим показаниям. Отсут-
ствие полных данных о 5 детях, оставшихся без по-
печения родителей, не позволило установить путь 
передачи ВГС (табл. 3). 

Основной путь заражения детей в МО — пери-
натальный (табл. 4), причём доля детей с контактом 
по коинфекции ВИЧ + ВГС составила 30% в струк-
туре путей передачи и была высокой. К другим спо-
собам передачи вируса были отнесены инвазивные 

Таблица 3. Частота (%) выявления анти-ВГС среди педиатрических контингентов, подлежащих тестированию (n = 175)
Table 3. Detection frequency (%) of anti-HCV antibodies among tested pediatric groups (n = 175)

Контингенты | Contingents
Частота выявления | Detection frequency

n % 95% ДИ | 95% CI

Рутинное тестирование: | Routine testing:

все население (плановая госпитализация)
the entire population (planned hospitalization)

52 29,7 23,1–37,1

в том числе дети, рождённые от матерей с ВГС
including children born to mothers with HCV

25 14,3 9,5–20,4

призывники | conscripts 2 1,1 0,14–4,10

в том числе дети, рождённые от матерей с ВГС
including children born to mothers with HCV

1 0,6 0,01–3,10

при поступлении в учебное заведение
upon admission to an educational institution

9 5,1 2,4–9,5

в том числе дети, рождённые от матерей с ВГС
including children born to mothers with HCV

1 0,6 0,01–3,10

Уязвимые группы: | Vulnerable groups:

дети, рождённые от матерей с ВГС
children born to mothers with HCV

66 37,7 30,5–45,3

в том числе дети, рождённые от матерей с ВГС/ВГВ
including children born to mothers with HCV/HBV

1 0,6 0,01–3,10

дети, рождённые от матерей с ВГС/ВИЧ
children born to mothers with HCV/HIV

53 30,3 23,6–37,7

опекаемые/усыновлённые дети
foster/adopted children*

39 22,3 16,4–29,2

в том числе дети рождённые от матерей с ВГС
including children born to mothers with HCV

39 22,3 16,4–29,2

дети без попечения родителей
children without parental care

7 4,0 1,6–8,4

в том числе дети, рождённые от матерей с ВГС
including children born to mothers with HCV

2 1,1 0,14–4,10

Целевые контингенты: | Target contingents:

пациенты с заболеванием печени
patients with liver disease

– – –

контактные в очагах ВГС
contact in HCV foci

1 0,6 0,01–3,10

реципиенты препаратов крови
recipients of blood products

6 3,4 1,3–7,3

онкологические больные
oncological diseases

4 2,3 0,63–5,80

в том числе дети, рождённые от матерей с ВГС
including children born to mothers with HCV

1 0,6 0,01–3,10

потребители инъекционных наркотиков
injecting drug users

1 0,6 0,01–3,10

больные туберкулёзом
tuberculosis

3 1,7 0,35–4,90

в том числе дети, рождённые от матерей с ВГС
including children born to mothers with HCV

2 1,1 0,14–4,10

Примечание. *Опекаемые/усыновлённые дети были первично обследованы в связи с перинатальным контактом по ВГС.
Note. *Foster/adopted children were initially examined due to their perinatal exposure to HCV.
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медицинские процедуры (оперативные вмешатель-
ства, лечение зубов), переливание препаратов кро-
ви, употребление инъекционных наркотиков, кото-
рые встречались редко. В 1 случае ВГС у ребёнка 
была выявлена при внутрисемейном контакте с де-
душкой, больным ВГС, хотя у других членов тест 
на анти-ВГС был отрицательным. Помимо матери  
в 4 (2,3%) семейных очагах ВГС диагностирована 
также у отца ребёнка, в 1 очаге — у дедушки (во 
всех этих случаях подтверждён вертикальный путь 
заражения ребёнка). Путь передачи остался невы-
ясненным в 13% наблюдений. В МО отсутствовали 
дети, серопозитивные к ВГС, имевшие татуировки 
или пирсинг.

Ключевой изъян плановой работы по выявле-
нию ВГС заключался в несвоевременном охвате те-
стированием детей, рождённых от матерей с ВГС. 
Согласно форме Федерального статистического на-
блюдения № 32 «Сведения о медицинской помощи 
беременным, роженицам и родильницам за период 
«Годовой. 2021» (форма № 64 утверждена Росста-
том от 07.02.2019) в медицинских организациях 
МО в 2021 г. обследована 66 241 беременная жен-
щина, что составило 92,9% от количества принятых 
родов в МО (с 22 нед). Из них выявлено 809 (1,2%) 
беременных, серопозитивных к ВГС. По данным 
Управления Роспотребнадзора по МО, в том же 
году обследовано 422 (52%) детей младше 12 мес, 
рождённых от серопозитивных женщин, а к цен-

трализованной КМП МО прикреплены 44 (10,4%) 
ребёнка. У 29,5% матерей наблюдаемых младенцев 
анти-ВГС были впервые выявлены во время бере-
менности. 

Почти в 10% случаев местом заражения были 
другие регионы России (Нижний Новгород, Ека-
теринбург, Оренбург, Башкортостан, Республика 
Крым) и страны ближнего зарубежья (Узбекистан, 
Туркменистан).

Таблица 4. Структура путей передачи ВГС и регион заражения (n = 175)
Table 4. Structure of HCV transmission routes and the region of infection (n = 175)

Пути передачи | Transmission paths
Число случаев | Number of cases

n % 95% ДИ | 95% CI

Вертикальный: | Vertical: 137 78,3 71,4–84,2

в том числе перинатальный контакт с:
including perinatal contact with:

ВГС | HCV 82 46,9 39,3–54,5

ВГС + ВИЧ | HCV + HIV 53 30,3 23,6–37,7

ВГС + ВГВ | HCV + HBV 1 0,6 0,01–3,10

ВГС + туберкулёз | HCV + tuberculosis 1 0,6 0,01–3,10

ВГС + сифилис | HCV + syphilis 1 0,6 0,01–3,10

Инвазивные медицинские процедуры
Invasive medical procedures

7 4,0 1,6–8,4

Переливание препаратов крови
Transfusion of blood products

6 3,4 1,3–7,3

Употребление инъекционных наркотиков
Injecting drug use

1 0,6 0,01–3,1

Контакт в очаге ВГС | Contact in the HCV focus 1 0,6 0,01–3,1

Неизвестный | Unknown 23 13,1 8,5–19,1

Регион заражения: | The region of infection:

МО | Moscow region 158 90,3 84,9–94,1

другие регионы РФ | other regions of the Russian Federation 12 6,9 3,6–11,7

страны ближнего зарубежья | neighboring countries 5 2,9 0,93–6,50

G1а
9%

G1b
43%

G2
3%

G3a
23%

G3b
2%

G3a/3b
20%

Рис. 2. Структура генотипов ВГС в педиатрической 
популяции МО (n = 99).

Fig. 2. Distribution of HCV genotypes in the pediatric 
population of MR (n = 99).
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Генотип ВГС был определён у 99 (56,6%) па-
циентов. Доминировали G1 (51,5%) и G3 (45,5%) с 
небольшим преобладанием G1 (рис. 2). Очень ред-
ко регистрировался G2. В убывающей последова-
тельности преобладали субтипы G1b, затем G3а и 
G3а/3b. 

Клиническая эпидемиология ВГС-инфекции  
в педиатрической популяции МО

Из 148 детей с положительным тестом РНК 
ВГС виремическая ХГВС-инфекция была диагно-
стирована у 79 (53,4% [45,0–61,6%]), хроническая 
болезнь печени, вызванная ВГС, — у 53 (35,8% 
[28,1–44,1%]), в том числе гепатит средней актив-
ности встречался редко (у 5 (5,4%) из 148 пациен-
тов, у остальных — низкой активности). Конъюга-
ционная желтуха присутствовала только у 3 детей 
с синдромом Жильбера. За 5-летний период у 16 
(10,8% [6,3–17,0%]) детей произошёл естественный 
клиренс вируса. 

Эхо-признаки изменений внутренних органов 
обнаружены у большинства обследованных (65,5% 

Таблица 5. Структура сопутствующих заболеваний у детей с ВГС в МО (n = 175)
Table 5. Distribution of comorbidities in children with HCV in MR (n = 175)

Заболевания | Diseases
Число случаев | Number of cases 

n % 95% ДИ | 95% CI

Всего | Total 70 40,0 32,7–47,7
Болезни органов пищеварения | Diseases of the digestive system 25 14,3 9,5–20,4

в том числе: | including:
функциональные расстройства желудочно-кишечного тракта
functional disorders of the gastrointestinal tract

10 5,7 2,8–10,3

дисфункция билиарного тракта | biliary tract dysfunction 5 2,9 0,93–6,50
хронический гастрит и гастродуоденит
chronic gastritis and gastroduodenitis

10 5,7 2,8–10,3

Аллергические заболевания | Allergic diseases 14 8,0 4,4–13,1
Болезни нервной системы | Diseases of the nervous system 12 6,9 3,6–11,7
Новообразования | Neoplasms 4 2,3 0,63–5,8
Болезни эндокринной системы и обмена веществ
Diseases of the endocrine system and metabolism

6 3,4 1,3–7,3

в том числе: | including:
сахарный диабет 1-го типа | type 1 diabetes mellitus 1 0,6 0,01–3,10
мукополисахаридоз 2-го типа | mucopolysaccharidosis type 2 1 0,6 0,01–3,10
синдром Жильбера | Gilbert 's syndrome 3 1,7 0,35–4,90
гипогликемия неустановленная | hypoglycemia unidentified 1 0,6 0,01–3,10

Туберкулёз лёгких | Tuberculosis of the lungs 3 1,7 0,35–4,9
Врождённая цитомегаловирусная инфекция
Congenital cytomegalovirus infection 2 1,1 0,14–4,1
Врождённые пороки развития | Congenital malformations 4 2,3 0,63–5,80

в том числе: | including:
пищевода | esophagus 1 0,6 0,01–3,10
сердца | hearts 2 1,1 0,14–4,10
расщелина твёрдого и мягкого нёба
cleft of hard and soft palate

1 0,6 0,01–3,10

от числа обследованных), в том числе увеличение 
размеров печени (12,7%) и селезёнки (10,9%), диф-
фузные изменения паренхимы печени (12,7%) и 
поджелудочной железы (22,2%), деформация желч-
ного пузыря (32,7%), увеличение мезентериальных 
лимфатических узлов (1,9%). У 12 (21,8%) пациен-
тов отмечено сочетание признаков. 

Определение стадии ФП было проведено в 
среднем в 8,9 [1–16] года с момента подтверждения 
виремической ХГС. В подавляющем большинстве 
случаев ФП отсутствовал (по шкале METAVIR F-0, 
рис. 3), лёгкая степень ФП (F1 и F1–2) встречалась 
редко (17,8% [9,8–28,5%] случаев). Неблагоприят-
ные последствия ХГС (ФП по шкале METAVIR F1 
и F1–2), по имеющимся данным, встречались при 
инфицировании доминирующими субтипами G1b 
(n = 3), G3a (n = 2) и G3a/3b (n = 2).

Заболевания, которые трактовались как вне-
печеночные проявления ВГС-инфекции [16, 17], 
диагностированы у 2,9% [0,9–6,5%] пациентов (по-
линейропатия, тиреоидит, ожирение 2-й степени, 
геморрагический васкулит и иридоциклит), в том 
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болезнью печени чаще на 11,9% [7,0–23,1%]; от-
носительный риск 3,35 [1,09–10,33], сокращение 
относительного риска 2,35 [0,09–9,35] и ОШ 3,84 
[1,12–13,21], чувствительность 69,2%, специфич-
ность 63,0%. По другим признакам доверительный 
интервал разницы долей содержит ноль и различия 
не выявлены, хотя обнаружена тенденция к более 
частому диффузному повреждению печени при ак-
тивном цитолизе гепатоцитов. Не установлено су-
щественного влияния возраста или генотипа ВГС 
на течение виремической ВГС. Частота внепечёноч-
ных проявлений ХГС также не зависела от активно-
сти воспалительной реакции в печени.

Обсуждение
Впервые обобщены клинико-эпидемиологи-

ческие данные, позволяющие более точно охарак-
теризовать педиатрическую ВГС-инфекцию в МО. 
Одной из возможных причин неоптимальной или 
низкой частоты диагностики ВГС у детей и под-
ростков является тот факт, что до 2017 г. не суще-
ствовало одобренного лечения для детей младше  
18 лет, лишь в немногих странах существуют ре-
комендации по систематическому тестированию и 
лечению подростков [2, 8]. 

В России когорты, подлежащие тестирова-
нию, чётко определены и, тем не менее, актуальная 
и объективная информация в различных регионах 
крайне необходима. 

На глобальном уровне бремя ВГС-инфекции 
среди детей и подростков может составлять 0,15% [4].  
В России распространённость ВГС-инфекции среди 
детей изучена недостаточно. Предполагается, что она 
может составлять в возрасте 1–14 и 15–19 лет 14 и 80 
на 100 тыс. детского населения соответственно [5] или 
несколько ниже [6]. По опубликованным ранее дан-
ным, частота серопозитивных проб среди детей в МО 
достигает 0,4–2,1% в зависимости от возраста [18].  
Собственные результаты свидетельствуют о более 
низких показателях  — 5,88 на 100  тыс. (0,0588‰) 
по сравнению с прогнозом G. Indolfi и соавт. [4] или  
С. Мукомолова и соавт. [5] или превышают данные, со-
бранные по сведениям статистического наблюдения в 
России [6]. Суммарная распространённость инфици-
рованных ранее или в настоящее время в МО сопоста-
вима с прогнозируемой — 11,3 на 100 тыс. (0,113‰).  
В работе Н.В. Соболевой и соавт., обнаруживших 
высокую распространённость анти-ВГС в МО [18], 
не исключён риск смещения результатов, связанно-
го с методологией сбора биологических образцов 
для исследования. Более низкие показатели распро-
странённости инфекции в сравнении с прогнозиру-
емыми, возможно, обусловлены снижением общей 
заболеваемости в последние годы в России, колеба-
ниями показателя в различных регионах [6], а также 
началом активного лечения подростков с примене-
нием ПППД. 

F0
82,2%

F0–1
8,2%

F1
5,5%

F1–2
4,1%

Рис. 3. Стадии ФП по шкале METAVIR в педиатрической 
популяции ВГС МО (n = 73).

Fig. 3. METAVIR scores for LF stages in the pediatric HCV 
population of MR (n = 73).

числе у 3 детей с вертикальным путём заражения 
ВГС.

Сопутствующие заболевания были определе-
ны почти в половине случаев (70–40,0%), в том чис-
ле в 8 (10,1%) — сочетание 2 или 3 диагнозов. Пре-
обладали заболевания желудочно-кишечного тракта  
(табл. 5). Аллергические (атопический дерматит — 
у 7 детей, аллергический ринит — у 5, крапивница 
на пищевые аллергены в анамнезе — у 2) и невро-
логические заболевания (задержка психомоторного 
развития — у 4 детей, детский церебральный пара-
лич, болезнь Дауна, функциональные расстройства 
вегетативной нервной системы, эпилепсия, аутизм) 
встречались с одинаковой частотой. Новообразова-
ния (острый лимфобластный лейкоз, остеосаркома, 
нефробластома, опухоль поджелудочной железы) 
диагностированы у 5,1% пациентов, причём один 
ребёнок с вертикальным заражением ВГС был опе-
рирован по поводу врождённой нефробластомы. 
Сахарный диабет 1-го типа и неуточнённая гипогли-
кемия были установлены до инфицирования ВГС. 
Врождённые пороки развития имели 4 ребёнка, 3 из 
них с вертикальной передачей ВГС. 

При сравнении симптомов и признаков ХГС 
(болезнь печени) и ХГС-инфекции отмечено, что 
жалобы на боли в животе, увеличение размеров 
печени (у получивших ПВТ учтены клинические 
данные до лечения), увеличение размеров селезён-
ки и синдром Жильбера встречались только у детей 
с болезнью печени (табл. 6). Однако качественная 
оценка различий показала отсутствие существен-
ной разницы частоты симптомов и клинических 
признаков между детьми с виремической ХГВС, 
имеющими или не имеющими болезнь печени, за 
исключением болей в животе. Периодические уме-
ренные боли в животе встречались у пациентов с 
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Действительно, распространённость ВГС-ин-
фекции с возрастом увеличивается [19], и более 
высокая заболеваемость подростков отмечается 
повсеместно [6, 8, 11]. Подростки преобладали в 
наблюдаемой нами когорте (41,7% [34,3–49,4%]), 
но к моменту публикации результатов настоящего 
исследования распространённость виремической 
ВГС среди подростков (0,0435‰) была существен-
но ниже, чем среди детей 3–6 или 7–11 лет (0,070–
0,077‰ соответственно), что было обусловлено 
применением ПВТ.

Наиболее часто анти-ВГС были выявлены при 
рутинном скрининговом тестировании или обсле-
довании детей, рождённых от матерей с ВГС. Од-
нако у 21,9% детей с перинатальным контактом по 
ВГС виремическая инфекция была выявлена позд-
но, при обследовании по другим показаниям. 

В МО в структуре путей передачи ВГС преоб-
ладает вертикальный — 78,3% [71,4–84,2%] случа-
ев, что выше опубликованных российских данных 
[5, 7, 11] и приближается к европейским показате-
лям (90%) [20]. Ключевым изъяном неоптимальной 

Таблица 6. Характеристика ХГС (болезнь печени) и ХГС-инфекции
Table 6. Characteristics of CHC (liver disease) and CHCV infection

Симптомы и признаки | Symptoms and signs

ХГС
Сhronic hepatitis C

(n = 53)

ХГС-инфекция
Сhronic hepatitis C  

virus infection
(n = 79)

р χ2

n % n %

Возраст, лет: | Age, years: 0,119
df = 3< 3 4 7,5 4 5,1

3–7 18 34,0 15 19,0

7–12 10 18,9 27 34,2

≥ 12 21 39,6 33 41,8

Боли в животе | Abdominal pain 9 17,0 4 5,1 0,024

Утомляемость | Fatigue 1 1,9 – – –

Увеличение размеров печени | An increase in the size of the liver 7 13,2 3 3,8 0,045

Увеличение размеров селезёнки | Increase in the size of the spleen 4 7,5 – – –

Внепечёночные проявления ВГС | Extrahepatic manifestations of HCV 3 5,7 2 2,5 0,356

Болезни органов пищеварения | Diseases of the digestive system 9 17,0 10 12,7 0,488

Синдром Жильбера | Gilbert 's syndrome 3 5,7 – – –

Стадия фиброза по шкале METAVIR F1–2
The stage of fibrosis according to the METAVIR scale F1–2

5 17,2 2 5,4 0,122

Эхо-признаки изменений со стороны органов брюшной полости
Ultrasonography signs of changes from the abdominal organs

16 80,0 11 55,0 0,092

в том числе: | including:

увеличение размеров печени | an increase in the size of the liver 3 15 2 10 0,633

увеличение размеров селезёнки | an increase in the size of the spleen 4 20 1 2 0,152

диффузные изменения печени | diffuse changes in the liver 5 25 1 2 0,077

диффузные изменения поджелудочной железы
diffuse changes in the pancreas

5 25 4 20 0,705

деформация желчного пузыря | deformation of the gallbladder 5 25 10 50 0,103

G1а 3 7,1 5 10 р > 0,05
df = 5G1b 19 45,2 19 38

G2 2 4,8 1 2

G3а 9 21,4 14 28

G3b 1 2,4 1 2

G3а/3b 8 19,0 10 20

Примечание. Распределение степени ФП приведено для n = 29 и n = 37, эхо-признаков изменений органов брюшной полости — для 
n = 20 и n = 20 и генотипов ВГС — для n = 42 и n = 50 в сравниваемых группах соответственно, пациенты с естественным клиренсом 
вируса в таблице не учтены.
Note. Distribution of LF stages is given for n = 29 and n = 37; ultrasonography signs of changes in abdominal organs — for n = 20 and  
n = 20; HCV genotypes — for n = 42 and n = 50 in the compared groups, respectively; patients with natural virus clearance are not included in 
the table.
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верификации ВГС-инфекции у детей в МО может 
быть неполный или несвоевременный охват тести-
рованием детей, рождённых от инфицированных 
матерей, в том числе из-за недостаточности пред-
ставленных пациентами данных. В качестве одного 
из путей решения проблемы следует рассмотреть 
укрепление преемственности между медицинскими 
организациями. Ещё одной выявленной проблемой 
организации медицинской помощи для выявления 
ВГС является нередкое отсутствие каких-либо кли-
нико-эпидемиологических сведений, позволяющих 
оценить пути передачи инфекции у детей, остав-
шихся без попечения родителей. Плановое обследо-
вание детей из неблагополучных семей не предусмо-
трено нормативными актами России. Необходимы 
дополнительные исследования, чтобы оценить эф-
фективность их рутинного тестирования, хотя име-
ются объективные трудности проведения такой ра-
боты. Несмотря на то, что частота предполагаемого 
пути передачи ВГС при проведении медицинских 
манипуляций была небольшой, тем не менее обна-
ружение ВГС-инфекции у каждого онкологического 
пациента или реципиента препаратов крови имеет 
не только клиническое, но и социальное значение. 
Мы не выявили практики татуировок или пирсинга 
среди подростков МО, вероятно, плановое тестиро-
вание этой педиатрической категории в МО на те-
кущий момент не так актуально, как в Европе [4]. 

Следовательно, в качестве ограничений иссле-
дования можно рассматривать вероятно существу-
ющий резерв выявления ВГС-инфекции у детей и 
подростков МО. Необходимо продолжить исследо-
вания в этом направлении. 

Из 164 детей, тестированных с определением 
РНК ВГС за пятилетний период, текущая виремиче-
ская ВГС была подтверждена у 90,2% [84,6–94,3%]. 
Из них ХГВС-инфекция диагностирована у поло-
вины и хроническая болезнь печени, вызванная 
ВГС, — более чем у трети пациентов, как правило, 
с лёгким течением, что несколько реже опублико-
ванных российских данных [7]. При естественном 
течении болезнь печени медленно прогрессирует к 
подростковому возрасту, и четверть пациентов, про-
шедших или начавших лечение, имеют различные 
степени ФП, что определяется длительностью ин-
фекции [21]. Однако нами не выявлено отчётливой 
возрастной зависимости частоты болезни печени 
или стадии ФП, хотя ни у одного ребёнка младше  
7 лет ФП не был подтверждён. Вероятно, редкое об-
наружение ФП в обследованной популяции повлия-
ло на результат. Полученные данные можно считать 
достаточно надёжными, поскольку использованные 
методы диагностики убедительны для исключения 
тяжёлого ФП [15]. Суммарно (до начала наблюде-
ния и в его процессе) естественный клиренс вируса 
отмечен у 19,5% [13,8–26,4%]) детей. Его частота 
была сопоставима с международными показателя-

ми [22, 23]. Распределение генотипов в структуре 
ВГС в МО также было аналогичным ранее опубли-
кованным данным, существенно преобладал субтип 
G1b, хотя G3 встречался достаточно часто [6, 7, 11]. 
Внепечёночные проявления в МО, как и повсемест-
но [23], были диагностированы редко. 

При относительно лёгком течении ВГС-ин-
фекции в педиатрической популяции необходимо 
отметить весомый социальный аспект проблемы. 
Четверть наблюдавшихся были опекаемыми/усы-
новлёнными или остались без попечения роди-
телей, треть родилась от матерей с коинфекцией 
(ВИЧ/туберкулёз/сифилис), 15,4% имели значимую 
коморбидность (онкологические болезни, болез-
ни эндокринной системы и обмена веществ, в том 
числе генетически обусловленные, врождённые 
пороки развития, врождённую цитомегаловирусню 
инфекцию, туберкулёз). Кроме того, ВГС-инфекция 
связывается со стигмой в педиатрии [4]. 

Поэтому вопрос адекватного выявления ВГС и 
раннего начала лечения приобретает не только меди-
цинское, но и важное социальное значение. В настоя
щее время лечение ВГС-инфекции рекомендовано 
вне зависимости от активности цитолиза гепатоци-
тов. Однако на местном уровне рекомендации по 
универсальному лечению подростков с инфекцией 
ВГС отстают3. Только в 20 из 122 стран, поддержи-
вающих национальную политику в отношении лече-
ния ВГС пангенотипными схемами ПППД, уделено 
внимание подросткам [25]. Пангенотипные схемы 
ПВТ недавно были лицензированы в России [11].  
По опубликованным данным, в США только 1,6% 
детей с подтверждённым ХГС получали лечение 
[25]. До недавнего времени около 30–40% европей-
ских детей имеют доступ к лечению [4]. 

Охват лечением подлежащей когорты (71,2%) 
в МО за пятилетний период позволил вдвое снизить 
распространённость ВГС-инфекции среди подрост-
ков МО в сравнении с детьми другого возраста. 

Сильной стороной работы является её суще-
ственное медико-социальное практическое значе-
ние для МО, поскольку она направлена на решение 
актуальнейших задач по обеспечению доступности 
медицинской помощи и достижение перспектив-
ной цели — элиминации ВГС среди детей в МО.  
В целом на репрезентативной выборке установлены 
основные характеристики инфекции ВГС у детей и 
подростков. Значительно улучшилось качество ока-
зания медицинской помощи детям с ВГС. 

Выводы 
1. В рамках КМП МО детям с ВГС-инфекцией

охват тестированием составил 93,7%, а лечением в 

3	 WHO. Guidelines for the care and treatment of persons diagnosed 
with chronic hepatitis C virus infection. Geneva; 2018. 
URL: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK531733
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подлежащей когорте (подростки старше 12 лет) — 
71,2%, что выше опубликованных международных 
показателей.

2. Распространённость серопозитивности к
ВГС в педиатрической популяции МО оценивает-
ся как не менее 0,113 на 1000 детей, установленной 
ХГС — не менее 0,059. Доминировали с убываю-
щей частотой субтипы G1b (43,4% [33,5–53,8%]), 
G3a (23,2% [15,3–32,8%]) и G3a/3b (20,2% [12,8–
29,5%]).

3. Заболеваемость ХГС-инфекцией на 100
тыс. детей соответствующего возраста в МО на 
01.06.2022 составляет 3,3 у детей младше 3 лет;  
7,0 — у детей 3–6 лет; 7,7 — у детей 7–11 лет, 4,4  — 
у подростков старше 12 лет. 

3. Виремическая ВГС подтверждена у
90,2% [84,6–94,3%] обследованных, в том числе 
ХГВС-инфекция — у 53,4% [45,0–61,6%], хрони-
ческая болезнь печени, вызванная ВГС, — у 35,8% 
[28,1–44,1%], в подавляющем большинстве с низ-
кой степенью активности и редкими последствиями 
при инфицировании доминирующими генотипами 
(ФП по шкале METAVIR F1 и F1–2 — у 17,2% [9,8–
28,5%]). Не установлено существенных клинико- 
эпидемиологических отличий между естественным 
течением ХГС-инфекции и болезни печени.

4. Частота естественного клиренса ВГС (в мо-
мент обращения или при динамическом наблюде-
нии) составила 19,5% [13,8–26,4%]. 

5. Внепечёночные проявления ВГС-инфекции
диагностированы с частотой 2,9% [0,9–6,5%]. 

6. Предварительные данные свидетельствуют о
возможности снижения распространения ХГС-ин-
фекции за счёт высокого охвата лечением (71,2%). 
Несмотря на преобладание подростков в когорте 
инфицированных (41,7% [34,3–49,4%]), распро-
странённость виремической ВГС в этом возрасте в 
2021–2022 гг. (0,0435‰) была существенно ниже, 
чем среди детей 3–6 или 7–11 лет (0,070–0,077‰ 
соответственно), что было обусловлено применени-
ем ПВТ.

7. Бремя педиатрической ВГС-инфекции в МО
утяжелено значительной долей социально уязви-
мых и коморбидных пациентов. 

8. Основной путь передачи ВГС — вертикаль-
ный (у 78,3% [71,4–84,2%] пациентов), предполага-
емое заражение при медицинских инвазивных про-
цедурах — у 7,4% [4,0–12,4%], при употреблении 
наркотических средств — у 0,6% [0,01–3,10%], при 
контакте в семейном очаге ВГС — у 0,6% [0,01–
3,10%].

9. Новые случаи ВГС-инфекции выявлялись
чаще всего при рутинном обследовании перед го-
спитализацией или при обследовании детей с пери-
натальным контактом по ВГС. 

10. Резервом для оптимального выявления но-
вых случаев ВГС-инфекции следует рассматривать 

мероприятия, направленные на укрепление преем-
ственности между медицинскими организациями 
и раннее лечение женщин детородного возраста. 
Необходимы дополнительные исследования, чтобы 
оценить эффективность рутинного тестирования 
всех социально уязвимых групп детей. 
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Компетентность комаров Culex pipiens f. molestus как 
переносчиков вируса Западного Нила при различных 
температурных условиях 
Молчанова Е.В. , Лучинин Д.Н., Мачнева А.Ю., Герасимова А.Д., 
Несговорова А.В., Бородай Н.В., Плеханова Н.Г., Батурин А.А. 

Волгоградский научно-исследовательский противочумный институт, Волгоград, Россия

Аннотация
Введение. Комары Culex pipiens являются одним из компетентных видов переносчиков вируса Западного 
Нила (ВЗН). Culex pipiens f. molestus (Cх. р. f. molestus) — синантропная, автогенная, широко распростра-
нённая форма вида, способная питаться на широком круге хозяев, в том числе на человеке. Температура 
среды обитания насекомых влияет на потенциал вирусофорности, чем определяет их компетентность как 
переносчиков возбудителя лихорадки Западного Нила (ЛЗН). 
Цель — экспериментальное изучение влияния температуры среды обитания личинок на компетентность 
комаров Cх. p. f. molestus как переносчиков ВЗН.
Материалы и методы. В работе использовали штамм ВЗН (WNV_Volg601/18 2 генотипа) и лабораторную 
культуру комаров Cх. p. f. molestus. Концентрацию вирусного изолята определяли методом бляшкообра-
зования с помощью культуры клеток Vero. Заражение насекомых проводили перорально на личиночной 
стадии с последующей инкубацией на протяжении всего цикла при 20, 22 или 28ºC. Через 72 ч после выле-
та всех имаго из куколок комаров обездвиживали на холоде, определяли пол, выделяли у самок слюнные 
железы, исследовали их на наличие ВЗН и определяли его титр. 
Результаты. В результате исследования установлено, что ВЗН в титре, достаточном для передачи патоге-
на при кровососании, был обнаружен в слюнных железах насекомых, развивающихся при температуре 22 
и 28ºC, при этом его концентрация повышалась с увеличением температуры среды. В слюнных железах 
самок насекомых, развивающихся при температуре 20ºC, вирус не выявлен. 
Заключение. Температура среды обитания является одним из ключевых факторов, ограничивающих ре-
пликацию и концентрацию ВЗН в слюнных железах комаров Cх. p. f. molestus.

Ключевые слова: вирус Западного Нила, Culex pipiens, С6/36, компетентность
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Annotation
Introduction. The Culex pipiens mosquito is one of the proven vectors of the West Nile virus (WNV). Culex pipi-
ens f. molestus (Cx. p. f. molestus) is a synanthropic, autogenous, widespread form of the species that can feed 
on a broad range of hosts, including humans. The temperature of the habitat of insects affects the potential for 
virus transmission, which determines the likelihood of them carrying the pathogen of West Nile fever.
The goal is an experimental study of the temperature of the habitat of larvae on the competence of mosquitoes 
Cx. p. f. molestus as carriers of WNV.
Materials and methods. We used a strain of the WNV (WNV_Volg601/18  genotype 2) and a laboratory culture 
of mosquitoes Cx. p. f. molestus. The concentration of the virus was detected by plaque formation using Vero 
cells. Insects were infected orally at the larval stage, with subsequent incubation at 20, 22 or 28ºC. 72 hours after 
the emergence of all adults from the pupae, the mosquitoes were immobilized by cold, the sex of imago was 
determined, the salivary glands were isolated from the females, and the presence of WNV in glandes and its titer 
were detected.
Results. The titer of WNV sufficient to transmit the pathogen through the insect biting was observed in the 
salivary glands of insects kept at a temperature of 22 and 28ºC, with the virus titer rising with the temperature 
increasing. No virus was detected in the salivary glands of female insects kept at a temperature of 20ºC.
Conclusion. Thus, it appears that the habitat temperature is an important factor limiting the replication and con-
tent of WNV in the salivary glands of Cx. p. f. molestus.
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человеке, синантропная форма при условии вирусо-
форности позволяет поддерживать передачу пато-
гена в ряду поколений, что ведёт к формированию 
очага лихорадки Западного Нила (ЛЗН), активного 
в течение всего года. 

При исследованиях, проведённых в Волгоград-
ской области в 2012 г., комары Cх. p. f. molestus были 
обнаружены как в открытых городских биотопах, 
так и в окрестностях Волгограда: на их долю при-
шлось 19,4 и 34,2% вида Cx. pipiens соответственно. 
Широкое распространение формы molestus может 
привести к ухудшению эпидемиологической ситуа
ции в регионе, поскольку самки указанной формы 
обладают значительно более высоким уровнем ан-
тропофилии, чем самки pipiens [9].

Целью данной работы было изучение влияния 
температуры среды обитания личинок на компе-
тентность комаров Cх. p. f. molestus как переносчи-
ков ВЗН. 

Материалы и методы

Комары

Лабораторная культура комаров Cх. p. f. mole
stus была получена из Института медицинской па-
разитологии, тропических и трансмиссивных забо-
леваний им. Е.И. Марциновского. 

Имаго комаров содержали в вольерах (0,5 × 
0,5 × 0,5 м), обтянутых сеткой, личинок — в эмали-
рованных кюветах с отстоянной водой. Взрослых 
особей кормили 6% раствором глюкозы, личинок — 

Введение
Вид комаров Culex pipiens (Diptera, Culicidae) 

состоит из 2 морфологически идентичных биотипов: 
pipiens (Linnaeus, 1758) и molestus (Forskål, 1775), 
различающихся по физиологии и поведению [1]. 

В Европе Culex pipiens f. molestus (Cх. p. f. mo
lestus) впервые появился в 1920-х гг. Приспособлен-
ность Cх. p. f. molestus к существованию в условиях 
городского жилища привела к расширению ареала 
его обитания на север. В 1960-х гг. комары засели-
ли города европейского Севера. С 1980-х гг. нача-
лось проникновение этих насекомых в Сибирь и 
на Дальний Восток [2]. Наличие Cх. p. f. molestus 
отмечено практически во всех населённых пунктах 
России умеренной зоны [3]. Широкое распростра-
нение данного вида обусловлено его высокой эко-
логической пластичностью, способностью личинок 
развиваться в разнообразных естественных и искус-
ственных водоёмах, выдерживать высокую степень 
загрязнения воды, а имаго — питаться на широком 
круге хозяев [4]. 

Комары Cx.  pipiens — один из основных ви-
дов — переносчиков вируса Западного Нила (ВЗН)  
[5, 6]. Несколько исследований определили век-
торную компетенцию этого вида для ВЗН [7, 8]. 
Температура среды обитания насекомых влияет на 
потенциал их вирусофорности, чем определяет их 
компетентность как переносчиков. 

В связи с тем, что Cх. p. f. molestus часто встре-
чается в подвалах городских построек, способен 
питаться на широком круге хозяев, в том числе на 
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измельчённым кормом для котов («Kitekat», «Mars 
Inc.»). Насекомых содержали при 20–22ºC с циклом 
день : ночь 12 : 12 ч и относительной влажности 60%. 

Вирус
В экспериментах использовали штамм ВЗН 

Volg_601/18 2 генотипа, выделенный из комаров 
Cх. modestus Fic., отловленных на территории Вол-
гоградской области (штамм депонирован в государ-
ственной коллекции возбудителей вирусных инфек-
ций и риккетсиозов ФБУН ГНЦ ВБ «Вектор» Ро-
спотребнадзора под номером V-959; полногеномная 
последовательность в GenBank: MN619800). 

Клеточные культуры
Клеточную культуру C6/36, полученную из 

Института общей генетики им. Н.И. Вавилова РАН, 
культивировали в среде С-46 при 25ºС и атмосфер-
ном воздухе.

Клеточную культуру Vero выращивали в сре-
де DMEM («БиолоТ») с добавлением 10% эмбри-
ональной телячьей сыворотки («Sigma-Aldrich»),  
1% L-глутамина («Gibco») и 1% антибиотика/анти-
микотика («Sigma-Aldrich») при 37ºС, 5,5% СО2 и 
70% влажности. 

Концентрацию вирусного изолята определяли 
методом бляшкообразования (количество бляшко-
образующих единиц (БОЕ) на 1 мл) с использова-
нием линии клеток Vero.

Заражение комаров ВЗН 
Все манипуляции проводили в помещениях 

лаборатории, соответствующих уровню биологиче-
ской безопасности BSL-31. 

По 100 экземпляров личинок комаров 4-й ста-
дии вносили в 3 флакона, содержащих по 50 мл 
культуральной среды с клетками С6/36, заражён-
ными ВЗН в титре 1 × 103 БОЕ/мл (погрешность ± 
0,09 × 103 БОЕ/мл). Флаконы помещали в индиви-
дуальные эксикаторы, которые затягивали марлей 
вместо крышки и ставили в термостаты на весь 
последующий цикл превращения и вылета имаго 
при температуре 20, 22 или 28ºC и относительной 
влажности 60%. В течение 1 нед наблюдали за оку-
кливанием и выходом имаго. 

Через 72 ч после вылета всех имаго из куколок 
эксикаторы из термостатов помещали в холодиль-
ник (4ºC) на 6–8 ч, обездвиженных холодом насеко-
мых собирали, определяли их пол.

Определение компетентности комаров 
как переносчиков ВЗН 

Для определения наличия ВЗН и его титра у 
самок комаров выделяли слюнные железы, поме-

1	 СанПиН 3.3686-21 «Санитарно-эпидемиологические требо-
вания по профилактике инфекционных болезней».

щали их в стерильную пластиковую пробирку, ре-
суспендировали в 100 мкл ледяной культуральной 
среды DMEM («БиолоТ») с добавлением 2% эмбри-
ональной телячьей сыворотки («Sigma-Aldrich»), 
1% L-глутамина («Gibco») и 1% антибиотика/ан-
тимикотика («Sigma-Aldrich»). Аликвоты образцов 
десятикратно титровали до концентрации 1 × 10–5 и 
заражали ими монослой клеток линии Vero в 96-лу-
ночном планшете («Хеликон»). Культуральные 
планшеты инкубировали при 37ºС, 5,5% СО2 и 70% 
влажности в течение 14 дней. Культуральную среду 
из лунок, где наблюдался апоптоз клеток, исследо-
вали на наличие РНК ВЗН методом ОТ-ПЦР.

Идентификация вируса
Окончательное подтверждение наличия РНК 

ВЗН в культуральной среде клеток линии Vero, за-
ражённых материалом слюнных желёз комаров, 
осуществляли методом ОТ-ПЦР согласно прилагае
мой к набору «АмплиСенс WNV-FL» инструкции.

Статистический анализ
Статистическую обработку данных проводи-

ли в программе «Microsoft Excel 2010». Вычисляли 
средние арифметические значения, ошибки сред-
них величин и доверительные интервалы. Данные 
представлены в виде M ± m при уровне значимости 
р ≤ 0,05.

Результаты 
Известно, что продолжительность цикла раз-

вития Cх. pipiens составляет до 1 мес. После вы-
хода из яйца личинка питается бактериями, одно-
клеточными организмами, личинками других ко-
маров посредством фильтрации воды и проходит  
4 стадии метаморфоза. В стадии куколки насеко-
мое не питается, живёт в среднем около 2–5 дней и 
превращается в имаго. Продолжительность цикла 
развития комаров находится в прямой связи с тем-
пературой окружающей среды и при её повыше-
нии сокращается. В наших исследованиях период 
развития Cх. p. f. molestus от яйца до имаго при их 
инкубации в условиях температуры атмосферного 
воздуха 20, 22 или 28ºC составил 28, 26 и 21 день 
соответственно. 

Для изучения влияния температуры среды оби-
тания на компетентность комаров Cх. p. f. molestus 
как переносчиков ВЗН насекомых заражали пер
орально на 4-й личиночной стадии с последующей 
инкубацией при 20, 22 или 28ºC атмосферного воз-
духа и анализом концентрации патогена в слюнных 
железах сформировавшихся взрослых самок. 

Личинок комаров помещали в культураль-
ную среду с клетками С6/36, заражёнными ВЗН 
Volg_601/18 в титре 1 × 103 БОЕ/мл (погрешность 
± 0,09  ×  103 БОЕ/мл). Предполагалось, что благо-
даря своим особенностям личинки будут питаться 
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инфицированными клетками, что и обусловит их 
пероральное заражение вирусом. 

В результате работы обнаружено, что количе-
ство образовавшихся самок в каждой группе было 
статистически одинаковым, не зависело от тем-
пературы их содержания и равнялось 40 (20ºC),  
44 (22ºC) и 42 (28ºC) экземплярам. В слюнных же-
лезах у насекомых, развивающихся при 20ºC, вирус 
не был обнаружен, при 22ºC ВЗН был выявлен у 7 са-
мок, при 28ºC — у 19. Частота заражения ВЗН соста-
вила 0% при 20ºC, 15,9% при 22ºC и 45,2% при 28ºC. 

Из всех комаров Cх. p. f. molestus, в которых 
был обнаружен вирус, его концентрацию можно бы-
ло определить только у 3 насекомых, содержащихся 
при 22ºC, и у 15, которые инкубировались при 28ºC. 
У остальных экземпляров ВЗН детектировали толь-
ко молекулярно-генетическим методом.

Средний титр ВЗН в слюнных железах 3 са-
мок, развивающихся при 22ºC, составил 1,3 × 102 
БОЕ/мл, при 28ºC — 5,0 × 104 БОЕ/мл (погрешность 
± 0,005 × 103 БОЕ/мл). 

Обсуждение 
В настоящем исследовании установлено отсут-

ствие вируса в слюнных железах у заражённых ВЗН 
комаров при их развитии при температуре воздуха 
20ºC. В образцах слюны самок насекомых, содер-
жащихся при 22ºC, вирус обнаруживался, что ука-
зывает на возможность его трансмиссивной переда-
чи. Вероятно, нижней границей температуры, при 
которой Cх. p. f. molestus становится компетентным 
переносчиком вируса, является 22ºC. Аналогичные 
результаты были представлены в работе A.J. Folly 
и соавт. по изучению условий, ограничивающих за-
ражение и системную диссеминацию вируса япон-
ского энцефалита у комаров Cx. pipiens [10]. Однако 
возможно, что при таких условиях насекомым тре-
бовался более длительный период для накопления 
ВЗН. Так, в ряде исследований показано, что при 
относительно низких температурах инкубационный 
период увеличивается до 15–22 дней в зависимости 
от конкретной комбинации вида комара и штамма 
ВЗН [11, 12]. 

Согласно данным литературы, повышение тем-
пературы среды обитания насекомых приводит к уве-
личению скорости репликации вируса, сокращению 
инкубационного периода и быстрому формированию 
высокой концентрации патогена в слюнных железах 
насекомых [13]. В нашей работе средний титр ВЗН в 
слюнных железах 3 самок, развивающихся при 28ºC, 
составил 5,0 × 104 БОЕ/мл, что говорит не только о 
пероральном заражении личинок, но и о высокой 
скорости репликации патогена, т.к. исходный титр 
заражения ВЗН культуральной среды с клетками 
С6/36 был на порядок ниже (1 × 103 БОЕ/мл).

Таким образом, температура среды обитания 
является одним из ключевых факторов, ограничива-

ющих репликацию и концентрацию ВЗН в слюнных 
железах комаров Cх. p. f. molestus.
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Влияние трипсина, лидазы и флуимуцила на рост биоплёнок 
Bordetella pertussis на абиотическом субстрате
Зайцев Е.М. , Брицина М.В., Озерецковская М.Н., Бажанова И.Г.

Научно-исследовательский институт вакцин и сывороток имени И.И. Мечникова, Москва, Россия

Аннотация 
Цель работы — изучение влияния трипсина, лидазы (гиалуронидазы) и флуимуцила (N-ацетил-L-цистеин) 
на рост биоплёнок штаммов Bordetella pertussis на абиотическом субстрате. 
Материалы и методы. В опытах использовали выделенные в России от больных коклюшем в 2001–
2010 гг. штаммы основных сероваров B. pertussis: № 178 (серовар 1.2.0), № 287 (серовар 1.0.3) и № 317 
(серовар 1.2.3), выращенных на плотной питательной среде. Интенсивность образования биоплёнок в 
жидкой питательной среде в присутствии трипсина, лидазы и флуимуцила в круглодонных полистироло-
вых 96-луночных планшетах оценивали при окрашивании 0,1% раствором генциан-фиолетового. 
Результаты. Трипсин подавлял рост биоплёнок и разрушал сформированные биоплёнки. Лидаза менее 
активно подавляла рост биоплёнок, не оказывая влияния на сформированные биоплёнки. Флуимуцил не 
влиял как на рост биоплёнок, так и на сформированные биоплёнки. При посеве надосадочных жидкостей 
из культур в присутствии препаратов, а также из лунок контроля культуры на плотную питательную среду 
был отмечен рост типичных для B. pertussis колоний.
Заключение. Различный эффект исследованных нами препаратов может быть связан с различным коли-
чественным содержанием мишеней для трипсина (протеины), лидазы (мукополисахариды, содержащие 
уроновые кислоты), флуимуцила (кислые мукополисахариды) в составе матрикса биоплёнок. Рост типич-
ных по морфологическим свойствам колоний В. pertussis при посеве надосадков культур на плотную пи-
тательную среду свидетельствует о разрушении матрикса биоплёнок трипсином и лидазой при отсутствии 
влияния на планктонные клетки.

Ключевые слова: штаммы B. pertussis, биоплёнки, трипсин, флуимуцил, лидаза, матрикс
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Effect of trypsin, lidase and fluimucil on the growth  
of Bordetella pertussis biofilms on an abiotic substrate
Evgeniy M. Zaytsev , Marina V. Britsina, Maria N. Ozeretskovskaya, Irina G. Bazhanova

I. Mechnikov Research Institute for Vaccines and Sera, Moscow, Russia

Abstract
Aim. Study the effect of trypsin, lidase (hyaluronidase) and fluimucil (N-acetyl-L-cysteine) on the growth of biofilms 
of Bordetella pertussis strains on the abiotic substrate.
Materials and methods. In the experiments, the strains of the main B. pertussis serotypes isolated in the Russian 
Federation from whooping cough patients in 2001–2010 were used: No. 178 (serotype 1.2.0), No. 287 (serotype 
1.0.3) and No. 317 (serotype 1.2.3), grown on a dense nutrient medium. The intensity of biofilm formation in a 
liquid nutrient medium in the presence of trypsin, lidase and fluimucil in round-bottomed polystyrene 96-well 
plates was estimated by staining with 0.1% gentian-violet solution.
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Введение 
Коклюш остаётся актуальной проблемой здра-

воохранения во всём мире, в том числе в странах 
с высоким уровнем вакцинации [1–3]. Одной из 
вероятных причин продолжающейся циркуляции 
возбудителя коклюша может быть формирование 
в респираторном тракте биоплёнок B. pertussis, от-
личающихся от планктонных клеток повышенной 
устойчивостью к иммунной системе хозяина, анти-
бактериальным препаратам и другим факторам [4]. 
В связи с этим важной задачей является разработка 
методов, направленных на подавление роста био-
плёнок B. pertussis и разрушение сформированных 
биоплёнок в макроорганизме [5]. Полимерный ма-
трикс является важным структурным компонен-
том биоплёнок, защищающим бактерии от повре-
ждающих факторов внешней среды [6]. Одним из 
подходов к борьбе с биоплёнками является поиск 
препаратов, способных разрушать их матрикс, что 
облегчает доступ антибактериальных препаратов к 
микробным клеткам и повышает их чувствитель-
ность к факторам иммунной системы.

Чувствительность биоплёнок B. pertussis к 
препаратам, способным разрушать компоненты ма-
трикса в респираторном тракте и на абиотических 
субстратах, пока изучена недостаточно, по данной 
проблеме имеются лишь единичные публикации. 

Цель работы — изучение влияния трипсина, 
лидазы и флуимуцила на рост биоплёнок B. pertussis 
на абиотическом субстрате.

Материалы и методы
В работе использовали выделенные в России 

от больных коклюшем в 2001–2010 гг. штаммы  
№ 178 (серовар 1.2.0), № 287 (серовар 1.0.3) и штамм 
№ 317 (серовар 1.2.3). В опытах использовали трип-
син кристаллический (ООО «Самсон-Мед»), лида-
зу (гиалуронидаза; АО «НПО «Микроген»), флуи-
муцил (N-ацетил-L-цистеин; «Zambon»). Контроль 
морфологических, серологических и культураль-

ных свойств штаммов проводили в соответствии с 
Методическими указаниями [7]. 

В качестве инокулята для получения биоплё-
нок использовали ночные культуры штаммов, вы-
ращенных на плотной питательной среде «Бордете-
лагар» (Питательная среда для культивирования и 
выделения коклюшного микроба сухая; ГНЦ при-
кладной микробиологии и биотехнологии»). Для 
образования биоплёнок бактерии культивировали 
в 96-луночных пластиковых планшетах («Медпо-
лимер») в жидкой синтетической питательной сре-
де в соответствии с ранее описанным методом [8]. 
Культуры штаммов в жидкой синтетической пита-
тельной среде в концентрации 10 МОЕ (10 млрд 
микробных клеток/мл) в объёме 100 мкл вносили 
в лунки планшетов. После этого в лунки вносили 
по 100 мкл раствора ферментных препаратов и вы-
держивали планшеты в термостате при 37ºС в те-
чение 24 ч. Трипсин использовали в концентрациях 
100, 10 и 1 мкг/мл, лидазу — 160, 80 и 40 МЕ/мл, 
флуимуцил — 1000, 100 и 10 мкг/мл. Для изучения 
влияния препаратов на сформированные биоплён-
ки в лунки планшетов вносили по 100 мкл культур 
штаммов при концентрации микробных клеток  
10 МОЕ и 100 мкл питательной среды. Планшеты 
выдерживали в термостате при 37ºС в течение 24 ч, 
после чего промывали лунки планшетов питатель-
ной средой, добавляли в лунки по 0,2 мл раствора 
препаратов в разных дозах в жидкой питательной 
среде и инкубировали планшеты в течение 2 ч при 
37ºС. После культивирования бактерий из лунок 
планшетов осторожно отбирали надосадочную 
жидкость в объёме 0,1 мл и высевали на косяки с 
плотной питательной средой («Бордетелагар»), ко-
торые инкубировали в термостате при 37ºС в тече-
ние 2 сут. Интенсивность образования биоплёнок 
в планшетах оценивали окрашиванием 0,1% рас-
твором генцианвиолета по показателям оптической 
плотности (ОП) окрашенного растворителя по от-
ношению к негативному контролю (ОПК = 0,047), 

Results. Trypsin suppressed the growth of biofilms and destroyed the formed biofilms. Lidase suppressed the 
growth of biofilms less actively, without affecting the formed biofilms. Fluimucil did not affect both the growth of 
biofilms and the formed biofilms. The growth of colonies typical for B. pertussis was noted when planting fluids 
from cultures in the presence of preparations, as well as from culture control wells on a dense nutrient medium.
Conclusion. The different effect of the drugs studied by us may be related to the different quantitative 
content of targets for trypsin (proteins), lidase (mucopolysaccharides, containing uronic acids), fluimucil (acid 
mucopolysaccharides) in the biofilm matrix. The growth of the typical morphological properties of the colony of 
B. pertussis during the sowing of culture seedlings on a dense nutrient medium testifies to the destruction of the
biofilm matrix by trypsin and lidase in the absence of influence on plankton cells.

Keywords: B. pertussis strains, biofilms, trypsin, fluimucil, lidase, matrix
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как плотные (ОП ≥ 0,188), умеренные (0,094 ≤ ОП  
< 0,188), слабые (0,070 ≤ ОП < 0,094), отсутствие 
биоплёнок (0,047 < ОП < 0,070). Результаты оцени-
вали по значениям доз ферментов, которые опреде-
ляли как наибольшие их разведения, подавляющие 
рост биоплёночных культур по сравнению с контро-
лем (слабые биоплёнки или их отсутствие, а также 
умеренные биоплёнки, по значениям ОП стати-
стически достоверно отличающиеся от контроля). 
Формирование плотных и умеренных биоплёнок в 
присутствии ферментов рассматривали как устой-
чивость к ферментам. Для достоверного обсчёта 
результатов использовали 5 лунок на один опытный 
образец и рассчитывали среднюю величину ОП 
опытного образца и удвоенную ошибку. Сравнения 
проводили по t-критерию Стьюдента [9].

Результаты 
Контрольные культуры всех исследованных 

штаммов в данной серии опытов формировали уме-
ренные биоплёнки. Все исследованные штаммы 
при формировании биоплёнок проявляли чувстви-
тельность к трипсину и лидазе (табл. 1, 2). Трипсин 

в концентрации 100 мкг/мл полностью подавлял 
рост биоплёнок, а в концентрации 10 мкг/мл так-
же полностью подавлял рост биоплёнок или значи-
тельно снижал интенсивность их образования (сла-
бые биоплёнки). При концентрации трипсина 1 мкг/
мл отмечен умеренный рост биоплёнок, однако по 
интенсивности образования данные биоплёнки ста-
тистически достоверно отличались от биоплёнок, 
полученных в контроле (культуры без добавления 
трипсина). Добавление трипсина к сформирован-
ным биоплёнкам приводило к их деструкции. При 
концентрации трипсина 100 мкг/мл отмечено отсут-
ствие биоплёнок. Биоплёнки регистрировались как 
слабые у всех 3 штаммов при концентрации трип-
сина в дозе 10 мкг/мл. При концентрации трипси-
на 1 мкг/мл все штаммы образовывали умеренные 
биоплёнки. При этом отмечена статистически до-
стоверная разница по сравнению с контролем.

Лидаза также подавляла образование биоплё-
нок всех штаммов. При концентрации 160 МЕ/
мл формировались слабые биоплёнки, а при кон-
центрации 80 МЕ/мл формировались слабые или 
умеренные биоплёнки, статистически достоверно 

Таблица 1. Влияние препаратов на формирование биоплёнок штаммами B. pertussis
Table 1. Effect of drugs on biofilm formation by B. pertussis strains

Дозы препаратов
Doses of drugs

Значения ОП/интенсивность биоплёнок | Optical density values/biofilm intensity

штаммы (серовар) | strains (serovar)

№ 317 (1.2.3) № 287 (1.0.3) № 178 (1.2.0)

Контроль культуры | Culture control 0,181 ± 0,007
умеренная | medium

0,160 ± 0,002
умеренная | medium

0,154 ± 0,001
умеренная | medium

Трипсин, мкг/мл | Trypsin, µg/ml

100 0,045 ± 0,005*
нет | no

0,041 ± 0,002*
нет | no

0,041 ± 0,002*
нет | no

10 0,061 ± 0,015*
слабая | weak

0,054 ± 0,001*
нет | no

0,071 ± 0,001*
слабая | weak

1 0,113 ± 0,007*
умеренная | medium

0,111 ± 0,001*
умеренная | medium

0,095 ± 0,002*
умеренная | medium

Лидаза, МЕ/мл | Lidaza, IU/ml

160 0,084 ± 0,008*
слабая | weak

0,084 ± 0,004*
слабая | weak

0,079 ± 0,002*
слабая | weak

80 0,087 ± 0,006*
слабая | weak

0,096 ± 0,002*
умеренная | medium

0,081 ± 0,004*
слабая | weak

40 0,101 ± 0,007*
умеренная | medium

0,115 ± 0,005*
умеренная | medium

0,110 ± 0,002*
умеренная | medium

Флуимуцил, мкг/мл | Fluimucil, µg/ml

1000 0,157 ± 0,006
умеренная | medium

0,158 ± 0,003 
умеренная | medium

0,153 ± 0,005 
умеренная | medium

100 0,174 ± 0,008 
умеренная | medium

0,159 ± 0,005 
умеренная | medium

0,154 ± 0,007 
умеренная | medium

10 0,172 ± 0,009 
умеренная | medium

0,158 ± 0,007 
умеренная | medium

0,152 ± 0,003 
умеренная | medium

Примечание. Здесь и в табл. 2: * — подавление роста биоплёнок (различия между опытными образцами и контролем статистически 
достоверны (р < 0,05).
Note. Here and in the Table 2:  ⃰  — suppression of biofilm growth (differences between experimental samples and control are statistically 
significant (p < 0.05).
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отличавшиеся от контроля (культуры без добав-
ления лидазы). При концентрации 40 МЕ/мл все 
штаммы формировали умеренные биоплёнки. При 
этом отмечена статистически достоверная разница 
по сравнению с контролем. При добавлении лида-
зы в дозах 160, 80 и 40 МЕ/мл к сформированным 
биоплёнкам не выявлено статистически значимой 
разницы в образовании биоплёнок по сравнению с 
контролем.

Флуимуцил не оказывал влияния как на фор-
мирование биоплёнок всеми штаммами, так и на 
уже сформированные биоплёнки. При добавлении 
флуимуцила в концентрациях 1000, 100 и 10 мкг/мл 
формировались умеренные биоплёнки, как в кон-
трольных культурах.

При посеве надосадочных жидкостей из куль-
тур в присутствии препаратов, а также из лунок 
с контролем культуры на плотную питательную 
среду был отмечен рост типичных для B. pertussis 
мелких колоний размером 0,5–1,0 мм, выпуклых, 
круглых, с ровными краями, серого цвета, блестя-
щих. Исследование морфологических свойств ми-
кробных клеток показало, что они представляют 
собой неподвижные, грамотрицательные, овоидной 
формы мелкие палочки, располагающиеся в мазках 
отдельно или парами.

Обсуждение
Экзополимерный матрикс является важным 

структурным компонентом биоплёнок, защищаю-
щим бактерии от повреждающих факторов внешней 
среды, в том числе иммунной системы, антибиоти-
ков [10]. Матрикс бактериальных биоплёнок вклю-
чает экзополисахаридный компонент, липополиса-
хариды, протеины, нуклеиновые кислоты, лектины 
и минералы. Различные виды бактерий и различные 
штаммы внутри одного и того же вида продуцируют 
различные типы матричных полимеров с различным 
химическим составом и физическим свойствам. 
Разрушая внеклеточный полимерный матрикс био-
плёнок, можно добиться их повреждения, а также 
повысить эффективность антибиотиков. Каждый 
компонент матрикса может служить мишенью для 
веществ, способных вызывать их разрушение [11, 
12]. Одним из подходов к разрушению биоплёнок 
является ферментативный гидролиз их матрикса. 
К ферментам, разрушающим матрикс биоплёнки, 
относятся протеазы, дезоксирибонуклеазы, а так-
же гликозил-гидролазы, катализирующие гидролиз 
гликозидных связей в молекулах углеводов. Так, ис-
пользование ДНКазы предотвращало образование 
биоплёнок представителями рода Staphylococcus и 
Enterococcus in vitro [13]. Показано, что обработка 

Таблица 2. Влияние препаратов на сформированные биоплёнки штаммов B. pertussis
Table 2. The effect of drugs on the formed biofilms of B. pertussis strains

Дозы препаратов | Doses of drugs

Значения ОП/интенсивность биоплёнок | Optical density values/biofilm intensity

Штаммы (серовар) | Strains (serovar)

№ 317 (1.2.3)  № 287 (1.0.3) № 178 (1.2.0)

Контроль культуры | Culture control 0,178 ± 0,010 
умеренная | medium

0,158 ± 0,003 
умеренная | medium

0,155 ± 0,002 
умеренная | medium

Трипсин, мкг/мл | Trypsin, µg/ml

100 0,070 ± 0,006*
слабая | weak

0,041 ± 0,002*
нет | no

0,039 ± 0,001*
нет | no

10 0,078 ± 0,016*
слабая | weak

0,086 ± 0,007*
слабая | weak

0,079 ± 0,007*
слабая | weak

1 0,110 ± 0,014* 
умеренная | medium

0,120 ± 0,005* 
умеренная | medium

0,115 ± 0,009* 
умеренная | medium

Лидаза, МЕ/мл | Lidaza, IU/ml

160 0,161 ± 0,016 
умеренная | medium

0,157 ± 0,001 
умеренная | medium

0,142 ± 0,015 
умеренная | medium

80 0,181 ± 0,008 
умеренная | medium

0,159 ± 0,007 
умеренная | medium

0,135 ± 0,013 
умеренная | medium

40 0,179 ± 0,015 
умеренная | medium

0,156 ± 0,005 
умеренная | medium

0,145 ± 0,010 
умеренная | medium

Флуимуцил, мкг/мл | Fluimucil, µg/ml

1000 0,191 ± 0,014 
умеренная | medium

0,157 ± 0,007 
умеренная | medium

0,152 ± 0,003 
умеренная | medium

100 0,181 ± 0,015 
умеренная | medium

0,159 ± 0,010 
умеренная | medium

0,156 ± 0,007 
умеренная | medium

10 0,179 ± 0,016 
умеренная | medium

0,157 ± 0,003 
умеренная | medium

0,154 ± 0,005 
умеренная | medium
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биоплёнок Pseudomonas aeruginosa in vivo и ex vivo 
гликозил-гидролазой приводила к разрушению ма-
трикса и переходу микробных клеток в планктон-
ное состояние, что сопровождалось повышением их 
чувствительности к антибиотикам [11, 14]. Протео
литические ферменты, катализирующие гидролиз 
белков, давно применяются при лечении пациентов 
с длительно незаживающими ранами и ожогами, 
в частности, в составе коммерческих препаратов 
«Трипсин», «Химотрипсин», «Лидаза», «Колла-
лизин» и др. Недавно была показана возможность 
использования протеолитических ферментов для 
борьбы с бактериальными биоплёнками на поверх-
ности ран, тканей, медицинских изделий [15].

Нами исследована чувствительность биоплё-
нок основных сероваров (1.0.3, 1.2.0 и 1.2.3) све-
жевыделенных штаммов коклюшного микроба к 
двум ферментным препаратам (трипсину, лидазе) и 
флуимуцилу. Использованные нами препараты от-
личались по влиянию на биоплёнки. Наибольшую 
активность проявлял трипсин, подавлявший рост 
биоплёнок и разрушавший сформированные био-
плёнки. Лидаза менее активно подавляла рост био-
плёнок, не оказывая влияния на сформированные 
биоплёнки. Флуимуцил не влиял на рост биоплёнок 
и на сформированные биоплёнки. 

По отношению ко всем штаммам выявлена 
зависимость интенсивности роста биоплёнок от 
разведения концентрации препаратов. Снижение 
концентрации трипсина и лидазы сопровождалось 
усилением роста биоплёнок. 

В целом мы не обнаружили существенных раз-
личий между исследованными штаммами B. per­
tussis основных сероваров по чувствительности к 
трипсину, лидазе и флуимуцилу.

Различный эффект исследованных нами пре-
паратов можно объяснить механизмом их действия 
на матрикс биоплёнок В. pertussis, основными ком-
понентами которого являются протеины, полиса-
харидный полимер, липополисахарид и экстрацел-
люлярная ДНК [6]. Трипсин представляет собой 
эндогенный протеолитический фермент, разрыва-
ющий пептидные связи в молекуле белка, а также 
расщепляющий высокомолекулярные продукты 
распада белков и некоторые низкомолекулярные 
пептиды. Таким образом, подавление роста био-
плёнок B. pertussis и разрушение сформированных 
биоплёнок трипсином можно объяснить протеоли-
зом белков матрикса, что привело к его деграда-
ции. Лидаза (гиалуронидаза) расщепляет основной 
компонент межуточного вещества соединительной 
ткани — мукополисахарид, в состав которого вхо-
дят ацетилглюкозамин и глюкуроновая кислота. 
Гиалуроновая кислота является одним из основных 
компонентов внеклеточного матрикса, содержится 
во многих биологических жидкостях (слюне, си-
новиальной жидкости и др.), а также продуциру-

ется некоторыми бактериями. Наличие уроновых 
кислот также выявлено в составе полисахаридного 
полимера биоплёнок B. pertussis [16]. Присутствие 
уроновых кислот в матриксе бактерий может играть 
важную роль в вирулентности, способствуя стабили-
зации гликозидных связей с помощью карбоновой 
кислоты и придавая биоплёночным бактериям бо-
лее высокую устойчивость к кислотному гидролизу. 
Также важно отметить, что продукция экзополиме-
ров, содержащая уроновые кислоты, бактериями, ко-
лонизирующими дыхательный и кишечный тракты, 
может способствовать их агрегированию и адгезии к 
клеткам респираторного тракта. Таким образом, эф-
фект лидазы на биоплёнки можно объяснить расще-
плением мукополисахаридов, содержащих уроновые 
кислоты, что приводило к разрушению матрикса. 

Флуимуцил (N-ацетил-L-цистеин) широко ис-
пользуется в качестве муколитического агента для 
лечения заболеваний бронхолёгочной системы. Дей-
ствие флуимуцила обусловлено его способностью 
разрывать дисульфидные связи кислых мукополи-
сахаридов. Препарат обладает способностью умень-
шать адгезию некоторых возбудителей к слизистым 
оболочкам, а также оказывает прямое разрушающее 
воздействие на внеклеточный матрикс, что позволя-
ет рассматривать его в качестве терапии инфекций, 
связанных с образованием биоплёнок. В частности, 
показана способность флуимуцила подавлять обра-
зование биоплёнок Pseudomonas aeruginosa и Vibrio 
cholerae [17]. Отсутствие влияния флуимуцила на 
биоплёнки B. pertussis может указывать на различия 
в содержании кислых мукополисахаридов в составе 
матрикса биоплёнок разных микроорганизмов. Рост 
типичных по морфологическим свойствам колоний 
В. pertussis при посеве надосадков биоплёночных 
культур на плотную питательную среду свидетель-
ствует о разрушении матрикса биоплёнок трипси-
ном и лидазой и отсутствии влияния на планктонные 
клетки. Разрушение матрикса вызывает дисперсию 
бактерий, т.е. переход в состояние, близкое к план-
ктонному фенотипу, что делает их более восприим-
чивыми к факторам иммунной системы и антибак-
териальным препаратам. Однако в настоящее время 
иммунобиологические свойства диспергированных 
из биоплёнок клеток изучены недостаточно. Потен-
циально они способны к диссеминации, реколониза-
ции, бактериемии и септицемии. В связи с этим важ-
ное значение имеет изучение комбинированного дей-
ствия препаратов, разрушающих матрикс биоплёнок,  
с антибактериальными препаратами [14]. 

Полученные нами результаты открывают перс
пективы для изучения влияния ферментных препа-
ратов на рост биоплёнок B. pertussis на эксперимен
тальных животных, в том числе в сочетании с 
антибактериальными препаратами, для разработки 
эффективных препаратов для лечения коклюшной 
инфекции.

https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%92%D0%BD%D0%B5%D0%BA%D0%BB%D0%B5%D1%82%D0%BE%D1%87%D0%BD%D1%8B%D0%B9_%D0%BC%D0%B0%D1%82%D1%80%D0%B8%D0%BA%D1%81
https://ru.wikipedia.org/w/index.php?title=%D0%91%D0%B8%D0%BE%D0%BB%D0%BE%D0%B3%D0%B8%D1%87%D0%B5%D1%81%D0%BA%D0%B8%D0%B5_%D0%B6%D0%B8%D0%B4%D0%BA%D0%BE%D1%81%D1%82%D0%B8&action=edit&redlink=1
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%A1%D0%BB%D1%8E%D0%BD%D0%B0
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%A1%D0%B8%D0%BD%D0%BE%D0%B2%D0%B8%D0%B0%D0%BB%D1%8C%D0%BD%D0%B0%D1%8F_%D0%B6%D0%B8%D0%B4%D0%BA%D0%BE%D1%81%D1%82%D1%8C
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%A1%D0%B8%D0%BD%D0%BE%D0%B2%D0%B8%D0%B0%D0%BB%D1%8C%D0%BD%D0%B0%D1%8F_%D0%B6%D0%B8%D0%B4%D0%BA%D0%BE%D1%81%D1%82%D1%8C
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Модифицированая питательная среда для выделения 
и идентификации неферментирующих бактерий
Алешукина А.В. , Голошва Е.В.

Ростовский НИИ микробиологии и паразитологии Роспотребнадзора, Ростов-на-Дону, Россия

Аннотация
Введение. Актуальность данного исследования обусловлена необходимостью лабораторного мониторин-
га за циркуляцией неферментирующих грамотрицательных бактерий (НГОБ), имеющих высокую этиоло-
гическую значимость в возникновении инфекций, связанных с оказанием медицинской помощи, а также 
трудоёмкостью дифференциации данных бактерий на простых питательных средах от представителей 
энтеробактерий и отдельных представителей НГОБ. 
Целью данного исследования явилось конструирование дифференциально-диагностической среды, со-
держащей отечественные ингредиенты. 
Материалы и методы. Определяли эффективность роста тест-штаммов на сопоставляемых питатель-
ных средах, их культуральные и морфологические признаки.
Результаты. Предлагаемая модифицированная питательная среда позволяет по цвету колоний и харак-
теру роста как отличать тест-штаммы НГОБ от тест-штаммов других бактерий (грамотрицательных энтеро-
бактерий, стафилококков), так и различать их между собой, что даёт возможность применять предлагае-
мую модифицированную питательную среду для дифференциации неферментирующих бактерий от фер-
ментирующих и одновременно первичной дифференциации разных представителей неферментирующих 
бактерий по изменению цвета среды и цвету колоний.

Ключевые слова: грамотрицательные неферментирующие бактерии, дифференциально-диагности-
ческие среды, внутрибольничные инфекции, индикатор, тест-штаммы
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Modified nutrient medium for isolation and identification 
of non-fermenting bacteria
Anna V. Alеshukina , Elena V. Goloshva

Rostov Research Institute of Microbiology and Parasitology, Rostov-on-Don, Russia

Abstract
The relevance of this study is due to the need for laboratory monitoring of the circulation of gram-negative non-
fermenting bacteria that have a high etiological significance in the occurrence of nosocomial infections, as well 
as the complexity of differentiating these bacteria on simple nutrient media from representatives of enterobacteria 
and between individual representatives of gram-negative non-fermenting bacteria.
The purpose of this study was to design a differential diagnostic medium containing domestic ingredients.
Materials and methods. The growth efficiency of test strains on comparable nutrient media, their cultural and 
morphological characteristics were determined.
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Results. The modified culture medium makes it possible to distinguish test strains of gram-negative non-fermenting 
bacteria from test strains of other bacteria (gram-negative enterobacteria, Staphylococcus), and between these 
strains by the color of the colonies and growth patterns. This feature gives the opportunity to apply modified 
medium for the differentiation of non-fermentative bacteria from fermenting ones and, simultaneously, for the 
primary differentiation of different representatives of non-fermenting bacteria by changing the color of the medium 
and different color of colonies.

Keywords: gram-negative non-fermenting bacteria, differential diagnostic media, nosocomial infections, indicator, 
test strains
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сухая» также с добавлением цетримида и налидик-
совой кислоты [6].

Для выделения и идентификации НГОБ ис-
пользуют также дифференциально-диагностиче-
ские среды нового поколения — флюорогенные и 
хромогенные, позволяющие идентифицировать раз-
личные микроорганизмы непосредственно в про-
цессе культивирования на питательных средах на 
этапе первичного посева. Принцип действия ука-
занных сред основан на выявлении высокоспеци
фичных ферментов у искомых микроорганизмов.  
В состав этих сред входит хромогенный суб-
страт — вещество, при расщеплении которого фер-
ментами, специфичными для определённого вида 
микроорганизмов, образуются окрашенные и/или 
флюоресцирующие продукты. В результате коло-
нии искомых микроорганизмов и/или среда окра-
шиваются в определённый цвет или приобретают 
способность к флюоресценции при ультрафиоле-
товом облучении. HiFluoro Pseudomonas Agar Base 
(«HiMedia Laboratories Pvt. Ltd.») предназначена 
для селективного выделения и идентификации бак-
терий P. aeruginosa из клинического и другого ма-
териала  флюоресцентным методом. Хромогенная  
питательная среда BD Cepacia Medium («Becton 
Dickinson») применяется для выделения нефермен-
тирующих бактерий Burkholderia сepacia из клини-
ческих образцов.

Таким образом, известные питательные среды 
зарубежного производства, предназначенные для 
выделения отдельных видов НГОБ, не обеспечи-
вают возможности одновременного выделения и 
идентификации нескольких видов НГОБ, особенно 
при проведении широкомасштабного эпидемиоло-
гического мониторинга за ассоциациями штаммов 
НГОБ, циркулирующими внутри стационаров, к то-
му же являются дорогостоящими. 

Запатентована отечественная дифференциаль-
но-диагностическая среда для выделения НГОБ 
(SU 1351975А1), которая содержит селективный 
агент  — 2,3,5-трифенил-тетразолий хлористый, 
индикатор (бромтимоловый синий) и позволяет 

Введение
Неферментирующие грамотрицательные бак-

терии (НГОБ) являются одними из основных воз-
будителей внутрибольничных инфекций. Частота 
возникновения обусловленных НГОБ внутриболь-
ничных инфекций достигает 15% от всех инфекций, 
связанных с оказанием медицинской помощи, аэроб
ными и факультативно-аэробными грамотрицатель-
ными бактериями. При этом их видовой состав в 
последние годы существенно расширился [1–5].

Выделение штаммов НГОБ на простых пита-
тельных средах типа мясопептонного или кровяно-
го агара осложнено, поскольку в этих средах силь-
нее разрастаются культуры Staphylococcus и других 
сопутствующих бактерий, маскирующих присут-
ствие НГОБ. При этом идентификация НГОБ на 
указанных средах также затруднена в связи с малой 
ферментативной активностью данных штаммов и 
относительной близостью их морфологических и 
культуральных признаков.

Трудности, возникающие в лабораторной прак-
тике при выделении и дифференциации НГОБ из 
образцов клинического материала, стимулировали 
разработку различных дифференциально-диагно-
стических сред для выделения НГОБ. 

В современной бактериологической практике 
для выделения штаммов НГОБ из клинических об-
разцов используется широкий спектр питательных 
сред отечественного и зарубежного производства. 
Например, для выделения штаммов Pseudomonas 
aeruginosa из клинических образцов и для диффе-
ренцирования их от других псевдомонад на основа-
нии формирования пигмента пиоцианина использу-
ют BD Pseudomonas Isolation Agar (агар для выделе-
ния псевдомонад). Зарубежные фирмы предлагают 
для селективного выделения P. aeruginosa среды 
с цетримидом. Поскольку питательная среда с це-
тримидом обладает низкой аналитической чувстви-
тельностью (возможен рост клебсиелл и серраций), 
ряд фирм добавляют в среду налидиксовую кислоту. 
Известна отечественная коммерческая «селектив-
ная питательная среда для выделения псевдомонад, 
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выделить НГОБ из клинического материала и диф-
ференцировать их от ферментирующих сахара эн-
теробактерий и протеев [7]. Данная среда, являясь 
хромогенной, обеспечивает окраску группы НГОБ в 
бордовый цвет, ферментирующих — в жёлтый, Pro­
teus mirabilis формирует колонии чёрного цвета. Од-
нако указанная среда не обеспечивает дифференци-
ацию между отдельными представителями НГОБ. 

Целью работы явилось конструирование диф-
ференциально-диагностической среды, содержа-
щей отечественные ингредиенты, позволяющей 
проводить дифференциацию НГОБ от ферментиру-
ющих бактерий и одновременно первичную диффе-
ренциацию разных представителей НГОБ по изме-
нению цвета среды и/или колоний бактерий. 

Материалы и методы
Состав и способ приготовления предложенной 

модифицированной питательной среды для выде-
ления и идентификации НГОБ (МодСИ — Моди-
фицированная Среда с Индикатором) защищены 
патентом на изобретение № 2715329 от 26.02.2020. 
Среда (рН 7,5 ± 0,1) содержит отечественные ингре-
диенты и имеет следующий состав:

• питательный бульон сухой — 20,0;
• экстракт кормовых дрожжей для микробио-

логических питательных сред — 1,0;
• Д-глюкоза — 1,0;
• Д-галактоза — 20,0;
• натрия хлорид — 5,0;
• натрий серноватисто-кислый (тиосульфат на-

трия) — 0,3;
• натрий углекислый — 0,5;
• натрий сернистокислый — 0,5;
• феноловый красный — 0,05;
• бромтимоловый синий — 0,05;
• кальций углекислый — 5,0;
• агар микробиологический — 11,0 ± 2,0;
• дистиллированная вода — до 1 л.
Эффективность роста тест-штаммов бактерий

(НГОБ, грамотрицательных энтеробактерий, ста-
филококков) на предложенной среде МодСИ оцени-
вали в сравнении с дифференциально-диагностиче-
ской средой для выделения НГОБ (SU 1351975А1), 
питательной средой Эндо и желточно-солевым ага-
ром (ЖСА).

В работе были использованы следующие 
тест-штаммы бактерий: НГОБ — Pseudomonas 
aeruginosa № 453, Burkholderia cepacia № В-7518, 
Stenotrophomonas maltophilia № В-7520; грамот
рицательные энтеробактерии — Escherichia coli 
М-17, Proteus vulgaris № 869, Proteus mirabilis  
№ 878, Klebsiella pneumoniae № 63, Salmonella 
enterica typhimurium № 67, Salmonella enterica 
еnteritidis № 2269, Salmonella enterica Dublin  
№ 1976; грамположительные кокки — S. aureus  
№ 209-р, S. epidermidis № 136. Указанные тест-штам-

мы выращивали на скошенном мясопептонном ага-
ре 24 ч при 37ºС, выросшие колонии смывали сте-
рильным изотоническим раствором 0,85% NaCl, 
готовили взвесь бактерий по оптическому стан-
дарту мутности 10 МЕ и титровали до содержания 
1000  кл/мл. Полученную взвесь культур (0,1 мл) 
высевали, равномерно распределяя шпателем Дри-
гальского, параллельно на среду МодСИ, диффе-
ренциально-диагностическую среду для выделения 
НГОБ (SU 1351975А1), питательные среды Эндо и 
ЖСА. Посевы инкубировали 24 ч при 37ºС. Опреде-
ляли эффективность роста тест-штаммов на сопо-
ставляемых питательных средах, их культуральные 
и морфологические признаки.

Результаты
Поставленная цель была достигнута введе-

нием в состав питательной среды двухкомпонент-
ной индикаторной системы (феноловый красный +  
бромтимоловый синий), обеспечивающей диффе-
ренциацию НГОБ от ферментирующих бактерий 
и одновременно первичную дифференциацию раз-
ных представителей НГОБ по изменению цвета 
колоний и характеру роста. Добавление карбоната 
кальция предотвращает чрезмерное закисление сре-
ды продуктами жизнедеятельности бактерий. Среда 
содержит отечественные ингредиенты.

В ходе решения этой задачи был проведён под-
бор количества индикаторов для МодСИ. Индика-
тор феноловый красный и бромтимоловый синий 
добавляли в среду МодСИ по 0,025 или 0,05 мл/л. 
При добавлении в состав среды МодСИ индикато-
ров по 0,025 мл/л колонии исследуемых тест-штам-
мов (P. aeruginosa, B. cepacia, S. maltophilia) не от-
личались друг от друга по цвету (серые колонии). 
В то же время при добавлении в среду индикаторов 
в количестве 0,05 мл/л зафиксирована различная 
окраска колоний тестируемых штаммов: колонии 
P. aeruginosa окрашивались в чёрно-фиолетовый с
металлическим блеском цвет, B. cepacia — в белые
флюоресцирующие колонии, S. maltophilia — в се-
рые. Размеры колоний в обоих случаях составляли
1,5–2,0 мм, количество колониеобразующих клеток
(КОЕ) на 1 мл также было практически одинако-
вым, что свидетельствовало о том, что добавление в
среду индикаторов не приводило к угнетению роста
исследуемых тест-штаммов.

Следующей задачей нашей работы было срав-
нение эффективности роста тест-штаммов бактерий 
(НГОБ, грамотрицательных энтеробактерий, ста-
филококков) на МодСИ и аналоговой дифференци-
ально-диагностической среде для выделения НГОБ 
(SU 1351975), питательной среде Эндо и ЖСА.  
В соответствии с патентом на изобретение  
№ 2715329 от 26.02.2020 эффективность роста 
тест-штаммов бактерий на предлагаемой среде 
МодСИ в сравнении с дифференциально-диагно-
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стической средой по SU 1351975, питательной сре-
дой Эндо и ЖСА рассчитывалась по количеству 
выросших КОЕ и проценту высеваемости на чаш-
ках со средой, исходя из количества микробных тел  
в 1 мл микробной взвеси.

Эффективность роста НГОБ на среде МодСИ 
составила 91–97 КОЕ/мл (91–97%), что сопоста-
вимо с результатами роста на дифференциаль-
но-диагностической среде по SU 1351975А1 —  
91–100 КОЕ/мл (91–100%).

Установлена достаточно высокая эффектив-
ность роста на среде МодСИ грамотрицательных 
энтеробактерий — 90–98 КОЕ/мл (90–98%) и ста-
филококков — 90–92 КОЕ/мл (90–92%), соответст
вующая показателям роста данных бактерий на сре-
де Эндо для грамотрицательных энтеробактерий и 
ЖСА для стафилококков. Эти данные могут позво-
лить использовать среду МодСИ для выращивания 
широкого спектра микроорганизмов.

Далее были изучены дифференциальные свой-
ства среды МодСИ в сравнении с контрольными пи-
тательными средами для НГОБ (SU 1351975А1), эн-
теробактерий (среда Эндо) и стафилококков (ЖСА). 
Указанные выше штаммы были засеяны на испыту-
емые питательные среды, выросшие колонии были 
учтены на следующие сутки. Фиксировался харак-
тер роста тест-штаммов на данных средах. 

Так, на питательной среде сравнения по SU 
1351975А1 рост тест-штаммов НГОБ (Pseudomonas 
aeruginosa № 453, Burkholderia cepacia № В-7518, 
Stenotrophomonas maltophilia № В-7520) был одно-
типным: все культуры давали зелёные с бордовым 
центром колонии диаметром 1,5–2,0 мм. На сре-
де Эндо B. cepacia и S. maltophilia были неразли-
чимы — бледно-розовые, 1,5–2,0 мм диаметром.  
P. aeruginosa на среде Эндо давала розовые колонии
с ажурным краем, до 4 мм в диаметре. В отличие от
сред сравнения, на среде МодСИ все 3 тест-штамма
НГОБ давали отличающиеся друг от друга колонии:
P. aeruginosa — чёрно-фиолетовые с металлическим
блеском, 1,5–2,0 мм, B. cepacia — нежные белые
флюоресцирующие, 1,5–2,0 мм, S. maltophilia —
серые, 1,5–2,0 мм. Таким образом, на предложенной
среде МодСИ можно уже при первичном учёте диф-
ференцировать колонии тест-штаммов НГОБ.

При изучении дифференцирующих свойств 
среды МодСИ в отношении грамотрицатель-
ных энтеробактерий средой сравнения выступа-
ла среда Эндо, на которой колонии тест-штам-
мов Escherichia coli М-17, Proteus vulgaris № 869, 
Proteus mirabilis № 878, Klebsiella pneumoniae № 63 
выглядели типично согласно общепринятым опи-
саниям: E.  coli  — малиновые колонии с металли-
ческим блеском, до 4,0  мм в диаметре, P. vulgaris 
и P. mirabilis — бледно-розовые полупрозрачные с 
«роением», от 4 мм и более, K. pneumoniae — ро-
зовые слизистые, 2–4 мм. На среде МодСИ E. coli 

давали ярко-жёлтые, 1,5–2,0  мм в диаметре коло-
нии; P. vulgaris — розово-фиолетовые, до чёрного, 
с «роением», 2,0–5,0 мм; P. mirabilis — сиреневые 
с «роением», 1,5–4,0 мм; K. pneumoniae — розо-
во-жёлтые, слизистые, 2,0–3,0 мм в диаметре.

Колонии тест-штаммов сальмонелл (Salmonella 
enterica typhimurium № 67, Salmonella enterica ente­
ritidis № 2269, Salmonella enterica Dublin № 1976) на 
среде Эндо выглядели однотипно и были неотличи-
мы друг от друга — бледно-розовые, прозрачные, 
1,5–2,0 мм в диаметре. На среде МодСИ данные 
штаммы формировали различные типы колоний: 
Salmonella enterica typhimurium № 67 — розовые 
с металлическим блеском, 1,5–2,0 мм колонии; 
Salmonella enterica enteritidis № 2269 — жёлтые, 
1,5–2,0 мм; Salmonella enterica Dublin № 1976 — 
жёлто-розовые, 1,5–2,0 мм.

Таким образом, все испытуемые штаммы эн-
теробактерий на разработанной нами среде МодСИ 
демонстрировали различный тип колоний, что по-
зволяло дифференцировать их друг от друга и от 
НГОБ.

Золотистые и эпидермальные стафилококки 
(S. aureus № 209-р, S. epidermidis № 136) на пред-
ставленной среде давали, соответственно, жёлтые и 
белые колонии, 0,5–1,0 мм в диаметре и были явно 
отличимы от колоний н НГОБ и энтеробактерий.

Совместное культивирование смесей тест-
штаммов на среде МодСИ показало, что все изучен
ные штаммы высевались на чашках в количествах, 
соответствующих посевной дозе, колонии сохраня-
ли морфологические признаки, описанные выше.

Обсуждение
Таким образом, на среде МодСИ тест-штаммы 

НГОБ (P. aeruginosa, B. cepacia, S. maltophilia) от-
личались по цвету колоний и характеру роста как 
от тест-штаммов других бактерий (грамотрицатель-
ных энтеробактерий, стафилококков), так и между 
собой. 

Из полученных результатов следует, что эф-
фективность роста микроорганизмов, взятых в ка-
честве тест-штаммов, на среде МодСИ высока и 
составляет в сравнении со средой Эндо 96–100%, 
с дифференциально-диагностической средой для 
выделения НГОБ (SU 1351975А1) — 97–100%, со 
средой ЖСА — 100%, что свидетельствует о воз-
можности использования МодСИ для выращивания 
широкого спектра микроорганизмов.

Заключение
При оценке дифференцирующих свойств 

среды МодСИ для выделения и идентификации 
НГОБ установлено, что предлагаемая среда по-
зволяет по цвету колоний и характеру роста отли-
чить тест-штаммы НГОБ (P. aeruginosa, B. cepacia, 
S. maltophilia) как от тест-штаммов других бактерий
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(грамотрицательных энтеробактерий, стафилокок-
ков), так и между собой, что даёт возможность при-
менять разработанную модифицированную пита-
тельную среду для дифференциации НГОБ от фер-
ментирующих бактерий и одновременно первичной 
дифференциации разных представителей НГОБ по 
изменению цвета среды и различному цвету коло-
ний в лабораторной практике, в том числе при эпи-
демиологическом мониторинге за ассоциациями 
штаммов НГОБ, циркулирующих в стационаре.
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Сравнительное изучение биологических свойств мутантов 
вируса гриппа А, полученных с помощью сайт-специфического 
мутагенеза, и варианта живой гриппозной реассортантной 
вакцины
Черепович Б.С.1, Ртищев А.А.1, Акопова И.И.1, Борисова О.В.1, Кост В.Ю.2, 
Кутузова Н.М.3, Маркушин С.Г.1

1Научно-исследовательский институт вакцин и сывороток им. И.И. Мечникова, Москва, Россия; 
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Аннотация
Цель исследования — сравнительное изучение биологических свойств сайт-специфических мутантов ви-
руса гриппа А и гриппозной реассортантной вакцины.
Материалы и методы. Для изучения генетической стабильности сайт-специфических мутантов штамма 
А/WSN/33 вируса гриппа А была использована методика температурного стресс-теста, который проводи-
ли в культуре клеток Madin–Darby Canine Kidney (MDCK). Иммуногенность изучали путём интраназальной 
иммунизации мышей исследуемыми вирусами. Титр антител определяли с помощью реакции торможения 
гемагглютинации и иммуноферментного анализа. Способность вирусов индуцировать интерферон 1-го 
типа в клетках A549 выявляли методом полимеразной цепной реакции в реальном времени. 
Результаты. Исследована генетическая стабильность сайт-специфических мутантов штамма А/WSN/33 
(H1N1) с разным количеством чувствительных к температуре (temperature-sensitive — ts) мутаций в генах, 
кодирующих белки полимеразного комплекса, при помощи стресс-теста в культуре клеток MDCK. Показа-
но, что мутанты U2 и M26, имеющие, соответственно, 3 и 5 ts-мутаций в генах, кодирующих полимеразные 
белки, обладают высокой генетической стабильностью. Проведено сравнительное изучение способности 
мутантов U2 и M26, а также холодоадаптированного (ха)  реассортанта индуцировать гуморальный имму-
нитет при интраназальной иммунизации мышей. Обнаружено, что мутанты способствуют более высокой 
выработке сывороточных антител, чем ха-реассортант. Изучена способность мутантов U2 и M26, а также 
ха-реассортанта индуцировать экспрессию интерферонов 1-го типа (α-1, α-2, α-4 и интерферон-β) в куль-
туре клеток А549. Показано, что мутанты в большей степени повышают уровень интерферонов 1-го типа 
по сравнению с ха-реассортантом. 
Заключение. Сайт-специфические мутанты вируса гриппа А, имеющие в полимеразных генах 3 и 5 ts-му-
таций, показывают высокий уровень генетической стабильности. Они обладают высокой иммуногенно-
стью и индуцируют более высокий уровень интерферона 1-го типа по сравнению с ха-реассортантом. 
Это позволяет рассматривать сайт-специфические мутанты U2 и M26 в качестве кандидатов в живые 
гриппозные вакцины. 

Ключевые слова: вирус гриппа, сайт-специфические мутанты, генетическая стабильность, иммуно-
генность, интерфероногенность, живые гриппозные вакцины
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Comparative study of the biological properties of influenza А 
virus mutants obtained by site-specific mutagenesis  
and the live influenza reassortant vaccine variant
Bogdan S. Cherepovich1, Artem A. Rtishchev1, Irina I. Akopova1, Olga V. Borisova1, 
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Abstract
The aim of study was to carry out comparative investigation of biological properties of site-specific mutants of 
Influenza A virus and variant of live cold-adapted (CA) influenza reassortant vaccine.
Materials and methods. The genetic stability of site-specific mutants (SSM) of the A/WSN/33 (H1N1) strain 
with ts (temperature sensitive)-mutations in polymerase genes was studied using a stress-test in Madin–Darby 
Canine Kidney (MDCK) culture. A comparative study of immunogenicity of U2 and M26 mutants with the high 
genetic stability and the CA-reassortant with similar surface proteins was carried out. The increase in the antibody 
titer was investigated using enzyme-linked immunosorbent assay and the reaction of delayed hemagglutination. 
Ability of the studied viruses to induce type 1 interferon in A549 cells was determined using real-time polymerase 
chain reaction (real-time PCR).
Results. It was shown that U2 and M26 mutants, which have 3 ts-mutations or more in polymerase genes have 
high genetic stability. It was found that U2 and M26 mutants induced a higher antibody titers than the CA reas-
sortant in mice following the intranasal immunization. The ability of site-specific mutants and CA reassortant to 
induce type 1 interferon was also investigated. Mutants U2 and M26 increased the level of interferon to a greater 
extent than the CA-reassortant.
Conclusion. The data obtained indicate that SSM U2 and M26 with 3 ts-mutations or more in the genome have 
a significant level of genetic stability. Mutants U2 and M26 have a higher immunogenicity and a higher ability 
to induce interferon in comparison with the CA reassortant. These facts allow us to conclude that SSM of the 
influenza virus with a set of mutations in polymerase genes can be considered as promising candidates for live 
influenza vaccines. 

Keywords: site-specific mutants, influenza virus, genetic stability, immunogenicity, CA-reassortant, interferono
genicity, live influenza vaccines
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ции дрейфовыми вариантами вируса гриппа. Клас-
сические живые гриппозные вакцины представля-
ют собой реассортанты, имеющие гены, кодирую-
щие «внутренние» белки от ха-штаммов — доноров 
аттенуации А/Ленинград/134/17/57 (Н2N2), А/Энн 
Арбор/6/60 (Н2N2), A/Краснодар/101/35/59 (Н2N2), 
и гены, кодирующие поверхностные гликопротеины 
от антигенно-актуальных эпидемических штаммов 

Ввeдение
Накопленный к настоящему времени опыт 

применения холодоадаптированной (ха) живой 
гриппозной вакцины в России и США продемон-
стрировал высокую эффективность этого препарата 
при массовой вакцинации против гриппа, особенно 
детей. В отличие от инактивированных гриппозных 
вакцин, живая вакцина способна защитить от инфек-
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вируса гриппа. В последнее время значительный 
интерес среди исследователей вызывает генно-ин-
женерный подход к получению живых гриппозных 
вакцин, предполагающий прямое включение зара-
нее известных и охарактеризованных чувствитель-
ных к температуре (temperature-sensitive — ts) му-
таций, присутствующих в геноме штаммов-доноров 
аттенуации, которые в дальнейшем клонируются в 
геном вирулентного штамма вируса гриппа. Дан-
ные литературы свидетельствуют о том, что ис-
пользование технологии сайт-специфического му-
тагенеза может значительно продвинуть разработку 
живых гриппозных вакцин как в медицине, так и в 
ветеринарии [1–12]. В НИИВС им. И.И. Мечнико-
ва была получена большая панель сайт-специфи-
ческих мутантов (ССМ) вируса гриппа серотипа 
Н1N1 с использованием мультиплазмидной систе-
мы на базе плазмид pHW2000, содержащих гены 
штамма A/WSN/33 (H1N1). Исследование ts- и att 
(attenuated)-фенотипа полученных мутантов пока-
зало их высокий аттенуационный потенциал. 

Цель работы — сравнительное изучение 
свойств двух ССМ — U2 и M26, имеющих ts-
мутации в генах, кодирующих белки полимераз-
ного комплекса, и ха-реассортанта, полученного 
по классической технологии и имеющего 6 генов, 
кодирующих «внутренние» белки от ха-донора ат-
тенуации А/Краснодар/101/35/59 (Н2N2), и 2 гена, 
кодирующих поверхностные белки НА и NA от ви-
рулентного штамма А/WSN/33 (H1N1).

Материалы и методы 

Вирусы

Вирулентный штамм А/WSN/33 (H1N1) по-
лучен из Государственной коллекции вирусов при 
НИИ вирусологии им. Д.И. Ивановского. При из-
учении генетической стабильности использовали 
группу ССМ, полученных с помощью мультиплаз-
мидной системы на базе плазмид pHW2000, содер-
жащих гены штамма А/WSN/33(H1N1), предостав-
ленной доктором Р. Вебстером (Мемфис, США). 
Для исследований использовали ССМ U2 и M26, а 
также ха-реассортант между штаммами А/WSN/33 
(H1N1) и А/Краснодар/101/35/59 (Н2N2). ССМ U2 
имел 3 ts-мутации в гене РВ2, полученные из гено-
ма ха-штаммов-доноров А/Энн Арбор/6/60, А/Ле-
нинград/134/17/57 и А/Краснодар/101/35/59. ССМ 
M26 имел 3 ts-мутации в гене РВ1, полученные от 
штамма А/Энн Арбор/6/60, 1 ts-мутацию в гене РВ2 
от штамма А/Краснодар/101/35/549 и 1 ts-мутацию 
в гене РА (аминокислотные замены и их позиции 
указаны в табл. 1).

Клеточные культуры
В работе использовали перевиваемую культу-

ру эпителиальных клеток почек собаки Madin–Dar-

by Canine Kidney (MDCK) и культуру клеток аде-
нокарциномы лёгкого человека А549. Все исполь-
зованные в работе вирусы и ССМ поддерживали 
путём пассажей в 9–11-дневных куриных эмбрио-
нах («СГЦ Загорское ЭПХ»).

Изучение генетической стабильности  
ССМ штамма А/WSN/33

Клеточную культуру MDCK инфицировали 
исследуемыми вирусами с расчётом коэффициента 
множественности заражения, равном 0,01 средней 
эмбриональной инфекционной дозы (ЭИД50) на  
0,2 мл на одну клетку тканевой культуры, и инку-
бировали в диапазоне температур 34–39ºС. Через 
72 ч супернатанты отбирали из культуры клеток, 
где наблюдалось цитопатическое действие вируса. 
У вирусов, присутствующих в этих супернатантах, 
было исследовано изменение ts-фенотипа мето-
дом заражения куриных 10-дневных эмбрионов 
при разных температурах. Поскольку способность 
к генетическим изменениям, которые вызывали 
изменение ts-фенотипа, могла быть достаточно 
низкой, а также могла варьировать, эксперимен-
ты проводили несколько раз для каждого мутанта. 
Мутант считался генетически стабильным, если 
соотношение титров при пороговых значениях 
температур 38ºC/34ºC было не ниже 1 : 500 [1].

Таблица 1. ССМ штамма А/WSN/33 (H1N1)
Table 1. Site-specific mutants of the A/WSN/33 (H1N1)

Номер  
трансфек-

танта
Number  

of transfectant

Ген
Gene

Штамм-донор (Н2N2) 
Donor strain (H2N2)

Аминокислот-
ные замены
Amino acid 

replacement

3 РВ1 A/Krasnodar/101/35/59 I147T

4 РВ2 A/Ann Arbor/6/60
A/Krasnodar/101/35/59

N265S

М290L

21 РВ1 A/Krasnodar/101/35/59
A/WSN/33 (H1N1)

I147T

PA F658A

13 LAK-2 РВ2 A/Krasnodar/101/35/59
A/Leningrad/134/17/57

V290L
V478L

14 ААК -2 РВ2 A/Ann Arbor/6/60
A/Krasnodar/101/35/59

N265S
V290L

15 LAK-2 РВ2 A/Ann Arbor/6/60
A/Leningrad/134/17/57

N265S
V478L

16 U2 РВ2 A/Ann Arbor/6/60
A/Krasnodar/101/35/59,
A/Leningrad/134/17/57

N265S
V290L
V478L

17 M26 РВ1 A/Ann Arbor/6/60 K391E
E581G
E457D

РВ2 A/Krasnodar/101/35/59 V290L

РА A/WSN/33 (H1N1) F658A
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Иммунизация мышей

Все эксперименты проведены в соответствии 
с «Правилами проведения работ с использовани-
ем экспериментальных животных» (Приложение 
к приказу Министерства здравоохранения СССР 
от 12.08.1977 № 755) и «Европейской конвенци-
ей о защите позвоночных животных, использу-
емых для экспериментов или в иных научных це-
лях» от 18.03.1986. На проведение исследования 
получено разрешение этического комитета НИИ 
вакцин и сывороток им. И.И. Мечниковa (прото-
кол № 6 от 02.04.2018). Беспородные мыши-сам-
ки массой 10–12 г получены из питомника РАН 
«Андреевка». Иммунизацию проводили интрана-
зально под лёгким эфирным наркозом вирусами 
в инфекционном титре 105.0 ЭИД50/0,2 мл в дозе  
50 мкл на мышь, вторая иммунизация была через 
21 день после первой. Забор крови у мышей про-
изводили через 21 день после 1-й иммунизации и 
через 10 дней после 2-й иммунизации. В экспери-
менте было 4 группы животных по 12 особей. Пер-
вую группу иммунизировали мутантом U2, 2-ю — 
мутантом M26, 3-ю — ха-реассортантом, 4-ю (кон-
трольную) — физиологическим раствором. 

Иммуноферментный анализ
В работе использовали общелабораторные и хи-

мические реагенты: 3,3'-, 5,5'-тетраметилбензидин, 
компоненты буферных растворов («Sigma», «Fluka», 
«Хеликон»). Для приготовления растворов брали де-
ионизованную воду («Milli-Q System», «Millipore»). 
Для иммуноферментного анализа (ИФА) исполь-
зовали прозрачные полистироловые 96-луночные 
планшеты («Corning-Costar») с иммобилизованны-
ми препаратами вируса гриппа. В лунки планшета 
вносили по 100 мкл сывороток крови иммунизиро-
ванных мышей и мышей контрольной группы в раз-
ведении от 1  : 400 до 1  : 409 600, выдерживали на 
шейкере при 37ºС, скорости вращения 700 об/мин в 
течение 60 мин. Каждый образец анализировали в  
2 лунках. После отмывки в лунки планшета вноси-
ли по 100 мкл антител кролика к иммуноглобулинам 
мыши, конъюгированных с пероксидазой (А 9044, 
«Sigma») и повторяли этап инкубации. Затем вноси-
ли по 100 мкл 33 мМ цитратного буферного раство-
ра рН 4,0, содержащего 0,01% перекиси водорода и 
0,5 мМ 3,3'-, 5,5'-тетраметилбензидина. Через 15 мин 
реакцию останавливали добавлением 100 мкл 0,5 М 
серной кислоты, измеряли оптическую плотность в 
двухволновом режиме при основной длине волны 
450 нм и длине волны сравнения 680 нм.

Результаты выявления антител в ИФА пред-
ставляли в виде титров, которые определяли как 
последнее разведение образца, в котором ОПобразца ≥  
ОПср.К × 2, где ОПср.К — среднее арифметическое 
значение регистрируемого сигнала для образцов 
контрольной группы. 

Реакция торможения гемагглютинации

Реакцию торможения гемагглютинации (РТГА)  
проводили согласно Методическому указанию  
МУ 3.3.2.1758-03 «Методы определения показа-
телей качества иммунобиологических препаратов 
для профилактики и диагностики гриппа» (утв. 
Главным государственным санитарным врачом РФ 
28.09.2003). В качестве антигенов в РТГА использо-
вали мутант U2, мутант M26 и ха-реассортант. Для 
постановки РТГА сыворотки прогревали в течение 
30 мин при 56ºС для разрушения термолабильных 
ингибиторов. Результаты выявления антител в РТГА 
представляли в виде титров, которые определяли 
как последнее разведение образца сыворотки, при 
котором отсутствовала агглютинация эритроцитов.

Сравнительное изучение интерфероногенности 
мутантов U2, M26 и ха-реассортанта

Монослой клеток А549 инфицировали вируса-
ми с расчётом коэффициента множественности за-
ражения, равного 0,01 ЭИД50/0,2 мл на одну клетку 
тканевой культуры, и инкубировали 16 ч в СО2-ин-
кубаторе. Далее проводили выделение РНК из кле-
точной культуры при помощи набора «diaGene» 
(«Диаэм»). Для получения кДНК использовали на-
бор реактивов «MMLV RT kit» («Евроген»). Далее 
проводили полимеразную цепную реакцию в ре-
альном времени (ПЦР-РВ) с использованием прай-
меров к последовательностям генов, кодирующих 
интерфероны 1-го типа. Результаты ПЦР-РВ ана-
лизировали с помощью программного обеспечения 
«Microsoft Office Excel 2013». Уровень экспрессии, 
показывающий, во сколько раз большую экспрес-
сию имеют исследуемые образцы по сравнению с 
контрольным, неинфицированным образцом, оце-
нивали по формуле:

Нормализованная степень экспрессии = 2–∆∆CT, 
где ∆∆CT = ∆CT(инфицированный образец) –  
∆CT(неинфицированный образец); 
∆CT = CT(исследуемого гена) – CT(гена β-актин).

Процесс нормализации экспрессии исследуе-
мого гена с референсным геном компенсирует лю-
бые различия в количествах взятых на анализ об-
разцов биологического материала.

Статистический анализ
Данные, полученные в ИФА и РТГА, анали-

зировали с помощью программного обеспечения 
«Prism 9» и «GraphPad Software». Результаты для 
каждой группы экспериментальных животных вы-
ражали как среднее арифметическое титра ± стан-
дартное отклонение (σ). Критерий Манна–Уитни 
использовали для сравнения результатов, получен-
ных для разных условий эксперимента. Величина 
p < 0,05 рассматривалась как статистически зна
чимая.
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Результаты
Генетическая стабильность

Генетическая стабильность вакцинных вари-
антов вируса гриппа является важнейшим услови-
ем их безопасного использования для иммунизации 
людей. В этой связи мы исследовали генетическую 
стабильность группы полученных нами ССМ штам-
ма А/WSN/33 (H1N1), имеющих различное количе-
ство ts-мутаций в генах, кодирующих белки поли-
меразного комплекса, с помощью температурного 
стресс-теста [1]. Данный тест предварительно был 
успешно использован для изоляции ts-ревертантов 
из популяции кандидатов в живые гриппозные вак-
цины [13, 14]. Данные по генетической стабильно-
сти, полученные после заражения клеточной куль-
туры MDCK вакцинными вариантами вируса грип-
па, представлены в табл. 2. У исследуемых вирусов, 
имеющих в геноме одиночные или двойные мута-
ции, наблюдалось резкое изменение ts-фенотипа.  
В частности, после стресс-теста соотношение 
титров при пороговых значениях температур 
38ºС/34ºС наблюдалось у мутанта ААК-2 не выше 
1 : 30, у мутанта AAL-2 — не выше 1 : 10, у мутан-
та LAK-2 — не выше 1 : 3. Однако у мутантов U2 
и M26, имеющих большее количество ts-мутаций 
в геноме, не наблюдалось значительных измене-
ний ts-фенотипа. Соотношение титров при shutoff 
38ºС/34ºС сохранялось в пределах 1 : 3000–1 : 4000, 
что свидетельствует о высокой генетической ста-
бильности этих вариантов. 

Иммуногенность
Проведено сравнительное изучение способно-

сти ССМ U2 и M26, а также ха-реассортанта индуци-
ровать гуморальный иммунитет путём интраназаль-
ной иммунизации мышей исследуемыми вирусами.

На рис. 1 и рис. 2 представлены результаты, 
полученные в РТГА и ИФА. Результаты свидетель-
ствуют о том, что как после 1-й, так и после 2-й 
иммунизации ССМ способствовали более высокой 
выработке сывороточных антител, чем ха-реассо-
ртант. Наиболее отчётливо эта разница проявилась 
в результатах ИФА. По сравнению с ха-реассо-
ртантом мутант M26 показал в 4 и 8 раз больший 
титр после 1-й и 2-й иммунизаций соответственно; 
для мутанта U2 наблюдалась разница в 2 и 4 раза  
(p < 0,01).

Сравнительное изучение интерфероногенности
Исследована способность ССМ U2 и M26, а 

также ха-реассортанта индуцировать интерфероны 
1-го типа, а именно: α-1, α-2, α-4 и β в клеточной 
культуре А549. ССМ способствовали повышению 
интерферона 1-го типа в большей степени, чем 
ха-реассортант (рис. 3). Мутанты U2 и M26 инду-
цировали α-1 в 2,2 и 3,6 раза соответственно боль-
ше по сравнению с контролем. В свою очередь экс-
прессия интерферона-β показала превышение в 11,3 
и 15,4 раза над контролем для мутантов U2 и M26 
соответственно, что является наибольшим значени-
ем для группы исследуемых интерферонов. 

Обсуждение
Генетическая стабильность вакцинных вари-

антов вируса гриппа является важнейшим услови-
ем их безопасного использования для иммунизации 
населения. У мутантов U2 и M26 после проведения 
температурного стресс-теста не наблюдалось изме-
нения ts-фенотипа. Соотношение титров  при по-
роговых значениях температур 38ºC/34ºC у данных 
мутантов свидетельствует об их высокой генетиче-
ской стабильности. Как показали результаты срав-

Таблица 2. Изучение генетической стабильности ССМ штамма А/WSN/33, имеющих ts-мутации в генах, кодирующих 
белки полимеразного комплекса
Table 2. Study of the genetic stability of site-specific mutants of strain A/WSN/33 with ts-mutations in the genes encoding 
proteins of the polymerase complex

Исследуемые вирусы
Researched viruses

ts-Фенотип мутантов до проведения 
стресс-теста, lg ЭИД50/0,2 мл

ts-Рhenotype of mutants before the stress test, 
lg EID50/0,2 ml

ts-Фенотип после проведения  
стресс-теста, lg ЭИД50/0,2 мл
 ts-Рhenotype after stress test,  

lg EID50/0,2 ml

34ºС 38ºС 39ºС 34ºС 38ºС 39ºС

Исходный штамм
Original strain А/WSN/33 (H1N1)

6,5 ± 0,3 6,5 ± 0,2 6,2 ± 0,4 6,5 ± 0,4 6,5 ± 0,8 6,2 ± 0,4

AAL-2 6,5 ± 0,4 3,5 ± 0,5  < 1,0 4,5 ± 0,8 3,5 ± 0,7 1,5 ± 0,5

AAK-2 5,5 ± 0,5 3,5 ± 0,4  < 1,0 5,0 ± 0,5 3,5 ± 0,4 2,0 ± 0,4

LAK-2 6,5 ± 0,5 3,0 ± 0,3  < 1,0 5,5 ± 0,2 5,0 ± 0,5 2,5 ± 0,2

U-2 6,5 ± 0,3 2,0 ± 0,4  < 1,0 4,5 ± 0,5 1,0 ± 0,5 < 1,0

M26 6,0 ± 0,5  2,0 ± 0,4  < 1,0 6,0 ± 0,4 2,0 ± 0,3 < 1,0

Трансфектант № 3 | Transfectant No. 3 6,5 ± 0,3 3,0 ± 0,3  < 1,0 6,0 ± 0,5 5,5 ± 0,4 2,0 ± 0,4

Трансфектант № 4 | Transfectant No. 4 5,5 ± 0,6 3,0 ± 0,5  < 1,0 5,5 ± 0,5 3,5 ± 0,4 1,0 ± 0,5
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нительного изучения иммуногенности ССМ U2, 
M26 и ха-реассортанта, ССМ способствовали бо-
лее высокой выработке сывороточных антител, чем 
ха-реассортант. Интересно отметить способность 
мутанта M26 индуцировать более высокие титры 
сывороточных антител по сравнению с мутантом 
U2 в ИФА, в то же время в РТГА наблюдались оди-
наковые титры сывороточных антител для ССМ 
после 2-й иммунизации. Можно предположить, что 
мутант M26 в результате иммунизации приводит 
к синтезу большого количества дефектного белка. 
Антитела, образуемые в ответ на синтез дефектно-
го белка, теряют способность к нейтрализации в 
РТГА, однако в ИФА продолжают детектироваться. 

Сравнительное изучение интерфероногенно-
сти исследуемых вирусов показало, что ССМ U2 и 
M26 способствуют повышению уровня интерферо-
нов 1-го типа в клетках А549 в большей степени, 

чем ха-реассортант, что свидетельствует о более 
активной стимуляции мутантами клеточного им-
мунитета. Ранее мы показали высокую защитную 
эффективность данных ССМ вируса гриппа при 
гомологичном и гетерологичном контрольном за-
ражении [11]. Полученные нами данные позволяют 
сделать вывод о том, что ССМ вируса гриппа типа А  
серотипа Н1N1, обладающие соответствующим на-
бором ts-мутаций в генах, кодирующих белки по-
лимеразного комплекса, можно рассматривать как 
кандидаты в живые гриппозные вакцины.
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Диагностическое значение рецепторов TLR2 и TLR4 на 
лимфоидных клетках как маркера прогрессирования 
воспаления пародонта, ассоциированного с ключевыми 
пародонтопатогенными видами F. alocis и P. gingivalis
Царев В.Н.1 , Николаева Е.Н.1, Ипполитов Е.В.1, Царева Т.В.1, 
Подпорин М.С.1, Балмасова И.П.1,2

1Московский государственный медико-стоматологический университет им. А.И. Евдокимова, Москва, Россия; 
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Аннотация
Цель работы — оценка диагностического значения экспрессии TLR2 и TLR4 на лимфоидных клетках 
пародонта и периферической крови методом иммунофлюоресцентной микроскопии у больных хрониче-
ским пародонтитом (ХП), ассоциированным с ключевыми пародонтопатогенными видами Filifactor alocis и 
Porphyromonas gingivalis. 
Материалы и методы. В исследование были включены 150 пациентов — 88 (59%) женщин и 62 (41%) 
мужчины в возрасте 18–73 лет с ХП в фазе обострения и 32 человека без признаков ХП. Для подтвержде-
ния диагноза пародонтита использовали набор для полимеразной цепной реакции (ПЦР) «МультиДент-5» 
(выявление P. gingivalis, Prevotella intermedia, Tannerella forsythia, Treponema denticola, Aggregatibacter 
actinomycetemcomitans), а также rt-PCR — для F. alocis и P. gingivalis в содержимом пародонтального кар-
мана. Для оценки клеток, несущих маркеры CD282 и СD284, использовали смывы десневой жидкости из 
пародонтального кармана раствором Хенкса. Выделенные клетки окрашивали антителами к маркерам 
CD282 (соответствует рецептору TLR2) или СD284 (соответствует рецептору TLR4), меченными изотиоци-
анатом флуоресцеина, и фиксировали параформальдегидом для последующей иммунофлюоресцентной 
микроскопии.
Результаты. Изучена экспрессия TLR2 и TLR4 на лейкоцитах периферической крови и десневой жидкости 
у людей со здоровым пародонтом и больных ХП, ассоциированным с F. alocis и P. gingivalis. По результа-
там ПЦР частота выявления F. alocis и P. gingivalis составила 64 и 62,7% соответственно, что подтвержда-
ло их доминирование в микробной ассоциации. Установлено, что экспрессия TLR2 и TLR4 на лимфоидных 
клетках периферической крови у людей варьировала. Обсуждается возможное диагностическое значение 
этого феномена при оценке прогрессирования ХП.
Заключение. У больных ХП, ассоциированным с доминированием пародонтопатогенных видов F. alocis 
и P. gingivalis, выявлена разнонаправленная экспрессия TLR2 и TLR4 на клетках периферической крови, 
которая может иметь диагностическое значение при оценке прогрессирования заболеваний пародонта.

Ключевые слова: TLR1, TLR2, пародонт, пародонтит, F. alocis, P. gingivalis 
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Diagnostic significance of TLR2 and TLR4 receptors on lymphoid 
cells as a marker of the progression of periodontal inflammation 
associated with key periodontal pathogenic species F. alocis  
and P. gingivalis
Victor N. Tsarev1 , Elena N. Nikolaeva1, Evgeniy V. Ippolitov1, Tatyana V. Tsareva1, 
Mikhail S. Podporin1, Irina P. Balmasova1,2

1Moscow State University of Medicine and Dentistry named A.I. Evdokimov, Moscow, Russia; 
2Peoples' Friendship University of Russia, Moscow, Russia

Abstract
The aim of the work was to evaluate the diagnostic value of TLR2 and TLR4 expression on periodontal and 
peripheral blood lymphoid cells by immunofluorescence microscopy in patients with chronic periodontitis 
associated with key periodontal pathogenic species Filifactor alocis, Porphyromonas gingivalis.
Materials and methods. The study included 150 patients — 88 (59%) women and 62 (41%) men aged 18 to 
73 years with chronic periodontitis in the acute phase (CP) and 32 people without signs of chronic periodontal 
inflammation. To confirm the diagnosis of periodontitis, the Multident-5 PCR kit was used (detection of P. gingivalis, 
Prevotella intermedia, Tannerella forsythia, Treponema denticola, Aggregatibacter actinomycetemcomitans), as 
well as rt-PCR for F. alocis and P. gingivalis in the contents of the periodontal pocket (NPF GenLab, Russia). To 
evaluate cells carrying CD282 and CD284 markers, gingival fluid flushes from the periodontal pocket with Hanks' 
solution were used. The isolated cells were stained with antibodies to CD282 markers (corresponding to TLR2 
receptor) or CD284 (corresponding to TLR4 receptor) labeled with FITC, and fixed with paraformaldehyde for 
subsequent immunofluorescence microscopy.
Results. The expression of TLR2 and TLR4 on peripheral blood and gingival fluid leukocytes was studied in 
individuals with healthy periodontitis and patients with chronic periodontitis associated with F. alocis, P. gingivalis. 
According to the results of PCR, the detection rate of F. alocis and P. gingivalis was 64 and 62.7%, respectively, 
which confirmed their dominance in the microbial association. It was found that the expression of TLR2 and TLR4 
on peripheral blood lymphoid cells varied in humans. The possible diagnostic significance of this phenomenon in 
assessing the progression of chronic periodontitis is discussed.
Conclusion. In patients with chronic periodontitis associated with the dominance of periodontopathogenic spe-
cies F. alocis, P. gingivalis, the multidirectional expression of TLR2 and TLR4 on peripheral blood cells was ob-
served, which may have diagnostic significance in assessing the progression of periodontal diseases.

Keywords: TLR1, TLR2, periodontium, periodontitis, F. alocis, P. gingivalis
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взаимодействуют с консервативными патоген-ассоции-
рованными молекулярными паттернами. Установлено, 
что распознавая определённые паттерны, TLR, в частно-
сти TLR-2 и TLR-4, взаимодействуют с большинством 
пародонтопатогенных видов бактерий [2, 8–10].

В последние годы уделяется большое внимание 
TLR как факторам врождённого иммунитета. Универ-
сальность механизмов, обусловленная как широким 
представительством данных маркеров на разнообразных 

Введение
Хронический пародонтит (ХП) начинается с после-

довательной колонизации слизистой оболочки полости 
рта и дёсен пародонтопатогенными бактериями, индуци-
рующими воспалительную реакцию с привлечением фак-
торов врождённого и адаптивного иммунитета, которые, 
в свою очередь, влияют на микробную биоплёнку десны 
[1–7]. Распознавание микробов опосредуется Toll-подоб-
ными рецепторами (Тoll-like receptors — TLR), которые 
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клетках организма, так и широким спектром лигандов 
для них, определяет включение TLR в патогенетические 
звенья развития многих инфекционно-воспалительных 
заболеваний [9, 10]. Среди основных процессов следу-
ет назвать нарушения экспрессии TLR и распознавания 
лигандов, трансдукции сигналов, выработки эффектор-
ных молекул, а также полиморфизм генов TLR [5, 11]. 
Дефекты молекул, участвующих в трансдукции сигнала 
от TLR, по-видимому, лежат в основе повышенной вос-
приимчивости к инфекционным болезням [11].

В исследованиях роли TLR при заболеваниях паро-
донта, в том числе связанных с системными эффектами 
пародонтопатогенных бактерий [12, 13], показано прояв-
ление этих нарушений при атеросклерозе, инфекцион-
ных, аутоиммунных, аллергических и некоторых других 
заболеваниях [10, 14–16]. Ведущую роль в запуске си-
стемных эффектов пародонтопатогенных бактерий игра-
ет ассоциация основного возбудителя Porphyromonas 
gingivalis и нового, недавно открытого благодаря техно-
логиям метагеномного анализа и претендующего на клю-
чевую роль — Filifactor alocis [9, 17].

Значимость этих механизмов для широкой клини-
ческой практики определяет необходимость внедрения 
адекватных и надёжных методов оценки компонентов 
системы TLR, которые могут быть воспроизведены в ус-
ловиях клинической лаборатории лечебно-профилакти-
ческих учреждений. 

Целью работы являлась оценка диагностического 
значения экспрессии TLR2 и TLR4 на лимфоидных клет-
ках пародонта и периферической крови методом имму-
нофлюоресцентной микроскопии у больных ХП, ассоци-
ированным с ключевыми пародонтопатогенными видами 
F. alocis и P. gingivalis.

Материалы и методы
В исследование были включены 150 пациентов с 

ХП в фазе обострения, в том числе 88 (59%) женщин и 
62 (41%) мужчины, а также 32 человека без признаков 
ХП (условно здоровые люди). Исследование проводи-
лось при добровольном информированном согласии па-
циентов. Протокол исследования одобрен Межвузовским 
комитетом по этике (протокол № 06-17 от 15.06.2017).
Возраст обследованных составлял 18–73 года. Пациенты 
с ХП были разделены на 2 группы по пародонтальным 
критериям: 1‑я группа — ХП средней степени тяжести, 
2‑я группа — ХП тяжёлой степени с тенденцией к про-
грессированию. Пациенты 2-й группы имели рентгено-
логические признаки выраженной резорбции альвеол 
челюстных костей. 

Для подтверждения диагноза пародонтита прово-
дили мультиплексную полимеразную цепную реакцию 
(ПЦР) с использованием набора реагентов «Мульти-
Дент-5» (НПФ «ГенЛаб») для выявления P. gingivalis, 
Prevotella intermedia, Tannerella forsythia, Treponema den­
ticola, Aggregatibacter actinomycetemcomitans, а также 
ПЦР с обратной транскрипцией для F. alocis и P. gingi­
valis в содержимом пародонтального кармана.

Клетки, несущие маркеры CD282 и СD284, выяв-
ляли в смывах десневой жидкости из пародонтального 
кармана или зубодесневой борозды раствором Хенкса. 
Выделенные клетки окрашивали антителами к маркерам 
CD282 (соответствует рецептору TLR2) или СD284 (со-
ответствует рецептору TLR4), меченными FITC, и фик-
сировали параформальдегидом. Готовые препараты про-
сматривали под микроскопом «ECLIPSE 50i» («Nicon») 
при увеличении ×1000. 

Фенотип лейкоцитов периферической крови опре-
деляли с помощью метода проточной лазерной цитофлуо
риметрии [17]. Для этого к 100 мкл крови добавляли по 
10 мкл раствора антител, меченных флюоресцентны-
ми многоцветными красителями против TLR2 (TLR2 
IgG1  — FITC), CD14 — PE, CD45 — PerCP, CD19  — 
APC, CD3 — AF700 или TLR4 (TLR4 IgG1 — FITC) и 
CD14 — PE, CD45 — PerCP, CD19 — APC, CD3 — AF700. 
В пробирки с негативным контролем добавляли мыши-
ные антитела, меченные FITC (IgG1 — FITC), а также 
антитела, меченные PE, PerCP, APC и AlexaFluor 700. 
Инкубировали 30 мин в темноте при 4°С. Для удаления 
эритроцитов использовали лизирующий буфер FACSLyse 
(«BDBioscience») в объёме 2 мл в течение 10 мин при ком-
натной температуре в темноте. Затем проводили центри-
фугирование при 500g в течение 5 мин. Надосадочную 
жидкость удаляли. К осаждённым клеткам добавляли по 
2 мл фосфатно-солевого буфера. Клеточную взвесь дваж-
ды отмывали центрифугированием, после чего лейкоци-
ты ресуспендировали и добавляли 0,5 мл фиксирующего 
буфера FACS CellFix («BD Bioscience»). Полученные про-
бы исследовали на проточном цитометре «FACSCanto 2», 
определяя экспрессию TLR2 и TLR4 на основных субпо-
пуляциях CD3+-Т-лимфоцитов, CD19+-В-лимфоцитов, 
CD14+-моноцитах и CD45dim-гранулоцитах. 

Вероятность различия исследуемых показателей 
оценивали с помощью критерия t Стьюдента. Все рас-
чёты проводили с помощью пакета программ «Statistica 
7.0». 

Результаты 
Результаты молекулярно-биологического иссле-

дования, проведённого с помощью ПЦР, показали, что 
из 150 пациентов с ХП ДНК P. gingivalis выявили у 94 
(62,7%), F. alocis — у 97 (64,7%), в то время как предста-
вители других пародонтопатогенов встречались менее 
чем у 50% пациентов (табл. 1). У 11 (7,3%) пациентов 
представители данных пародонтопатогенных видов не 
обнаружены. В контрольной группе частота выявления 
пародонтопатогенных видов не превышала 8,6% для 
P. intermedia и 11,4% для F. alocis и T. forsythia. Предста-
вители A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis, T. denticola
у пациентов с интактным пародонтом не обнаружены.

Как показали параллельные исследования десне-
вой жидкости у здоровых обследуемых или экссудата 
пародонтального кармана у пациентов с ХП, проведён-
ные с помощью иммунофлюоресцентной микроскопии, 
большую часть клеток составляли лейкоциты, которые 
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экспрессировали рецепторы врождённого иммунитета 
TLR2 и TLR4 с различной интенсивностью. 

В контрольной группе частота выявления клеток, 
экспрессирующих эти маркеры, составила 12,3 ± 3,2%, 
а в группе пациентов с ХП в фазе обострения — 4,1 ± 
2,1% (p < 0,05). 

На рис. 1 в поле зрения люминесцентного микро-
скопа зафиксированы 2 клетки, экспрессирующие CD282 
(TLR2), меченные FITC. Видны ярко окрашенные ско-
пления в виде гранул. На рис. 2 в фазовом контрасте вид-
ны 4 клетки, выделенные из экссудата пародонтального 
кармана. На рис. 3 при люминисцентном микроскопиро-
вании представлены эти же 4 клетки с неярким диффуз-
ным окрашиванием CD284‑FITC (TLR4). Таким образом, 
в результате данного пилотного исследования выявлена 
и визуализирована экспрессия рецепторов врождённого 
иммунитета TLR2 и TLR4 в десневой жидкости и экссу-
дате пародонтального кармана при ХП.

К сожалению, содержание клеточных элементов 
в десневой жидкости было меньше, чем требуется для 
исследования иммунофенотипа клеток на проточном 
цитометре — 3,5–9,4 × 106 клеток/мл [17]. При выделе-

Таблица 1. Частота выявления пародонтопатогенных видов бактерий в материале из биоплёнки у больных ХП и паци-
ентов с интактным пародонтом (%)
Table 1. Frequency of detection of periodontal pathogenic bacterial species in biofilm material in patients with chronic 
periodontal disease and intact periodontium (%)

Виды пародонтопатогенных бактерий
Types of periodontopathogenic bacteria

Группа | Group

χ2пациенты с ХП
patients with chronic periodontal disease

(n = 150)

пациенты со здоровым пародонтом
patients with healthy periodontium

(n = 35)

A. actinomycetemcomitans 69* (46,0) 0 (0) 25,677

F. alocis 97* (64,7) 4 (11,4) 32,447

P. gingivalis 94* (62,7) 0 (0) 44,590

P. intermedia 72* (48,0) 3 (8,6) 18,302

T. forsythia 73* (48,7) 4 (11,4) 17,256

T. denticola 52* (34,6) 0 (0) 16,877

Нет бактерий | No germs 11* (7,3) 29 (82,9) 95,515

Примечание. *р < 0,001 по сравнению с пациентами со здоровым пародонтом.
Note. *p < 0.001 compared with the patients with healthy periodontium.

Рис. 3. Клетки десневой жидкости, экспрессирующие 
CD284.

Окраска FITC, ×1000.
Fig. 3. Gingival fluid cells expressing CD284.

FITC stain, ×1000.

Рис. 1. Клетки десневой жидкости, экспрессирующие 
CD282.

Окраска FITC, ×1000.
Fig. 1. Gingival fluid cells expressing CD282.

FITC stain, ×1000.

Рис. 2. Клетки десневой жидкости. 
Фазовый контраст, ×1000.

Fig. 2. Gingival fluid cells.
Phase contrast, ×1000.
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нии клеток из десневой жидкости обычно используют 
её смывы изотоническим раствором NaCl, которые по-
зволяют получить 5–10 × 103 клеток/мл, т.е. примерно  
в 2 раза меньше, чем требуется. Поэтому для получения 
дополнительных данных проводили исследования на 
клетках периферической крови.

В первой серии экспериментов определяли экс-
прессию TLR2 и TLR4 на лейкоцитах, выделенных из 
периферической крови пациентов с помощью осаждения 
эритроцитов на 2% желатине в фосфатно-солевом буфе-
ре, согласно стандартным методикам, применяемым для 
определения фенотипа иммунокомпетентных клеток [8].

Полученные данные позволяют утверждать, что 
экспрессия TLR2 и TLR4 на лейкоцитах периферической 
крови у разных людей независимо от группы, к которой 
они принадлежали, значительно варьировала от полного 
отсутствия до 100% экспрессии на моноцитах крови не-
которых людей. На рис. 4 и рис. 5 представлены приме-
ры определения маркеров CD14/CD282 и CD3/CD284 на 
нейтрофилах, лимфоцитах и моноцитах периферической 
крови.

Экспрессия TLR2 на моноцитах (двойное окраши-
вание CD14/CD282) и TLR4 на лимфоцитах (двойное 
окрашивание CD3/CD284) была очень низкой и не пре-
вышала 1%.

Во второй серии экспериментов клетки цельной 
крови одновременно окрашивали с помощью несколь-
ких антител против определённых популяций лейкоци-
тов, меченных различными флюоресцентными метками.  
В данной модификации иммунофенотипирования клетки 
субпопуляций не теряются, что обычно происходит при 
выделении лейкомассы из периферической крови. Тем 
не менее доля клеток, экспрессирующих CD282 (TLR2), 
также была невысокой. 

Наиболее высокий уровень экспрессии маркеров 
CD282 (TLR2) наблюдали на лимфоцитах людей со 
здоровым пародонтом (табл. 2). У пациентов 1‑й груп-
пы относительное и абсолютное содержание лимфоци-
тов, экспрессирующих CD282, было в 3 раза ниже, чем 
у представителей контрольной группы. У пациентов 
2‑й группы относительное содержание лимфоцитов, 
экспрессирующих CD282, было ниже в 4 раза, чем у 
представителей контрольной группы, а абсолютное —  
в 5,7 раза. 

Экспрессия CD282 на моноцитах периферической 
крови у пациентов 2‑й группы была в 1,4 раза выше, чем 
у людей в контрольной группе. Тем не менее у пациен-
тов 2‑й группы относительное количество моноцитов, 
экспрессирующих TLR2, было в 10 раз меньше, чем в 
контрольной группе, а абсолютное содержание — в 13,9 
раза меньше. 

На нейтрофилах экспрессия CD282 была ещё ниже. 
Так, у пациентов 1‑й группы относительное и абсолютное 
содержание было меньше, чем в контрольной группе, в 2,8 
и 3,0 раза, а у больных 2‑й группы — в 4,3 и 6,8 раза. 

Экспрессия CD284 (TLR4) на лейкоцитах перифе-
рической крови у обследованных пациентов имела такой 

Рис. 4. Экспрессия TLR2 на лейкоцитах периферической 
крови. 

Здесь и на рис. 5: а — график переднего и бокового светорассе-
яния: нейтрофилы — область, окрашенная в зелёный цвет,  
лимфоциты — участки красного цвета, моноциты — синего 

цвета; б–г — двумерный точечный график — экспрессия СD14, 
CD282  

и CD14/CD282 на клетках разных популяций лейкоцитов.
Fig. 4. TLR2 expression on peripheral blood leukocytes.
Here and in Fig. 5: a — graph of front and side light scattering: 

neutrophils — green area, lymphocytes — red area, monocytes  — 
blue area; b–d — two-dimensional dot-plot — expression of 

CD14, CD282, and CD14/CD282 on cells of different leukocyte 
populations.

Рис. 5. Экспрессия TLR4 на лейкоцитах периферической 
крови.

Fig. 5. TLR4 expression on peripheral blood leukocytes.

а / а

а / а

в / c

в / c

б / b

б / b

г / d

г / d
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Таблица 2. Экспрессия CD282 (TLR2) на лейкоцитах периферической крови
Table 2. Expression of CD282 (TLR2) on peripheral blood leukocytes

Группа | Group
Экспрессия CD282 (TLR2) | Expression of CD282 (TLR2)

лимфоциты
lymphocytes

моноциты
monocytes

нейтрофилы
neutrophils

Пациенты со здоровым пародонтом
Patients with healthy periodontium

% 1,06 ± 0,45 0,65 ± 0,11 0,34 ± 0,04

абс., 106/л | abs. 106/liter 56,24 ± 24,12 34,45 ± 5,71 18,15 ± 2,16

1-я | 1st % 0,35 ± 0,01* 0,91 ± 0,43* 0,12 ± 0,01*

абс., 106/л | abs. 106/liter 18,82 ± 0,93* 43,72 ± 5,34* 6,13 ± 0,93*

2-я | 2nd % 0,26 ± 0,05* 0,065 ± 0,028 0,08 ± 0,01*

абс., 106/л | abs. 106/liter 9,91 ± 1,91* 2,48 ± 1,12* 2,67 ± 3,05*

Примечание. *р < 0,05 по сравнению с пациентами со здоровым пародонтом.
Note. *p < 0.05 compared with the patients with healthy periodontium.

Таблица 3. Экспрессия CD284 (TLR4) на лейкоцитах периферической крови
Table 3. Expression of CD284 (TLR4) on peripheral blood leukocytes

Группа | Group
Экспрессия CD284 (TLR4) | Expression of CD284 (TLR4)

лимфоциты
lymphocytes

моноциты
monocytes

нейтрофилы
neutrophils

Пациенты со здоровым пародонтом
Patients with healthy periodontium

% 0,26 ± 0,12 0,145 ± 0,003 0,35 ± 0,05

абс., 106/л | abs. 106/liter 13,52 ± 6,50 7,63 ± 1,51 18,25 ± 3,11

1-я | 1st % 0,73 ± 0,13* 2,17 ± 0,18* 0,275 ± 0,083*

абс., 106/л | abs. 106/liter 39,06 ± 2,79* 117,02 ± 3,8* 14,79 ± 1,78

2-я | 2nd % 0,31 ± 0,11 0,09 ± 0,04* 0,21 ± 0,07*

абс., 106/л | abs. 106/liter 11,81 ± 4,19* 3,39 ± 2,67* 8,05 ± 2,67*

Примечание. *р < 0,05 по сравнению с пациентами со здоровым пародонтом.
Note. *p < 0.05 compared with the patients with healthy periodontium.

в 2,3, 17,6 и 1,9 раза соответственно. Относительное ко-
личество нейтрофилов, экспрессирующих TLR4, у паци-
ентов 1‑й группы было выше, чем у пациентов 2‑й груп-
пы, в 1,3 раза, моноцитов — в 25,5 раза, лимфоцитов —  
в 2,3 раза. Разница в абсолютном содержании также была 
выше: в 1,84, 34,5 и 3,3 раза соответственно. 

Обсуждение
В результате проведённых исследований установ-

лено, что у пациентов с ХП, ассоциированным с доми-
нированием анаэробных возбудителей P. gingivalis и  
F. alocis, основные популяции лейкоцитов перифериче-
ской крови (нейтрофилы, моноциты и лимфоциты) от-
личаются по выраженности экспрессии TLR2 и TLR4.
У людей со здоровым пародонтом самая высокая экс-
прессия TLR2 наблюдается на лимфоцитах, в меньшей
степени — на моноцитах и самая низкая — на нейтро-
филах периферической крови. У них больше всего было
выявлено нейтрофилов с TLR4, в меньшем количестве —
лимфоцитов и ещё в меньшем — моноцитов.

Напротив, у пациентов с ХП экспрессия TLR2 была 
выше на моноцитах, но ниже — на нейтрофилах и лим-
фоцитах по сравнению с контролем; экспрессия TLR4 
выше на моноцитах и лимфоцитах, но ниже на нейтро-
филах. 

же характер, хотя на лимфоцитах пациентов 1‑й группы 
этих рецепторов было в 2,8 и 2,9 раза больше, чем в кон-
трольной группе. У пациентов 2‑й группы относитель-
ное содержание CD284+-лимфоцитов было выше, чем у 
людей со здоровым пародонтом, только в 1,2 раза, а абсо-
лютное количество — в 1,14 раза ниже (табл. 3). 

На моноцитах самая высокая экспрессия CD284 бы-
ла также у пациентов 1‑й группы с ХП средней степени 
тяжести — в 15 раз больше, чем у пациентов контроль-
ной группы. Самая низкая экспрессия — у пациентов 2‑й 
группы с ХП тяжёлой степени и признаками резорбции 
челюстных костей — относительное количество в 1,7 раза  
меньше, а абсолютное — в 2,3 раза меньше, чем у пред-
ставителей контрольной группы. 

На нейтрофилах самая высокая экспрессия CD284 
была в крови у людей контрольной группы; у пациентов 
1‑й группы относительное количество было ниже, чем в 
контрольной группе, в 1,3 раза, абсолютное — в 1,2 раза, 
а у пациентов 2‑й группы относительное количество бы-
ло ниже в 1,7 раза и абсолютное — в 2,3 раза (табл. 3).  
Следует отметить, что у пациентов 1‑й группы относи-
тельное количество нейтрофилов, экспрессирующих 
TLR2, было в 1,5 раза выше, чем у пациентов 2‑й груп-
пы, моноцитов — в 15 раз и лимфоцитов — в 1,3 раза. 
Разница в абсолютном содержании была ещё больше:  
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Полученные результаты свидетельствуют о воз-
можной зависимости данного феномена от прогрессиро-
вания заболевания пародонта, на что указывает большая 
выраженность костно-резорбтивных процессов у паци-
ентов с ХП тяжёлой степени. Экспрессия TLR2 на всех 
изучаемых популяциях лейкоцитов у пациентов с ХП, ас-
социированным с выраженной резорбцией альвеолярной 
кости, была ниже, чем у здоровых людей, в 4–14 раз и в 
1,3–15 раза, чем у больных пародонтитом, без выражен-
ного прогрессирования. Экспрессия TLR4 у этих паци-
ентов также была ниже в 1,2–2,3 раза, чем у здоровых 
людей, и в 1,3–25,5 раза ниже по сравнению с экспрес-
сией TLR на лейкоцитах больных ХП средней степени 
тяжести без прогрессирования. 

Выводы
1. Уровень экспрессии TLR2 и TLR4 принципиаль-

но не отличается на нестимулированных клетках пери-
ферической крови (нейтрофилах, моноцитах и лимфоци-
тах) и десневой жидкости у людей со здоровым пародон-
том, но варьирует при развитии ХП. 

2. У больных с ХП средней и тяжёлой степени в
фазе обострения, ассоциированным с представителями 
пародонтопатогенной микробиоты, преимущественно 
P. gingivalis и F. alocis, выявлена разнонаправленная экс-
прессия рецепторов TLR2 и TLR4 на клетках перифери-
ческой крови — в сторону как увеличения, так и умень-
шения.

3. Достоверно более низкие показатели экспрес-
сии маркеров TLR2 и TLR4 на клетках периферической 
крови наблюдали при ХП тяжёлой степени, который со-
провождался признаками костной резорбции челюстных 
костей, что позволяет сделать предположение о том, что 
изменения в системе врождённого иммунитета, проявля-
ющиеся на уровне экспрессии TLR, связаны с системной 
потерей минеральной плотности костной ткани и про-
грессированием ХП.
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К вопросу об актуальности разработки и перспективам 
использования препарата бактериофага Streptococcus pneumoniae
Захарова Ю.А. , Иващенко И.А., Болгарова Е.В. 

Екатеринбургский научно-исследовательский институт вирусных инфекций ФБУН ГНЦ ВБ «Вектор» 
Роспотребнадзора, Екатеринбург, Россия

Аннотация
Введение. Распространённость штаммов Streptococcus pneumoniae, вызывающих инвазивные формы 
пневмококковой инфекции, и растущие показатели антибиотикорезистентности отдельных серотипов воз-
будителя ставят в ряд актуальных и социально значимых задач поиск новых антимикробных средств для 
профилактики и лечения. 
Цель — провести поиск научных публикаций отечественных и зарубежных авторов о проблемах практиче-
ского использования и перспективах разработки препарата бактериофага S. pneumoniae узконаправлен-
ного действия на актуальные серотипы возбудителя. 
Результаты. Анализ литературных источников в научных электронных базах и издательствах eLibrary.Ru,  
ScienceDirect, Scopus, PubMed, Springerlink, Wiley Online Library, Annual reviews позволил обобщить све-
дения о 4 выделенных литических бактериофагах S. pneumoniae и их эндолизинах, а также 2 умеренных 
фагах, представить данные клинической эффективности стрептококкового бактериофага при пневмокок-
ковой инфекции у животных и человека. Результаты поисковых запросов о наиболее значимых и рас-
пространённых на территории России серотипах S. pneumoniae установили преобладание в структуре 
вариантов 19F, 14, 9V/A, 15 A/F, 6 A/B/C/D, 3 и 23F. Часть из них характеризуется высоким уровнем анти-
биотикорезистентности и вызывает тяжёлые формы заболевания, при этом серотипы 15 A/F/C и 6 C/D 
не представлены в составе современных вакцинных штаммов, что повышает актуальность разработки и 
использования пневмококкового бактериофага, в том числе для внутривидового типирования значимых и 
распространённых серотипов. 
Заключение. На основании анализа современного состояния вопроса о пневмококковых бактериофагах, 
полученных сведений о циркуляции актуальных штаммов S. pneumoniae на территории России и их се-
ротиповом пейзаже сделан вывод об актуальности разработки препарата бактериофага S. pneumoniae 
как средства направленного действия для профилактики, диагностики и персонализированной терапии 
заболеваний человека пневмококковой этиологии.

Ключевые слова: Streptococcus pneumoniae, бактериофаги, фаготерапия, фагопрофилактика, фаго-
диагностика, литературный обзор
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To the question of the relevance of the development and prospects 
for the use of the bacteriophage Streptococcus pneumoniae
Yuliya A. Zakharova , Ivan A. Ivashchenko, Ekaterina V. Bolgarova 

Yekaterinburg Research Institute of Viral Infections, State Research Center of Virology and Biotechnology “Vector”, 
Yekaterinburg, Russia 

Abstract
Introduction. The prevalence of Streptococcus pneumoniae strains causing invasive forms of pneumococcal 
infection and the growing rates of antibiotic resistance of individual serotypes of the pathogen pose a number of 
urgent and socially significant tasks the search for new antimicrobial agents for prevention and treatment. 
Objective. To analyze the data of scientific publications of domestic and foreign authors on the problems of 
practical use and prospects for the development of the bacteriophage S. pneumoniae drug aimed at the actual 
serotypes of the pathogen. 
Results. Analysis of literary sources in scientific electronic databases and publishing houses eLibrary.Ru, 
ScienceDirect, Scopus, PubMed, Springerlink, Wiley Online Library, Annual reviews allowed us to summarize 
information about four isolated lytic bacteriophages of S. pneumoniae and their endolysins, as well as about 
two lysogenic phages, to present data on the clinical efficacy of streptococcal bacteriophage in pneumococcal 
infection in animals and humans. The results of search queries on the most significant and widespread serotypes 
of S. pneumoniae in the territory of the Russian Federation have established the predominance in the structure of 
variants 19F, 14, 9V/A, 15 A/F, 6 A/B/C/D, 3 and 23F. Some of them are characterized by a high level of antibiotic 
resistance and cause invasive forms of the disease, and serotypes 15 A/F/C, 6 C/D are not represented in 
modern vaccines, which increases the relevance of the development and use of pneumococcal bacteriophage, 
including intraspecific typing of significant and common serotypes. 
Conclusion. Based on the analysis of the current state of the issue of pneumococcal bacteriophages, the 
information obtained on the circulation of topical strains of S. pneumoniae on the territory of the Russian Federation 
and their serotype landscape, it is concluded that the development of the bacteriophage S. pneumoniae drug is 
relevant as a means of targeted action for the prevention, diagnosis and personalized therapy of human diseases 
of pneumococcal etiology.

Keywords: Streptococcus pneumoniae, bacteriophages, phage therapy, phage prophylaxis, phage diagnostics, 
literature review
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хронической патологией сердечно-сосудистой 
системы, органов дыхания и печени, функцио-
нальной или анатомической аспленией, сахарным 
диабетом, иммунодефицитами, травмами черепа, 
позвоночника и др. [1, 2]. Снижение заболева-
емости и смертности от пневмококковой пнев-
монии остаётся одной из приоритетных задач 
клинической и профилактической медицины [3].  
Широкое географическое распространение S. pneu­
moniae, способность формировать устойчивые к 
антибиотикам штаммы [4–9] диктуют необходи-
мость разработки новых антимикробных средств. 
Согласно Плану реализации мероприятий в рамках 
Стратегии предупреждения распространения ан-
тимикробной резистентности в России на период  

Введение
Актуальной проблемой для многих стран 

мира являются инфекции пневмококковой эти-
ологии. Патоген Streptococcus pneumoniae при 
определённых условиях может вызывать у чело-
века ряд инфекционных заболеваний и угрожа-
ющих состояний, в том числе пневмонию, отит, 
синусит, менингит, сепсис, эндокардит, артрит 
и др.1 К группам риска по заболеваемости отно-
сят детей, лиц пожилого возраста, пациентов с 

1	 Справочник MSD. Профессиональная версия. Пневмококко-
вая инфекция. URL: https://www.msdmanuals.com/ru/профес-
сиональный/инфекционные-болезни/грамположительные- 
кокки/пневмококковые-инфекции
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до 2030 г.2 к приоритетным биотехнологическим 
разработкам в этой области относят препараты 
бактериофагов. Благодаря специфичности, высо-
кой противомикробной активности, способности 
к накоплению в очаге поражения, проникновению 
через биологические барьеры бактериофаги явля-
ются перспективными кандидатами, нацеленными 
на актуальные штаммы S. pneumoniae.

Основная часть
Исследования по получению пневмококково-

го бактериофага берут начало на Урале в Пермском 
Институте эпидемиологии и микробиологии Нар-
комздрава РСФСР (в настоящее время филиал НПО 
«Биомед» ФГУП НПО «Микроген», Пермь). В 1935 г.  
аспирантке института А.М. Родигиной на чувстви-
тельных бактериальных культурах S.  pneumoniae 
впервые удалось выделить стрептококковый бак-
териофаг [10]. Под руководством профессора 
П.И. Чистякова проведены 3 серии экспериментов 
на 16 лабораторных животных (кролики) с целью 
изучения возможности использования бактерио-
фага в офтальмологии при язвенном поражении 
роговой оболочки глаза. Каждому кролику в рого-
вицу выполнена инъекция раствором, содержащим 
клинические вирулентные штаммы пневмококка, 
что приводило к развитию язвенного процесса.  
В «опытной» группе животных применяли подконъ-
юнктивальные инъекции и/или обильное промыва-
ние роговицы полученным фаголизатом, при этом 
во всех случаях язвенный процесс прекращался и 
наступала реконвалесценция. В контрольной груп-
пе животных заболевание продолжалось более дли-
тельный период времени и осложнялось иритом, 
гипопионом и панофтальмитом. Таким образом, 
впервые на биологической модели была доказана 
клиническая эффективность нового антимикроб-
ного средства. Однако бактериофаг не имел узкой 
специфичности.

В настоящее время Россия является мировым 
лидером по производству препаратов бактерио-
фагов, включая стрептококковые. На базе НПО 
«Микроген» выпускают широкую линейку моно- и 
поливалентных фагов. Так, «Бактериофаг стрепто-
кокковый» представляет собой фильтрат фаголиза-
тов различных видов Streptococcus. Действующим 
активным веществом коммерческого препарата 
«Секстафаг» (МНН препарата Пиобактериофаг) 
являются фаголизаты Staphylococcus, Streptococcus, 
Proteus (P. vulgaris, P. mirabilis), Pseudomonas 
aeruginosa, Escherichia coli, Klebsiella pneumo­

2	 Распоряжение Правительства РФ от 30.03.2019 № 604-р «Об 
утверждении Плана мероприятий на 2019–2024 годы по ре-
ализации Стратегии предупреждения распространения ан-
тимикробной резистентности в Российской Федерации на 
период до 2030 года. М.; 2019.

niae. Препарат «Пиобактериофаг комплексный» 
(МНН препарата Пиобактериофаг) включает фаги 
Staphylococcus, Enterococcus, Streptococcus, Pseudo­
monas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Klebsiella 
oxytoca, Escherichia coli, Proteus vulgaris, Proteus 
mirabilis. Сочетание бактериофагов в препарате 
повышает эффективность эмпирической терапии, 
однако может оказать существенное влияние на ре-
зидентную микрофлору. 

Верхние дыхательные пути человека как один 
из важнейших его биотопов имеют значительное 
представительство микробных ассоциаций. Со-
гласно исследованию И.А. Беляева  и соавт., про-
ведённому во всех возрастных группах населения, 
выявлено, что стрептококки в зеве являются доми-
нирующими видами [11]. Эти данные подтвержда-
ет работа Е.В. Беляевой и соавт., где установлена 
ведущая роль Streptococcus (75,2%) в микробиоце-
нозе носоглотки [12]. При этом нарушение состава 
ассоциантов приводило к развитию активного ин-
фекционного процесса [11–13]. I. Fujimori и соавт. 
установили высокий риск инфицирования пациен-
тов вирулентными штаммами β-гемолитического 
стрептококка группы А (S. pyogenes) при понижен-
ном уровне содержания в зеве α-гемолитических 
стрептококков [14, 15]. Авторы объяснили это спо-
собностью большинства α-гемолитических стреп-
тококков выделять бактериоцины, подавляющие 
рост S. pyogenes [18]. 

S.E.  Tzannetis  и соавт. отметили влияние не-
которых штаммов оральных стрептококков на ста-
филококки [17]. Используя технику отсроченного 
антагонизма, они установили, что наибольшую ин-
гибирующую активность против штаммов стафи-
лококков имели стрептококки определённых видов,  
в том числе S. mutans, S. sanguis и S. mitior, наимень-
шей активностью обладали S. milleri и S. salivarius.  
В целом назальные штаммы стрептококков оказа-
лись более чувствительны к «природным» инги-
биторам, чем оральные. Сделан вывод о важной 
защитной функции оральных стрептококков. Под-
тверждением явилась работа H. Bisgaard и соавт., 
где основным микробным фактором в развитии 
бронхиальной астмы у детей к 5 годам жизни опре-
делены S. pneumoniae, H. influenzae и M. catarrhalis 
при условии колонизации этими видами ротовой по-
лости новорождённых на фоне отсутствия предста-
вителей нормофлоры [18]. Дисбиотические состоя-
ния полости рта у взрослых лиц на фоне приёма ан-
тибиотиков влекли за собой развитие пародонтита 
и кариеса [19, 20]. Использование антимикробных 
средств широкого спектра действия приводило к се-
рьёзным нарушениям баланса внутри микробного 
сообщества и к потере ключевых симбиотических 
видов бактерий, которые в нормальных условиях 
предотвращают чрезмерный рост патогенов, что 
необходимо учитывать при персонализированной 



576 577JOURNAL OF MICROBIOLOGY, EPIDEMIOLOGY AND IMMUNOBIOLOGY. 2022; 99(5) 
DOI: https://doi.org/10.36233/0372-9311-331

REVIEWS

терапии. 
Примеры фаготерапии у человека при пневмо-

кокковой инфекции немногочисленны, посвящены 
использованию комплексных препаратов со стреп-
тококковым компонентом. В.Г. Акимкин и соавт. 
выявили положительный эффект препарата «Бакте-
риофаг стрептококковый» (АО НПО «Микроген») у 
лиц со стрептококковой инфекцией из организован-
ных коллективов [21]. После профилактического 
курса аэрозольным орошением ротоглотки бакте-
риофагом (по 1,5–2,0 мл препарата 2 раза в день) 
количество выделенных стрептококков в группе на-
блюдения уменьшилось в 2,4 раза, преимуществен-
но за счёт доли S. pneumoniae. В группе сравнения 
количество бактериальных культур, напротив, уве-
личилось в 2,8 раза. Заболеваемость среди лиц, по-
лучивших бактериофаг, снизилась в 1,8 раза, в груп-
пе «сравнения» выросла в 1,4 раза.

В настоящее время определена полная геном-
ная последовательность пневмококковых бакте-
риофагов Dp-1 и MM-1 (семейство Siphoviridae), 
Cp-1 и SOCP (семейство Podoviridae) и фага EJ-1 
(семейство Myoviridae). В 2017 г. получен фаг MS1 
с синтетическим геномом по отношению к фагу 
Dp-1 и средней идентичностью нуклеотидов 73,3% 
(на 62,3% выровненных последовательностей) [22]. 
Фаги Cp-1, SOCP, Dp-1 и MS1 отнесены к группе 
литических, фаги MM-1, EJ-1 — к группе умерен-
ных, которые способны интегрировать свой геном 
в геном бактериальной клетки. Встроенный ген 
может передаваться дочерним клеткам при их деле-
нии. При этом бактерии, несущие в составе своего 
генома геном бактериофага, определены как лизо-
генные, а интегрированный фаг назван профагом. 
Эта микробная ассоциация «хозяин–паразит» будет 
существовать до тех пор, пока стрессовые условия 
не приведут к индукции профага из генома бакте-
рии с возможной реализацией бактериофагом ли-
тического цикла развития. Известно, что профаги 
(или их остатки) широко распространены в геноме 
S. pneumoniae. По последним оценкам, их несут до
90% бактериальных изолятов [23].

Первым из пневмококковых бактериофагов 
охарактеризован фаг Dp-1 семейства Siphoviridae, 
полученный M. McDonnell и соавт. от пациентов 
с лёгкими симптомами инфекции верхних дыха-
тельных путей [24]. Фаг в форме икосаэдрического 
капсида (69,8 ± 1,2 нм) с длинным несокращающим-
ся хвостовым отростком (длина — 169,9 ± 3,6 нм,  
ширина — 19,6 ± 2 нм), литическим циклом разви-
тия [25] описан как первый фаг грамположитель-
ной бактерии, содержащий липиды (8,5% от сухой 
массы) [26]. Авторы указали на высокий уровень 
чувствительности Dp-1 к органическим раствори-
телям и, как следствие, на его низкую стабильность 
(хлороформ активно используют при консервации и 
длительном хранении фаголизата). Первым этапом 

инфекционного процесса с участием бактериофага 
является адсорбция фаговых частиц на поверхно-
сти бактериальной клетки путём взаимодействия 
фага со специфическими рецепторами. Для адсор-
бции фага Dp-1 необходимы остатки фосфорилхо-
лина, который входит в состав тейхоевых кислот 
всех грамположительных бактерий [27]. К фосфо-
рилхолину нековалентно прикреплены холинсвя-
зывающие белки Cbp, одним из них является бе-
лок CpbA, основной пневмококковый адгезин [28, 
29]. К фосфорилхолину также крепятся холинсвя-
зывающие литические ферменты, в их числе LytA  
(N-ацетилмурамоил-1-аланинамидаза). Как основ-
ной аутолизин он приводит к лизису бактериаль-
ных колоний, способствует пленкообразованию 
[30]. Вывод о необходимости холиновых (choline) 
остатков для адгезии фага Dp-1 сделан R. Lopez и 
соавт. на основе культивирования S. pneumoniae, где 
вместо холина (choline) в состав питательной среды 
были включены другие аминоспирты (этаноламин, 
N-монометиламиноэтаноламин, N-диметиламино
этаноламин) [27]. Пневмококки на средах с добав-
лением этаноламина и N-монометиламиноэтано-
ламина значительно хуже адсорбировали фаг. При
этом повышенная концентрация Dp-1 и время инку-
бации не оказывали существенного влияния на эф-
фективность показателя скорости адсорбции. Авто-
рами отмечено, что штаммы S. pneumoniae, культи-
вируемые на питательных средах с этаноламином,
в присутствии холина (choline) восстанавливали
способность адсорбировать фаг.

Анализ генома фага Dp-1 проведён M. Sabri 
и соавт. [31]. Фаг имел длину 56 506 пар нуклео-
тидов, включал 156 взаимодействий и 72 рамки 
считывания. Содержание G+C в нём составило 
40,3%, что близко (39%) к содержанию G+C в ге-
номе S.  pneumoniae. Последовательность генома 
Dp-1 загружена в базу данных GenBank под регист
рационным номером HQ2687353. Авторы выявили 
гомологию большинства генов Dp-1 с генами дру-
гих фагов грамположительных бактерий — как 
вирулентных, так и умеренных. В частности, уста-
новлена отдалённая гомология гена упаковочного 
кластера (orf23) фага Dp-1 и фрагмента гена боль-
шой субъединицы терминазы (orf37) умеренного 
фага EJ-1. Каркасный белок Gp41 (авторы назва-
ли белок фага Dp-1 glycoprotein 41), кодируемый 
orf41, оказался гомологичным капсидному белку 
Gp23 фага S.  aureus 88 и консервативному доме-
ну каркасного белка Gp20 фага Lactobacillus mv4.  
Обнаруженный феномен иллюстрирует послед-
ствия генетического обмена между популяциями 
фагов, который происходит через сообщества «бак-

3	 Национальная библиотека медицины. Стрептококковый фаг 
Dp-1, полный геном. 
URL: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/HQ268735
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терий-хозяев». 
Следующим литическим фагом S. pneumoniae, 

выделенным из зева здоровых детей C. Ronda и 
соавт., был фаг Cp-1 семейства Podoviridae [32]. 
Морфологически фаг представлен вытянутым гек-
сагональным капсидом (65,8 ± 1,1 на 42,1 ± 1,7 нм)  
с коротким несокращающимся хвостом (длина  
19,3 ± 1 нм, ширина 7,5 ± 1,2 нм) [25]. Авторы отме-
тили стабильность фага при хранении. Способность 
Cp-1 инфицировать не только S.  pneumoniae, но и 
S. oralis отмечена в работе C. Ronda и соавт. [33].
Cp-1 имеет геном линейной двухцепочечной ДНК
с концевым белком, ковалентно связанным с его
5'-концами. ДНК фага реплицируется по механиз-
му праймирования белка. Геном имеет 19 343 пары
нуклеотидов. Общее содержание G+C в ДНК Cp-1
составляет 38,8%, что коррелирует (39%) с общим
содержанием G+C в геноме S. pneumoniae. Опре-
делены 28 рамок считывания. Для адгезии на по-
верхности клеточной стенки фагу Cp-1, как и фагу
Dp-1, необходимы холиновые (choline) остатки [34].
Последовательность генома фага Cp-1 с номером
Z47794 выложена в GenBank4. Примечательно, что
S. Ouennane и соавт. при секвенировании фага Cp-
1 из коллекции Félix d'Hérelle получили последо-
вательность нуклеотидов, отличную от фага Cp-1
Z47794 [27]. В результате Cp-1 Félix d'Hérelle был
переименован в SOCP и зарегистрирован в GenBank
как фаг KJ617393.15, его геном включает 19 347 п.н.
(Cp-1 Z47794 имеет 19 343 п.н.). Установлена воз-
можность лизиса фагами Dp-1 и SOCP S. mitis [27].

Первым секвенированным умеренным фагом 
S. pneumoniae был фаг MM1. V. Obregón и соавт.
определили, что его геном длиной 40 248 п.н. орга-
низован 53 открытыми рамками считывания и, по
меньшей мере, имеет 5 функциональных кластеров
(лизогенный, репликационный, структурный, упа-
ковочный, литический). ДНК зрелых фаговых ча-
стиц является терминально избыточной и содержит
ковалентно связанный белок с 5'-концами. Сред-
нее содержание G+C в ДНК фага MM1 составило
38,4%, что сопоставимо с данными соотношения
нуклеотидов в геноме его хозяина — S. pneumoniae
(39%). Сравнение генома MM1 с геномами других
бактериофагов также выявило их сходство с фагами
грамположительных бактерий [35].

Электронная микроскопия ММ1 установила 
его принадлежность к семейству Siphoviridae. Мор-
фологически фаг имеет форму икосаэдрического 
капсида (60 нм в диаметре) с длинным несокращаю-
щимся хвостом (160 нм в длину) [36]. При этом ре-

4	 Национальная библиотека медицины. Стрептококковый фаг 
Сp-1, полный геном. 

	 URL: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/Z47794
5	 Национальная библиотека медицины. Стрептококковый фаг 

SOCP, полный геном. 
URL: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/KJ617393

акция сайт-специфической рекомбинации, приводя-
щая к интеграции фага в бактериальный геном, опо-
средуется фаговой интегразой. Процесс происходит 
путём опознавания и рекомбинации специфических 
последовательностей ДНК, расположенных в гено-
мах бактерии и фага. Эти «сайты прикрепления» 
носят названия attB и attP (the bacterial attachment 
site и the phage attachment site). После встраивания 
фага в бактериальную клетку образуются два ги-
бридных сайта — attL и attR. Обратная индукция 
профага предполагает рекомбинацию между attL и 
attR с образованием attB и attP. E. Gindreau и соавт. 
идентифицировали и депонировали последователь-
ности attB, attP, attL и attR в GenBank под регистра-
ционными номерами AJ400631, AJ400629, AJ400632 
и AJ400630 [36]. Установлено, что гены профага ча-
сто оказывают «фенотипическое» влияние на «бак-
терию-хозяина». Так, в 2006 г. J.M. Loeffler и соавт. 
изучили лизогенные и нелизогенные штаммы S. 
pneumoniae [37]. В работе использован умеренный 
фаг ММ1-1998 (идентичность последовательностей 
ММ1-1998 с ММ1 составила более 99,8%). Лизо-
генные штаммы S. pneumoniae обладали лучшей ад-
гезивной способностью к инертным поверхностям 
(стекло, пластик) и биологическим тканям (клеточ-
ные культуры носоглотки животных). В своём иссле-
довании авторы доказали, что присутствие профага 
в бактериальной клетке вызывает её фенотипиче-
скую модификацию с повышением вирулентности 
и адаптационных механизмов.

Другим наиболее полно охарактеризованным 
умеренным фагом S. pneumoniae стал фаг EJ-1, вы
деленный из клинического изолята S.  pneumoniae 
101/87 [38]. Источником выделения фага EJ-1 (инду-
цирован из бактериальной клетки Митомицином С) 
был штамм S.  pneumoniae, полученный из крови 
пациента с внебольничной пневмонией. Штамм 
характеризовался устойчивостью к желчи, оптохи-
ну, не поддавался серотипированию и нес ген lytA, 
специфичный для всех штаммов S. pneumoniae [39]. 
Умеренный фаг EJ-1, капсид которого представлен 
57 нм, имел длинный сокращающийся хвост дли-
ной 130 нм, в последующем был отнесён к семей-
ству Myoviridae. Его геном не содержал ковалентно 
связанных белков. В 2004 г. P. Romero и соавт. выло-
жили в GenBank полную геномную последователь-
ность EJ-1 (длиной 42 935 пар нуклеотидов), орга-
низованную 73 открытыми рамками считывания и 
как минимум 5 функциональными кластерами [40]. 
Среднее содержание G+C в ДНК фага EJ-1 соста-
вило 39,6%, идентично (39%) содержанию G+C в 
геноме S. pneumoniae [41].

Активное изучение пневмококковых бактерио
фагов в дальнейшем продолжилось в плоскости 
оценки биохимических процессов, происходящих в 
бактериальной клетке под действием бактериофага, 
где важным и завершающим этапом является раз-
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рушение клеточной стенки бактерии и высвобожде-
ние зрелых фаговых частиц. Известно, что бактери-
альный лизис происходит преимущественно за счёт 
выработки специфических ферментов, кодируемых 
фагами. Два различных класса литических фермен-
тов были обнаружены в пневмококковых фагах, в 
их числе амидазы и лизоцим. Все они разлагают 
муреин путём гидролиза гликозидной связи меж-
ду N-ацетилглюкозамином и N-ацетилмурамовой 
кислотой или между лактильной группой N-аце-
тилмурамовой кислоты и аминогруппой L-аланина. 
Фермент Cpl-1, кодируемый фагом Cp-1, является 
лизоцимом, а ферменты Pal, Mml и Ejl, кодируемые 
фагами Dp-1, MM1 и EJ-1, — амидазами. Литиче-
ские ферменты фагов имеют двухдоменную струк-
туру, где С-концевой домен специфически распоз-
наёт и связывает в клеточной стенке бактерии хо-
лин (choline), тогда как N-концевой домен отвечает 
за расщепление связей в пептидогликане [42, 43].  
Особенностью лизиса клетки бактериофагом с 
двухцепочечной ДНК является синтез белка холина 
(holin), функция которого заключается в создании 
повреждений в цитоплазматической мембране. Тем 
самым для муреингидролаз обеспечивается доступ 
к муреиновому слою клеточной стенки. Как прави-
ло, ген, кодирующий холин (holin), и ген, кодирую-
щий эндолизин, располагаются в геноме фага друг 
за другом. В частности, продуктами генов 21 и 22 в 
геноме фага Cp-1 являются лизоцим и холин (holin) 
соответственно. Данный механизм лизиса называ-
ется «холин-лизоцим лизисная стратегия» (holin-
lysozyme lysis strategy) [44, 45]. 

Кодируемые фагами ферменты, специфически 
разрушающие клеточные стенки бактерий, изучают 
в плоскости проблемы антибиотикорезистентности. 
Так, в 2003 г. I. Jado и соавт. исследовали фермент 
лизоцим Cpl-1, кодируемый фагом Cp-1, и фермент 
амидазу Pal, кодируемую фагом Dp-1 [46]. В каче-
стве продуцента обоих ферментов использовали 
штамм E. coli, несущий pCIP100 или pMSP11. Дей-
ствие Cpl-1 и Pal тестировано на модели пневмо-
коккового сепсиса у лабораторных животных (мы-
ши). При внутрибрюшинном заражении животных 
S. pneumoniae и однократном (через 10  мин) вве-
дении в брюшную полость Cpl-1 или Pal в течение
суток авторы наблюдали дозозависимый терапев-
тический эффект в форме снижения клинических
симптомов заболевания. При использовании 40 мкг
Cpl-1 или 40 мкг Pal все животные полностью вы
здоравливали. Отмечен синергический эффект ком-
бинации двух фаговых литических ферментов. На
идентичной биологической модели через 1 ч после
заражения и совместного внутрибрюшинного вве-
дения по 2,5 мкг Cpl-1 и Pal (при этом суммарная
доза компонентов 5 мкг была в 8 раз ниже, чем при
использовании монокомпонента в дозе 40 мкг) у
животных останавливалось развитие инфекционно-

го процесса. Однократная же инъекция 5 мкг любо-
го из двух перечисленных ферментов в отдельности 
на фоне введения живой культуры S.  pneumoniae 
приводила к летальному исходу. Эффект выздоров-
ления в «опытной» группе животных наблюдали и 
при более поздней (через 2 ч после заражения) ино-
куляции литических ферментов, в последующем 
названных энзибиотиками. В отличие от антибио-
тиков, требующих постоянной фармакологической 
концентрации активного вещества, достигаемой 
при строгом интервале дозирования, однократной 
инъекции энзибиотика было достаточно для пода-
вления роста клинических изолятов S. pneumoniae. 
Авторы считают эти уникальные субстанции мно-
гообещающими кандидатами в качестве средств ан-
тимикробной терапии [46]. 

Одной из перспективных стратегий борьбы с 
инфекционными болезнями человека и животных 
считается совместное применение антибиотиков и 
энзибиотиков. На идентичной модели пневмокок-
ковой бактериемии у лабораторных мышей опре-
делён синергический эффект комбинации антибио-
тика — даптомицина и энзибиотика — Cpl-1 [47]. 
Мышам внутрибрюшинным способом вводили 
S. pneumoniae D39, что приводило в течение 72 ч
к летальному исходу. При однократной инъекции
даптомицина (0,4  мг/кг) выживаемость мышей на
7-й день эксперимента составляла 35%. При введе-
нии Cpl-1 (0,4 мг/кг) все животные погибали в тече-
ние 72 ч. Совместное внутрибрюшинное введение
даптомицина и Cpl-1 (по 0,4 мг/кг каждого веще-
ства) повышало показатель выживаемости до 80%.
У выживших животных отсутствовали признаки
инфекции, наблюдалась прибавка в массе тела с той
же скоростью, что у неинфицированных. При уве-
личении дозы Cpl-1 в 2,5 раза (с 0,4 до 1,0 мг/кг)
и прежней концентрации даптомицина (0,4 мг/кг)
выживаемость на 7-й день достигала 95%. Авторы
установили, что использование комбинации Cpl-1 и
даптомицина, помимо выраженного клинического
эффекта, предотвращало появление устойчивых к
даптомицину штаммов S. pneumoniae. Таким обра-
зом, стратегия применения антибиотика и энзибио-
тика имела у животных высокую эффективность.

M. Harhala и соавт. провели первые экспери-
ментальные исследования безопасности и токсич-
ности двух эндолизинов фагов Dp-1 и Cp-1 на кле-
точных культурах человека [48]. На первом этапе 
авторы осуществили профилирование экспрессии 
генов на микрочипах для двух клеточных линий: 
FaDu (плоскоклеточный рак глотки, ATCC HTB-
43) и SC (макрофаги периферической крови, ATCC
CRL-9855). В последующем клеточные линии под-
вергали воздействию 0,5 мкМ Pal или Cpl-1 в те-
чение 6 ч. Анализ ДНК на микрочипах не показал
статистически значимых различий в показателях
экспрессии генов изучаемых клеточных культур.
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Авторами также на образцах крови 6 здоровых до-
норов установлено отсутствие потенциального вли-
яния эндолизинов на систему комплемента ex vivo. 
Оценивали активацию системы по классическому, 
альтернативному и лектиновому путям. В дальней-
шем на биологической модели мыши оценивали 
показатели выработки специфического иммунного 
ответа на фоне однократного введения каждого из 
ферментов Pal или Cpl-1. Период оценки составил 
50 дней. Индукция IgG характеризовалась медлен-
ным увеличением титра антител до 30-го дня, затем 
показатель выходил на плато. Динамика формиро-
вания IgG явилась типичной для иммунного отве-
та испытуемой биологической модели на вещества 
белковой природы. У животных не было отмечено 
негативных соматических и поведенческих реак-
ций, отсутствовала выработка IgE, связанная с раз-
витием гиперчувствительности и аллергических 
реакций, стабильным оставался уровень провоспа-
лительных цитокинов, существенно не менялся со-
став микробиома, однако родственные бактерии из 
группы S. mitis проявили чувствительность к Cpl-1 
и Pal. Проведённые исследования выявили незначи-
тельное влияние энзибиотиков на клеточные и си-
стемные функции организма мелких животных, что 
предопределило перспективу изучения их фармако-
кинетики и фармакодинамики на крупных млекопи-
тающих и приматах. 

Одним из важных механизмов уклонения 
S. pneumoniae от иммунного ответа является поли-
сахаридная капсула. Помимо функции основного
фактора патогенности микроорганизма, её присут-
ствие ингибирует внедрение фага в бактериальную
клетку за счёт ограничения доступности рецептора,
что доказали в лабораторных условиях P. Leprohon
и соавт. [49]. Авторы сравнили чувствительность к
фагу неинкапсулированного (R6) и инкапсулиро-
ванного (D39) штаммов S. pneumoniae. Неинкапсу-
лированный (бескапсульный) штамм R6 с 1950-х гг.
применяют в качестве лабораторного стандарта, от-
сутствие капсулы делает его авирулентным и без-
опасным для работы. Родительским штаммом R6
является штамм R36A (производный штамма D39),
полученный выращиванием D39 в присутствии
кроличьей антисыворотки путём 36 последователь-
ных пассажей [50]. Инкапсулированный (капсуль-
ный) штамм D39 исходно демонстрировал полную
устойчивость к фагам SOCP и Dp-1, в отличие от
штамма R6. Инактивация D39 по гену cps2C приво-
дила к уменьшению размера капсулы и появлению
у штамма D39 чувствительности к фагам SOCP и
Dp-1, аналогично штамму R6. Таким образом, ав-
торы предположили, что капсула S.  pneumoniae
может влиять на резистентность клетки-хозяина к
литическому фагу. На уровень экспрессии капсулы
S. pneumoniae оказывает влияние ряд факторов [51,
52]. В 1998 г. охарактеризованы два основных фе-

нотипа S. pneumoniae, обозначенные как «прозрач-
ный» и «непрозрачный», при этом последний об-
ладал выраженной вирулентностью с содержанием 
концентрации полисахарида в капсуле выше, чем у 
«прозрачного», в 1,2–5,6 раза [53]. «Прозрачный» 
фенотип имел в клеточной стенке в 2,1–3,8  раза 
большее количество тейхоевых кислот. Выявлен-
ные отличия подтверждены культивированием 
S. pneumoniae в питательной среде с радиоактивным
изотопом холина ([3H]choline), входящим в состав
тейхоевой кислоты, которая признана единствен-
ным резервуаром холина в бактериальной клетке
пневмококка. В то же время уровень экспрессии
капсулы S.  pneumoniae непостоянен и обеспечива-
ет условия, при которых фаговая инфекция не будет
всё время ингибироваться капсулой. В связи с этим
инкапсулированные штаммы пневмококка также
подвержены фаголизису.

Более 90 серотипов S. pneumoniae в настоящее 
время идентифицированы по биохимической струк-
туре капсульного полисахарида, что свидетельству-
ет о высокой пластичности и рекомбинантной из-
менчивости генома возбудителя, приводящей к фор-
мированию устойчивости к антибиотикам. В связи 
с этим серотипирование S. pneumoniae по капсуль-
ному полисахариду актуально для внутривидовой 
идентификации микроорганизма, определения тя-
жести инфекционного процесса и выявления ан-
тимикробной резистентности [54, 55]. Изучение 
актуальных серотипов S. pneumoniae на определён-
ных территориях и в отдельных группах населения 
в зависимости от возраста, практики применения 
антибиотиков, клинических проявлений инфекции, 
демографических характеристик, охвата населения 
вакцинацией, состава вакцинных штаммов имеет 
значение в плане персонализированного подхода к 
лечению и профилактике пневмококковой инфек-
ции [56,  57]. Результаты исследований, проведён-
ных в разных странах, свидетельствуют о том, что 
более 80% наиболее тяжёлых инвазивных случа-
ев заболеваний, как правило, обусловлены 20  ос-
новными серотипами, в их числе 13 вызывают до 
70–75% случаев манифестных форм. Повышенной 
устойчивостью к основным классам антибиотиков 
характеризуются представители серотипов 23, 19 и 
6 [55, 58]. Наиболее часто инвазивные формы у де-
тей до 5 лет вызывают серотипы 4, 6, 9, 14, 18, 19 и 
23, в остальных возрастных группах преобладают 
4, 6, 9, 12, 14, 19 и 23 [55, 59, 60]. Особого внима-
ния заслуживает информация о циркуляции в Рос-
сии серотипов 19F, 14, 9V/A, 15 A/F, 6 A/B/C/D, 3 и 
23F [61–64], часть из них не представлена в составе 
современных вакцин (15 A/F/C, 6 C/D, 9A). Некото-
рые ассоциируются с определёнными клинически-
ми формами. Так, серотипы 3 и 14 чаще вызывают 
пневмонии и плевриты с деструкцией лёгочной 
ткани [5, 65], серотипы 3 и 19F — острый средний 
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отит у детей. Г.В. Белошицкий и соавт. отметили, 
что серотипы 23F, 14, 19F и 3 могут стать причиной 
развития тяжёлых клинических форм менингита и 
приводить к летальным исходам [66]. 

Бактериальные штаммы внутри одного вида 
и даже подвида могут обладать направленной чув-
ствительностью к фагам, что позволяет успешно ис-
пользовать бактериофаги для воздействия на опре-
делённый биовар, серовар, фаговар. Одна из серьёз-
ных проблем в борьбе с пневмококковой инфекцией 
состоит в сложности лабораторной диагностики  
S. pneumoniae, включая внутривидовую идентифи-
кацию возбудителя — важный элемент мониторин-
га за эпидемическим процессом. Основная труд-
ность оценки серотипового пейзажа S. pneumoniae
связана с отсутствием методов типирования, одно-
временно обладающих высокой специфичностью,
чувствительностью, воспроизводимостью и низкой
себестоимостью.

Наиболее известными способами серотипи-
рования S. pneumoniae в настоящее время явля-
ются реакция набухания капсулы (по Нейфельду), 
тест латекс-агглютинации и ПЦР-серотипирова-
ние. При использовании перечисленных методов в 
ряде случаев имеют место перекрёстные реакции 
с антигенами представителей внутри семейства 
Streptococcaceae (S. oralis, S. mitis и др.) и даже 
между семействами (Escherichia coli, Klebsiella и 
др.) [67]. В связи с широким внедрением вакцина-
ции от пневмококковой инфекции в последние го-
ды происходит смена циркулирующих серотипов. 
Так, в работе 2021 г. Е.В. Никитиной и соавт. отме-
чено снижение эффективности метода капсульного 
ПЦР-серотипирования S. pneumoniae за последние 
5 лет (2016–2021 гг.) со 100 до 41,6% [68].

Наряду с этим внутривидовая идентификация 
микроорганизмов с использованием бактериофагов 
берёт своё начало в 1960-е гг. Одним из первых ти-
пируемых на фаговары видов микроорганизмов был 
S. aureus, использовался международный набор ди-
агностических стафилококковых фагов Давидсона
[69, 70]. На протяжении многих лет фаготипирова-
ние S. aureus помогало эффективной расшифровке
эпидемических вспышек при стафилококковых пи-
щевых токсикоинфекциях на предприятиях обще-
ственного питания и при нозокомиальных инфекциях
в медицинских организациях. Установлена различ-
ная лизирующая способность листериофагов [71].
Лизис отдельных серотипов бактериофагами на-

блюдали при внутривидовой идентификации 
Enterobacter cloacae [72]. Результаты исследова-
ний по фенотипированию Acinetobacter baumannii 
с изучением специфической активности ацинето-
бактерного бактериофага опубликованы О.С. Федо-
товой и соавт. [73]. Впервые авторами установлена 
специфичность ацинетобактерного бактериофага к 
отдельному сиквенс-типу A. baumannii (ST 1167). 

Разработка и внедрение альтернативных лабора-
торных стратегий внутривидового типирования с 
использованием бактериофагов, направленных на 
повышение качества идентификации S. pneumoniae, 
является приоритетом в решении молекулярно-био-
логических и эпидемиологических задач, поскольку 
несёт значимый потенциал в изучении новых фак-
торов вирулентности, патогенности и антибиотико-
резистентности микроорганизмов. С их решением 
станут возможными глубокая оценка филогенети-
ческих связей внутри циркулирующей микробной 
популяции пневмококков и, как следствие, грамот-
ное обоснование противоэпидемических и про-
филактических мероприятий при пневмококковой 
инфекции, включая вакцинопрофилактику. Одно из 
решений данной проблемы мы видим в разработке 
оригинального набора бактериофагов специфиче-
ской направленности на актуальные серотипы или 
генотипы S. pneumoniae.

Заключение
Значимым направлением в области сохране-

ния здоровья и качества жизни населения является 
борьба с пневмококковой инфекцией путём совер-
шенствования средств и методов специфической 
профилактики, диагностики и лечения. В этой связи 
разработка нового антимикробного средства «Бак-
териофаг Pneumococcus» с направленностью на от-
дельные серологические варианты актуальных кли-
нических изолятов Streptococcus  pneumoniae, цир-
кулирующих на территории России, имеет высокую 
актуальность и соответствует основному направле-
нию Стратегии научно-технологического развития 
Российской Федерации6 в части перехода к персо-
нализированной медицине, высокотехнологичному 
здравоохранению и технологиям здоровьесбереже-
ния, в том числе за счёт рационального применения 
лекарственных препаратов (прежде всего антибак-
териальных). Организация научных исследований 
в этой области знаний позволит выявить новые за-
кономерности циркуляции актуальных серологиче-
ских вариантов S. pneumoniae на отдельных терри-
ториях. Существенный вклад в изучение биологии 
возбудителя внесут созданные в ходе исследований 
уникальные коллекции штаммов S.  pneumoniae и 
штаммов бактерий-продуцентов пневмококковых 
бактериофагов, а также сами полученные литиче-
ские фаги S.  pneumoniae направленного действия. 
Изучение их структурно-функциональной орга-
низации будет способствовать расширению теоре-
тических основ микробиологии для дальнейшего 
создания новой группы перспективных лекар-
ственных, диагностических и профилактических 

6	 Утверждена Указом Президента Российской Федерации от 
01.12.2016 № 642 «О Стратегии научно-технологического 
развития Российской Федерации».
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средств, что имеет важное народно-хозяйственное 
значение. Разработка инновационных лечебно-про-
филактических и диагностических препаратов на 
основе бактериофагов S.  pneumoniae существенно 
снизит циркуляцию штаммов микроорганизмов 
с множественной лекарственной устойчивостью 
и потребление антибиотиков, повысит качество 
лабораторной диагностики. Исключительно важ-
ное социальное значение обсуждаемая тема будет 
иметь для реабилитации пациентов от последствий 
постковидной пневмококковой инфекции, в целом 
окажет положительное влияние на снижение обще-
го уровня заболеваемости и смертности населения 
от инфекционной патологии, сохранит здоровье и 
качество жизни, улучшит демографическую ситуа-
цию в стране. 
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Аннотация
Понимание всего патогенеза ВИЧ-инфекции — от проникновения инфекции до индукции тяжёлого имму-
нодефицита — важно для разработки новых методов лечения. Неполные 40 лет исследований механиз-
мов ВИЧ-инфекции, приводящих к развитию синдрома приобретённого иммунодефицита (СПИДа), собра-
ли колоссальное количество информации, однако собственная уникальная изменчивость ВИЧ выявляет 
все новые пробелы.
Несмотря на постоянное усовершенствование протоколов антиретровирусной терапии и успехи её при-
менения, остановить распространение ВИЧ-инфекции пока не удаётся. Развитие новых протоколов и ис-
пытание новых групп антиретровирусных препаратов возможно, в первую очередь, благодаря совершен-
ствованию животных моделей патогенеза ВИЧ-инфекции. Их релевантность, несомненно, повышается, но 
в то же время зависит от конкретных исследовательских задач, т.к. ни одна из моделей in vivo не может 
всесторонне имитировать механизм инфекционной патологии человека, приводящей к мультиорганному 
поражению. 
Цель работы — представить актуальную информацию по известным животным моделям ВИЧ-инфекции, 
акцентируя внимание на способе их инфицирования и анатомо-физиологических и патологических осо-
бенностях.
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Anatomical and physiological aspects of the HIV infection 
pathogenesis in animal models
Aleksey M. Nagornykh , Marina A. Tyumentseva, Alexandr I. Tyumentsev, Vasily G. Akimkin
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Abstract
Understanding the entire pathogenesis of HIV infection, from penetration at the gates of infection to the induction 
of severe immunodeficiency, is an essential tool for the development of new treatment methods. Less than 40 
years of research into the mechanisms of HIV infection that lead to the development of acquired immunodeficiency 
syndrome have accumulated a huge amount of information, but HIV's own unique variability identifies new 
whitespaces.
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Despite the constant improvement of the protocols of antiretroviral therapy and the success of its use, it has not 
yet been possible to stop the spread of HIV infection. The development of new protocols and the testing of new 
groups of antiretroviral drugs is possible, first of all, due to the improvement of animal models of the HIV infection 
pathogenesis. Their relevance, undoubtedly increases, but still depends on specific research tasks, since none 
of the in vivo models can comprehensively simulate the mechanism of the infection pathology in humans which 
leads to multi-organ damage.
The aim of the review was to provide up-to-date information on known animal models of HIV infection, focusing 
on the method of their infection and anatomical, physiological and pathological features.

Keywords: HIV infection, pathogenesis, animal models of HIV infection, review

Funding source. This work is supported by the Ministry of Science and Higher Education of the Russian Federation 
within the framework of a grant in the form of a subsidy for the creation and development of the «World-class Genomic 
Research Center for Ensuring Biological Safety and Technological Independence under the Federal Scientific and 
Technical Program for the Development of Genetic Technologies», agreement No. 075-15-2019-1666.
Conflict of interest. The authors declare no apparent or potential conflicts of interest related to the publication of this 
article.
For citation: Nagornykh A.M., Tyumentsev A.I., Tyumentseva M.A., Akimkin V.G. Anatomical and physiological aspects 
of the HIV infection pathogenesis in animal models. Journal of microbiology, epidemiology and immunobiology = 
Zhurnal mikrobiologii, èpidemiologii i immunobiologii. 2022;99(5):587–604. 
DOI: https://doi.org/10.36233/0372-9311-307

ножестве циркулирующих клеток памяти или акти-
вированных CD4+ Т-клетках. С учетом этого диф-
ференцирующего свойства, X4-изоляты, в отличие 
от R5-изолятов, быстро инфицируют и уничтожа-
ют как незрелые, так и зрелые T-клетки, вызывая 
коллапс иммунной системы [12]. Несмотря на это, 
примерно в 50% случаев СПИДа обнаруживаются 
R5-изоляты [13]. 

Содержание в слизистых оболочках больше-
го, чем в крови, количества hCD4+ Т-клеток [3, 4, 
14] с изначально высокой степенью активации и 
экспрессии CCR5 делает их основным резервуа-
ром клеток-мишеней ВИЧ-1 при контактном пути 
передачи [15]. Помимо этого, индукция хемокинов 
на ранних этапах заражения инициирует мигра-
цию клеток-мишеней ВИЧ в область инфицирова-
ния и воспаления, скорее усиливая, чем предотвра-
щая его распространение своей противовирусной 
активностью [16]. 

Независимо от пути передачи, основная лока-
ция репликации ВИЧ-1 и истощения hCD4+ Т-кле-
ток — желудочно-кишечный тракт (ЖКТ) [17]. 
Поэтому главным последствием острой ВИЧ-ин-
фекции является масштабное разрушение hCD4+ 

T-клеток лимфоидной ткани, ассоциированной со 
слизистой оболочкой ЖКТ [18]. Кроме того, нару-
шение целостности эпителия ЖКТ, позволяющее 
бактериям проникать в кровь, может стать при-
чиной воспаления и активации, способствующих 
дальнейшей потере hCD4+ клеток [19]. 

При отсутствии повреждений слизистой обо-
лочки потенциальными способами проникновения 
ВИЧ являются трансцитоз эпителия и транслокация 
вирусных частиц через эпителий [20, 21], а позже 
была продемонстрирована способность эндоци-
тозной интернализации вирионов ВИЧ-1 клетками 
Лангерганса с последующей репликацией вирус-
ных частиц в цитоплазме и предположительной ин-
фекционностью для соседних hCD4+ Т-клеток [14].  

Введение
ВИЧ является специфичным патогеном че-

ловека, инфицирование которым сопровождается 
повреждением и гибелью зрелых CD4+ Т-клеток 
(hCD4+) на периферии и незрелых гемопоэтических 
клеток-предшественников в продуцирующих их ор-
ганах и тканях, включая костный мозг (КМ), тимус, 
головной мозг (ГМ) и лимфатические узлы (ЛУ) [1]. 

ВИЧ-1 передаётся перкутанным, перинаталь-
ным и половым путями, причём на последствия 
контакта поверхностями слизистых оболочек при-
ходится 80% случаев инфицирования взрослых [2].  
Недавние исследования продемонстрировали воз-
можность ВИЧ инфицировать не только клетки 
иммунной системы, но и ткани многих органов, в 
том числе ГМ, кишечника, почек и предстательной 
железы [3, 4].

Использующие CCR5 (не образующие син-
цитий, CCR5-тропные, или R5-изоляты) штаммы  
ВИЧ-1 тропны к макрофагам [5, 6] и обнаружива-
ются в крови во время ранней или острой инфекции 
[7]. Они обладают высокой скоростью репликации, 
продуцируя большое количество вируса-потомства. 
Некоторые исследования дают основания предпо-
лагать, что первоначально инфицирующий вирус 
R5 часто эволюционирует в вирус R5/X4, обладаю
щий двойной тропностью [8]. Последующее разви-
тие СПИДа, сопровождаемое истощением Т-клеток 
памяти hCD4+, экспрессирующих CXCR4, в ЛУ, 
селезёнке, пейеровых бляшках, назально-ассоции-
рованной лимфоидной ткани, аденоидах, миндали-
нах, бронхоассоциированной лимфоидной ткани, 
криптопатчах и изолированных лимфоидных фол-
ликулах [6, 9–11], приводит к возникновению более 
цитопатичного вируса [8], использующего хемоки-
новый рецептор CXCR4 (образующий синцитий, 
CXCR4-тропный, или X4-изолят). 

Незначительный уровень CCR5 экспрессиру-
ется в hCD4+ и hCD8+ тимоцитах, а также в подм-
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Кроме того, сам по себе эпителий слизистой обо-
лочки женского репродуктивного тракта (ЖРТ) яв-
ляется эффективным барьером против инфекции, 
поэтому не все воздействия ВИЧ-1 приводят к про-
дуктивной инфекции [20].

Хотя основными мишенями ВИЧ-1 являют-
ся hCD4+ Т-клетки, макрофаги и микроглия ГМ, 
лимфоидные ткани представляют собой главный 
резервуар для ВИЧ, компрометируя в основном ла-
тентно инфицированные покоящиеся hCD4+ Т-клет-
ки, несущие интегрированную, способную к репли-
кации форму ВИЧ даже у пациентов, получающих 
антиретровирусную терапию (АРТ). Присутствие 
биомаркеров активации макрофагов и повреждения 
нейронов в ликворе ВИЧ-инфицированных пациен-
тов с вирусной супрессией демонстрируют индук-
цию нейрокогнитивных расстройств посредством 
хронического воспаления тканей центральной 
нервной системы (ЦНС), представляя ткани ЦНС 
как скрытый резервуар вируса, способного к репли-
кации [22]. Несмотря на то что покоящиеся hCD4+ 
лимфоциты обладают низкой продуктивностью 
вирусной инфекции за счёт ингибирования ранней 
обратной транскрипции поступающих вирусных 
геномов, приводящая к образованию полностью за-
разной частицы ВИЧ выработка вируса запускается 
сразу после активации латентно инфицированных 
покоящихся hCD4+ Т-клеток [23].

Хотя ВИЧ и размножается в организме шим-
панзе (Pan troglodytes), вирус не способен инфици-
ровать мышей, крыс, кроликов или макак [24, 25]. 
При этом видоспецифичность ВИЧ не ограничива-
ется взаимодействием с CXCR4 или CCR5 на по-
верхности hCD4+ T-клеток. Многочисленные барье-
ры для репликации ВИЧ, обнаруженные у млеко-
питающих, ограничивают доступность адекватных 
животных моделей для изучения фундаментальных 
аспектов биологии ВИЧ и его взаимодействия с хо-
зяином [16]. Так, клетки крыс или мышей, сконстру-
ированные для поверхностной экспрессии hCD4 
и CCR5 либо CXCR4, не способны поддерживать 
репликацию ВИЧ, в том числе ввиду отсутствия 
дополнительных факторов вирусной рестрикции, 
таких как TRIM5α и APOBEC3. Вирусный белок 
Vif взаимодействует непосредственно с APOBEC3 
и предотвращает его активность, блокируя вклю-
чение APOBEC3 в вирусные частицы [26, 27].  
В свою очередь, TRIM5α регулирует способность 
некоторых ретровирусов заражать клетки человека, 
а ВИЧ  — клетки обезьян. Этот белок взаимодей-
ствует с вирусным капсидом и, блокируя процесс, 
предотвращает нарушение его целостности во вре-
мя обратной транскрипции [28].

Важнейшей концепцией патогенеза ВИЧ явля-
ется хроническая иммунная активация [29]. Гипер
иммунные реакции с выработкой провоспалитель-
ных цитокинов, таких как фактор некроза опухо-

ли-α, проявляющих цитотоксические свойства [30], 
и белки ВИЧ [23] могут усиливать степень репли-
кации ВИЧ и апоптоз hCD4+ и hCD8+ Т-клеток [31]. 
Во многих случаях апоптоз является результатом 
прямой вирусной инфекции или косвенного эффек-
та иммунной активации. Прямое цитопатическое 
воздействие ВИЧ обусловливается нарушением ме-
таболических процессов и целостности клеточных 
мембран hCD4+ Т-лимфоцитов и предшественни-
ков, приводящим к апоптозу. Аутофагия отмечается 
как возможная причина случайной гибели hCD4+ 
клеток [30, 32]. Другой причиной может быть ак-
тивность цитотоксических hCD8+ Т-клеток, направ-
ленная против нормальных hCD4+ клеток [20, 33].  
Снижение количества hCD4+ лимфоцитов перифе-
рической крови с течением времени является ре-
зультатом разрушения КМ, лимфоидной ткани и 
блокирования процессов регенерации новых кле-
ток, например, в тимусе [30, 34].

Модельные организмы, сохраняющие  
естественные анатомо-физиологические 

свойства

Человекообразные приматы
Ранее генетические исследования показали, 

что группы М и N ВИЧ-1 произошли от вируса 
иммунодефицита обезьян (ВИО), поражающе-
го шимпанзе (ВИОШ), а группы О и P — от ВИО 
горилл (ВИОГ), циркулирующего в популяции го-
рилл (Gorilla gorilla spp.) [2, 35]. При этом ВИОГ 
произошёл от ВИОШ в результате произошедшей 
100–200 лет назад передачи [36]. Анализ высокон-
сервативных участков вирусного генома, изменяю-
щихся при пересечении видового барьера человека 
обезьянньими предшественниками ВИЧ-1, выявил 
в вирусном матриксном белке Gag-30 один сайт, 
кодировавший метионин и переключившийся на 
аргинин у предполагаемых предков групп M, N 
и O ВИЧ-1, что впоследствии привело к сохране-
нию аргинина или лизина в большинстве штаммов 
ВИЧ-1 в качестве основной аминокислоты. При 
этом вирус с метионином в положении 30 репли-
цируется в CD4+ Т-клетках шимпанзе более эф-
фективно, чем изогенный вирус с лизином в том 
же положении, тогда как в клетках человека всё на-
оборот [37]. Обратимость данного процесса под-
тверждена экспериментальным инфицированием 
шимпанзе ВИЧ-1 [38], в результате которого про-
изошла реверсия основного остатка из Gag-30 об-
ратно на метионин [39]. Развивающиеся со време-
нем потеря CD4+ Т-клеток, тяжёлая тромбоцитопе-
ния и характерные для СПИДа признаки приводят 
инфицированных ВИОШ шимпанзе к летальному 
исходу [40]. 

Этические аспекты существенно ограничива-
ют исследования на человекообразных приматах. 
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Хотя кинетика репликации ВИОШ in vitro в hCD4+ 
Т-клетках сходна с таковой у ВИЧ, клеточные куль-
туры не отражают в полной мере всех условий ре-
пликации и передачи вируса in vivo [41]. 

Нечеловекообразные приматы
Выявлено, что группы A–H ВИЧ-2 произошли 

от ВИО сажистых мангабеев (Cercocebus atys) по-
сле передачи его человеку [2, 35, 42]. При этом сами 
мангабеи, даже будучи заражёнными ВИО сажи-
стых мангабеев, не имеют склонности к развитию 
СПИДа [43], демонстрируя свою релевантность в 
качестве естественной модели патогенеза ВИЧ у 
«естественных контроллёров», имеющих низкий 
уровень виремии в связи с отсутствием хрониче-
ской иммунной активации [44, 45]. В свою очередь, 
инфицирующий человека ВИЧ-1 не реплицирует-
ся у большинства нечеловекообразных приматов 
(НЧП), поэтому для моделирования ВИЧ-инфекции 
используются родственные вирусы обезьян с при-
сущими им ограничениями [46].

Ранние in vivo исследования патогенеза 
ВИЧ-инфекции макрофагов проводились посред-
ством инфицирования ВИО зондских свинохво-
стых макак (Macaca nemestrina) [47]. Однако изуче-
ние репликации ВИЧ и ВИО в макрофагах на этих 
этапах исследований было затруднено, поэтому 
присутствие вирусных нуклеиновых кислот в этих 
клетках приписывалось фагоцитозу инфицирован-
ных Т-клеток и клеточного детрита [48]. 

Инфицирование ВИО запускает у зондских сви-
нохвостых макак выработку вируса после актива-
ции только латентно инфицированных покоящихся 
CD4+ Т-клеток тканей и периферической крови [23].  
Несмотря на отсутствии ВИО в периферической 
крови у 85,7% проходивших АРТ животных, в ба-
зальных ганглиях и теменном отделе коры ГМ вы-
являются латентно инфицированные макрофаги, 
содержащие способный к репликации ex vivo вирус. 
Однако в этой модели используются вирусы, обла-
дающие тропизмом как к CD4+ лимфоцитам, так 
и к макрофагам, поэтому это исследование может 
быть напрямую не сопоставимо с исследованиями 
других фенотипически ограниченных моделей жи-
вотных или ВИЧ-инфицированных пациентов [22].  
Инфицирование химерным ВИЧ родственного 
вида  — северных свинохвостых макак (Macaca 
leonina) — демонстрирует связь более высокой 
внутриклеточной экспрессии APOBEC3 с более 
низкой репликацией вируса во время острой фазы 
[49, 50].

In vitro инфицирование клеток макак резусов 
(Macaca mulatta) ВИЧ-1 невозможно отчасти из-
за блокирования капсидов ВИЧ-1 клеточным фак-
тором TRIM5α и неспособности Vif связывать и 
индуцировать деградацию APOBEC3. Для обхода 
этих ограничений в молекулярные клоны ВИЧ-1  

включаются последовательности капсида и Vif ВИО 
макак (ВИОМ). В результате последующего in vitro 
пассирования в клетках человека CEMx174 химер-
ный вирус приобретает 88% генома ВИЧ-1, в том 
числе способность к устойчивой репликации и ин-
дукции обильных цитопатических эффектов. Таким 
образом, возникший случайно или в процессе адап-
тации обход ограничений, связанных с капсидом и 
Vif, может гарантировать обеспечение межвидовой 
передачи лентивирусов приматов [46].

Преимущественный тропизм ВИЧ к hCCR5+/
hCD4+ лимфоцитам собственной пластинки слизи-
стой оболочки (СПСО) кишечника [51, 52] поло-
жительно коррелирует с данными, полученными 
от заражённых ВИОМ251 [53–55], у которых во вре-
мя острой фазы вирус поражает 30–60% всех CD4+ 
Т-клеток. На 3-и сутки после внутривенного (в/в) 
инфицирования практически все животные демон-
стрируют увеличение количества CD4+ Т-клеток, 
достигая пика на 10-е сутки, после чего вначале 
их количество резко снижается в крови и ЛУ, а не-
сколькими днями позже — в наиболее обогащённой 
CD4+ лимфоцитами СПСО кишечника. Однако ис-
чезнувшие из крови CCR5+/CD8+ Т-клетки продол-
жают обнаруживаться в других тканях [56]. 

Интравагинальная (и/в) инокуляция ВИО при-
водит к инфицированию шейки матки макак резу-
сов в течение 2 дней. Дальнейшее распространение 
вируса происходит посредством миграции CD4+ 
и дендритных клеток в регионарные ЛУ, а затем в 
кровоток. При этом инфекция распространяется не 
только среди активированных и пролиферирующих 
Т-клеток, сходных с короткоживущей популяцией, 
продуцирующей основную массу вирионов ВИЧ-1 
у человека, но и в покоящихся Т-клетках [57].

Для in vivo имитации развития нарушений 
ЦНС на фоне СПИДа макакам резусам, инфициро-
ванным ВИОМ251, в/в инъецируются антитела про-
тив CD8, ускоряя миграцию и депонирование мо-
ноцитов и макрофагов в тканях ГМ, что приводит 
к развитию ВИО-индуцированной энцефалопатии 
[58]. В свою очередь, предварительное истощение 
CD4+ лимфоцитов рекомбинантными антителами 
вызывает стойкое инфицирование макрофагов и по-
явление у вируса CD4-независимой оболочки, спо-
собствующей проникновению в клетки, экспресси-
рующие CCR5 при отсутствии CD4 [59]. 

Этические аспекты, ограничивающие in vivo 
исследования с использованием гемопоэтических 
стволовых клеток (ГСК) человека на приматах 
[60], определили направление дальнейших иссле-
дований ВИЧ-инфекции на моделях мелких жи-
вотных, частично обладающих иммунной систе-
мой человека. 

В табл. 1 обобщены данные о модельных ор-
ганизмах, сохраняющих естественные анатомо-
физиологические свойства.
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Химерные модельные организмы
Модель hu-Thy/Liv

Химерная модель hu-Thy/Liv/SCID, получае-
мая посредством трансплантации эмбриональных 
тканей тимуса и печени человека под почечную 
капсулу гомозиготным мышам с тяжёлым комби-
нированным иммунодефицитом (SCID) C.B-17scid/scid  
[61, 62], обладает редуцированной реакцией «транс-
плантат против хозяина» (РТПХ) и способна под-
держивать функциональность трансплантатов до 15 

мес [63]. При этом трансплантированные ткани ти-
муса демонстрируют морфолого-функциональное 
подобие тканям нормального тимуса плода чело-
века по составу субпопуляций тимоцитов и их экс-
прессии hCXCR4 и hCCR5 [12]. 

В отличие от равнозначной кинетики ВИЧ-ин-
фекции в СПИД, наблюдаемой как у носителей 
R5-изолятов, так и у носителей X4-изолятов, в мо-
дели hu-Thy/Liv/SCID R5-изоляты проходят двух-
этапный цикл заражения, сперва медленно раз-

Таблица 1. Модельные организмы, сохраняющие естественные анатомо-физиологические свойства
Table 1. Models maintaining natural anatomical and physiological features

Модельный организм
Model

Способ инфицирования;
патоген

Method of infection; pathogen
Патофизиологические свойства

Pathophysiological features

Шимпанзе
Chimpanzee

Естественный; ВИОШ
Natural; SIV of schimpanzee

Истощение CD4+ Т-клеток, тяжёлая тромбоцитопения и характерные 
для СПИДа признаки, приводящие к летальному исходу [40]

CD4+ T-cell depletion, severe thrombocytopenia, and signs of AIDS  
leading to death [40]

В/в; ВИЧ-1
Intravenously (i/v); HIV-1

Лёгкая степень тромбоцитопении и лейкопении [38]
Mild thrombocytopenia and leukopenia [38]

Сажистый мангабей
Sooty mangabey

В/в; инфицированная ВИО  
сажистых мангабеев  
гомологичная плазма

I/v; SIV of sooty mangabey-infected 
homologous plasma

Отсутствие хронической иммунной активации, исключающее  
высокий уровень виремии [44]

Absence of chronic immune activation that preclude high levels  
of viremia [44]

Макак резус
Rhesus macaque

В/в; химерный ВИЧ-1
I/v; HIV-1 chimeric strain

Возможность межвидовой передачи между приматами [46]
Possibility of interspecific transmission between primates [46]

В/в; ВИОМ251
I/v; SIVmac251

Поражение 30–60% всех CD4+ Т-клеток. Практически полная потеря 
всех CCR5+/CD4+ Т-клеток в СПСО тощей кишки [53–56].

Распространение вируса посредством миграции дендритных и CD4+ 
T-клеток, в том числе покоящихся, в регионарные ЛУ и кровоток [57].

Ускорение миграции и депонирования моноцитов и макрофагов  
в тканях ГМ стимулируют развитие ВИО-индуцированных нарушений  

в ЦНС на фоне СПИДа [58]. Стойкое инфицирование макрофагов и по-
явление CD4-независимой оболочки у вируса после предшествующего 

инфицированию истощения CD4+ клеток [59]
30–60% of all CD4+ T cells are affected. Almost complete loss of all CCR5+/

CD4+ T cells in the jejunum [53–56]. The spread of the virus through the 
migration of dendritic and CD4+ T cells, including dormant ones, into 
the regional LN and bloodstream [57]. Acceleration of migration and 

deposition of monocytes and macrophages in brain tissues stimulate the 
development of SIV-induced disorders in the central nervous system against 

the background of AIDS [58].Persistent infection of macrophages and the 
appearance of CD4-independent envelope in the virus after the previous 

infection depletion of CD4+ cells [59]

Северный  
свинохвостый макак
Northern pig-tailed 
macaque

В/в; инфицированные трансгенным 
ВИЧ-1 аутологичные мононуклеа-

ры периферической крови
I/v; HIV-1-infected peripheral blood 

autologous mononuclear cells

Устойчивая репликации ВИЧ-1 в нецелевом организме [50]
Stable replication of HIV-1 in a non-target organism [50]

Зондский  
свинохвостый макак
Sundaland pig-tailed 
macaque

В/в; тропный к макрофагам ВИО
I/v; macrophage-tropic SIV

Репликация вируса после активации только латентно инфицированных 
покоящихся CD4+ Т-клеток [23]

Virus replication after activation of only latently infected resting  
CD4+ T cells [23]

В/в; иммуносупрессорный и нейро-
вирулентный штаммы ВИО
I/v; immunosuppressive and 

neurovirulent SIV

Стойкое инфицирование макрофагов [47]
Persistent infection of macrophages [47]

В/в; ВИО
I/v; SIV

Сохранение латентно инфицированных макрофагов в базальных ган-
глиях и теменном отделе коры ГМ при отсутствии ВИО после АРТ [22]

Retention of latently infected macrophages in the basal ganglia and parietal 
cortex in the absence of SIV after antiretroviral therapy [22]
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множаясь в медуллярных стромальных клетках, 
не вызывая явной патологии, а затем инфицируя 
кортикальные CD4+/CD8+ тимоциты, впоследствии 
вызывая их умеренное истощение [6, 12]. Наблю-
даемые после 17 дней инфицирования абсолютные 
уровни репликации X4-изолятов в кортикальных 
тимоцитах [6, 12] снижаются после 20 дней инфи-
цирования в результате опосредованного ВИЧ-1 
истощения этих тимоцитов, приводя к их практи-
чески полному исчезновению в течение после-
дующих 15–20 дней [61]. При этом уровни p24 у 
мышей, инфицированных X4-изолятами, в 14 раз 
выше по сравнению с инфицированными R5-изо-
лятами, что обусловлено влиянием Nef на репли-
кацию и усиление цитопатической составляющей 
патогенеза X4-изолятов при инфицировании in vivo 
[64]. В то же время X4-изоляты способны приобре-
тать R5-подобный фенотип и инфицировать слабо 
экспрессирующие CCR5 медуллярные стромаль-
ные тимоциты, медленно реплицируясь в них, ино-
гда вызывая их истощение [1]. 

В модели hu-Thy/Liv/SCID инфицирование 
трансплантированных тимоцитов возможно только 
отличным от естественных путей передачи возбу-
дителя способом. Отсутствие системной виремии 
препятствует анализу репликации вируса и его вли-
яния на тимоциты, требуя хирургического удаления 
фрагмента ткани или эвтаназии животного [62]. 
Этим объясняется потребность в животной модели, 
способной инфицироваться тем же способом, что и 
человек, например, через контакт слизистых оболо-
чек, т.к. инфицированные ВИЧ клетки могут пере-
давать вирус как клеткам иммунной системы, так и 
клеткам слизистых оболочек [65, 66].

КМ мышей hu-Thy/Liv/NOD/SCID/γc−/− (NSG), 
имеющих только Т-клетки (также называемых 
«T-cell only mice» или «TO-мыши»), не продуцирует 
человеческие миелоидные и В-клетки [67, 68], а бла-
годаря нокауту γc у данной модели на протяжении 
14 мес не проявляются признаки РТПХ. После в/в 
или внутрибрюшинного инфицирования не репли-
цирующимся in vivo в тканевых макрофагах R5-изо-
лятом, тропным исключительно к T-клеткам чело-
века, наличие вирусной РНК (вРНК) и клеток p24+ 
отмечается по всему ГМ, включая мозжечок, про-
долговатый мозг и кору больших полушарий [67].  
Поддерживаемые в периферической крови высокие 
уровни репликации вируса приводят к умеренному 
снижению популяции hCD4+ лимфоцитов, однако 
ежедневное введение комбинированной АРТ зна-
чительно снижает вирусную нагрузку вплоть до не-
определяемого в плазме уровня с сохранением ла-
тентно инфицированных покоящихся CD4+ Т-кле-
ток [68]. Таким образом, модель hu-Thy/Liv/NSG  
демонстрирует состоятельность Т-клеток в уста-
новлении и поддержании продуктивной ВИЧ-ин-
фекции ГМ и отсутствие необходимости в миело-

идных клетках для транспортировки вируса с пери-
ферии в ГМ [67].

Модель hu-BLT
Возможность ректального и и/в инфицирова-

ния ВИЧ химерных мышей определяется наличием 
человеческих клеток в ЖРТ и прямой кишке, однако 
степень восстановления этих клеток зависит непо-
средственно от линии мышей и протокола гуманиза-
ции. Пониженный уровень активности эндогенных 
естественных клеток-киллеров у мышей NOD/SCID 
и NSG по сравнению с мышами SCID обеспечивает 
более длительное и надёжное восстановление кле-
ток врождённого и адаптивного иммунного ответа 
человека. Кроме того, Т-клетки этих мышей, как 
и у человека, демонстрируют весьма разнообраз-
ный репертуар Vβ Т-клеточных рецепторов [17].  
Гуманизация этих мышей происходит схожим с 
моделью hu-Thy/Liv способом: после трансплан-
тации под капсулу почки сэндвич-трансплантата 
тимус–печень–тимус из эмбриональных тканей че-
ловека и его приживления производится введение 
фетальных CD34+ ГСК. Модель получила название 
«bone marrow–liver–thymus» (BLT). У мышей hu-
BLT/NOD/SCID трансплантированная ткань тимуса 
развивается в схожий с тимусом человека тимиче-
ский органоид, в котором клетки-предшественники 
человеческих Т-лимфоцитов, ограниченные лейко-
цитарным антигеном человека (HLA), могут мигри-
ровать и развиваться в полностью функциональные 
периферические Т-клетки в контексте аутологично-
го эпителия тимуса человека [69]. 

Анализ тканевого распределения популя-
ций иммунных клеток человека у мышей hu-BLT/
NOD/SCID выявил соответствующее распределе-
ние лимфоидных и миелоидных клеток человека в 
КМ, селезёнке, ЛУ, печени, лёгких и ЖКТ [17]. В 
слизистой оболочке влагалища, эктоцервикса, эндо-
цервикса, матки и кишечника отмечается интенсив-
ное восстановление hCD4+ Т-клеток, моноцитов/
макрофагов и дендритных клеток. Т-клетки распо-
лагаются непосредственно внутри эпителиального 
слоя в виде локализованной на границе эпителия и 
СПСО полосы вдоль базальной мембраны и по всей 
собственной пластинке, а макрофаги и дендритные 
клетки — в собственной пластинке на протяжении 
всего ЖРТ мышей [69]. Данные морфологические 
особенности чётко коррелируют с локализацией 
T-клеток у человека, наделяя модель hu-BLT/NOD/
SCID восприимчивостью к эффективной вагиналь-
ной передаче R5-изолятов [69, 70] и ректальной пе-
редаче X4- и R5-изолятов [71, 72]. 

Атравматическая и/в инокуляция однократной 
бесклеточной дозы первичного R5-изолята ВИЧ-1 
мышам hu-BLT/NOD/SCID приводит к установле-
нию системной инфекции у 88% мышей, выражаю
щейся в появлении в плазме антигена р24 и/или 
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вРНК через 2 нед, а также в прогрессирующем сни-
жении популяции hCD4+ Т-клеток в периферической 
крови, напоминая острую фазу инфекции ВИЧ-1 у 
человека. Диссеминированная инфекция отмечается 
на протяжении всего ЖКТ: инфицированные клетки 
обнаруживаются в СПСО и эпителии тонкой киш-
ки, приводя к резкой потере тканевых hCD4+ лим-
фоцитов и эффекторных клеток памяти [69]. 

Большинство hCD4+ Т-клеток, присутствую-
щих в ЖРТ мышей hu-BLT/NOD/SCID и hu-BLT/
NSG, одновременно экспрессируют CCR7 и CCR5, 
являясь потенциальными клетками-мишенями 
ВИЧ, аналогично с тканью шейки матки человека. 
Поскольку стромальные клетки являются основ-
ным источником CCL19 и CCL21, мышиных лиган-
дов CCR7, гуманизированные мыши экспрессиру-
ют их на более высоких уровнях, чем человеческие 
лиганды в цервико-вагинальном тракте и подвздош-
ных ЛУ. Через 6–10 сут после инфицирования коли-
чество p24+ Т-клеток hCD4+ в цервико-вагинальном 
тракте становится больше, чем в цервикальных ЛУ, 
а через 14 сут инфицированные клетки и вРНК об-
наруживаются в кишечнике, плазме и селезёнке, а в 
мезентериальных ЛУ — ещё и вДНК. Такая кине-
тика процессов демонстрирует отсутствие критиче-
ского значения CCR7-зависимой миграции лейко-
цитов для распространения ВИЧ [73].

Наличие у человека структур, подобных ас-
социированной с кишечником лимфоидной ткани 
(АКЛТ), подняло вопрос о возможности мышиных 
криптопатчей инициировать генез АКЛТ челове-
ка. Передача сигналов IL-7R необходима для ге-
неза АКЛТ, поэтому нормального развития АКЛТ 
не происходит у мышей с нарушенной передачей 
сигналов IL-7R, включая мышей NSG, у которых 
отсутствует общая γ-цепь. Поэтому исследования 
ректальной передачи ВИЧ-1 проводятся на обла
дающих криптопатчами мышах hu-BLT/NOD/SCID, 
точно воспроизводящих истощение hCD4+ Т-клеток 
в структурах АКЛТ. Восстановление hCD4+ и hCD8+ 
Т-клеток, миелоидных клеток и единичных наив
ных T-клеток по всему эпителию и СПСО тонкого 
и толстого отделов кишечника делает модель hu-
BLT/NOD/SCID восприимчивой к ректальной пере-
даче ВИЧ-1 [17]. Помимо этого, у мышей hu-BLT/
NOD/SCID плазматические клетки, секретирующие 
hIgA, преобладают над секретирующими hIgG, что 
положительно коррелирует с секрецией IgA СПСО 
кишечника у человека. В свою очередь, в кишеч-
нике мышей hu-BLT/NSG присутствует небольшое 
количество плазматических клеток, обладающих 
высоким уровнем секреции hIgA и hIgG [74].

Ректальное инфицирование приводит к значи-
тельному увеличению количества перфорин-пози-
тивных клеток в структурах АКЛТ мышей hu-BLT/
NOD/SCID, появлению клеток p24+ и снижению 
количества hCD4+ лимфоцитов hCD4+ по всему 

ЖКТ [17], что согласуется с истощением hCD4+ 
Т-клеток в СПСО кишечника и внутриэпители-
альных отделах при ВИЧ-инфекции у человека. 
При этом различий в уровнях hCD8+ Т-клеток у 
ВИЧ-позитивных и ВИЧ-негативных животных 
не наблюдается [74]. Присутствующая у мышей hu-
BLT/NOD/SCID строма тимуса человека позволяет 
образовывать тимоциты человека в полном контек-
сте главного комплекса гистосовместимости (ГКГ) 
человека, делая эту модель весьма актуальной для 
оценки специфических иммунных реакций на по-
тенциальные вакцины против ВИЧ [75].

К сожалению, адоптивный перенос активи-
рованных Vδ2-клеток, демонстрирующий относи-
тельную терапевтическую эффективность при ле-
чении некоторых инфекционных заболеваний, не 
способствует контролю ВИЧ-инфекции у мышей 
hu-BLT/NSG, наоборот, усугубляя виремию, что 
свидетельствует о возможной роли Vδ2-клеток в со-
действии распространению вируса в качестве ран-
них мишеней ВИЧ [76].

Экспрессирующие как hCCR5, так и hCXCR4 
интерстициальные hCD4+ лимфоциты лёгких [77], 
в отличие от hCD4+ лимфоцитов альвеолярного 
пространства или циркулирующей крови, сильно 
истощаются на ранних стадиях инфекции ВИЧ-1 
ex vivo в лёгочной ткани человека и in vivo у мы-
шей hu-BLT/NOD/SCID и hu-BLT/NSG, демонстри-
руя наивысшие показатели их инфицирования [78]. 
Инфицированные и/в R5-изолятом мыши hu-BLT/
NOD/SCID и hu-BLT/NSG предоставляют возмож-
ность наблюдать in vivo истощение hCD4+ Т-клеток 
интерстициальной лёгочной ткани [73] на стадиях, 
отражающих острую и раннюю хроническую ин-
фекцию ВИЧ-1 [79, 80]. Вирусная нагрузка в общей 
лёгочной ткани и отсортированных hCD4+ T-клет-
ках лёгочной ткани, а также соотношение клеток 
p24+/hCD4+ оказались выше по сравнению с тка-
нями селезёнки, в то время как количество hCD4+ 
Т-клеток в интерстиции лёгких и бронхоальвеоляр-
ном лаваже снижались на протяжении 7 нед. Общее 
количество hCD4+ и hCD8+ Т-клеток коррелирует 
с таковым в бронхоальвеолярном лаваже, но не в 
интерстиции лёгких, предполагая рекрутирование 
Т-лимфоцитов в альвеолярное пространство. Таким 
образом, раннее и тяжёлое истощение hCD4+ Т-кле-
ток лёгких у этих моделей аналогично наблюдаемо-
му в кишечнике [78].

Происхождение микроглии из ранних кле-
ток-предшественников, образующихся в желточ-
ном мешке, вызывало сомнения в возможности 
воспроизведения микроглиальных клеток человека 
современными моделями гуманизированных мы-
шей [67]. Однако мышиные модели hu-BLT/NSG и 
hu-BLT/IL34-Tg/NOG демонстрируют эффективное 
восстановление микроглии человека и способность 
поддержания репликации ВИЧ в ГМ [67, 81].
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Мыши NSG, обладая гиперчувствительностью 
к ионизирующему излучению, демонстрируют бо-
лее низкое общее количество ГСК, миелоидных и 
В-клеток человека в ГМ после прекондиционного 
облучения повышенными дозами. Помимо этого, в 
ГМ самок мышей hu-BLT/NSG восстанавливается 
большее количество человеческих В-клеток, чем у 
самцов, в то время как количество Т-клеток и соот-
ношение hCD4+/hCD8+ не зависит от пола или дозы 
облучения. Присутствие клеток-мишеней ВИЧ во 
всем ГМ мышей hu-BLT/NSG подтверждено мигра-
цией ГСК hCD45+, hCD3+ Т-клеток и hCD68+ макро-
фагов из обонятельной луковицы через основание 
ствола мозга в продолговатый мозг. Подмножества 
hCD4+ и hCD8+ лимфоцитов присутствуют во всем 
ГМ, включая обонятельную луковицу, кору, хво-
статое ядро, таламус, средний мозг, понс и мозже-
чок, при этом в последнем содержится значитель-
но большее количество hCD68+ макрофагов, чем 
в остальных отделах ГМ. Инфицирование мышей 
hu-BLT/NSG R5- и X4-изолятами через слизистую 
оболочку и парентерально приводит к обнаруже-
нию ассоциированных с клетками вДНК и вРНК 
в 85,1 и 92,9% ГМ соответственно, независимо от 
способа инфицирования. По мере продолжительно-
сти инфекции увеличение количества вДНК в ГМ 
влечёт быстрое и устойчивое снижение как обще-
го количества человеческих Т-клеток, так и hCD4+ 
Т-клеток, а также соотношения hCD4+/hCD8+ в ГМ, 
напоминающее потерю hCD4+ Т-клеток в тканях 
слизистых оболочек ЖРТ и ЖКТ на ранних стади-
ях инфекции. Клетки p24+ обнаруживаются в коре 
ГМ, мозжечке, таламусе, продолговатом и сред-
нем мозге. Отмечается прямая зависимость между 
уровнями клеточно-ассоциированной вРНК в ГМ 
и вирусной нагрузкой плазмы, а также между про-
должительностью инфекции и количеством миело-
идных клеток [67]. Кроме того, значимость атипич-
ных подмножеств клеток в персистенции ВИЧ про-
демонстрирована реактивацией персистирующего 
вируса в периваскулярных макрофагах, астроцитах 
и микроглии ГМ инфицированных мышей [82].

В то время как у мышей hu-BLT/NSG челове-
ческие Т-клетки развиваются в эпителии тимуса 
человека и ограничены ГКГ человека [70, 83], у 
мышей hu-BLT/NOD-Rag2−/−γc−/− (NRG) человече-
ские Т-клетки образуются в тимусе в контексте ГКГ 
мыши [84–86]. Инфицирование ВИЧ-1 аналогично 
индуцирует у этой модели активацию и истощение 
Т-клеток [87–89].

Гуманизация в рамках модели BLT мышей 
TKO, обладающих нокаутом генов Rag2, Il2rg и 
CD47, сопровождается устойчивым восстановле-
нием в КМ, селезёнке и мезентериальных ЛУ всех 
основных подмножеств клеток, включая hCD4+ и 
hCD8+ Т-лимфоциты, hCD19+ В-клетки, hCD14+ мо-
ноциты, миелоидные и плазмоцитоидные дендрит-

ные клетки. Кроме того, организованные в фолли-
кулы участки белой пульпы селезёнки восстанавли-
ваются обладающими преимущественно зрелыми 
hCD3+ Т-клетками и hCD20+ B-клетками, а в АКЛТ 
толстого и тонкого отделов кишечника — подмно-
жествами активированных hCD4+ и hCD8+ лимфо-
цитов, а также миелоидными и плазмоцитоидными 
дендритными клетками. Ректальное и внутрибрю-
шинное [90] инфицирование мышей hu-BLT/TKO 
R5-изолятом ВИЧ-1 индуцирует появление специ-
фичных к gp120 антител, а также снижение коли-
чества hCD4+ Т-клеток при сопутствующем увели-
чении количества активированных hCD8+ Т-клеток. 
Таким образом, модель hu-BLT/TKO демонстрирует 
классические иммунологические признаки острой 
инфекции ВИЧ-1 человека [91].

В зависимости от используемой линии мышей 
модели hu-BLT способны восстанавливать функцио
нальную иммунную систему человека [92,  93] и 
инфицироваться ВИЧ-1 схожими с человеком спо-
собами [94], возводя эту модель в ранг «золотого 
стандарта» для in vivo исследований ВИЧ-1 [95, 96].

Модель hu-HSC
Модели, основанные на лишённых фона NOD 

(«non-obese diabetic», не страдающий ожирением 
диабетик) мышах Rag1–/–lIl2rg–/– и Rag2–/–Il2rg–/– (об-
ладающие нокаутом двух генов, DKO), которым 
трансплантируются ГСК человека hCD34+, демон-
стрируют восприимчивость к заражению R5- и X4-
изолятами ВИЧ-1 через слизистую оболочку, приво-
дящему к хроническому инфицированию [97, 98]. 

Трансплантация клеток КМ или пуповинной 
крови hCD34+ мышам NSG приводит к успешной 
дифференцировке различных популяций клеток, 
включая человеческие Т- и В-клетки, а также есте-
ственные клетки-киллеры, моноциты/макрофаги, и 
дендритные клетки. Помимо этого, hCD4+ Т-клетки 
этой модели очень чувствительны к R5- и X-4-изо-
лятам, индуцирующим интенсивную вирусную на-
грузку в плазме [99–101], продолжающуюся более 
40 дней [101].

Для создания модели, обладающей последова-
тельным восстановлением и развитием ЛУ, устра-
няющими недостатки формирования вторичной 
лимфоидной ткани, изменениям подверглись мы-
ши с фоном BRG. Модель hu-HSC/BRGST, создан-
ная на основе мышей Balb/c Rag2−/−Il2rg−/−SirpaNOD 
(BRGS), экспрессирующая не зависящий от IL2rg 
сходный по структуре и функции с IL7 трансгенный 
лимфопоэтин стромальных тимоцитов, обладает 
устойчивыми клеточными и гуморальными реак-
циями человека за счёт стимуляции В- и Т-клеточ-
ных реакций [102]. Таким образом, мыши hu-HSC/
BRGST демонстрируют усиленное переключение 
классов изотипов иммуноглобулинов, развитие 
Т-клеток центральной и эффекторной памяти и 
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фолликулярных Т-хелперов во вторичных лимфо-
идных тканях с выраженными В-клеточными зона-
ми [103].

Одной из вариаций модели hu-HSC являются 
полностью лишённые T-клеток человека гумани-
зированные мыши («myeloid-only», Mo-мыши), ха-
рактеризующиеся стабильным уровнем виремии, 
сопровождающейся увеличением количества ма-
крофагов человека в ГМ. Репликация тропных к ма-
крофагам R5-изолятов ВИЧ-1 и ВИЧ-2 происходит 
только в восстановленных макрофагах и миелоид-
ных клетках в течение 15 нед. В свою очередь, ре-
пликации тропных к Т-клеткам R5-изолятов ВИЧ-1 
или ВИЧ-2 не происходит вследствие отсутствия 
Т-клеток. У инфицированных мышей hu-Mo/NOD/
SCID hCD68+ макрофаги и клетки p24+ обнаружи-
ваются по всему ГМ, включая мозжечок, путамен, 
кору, вентральное полосатое тело и ствол ГМ [104]. 
В этой модели длительное поддержание инфекции 
тканевыми макрофагами в отсутствие Т-клеток 
подразумевает их уязвимость в качестве истинных 
мишеней и скрытых резервуаров ВИЧ-инфекции у 
человека. Кроме того, эти мыши способны к de novo 
передаче возбудителя, который также эффективно 
реплицируется в организме нового хозяина в при-
сутствии или в отсутствие T-клеток человека [104].

Результаты, полученные на модели hu-Thy/
HSC/NRG, созданной путём трансплантации фраг-
мента фетального тимуса под капсулу почки и в/в 
введения ГСК человека сублетально облучённым 
мышам NRG, демонстрируют схожие с мышами 
hu-HSC/NRG результаты активации, потери функ-
циональности и истощения Т-клеток после инфи-
цирования ВИЧ-1, а также схожий уровень экспрес-
сии CD38 и HLA на hCD8+ лимфоцитах. При этом 
соотношение Т-клеток hCD4+/hCD8+ у этих мышей 
незначительно выше, в то время как процентное со-
держание человеческих естественных клеток-кил-
леров, плазмоцитоидных дендритных клеток и мо-
ноцитов ниже, чем у мышей hu-HSC/NRG. Кроме 
того, мыши hu-Thy/HSC/NRG способны экспресси-
ровать PD-1 — маркер утраты функциональности 
Т-клеток [105]. 

Несмотря на отсутствие зрелых В-клеток с воз-
можностью переключения изотипа [106], результа-
тивное инфицирование слизистой оболочки ЖРТ у 
мышей hu-HSC/NRG наилучшим образом модели-
рует контактный способ передачи ВИЧ-1 и позволя-
ет изучать изменения микробиоты [107], местную 
предконтактную профилактику [108, 109] и вакци-
нотерапию [106]. 

Модель hu-PBMC
Модель hu-PBMC является наиболее простой 

с точки зрения технического исполнения, но разно-
родность трансплантируемых клеточных популя-
ций повышает риск раннего развития РТПХ и тре-

бует использования животных с высокой степенью 
иммунодефицита. Восстановленные hCD45+ клетки 
обнаруживаются в периферической крови, ЛУ, се-
лезёнке и печени мышей примерно через 4 нед по-
сле внутрибрюшинной инъекции мононуклеаров 
периферической крови человека мышам NSG, в то 
время как клетки hCD19+ детектируются только в 
ЛУ и селезёнке. hCD3+ Т-клетки наблюдаются в ЛУ, 
селезёнке и печени, в то время как субпопуляции 
hCD4+ и hCD8+ имеют обширную локализацию. 
Большинство hCD3+ Т-клеток красной пульпы яв-
ляются hCD8+ Т-клетками, тогда как в белой пуль-
пе обнаруживаются в основном hCD4+ Т-клетки. 
hCD8+ лимфоциты также детектируются вокруг 
перипортальных областей печени, в то время как 
hCD4+ Т-клетки распределяются по тканям более 
диффузно. hCD4+ и hCD8+ Т-клетки активно восста-
навливаются в ЛУ, содержащих единичные Т-клетки 
мыши. При этом нормальное соотношение hCD4+/
hCD8+, отмечаемое у донора, у мышей-реципиентов 
оказалось повышено в 2 раза, сохраняясь на этом 
уровне в течение 10 нед. Внутривенное инфициро-
вание обладающим двойной тропностью штаммом 
HIV-1DH12 привело к истощению hCD4+ Т-клеток в 
периферической крови спустя 3 нед после зараже-
ния, а ещё через 2 нед произошло их полное исчез-
новение. У мышей, инфицированных X4-изолятом, 
истощение hCD4+ Т-клеток наблюдается через 4 нед 
после заражения, демонстрируя зависимость кине-
тики истощения hCD4+ лимфоцитов от тропности 
инфицирующего агента [110].

Несмотря на то что мыши NSG не обладают 
зрелыми эндогенными T- и B-клетками и естествен-
ными клетками-киллерами, у модели hu-PBMC/
NSG в течение 4–16 нед после гуманизации проявля-
ются признаки РТПХ [110, 111]. По этой же причине 
использование этой модели противоречит политике 
в области проведения исследований на животных 
многих исследовательских организаций [112]. 

Наиболее подходящими животными для созда-
ния модели hu-PBMC считаются мыши ТКО [112], 
т.к. нокаут CD47 обеспечивает им толерантность к 
трансплантированным клеткам человека, отдаляя 
развитие РТПХ и потерю массы тела в среднем на  
24 дня по сравнению с моделью hu-PBMC/NSG 
[112]. Мыши hu-PBMC/TKO демонстрируют спо-
собность к обширной репопуляции многих тканей 
и органов клетками hCD3+, hCD4+ и hCD8+, вклю-
чая селезёнку, мезентериальные ЛУ, КМ, печень, 
толстый отдел кишечника, прямую кишку и ГМ, в 
то время как hCD14+/hCD163+ макрофаги и hCD20+ 
В-клетки восстанавливаются в ЛУ и селезёнке. Вну-
трибрюшинное инфицирование R5-изолятом через 
2 нед приводит к устойчивой виремии, сопровожда-
емой снижением количества hCD4+ лимфоцитов, 
причём при увеличении вирусной нагрузки в плазме 
крови количество циркулирующих hCD4+ Т-клеток 
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пропорционально снижается, достоверно модели-
руя инфекцию ВИЧ-1 у человека. Ректальный и и/в 
способы заражения демонстрируют аналогичные 
результаты, хотя и с некоторой отсрочкой развития 
признаков инфицирования. Антиген p24 обнару-
живается в мезентериальных ЛУ, КМ, селезёнке и 
прямой кишке, однако, несмотря на способность 
этой модели восстанавливать hCD4+ Т-клетки в ГМ, 
результаты индикации p24 в нем неубедительны 
[112]. Благодаря не требующей специальных навы-
ков технике гуманизации и достаточно безопасным 
для оператора способам инфицирования животных 
эта новая модель имеет большие шансы завоевать 
признание научного сообщества. 

Трансгенные животные
Помимо того, что ресурсы тканевого мате-

риала человека для создания гуманизированных 
мышей достаточно ограничены, а сама процедура 
трансплантации для успешного приживления тре-
бует серьёзных технических навыков персонала, 
отсутствие возможности проведения оценки па-
тогенеза СПИДа требует дополнительных живот-
ных моделей. Как оказалось, наблюдаемые при 
некоторых in vitro исследованиях активация кле-
точных сигнальных путей, подавление ГКГ мы-
ши, повышение патогенности вирусных частиц и 
Nef-опосредованное усиление вирусной реплика-
ции и патогенеза путём подавления hCD4 не яв-
ляются ведущими особенностями для фенотипа 
Nef in vivo [113]. Так, у мышей, экспрессирующих 
полный геном ВИЧ-1, содержащий модифициро-
ванный длинный терминальный повтор, и мышей, 
способных к экспрессии Nef, Gag или протеазы в 
волокнах хрусталика, развиваются истощение и по-
ражения глаз. Экспрессия половины генома ВИЧ-1 
3' вызывает у мышей тяжёлую нефропатию, а экс-
прессия Nef или Tat — гиперплазию эпидермиса. В 
свою очередь, мышам, Т-клетки которых экспрес-
сируют CD4+, и мышам CD4C/HIVWT  Tg, облада-
ющим экспрессирующими полный геном ВИЧ-1  
клетками, свойственна низкая жизнеспособность 
вследствие снижения моноцитарно-макрофагаль-
но-лимфоцитарных клеточных популяций при на-
личии сопутствующих поражений почек и лёгких, 
фенотипически близких к таковым при СПИДе у 
человека [114]. Сходство этой модели с проявле-
ниями СПИДа у детей предполагает решающую 
роль Nef в прогрессировании СПИДа у человека, 
независимо от его роли в репликации вируса [115].  
Экспрессия белка Tat в ЦНС мышей GT-tg позволя-
ет оценивать поведенческие расстройства, связан-
ные с действием Tat ВИЧ-1 [116].

Некоторые модели, экспрессирующие миело-
идные цитокины hSCF, hGM-CSF и hIL-3 (мыши 
NSGS) [117, 118], а также модели MITRG и MISTR 
[119] оказались нежизнеспособными, демон-

стрируя короткую продолжительность жизни —  
10–20 нед после гуманизации. 

Наконец, сообщается о создании трансгенных 
кроликов, несущих входной рецепторный комплекс 
ВИЧ-1 hCD4/hCCR5, путём совместной микроинъ-
екции обеих конструкций. Разработчики этой моде-
ли планируют использовать первичные клеточные 
культуры, полученные от этих животных, для адап-
тации ВИЧ, что, несомненно, повлечёт изменение 
самого вируса [23].

В табл. 2 обобщены данные о химерных мо-
дельных организмах.

Заключение
ВИО только на 50% схож с ВИЧ, и существу-

ют значительные различия в составе подмножества 
γδ-лимфоцитов в фенотипе у обезьян и людей [76], 
однако модели ВИО-инфицированных НЧП служат 
основной животной моделью для in vivo оценки эф-
фективности потенциальных вакцин и микробици-
дов [120, 121]. Несмотря на то что эпитопы в вакци-
нах должны быть сопоставлены с вирусом-индук-
тором инфекции, ВИО макак резусов длительное 
время оставался объектом, наиболее часто исполь-
зуемым для доклинической оценки вакцин против 
ВИЧ [75].

Использование гуманизированных мышей в 
исследованиях АРТ обязывает к подготовке и пред-
ставлению вирусных эпитопов в контексте ГКГ 
человека, а не мыши. В частности, иммунодоми-
нантные эпитопы, отображаемые на ГКГ мыши к 
Т-клеточным рецепторам человека, могут не иметь 
прямого отношения к отображаемым на ГКГ имму-
нодоминантным эпитопам, и тем более Т-клеточ-
ным рецепторам человека, поэтому особенно важно 
полностью исследовать процесс образования Т-кле-
ток у гуманизированных мышей в отсутствие стро-
мы человека [75].

По сравнению с мышами hu-HSC/NSG, hu-/
Thy/Liv/NSG и hu-HSC/NRG мыши hu-BLT/NSG об-
ладают лучшим восстановлением функциональной 
иммунной системы человека, включая локализован-
ную в слизистых оболочках [92, 93], и способны к 
инфицированию ВИЧ-1 интравагинальным, рек-
тальным и оральным путями [94]. По этой причине 
hu-BLT по настоящее время считаются «золотым 
стандартом» для исследований ВИЧ-1 на мышиных 
моделях [95, 96]. 

Переход тропных к Т-клеткам ЦНС вирусов 
к фенотипу, тропному к макрофагам, в организме 
человека обычно происходит в результате интен-
сивного размножения и продолжительного инфици-
рования, приводящим к эволюции вируса. Однако 
продолжительность жизни мышей коротка относи-
тельно продолжительности жизни людей, поэтому 
возможность наблюдения за животными моделями 
в течение нескольких лет после заражения исклю-
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Таблица 2. Химерные модельные организмы
Table 2. Chimeric models

Мышиная модель
Mouse model

Cпособ  
инфицирования; 

патоген
Method of infection; 

pathogen

Анатомо-физиологические свойства
Anatomical and physiological features

Патофизиологические свойства
Pathophysiological features

hu-Thy/Liv/SCID Инокуляция ВИЧ-1  
в ткань 

трансплантата
HIV-1 inoculation 
into graft tissue

Состав субпопуляций тимоцитов 
трансплантата и экспрессия 

hCXCR4 и hCCR5 подобны тканям 
нормального тимуса плода человека, 
их функциональность сохраняется в 

течение 6–15 мес  
[6, 12, 61–63]

Grafts’ thymocytes subpopulations 
composition and hCXCR4 and hCCR5 

expression are similar to the normal human 
fetal thymus tissues, the functionality is kept 

for 6 to 15 months [6, 12, 61–63]

ГКГ-ограниченное инфицирование и истощение 
Т-клеток, вплоть до их полного исчезновения  

[6, 12, 61–63] 
MHC-limited T cells infection and depletion,  

up to their complete disappearance [6, 12, 61–63]

hu-Thy/Liv/NSG В/в и 
внутрибрюшинно; 

тропный к 
T-клеткам R5-
изолят ВИЧ-1

I/v and 
intraperitoneally; 

T-cell-tropic R5 HIV-
1 isolate

Системное восстановление  
T-клеток человека [68]

System reconstitution of human T-cells [68]

Продуктивное инфицирование всех отделов 
ГМ. Миелоидные клетки не требуются для 

транспортировки ВИЧ с периферии в ГМ [67].
Поддержание высоких уровней репликации 

вируса в периферической крови, приводящее 
к умеренному снижению популяции hCD4+ 

Т-клеток. 
Введение комбинированной АРТ приводит 
к значительному подавлению репликации 

вируса вплоть до неопределяемого в плазме 
с сохранением латентно инфицированных 

покоящихся hCD4+ Т-клеток [68]
Productive infection of all brain divisions.

Myeloid cells are not required to transport HIV from 
the periphery to the brain [67].

Maintaining high levels of virus replication in 
peripheral blood, leading to a moderate decrease 

in the hCD4+ T cell population.
Administration of combined antiretroviral therapy 

leads to a significant suppression of virus 
replication up to undetectable in plasma with the 
preservation of latently infected resting hCD4+ T 

cells [68]

hu-BLT/NOD/SCID И/в [17, 69]  
или ректально  

[70, 71, 74]; ВИЧ-1
Intravaginally (i/vag) 
[17, 69] or rectally 
[70, 71, 74]; HIV-1

Ограниченные HLA интенсивное 
восстановление, соответствующие 

распределение и функциональность 
лимфоидных и миелоидных клеток 

человека в тканях тимического 
органоида [69], КМ, селезёнки, ЛУ, 

печени, лёгких, ЖРТ [17, 69], ЖКТ [17, 
70, 71, 74] в полном контексте ГКГ 

человека [65]. Т-клетки демонстрируют 
разнообразный репертуар рецепторов Vβ 

Т-клеточных рецепторов [17, 69]. 
Преобладание секретирующих 

hIgA плазматических клеток над 
секретирующими hIgG [74]

HLA-limited intensive reconstitution, 
corresponding distribution and functionality 

of human lymphoid and myeloid cells in 
the tissues of the thymic organoid [69], 
BM, spleen, LN, liver, lungs, FRT [17, 

69], gastrointestinal tract [17, 70, 71, 74] 
and thymic organoid [69] in the context of 

human MHC [65]. T cells demonstrate  
a diverse repertoire of Vß TCR receptors 

[17, 69]. The predominance of hIgA-
secreting plasma cells over hIgM-secreting 

cells [74]

Системное инфицирование и прогрессирующее 
истощение hCD4+ Т-клеток [17, 71], в том числе 

в интерстициальной лёгочной ткани [74].
Значительно увеличено количество перфорин-

позитивных клеток человека [74]
System infection and progressive depletion of 
hCD4+ T cells [17, 71] including interstitial lung 

tissue [74]. The number of human perforin-positive 
cells was significantly increased [74]

hu-BLT/NSG В/в [76, 88, 89, 
104], и/в, ректально 

или орально [94]; 
ВИЧ-1

Невозможен генез АКЛТ [74].
ГСК hCD34+ дифференцируются до 

зрелых форм, способных  
к инфицированию ВИЧ [76].

Активация и истощение hCD4+ Т-клеток  
[74, 88, 89]. Поддержание репликации ВИЧ  

в макрофагах hCD68+ ГМ [67, 104], независимо 
от способа инфицирования [67].
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Мышиная модель
Mouse model

Cпособ  
инфицирования; 

патоген
Method of infection; 

pathogen

Анатомо-физиологические свойства
Anatomical and physiological features

Патофизиологические свойства
Pathophysiological features

I/v [76, 88, 89, 104], 
i/vag, rectally or 
orally [94]; HIV-1

Эффективное восстановление микроглии 
человека за счёт миграции hCD45+ 
клеток, hCD3+ Т-клеток и hCD68+ 

макрофагов из обонятельной луковицы 
через основание ствола мозга  

в продолговатый мозг [67].
В ГМ самок присутствует большее 
количество человеческих В-клеток,  

чем у самцов [67].
Присутствие hCD4+ и hCD8+ Т-клеток 

во всём ГМ, при этом в мозжечке 
содержится значительно большее 

количество hCD68+ клеток, чем в самом 
ГМ. Небольшое количество обладающих 
высоким уровнем секреции hIgA и hIgG 

плазмоцитов [74]
The genesis of GALT is impossible [74].

hCD34+ HSCs differentiate to mature forms 
capable of HIV infection [76].

Effective reconstitution of human microglia 
due to migration of hCD45+ cells, hCD3+ 
T cells and hCD68+ macrophages from 

the olfactory bulb through the base of the 
brainstem to the medulla oblongata [67].

There are a large number of human B cells 
in the brain of females than in males [67].
The presence of hCD4+ and hCD8+ T cells 

in the entire brain, while the cerebellum 
contains a significantly larger number of 
hCD68+ cells than in the brain. A small 

number of plasmocytes with a high level  
of hIgA and hIgG secretion [74]

Прямая зависимость между вирусной 
нагрузкой в плазме и уровнями клеточно-

ассоциированной вРНК в ГМ и между 
количеством миелоидных клеток и 

продолжительностью инфекции [67].
Адоптивно перенесённые активированные 
клетки Vδ2 содействуют распространению 

вируса в качестве ранних мишеней ВИЧ [76]
Activation and depletion of hCD4+ T cells  

[74, 88, 89].
Maintenance of HIV replication in bone marrow 

hCD68+ macrophages [67, 104], regardless of the 
method of infection [67].

There is a direct relationship between the viral load 
in plasma and the levels of cell-associated RNA in 
the brain, and between the number of myeloid cells 

and the duration of infection [67].
Adoptively transferred activated Vδ2 cells promote 

the spread of the virus as early HIV targets [76]

hu-BLT/NRG В/в; ВИЧ-1
I/v; HIV-1

Восстановление всех основных подгрупп 
hCD45+ лейкоцитов, в том числе  
в тимусе, в контексте ГКГ мыши  

[84–86, 105]
Reconstitution of all major leukocyte 

subgroups hCD45+, including in the thymus 
in the context of mouse MHC [84–86, 105]

Активация и истощение Т-клеток [87–89].
Персистирующая инфекция ВИЧ-1 приводит к 

устойчивой и системной индукции IFN-I [87]
Activation and depletion of T cells [87–89].

Persistent HIV-1 infection leads to stable and 
systemic induction of IFN-I [87]

hu-HSC/DKO И/в; ВИЧ-1
I/vag; HIV-1

Восстановление Т-, В-, миелоидных 
клеток и естественных клеток-киллеров 

в центральных и периферических 
лимфоидных органах [97, 98]

Reconstitution of T-, B-, myeloid cells and 
natural killers in central and peripheral 

lymphoid organs [97, 98]

Восприимчивость к передаче вируса через 
слизистую оболочку. Истощение hCD4+  

Т-клеток [97, 98]
Susceptibility to mucosal viral transmission.  

hCD4+ T-cells depletion [97, 98]

hu-HSC/NRG В/в; ВИЧ-1
I/v; HIV-1

Восстановление гемопоэза человека, 
включая T-, В-, миелоидные и 

плазмоцитоидные дендритные клетки, 
естественные клетки-киллеры и ГСК  

[84, 86]. Процент приживления hCD45+ 
клеток в КМ в 6 раз выше, чем у мышей 

NOD/SCID [86]
Human hemopoiesis reconstitution, 

including T-, B-, myeloid and plasmocytoid 
dendritic cells, natural killers and HSCs 

[84, 86]. The percentage of hCD45+ cells 
engraftment in the bone marrow is 6-fold 

higher than in NOD/SCID mice [86]

Истощение, активация и изнурение Т-клеток 
[87–89].  Экспрессия маркера истощения 

Т-клеток PD-1 [105]
Depletion, activation and exhaustion of T cells 

[87–89]. Expression of the PD-1 T-cell depletion 
marker [105]

hu-HSC/NRG И/в; ВИЧ-1
I/vag; HIV-1

Системное инфицирование и прогрессирующее 
истощение hCD4+ Т-клеток в ЖКТ и ЖРТ [107]

System infection and progressive depletion  
of hCD4+ T-cells in the gastrointestinal tract  

and FRT [107]

hu-Thy/HSC/NRG В/в; ВИЧ-1
I/v; HIV-1

Соотношение hCD4+/hCD8+ Т-клеток, 
незначительно выше, а процентное 
содержание естественных клеток-

киллеров, плазмоцитоидных дендритных 
клеток и моноцитов — ниже по 

сравнению с hu-HSC/NRG [86, 105]

Истощение, активация и изнурение Т-клеток, 
экспрессия CD38 и HLA на Т-клетках hCD8, 

экспрессия маркера истощения Т-клеток  
PD-1 [105]

Depletion, activation and exhaustion of T cells,  
CD38 and HLA expression on hCD8 T cells, 
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Мышиная модель
Mouse model

Cпособ  
инфицирования; 

патоген
Method of infection; 

pathogen

Анатомо-физиологические свойства
Anatomical and physiological features

Патофизиологические свойства
Pathophysiological features

The ratio of hCD4+/hCD8+ T cells is slightly 
higher, and the percentage of natural killer 

cells, plasmacytoid dendritic cells  
and monocytes is lower compared  

to hu-HSC/NRG mice [86, 105]

expression of PD-1 T cell depletion  
marker [105]

hu-Mo/NOD/SCID В/в; тропные  
к макрофагам  

R5-изоляты ВИЧ-1 
и ВИЧ-2 [104]

I/v; macrophage-
tropic R5 HIV-1 and 
HIV-2 isolates [104]

Восстановление hCD68+ макрофагов по 
всему ГМ [104]

Reconstitution of hCD68+ macrophages 
throughout the brain [104]

Репликация ВИЧ происходит только в 
миелоидных клетках и hCD68+ макрофагах, 

увеличивая количество последних. Отсутствие 
существенного снижения уровня виремии 

после достижения пика. Возможность передачи 
инфекции de novo и эффективная репликация 
в организме нового хозяина в присутствии или 
при полном отсутствии T-клеток человека [104]
HIV replication occurs only in myeloid cells and 
hCD68+ macrophages, increasing the number of 
the latter. The absence of a significant decrease 

in the level of viremia after reaching the peak. The 
possibility of de novo transmission of infection and 
effective replication in the new host in the presence 

or complete absence of human T-cells [104]

hu-PBMC/NSG В/в; ВИЧ-1DH 12 
I/v; HIV-1DH 12

Восстановление hCD45+ клеток в 
периферической крови, ЛУ, селезёнке и 
печени. Клетки hCD19+ детектируются 

только в ЛУ и селезёнке. Т-клетки 
активно восстанавливаются в ЛУ, 
содержащих единичные Т-клетки  

мыши [110]
Recovery of hCD45+ cells in peripheral 
blood, lymph nodes, spleen and liver. 

hCD19+ cells are detected only in the lymph 
nodes and spleen. T cells are actively 

regenerated in lymph nodes containing 
single mouse T cells [110]

Истощение и полное исчезновение hCD4+ 
Т-клеток в периферической крови [110]

Depletion and complete disappearance of hCD4+ 
T-cells in peripheral blood [110]

hu-BLT/IL34–Tg/
NOG

Эффективное восстановление микроглии 
человека [81]

Effective reconstitution of human  
microglia [81]

Поддержание репликации ВИЧ в ГМ [81]
Maintenance of HIV replication in the brain [81]

hu-BRGST Восстановление Т-клеток центральной и 
эффекторной памяти и фолликулярных 

Т-хелперов, обеспечивающих 
устойчивые клеточные и гуморальные 
реакции человека [102], во вторичных 
лимфоидных тканях с выраженными 

В-клеточными зонами [103]. 
Наличие трансгенов HLA класса I и II 

улучшает развитие и функциональность 
Т- и В-клеток, включая 

переключение классов изотипов Ig и 
антигенспецифические ответы [103]
Reconstitution of central and effector 

memory T cells and follicular T helper cells 
providing stable human cellular and humoral 

reactions [118] in secondary lymphoid 
tissues with pronounced B-cell zones [119].

The presence of HLA class I and II 
transgenes improve the development and 

functionality of T and B cells, including 
switching of Ig isotype classes and antigen-

specific responses [103]

–

CD4C/HIVWT Tg Экспрессия ВИЧ-1 в клетках мышей, 
соответствующих клеткам ВИЧ-

позитивных людей [114]
HIV-1 expression in mouse cells 

corresponding to cells of HIV-positive 
humans [114]

Низкая жизнеспособность мышей, 
существенное снижение моноцитарно-

макрофагально-лимфоцитарных клеточных 
популяций при наличии сопутствующих 

поражений лёгких и почек [114]
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чена [67], оставляя вопрос о релевантной животной 
модели ВИЧ-инфекции открытым.
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Вирус Марбург и вызываемое им заболевание
Маркин В.А.

48 Центральный научно-исследовательский институт Министерства обороны Российской Федерации, 
Сергиев Посад, Россия

Аннотация
За 50 лет с момента открытия изучены многие свойства вируса Марбург, но надёжных медицинских 
средств профилактики и лечения вызываемой им инфекции не разработано, хотя он потенциально может 
вызвать крупномасштабные эпидемии. 
Лихорадка Марбург актуальна в связи с риском заноса в другие страны. Источник инфекции в природе — 
летучие мыши (резервуар) и обезьяны (промежуточный хозяин), а пути передачи — аэрозольный, контакт-
ный и алиментарный. Уровень летальности в последних вспышках достигал 90%. Возбудитель выявляли 
у реконвалесцентов в слезах, сперме и биопсийных материалах печени через недели и месяцы после 
выздоровления.
Отсутствие лечебно-профилактических противовирусных препаратов, высокие показатели летальности, 
инфекциозности, способность аэрозольного заражения, высокий эпидемический потенциал в совокупно-
сти определяют лихорадку Марбург как серьёзную глобальную угрозу международному здравоохранению. 
Разработка средств медицинской защиты от данной инфекции должна быть насущной задачей обеспече-
ния биологической безопасности населения России.
Наиболее перспективные пути разработки вакцин против лихорадки Марбург — конструирование ре-
комбинантов на основе аденовируса, вируса везикулярного стоматита или альфавирусного репликона, 
ДНК-вакцины. Показано достоверное защитное действие химиопрепарата ремдесивир в сочетании с 
человеческими антителами, а также этиотропного препарата с антисмысловым механизмом действия и 
индуктора интерферона. В модельных опытах с псевдовирусом найдены принципиально новые пути раз-
работки ингибиторов возбудителя — препятствие выходу его из клеток, а также конструирование антиген-
связывающих Fab-фрагментов, ингибирующих синтез вирусной РНК.

Ключевые слова: вирус Марбург, эпидемиология, биология вируса, картина заболевания, пути разра-
ботки вакцин, обзор
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Abstract
Over the 50 years since its discovery, many properties of the Marburg virus have been studied, but no reliable 
medical remedies of preventing and treating the infection it causes have been developed, although it can 
potentially cause large-scale epidemics.
Marburg fever is relevant due to the risk of importation to other countries. The source of infection in nature is bats 
(reservoir) and monkeys (intermediate host), and the routes of transmission are aerosol, contact and alimentary. 
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The mortality rate in recent outbreaks has reached 90%. In convalescents the causative agent was identified in 
tears, semen, and liver biopsies weeks and months after recovery.
The lack of therapeutic and prophylactic antiviral drugs, high rates of mortality, infectivity, the ability of aerosol 
contamination, and a high epidemic potential all together define Marburg fever as a serious global threat to 
international health. The development of medical protection against this infection should be an urgent task of 
ensuring the biological safety of the population of the Russian Federation.
The most promising ways to develop vaccines against Marburg fever are the construction of recombinants based 
on adenovirus, vesicular stomatitis virus or alphavirus replicon, DNA vaccines. A reliable protective effect of 
the chemotherapy drug remdesivir in combination with human antibodies, as well as an etiotropic drug with an 
antisense mechanism of action and an interferon inducer has been shown. In model experiments with pseudovirus, 
fundamentally new ways of developing pathogen inhibitors were found — preventing its exit from cells, as well as 
the construction of anti-gene-binding Fab fragments that inhibit the synthesis of viral RNA.

Keywords: Marburg virus, epidemiology, virus biology, disease picture, vaccine development pathways, review
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Введение
В 1967 г. произошли одновременные вспышки 

геморрагической лихорадки в Германии и Югосла-
вии, получившей название «лихорадка Марбург» 
(ЛМ) по месту первоначального выделения вируса. 
Возбудитель проявил себя в последующих эпиде-
миях в Африке как чрезвычайно патогенный для че-
ловека микроорганизм. Беспрецедентная эпидемия 
2013–2016 гг., вызванная близкородственным фило-
вирусом Эбола [1], объявленная ВОЗ чрезвычайной 
ситуацией, свидетельствует, что и филовирус Мар-
бург (MARV) потенциально может вызвать круп-
номасштабные эпидемии. В 2018 г. ВОЗ включила 
обе эти инфекции в список приоритетных заболе-
ваний в контексте чрезвычайных ситуаций в обла-
сти общественного здравоохранения [2]. За время, 
прошедшее с момента открытия, изучены многие 
свойства MARV и вызываемого им заболевания, од-
нако до настоящего времени в практике отсутству-
ют медицинские средства профилактики и лечения 
инфекции, что позволяет определить данный возбу-
дитель в случае заноса или биотерроризма как по-
тенциальную биологическую угрозу национальной 
безопасности России [3]. 

Цель настоящей работы — обобщение ре-
зультатов более чем полувековой истории изучения 
MARV, достижений в исследовании эпидемиоло-
гии, проявлений заболевания, патогенеза инфекции, 
её диагностики, а также состояния разработки ме-
дицинских средств профилактики и лечения данной 
инфекции.

Таксономия
В соответствии с решением таксономического 

комитета по вирусам [4] семейство Filoviridae, вхо-
дящее в порядок Mononegavirales, состоит из 6 ро-
дов: Ebolavirus, Marburgvirus, Cuevavirus, Dianlovi­
rus, Striavirus, Thamnovirus. Наиболее изученными 

из них являются вирусы Эбола и MARV, имеющие 
сходную структуру, вызываемые ими заболевания 
близки по патогенезу, клиническим проявлениям, 
тяжести и исходу. Анализ гена гликопротеина (GP) 
выявил различия в составе нуклеотидов этих ви-
русов от 37 до 41%. Сиквенс геномов ангольских 
изолятов на внутривидовом уровне MARV показал 
вариацию в пределах 7% [5]. Род Marburgvirus по 
этой классификации представлен видом Marburg 
marburgvirus, включающим Marburgvirus (MARV) 
и Ravnvirus (RAVV) [4]. По анализу скорости мо-
лекулярной эволюции филовирусов S.A. Carroll и 
соавт. определили, что появление общего предше-
ственника семейства Filoviridae произошло около  
10 400 лет назад, а MARV — около 700 лет назад [6].

Филогенетический анализ сиквенсов генома 
вирусов рода Marburgvirus показал, что можно вы-
явить по крайней мере 5 линий возбудителей этого 
рода, из которых 4 очень тесно связаны (последо-
вательности нуклеотидов отличаются до 7%), в то 
время как пятый отстоит далеко (различия в нуклео-
тидном составе — 21%) [5]. Поскольку расхождения 
между их геномами ниже 23% — принятого уровня 
для классификации видов вирусов по их геномике, 
то 5 линий MARV были переклассифицированы в  
2 вируса: MARV и RAVV [6]. Вирус RAVV был вы-
делен в 1987 г. однократно при вспышке в Демокра-
тической Республике Конго (ДРК) в 1998–2000 гг.,  
а также от одного человека и нескольких летучих мы-
шей во время вспышки в Уганде в 2007 г. На рис. 1 
представлена филогения рода Marburgvirus [7].

Геномы высокопатогенных для человека 
изолятов MARV из Анголы и менее патогенных 
большинства восточноафриканских изолятов воз-
будителя, а также вызвавших вспышки в 1967 г., 
отличаются приблизительно на 7%. В то же время 
не обнаружена корреляция наблюдаемых генетиче-
ских различий с более высокой патогенностью ви-
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Рис. 1. Филогения рода Marburgvirus. 
Филогенетическое древо показывает эволюционные отношения видов возбудителя. Указаны регистрационные номера изолятов 

в GenBank. Изоляты, выделенные из летучих мышей, показаны с использованием символа летучей мыши. Шкала показывает  
нуклеотидные замены на сайт [7]. 

Fig. 1. Marburgvirus phylogeny. 
The phylogenetic tree shows the evolutionary relationships of the pathogen species. The registration numbers of isolates in GenBank 

are indicated. Isolates from bats are shown using the bat symbol. The scale shows the nucleotide substitutions to the site [7].

руса для людей [5]. В ДРК было выявлено не менее 9 
различных вариантов вируса, выделенных от людей 
в разных вспышках и от животных — природных хо-
зяев MARV. В ангольской вспышке последователь-
ные контактные передачи возбудителя от человека 
к человеку показали весьма высокую генетическую 
стабильность вирусного генома данного варианта — 
даже после 2–3 передач MARV от человека к челове-
ку у изолятов определялись идентичные геномы [8].

Эпидемиология
Ареал филовирусов включает Африку, Южную 

и Центральную Европу, Юго-Восточную Азию и 
Китай [8–10]. В августе 1967 г. в Марбурге, Франк-
фурте и Белграде одновременно заболел 31 со-
трудник биологических институтов (25 первичных 
случаев, 6 вторичных), 7 из которых погибли; ещё 
1 вторично инфицированный был диагностирован 
ретроспективно. Источником MARV явились мар-
тышки (Chlorocebus aethiops), импортированные из 

Уганды одной партией. Кумулятивная летальность 
в данных вспышках составила 22%. Анализ евро-
пейских вспышек показал, что после 2–3 передач 
MARV от человека человеку его патогенность резко 
снижалась [11].

Вторая вспышка ЛМ произошла в 1975 г. в Зимбаб-
ве. С 1975 по 1997 г. регистрировали только споради-
ческие вспышки этой инфекции на африканском кон-
тиненте; было выявлено 474 случая заболевания при 
377 смертельных исходах (летальность 79,5%) [12].  
С учётом изолированности мест обитания людей, 
неразвитости здравоохранения, вероятно, факти-
ческих случаев заболевания было больше [13].  
По сообщению Международного общества по ин-
фекционным болезням, последняя вспышка ЛМ 
в Африке была зарегистрирована в июне 2022 г. в 
Гане, в которой на 02.08.2022 диагностировано 4 за-
болевших, 3 из которых в одной семье погибли. Это 
не первый случай обнаружения MARV в Западной 
Африке. В 2021 г. было 2 подтверждённых случая 
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ЛМ в Гвинейской Республике. Ранее вирус был об-
наружен в соседней Сьерра-Леоне у нескольких ле-
тучих мышей Rousettus aegyptiacus [14]. 

Кроме описанной выше ситуации 1967 г., слу-
чаи заноса ЛМ из Африки в другие регионы были 
зарегистрированы лишь дважды — в 2008 г. возбуди-
тель был интрадуцирован в США и Нидерланды [5].

В дополнение к этим случаям заболевания 
известно о 28 внутрилабораторных заражениях 
MARV (в том числе 4 — в нашей стране), бóльшая 
часть пострадавших в которых погибла [12, 15].

Поскольку летальность, связанная с этим забо-
леванием, а также количество заболевших были су-
щественно ниже, чем при вспышках лихорадки Эбо-
ла (до 90%), то долго считали, что ЛМ гораздо ме-
нее опасна. Это представление об опасности MARV 
было пересмотрено после больших вспышек в ДРК 
в 1998–2000 гг. и затем в крупнейшей зарегистриро-
ванной вспышке в Анголе в 2004–2005 гг. Общее ко-
личество (469 случаев) и высокая летальность (83% 
в ДРК и 90% в Анголе) показали, что ЛМ может 
представлять столь же большую угрозу здоровью 
населения, как и лихорадка Эбола [2, 3, 12, 16]. 

В связи с отсутствием вакцины и лечебных про-
тивовирусных препаратов, высокими показателями 
летальности и инфекциозности, а также потенциаль-
ной возможностью аэрозольного заражения, работы 
с MARV ограничиваются лабораториями наивысше-
го уровня биологической безопасности (BSL-4) [3].  
В соответствии с Санитарными правилами MARV 
отнесён к возбудителям I группы патогенности.

ЛМ считают зоонозом, возбудитель которого 
сохраняется во внешне здоровом хозяине-резервуаре 
в эндемичных регионах. Люди и обезьяны — про-
межуточные хозяева, у которых высокий показатель 
летальности [17]. Почти все первичные природные 
инфицирования людей MARV до настоящего вре-
мени связаны с контактами с летучими мышами, в 
том числе с употреблением их в пищу [7, 13]. Эти 
животные — главный резервуар возбудителя в при-
роде — играют важную роль в цикле его передачи. 
MARV был обнаружен в популяции нильского кры-
лана — фруктоядной летучей мыши (R. aegyptiacus). 
Геномный анализ изолятов MARV от летучих мышей 
выявил близость их сиквенсов геномам изолятов от 
заражённых людей (рис. 1) [7, 17]. Из проверенной 
1431 летучей мыши из ЮАР антитела к MARV бы-
ли выявлены у 53% животных, а у части — к RAVV. 
Передача MARV среди летучих мышей может проис-
ходить вертикально или горизонтально через прямые 
контакты и, предположительно, через укусы, поло-
вые контакты или через членистоногих [16].

Летучие мыши являются естественными ре-
зервуарами филовирусов в 8 странах Азии, Африки 
и Европы. Генетически дивергентные филовирусы, 
обнаруженные у насекомоядных летучих мышей 
Rousettus и Eonycteris spp. в Китае, показали 61–

99% гомологию с родом Dianlovirus; филогенети-
ческий анализ выявил также высокую схожесть их 
нуклеотидов с вирусами MARV и RAVV. Филоге-
нетический анализ частичных последовательностей 
выявил 3 различные группы филовирусов, циркули-
рующих у плодовых летучих мышей в Китае [9]. 

Основные пути передачи MARV человеку — 
аэрозольный, контактный и алиментарный. Пер-
вичные пациенты с ЛМ, как правило, заражаются 
вирусом от инфицированных животных: животно-
го-резервуара (летучие мыши видов R. аegyptiacus, 
Miniopterus inflatus и Rhinolophus eloquens) или 
промежуточного хозяина, как, например, обезьяны; 
заражение возможно и при употреблении в пищу 
продуктов, контаминированных выделениями ин-
фицированных летучих мышей. Последующее рас-
пространение MARV между людьми — результат 
прямого контакта с кровью или другими жидкостя-
ми и экскретами (слюна, пот, кал, моча, слезы и груд-
ное молоко) больных [8, 16]. Доказано наличие жи-
вого MARV в сперме инфицированных мужчин через  
3 мес после выздоровления [15]. Особо эпидемиоло-
гически значимые находки вируса — в слезах, спер-
ме и биопсийных материалах печени через недели и 
месяцы после выздоровления [15], что выдвигает на 
первый план важность контроля за реконвалесцен-
тами. В экспериментальных исследованиях MARV 
выявляли длительное время в сперме выживших 
после заражения обезьян [8, 18, 19]. MARV пред-
ставляет угрозу в связи с риском заноса в другие 
страны с путешественниками, импортированными 
обезьянами и летучими мышами [8, 12, 17]. 

Структура MARV
Вирионы возбудителя плеоморфны и имеют 

форму нити, прута, тора, крюка или цифры шесть. 
Анализ очищенных вирионов показал, что прибли-
зительно 30% вирусных частиц, полученных в ин-
фицированных клетках Vero, были нитевидными, 
37% имели форму шестёрок и 33% были торообраз
ными. Длина частиц MARV, по данным разных ис-
следований, составляет до 14  000 нм (в среднем 
790–892 нм), а средний диаметр — 80–91 нм. Вири
оны MARV окружены мембраной, покрытой шипа
ми длиной 5–10 нм, которые сформированы триме
рами вирусного GP [5, 20]. Нуклеокапсид (NC)  
представляет собой трубчатую структуру с внеш-
ним диаметром 45–50 нм и электронно-плотной цен-
тральной осью диаметром 19–25 нм. Центральная 
ось окружена винтовой капсулой с поперечной бороз
дчатостью с интервалом 5 нм [21]. NC формирует 
левостороннюю спираль с шагом 7,5 нм при 14,96 
выступа на виток с двумя плотными внутренними ле-
пестками за выступами. Внутренние лепестки пред-
ставляют нуклеопротеин (NP); NC MARV содержит в 
среднем 29,92 молекулы NP на виток; с каждой моле-
кулой NP упакованы 6 оснований РНК [22]. 
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Комплекс NC MARV состоит из геномной РНК 
и 4 плотно связанных белков: NP, VP35, VP30 и L. 
Энкапсидация вирусной РНК белками NC защи-
щает её от разрушения РНКазами и от выявления 
клеточными рецепторами распознавания. Антиге-
номный РНК-репликативный посредник также эн-
капсидирован его белками. NC служит шаблоном 
для вирусной транскрипции и репликации [8, 23]. 

NP энкапсидирует геномную и антигеномную 
РНК и осуществляет взаимодействия с большин-
ством других вирусных белков, приводя к их вну-
триклеточному перераспределению. NP имеет силь-
ную связь с VP35 и VP30, направляя оба белка во 
включение в NC. Двусторонний мотив центральной 
части NP играет важную роль в самосборке и взаи-
модействии NP-VP35 [8, 20, 23]. 

Структура вириона MARV представлена на 
рис. 2 [16].

Организация генома
Несегментированный негативный геном MARV 

состоит из 19 112 нуклеотидов и содержит 7 моно-
цистронных генов, кодирующих структурные бел-
ки в следующем линейном порядке: 3'-NP-VP35-
VP40-GP-VP30-VP24-L-5'. Каждый ген составлен 
из консервативного сигнального участка начала 
транскрипции и сигнала остановки на длинных 3′- и 
5′-нетранслируемых областях открытой рамки счи-
тывания [8]. Гены отделены короткими межгенными 
областями размерностью 4–97 нуклеотидов или сиг-
налом остановки/начала транскрипции, разделённы-
ми 5 чрезвычайно консервативными нуклеотидами. 
Трейлерная эксцистронная 5′-область включает 75 
нуклеотидов генома MARV и содержит дополнение 
антигеномного репликативного промотера [20]. Ор-
ганизация генома MARV представлена на рис. 2 [16].

Вирусные белки
Единственный поверхностный белок MARV — 

GP — закодирован четвертым геном и имеет функ-
цию проникновения вируса в клетки. После син-
теза в эндоплазматическом ретикулуме прекурсор 

Рис. 2. Структура вириона  
и организация генома MARV [16].

Fig. 2. Virion structure  
and organization of the MARV 

genome [16].

GP расщепляется до 2 дисульфидсвязанных субъе-
диниц: GP1 (массой 160 кД) и GP2 (массой 38 кД)  
[20]. Внешняя область, которая сформирована глав-
ным образом GP1, образует связь с факторами вхо-
да и рецепторами; трансмембранная субъединица 
GP2 содержит пептид слияния вирусной и клеточ-
ной мембран. GP играет важную роль в уклонении 
от иммунного надзора и подавляет не только врож-
дённые, но и адаптивную иммунные реакции [8]. 
Пептид, соответствующий предполагаемой имму-
нодепрессивной области GP, вызывает гибель лим-
фоцитов, подавление выработки цитокинов и бло-
кировку активности нейтрализующих антител во 
время инфекции [24]. 

Матричный белок VP40 играет главную роль в 
почковании вирионов, направляя NC от перинукле-
арной области к плазматической мембране, акти-
вируя функцию GP на местах почкования и выхода 
частиц. Белок VP40 покрывает внутреннюю сторо-
ну мембраны вириона и ассоциирован с NC. После 
синтеза в цитоплазме инфицированной клетки бе-
лок VP40 связывается с клеточными мембранами и 
накапливается в перепончатых структурах эндосом 
мультивезикулярных тел [25]. Помимо функции ма-
тричного белка, VP40 MARV также действует как 
фактор патогенности, противодействуя врождённой 
иммунной реакции и определяя пермиссивность хо-
зяина для возбудителя, а также блокирует фосфо-
рилирование киназ Janus, которые играют важную 
роль в многочисленных сигнальных патогенети-
ческих механизмах. У MARV, адаптированного к 
не- или малопермиссивным животным, таким как 
мышь или морская свинка, были выявлены мутации 
в белке VP40. Две изменённые аминокислотные по-
следовательности в VP40 у адаптированного к мы-
шам MARV привели к ингибированию интерферо-
на клеток мыши [26]. 

Белок VP24 — минорный матричный белок ви-
руса, расположен в непосредственной близости от 
белков NC и может быть частью данного комплекса 
[23]. Его незначительная часть (приблизительно 10%) 
слабо связана с клеточными мембранами, включая 
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филоподии, а также находится в цитоплазме, пере-
распределяясь с NC-содержащими включениями и 
со свободным NC. Белок VP24 важен для выхода ви-
русных частиц в развитии инфекции — он вовлечён в 
созревание транспорт-компетентного NC и/или явля-
ется медиатором взаимодействия между NC и места-
ми почкования в плазматической мембране [8]. 

Белок VP35 — кофактор полимеразы для 
транскрипции и ответа. Вместе с каталитической 
субъединицей белка L белок VP35 формирует за-
висимый от РНК комплекс РНК-полимеразы. VP35 
служит для соединения комплекса NC и белка L. Без 
VP35 белок L не связывается с NC, служащим ша-
блоном для вирусной транскрипции и репликации. 
Белок VP35 возбудителя, помимо функции транс-
крипции и репликации, действует и как антагонист 
интерферона — его экспрессии в отсутствие других 
вирусных белков было достаточно, чтобы полностью 
заблокировать индукцию интерферона-α в стимули-
руемых человеческих дендритных клетках [27].

Белок VP30 плотно ассоциирован с NC через 
закрепление с NP. Роль белка VP30 MARV в транс-
крипции и репликации возбудителя недостаточно 
известна; он, вероятно, играет важную роль в ви-
русной амплификации [8]. 

Главный компонент комплекса полимеразы 
MARV — белок L — имеет молекулярную массу 
267 кД. Он важен для транскрипции и репликации, 
формируя вместе с белком VP35 РНК-зависимый 
РНК-полимеразный комплекс. Белок L имеет фер-
ментативные функции полимеразы. Связывающим 
сайтом белка VP35 является 530 аминокислотный 
остаток белка L. Полагают, что полимераза L MARV 
выполняет синтез РНК, кэпирование и полиадени-
лирование вирусных мРНК, хотя эти функции не 
доказаны экспериментально [8, 20].

Репродукция вируса в клетке
В большинстве исследований по циклу раз-

множения MARV использовали неинфекционные 
рекомбинантные конструкции, проводя эти экспе-
рименты в лабораториях биологической безопасно-
сти низкого уровня защиты (BSL-2). Суррогатные 
системы, моделирующие определённые этапы в 
цикле репродукции MARV, включают гликопроте-
иновый псевдо-GP ретровируса или рекомбинант-
ный ген везикуловирусов, экспрессирующие GP, 
а также минигеномные системы для исследования 
репликации и транскрипции. Поскольку такие экс-
перименты дают основу лишь для поверхностного 
анализа цикла репродукции MARV, их результаты 
ориентировочны, т.к. все суррогатные системы не 
соответствуют элементам инфекционного виру-
са — его морфологии и составу белков моделируе-
мого возбудителя.

Проникновение MARV включает три фазы: 
прикрепление к клетке, эндоцитоз и слияние. Меди-

атором связывания возбудителя с клеткой и проник-
новения является GP. Вирус первоначально взаимо-
действует с молекулами поверхности клеток, GP1 
расщепляется эндосомальными протеазами, облег-
чая закрепление с рецептором входа NPC1. После 
связывания вирионы MARV подвергаются эндо-
цитозу, механизм которого остаётся неизвестным. 
Другой важный процесс в проникновении MARV в 
клетку — протеолитическое расщепление GP1, про-
исходящее, предположительно, когда вирионы про-
двигаются в пределах эндоцитозных пузырьков. Для 
эффективного входа вируса в клетку необходимы 
расщепление эндосомального GP1 хозяйской эндо-
сомальной цистеиновой протеазой и протеолитиче-
ская активация GP1 эндосомальными протеазами, 
облегчающими закрепление рецептора обязательной 
области к эндосомальному фактору Niemann–Pick — 
белка C1 [8, 20, 28]. Вирусный NP выходит в цитозоль 
клетки и запускает транскрипцию вирусного гено-
ма; мРНК автоматически транслирует информацию 
клетке-хозяину. Синтез GP происходит в эндоплазма-
тическом ретикулуме и подвергается многократным 
посттрансляционным модификациям. Положитель-
ные смысловые антигеномы синтезируются от по-
ступающих вирусных геномов и служат шаблонами 
для копирования новых смысловых отрицательных 
геномов. После расщепления в аппарате Гольджи 
GP вириона транспортируются к мультивезикуляр-
ным телам и к клеточной мембране, где происходит 
сборка. NC и белок VP24 также принимают участие 
в сборке, которую ведёт белок VP40 [20, 28].

Синтезированные NC мигрируют к месту поч-
кования вируса — апикальной мембране [28]. Вы-
ход вирионов определяет главным образом белок 
VP40 через инклюзию NC в плазменные мембраны. 
Индуцированное белком VP40 почкование усилива-
ют белки NP, GP и VP24 [26]. Считают, что MARV 
может почковаться непосредственно в смежные 
клетки через установленный филоподиями межкле-
точный контакт [8]. Электронные томографические 
исследования инфицированных MARV клеток по-
казали, что процесс почкования начинается, когда 
внутриклеточные NC ассоциируются с латеральной 
стороны плазматической мембраны. Плазматиче-
ская мембрана энкапсидирует NC, и вирионы вы-
ходят на поверхность клетки. Выход нитевидного 
MARV из инфицированных клеток достигает мак-
симума через 1–2 сут после заражения, когда клетки 
внешне ещё не повреждены. На 4-е сутки после ин-
фицирования большинство клеток везикулируются, 
а вышедшие вирионы имеют форму круга или со-
гнуты, их инфекциозность снижена [21]. 

Патогенез
Вирус проникает через повреждения кожи 

или мембраны слизистых оболочек. В периоде 
инкубации патологические изменения начинают 
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формироваться на биохимическом уровне, а также 
проявляться в активизации системы иммунитета.  
Во время инкубационного периода вирус размножа-
ется в лимфатических узлах, селезёнке и, возмож-
но, в фиксированных макрофагах различных орга-
нов. У людей и животных клетки мононуклеарной 
системы фагоцитов, включая моноциты, макрофаги 
и дендритные клетки, являются для MARV перво-
начальными мишенями; они очень восприимчивы 
к нему и продуцируют инфекциозный возбудитель. 
Начальные места репродукции вируса — лимфа-
тические узлы, печень и селезёнка, где происходят 
самые тяжёлые некротические повреждения [8, 29]. 
Эти органы содержат большое количество моноци-
тов и макрофагов, миграция которых после зараже-
ния в окружающие ткани, а также транспорт сво-
бодного вируса через лимфу или кровоток облег-
чают, на наш взгляд, диссеминацию возбудителя, 
приводящую к системной инфекции. Свободный 
вирус появляется в тканях и органах заражённых 
животных, а высокие концентрации вируса обнару-
живают в крови [29]. Помимо моноцитов, макрофа-
гов и дендритных клеток пермиссивны для MARV 
гепатоциты, клетки коры надпочечника, медулляр-
ные клетки и фибробласты [28, 29]. 

В период продромы появляются неспецифи-
ческие симптомы болезни; больные, как правило, 
не заразны. Период острого лихорадочного заболе-
вания сопровождается высокой вирусемией и дис-
семинацией MARV по всем внутренним органам. 
В стадии разгара, внешне проявляющейся выра-
женной специфической симптоматикой, происхо-
дят все основные патологические процессы, часто 
приводящие больных к гибели. Патологические 
микроскопические изменения проявляются в ге-
нерализованных очаговых некрозах гепатоцитов с 
небольшими очажками воспаления, вызывающими 
нарушения функции печени. В селезёнке и лимфа-
тических узлах появляются некрозы фолликулов, 
иногда сопровождаемые гиперплазией элементов 
ретикулоэндотелия. Несколько позже в органах по-
являются рассеянные геморрагии, особенно в же-
лудочно-кишечном тракте, и диссеминированные 
внутрисосудистые коагуляции. На фоне этих яв-
лений развиваются интерстициальная пневмония, 
панкреатит, орхит, иридоциклит и т.д. Поражение 
макроорганизма происходит на всех уровнях орга-
низации — от молекулярного до популяционного, о 
чём свидетельствуют молекулярно-биологические, 
вирусологические, биохимические, морфологиче-
ские, цитохимические, серологические, клиниче-
ские и эпидемиологические методы исследования 
ЛМ. Эндотелиальные клетки многих тканей пора-
жаются при заключительной стадии ЛМ [16, 28–31].  
На поздних стадиях инфекции MARV может быть 
выделен почти из каждого органа. Несмотря на вы-
сокий уровень концентрации возбудителя и некро-

тические повреждения в заражённых тканях и орга-
нах, наблюдают только незначительное воспаление, 
связанное с разрегуляцией иммунных реакций. Вы-
раженная патология печени влияет на синтез фак-
торов свёртывания крови и способствует наблюда-
емым дефектам коагуляции при ЛМ [16, 29]. Ука-
занные патологические последствия размножения 
вируса в органах вызывают мультиорганный отказ 
с фатальным исходом [16]. 

На стадии реконвалесценции происходит нор-
мализация функций органов. Иммунные ответы у 
людей при ЛМ недостаточно изучены. У выживших 
больных выявляли выработку вируснейтрализую-
щих антител, титр которых снижался через 21 мес 
после заражения, а через 27 мес они исчезали [16]. 
Для сравнения, при лихорадке Эбола у реконвалес-
центов вначале нарастают титры иммуноглобули-
нов М, а затем G и А; у погибающих иммуноглобу-
лины в крови отсутствуют [15].

Механизм реализации патогенности возбуди-
теля связан с прямым и опосредованным действи-
ем MARV, что проявляется гибелью клеток в ре-
зультате размножения в них вируса и извращением 
защитных реакций организма. В качестве патогена 
выступают не только реплицирующийся MARV, но 
и секретируемый GP, а кроме этого — иницииро-
ванные ими аутоантитела, цитокины, приводящие 
к нарушениям гомеостаза и развитию основного 
при ЛМ синдрома — диссеминированного вну-
трисосудистого свёртывания, приводящего к обра-
зованию тромбов в сосудах микроциркуляторного 
русла в сочетании с несвёртываемостью крови, 
выражающейся множественными массивными 
кровоизлияниями. Пусковым механизмом развития 
этого синдрома является выброс в кровь из лизи-
рованных MARV мононуклеарных фагоцитов ци-
токинов, в том числе фактора некроза опухолей-α 
(ФНО-α) [31]. Клетки после репродукции в них ви-
руса остаются функционально способны, однако на 
их наружной поверхности при выходе возбудителя 
через клеточную мембрану остаётся GP, не востре-
бованный при сборке, являющийся «мишенью» для 
Т-лимфоцитов. Атака их на эти участки приводит 
к разрушению жизнеспособных клеток и появле-
нию зон некроза [8, 20]. В результате «цитокиново-
го шторма», вызванного прямым и опосредованным 
действием вирусных белков на макрофаги, эндотели-
альные и тучные клетки с выбросом ими цитокинов 
(ФНО-α, интерлейкинов-1, -6, -8 и др.), происходят 
нарастающие нарушения микроциркуляции, гемоди-
намики, свёртывания крови, метаболизма и функци-
онирования органов, инициации, развития и реали-
зации специфического иммунитета. Особое значение 
среди них в развитии ЛМ имеет ФНО-α [30, 31].

Причиной развития разнообразных клиниче-
ских проявлений при ЛМ является каскадная ак-
тивация комплемента, фагоцитов, свёртывающей 
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системы крови, приводящая к резкому нерегулируе-
мому повышению уровня медиаторов воспаления и 
иммунного ответа в целом. Данный каскад событий 
с активацией Т-лимфоцитов, нейтрофилов и тром-
боцитов приводит к неконтролируемому выбросу 
в кровь разнообразных биологически активных 
веществ — естественные защитные реакции ста-
новятся аутоагрессивными, разбалансирующими 
систему гомеостаза по принципу «порочного кру-
га». Развивается инфекционно-токсический шок с 
выработкой медиаторов воспаления, индуцирую-
щих многочисленные повреждения разных струк-
турно-функциональных систем [31]. Первичные 
моноциты и макрофаги человека, активированные 
MARV, in vitro вырабатывают воспалительные ци-
токины. Данные об уровнях цитокинов в сыворот-
ках больных ЛМ пациентов не известны [8, 20]. 
В целом заражение MARV вызывает увеличение 
выработки воспалительных цитокинов и высокие 
уровни хемокинов, но молекулярные механизмы, 
приводящие к этим изменениям, недостаточно из-
вестны.

Инфекция у лабораторных животных
Течение ЛМ исследовали на обезьянах, мышах, 

морских свинках и хомячках. Павианы гамадрилы, 
циномолгусы, макаки резус и африканские зелёные 
мартышки в наибольшей степени воспроизводят 
симптомы и патологию ЛМ, наблюдаемую у людей, 
с близкой летальностью. Смерть у обезьян насту-
пает через 6–13 сут от момента заражения при раз-
витии тромбоцитопении, лимфопении, нарушении 
свёртывания крови и с кровоизлияниями [29–32]. 

Грызуны с неповреждённой иммунной систе-
мой не заболевают после заражения природным 
MARV. Штаммы Musoke, Ci67 MARV и вирус RAVV 
путём последовательных пассажей были адаптиро-
ваны к мышам, морским свинкам и хомячкам, одна-
ко нарушения коагуляции, развитие типичной сыпи 
и геморрагических проявлений, как у обезьян, были 
у них не выражены. Сравнение сиквенсов последо-
вательностей выявило мутации в открытых рамках 
считывания белков NP, VP35, VP40, VP30 и в ви-
русной полимеразе L у адаптированных к грызунам 
вариантах MARV [8, 20]. 

Проявления инфекции у людей
MARV является одним из самых патогенных и 

опасных вирусов, поражающих людей.  Не зареги-
стрировано ни одного случая инаппарантного тече-
ния ЛМ у человека [8, 20]. Клинические наблюде-
ния во время вспышек 1967 г. в Германии и Юго
славии, 1998–2000 гг. в ДРК и 2004–2005 гг. в Анголе 
показали, что при схожести большинства симптомов 
летальность была значительно выше в последних 
вспышках ЛМ [11, 15]. Инкубационный период, рас-
считанный по самым достоверным зарегистриро-

ванным случаям заболевания, находится в пределах 
3–21 сут (как правило, 5–10 сут) [11, 15, 16]. 

ЛМ протекает в 3 фазы: инициация, генерали-
зация, исход. 

Инициация (как правило, 1–4-е сутки от мо-
мента заражения) характерна гриппоподобными 
признаками: высокой температурой, сильной го-
ловной болью, ознобом, миалгией, недомоганием и 
иногда прострацией. У 50–75% пациентов это со-
провождается быстрым истощением, характеризуе-
мым желудочно-кишечными симптомами, включая 
анорексию, боль в животе, тошноту, рвоту и диарею. 

Генерализация (5–13-е сутки) — сохраняются 
многие начальные признаки инфекции, в том числе 
высокая температура. Начиная с 4–5-х суток болез-
ни развиваются сыпь, дисфазия и фарингит. Маку-
ло-папулёзная сыпь, как правило, является первой 
отличительной особенностью, указывающей на фи-
ловирусную инфекцию; неспецифические проявле-
ния включают увеличение лимфатических узлов, 
лейкопению и тромбоцитопению. Дополнительно 
могут появиться неврологические и психические 
признаки, включая энцефалит, спутанность созна-
ния, бред, агрессию и раздражительность. Развива-
ются нарушения сосудистой проницаемости, осо-
бенно инъекция конъюнктивы глаз и отёки. Более 
чем у 75% пациентов появляется геморрагический 
синдром: петехии, кровотечения, мелена, кровавый 
понос, кровавая рвота и экхимозы. Поражены мно-
гие органы, включая поджелудочную железу, почки 
и печень.

Исход (13-е сутки) приводит к гибели или выз-
доровлению пациентов. Типичные предагональные 
признаки включают беспокойство, спутанность 
сознания, слабоумие, конвульсии, замедление цир-
куляции крови из-за тяжёлого обезвоживания, рас-
стройство обмена веществ, тяжёлую диффузную 
коагулопатию, мультиорганные отказы, шок и кому. 
Гибель, как правило, происходит на 8–16-е сутки 
болезни. В несмертельных случаях период выздо-
ровления длительный с проявлениями миалгии, 
истощения, потливости, очищения кожи на местах 
сыпи, частичной амнезией и развитием вторичных 
инфекций [11, 12, 15, 16, 31–33].

Диагностика
Для выявления MARV разработаны вирусоло-

гические, серологические и молекулярные диагно-
стические методы, включая выделение возбудителя, 
определение его видовой принадлежности в реакции 
связывания комплемента, реакции нейтрализации, 
иммуноферментном анализе, полимеразной цепной 
реакции с обратной транскрипцией (ОТ-ПЦР), им-
муноэлектронной микроскопии, иммуногистохими-
чески и электрохимически [2, 8, 12, 15, 33, 34]. 

Экспрессный анализ с применением NP или 
GP MARV позволяет в иммуноферментном ана-
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лизе обнаруживать вирусспецифические антите-
ла к возбудителю, а исследование с моноклональ-
ными антителами выявляет вирусный антиген.  
В 48 ЦНИИ Минобороны России созданы тест-си-
стемы иммуноферментные для выявления антиге-
нов вирусов Марбург и Эбола, а также антител к 
ним. Показатели их специфичности и воспроизво-
димости по результатам испытаний — не ниже 95%; 
чувствительность тест-систем для выявления анти-
генов вирусов составляет не менее 4,5 lg БОЕ/мл.  
Тест-системы иммуноферментные для выявления 
антигенов вирусов Марбург и Эбола, а также ан-
тител к ним внедрены в практику здравоохранения 
России [32]. 

В повседневной практике наиболее приемлем 
метод ОТ-ПЦР, выявляющий гены  GP или NP;  он 
позволяет работать с инактивированными проба-
ми от больных. Модификация ОТ-ПЦР в режиме 
реального времени с использованием флуоресцент-
ных зондов типа TaqMan (диагностикум «Marburg-
TM:pan») позволяет выявлять 0,1–10 БОЕ/PCR 
штаммов Ci67, Musoke и Angola-TM вируса MARV 
и вирус RAVV [34].

Согласно результатам наших исследований, 
вирусологический метод наиболее чувствителен из 
способов индикации жизнеспособного возбудителя 
в пробах — пассажами через новорождённых мы-
шей удаётся накопить и выявить минимальные кон-
центрации возбудителя в материалах, не выявляе-
мые в них другими методами. Недостатки данного 
метода — длительность анализа, высокая себестои-
мость и необходимость работы в лабораториях наи-
высшего уровня защиты (BSL-4).

Разработка вакцин
Отечественные и зарубежные подходы с ис-

пользованием инактивированного вируса как кан-
дидатной вакцины против ЛМ были неудачны или 
имели противоречивые результаты [8, 32, 35]. 

Рекомбинантный GP, экспрессированный в 
клетках насекомых, и основанные на выработке 
специфического GP ДНК-вакцины защищали лишь 
часть инфицированных морских свинок, но исполь-
зование комбинации обоих этих препаратов приве-
ло к выживанию 100% этих животных [36, 37]. По 
сравнению с другими кандидатными препаратами 
при использовании ДНК-вакцин наблюдали низкую 
выработку вирусспецифических антител. В иссле-
дованиях на людях 2 кандидатные ДНК-вакцины 
против ЛМ имели низкую иммуногенность и были 
неспособны вызвать долгосрочный иммунитет [37].  
Кодон-оптимизированная ДНК-вакцина генериро-
вала сильный антительный ответ и защитила всех 
заражённых мышей [8]. Кандидатные вакцины, ос-
нованные на репликоновой основе вируса Венесу-
эльского эцефаломиелита лошадей, экспрессирую-
щие GP MARV наряду с NP или только GP, защища-

ли от гибели всех инфицированных морских свинок 
и обезьян [38].

Созданы другие системы, экспрессирующие 
GP MARV, основанные на рекомбинантных репли-
кативно-дефектных векторах — аденовирусном 
или вирусе везикулярного стоматита (VVS). Осно-
ванная на аденовирусе конструкция успешно за-
щищала морских свинок и обезьян от гибели, обе-
спечивая перекрёстную межштаммовую защиту 
Марбург-специфическими IgG и Т-клетками [39].  
Препарат, сконструированный на платформе VVS, 
экспрессировал GP штамма Musoke MARV и обе-
спечил 100% защиту от гибели обезьян, заражённых 
внутримышечно или аэрозольно вирусом RAVV 
или штаммом Angola MARV; успешным было при-
менение его и после заражения животных. Специ-
фические нейтрализующие IgG у животных имели 
низкие уровни. У обезьян, привитых этим реком-
бинантом, T-клеточных ответов не было [40, 41].  
Основанная на платформе VVS филовирусная 
кандидатная GP-вакцина rVSV-MARV-GP в до-
зе 107 БОЕ защищала от гибели мышей с ослаб
ленным иммунитетом, а также обезьян (Macaca 
fascicularis) и не проявляла нейровирулентности 
[37, 42].

Препарат, сконструированный из вирусопо-
добных частиц, содержащих GP MARV, индуциро-
вал вирусспецифические антитела и обеспечивал 
защиту морских свинок от гибели. Механизм его 
действия состоял в активировании T-клеток CD4+. 
Вирусоподобные частицы, содержащие GP штамма 
Musoke MARV, обеспечили перекрёстную защиту 
морских свинок и обезьян, инфицированных штам-
мом Ci67 MARV или вирусом RAVV [43].

Перекрёстной защиты от вируса Эбола не было 
у животных, привитых препаратами против ЛМ, но 
комбинированные вакцины были успешны в защите 
от обоих вирусов, а также вируса RAVV [35, 44]. 

В опытах на обезьянах высокоэффективными 
были 14 кандидатных вакцин против ЛМ — ре-
комбинантные аденовирусные, на основе VVS или 
альфавирусного репликона, ДНК-вакцины, вирусо-
подобные частицы и некоторые их комбинации [8, 
37, 44]. Однако ни один из этих препаратов не ре-
комендован для медицинского применения [8, 37].  
Две кандидатные вакцины против ЛМ (cAd3 и 
MARV DNA) проходят первую фазу клинических 
испытаний, а препарат MVA-BN-Filo — вторую [15, 
37, 45].

Лечение
До настоящего времени не разработано специ-

фического лечения ЛМ в эпидочагах. Во время эпи-
демических вспышек основной была поддержива-
ющая терапия (кровозамещающие жидкости, анти-
бактериальные препараты, переливание крови), не 
дававшая существенных результатов [8, 12, 32, 33]. 
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Лечение пациентов сыворотками реконвалесцентов 
или иммуноглобулинами было, как правило, мало-
результативным [8, 32, 33, 46], что связано, скорее 
всего, с их поздним применением. Однако введение 
человеческих специфических моноклональных ан-
тител обезьянам вплоть до 5-х суток от заражения 
защищало животных от гибели [47, 48]. 

В 48 ЦНИИ Минобороны России более 20 лет 
назад были разработаны специфические лошади-
ные иммуноглобулины для экстренной профилак-
тики лихорадок Марбург и Эбола. Введение их че-
рез 2 ч после заражения защищает 100% павианов 
гамадрилов и морских свинок от заражения 10–30 
ЛД50 возбудителя [32]. Иммуноглобулины против 
лихорадок Эбола и Марбург из сыворотки крови 
лошадей жидкие внедрены в практику здравоохра-
нения России. Экстренная терапия, начатая сразу 
после заражения, важна для предотвращения болез-
ни в случае внутрилабораторного инфицирования.

В лабораторных исследованиях оценены сле-
дующие направления разработки средств лечения 
ЛМ. Иммуномодуляторы были малоэффективны — 
лишь 1 из 6 заражённых MARV обезьян выжила 
после лечения рекомбинантным коагулирующим 
белком-2 нематоды [49]. Антисмысловая техноло-
гия была эффективнее — экстренное введение фос-
фородиамидатных морфолиновых олигомеров для 
блокирования экспрессии вирусного белка, начатое 
спустя 30–60 мин после заражения MARV, полно-
стью защищало обезьян от гибели [50]. Комбиниро-
ванная терапия химиопрепаратом широкого спектра 
действия ремдесивиром и человеческими антитела-
ми против MARV обеспечила защиту 80% обезьян, в 
то время как лечение только ремдесивиром или толь-
ко антителами лечебного эффекта не имело [51, 52].  
Как средство экстренной профилактики была эф-
фективна векторная вакцина на платформе VVS, 
экспрессирующая GP MARV. Отмечено выживание 
100% обезьян, когда кандидатную вакцину rVSV-
MARV-GP вводили спустя 20–30 мин после зараже-
ния [53]. 

В последнее время разрабатывают принципи-
ально новые пути создания ингибиторов MARV, од-
нако они основаны на модельных опытах с псевдо-
вирусом [54]. Так, получено соединение FC-10696, 
препятствующее выходу вирусоподобных частиц, 
содержащих VP40, и жизнеспособного MARV из 
клеток HeLa или первичных макрофагов человека. 
Введённый мышам препарат ослаблял проявления 
инфекции и защитил от гибели 14% животных [55]. 
Другой новый путь направлен на конструирование 
антигенсвязывающих Fab-фрагментов. Создано 
синтетическое антитело sFab H3, которое связыва-
ет белок VP35 MARV, являющийся критическим 
кофактором комплекса репликации вируса и анта-
гонистом противовирусного иммунитета. Неполное 
антитело sFab H3 ингибировало синтез вирусной 

РНК в минигеномном анализе, что позволяет пред-
положить возможность его потенциального исполь-
зования в качестве антивирусного средства [56, 57].

Заключение
За 55-летнюю историю исследований MARV 

в Германии, США, Великобритании, России, Ита-
лии, Японии, Китае в гражданских и военных ла-
бораториях наивысшего уровня защиты получены 
обширные данные по биологии возбудителя, в поле-
вых условиях выявлены эпидемиологические осо-
бенности вызываемой им особо опасной инфекции 
человека, изучена экология вируса. Ареал предста-
вителей семейства Filoviridae, включающего род 
Marburgvirus, распространён в Африке, Южной и 
Центральной Европе, Юго-Восточной Азии и Ки-
тае. Два представителя этого семейства — вирусы 
Эбола и Марбург — являются одними из самых 
патогенных возбудителей заболеваний человека; 
опасность вирусов других родов филовирусов для 
человека малоизвестна. 

Почти 30-летняя разработка средств и методов 
профилактики и лечения ЛМ дала некоторые резуль-
таты для практической медицины. Определено, что 
оценку эффективности препаратов целесообразно 
проводить на обезьянах, в наибольшей степени вос-
производящих симптомы и патологию, наблюдае-
мую у людей. В условиях чрезвычайной ситуации в 
области здравоохранения новые и альтернативные 
подходы к разработке вакцин необходимы для бы-
строй и массовой вакцинации, управления вспыш-
кой заболевания и сокращения распространения 
эпидемии [58], что определило необходимость ис-
следования разных путей разработки вакцин против 
ЛМ. Выявлены наиболее перспективные направле-
ния этой работы — конструирование рекомбинан-
тов на основе аденовируса, VVS или альфа-ви-
русного репликона, ДНК-вакцины; 3 кандидатные 
вакцины из них проходят I–II фазы клинических 
испытаний. В лабораторных исследованиях показа-
но достоверное защитное действие химиопрепарата 
ремдесивир в сочетании с человеческими антитела-
ми против MARV, а также этиотропного препарата с 
антисмысловым механизмом действия и индуктора 
интерферона. В модельных опытах с псевдовиру-
сом найдены принципиально новые пути разработ-
ки ингибиторов возбудителя — препятствие выходу 
его из клеток, а также конструирование антигенсвя-
зывающих Fab-фрагментов, ингибирующих синтез 
вирусной РНК. Единственный препарат, внедрён-
ный лишь в практику здравоохранения России, — 
жидкий специфический лошадиный иммуноглобу-
лин для экстренной профилактики ЛМ.

MARV представляет собой биологическую 
угрозу в связи с риском заноса его в нашу страну 
с туристами, импортированными обезьянами, лету-
чими мышами или в случае биотерроризма. Особую 
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эпидемическую значимость имеет персистенция 
вируса в тканях глаз, яичек и печени реконвалес-
центов в течение месяцев после выздоровления. 
С учётом отсутствующих до настоящего времени 
средств профилактики и лечения ЛМ разработка 
защитных препаратов является насущной задачей 
обеспечения биологической безопасности России.

Возможное распространение новых для Рос-
сии особо опасных инфекций, таких как ЛМ, тре-
бует дальнейшего развития системы медико-биоло-
гических, санитарно-эпидемиологических, инфор-
мационных и других мер, направленных на защиту 
населения от этих заболеваний. 
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